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1. Bevezetés

A cianobaktériumok (kékalgak) vilagszerte megtaldlhaté &si mikroorganizmusok.
Oxigéntermeld fotoszintézisiik révén 2200-2400 millié évvel ezel6tt jelentGs szerepiik volt a
Fold aerob légkorének kialakitdsaban, és ma tovabbra is fontos szerepet jatszanak a szén,
nitrogén és asvanyi anyagok bioldgiai ciklusaban. Valtozatos korilmények kozott fellelhet6
élélények, megtalalhatok az édes és sds vizekben, valamint a szikldk és a talaj megvilagitott
fellletein is. Fotoszintetikus életmddjuk révén, valamint a kedvezétlen és szélséséges
kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodasi képességiik miatt a cianobaktériumok elsédleges
kolonizaldk. Egyes fajaik képesek tovabba a gaznem( nitrogén megkotésére és ammonidva
valamint aminosavakka torténd atalakitasara. B6séges forrasok idején a cianobaktériumok
képesek raktarozni az alapvet6 tapanyagokat (foszfor, nitrogén, szén, vas), hogy korlatozott
korilmények kozott is lehet6vé tegyék a ndvekedésiiket. Bizonyos fajok tovabbi stratégidkat
alkalmaznak a kdrnyezeti széls6ségekkel (magas sétartalom, magas és alacsony h6meérséklet,
szakaszos kiszdradds, magas napsugarzas) szemben, igy biztositva a tulélésiket és a
novekedésiiket. A cianobaktériumok szdmos vizi és szarazfoldi taplaléklanc alapjat képezik, és
a biotechnoldgiaban is egyre névekszik az alkalmazdsuk, kezdve a bio-tragyak el6allitasatoél a
potencialis gydgyszerekig. Vizi kornyezetben a cianobaktériumok kiilonb6z6 élGhelyeken
fordulhatnak el8: diszpergalt formaban vagy aggregatumokként szuszpendalva a vizben, a viz
felszinén, az aljzat lledékében, vagy a parti szikldkhoz, lledékekhez és a névényekhez
kapcsolédva. A cianobaktériumok tomeges populdcioi ezeken a helyeken viragzast, habzast,
biofilmeket vagy sz6nyegeket képezhetnek. Ilyen tomegpopulaciok el6fordulhatnak
érintetlen, emberi tevékenység altal nem befolydsolt viztestben ahol a novekedéséhez
sziikséges tdpanyagok természetes geoldgiai és hidroldgiai folyamatok révén jutnak a viztérbe.
Mara azonban felismerték, hogy a viztest trofikus allapotanak ilyen névekedése (eutrofizacio)
kiilonosen érzékeny az antropogén hatasokra. Algaviragzasok hatranyosan befolyasolhatjak az
emberi és allati ivoviz ellatast, a novények ontozését, az akvakulturakat, az ipari feldolgozast,
a rekreacids tevékenységet és az idegenforgalmat. A cianobaktériumok képesek lehetnek
potencialis toxikus metabolitokat (cianotoxinokat), illetve egyéb bioldgiai szempontbdl
jelent6s anyagokat elGallitani. Az elmult években szamos cianobakterildis metabolitot
azonositottak, melyek igen valtozatos bioldgiai aktivitdssal rendelkeznek. Napjainkban a

novények és egyes mikroorganizmusok kimondottan nagy gyogyaszati jelent6séggel birnak,



ezek a legfontosabb hatdanyagforrasok a gyogyszeripar szdamara. Az Ujonnan felfedezett
cianobakteridlis metabolitokat egyre nagyobb érdekl6dés Ovezi, és a fotoszintetizald

mikroorganizmusok gyogyaszati jelentGsége is atértékelSdik.

2. Célkittizés

Munkank soran kilénb6z6 cianobaktérium fajok peptid metabolit termel6 képességét
kivantuk vizsgalni. A vizsgalatok soran a cianobaktériumok toxin-tartalmanak kimutatasara
alkalmazott megkozelitéseken tul a ritkdn  vizsgdlt peptidek megjelenésére
Osszpontositottunk. Ezen kiviil a potens bioldgiailag aktiv peptid molekuldk azonositasan és
jellemzésén keresztil kivantuk felhivni a figyelmet a cianobaktériumokra, mint természetes
hatdéanyagforrasokra.

A 2010-es években rendszeresen fordultak el6 Microcystis vizvirdgzasok a Balatonban.
Célunk volt (1) a téban 2013 és 2016 kozott megfigyelheté Microcystis fajok azonositasa és
peptid metabolom elemzése volt. Hasonlé mddon szerettilk volna megvizsgalni (2) az Alfold
alkalikus gyeptdrsuldsain szabadon el6fordulé szarazfoldi, illetve (3) egyes szimbionta Nostoc
fajok peptidtermel6 képességét. Mindharom esetben célunk volt:

e Az izolalt cianobaktérium fajok morfolégiai és molekulkdrius alapu azonositdsa.

e Az izolalt cianobaktérium fajok altal termelt ismert peptid metabolitok (toxinok
és bioaktiv peptidek) azonositdsa, illetve eddig azonositatlan peptid metabolitok
aminosav szint{ karakterizalasa LC-ESI-MS/MS méddszer alkalmazasaval.

e Az azonositott metabolitok el6fordulasa alapjan kiilonb6z6 kemotipusok
meghatdrozasa, valamint az egyes kemotipusok térbeli és id6beli eloszlasanak

vizsgalata.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A cianobaktériumok

A cianobaktériumok ubikvista él6lények, vilagszerte és minden éghajlati koriilmények
kozott, sok kiilonboz6 él6helyen megtaldlhatdk [1]. Szabadon é16 formaik megtaldlhatok édes
és sosvizekben (bentikus és planktonikus formaban) vagy talajfelszinen egyarant. Egyes fajok
szimbidzisban élnek magasabb rendl novényekkel vagy gombakkal (példdul zuzmodk). A
cianobaktériumok morfoldgidja igen vdltozatos, lehetnek egysejtliek, koldniaképzék és
tobbsejtli fonalas szerkezetlek. Egyes fajok specidlis, kiilonb6z6 funkcidk betoltésére
modosult sejtekkel rendelkeznek, ideértve a légkori nitrogén megkotésére szolgdld
heterocisztdkat vagy a kedvezGtlen koriilmények tulélésére szolgald spdra-szerl sejteket az
akinétdkat. Az egyes sejtek altaldban mikroszkopikus méretliek, de a nagyobb,
makroszkopikus formak, mint példaul a zselatinszerd kolénidk (pl. Microcystis spp.) vagy a
bentikus sz6nyegek (pl. Phormidium spp.), szabad szemmel is konnyen lathatdak. A kiegészitd
pigmenteknek koszonhetéen (fikobilinek, kilondésen a fikocianin és fikoeritrin) a
cianobaktériumok képesek a gyenge fényviszonyok mellet is szaporodni. Ezen felll a
gazvezikulumoknak koészonhetéen képesek lehetnek a felhajtéerejiket is szabalyozni, ami
lehetévé teszi, hogy a habképz6 cianobaktériumok (pl. Microcystis spp.) fenn maradhassanak
a vizoszlop felsé rétegében. Ugyanakkor ezek a cianobaktériumok és azon bentikus formak,
amelyek nagyon nagy mennyiségl fénynek és ultraibolya (UV) sugarzasnak vannak kitéve,
kilénb6z6 védekezési mechanizmusokkal rendelkeznek (pl. a karotinoid pigmentek és
scytonemin), hogy elkeriiljék a fénygatlast és az UV-karosodast. Legvégiil fontos megemliteni,
hogy bizonyos fajok, amelyek képesek a légkori nitrogén megkotésre, nitrogén szegény
korilmények kozott és magas foszfor koncentracié mellett versenyel6nyben vannak tarsaikkal
szemben, ugyanakkor néhany nitrogén-fixaléd faj magas nitrogén és foszfor koncentracio
mellett is megjelenhet vizviragzdsokban [2,3].

A cianobaktériumok elsédleges termel6k, melyek fényenergia felhasznalasaval asvanyi
anyagokbdl és szén-dioxidbdl dllitanak el6 szerves anyagot. Kovetkezésképpen ezeknek a
mikroorganizmusoknak a névekedését befolyasold f6bb tényez6k a tdpanyagok jelenléte és
hozzaférhet6sége (kiilonodsen a foszfor) és a napfény. Mas fizikai és bioldgiai tényezdk, mint
példaul a vizoszlop termikus rétegz6dése, mds organizmusokkal folytatott verseny, a

ragadozdk és parazitdk jelenléte szintén befolydsoljdk a  cianobaktériumok
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populdciédinamikajat. Az emberi tevékenységek eredményeként sok viztest tdpanyag
tartalmanak megemelkedése a cianobaktériumok elterjedéséhez vezetett az egész vilagon.
Mivel sok potencialisan mérgez6 cianobaktérium faj hajlamos vizviragzdsokat okozni, ezek
specifikus tulajdonsagaikkal és okoldgiai viselkedésiikkel kapcsolatos ismeretekre is szlikség
van a kockdazatértékelés keretein beliil toérténé megfelel§ vizsgalatokhoz és kezelésekhez.
Osszességében szamos fizikai, kémiai és bioldgiai tényez8rél és folyamatrdl ismert, hogy
hatdssal van a cianobaktériumok populaciédinamikdjara, valamint a vertikalis és horizontalis
eloszldsara. Mindezeknek a tényez6knek és folyamatoknak a tébbszords kdlcsonhatasa szinte
lehetetlenné teszi a cianobaktériumok virdgzasanak kozép- és hosszu tavu (tobb hét vagy
hénap) el6rejelzését, ravilagitva a pontos monitorozas sziikségességére [2].

Ma mar bebizonyitott, hogy a planktonikus cianobaktériumok viragzasa a legelterjedtebb
az eutrof okoszisztémakban [4], azaz olyan tavakban, amelyek teljes foszforkoncentracidja
magasabb, mint 50 pg/L. Ezen kivll jelentés biomassza taldlhaté meg a mezotrofikus
Okoszisztémakban (ahol a teljes foszforkoncentracid 20 és 50 pg/L kozotti), példaul a mély
alpesi tavakban ahol a Planktothrix rubescens is jelent6s mennyiségben megtaldlhato.
Masfel6l az aramlé vizekben, oligotréf koriilmények kozott a bentikus cianobaktériumok
elterjedése figyelhet6 meg, példaul alacsony foszforkoncentracidju folydkban és hegyi
tavakban. A mérsékelt égovi térségben a cianobaktériumok tomeges megjelenése altaldban
nyaron fordul el6, amikor a viz hémérséklete meghaladja a 20 ° C-ot, és megtorténik a
vizoszlop termikus rétegzédése (3 m-nél mélyebb tavak esetén). Néhany faj azonban képes
elszaporodni hidegebb vizekben is. llyen példaul a P. rubescens, amely még télen, a jéggel
boritott tavakban is képes elszaporodni [5], és a P. agardhii, amely képes éveld virdgzast
képezni a tavakban (néha tobb évig is). Szamos tanulmany késziilt a vizoszlop termikus
rétegz6désének a cianobaktériumok viragzasanak dinamikajara gyakorolt hatasarol. A
rétegz6dés lehetbvé teszi a lebegd cianobaktériumok (pl. Microcystis) helyzetének beallitasat
a vizoszlopban, példaul a fény elérhet6sége érdekében, ami versenyelényt jelent mas
szervezetekkel, példdul a mikroalgakkal szemben. Ezenkivil az eutrofikus viztestekben a
termikus rétegz6dés az liledékb6l oxigénhidnyos korilmények kozott a foszfor
felszabaduldsahoz vezethet, ami igy kozvetetten befolyasolhatja a cianobaktérium populaciok
dinamikdjat. Ezen fiziko-kémiai tényez6kon és folyamatokon tul szamos bioldgiai folyamat is
m(ikodik. Eutrofikus koriilmények kdzott verseny zajlik a fotoszintetikus mikroorganizmusok

(azaz a cianobaktériumok és a mikroalgdk) valamint a cianobaktériumok és a névények kozott
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a fény elérése érdekében. A cianobaktériumokkal taplalkozé zooplankton szintén szerepet
jatszhat a cianobaktériumok virdgzasanak megjelenésében, azonban a zooplankton-
szervezetek jelenlétét nagymértékben meghatdrozza a halk6zosség dsszetétele [2,6].

A cianobaktériumok szamos, kiilonféle masodlagos metabolitot képesek eldallitani,
melyek kozll néhany mérgez6 hatdsu lehet a névényekre, allatokra és az emberekre nézve
egyarant. A cianotoxinokkal kapcsolatos vizsgalatok tobbsége a microcystinekre (MCY) irdnyul,
hiszen ezek azok a leggyakoribb toxinok, amelyeket az édesvizi 6koszisztémakban viragzast
képez6 cianobaktériumok termelnek. A viztestben a MCY-ek eloszlasat és koncentraciojat
kiilonb6z6 faktorok hatarozzdk meg: 1, a toxint termelS cianobaktériumok biomasszaja; 2, a
toxinok mennyisége és tipusa a sejtekben; 3, a toxikus genotipusok ardnya a populdciéban; 4,
extracellularis MCY felszabaduldsa a vizben. A biomassza egységnyi MCY koncentracidja
jelent6sen valtozhat egyik viragzasrdl a masikra, illetve egyetlen viragzas soran, de lehetnek
meglehetGsen stabilak is [7]. Az elmult 10 évben szamos kutatdst végeztek annak érdekében,
hogy jobban megértsék a kornyezeti feltételek cianobaktérium sejtek toxintartalmara
gyakorolt hatasat. Noha a kornyezeti tényez6k (ideértve a nyomelemeket, a tdpanyagokat és
a fényt) befolydsolhatjak a MCY termel6 és nem termel6 sejtek aranyat, valamint a sejten
belili MCY termelést, problémds volt nagy bizonyossdggal el6re jelezni a vizvirdgzas
lehetséges toxicitasat és az azzal jard egészségligyi kockazatokat [8]. Mas cianotoxinokrdl joval
kevesebb adat all rendelkezésiinkre, d4m a bentikus cianobaktériumok (kuléndsen a
Phormidium) dltal termelt anatoxinokrdl szo6lé kozelmultbeli jelentések szerint nagy
heterogenitas figyelhet6 meg az azonos terileten gydjtott kiilonb6z6 sz6nyegek toxin
koncentracidinak 6sszehasonlitasakor. Ennek oka lehet egyrészt a toxikus és nem toxikus
genotipusok egyittes jelenléte a Phormidium populdciékban, masrészt a toxikus genotipusok

altal termelt anatoxin koncentraciéjanak valtozasa is [9].
3.2. Cianobakterialis peptidek

Az elmult két-harom évtizedben nagyszamu cianobakteridlis metabolitot izolaltak és
jellemeztek tenyésztett torzsekbdl és terepi mintakbdl. Eddig tobb mint 600 peptidet vagy
peptid jellegli metabolitot irtak le kilénb6z6 taxonokbdl. A folyamatos és egyre novekvs
tendencia a vizi rendszerek kozegészségiigyi szempontbdl jelentés megfigyelésébdl és a
kiilonféle szerkezetl és valtozatos bioldgiai aktivitassal rendelkezé anyagok potencidlis

farmakoldgiai alkalmazhatésaganak vizsgalatabdl szarmazik. A cianobaktériumok altal termelt



masodlagos metabolitok nagymértéki szerkezeti valtozatossagot mutatnak. Ezek nagyrészt
peptidek vagy peptid és nem peptid alegységekkel egyarant rendelkez6 vegyiiletek.
Tobbséglik NRPS (nem riboszédmalis peptid-szintetaz) vagy NRPS-PKS (poliketid szintdz) hibrid
enzim rendszereken keresztil szintetizalédik, azonban egyes peptidek bioszintézis utja egy-
egy riboszomalisan szintetizalt peptiddel kezd&dik, amelyek késébb poszt-transzlaciés
maodositasokon mennek keresztil [10].

Az NRPS bioszintézis rendszer fehérje szinten nukleinsav mentesen miikodik, az amino-
és karboxil-csoportot tartalmazé rokon vegyiiletek kapcsolédddsat fehérjesablonok iranyitjak,
és minden egyes bioszintézis |épéshez egy-egy proteinmodul sziikséges. Egy modul kiilénboz6
katalitikus doménekbdl all, a minimalis modul tartalmaz egy aminosav-aktivaldshoz sziikséges
adenilacios (A) domént, egy aktivalt intermedierek atviteléért felelds tiolacids (T) domént és
egy kondenzacids (C) domént. A domének és a modulok gén szinten 6sszetett strukturak, gén
klasztrek formajaban vannak jelen és a transzlacio soran tébbfunkcids fehérjékké vagy multi-
enzimkomplexekké iréodnak at. Az NRPS gének altaldban tébb modulbdl 3allé6 fehérjéket
kdédolnak, de egyedi modulokat vagy doméneket kddold gének szintén megtaldlhatok. Egy
minimalis modulhoz kb. 3—3,5 kbp (kilobazispar) genetikai szekvencidra van szlikség, igy ezek
a tébb modulbdl all6 NRPS gének a legnagyobb ismert gének [10]. A cianobaktériumok
masodlagos metabolitjainak és ezek kémiai szerkezetének nagy diverzitasa arra utal, hogy a
cianobaktériumok genomjaban valtozatos NRPS és PKS géncsoportok vannak jelen. A
masodlagos anyagcseretermékek bioszintéziséért felel6s génekben gyakran megfigyelheték
NRPS és PKS gének keveredése [10].

Az A-domének katalizaljak az aminosavak, iminosavak vagy hidroxisavak és kilénféle
karbonsavak karboxilcsoportjainak specifikus aktivalasat. Az A-domének azok, amelyek
els6dlegesen meghatdrozzak a kialakuld peptid aminosav sorrendjét, ugyanis az enzim
kot6helyének geometridja hatdrozza meg, hogy mely aminosavak képesek bejutni a katalitikus
helyre, ahol egy ATP felhaszndlasaval megtorténik az aktivalds. A T- vagy mas néven PCP
(peptidil hordozd fehérje) doméneknek kulcsszerepe van a kozbens6 termékek A- és C-
domének kozotti szallitasaban. Kéztes mddositasok esetén a T-domének mas doménekkel is
(epimerizaciés, formil-transzferdz, = N-metildcidés, oxidalé, redukald, ciklizacids)
kapcsolédhatnak. A peptidkotés kialakuldsat az NRPS-ben a kondenzaciés C-domén végzi.
Mivel a peptidkotés kialakuldsa az NRPS kdzponti reakcidja, a C-domének szinte minden NRPS

meghosszabbitdasi moduljdban megtaldlhatok. A tioészterdaz (Te) domének katalizaljdk a
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bioszintézis folyamat terminacios lépéseit, a peptid- vagy észter kotésekkel jard ciklizacidkat
vagy a hidrolizissel torténé felszabadulast [10,11].

A nem-riboszémadlis peptidek szerkezete az aminosavak mellett tartalmazhat tovabbi
szerkezeti elemeket is. llyenek példaul a kiilonb6zé szénlancok, melyeket a PKS rendszerek
integrdlnak. Szdmos természetes anyagot a PKS rendszerek hoznak létre a zsirsav szintézishez
hasonlé mddon, acetat- és/vagy propionat egységek Osszekapcsolasaval. A PKS utvonalak
felépitése hasonld az NRPS rendszer felépitéséhez, ami megkdnnyiti az egyes modulok kozti
atmenetet. A poliketidek szintézise harom PKS domént igényel. Az acil-transzferdz (AT)
domén, amely a szubsztratok (malonat-szarmazékok CoA-tioészterei) kivalasztasaért felelSs,
analdgiat mutat az NRPS rendszerekben taldlhaté A-doménekkel. Ezek a szubsztratok acil-
hordozé fehérjéhez (ACP) kapcsolddnak. Az ACP-k a masodik alapvet6 egységei a PKS
rendszernek, amelyek (az NRPS-ek T-doménjével analég moddon) szdllitbegységekként
szolgdlnak. Végiil a kondenzacios |épés soran a szubsztrat Claisen kondenzacidval kapcsolddik
a novekvd lanchoz, amelyet egy ketoszintaz (KS) domén katalizal. A KS domén funkcidjat
tekintve tehat egyenérték(i az NRPS-ek C-doménjével. A PKS modulok a minimalis doméneken
kiviil  tartalmazhatnak tovabbi mddositd6 doméneket (ketoreduktdz, dehidratdz,
enoilreduktdz), melyek a kilonb6z6 telitetlen és alifas egységek kialakuldsaért felel6sek. A
bioszintézis Ut végén a termék a Te-domén altal katalizalt dton kapcsolddik le a rendszerrél
[10,11].

A riboszémalis peptidek a riboszoman keresztil szintetizalédnak és csak proteinogén
aminosavakat tartalmaznak. A transzlacié utani mddositasok miatt hasonlithatnak a nem
riboszémalis peptidekhez. A cianobaktériumokban el6fordulé riboszédmalis peptidek egyik
leggyakoribb csoportja a cianobaktinok. Ezek ciklikus vagy ritkan linearis peptidek poszt-
riboszémalis peptidszintézis utjan alakulnak ki, majd utdélagos mddositdsokon mennek
kresztlil, hogy kialakulhasson a végs6 komplex szerkezetik [12]. Ezeket a vegyiletek
riboszémalis Uton szintetizalt és poszt-transzlaciés uton mdédositott peptidek (RiPP) néven is
ismertek, de ide sorolhatdk példaul a ciklikus patellamidok vagy a linearis aeruginosamid is

[13].



3.3. Cianotoxinok

A cianobaktériumok igen sokféle toxikus vegyileteket lehetnek képesek termelni (1.

tablazat). A cianotoxinokat csoportosithatjuk a szerkezetiik szerint és a hatdsaik alapjan.

1. tablazat Az ismert cianotoxinok kémiai szerkezete, forrasa és azok hatasai.

Cianotoxin Kémiai szerkezet Termel6 Hatas
cianobaktériumok

Microcystinek ciklikus heptapeptidek  Microcystis, hepatotoxikus, tumor
Anabaena, Nostoc, promoter, eukaridta
Planktothrix, protein foszfataz PP1,
Phormidium, PP2A és foszfoprotein
Oscillatoria, foszfataz PPP4 és
Radiocystis, PPP5 gatld
Gloeotrichia,
Anabaenopsis,
Rivularia, Tolypothrix,
Hapalosiphon,
Plectonema

Nodularinok ciklikus pentapeptidek  Nodularia ua. mint a

Cylindrospermopszinok

Anatoxin-a

Anatoxin-a(S)

Saxitoxinok

Lyngbyatoxinok,
Aplysiatoxinok

BMAA, DAB

LPS

triciklikus guanidin
alkaloidok

biciklikus alkaloidok

foszforilalt ciklikus N-
hidroxiguanin
alkaloidok

indol alkaloidok

diaminosavak

lipopoliszacharidok

spumigena, Nostoc

Cylindrospermopsis,
Umezakia,
Anabaena,
Oscillatoria,
Raphidiopsis,
Aphanizomenon
Anabaena,
Phormidium,
Aphanizomenon

Anabaena

Aphanizomenon,
Anabaena, Lyngbya,
Cylindrospermopisis,
Planktothrix
Lyngbya, Oscillatoria,
Schizothrix

sok nemzetség

minden nemzetség

microcystineknél,
ezen kivll gyengén
karcinogén

tobb szervre nézve
toxikus, neurotoxikus,
genotoxikus, protein
szintézis gatld

neurotoxikus,
kompetitiv mddon
kotédik az acetilkolin
receptorokhoz
neurotoxikus, gatolja
az acetilkolin-észterdazt
neurotoxikus,
blokkolja a fesziiltség
fliggd
natriumcsatornakat
tumor prométer,
kot6dik az eukaridta
protein kindz C-hez
neurotoxikus, fejlédési
toxin, hibas beéplilés
fehérjékbe

gyulladast okoz,
elBsegiti a citokin
szekréciot




3.3.1. Microcystinek és nodularinok

A MCY-ek a leggyakrabban el6forduld cianobakterialis toxinok. Szerkezetiket tekintve
ciklikus heptapeptidek, az 5. poziciéban Iév6 egyedi aminosavat (Adda - 3-amino-9-metoxi-
2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav) kivéve a molekula minden része variabilis valamilyen
mértékben. Emiatt a MCY-eknek jelenleg tobb mint 200 varidnsa ismert, melyeket a
legvariabilisabb 2. és 4. pozicidban lévé aminosavak betlkddjaival kiilonboztetnek meg
egymastol (pl.: MCY-LR). Ha az alapszerkezethez képest a tobbi pozicioban mutatkozik eltérés,
akkor azt el6tagként szokds megadni (pl.: [MeSer7]MCY-LR). A nodularinok (NOD)
szerkezetileg igen hasonldéak a MCY-ekhez, am ezek ciklikus pentapeptidek, melyeknél az 5.
pozicidban szintén Adda taldlhatd. A varidansok elnevezése is hasonléképpen torténik, a 3.
poziciéban lév6 legvariabilisabb aminosav betlkddja utétagként, a tobbi helyen taldlhaté
eltérés el6tagként szerepel (pl:. [dhb5]NOD-R). A két toxincsalad bioszintézis Utja jol ismert, a
szerkezeti hasonlésdgokbdl addddéan mutatnak azonossdgokat. Nem riboszémadlis Uton
szintetizdlodo oligopeptidek, mind az nda, mind a mcy génklaszter tartalmaz NRPS és PKS
géneket egyarant. A MCY-ek és a NOD-ok hepatotoxinok, a protein foszfatazok (PP) specifikus
gatlészerei. A MCY-ek kovalens kétédés atjan gatoljdk az PP1, PP2A, PP3, PP4, és PP5 valamint
kisebb mértékben a PP2B miikddését, mig a NOD-ok a PP1, PP2A és PP3 aktivitasara vannak
hatdssal, de nem kétédnek kovalensen az enzimhez. A PP1 és PP2A gdatlasa maj fehérjék
hiperfoszforilaciéjahoz vezet, amelyek szamos folyamot befolydsolnak, mint példaul a
metabolikus utak mikodését, a membran transzportot, a kivalasztast, a sejtosztédast, a
transzkripciét vagy a transzlacidt. Ezen kiviil tumor prométerek és oxidativ karosodast is
okoznak. Tovabba a MCY-ekrél tudjuk, hogy karositjak az endokrin rendszert, genotoxikusak

és aktivaljak a c-jun, c-fos, és c-myc proto-onkogéneket [2].

3.3.2. Cylindrospermopszinok

A cylindrospermopszinok (CYN) guanidin alkaloidok. Szerkezetiik nem tul varidbilis,
Osszesen Ot variansuk ismert. A bioszintézisiikért felel6s génklaszter ismert, a cyr gének kozott
talalunk PKS és NRPS elemeket is. A CYN-ok széles spektrumu mérgezé molekulak, kilonb6z6
szerveket és metabolikus utakat befolyasolnak. Gatoljak a fehérjeszintézist, a GSH szintézist,
sejthalalhoz vezetnek, progenotoxikusak, karositjak az endokrin rendszert és oxidativ stresszt

valtanak ki [2].



3.3.3. Anatoxinok

Az anatoxinok (ANTX) szerkezetiik alapjan tropan-alkaloidok, PKS utvonalon keresztiil
szintetizalddnak. Neurotoxinok, szokas ket nagyon gyors halal faktoroknak (VFDF) is nevezni,
mivel a toxin szervezetbe kerllése utan nagyon gyorsan haldlt okoz. Az ANTX-ok nikotin
agonistak, a nikotinos acetilkolin receptorokhoz kot6dnek, és ott is maradnak, mivel az
acetilkolin észteraz enzim nem képes a toxint eltavolitani, igy blokkolja az ingeriilet atvitelt. Az
ANTX-ok befolyasoljak a vérnyomast, a pulzust és a gazcserét, a mérgezések sordn acidozist,
hipoxiat és légzés ledllast rogzitettek [2].

Az ANTX-a(S) egy foszforilalt ciklikus hidroxiguanidin, ami az egyetlen természetes
szerves foszfat tartalmu molekula. A bioszintézis Utja egyel6re ismeretlen, azonban
feltételezik, hogy L-argininbdl indul ki. Hasonldéan a peszticidekhez és rovarirté szerekhez, az
ANTX-a(S) irreverzibilisen gatolja az acetilkolin észterazokat (AChE). Ennek kovetkeztében az
ingerilet kozvetité acetilkolin nem fog hidrolizalni, ami megakaddlyozza a posztszinaptikus
membran repolarizacidjat, igy blokkolva az ingerilet atvitelt. EmI&soknél a mérgezés

kovetkeztében kialakuld gorcsok és légzésledllds okozza a haldlt [2].

3.3.4. Saxitoxinok

A saxitoxinok (STX) alkaloid tipusu neurotoxinok, jelenleg 57 varidnsuk ismert. A
bioszintézisért felelds génklasztert az utébbi id6ben sikerilt azonositani, a kiilénb6z6 termeld
szervezetekbdl szarmazd sxt génklaszterben a varidbilis géneken tul 14 k6z6s kdzponti gén
talalhatd. Az STX-ok erds neurotoxinok, blokkoljak a fesziiltség fliggé natrium ioncsatorndakat
az idegsejtekben. A kozelmultban felfedezték, hogy az STX-ok kotédnek a kalium- és
kalciumcsatorndkhoz is. Az STX-ok ember altali elfogyasztasa un. bénuldsos kagyldmérgezés
(PSP) szindrémahoz vezet, ami sulyos esetekben légzési elégtelenség kovetkeztében halilt

okoz [2].

3.3.5. B-N-metilamino-L-alanine és valtozatai

A B-N-metilamino-L-alanine (BMAA) kémiai szerkezetét tekintve egy 2-amino-3-
metilaminopropansav, melynek t6bb természetes izomere is létezik. Ezek a molekuldk tehat
azonos molekula képlettel (C4sH10N20;) és azonos molekula tomeggel jellemezhet6k. Ezek az
anyagok neurotoxinok, az AMPA/kainat receptorokat célozzak meg. A BMAA képes
karbamatokat képezni, ami nagyon hasonldé a glutamathoz, igy kétédhetnek a glutamat
receptorokhoz és ezaltal toxikusak a motoros neuronokra [2].
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3.4. Cianobakteridlis bioaktiv anyagok

A cianobaktériumok képesek kiilonb6z6 tipusu, Un. bioldgiailag aktiv (bioaktiv) anyagokat
el6allitani. Ezen metabolitok kémiai és szerkezeti valtozatossaga nagyon kilonbdzé bioldgiai
aktivitasokban tukrozédik. A legjelentGsebb bioaktiv anyagok peptidek, retinoidok, alkaloidok,
laktonok és foszfolipidek. Ezek a metabolitok tébbnyire NRPS és PKS utvonalakon keresztil
szintetizdlodnak, és annak ellenére, hogy egy részik hasonlé kémiai szerkezettel rendelkezik,
mégis masképpen nevezték el 6ket. Ezeknek a heterogén vegyiletcsoportoknak kiilonféle
jelent6séglik lehet, példaul hasznosak lehetnek a gydgydszat szempontjabdl, hiszen kozottik
szamos olyan anyag talalhaté, melyek antimikrobialis, tumorellenes hatasa jél ismert. Egyes
enzimmikodést gatld vegylletek a gydgyszerfejlesztés és gyogyszergyartds kiinduldpontjai
lehetnek [2,10,14,15]. A legjelent6sebb peptid tipusu bioaktiv metabolitokat a 2. tablazat

foglalja Ossze.

2. tablazat A legfontosabb bioaktiv metabolit csalddok és hatasaik.

Metabolit csalad Termel6 cianobaktériumok Bioldgiai aktivitas
Aeruginosinok Microcystis, Planktothrix, Nodularia szerin-protedz gatlok
Anabaenopeptinek Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis,  protein foszfataz
Planktothrix, Plectonema, Nodularia, gatlok,
Schizothrix karboxipeptidaz A
gatlok, elasztaz gatlok
Biogén aminok minden nemzetség vérnyomas szabalyzok
Cyanopeptolinok Anabaena, Lyngbya, Microcystis citotoxikus hatas,
szerin-protedz gatlok
Cryptophycinek Anabaena, Lyngbya, Microcystis, citotoxikus hatas,
Planktothrix, Scytonema szerin-protedz gatlok
Dolastatinok Anabaena, Lyngbya, Microcystis, citotoxikus hatas,
Planktothrix, Scytonema szerin-protedz gatlok
Micropeptinek Anabaena, Lyngbya, Microcystis, citotoxikus hatas,
Planktothrix, Scytonema szerin-protedz gatlok
Microviridinek Microcystis, Planktothrix, Nostoc szerin-protedz gatldk
Microgininek Microcystis, Planktothrix, Nostoc protedz gatlok
Cyclamidok Lyngbya, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria

3.4.1. Aeruginosinok

Az aeruginosinok (AER) linearis tri- illetve tetrapeptidek, melyeknek tébb rokon
elnevezése ismert. Osszesen tobb mint 50 rokon vegyiilet tartozik ebbe a csoportba. Ezek
kozos szerkezeti jellemzdje, hogy az N-termindlison tobbnyire valamilyen tejsav szarmazék, a

C-terminalison pedig valamilyen arginin szarmazék talalhaté (1/A. abra). A molekula kézponti
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részén lévs egyedi indol szarmazék valamint a tejsav szarmazék gyakran halogénezett. Az AER-
okhoz szerkezetileg nagyon hasonld dysinosinok és banyasid tipusu glikopeptidek esetében az
N-termindlison egy glicerinsav-szulfat szarmazék taldlhaté. Utdbbi csoport tagjainal a
molekula kdzponti részén egy biciklononan és egy hozza kapcsolddé gliikdz egység figyelhetd
meg. Az AER-ok a szerin-protedzok gatldszerei, ezaltal megakadalyozzak a fehérjék lebontasat.
A cianobakteridlis masodlagos metabolitok kozott ezek gatoljak legnagyobb mértékben a
plazmin és trombin tipusu szerin protedzokat. Gatoljak tovdbba a tripszin tipusu szerin

proteazokat is [2,10].

3.4.2. Anabaenopeptinek

Az anabaenopeptinek (ABP) szerkezetileg igen diverz ciklikus hexapeptidek, jelenleg tobb
mint 150 varidnsuk ismert és folyamatosan azonositanak ujabb vdltozatokat. A molekulat
alkotd aminosavak kozll 5 egy gylrit alkot, melyhez egy ureido-csoporton keresztiil
kapcsoldédik egy tobbnyire leucinbdl, tirozinbdl, fenilalaninbdl vagy argininbdl allé oldallanc. A
molekula minden része varidbilis, kivéve a 2. pozicidban 1évé lizint. A lizin biztositja a gy(r(
kialakulasat és rajta keresztil kapcsolédik az oldallanc is a gylrdhoz. A 3. poziciéban
leggyakrabban valin vagy leucin aminosavak, a 4. és 5. pozicidban pedig homo-aminosavak
illetve N-metildlt aminosavak talalhatdk (1/B. abra). Az ABP-ek a toxikus protedz és foszfataz
gatlék egy csoportja, amelyek befolydsoljak a tripszin, kimotripszin, elasztdz, karboxipeptidaz
A tipusu szerin proteazok valamint a PP1 és PP2A aktivitast. Az ABP-ek protedz gatld aktivitasat

nagymértékben befolydsolja az aminosavak konfiguraciéja [2,10].

3.4.3. Microgininek

A microgininek (MG) linearis oligopeptidek, altaldban négy vagy 6t aminosavbdl allnak,
de ritkan lehetnek hexapeptidek. Ezek a molekulak jellemz6en egy a-hidroxi-B-amino-
dekansavat tartalmaznak az 1. pozicidban, mely lehet halogénezett. A molekula C-terminadlisan
altalaban egy vagy két tirozin/fenilalanin talalhatd, valamint a 3. és 4. aminosavak gyakran N-
metilaltak (1/H. abra). A MG-ek kozé tartoznak tovadbba a cyanostatinok, az oscillagininek és a
nostogininek, utdbbiak esetében az N-terminalison egy a-hidroxi-B-amino-oktdnsav taldlhaté.
A MG-ek gatoljak a cink-metalloproteazok m(ikodését. Az angiotenzin-konvertalé enzim
miikodésének gatlasa révén jelent6ségiik lehet a magas vérnyomas kezelésében. Tovabba

hatdssal vannak mdas aminopeptidazok (pl.: leucin és bovine) mikodésére is [2,10].
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3.4.4. Depsipeptidek

A depsipeptidek olyan peptid tipusu metabolitok, melyekben egy vagy tébb amid kotés
helyén észter kotés taladlhaté. A cianobaktériumok képesek mind linearis mind ciklikus
depsipeptideket szintetizalni, ezek nagy szerkezeti variabilitdst mutatnak és vdltozatos
bioldgiai aktivitassal birnak. A csoportba tartoznak a cryptophycinek (1/D. abra), melyek
potencialis rdkellenes szerekként igéretes terdpids tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Tobb
valtozatuk is rendelkezik gydgyszerrezisztens tumor-szelektiv citotoxikus hatassal. A
dolastatinok (1/E. abra) szintén depsipeptidek (linearis és ciklikus), sejtosztodast gatlo
hatastiak, a mikrotubulusokhoz kapcsolédva (vinca koté helyek) gatoljdk azok
OsszeszerelGdését és apoptdzishoz vezetnek a G2/M atmenet soran. A micropeptinek (1/F.
abra) és cyanopeptolinok (1/C. abra) a cianobaktériumok 4altal termelt legdiverzebb
depsipeptidek, ez iddig 142 variansuk ismert, hatasukat tekintve tripszin és kimotripszin,
valamint elasztaz tipusu szerin protedzok gatldszerei. A microviridinek (1/G. abra) riboszémalis
uton szintetizdlodé harom gylir(is depsipeptidek, 12-14 aminosavbdl allnak, melyek nagy része
konzervalt, a 2., 3. és 5. pozicidk a variabilisak. Osszesen 17 varidnsuk ismert, legtdébbijiik a

szerin proteazok (f6ként elasztdz) mikodését gatolja [2,10].

3.4.5. Cyclamidok

Valtozatos szerkezettel rendelkez6 metabolitok tartoznak ebbe a nagyjabdél 50 tagot
szamlaléd csoportba, melyek ko6zos jellemzGje, hogy tiazol és/vagy oxazol egységeket
tartalmaznak (1/1. dbra). A csoportba tartozé vegyiiletek hatasardl, funkcidjardl jelenleg nem

sokat tudunk [2,10].
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1. abra A legfontosabb bioaktiv metabolit csalddok szerkezeti variabilitdsa. A: aeruginosin 298-A; B:
anabaenopeptin F; C: cyanopeptolin S; D: cryptophycin 1; E: dolastatin 15; F: micropeptin T2; G:
microviridin B; H: microginin 478; |: nostocyclamid.

3.5. Cianobakteridlis metabolitok gyégyaszati jelent6sége

Az emberiség mar évezredek 6ta haszndl természetes eredet(i készitményeket a
kiilonféle betegségek kezelésére. Ezek a készitmények kivald forrdsai kilonféle bioaktiv
vegylleteknek, amelyek kiinduldsi alapként szolgalhatnak a gyégyszeripar szamara. Az ismert
hatdssal rendelkez6 komponensek szerkezeti sablonokként hasznalhatok Uj félszintetikus vagy
szintetikus gyogyszerek el8allitasa sordn. Az utdbbi évtizedekben a cianobaktériumok ilyen
jellegl alkalmazhatdsagat széles korben vizsgaltak, és szadmos lehetséges antimikrobialis,

rakellenes, antiviralis és gyulladasgatld hatasu vegyliletet azonositottak [16].
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A cianobaktériumok egyes torzseit mar hasznaljak az iparban, ilyenek példaul az ehet6
Arthrospira (Spirulina) és a Nostoc. A Spirulina-t étrend-kiegészit6ként hasznaljdk magas
fehérje, tobbszorosen telitetlen zsirsav, antioxidans (fikocianin és karotinoidok) és
vitamintartalma miatt. Egyes madasodlagos metabolitok természetes OsszetevGkként
hasznalhatdk a kozmetikai iparban. A pigmentek, példaul karotinoidok és fikobiliproteinek
felhasznalhatdk természetes szinezékekként és antioxidansként egyarant. A mycosporin-szerd
aminosavak és scytoneminek krémekbe keverve megvédik a bért az UV sugdrzas karos
hatasaitol [17,18].

A rak terapiajaban jelenleg alkalmazott kemoterapids kezeléseknek sulyos, életveszélyes
mellékhatdsaik lehetnek, illetve rezisztens rakos sejtek kialakuldsdhoz vezethetnek. A
természetes eredet(i alternativdk lehet6séget adnak Uj, hatékony és kevésbé artalmas
gyogyszerek kifejlesztésére [19,20]. Egyes vegylletek esetén nagyon igéretes farmakoloégiai
eredményeket tapasztaltak, és tobbet kozilik klinikai vizsgalatok 1. és a Ill. fazisaban
tesztelnek. A cianobaktériumok altal termelt citotoxikus metabolitok altalaban az eukaridta
sejtekben 1évé tubulin- vagy aktin szalakat célozzak meg, ezaltal igéretes jel6ltek lehetnek
rakellenes szerek kifejlesztésében. llyenek példaul a Leptolyngbya és a Symploca fajokban
taldlhatd cryptophycinek és dolastatinok [16,21]. Egyes cryptophycin analégokat (a
cryptophycin 249 vagy a cryptophycin 309) jelenleg I. fazisi human klinikai vizsgalatokban
tesztelnek, és szintetikus cryptophycin analdégokat is bevontak mar a human klinikai
vizsgdlatokba. Tobb dolastatinszarmazékot (pl. a dolastatin 10 és dolastatin 15) Il. fazisu
human klinikai vizsgalatokban tesztelnek [22-25]. Az apratoxinok, példaul a Lyngbya
majuscule-bdl szarmazd apratoxin-A, hibrid NRPS-PKS utvonalon keresztiil szintetizalédé
vegylletek. Citotoxikus hatasuak, a sejtciklus G1 fazisdba avatkoznak be és ezaltal apoptodzist
indukalnak [20]. Az apratoxin-A figyelemre méltd citotoxikus hatdst mutatott 60 kiilonb6z6
daganatos sejtvonalon in vitro és in vivo egyarant.

Egyes cianobaktérium metabolitok protedz gatldokként mikodnek. A proteazok altal
kivaltott intra- és extracellularis proteolitikus folyamatok kulcsszerepet jatszanak a daganatok
kialakulasaban, és az attétképz6désben. Ezekben a folyamatokban szdmos protedz van jelen,
melyek kozil a szerin protedzok (kimotripszin, tripszin, plazmin, elasztaz stb.), az aszparagin
proteindzok (katepszin D és E) és a metalloproteindzok (matrix metalloproteinazok,
kollagenazok stb.) kiemelt jelentGségliek [26]. Ezen protedzok gatldsa alternativ célpont lehet

a rakos novekedés szabalyozdsaban. Linington és mtsai. [27] szerint a bazikus egységeket (lizin
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és arginin) tartalmazo kisméret(i cianobakterialis peptidek két6dhetnek a tripszin, trombin
vagy plazmin fehérjékhez és gdatolhatjdk azok m(ikodését. A hidroféb részeket (tirozin,
fenilalanin, triptofan) tartalmazoé valtozatok célpontjai a kimotripszin és elasztaz enzimek
lehetnek.

A cianobaktériumok 3ltal termelt kiilonféle antibakteridlis metabolitok hatékonyak a
gram-negativ és a gram-pozitiv baktériumok ellen egyarant. Az antibakterialis rezisztencia
kordban az Uj gydégyszerek nélkiilozhetetlenek a bakterialis fert6zések leklizdésében. Az indol-
alkaloidok hapalindol tipusu csoportja antibakterialis és antifungalis hatdssal rendelkeznek
[28]. Erdekes médon néhdny metabolit erésen gatol specifikus parazitdkat vagy kérokozokat.
Az ilyen metabolitok hatdsa kifejezetten a célszervezettel kapcsolatos utvonalak
megszakitasaban rejlik, ezért az ilyen metabolitok nem valtanak ki semmilyen mellékhatast a
gazdaszervezetre. Ezen kivil egyes cianobakteridlis metabolitok (calothrixinek, symplocamid
A, venturamidok, crossbyanol, lobocyclamidok) a rezisztens parazitak (P. falciparum, T. cruzi,
L. donvani), illetve rezisztens baktériumok és gombak (S. aureus, C. albicans, C. glabrata) ellen
is hatékonyak [29].

A haldlos virusos betegségek, példaul a HIV okozta szerzett immunhianyos szindroma
komoly egészségligyi problémat jelentenek és az ilyen betegségek esetén jelentds igény
mutatkozik uj, hatékony és biztonsagos virusellenes szerek irdnt. A jelenleg alkalmazott HIV-
ellenes kezelés (antiretrovirdlis terapia), bar hatékonyan képes a HIV-fertézés
progresszidjanak megakadalyozdsara, toxikusnak bizonyult, er6s virusrezisztenciat valt ki, és
nem képes maradéktalanul elpusztitani a korokozét [30]. A cianobaktériumok 3ltal termelt
egyes vegylletek erds antivirdlis hatassal rendelkeznek, gydgydaszati szempontbdl igéretesek
lehetnek. A legjelent6sebb antivirdlis aktivitasu poliszacharidok a Spirulina sp. eredetl
spirulan és Ca-spirulan. Ezek a vegyliletek széles spektrumu aktivitdst mutattak HIV-1, HIV-2,
H, influenza és mas virusok ellen. Gatoljdk a HIV-1 reverz transzkriptdz aktivitasat. Ezek a
szulfatdlt poliszacharidok megakaddlyozzak a virus-sejt kot6dést és a gazdasejtekkel vald
fuziét. Ezenkivil gatoljak a HIV-fert6zott és a nem fert6zott limfocitdk fuzidjat [31]. Ugyancsak
figyelemre mélté a Nostoc flagelliforme savas poliszacharidja, a nostoflan, amely er@s
antiviralis aktivitdst mutat a herpes simplex virus-1 ellen. Jelenleg az antivirdlis
gyogyszerkutatdsban két hatékony szénhidratkot6 protein, a cianovirin-N és a scytovirin, all
fejlesztés alatt. Ezek a szénhidratkotd fehérjék a virusfuzids folyamat kilonféle pontjain

keresztiil fejtik ki antiviralis hatasukat [32].
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3.6. A Microcystis fajok jellemz6i és el6forduldsa

A Microcystis az egyik legszélesebb korben vizsgdlt cianobaktérium nemzetség, hiszen
édesvizi kornyezetben majdnem minden kontinensen képes akar mérgezd vizviragzast
képezni. Egysejtliek, de a sejtek legtobbszor koldnidkat alkotnak, amelyet nyalkaburok tart
Ossze. A fajok egyik legfontosabb jellemzGje a gazvezikulumok jelenléte, amely lehet6vé teszi
a felhajtéerd szabdlyozasat és a sejtek Uledékbdl vald visszatérését a vizoszlopba [33]. A
mérsékelt égovi térségben a Microcystis fajok tipikus éves ciklusuk soran a nydri virdgzast
kdvetben Gsszel lelilepednek, és a téli idészakot az Gledék felsd rétegeiben vészelik at. A sejtek
tavasszal ujbdl belépnek a vizoszlopba és megfelel6 korilmények kdzott ujabb vizvirdgzast
idéznek el6 [34]. A Microcystis fajok altal okozott vizvirdgzasok szama nétt az elmult
évtizedekben, és a kozeljov6ben varhatdan tovabb névekszik majd [35]. Magyarorszagon a 20.
szazad eleje 6ta figyelhet6k meg kisebb-nagyobb méretl Microcystis vizviragzdsok példaul a
Balatonban (2. dbra) vagy a Velencei-tdban [36]. A nemzetségen belll nagymérték( genetikai
sokféleségrél, és tobb kilonb6z6 genotipus jelenlétér6l szamoltak be kordbbi
tanulmanyokban [37-45]. Fontos megjegyezni, hogy a koldnia/sejt morfoldgia alapjan leirt
szamos faj létezését nem tdmasztjdk ald molekuldris bizonyitékok, ezek a majdnem azonos
16S rRNS génszekvencidik alapjan egy csoportot képeznek [46,47]. Az alacsony 16S rRNS
szekvencia variabilitas és a DNS-DNS hibridizacids adatok alapjan Otsuka és mtsai. [48] azt
javasoljak, hogy az 6sszes morfoldgiai alapon elkildnitett fajt a bakterioldgiai kddex szabalyait

kovetve egyesitsék egyetlen fajba.
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2. abra Microcystis fajok okozta vizviragzas a Balatonban (2015. augusztus).

Az éghajlatvdltozas és a vizek tapanyag tartalmanak nagymértékli megndvekedése
szamos cianobaktérium faj kilonféle geno- és kemotipusainak vildgméret( elterjedéséhez
vezetett [49], melyek (beleértve a Microcystis spp.) komoly kdrnyezeti valtozasokat és
egészségligyi problémakat okozhatnak [50-55]. A Microcystis fajok altal termelt iz- és
illatanyagok illetve a kiilonféle mérgez6 anyagok jelent&sen ronthatjak az ivéviz min6ségét, és
ezért Oriasi gazdasagi és egészségiigyi hatdssal birnak. Ezek az él6lények a hepatotoxinok,
kilondsen a MCY-ek termel6jeként ismertek. Ezek a toxinok felel6sek a vizvirdgzas soran
bekovetkez6 makro-gerinctelen kozosségek fajgazdagsdganak csokkenéséért, a halak, és
esetenként a vadon él6 és haszonallatok pusztulasaért. A Microcystis fajokrél ismert, hogy
egyéb bioldgiailag aktiv metabolitok (pl.: ABP-ek, MG-ek, AER-ok, cyanopeptolinok,

microviridinek) termelésére is képesek lehetnek [33,56].
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3.7. A Nostoc fajok jellemzéi és el6forduldsa

A Nostoc fajok heterocisztds, fonalas cianobaktériumok. Szinte minden koriilmények
kozott megtaldlhatok az egész vilagon. A telepek mérete lehet mikroszkopikus és
makroszkopikus is [1,57]. Nitrogént kotS cianobaktériumként a Nostoc fajok szerepet
jatszanak a talaj termékenységének fenntartdsdban, és sok orszdgban felhasznaljak Gket
»20ldtragya”-ként. A trépusi és szubtropusi régiokban a rizsfoldeken az elarasztas utan a
Nostoc fajok tomeges elszaporodasat lehet megfigyelni, ami jelent6sen hozzdjarul a talaj
termékenységének fokozasahoz és noveli a rizs hozamat [57]. A Nostoc fajok a szimbiotikus
interakcidk egyik leggyakoribb fotoszintetikus partnerei [1,57,58]. Szimbiotikus Nostoc torzsek
el6fordulhatnak mohdakban [59,60], pafranyokban, cikdszokban és zuzmdkban [61]. A Nostoc
flagelliforme nagy gazdasagi értéket képvisel. Gydgydszati jelentGsége Gsi id6k ta ismert, és
mintegy 2000 éve hasznaljdk élelmezésre. A Nostoc commune-t sok orszagban emberi
taplalékként fogyasztjak, mert rostokban és fehérjékben gazdag [17,62].

A gyeptarsulasok a hagyomanyos tajak nélkiilozhetetlen elemei, és nagyon fontosak a
biodiverzitds megdlrzésének szempontjabdl. A természetes gyepek mérete és fajgazdagsaga a
mez6gazdasag intenzivebbé valasa, az urbanizaci6 és a hagyomanyos fdldhasznalati
gyakorlatok visszaesése kovetkeztében Eurdpaban csokkent. A foldhaszndlati rendszerekben
bekovetkezett jelentds valtozasok ellenére a kozép-eurdpai alkalikus gyepek kiterjedt
allomanyai jé természetvédelmi allapotban maradtak. Ezeket a terileteket legel6ként
hasznadljak, mivel gyenge minGségliek és az ingadozd vizviszonyok miatt nem alkalmasak
szant6foldi novénytermesztésre [63). Szarazfoldi cianobaktériumok szinte minden lugos
él6helyen megtalalhatok. Kontinentdlis korilmények kozott ezeket a terlileteket tavasszal viz
boritja, de a nyar masodik felére kiszaradnak, a sétartalom kdzepes és magas kozott valtozik.
Eurdpaban ezek az élGhelyek kozel 210 000 ha teriletet foglalnak el, amely szinte teljes
egészében (> 98%) Magyarorszagon talalhaté. A Nostoc fajok koldniai tavasz elején jelennek
meg, amikor a talaj felszinét eldrasztja a viz. A duzzadt telepek nydlkarétegeket képeznek,
amelyek a nydr folyaman kiszaradnak (3. dbra) [64]. A Nostoc fajok megtalalhatdk az alkalikus
sztyepp, gyep és rét tarsuldsokban egyarant [65] (F1. dbra). Ezek az élGhelyek &ltaldban

heterogén mozaik komplexet alkotnak a tajban.
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3. dbra Az Alféldon megfigyelhet6 Nostoc telepek. A felvételek Agota pusztdn (1. helyszin) késziiltek
a 6-0s (a), 14-es (b) 15-0s (c) és 16-0s (d) szamu mintavételi helyeken.

A sos- és édesvizi 0koszisztémakhoz képest sokkal kevesebb kutatas folyik a szarazfoldi
és a szimbionta cianobaktériumok dltal termelt metabolitokkal kapcsolatban [60,66-68].
Ezeknél tobb esetben a hatdsok nem magyarazhatdak pusztan a kivonatok toxin tartalmaval,
ami arra utal, hogy mas bioaktiv metabolitokat is figyelembe kell venni a vizsgalatokban és a
kockazat értékelésekben [69-71]. A Nostoc fajok kiilonféle tipusd metabolitok forrasai
lehetnek, amelyek jelentds gydgyaszati jelent6séggel birnak [72]. Kulonféle szénhidratok,
lipidek, pigmentek, mono- és poliszacharidok, terpenoidok és aromas vegyiiletek jelenlétét
irtdk mar le Nostoc fajokbdl [72-76]. Egyes terpenoidok, mint példaul a noscomin és a
comnostinok, antibakterialis hatasuak kilonféle baktériumokkal szemben [77-80]. Az emberi
fogyasztasra is alkalmas N. flagelliforme poliszacharidokban gazdag kivonata tumorellenes
aktivitast mutatott [81,82]. Szerkezetileg kiilonféle tipusu peptidek és aminosav szarmazékok
(cryptophycinek, nostofungicidin, nostopeptolidok, nostogininek (NG), nostocyclin,
nostocyclamidok, nostopeptinek, nostocyclopeptidek, ABP-ek, MCY-ek, stb.) termelése
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jellemz6 a Nostoc nemzetség tagjaira, melyek széles kor( farmakologiai aktivitassal

(antimikrobidlis, citotoxikus, enzimm(ikbdést gatld) birnak [72].
3.8. Metabolomikai vizsgalati mddszerek

A metabolomikai vizsgalatokban hatékonyan alkalmaznak tobb analitikai mddszert,
amelyek egyesitik a nagy felbontdsu elvalasztast a szelektiv kimutatasi eszkdzokkel. Idealis
esetben tdbb technoldgiat kombinalnak, hogy kiterjesszék az egyes technoldgidk hatarait, és
hogy ellenGrizzék az atfed6 metabolitok jeleit. A legfontosabb kritériumok, amelyeket
altaldban figyelembe vesznek az ilyen vizsgalatok sordn az 1, a vizsgalanddé metabolitok
tartomanya; 2, az elvdlasztds és a kimutatds szelektivitasa; 3, az ismert metabolitok
egyértelmd azonosithatdsaga; 4, valamint az Ujonnan felfedezett, de ismeretlen metabolitok
természetének megvilagitasi lehetdsége. A cianobaktérium-metabolom elemzéséhez jelenleg
alkalmazott elvdlasztasi technoldgiak a kapillaris elektroforézis (CE), a folyadékkromatografia
(LC) és a gazkromatografia (GC) [83]. A CE jél alkalmazhaté a toltéssel rendelkez6 vegyiiletek
- példaul a szerves savak, foszfatok és nukleotidok - elvdlasztasara [84]. A tOltésre vonatkozd
korlatozas nem vonatkozik a GC-re és az LC-re. Az ultra magas nyomasu folyadék
kromatografia (UPLC) alkalmazdsa soran a hagyomanyos LC bedllitdsokhoz képest
hatékonyabb mértékl elvalasztds érhet6 el. A polaros cianobakteridlis metabolitok
elvalasztdsdhoz széles korben alkalmaznak normal vagy forditott fazisi LC mddszereket
[85,86]. Az LC mddszereket gyakran korlatozzak az alacsony molekulatémegil metabolitok
szétvdlasztasi problémadi, ezért gyakran a nagyobb méretli els6dleges és masodlagos
metabolitok vagy komplex lipidek elemzéséhez igazitjak 6ket. A GC elemzések kezdetben az
illékony vegyiiletekre koncentrdltak, de a lefedettség kib&vitheté a kiilonféle metabolitok,
példaul cukrok, aminosavak, szerves savak és foszfatok illékony termékekké torténé kémiai
szarmazék képzésével [87]. Ez a technolégia lehet6vé teszi a kémiai metabolitok széles
skaldjanak elemzését egyetlen futtatds soran. A metabolitok azonositdsanak maddja tobbnyire
az alkalmazott tomegspektrometrids (MS) technoldgiaktol fligg. A CE-t és az LC-t 4ltaldban lagy
ionizacios MS technoldgiakhoz kapcsolnak, mint példaul az elektrospray (ESI-MS) vagy az
atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacié (APCI-MS), amelyek fenntartjdk az adott metabolit
protonalt (pozitivion mad) vagy deprotonalt (negativion mod) molekularis ionjat. Ezek azutén
olyan MS rendszerekhez kapcsolédnak, amelyek nagy felbontdst és pontossagot biztositanak.

A pontos tomegérzékeléssel rendelkez6 modern, nagyfelbontasi miiszerek, példaul TOF/MS,
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FT-MS ionciklotron vagy Orbitrap FT-MS manapsag lehet6vé teszik, hogy nyers kivonatokban
tobb szaz vegyliletet azonositsanak, a kimutatott tomegek elemi képlettel torténd
szamitasaval kombinalva [88]. Mivel a metabolitok azonositasanak f6 kritériuma a detektdlt
metabolit pontos tomege, ezért az ilyen tipusu vizsgalatok sordn a kémiai izomereket nem
lehet megkiilonboztetni, mivel ezek azonos molekulaképlettel és kovetkezésképpen azonos
molekulatomeggel rendelkeznek. Ezzel ellentétben a GC-t altaldban az elektron-itkozéses
ionizaciéval (EI-MS) kapcsoljak, amely nagymértékben ismételhet6 és Osszetett molekula
részeket, fragmenteket generdl, amelyek alkalmasak tomegspektrum konyvtarakhoz valé
automatizalt illesztési eljarasokhoz [83]. Habar az MS elegendS adatot szolgaltat egyes
metabolitok szerkezetének meghatdrozdsdhoz, erre a célra a legpontosabb mddszer mégis a
magneses magrezonancia spektroszképia (NMR). Az NMR technoldgidk segitségével olyan
szerkezeti informacidkhoz juthatunk, amelyek feltdrjdk az atomok helyzetét az (j
vegylletekben. Az elmult években sikerrel alkalmaztak cianobaktérium extraktumok
szerkezeti elemzésére egy modszert, amely kombindlja az MS és az NMR detektalasat [89].
Az LC-MS és GC-MS modszerek rendkivil komplex, ugyanakkor reprodukalhaté
kromatogramokat eredményeznek. A metabolomikai adatelemzés elsé lIépése a kromatogram
fajlok el6zetes atalakitdsa numerikus adatmatrixokkd, amelyek késébb felhaszndlhatdk
statisztikai adatok elemzésére. A feldolgozas végeredményeként kapott korrigalt numerikus
tablazat mar készen all a statisztikai adatok elemzésére és megjelenitésére. Az elemzés végsé
lépése a megfigyelt ismeretlen vegyliletek tomegének és retencids id6 adatainak ismert
metabolitokkal vald Osszekapcsoldsa. Az azonositasi folyamat az egyes adatbazisokban
hasonlésagi keresés révén érheté el, melyeket emberi felligyelet mellett szoftverek

tdmogathatnak [83].
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4. Anyag és modszer
4.1. Balatoni Microcystis torzsek vizsgalata

4.1.1. Mintavételezés, izolalas és tenyésztés

A Balatonbdl 2013-ban (aprilis, majus, junius, szeptember és oktdber hénapokban) a
helyi haldszati tarsasag és az MTA Balatoni Limnolégiai Kutatdintézet segitségével vizmintakat
gyljtottink. Kémiai és bioldgiai vizsgalatok valamint Microcystis fajok izoldlasa céljabol
meritéses modszerrel vizmintakat vettiink a fels6 vizrétegb8l minden egyes transzekt elején,
egyharmadanal, kétharmadanal és végénél (4. dbra). 2014 és 2016 kozott a nyari idészakban
(julius-augusztus) Microcystis fajok nagyobb mértékli megjelenése volt megfigyelhet6 a
Balatonban. Ezeket a vizviragzasokat is évente egy-egy alkalommal megmintéaztuk. Osszesen
25 vizmintabdl izolalt Microcystis sejtvonalat és 3 vizviragzds mintdat vizsgaltunk meg, ezek

eredetét a 4. abran jeloltuk.
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4. abra A vizsgalatban szerepl§ izolalt Microcystis torzsek szarmazasi helyei (telt korok) és a
vizviragzas mintak begy(ijtési helyei (lires kor).

A vizmintakat nitrat tartalmu Allen [90] tapoldattal kevertiik és 5 napig inkubaltuk, majd
a lathaté Microcystis koldnidkat OsszegyUjtottik és a tovabbiakban ezeket nitrat tartalmu

tapoldatban, 26 °C-on, allandd megvilagitds mellett (100 lux m2s!) tenyészettiik és hetente
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friss tapoldatba oltottuk. A tovabbi vizsgalatok el6tt a begyl(ijtott vizviragzas mintakat,
valamint az izoldlt sejtvonalakat fénymikroszkdp segitségével is megvizsgaltuk.

Az egyhetes tenyészetekbdl a sejteket centrifugdldssal gylijtottik 6ssze (Beckman Avanti
J-25, 4500 g), majd ezeket fagyasztva szaritottuk (Christ Alpha 1-2 LD plus). Minden egyes
szaritott mintabdl 25 mg-ot 80%-0s metanollal extrahaltunk. Centrifugdlds (Beckman Avanti J-

25, 21000 g) utan a feluliszokat HPLC-ESI-MS/MS mddszerrel vizsgaltuk.

4.1.2. Cianobakteridlis peptidek azonositasa

A méréseket egy Thermo LTQ XL linearis ioncsapda tomegspektrométerrel kapcsolt
Thermo Accela HPLC készilékkel végeztiik. A mintdk komponenseit Kinetex XB-C18 oszlopon
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 um) valasztottuk szét viz (A) - acetonitril (B) gradiens segitségével.
Mindkét olddszer 0,1% hangyasavat tartalmazott, a gradiens Iépései: 10-70% B: 0-10 perc; 70-
100% B: 10-11 perc; 100% B: 11-16 perc; 100-10% B: 16-18 perc; 10% B: 18-20 perc. Az injektalt
minta térfogata minden esetben 1 pl volt. Az MS mérés pozitivion mddban tortént, az ESI
ionizacio paraméterei a kovetkez6k voltak: a h6mérséklet: 250 °C; porlasztégaz: Ny; dramlasi
sebesség: 10 arb; aux gdzaramldsi sebesség: 5 arb; spray fesziltség: 5 kV; kapillaris
hémérséklet: 375 °C; kapilldris fesziiltség: 35,00 V. Az adatokat Thermo Excalibur v2.2 SP1.48
és mzMine 2.11 programok segitségével értékeltiik ki. Az egyes metabolitok azonositasa

MS/MS fragmentacids mintazatok alapjan irodalmi adatok felhasznalasaval [10,91-93] tortént.

4.1.3. Statisztika

Az azonositott peptideket célzott csucskereséssel integraltuk mzMine 2.11 segitségével
[94]. Ezt kbvetBen, a kapott értékeket R 3.5.0-ban minden tulajdonsagra kilon-kilon skaldztuk
[95]. Az adatkészletet mindkét dimenzidban (mintak, metabolitok) Minkowski tdvolsag alapjan
Ward-maddszerrel hierarchikusan csoportositottuk. A hétérképen a tengelyek megjelenési
sorrendje a klaszterezésbdl kovetkezik. A szin erGssége aranyos volt a csucs alatti terliletek
log10 értékével, mig a szinarnyalat a metabolit osztaly fliggvénye: ABP: piros; MCY: kék; MG:
piros; és egyéb peptidek: magenta.

A kemotipusokat hierarchikus klaszterezéssel hataroztuk meg a cianobaktérium
izolatumok skaldzott abundancia értékeib6l Minkowski tavolsdg meghatdrozas és Ward
hierarchikus csoportositas segitségével. A szamitdst a pvclust csomag segitségével R 3.5.2-ben

végeztik [96]. A kémiai mintdzat és egyéb valtozdk (szarmazasi hely, taxondmiai helyzet)
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statisztikai teszteléséhez a fGkomponens-analizis értékeit Kruskal - Wallis szignifikancia

tesztnek vetettik ala.

4.1.4. Filogenetikai analizis

A filogenetikai vizsgalatokhoz DNS kivonatokat készitettiink. A szdritott sejteket lizis
pufferben (100 mM TrisHCI (pH 8.0); 1.5 M NaCl; 50 mM EDTA (pH 8.0); 1% SDS) 65 °C-on
inkubaltuk 2 6ran keresztil. Centrifugalds utan (21000 g, 5 perc) a vizes fazist 3 egymast
kovetd alkalommal 1:1 aranyban TE telitett fenollal kevertiik 6ssze és centrifugaltuk. A vizes
fazist ezutan 1:1 aranyban kloroformmal kevertiik, centrifugdltuk és az igy kapott tiszta vizes
fazist vittik tovabb. A DNS kicsapds sordn a vizes fazishoz 1:3 ardnyban -20°C-os 96%-os
etanolt adtunk és a keveréket legaldbb 1 6ran keresztiil -20 °C-on taroltuk. A DNS-t 4°C-on
centrifugdltuk (21000 g, 20 perc), majd a pelletet -20 °C-os 70%-os etanollal mostuk és
vakuumban megszaritottuk. A szaraz DNS-t nukledaz mentes vizben oldottuk vissza és -20°C-on
taroltuk. A DNS kivonatok koncentrdciéjat és tisztasagat spektrofotometrias modszerrel
hataroztuk meg.

A Microcystis sejtvonalak kozotti filogenetikai kapcsolatok vizsgdlatat a 16-23S ITS régid
szekvencia analizisével végeztik. A DNS szakasz felszaporitdsat MITS-F (5'-
AAGGGAGACCTAATTCVGGT-3’) és MITS-R (5'-TTGCGGTCYTCTTTTTTGGC-3’) primerek [42]
haszndlataval PCR reakcio segitségével végeztiik (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler;
Kezdeti denaturdcio 95 °C-on 5 percig, ezutdn 30 amplifikacids ciklus: 30 s 94 °C-on, 30 s 55
°C-on és 30 s 72 °C-on, és egy lezards 72 °C-on 3 percig. A PCR reakcidelegy 6sszetétele: 200
UM mindegyik dezoxinukleozid-trifoszfatra, 1U LC Tag DNS polimerdz (rekombindns)
(Fermentas), 1X (NH4)2S04 tartalmu Taq puffer (Fermentas), 2 mM MgCl,, 0,3 uM mindkét
primerbél és korilbelil 20 ng genomidlis DNS-templat 50 pl végtérfogatban. A PCR
termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztiik, a mintdzatot Eco Safe DNS festékkel (Pacific
Image Electronics) UV fénnyel detektdltuk. A kapott PCR termékek szekvencia-elemzését
Sanger-szekvendldssal végeztiik (LGC Genomics, Queens Road, Teddington, Middlesex,
Egyesiilt Kiralysag) az MITS-F primer hasznalatdval.

A Microcystis sejtvonalak filogenetikai fajat MEGA7 szoftver segitségével készitettiik el
[97]. A filogenetikai kapcsolatokat Maximum Likelihood mddszerrel, Jukes — Cantor modellt
[98] alkalmazva hatdroztuk meg. Az evoliciéos modellezésére diszkrét Gamma-eloszlast

alkalmaztunk.
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4.2. Alfoldi Nostoc torzsek vizsgalata

4.2.1. Mintavételezés, izolalas és tenyésztés

2013-ban az Alfold kulonb6z6 részeir6l (13 pusztardl) szarazfoldi cianobaktérium
mintakat gy(jtottink (5. dbra és 3. tablazat). A mintavételezésben a Debreceni Egyetem
Természettudomanyi és Technoldgiai Kar Okoldgiai Tanszékének munkatérsai voltak a

segitséglinkre.

5. abra A vizsgélatban szereplé Nostoc mintak szarmazasi helyei

3. tablazat Az egyes helyszinekrdl szarmazd mintak szdma és az izolalt Nostoc sejtvonalak szama

Mintavételezés Mintavéleli Izolalt Nostoc Peptid termel6 izolatumok
helyszine helyek szama és egyébb szama
(Minta fajok szama
kddszama)
| Agota 21 (1-21) 35+8 16 (8 kiildnbdz6 mintabdl)
I Zam 8 (22-29) 27 7 (5 kilénbdzé mintabol)
1] Pente_E 6 (30-35) 7 1
v Furta 2 (37-38) 3+1 2 (2 kilonb6z6 mintabdl)
\Y Gyula 2 (39-40) 3+1 3 (2 kilonb6z6 mintabdl)
\ Kigyos 4 (41-44) 7 3 (2 kilonb6z6 mintabdl)
VI Fllopszallas 4 (45-48) 14 6 (4 kilonb6z6 mintabdl)
VIiI Pentezug 6 (49-54) 7+3 3 (3 kilonb6z6 mintabdl)
IX Egyek 2 (55-56) 2 1
X Vancsod 2 (57-58) 2 0
XI Konyar 2 (59-60) 3 0
Xl Derecske 5 (61-65) 9 3 (2 kilonb6z6 mintabdl)
XIll  Szalka-halom 1 (BGSD.2012) 1 1
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A szaraz terepi mintdkat 3 ismétlésben steril vizzel alaposan lemostuk, majd nitrat
mentes Allen [90] tapoldatba helyeztik és 26 °C-on, allandé megvilagitas mellett (100 lux m-
2s-1) inkubaltuk. Egy hét elteltével a mintakat 1,5% agarral szilarditott nitrat mentes Allen
taptalajra szélesztettiik és tovabbi egy hétig inkubaltuk 6ket. A morfoldgiailag kilénb6z6,
kiilonallé koldnidkat nitrdt mentes Allen tdpoldatot tartalmazé 96 lyukd mikrotiter lemezekre
vittiik at. A kolénidk makro- és mikroszkopikus heterogenitdsanak ellenérzése érdekében a
koldnidkat egymast kdvetd 3 alkalommal ujra kiszélesztettiik. A homogén izolatumokat 1 |-es
nitrdt mentes Allen tartalmd Erlenmeyer lombikokban neveltiik 2-3 hétig. Ezutdn a
tenyészeteket lecentrifugaltuk (Beckman Avanti J-25, 4500 g) és a sejteket fagyasztva
szaritottuk (Christ Alpha 1-2 LD plus). A szdaritott mintak mindegyikébdl 25 mg-ot 80%-os
metanollal vontunk ki és centrifugdlds (Beckman Avanti J-25, 21000 g) utan a felliliszékat

HPLC-ESI-MS/MS médszerrel vizsgaltuk.

4.2.2. Cianobakterialis peptidek azonositasa
A HPLC-ESI-MS/MS méréseket a 3.1.2. fejezetben leirt késziiléken és modszerrel
végeztik. Az egyes metabolitok azonositdsa MS/MS fragmentaciés mintdzatok alapjan

irodalmi adatok felhasznéalasaval [10,91-93,99] tortént.

4.2.3. Statisztika

Az azonositott peptideket célzott csucskereséssel integraltuk mzMine 2.11 segitségével
[94]. A nyers abundancia adatokat sz(rtiik (1,0 x 10? alatti értékeket elhagytuk) és log10
transzformaltuk. A transzformalt adatokbdl R 3.6.0 segitségével, Canberra moddszerrel
disztancia matrixot hoztunk létre. A hierarchikus csoportositas Ward.D2 mddszerrel tértént

mind a két (a mintdk valamint a metabolitok) iranyban [95].

4.2.4. Filogenetikai analizis

A filogenetikai vizsgalatokhoz a 3.1.4. fejezetben leirtaknak megfelel6en fenol-
kloroformos mddszerrel DNS kivonatokat készitettlink. A vizsgalatokhoz PCR reakcid (Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler) segitségével szaporitottuk fel a 16S rRNS génszakaszt. A
reakciokhoz 2X DreamTaq green PCR Master Mix-et (DreamTaq Green puffer; DreamTaq DNS
polimeraz; 0,4 mM dATP, dCTP, dGTP és dTTP; 4 mM MgCl,) és 16S rRNS gén primereket
(CYA359F (GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG) [100] és 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG AC)

[101]) haszndltunk. A reakcidelegy kb. 20 ng templat DNS-t és 0,1 mM primert tartalmazott,
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végtérfogata 50 pl volt. A h6mérsékleti profil a kovetkezd volt: kezdeti denaturacié 98 °C-on 3
percig, ezutan 32 amplifikacids ciklus: 30 s 94 °C-on, 45 s 52 °C-on és 60 s 72 °C-on, és egy
lezards 72 °C-on 10 percig. A PCR termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztik és UV fény
segitségével detektaltuk.

A terméket Bio Basic EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit segitségével tisztitottuk,
amiket ezutan Sanger-szekvenaldssal elemeztiink (Base Clear B.V., Leiden, Hollandia). A kapott
szekvenciakat Chromas 2.6.4 szoftver segitségével ellenGriztik és szliikség esetén javitottuk. A
javitott szekvencidkat hasonldésagi keresésnek vetettilk ald a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GeneBank adatbazisaban. A filogenetikai elemzéshez
legkdzelebb esé referencia torzseket (hiteles torzsek) az AlgaeBase weboldalon valasztottuk
ki [102]. A szekvencidk illesztéséhez a SILVA alignment [103] online felliletet hasznaltuk, a
filogenetikai analizist pedig MEGA7 szoftver [97] segitségével végeztik el. A filogenetikai
kapcsolatokat Maximum Likelihood mddszerrel, Kimura 2-paraméter modellt [104]
alkalmazva hatdroztuk meg. Az evollucids modellezésére diszkrét Gamma-eloszlast
alkalmaztunk. A kapott szekvencidkat MN643555-MN643589 hivatkozdsi szam alatt

nyujtottuk be a GeneBank adatbazishoz.

4.2.5. Ujjlenyomat analizis

Az ujjlenyomat-elemzéshez STRR (short tandemly repeated repetitive) és ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus) szekvenciaknak megfelel6 primerek
felhasznalasaval PCR reakcidkat raktunk 6ssze [105]. Az STRR primereknél a ciklusok a
kovetkez6k voltak: kezdeti denaturalds 95 °C-on 6 percig; 30 ciklus 94 °C-on 1 percig, 56 °C-on
1 percig és 65 °C-on 5 percig; és a végsé meghosszabbitast 65 °C-on 16 percig.

Az ERIC primereknél a ciklusok a kovetkez6k voltak: kezdeti denaturalds 95 °C-on 7 percig;
30 ciklus 94 °C-on 1 percig, 52 °C-on 1 percig és 65 °C-on 8 percig; és a végsé meghosszabbitast
65 °C-on 16 percig [106]. A reakcidelegyek 5 pl-ében 1évé amplifikalt DNS fragmenteket 1%-os
agardz gélen valasztottuk el, etidium-bromiddal festettiik és UVITECH Gel Dokumentacids
Rendszerrel rogzitettik (Cambridge, UK). A gélfotokat az UVI-BandMap 11.9 szoftverrel

elemeztik.
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4.3. Szimbionta Nostoc torzsek vizsgdlata

4.3.1. I1zolal3as és tenyésztés

A szimbiotikus kapcsolatokban résztvevé Nostoc fajok peptid termelésének vizsgalatahoz
Azolla sp. novényekbdl és kilonb6z6 zuzmd mintdakbdl izoldltunk nitrogénfixalod
cianobaktériumokat. Mindkét esetben felileti sterilezéssel tavolitottuk el a felszinen |évé
mikroorganizmusokat. A sterilezést 10%-o0s hypo-oldattal végeztik, majd a mintdkat tébbszor,
alaposan lemostuk steril desztillalt vizzel. A zuzmdé mintak esetében a letisztitott telepeket
1,5%-o0s agarral szilarditott nitrdt mentes Allen tdptalajra helyeztik. A telepek peremén
megjelend cianobaktérium koldnidkat fénymikroszkdp alatt vizsgaltuk meg, majd a kolénidkat
nitrdt mentes Allen tdpoldatban neveltiik tovabb. A fellleti sterilezésen atesett Azolla sp.
novények egy részét Allen tapoldatban neveltiik tovdbb, masik részéb6l Gebhardt és mtsai.
[107] moddositott moddszere alapjan izolaltuk a levélkék Uregeiben 1évé szimbionta

cianobaktériumokat (6. abra).

cianobaktérium —

6. abra Az Azolla levéliregei oxigénmentes kornyezetet biztositanak az Anabaena/Nostoc
cianobaktériumok szamara. A médositott abra Carrapigo [108] alapjan készult.

29



A novényeket steril dérzsmozsarban szikével aprora vagtuk és a darabokat 1/8 erGsségli
BG-11 (BG-11/8) tapoldatban homogenizaltuk. A homogenizatumot 4 réteg gézlapon
keresztil szlrtik, majd a szlrleményt finoman lecentrifugdltuk (500 g, 5 perc). A pelletet
atmostuk BG-11/8 tapoldattal, majd 25 ml BG-11/8 tapoldatban, folyamatos razatds (150 rpm)
és egyre novekvl fényintenzitas valamint tdpoldat er6sség mellett 26 °C-on inkubaltuk. A
sejtekhez hetente friss tdpoldatot adtunk 1:1 aranyban illetve kéthetente teljes cserét
végeztiink. A negyedik hét végén a sejteket teljes erésségli megvilagitas mellett (100 lux m2s’
1), teljes er6sségli BG-11 tapoldatba helyeztik, majd egy hét mdlva a tenyészetet
szétosztottuk és 1-1 nitrat mentes BG-11, valamint nitrat mentes Allen tdpoldatos tenyészetet
hoztunk létre. A genetikai és metabolomikai vizsgalatokhoz sziikséges sejtmennyiséget 50 ml-
es razatott tenyészetekben dllitottuk el6. A tenyészeteket két hétig tartottuk fenn, majd a
sejteket centrifugalassal gyljtottik Ossze (Beckman Avanti J-25, 4500 g) és fagyasztva
szaritottuk (Christ Alpha 1-2 LD plus). A szaritott mintak mindegyikébdl 25 mg-ot 80%-os
metanollal vontunk ki és centrifugdlds (Beckman Avanti J-25, 21000 g) utan a felliliszékat

HPLC-ESI-MS/MS mddszerrel vizsgaltuk.

4.3.2. Cianobakterialis peptidek azonositasa
A HPLC-ESI-MS/MS mérések a 3.1.2. fejezetben leirt késziiléken és mddszerrel torténtek.
Az egyes metabolitok azonositasa MS/MS fragmentdcids mintazatok alapjan irodalmi adatok

felhasznaldsaval [10,91-93,99] tortént.

4.3.3. Filogenetikai analizis
A filogenetikai vizsgalatokhoz a 3.1.4. fejezetben leirtaknak megfelel6en, fenol-
kloroformos mddszerrel DNS kivondst végeztiink. A 16S rRNS génszakasz felszaporitasa és

vizsgdlata a szabadon él6, szarazfoldi Nostoc fajok esetében hasznalt médszer szerint tortént.
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5. Eredmények

5.1. A balatoni Microcystis fajok vizsgalatanak eredményei

Wo14/9-512-2
W-14/9-S1-4
Wo14/9-S11-3
Microcystis flos-aquae UAM 256
Microcystis aeruginosa PCC 7820
Microcystis aeruginosa NIES-298
4 |F-13/9-551-B
F-13/9-S5-1-A
[—— Microcystis ichthyoblabe TAC138
W-14/9-S4-3

Microcystis aeruginosa NIES-101
?‘ Microcystis aeruginosa WN492

W-14/9-S3-3

?’: Microcystis aeruginosa PCC 9355
W-14/9-S12-1

Microcystis ichthyoblabe NL1
Wo14/9-S12-3

Microcystis aeruginosa PCC 7806
F-13/5-S5-1-B

F-13/10-S3-4-A

F-13/10-S3-4-8

F-13/4-S3-2-A

F-13/5-S5-1-A

F-13/5-S5-1-C

F-13/9-S56-1-C

F-13/9-S5-1-D

Wol4ar9-Sa-a

7a | Microcystis flos-aquae SK24
WVW-14/9-S7-2

Microcystis viridis SK16
Microcystis aeruginosa PGG 7901
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Microcystis wesenbergii NIES-112
Microcystis wesenbergii TACEZ2

Microcystis wesenbergii NIES-111

Microcystis robusta WNA432

Microcystis wesenbergii WVIMN411

Microcystis novacekii UAM 257

Microcystis novacekii UAM 258
Microcystis novacekii UAM 247
Microcystis wesenbergii NIES-107
Microcystis ramosa VN493

24

Microcystis aeruginosa NIES-89
—— Microcystis bengalensis WN486
Microcystis viridis NIES-102

Microcystis viridis NIES-103

12 | Microcystis aeruginosa PCC 9809
Microcystis pseudofilamentosa WNE11
Microcystis viridis TAC44

=28 | Microcystis viridis TAC92

Microcystis wesenbergii SK22

Mirocystis wesenbergii TAC3S
Microcystis flos-aquae CPCC 461

411’: Microcystis protocystis WN111
Microcystis n Kii UAM 259

Microcystis wesenbergii NIES-604
Microcystis ichthyoblabe TACS1
Microcystis ichthyoblabe TC2

Microcystis ichthyoblabe TCS

14-BB

<1
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Microcystis ichthyoblabe WMN466
Microcystis aeruginosa PCC 9811
Wo14r9-S11-4

W-14/9 S5 3

W-14/9-S5-4

Wo14/9-S8-2

W-14/9-S8-3

39

Microcystis viridis UAM 260

Microcystis aeruginosa PCC 9807
Microcysiis aeruginosa PCC 9810
as rocystis aeruginosa TACST
Microcystis wesenbergii WN212
Microcystis flos-aquae SKS

Microcystis ichthyoblabe VN361
Microcystis panniformis VINS16

Microcystis asruginosa PCC 9443

0.0100

7. abra A vizsgalt Microcystis torzsek filogenetikai faja. A dendrogram a 16S5-23S ITS régiok
szekvencidin alapszik, és az evolucids kapcsolatokat a Jukes-Cantor modellen alapulé Maximum
Likelihood mddszerrel hataroztuk meg.
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5.1.1. Az izoldlt sejtvonalak és a vizviragzast okozo fajok morfolégiai azonositdsa

A Microcystis sejtek alakja gomboly(i, atmér6jik atlagosan 5-8 um, a sejtekben
gazvezikulumok taldlhatdk. A sejtek vékony, szintelen nydlkdval hatarolt koldnidkba
tomorilnek. A koldniak mérete lehet mikro- és makroszkopikus, utébbi halvanyzoéld szinl a
természetes vizviragzasok soran, illetve a tenyészetekben. Ezen tulajdonsagok megegyeznek
a Microcystis flos-aquae fajra leirtakkal [109]. A morfolégiai vizsgalatok alapjan elmondhaté,

hogy a mintdinkban a dominans morfotipus a Microcystis flos-aquae.

5.1.2. Molekularis filogenetikai vizsgalatok

A filogenetikai vizsgalatokban a 25 altalunk izoldlt Microcystis sejtvonal ITS szekvencidi
mellett hat morfoldgiai alapon elkiilonitett csoportbdl szarmazd Microcystis ITS referencia
szekvencidkat is bevontunk. Izoldtumaink kilénb6z6 klaszterekbe csoportosultak, melyek
tobb kilonb6z6 morfotipussal mutatnak kozeli kapcsolatot. A vizmintdkbdl szarmazo
sejtvonalak ITS szekvencidik alapjan 8 leszarmazasi vonalra kilonithetdk el (7. abra), de a
leszarmazasi vonalak és a mintak szarmazasa kozott nem talaltunk 6sszefliggést. Sejtvonalaink
a M. flos-aquae és M. viridis morfotipusokhoz mutattak legnagyobb hasonldsdgot a

filogenetikai vizsgalatok soran.
5.1.3. Peptid metabolitok azonositasa

4. tablazat A Microcystis sejtvonalak vizsgdlata soran azonositott peptid tipusd metabolitok. Az LC-
MS/MS adatokbdl a leucin és az izoleucin formakat nem lehet megkllonboztetni, ezeket az
aminosavakat a legkozelebbi irodalmi eredmények alapjan tlintettik fel. Az azonositatlan
aminosavakat X-szel jeléltiik. * az adatokat [M+2H]?* formaban adtuk meg.

Peptid m/z RT Szerkezet Ref.
[M+H]*  (min)

microgininek (MG)

1 MG 565 565.5 6.1 Ahda-Thr-Pro-Tyr

2 MG 549 549.5 6.2 Ahda-Ala-MePro-Tyr

3 MG 579 579.6 6.4 MeAhda-Thr-Pro-Tyr

4 MG 579 579.6 6.3 Ahda-Thr-MePro-Tyr

5 MG 581 581.5 5.5 Ahda-Thr-Pro-OHTyr

6 MG 595 595.5 5.7 Ahda-Thr-MePro-OHTyr

7 MG FR3 728.6 6.3 Ahda-Thr-Pro-Tyr-Tyr [91]
8 MG 712 712.6 6.4 Ahda-Ala-MePro-Tyr-Tyr

9 MG FR4 742.6 6.6 MeAhda-Thr-Pro-Tyr-Tyr [91]
10 MG 744 744.6 6.0 Ahda-Thr-Pro-OHTyr-Tyr

11 MG 754 754.6 6.7 Ahda-Leu-Pro-Hty-Tyr

12 MG 607 607.5 6.4 Ahda-Leu-MeVal-Hty
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13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54
55
56
57
58

MG 621
MG 591
MG 770
MG 784
MG 798

ABP B
ABP F
ABP A
OSsCyY
ABP 828
ABP 842
ABP 916
ABP 930
ABP 852
ABP 866
ABP 856
ABP 870
ABP 872
ABP 886
ABP 900
ABP 914
ABP 928
ABP 892
ABP 938
ABP 860
ABP 888
ABP 902
ABP 904
ABP 904
ABP 934
ABP 854
ABP 814
ABP 888
ABP 920
ABP 892
ABP 984
ABP 902
ABP 918
ABP 905
ABP 922
ABP 904

MCY-LW
MCY-RR
[D-Asp3]MCY-LR
MCY-LR
MCY-HilR

621.6
591.5
770.6
784.6
798.6

6.4
7.4
6.7
6.7
7.0

MeAhda-Leu-MeVal-Hty

MeAhda-Leu-MeVal-Phe

Ahda-Leu-MeVal-Hty-Tyr
MeAhda-Leu-MeVal-Hty-Tyr
MeAhda-Leu-Meleu-Hty-Tyr

anabaenopeptinek/oscillamidok (ABP/OSC)

837.7
851.7
844.7
858.6
828.6
842.7
916.9
930.6
852.8
866.7
856.7
870.7
872.6
886.7
900.7
914.8
928.7
892.7
938.5
860.7
888.7
902.6
904.6
904.7
934.6
854.6
814.7
888.7
920.7
892.6
984.6
902.7
918.6
905.2
922.1
904.7

513.3 1*
520.3 1*
981.9
995.8
1009.9

5.0
53
6.6
7.0
7.7
8.0
6.9
7.1
7.3
7.6
8.2
8.5
7.2
7.4
7.8
8.0
7.9
6.0
7.7
6.0
6.6
6.8
6.6
7.4
6.9
8.1
7.6
6.2
8.0
7.4
7.7
6.5
6.7
6.5
6.6
5.8

Arg-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-Phe]
Arg-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]
Tyr-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-Phe]
Tyr-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]
Tyr-CO-[Lys-Val-Hph-MeAla-Phe]
Tyr-CO-[Lys-lle-Hph-MeAla-Phe]
Tyr-CO-[Lys-Val-Hty-MeHty-lle]
Tyr-CO-[Lys-lle-Hty-MeHty-lle]
Tyr-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
Tyr-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
Tyr-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
Tyr-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
Tyr-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]

MeHty-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-MeLeu]
MeHty-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Meleu]

MeHty-CO-[Lys-Val-Hph-MeAla-Phe]
MeHty-CO-[Lys-lle-Hph-MeAla-Phe]
MeHty-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-Phe]
MeHty-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]

MeHty-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-MePhe]

MeHty-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
MeHty-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
MeHty-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
MeHty-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
MeHty-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]
X1-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]
X1-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-Phe]
X1-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]
X1-CO-[Lys-X3-X4-X5-X6]

microcystinek (MCY)

5.4
5.6
6.6
6.8
7.0

[Ala-Leu-MeAsp-Trp-Adda-Glu-MeDha]
[Ala-Arg-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha]

[Ala-Leu-Asp-Arg-Adda-Glu-MeDha]

[Ala-Leu-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha]
[Ala-Hlle-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha]

[110]
[110]
[110]
[110]

[111]
[111]
[112]
[112]
[112]




59 [MeSer7]MCY-LR 1014.0 6.6 [Ala-Leu-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeSer] [112]

60 [Dha7]MCY-FR 1015.8 7.0 [Ala-Phe-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Dha] [113]
61 MCY-FR 1029.7 7.1 [Ala-Phe-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha] [112]
62 [Dha7]MCY-YR 10319 6.5 [Ala-Tyr-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Dha] [112]
63 MCY-YR 1045.5 6.6 [Ala-Tyr-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha] [112]
64 MCY-(H4)YR 1049.7 6.3 [Ala-H4Tyr-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDhal] [56]
65 MCY-WR 1068.8 7.2 [Ala-Trp-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeDha] [111]

66 [MeSer7]MCY-WR 1086.9 6.9 [Ala-Trp-MeAsp-Arg-Adda-Glu-MeSer] [111]

Ahda: 3-amino-2-hidroxi-dekansav; Adda: (25,3S5,85,95)-3 - amino - 9 - metoxi - 2,6,8 - trimetil -
10 - fenildeka - 4,6 - diénsav; Dha: dehidro-alanin;

A MG tipusu metabolitok kozlil 17 varidnst sikerilt azonositani a mintainkban (4. és F1.
tablazat). A 7-es és 9-es szamu vegytleteket az MS/MS mintazatuk alapjan MG FR3 illetve MG
FR4 variansként azonositottuk [91]. Az 1-es és 3-as szamu valtozatok ezekkel megegyezd
mintazatot mutattak, de mindkét esetben az utolsé tirozin egység hianyzott. Az 5-6s és 10-es
metabolitok MS/MS mintazata nagymérték(i hasonldsagot mutatott a MG FR3-mal illetve
annak egy tirozin egységgel rovidebb valtozataval, azonban a 16 Da toémegkiilonbségbdl és az
MS/MS adatokbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a variansok egy-egy extra
hidroxi-csoportot tartalmaznak a 4. poziciéban |év6 tirozin egységen. A 11-es varians
aminosav sorrendjét a MG FR3 szerkezetébdl vezettiik le. A 26 Da témegnovekedés két
pozicidban tortén6 aminosav cserével magyarazhaté: a 2. poziciéban lévé threonin helyén egy
leucin, mig a 4. pozicidban lévé tirozin helyén egy homotirozin taldlhatd. Ezeket a feltételezett
aminosav valtozasokat az MS/MS adatok is alatamasztottak (F1. tablazat). A 15-6s szamu
valtozat aminosav sorrendjét az irodalombdl ismert és hasonlé molekulatomegli MG 478
szerkezetébdl kiindulva sikerult megalkotni. Az MS/MS adatok alapjan a két molekula utolsé
harom pozicidjaban 1év6 aminosavak azonosak, azonban a mi esetiinkben az 1. és 2.
poziciékban Ahda és leucin aminosavak taladlhatdk, ami a 299 m/z fragment jelenlétébdl
valamint az egyes csucspdrok kozotti 127 Da tomegkilonbségbdél (az Ahda oldalldncanak
leszakaddsabdl addédoan) kovetkezik (F1. tablazat). A 16-os és 17-es metabolitokat az el6bbi
metildlt valtozataiként azonositottuk, mindkett6 esetében N-metil-Ahda talalhaté az 1.
poziciéban, valamint utébbi esetében egy metil-valin — metil-leucin csere is megfigyelhet6 a
3. pozicidban. A 12-es és 13-as metabolitok a 15-0s és 16-0s variansok egy tirozin egységgel
rovidebb valtozataiként keriiltek azonositasra. A 14-es és 13-as szamu vegylletek kozotti 30
Da tomegcsokkenés az MS/MS adatok alapjan a 4-es poziciét érinti és egy homotirozin —
fenilalanin cserére vezethet6 vissza. A 8-as és 2-es szamu varidnsokat irodalmi adatok alapjan

[114] a MG T2 metilalt, illetve annak egy tirozin egységgel révidebb valtozataiként sikertlt
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azonositani, melyeknél a metilacié MS/MS adatok alapjan a 3-as pozividban |évé prolinra volt
visszavezethetd. A szintén metil-prolint tartalmazdé 4-es és 6-os variansok pedig az 1-es és 5-
0s MG FR3 valtozatok metilalt formai (4. és F1. tablazat).

Osszesen 36 — ebbél 15 teljesen és 21 részlegesen karakterizalt — ABP tipusi metabolitot
taldltunk mintdinkban (4. és F2. tablazat). A 18-as és 20-as szamu metabolitok megegyez§
MS/MS illetve MS/MS/MS fragmentacios mintazatokat mutattak, mint amilyeneket Mayumi
és mtsai. [92] az ABP B és ABP A esetében lekozoltek. Az irodalombdl mar ismert varidnsok
kozul még az oscillamid (OSC) Y (21) és az ABP F (19) volt azonosithaté. Habar az ABP E és F
variansok molekulatomege megegyezik, de a két vegyilet esetében eltéréek a gy(irdt alkotd
aminosavak, amelyek eltér6 MS? spektrumot adnak. Esetiinkben az MS3 adatok csak az ABP F
szerkezetét tdmogattak. A 22-23 illetve 24-25 vegyiiletek MS® mintazatai nagymértéki
hasonldsagot mutattak az ABP A és OSC Y varidnsokkal. Az els6 pdaros esetében a 4. pozicidban
homotirozin helyett homofenilalanin taldlhaté, ami magyardazza a 16 Da csokkenést a
molekulatémegben. A mdsodik pdros esetében azonban a 72 Da tomegndvekedés csak két
kilonbdz6 pozicidban lévé aminosavak egylttes cseréjével magyarazhatd. Az MS3 mérésekbdl
szarmazo adatok alapjan az 5. pozicidban Iévé N-metil-alanin helyét egy N-metil-homotirozin
foglalja el (ami 106 Da tomegndvekedést jelent) és a 6. pozicidban 1évé fenilalanin helyén
izoleucin talalhatd (ami 34 Da tomegcsokkenést jelent) (F2. tablazat). A tovabbi hét (26-32)
teljesen karakterizalt ABP esetében az MS/MS mérések szokatlan adatokat eredményeztek.
Az egymdstdl 26 Da tomegben kiilonb6z6 csucsok (ez a kiilonbség az oldallanc és a gydrd
kozotti karbonil-csoport leszakadasahoz kothets) egy szokatlan, 209 Da tomeg(i aminosav
jelenlétére utalnak az 1. pozicidban, ami egy tirozin szarmazékkal, az N-metil-homotirozinnal
magyardzhatd. Ezek kozil a 30-31 és 28-29 varidnsok az ABP A-ra és OSC Y-ra valamint a 22-
es és 23-as viltozatokra jellemzé MS3 fragmentdcids mintdzatot, azaz gy(rd struktarat
mutatnak. A 26-27 metabolitok esetében az MS? adatok 20 Da-ban kiillénbéznek az ABP A és
OSCY esetében kapottaktdl, ami metil-leucin jelenlétére utal a 6. pozicidban. A 32-es valtozat
esetében tapasztalt 14 Da tomegkilonbség pedig egy, a 6. pozicidban lév6é metil-fenilalaninra
vezethetd vissza (4. és F2. tablazat).

A részlegesen karakterizalt ABP varidansok mindegyikénél megtalaltuk a peptid csalddra
jellemz8, egymastdl 26 Da témegben kildnb6z6 csicsokat az MS? mérések soran (F2.
tablazat). Négy esetben (43-45) nem tudtuk meghatarozni, hogy milyen aminosav vagy

aminosav szarmazék alkothatja az oldallancot, azonban a gyl(irik szerkezete alapjan ezek
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egyértelmdlen a korabban ismert ABP variansok (ABP A és OSC Y) véltozatai. A tébbi valtozat
esetében az MS mérésekbdl szarmazé adatok az alacsony csucsintenzitds miatt nem voltak
megfelel6ek a teljes aminosav sorrend meghatdrozasahoz (4. és F2. tablazat).

Az ismert MCY formak koziil 13-at sikerilt azonositani mintainkban (4. és F3. tablazat). A
MCY-RR és -LW variansokat (54, 55) kétszeresen protonalt formaban taldltuk meg, ahogyan
azt mar korabban is leirtak [111]. A MCY-LR, -FR, -YR és -WR valtozatok (57, 61, 63, 65)
egyszeresen toltott formaban jelentek meg. Négy, a 7-es pozicidban mddositott aminosavat
tartalmazo valtozatot is talaltunk: [Dha7]MCY-FR (60), [Dha7]MCY-YR (62), [MeSer7]MCY-LR
(59) és [MeSer7]MCY-WR (66). Egy, a 3-as pozicioban nem metildlt MCY-LR véltozat ([D-
Asp3]MCY-LR (56) szintén azonositasra kerilt. Két analdg esetében volt jellemz6 nem
proteinogén aminosav jelenléte a 2-es pozicidban. Az egyik egy homoizoleucin tartalmu
valtozat (MCY-HilR; 58) a masik pedig egy tetrahidro-tirozint tartalmazo varians (MCY-(H4)YR;
64) [111-113].

5.1.4. Kemotipusok meghatarozasa és a kemotipus csoportok filogenetikai
kapcsolata

Az egyes Microcystis torzseket és mintakat vizsgalva tobbé-kevéshé eltérd (kiilonbozd
peptid mintdzattal rendelkezd) kemotipusokat lehet megfigyelni. Ezek a kemotipusok
klaszterekbe csoportosithatok az egyes metabolitok k6zos el6fordulasa vagy hianya alapjan
(8. és 9. abra). A mintdk jellemzéen f6 komponensként vagy ABP vagy MCY vagy MG
variansokat tartalmaznak, melyek mellett szignifikdnsan kisebb mennyiségben esetleg
megjelenhetnek mas tipusu peptidek. Példdul azok a mintak, melyek ABP varidnsokat
termelnek, de sem MG sem MCY varidnsokat nem tartalmaznak, egy kemotipus csoportba
tartoznak. A MCY formak egylttes termelése csak néhany mintaban figyelhet6 meg. Ennek
tudhaté be az is, hogy a MCY variansok egy kompakt, a tébbi peptid tipustdl jol elkilonils
klasztert alkotnak. Ezekben a MCY-ben gazdag mintdkban nem taldltunk mas érdekes
vegylletet. A mintak egy masik csoportja nagy koncentraciéban tartalmazott MG varidnsokat,
de nem tartalmazott nagyobb mennyiségben semmilyen mas tipusu peptidet. Mivel ezek a
valtozatok mind egyitt fordultak el, igy ezek is egy viszonylag kompakt MG klasztert alkotnak
(8. abra). A hierarchikus klaszterelemzés két f6 (egy MG dominans és egy ABP dominans)

kemotipus |étezését tamogatja (p<0,05) (9. dbra).
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8. dbra A Microcystis mintakbdl szarmazd peptid metabolitok hétérképe. A szinskala ardnyos az egyes metabolitok LC-ESI-MS mérés sordn kapott csucs
alatti teriletértékeinek log10 értékeivel. A kiilonboz6 peptid csaladokat eltérd szinekkel jel6ltlik: microcystinek (MCY) — kék; anabaenopeptinek (ABP) —
z6ld; microgininek (MG) — piros; egyéb peptidek (PEP) — magenta.
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Annak ellenére, hogy izolatumainkat a mikroszkopos megfigyelések soran a M. flos-
aquae morfotipusba soroltuk be, a molekularis mddszerek segitségével tobb filogenetikai
csoportot és kiilonb6zé kemotipus csoportokat is sikerilt elkilonitenlink (7. és 8. abra).
Azonban az egyes kemotipusok kdzott nem taldltunk filogenetikai kapcsolatot. Nem talaltunk
szignifikdns Osszefliggést a metabolit mintazatok, az abundancia értékek és a genetikai
vizsgalatok eredményei kozott sem. A 16S-23S ITS alapu filogenetikai csoportok nem voltak
hatdssal a metabolit mintazatra (p>0,05). Ezen kivil nem taldltunk szignifikans 6sszefliggést a
metabolit mintazatok, az abundancia értékek és a mintak szarmazasa kozott sem. Az izolalas

forrdsa nem volt hatassal a peptid mintazatra (p>0,05).
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9. dbra A vizsgdlt Microcystis sejtvonalak metabolit termelésik alapjan két valdodi kemotipus
csoportra kilondlnek el.
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5.2. Az alfoldi Nostoc fajok vizsgalatanak eredményei

5.2.1. Molekularis filogenetikai vizsgalatok
Osszesen 133 izoladtumot sikeriilt létrehoznunk a begy(jtdtt 65 szaraz mintdbdl (3.
tablazat). Az izolalt koldnidk szine valtozd, a vildgos zoldtdl a sotétbarndig minden atmenet

el6fordul.

10. abra Peptid termel6 Nostoc-szer( sejtvonalak valogatott mikroszképos fotéi. A: nostopeptolid
A1/A3 termel6 (I/12/a) sejtvonal; B: anabaenopeptin termelé (ll/25/d) sejtvonal; C:
nostoginin/microginin termelé (V/40/a) sejtvonal; D: banyasid termel8 (XI1I/BGSD/2012) sejtvonal.

Gyakran megfigyelhet6 kocsonyas burok a koléniak koriil, de gazvezikulumok nem voltak
jellemz6ek. A mikroszképos megfigyelések alapjan [115,116] a legtobb izolatum (90%) a
Nostoc nemzetségbe tartozott (10. abra), ritkdbban megfigyelhet6k voltak egyébb Nostocales
(Calothrix sp.; Scytonema sp.; Tolypothrix sp.; Trichormus sp.) és Oscillatoriales rendbe

(Leptolyngbya sp.; Microcoleus sp.; Oscillatoria sp.; Phormidium sp.; Tychonema sp.) tartozé
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fajok is. Az izoldlt és peptidtermel6 Nostoc torzsek filogenetikai elemzése sordn az
izolatumaink 16S rRNS génszekvenciaik alapjan harom leszarmazasi csoportot alkottak,
melyek elkiiloniltek a Nostoc, Aliinostoc és Desmonostoc referencia torzsekt6l (11. abra). Nem
figyeltiink meg egyértelm( Osszefliggést a kapott filogenetikai csoportok és a mintavételi
helyek, valamint a filogenetikai csoportok és a metabolit profilok k6zott. Emellett az izolalt
torzsek genetikai heterogenitasat DNS-ujjlenyomat mddszerrel is vizsgaltuk. Az STRR és az
ERIC ujjlenyomat vizsgalatok kiilonbségeket mutattak az izolalt torzsek kozott, de ezek nem

voltak 6sszefliggésben a filogenetikai elemzés eredményével.
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11. dbra A vizsgalt Nostoc torzsek filogenetikai faja. A dendrogram a 16S rRNS régidk szekvenciain
alapszik, az evolucids kapcsolatokat a Kimura 2-parameter modellen alapulé Maximum Likelihood
mddszerrel hataroztuk meg. A sejtvonalak altal termelt peptid tipusokat szines kérokkel jeldltiik:
nostogininek/microgininek e; anabaenopeptinek e; banyasidok/suomilidek ; nostopeptolidok e.
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5.2.2. Peptid metabolitok azonositdsa

5. tablazat A Nostoc sejtvonalak vizsgalata soran azonositott peptid tipusi metabolitok. Az LC-MS/MS
adatokbdl a leucin és az izoleucin formakat nem lehet megkilonboéztetni, ezeket az aminosavakat a
legkozelebbiirodalmi eredmények alapjan tintettik fel. * az m/z adatokat [M+H-S0s]* formaban adtuk
meg.

Peptid m/z RT Szerkezet Ref.
[M+H]*  (min)

nostogininek/microgininek (NG/MG)

67 NG 592 593.21 5.75 MeAhoa-Val-NMelle-NMeTyr

68 MG 606 607.25 6.02 Ahda-Val-NMelle-NMeTyr

69 NG 709 710.31 6.75 Ahoa-Pro-lle-NMeTyr-Phe

70 NG 725 726.23 6.48 Ahoa-Val-NMelle-NMeTyr-Phe

71 NG 739 740.32  6.67 MeAhoa-Val-NMelle-NMeTyr-Phe

72 NG BN741 742.23 5.86 Ahoa-Val-NMelle-NMeTyr-Tyr [117]
73 MG 753 75421 7.01 Ahda-Val-NMelle-NMeTyr-Phe

74 MG SD755 756.30 6.04 MeAhoa-Val-NMelle-NMeTyr-Tyr [118]
75 NG 757 758.23 5.78 Ahoa-Val-NMelle-NMeTyr-OHTyr

76 MG 769 77031 6.34 Ahda-Val-NMelle-NMeTyr-Tyr

77 NG 771 772.36  5.63 MeAhoa-Val-NMelle-NMeTyr-OHTyr

78 MG 785 786.30 6.1 Ahda-Val-NMelle-NMeTyr-OHTyr

anabaenopeptinek/schizopeptinek (ABP/SCP)

79 SCP 791 792.37 8.95 Ile-CO-[Lys-lle-Hph-MeAla-Phe] [119]
80 ABP 807 808.22 7.54 lle-CO-[Lys-lle-Hty-MeAla-Phe] [119]
81 ABP 827 828.38 7.83 Phe-CO-[Lys-Val-Hph-Ala-Hty]

82 ABP 834 835.31 8.21 lle-CO-[Lys-Val-Hph-MeAsn-Hph]

83 ABP 841 84229 7.95 Phe-CO-[Lys-Val-Hph-MeAla-Hty] [93]
84 ABP 848 849.34 8.64 lle-CO-[Lys-Val-MeHph-MeAsn-Hph]

85 ABP 855 856.32 8.40 Phe-CO-[Lys-lle-Hph-MeAla-Hty] [93]
86 ABP 857 858.29 6.99 Phe-CO-[Lys-Val-Hty-MeAla-Hty] [93]
87 ABP 862 863.26  8.87 Ile-CO-[Lys-Val-EtHph-MeAsn-Hph]

88 ABP 864 865.30 7.35 lle-CO-[Lys-Val-MeHph-MeAsn-Hty]

89 ABP 869 870.16 8.64 Tyr-CO-[Lys-lle-Hph-MeAla-MeHph]

90 ABP 876 877.16  9.26 lle-CO-[Lys-lle-EtHph-MeAsn-Hph]

91 ABP KB899 900.31 7.69 Tyr-CO-[Lys-Val-Hph-MeHty-lle] [120]
92 ABPMM913 914.41 8.10 Tyr-CO-[Lys-Ile-Hph-MeHty-lle] [121]
93 ABP 915 916.28 7.09 Tyr-CO-[Lys-Val-Hty-MeHty-lle] [122]
94 ABP G 930.35 7.36 Tyr-CO-[Lys-lle-Hty-MeHty-lle] [123]

banyasidok/suomilidek (BNS/SUQ)*

95 BNS 852 772.15  1.37 Mgs-Leu-(Glu)Abn-Aaep

96 BNS 895 815.29 1.61 Mgs-Leu-(CGlu)Abn-Aaep

97 BNS 909 829.34 1.86 Mgs-Leu-(CGlu+14)Abn-Aaep

98 BNS 979 899.36 4.25 Mgs-Leu-(Hex-CGlu)-14)Abn-Aaep

99 BNS B 870.33 4.83 Mgs-Leu-(Hex-Glu)Abn-Aaep [124]
100 BNS A 913.24 5.10 Mgs-Leu-(Hex-CGlu)Abn-Aaep [124]
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101 BNS 1007 927.43 547 Mgs-Leu-((Hex-CGlu)+14)Abn-Aaep

102 BNS 1020 940.43 5.66 Mgs-Leu-((diHex-Glu)-28)Abn-Aaep

103 BNS 1035 95598 6.84 Mgs-Leu-((Hex-CGlu)+42)Abn-Aaep

104 SUO 968.42  6.32 Mgs-Leu-(diHex-Glu)Abn-Aaep [125,126]
105 BNS 1077 997.35 6.85 Mgs-Leu-((diHex-CGlu)-14)Abn-Aaep

106 BNS 1091 1011.50 7.24 Mgs-Leu-(diHex-CGlu)Abn-Aaep

nostopeptolidok (NPL)

107 NPLA1/A3 1081.50 8.1 But-lle-[Ser-mPro-LeuAc-Leu-Gly-Asn-Tyr- [99]
Pro]
Ahoa: 3-amino-2-hidroxi-oktdnsav; Ahda: 3-amino-2-hidroxi-dekdnsav; Mgs: 2-O-metilglicerinsav-
3-O-szulfat; Hex: hexansav; Glu: a-glikdz; CGlu: 3-karbamoil-a-glikéz; Abn: 4-amino-5,7,9-
trihidroxi-2-azabiciklo[3.3.1]nonan-3-karboxilsav; Aaep: 1-Amidino-3-(2-aminoetil)-3-pirrolin; But:
vajsav; MePro: 4-metil-prolin; LeuAc: leucilacetat

Az izoldlt Nostoc sejtvonalak vizsgalata soran 41 kiilonb6z6 peptid jellegli metabolitot
sikerllt azonositanunk. Szerkezetiik alapjan ezek 4 kiilénb6z6 peptid csalddra oszthatok (5.
tablazat).

Az azonositott vegylletek koziil 12 a NG/MG csalddba sorolhatd. Ezek a 4-6 aminosav
hosszUsagu linearis peptidek az N-termindlison [évé oktansav (NG-ek esetében), illetve
dekadnsav (MG-ek esetében) szarmazékban kilonboznek egymastdl. A MS/MS adatok alapjan
a 72-es és 74-es vegylileteket az irodalombdl marismert NG BN 741 [117] és MG SD 755 [118]
variansokként azonositottuk. A 75-6s és 77-es metabolitok azonos fragmentdciés mintdzatott
mutattak ezen ismert variansokkal, viszont a 16 Da tomegkiilonbség alapjan ezek a valtozatok
tirozin helyett egy-egy hidroxi-tirozint tartalmaznak az utolsé poziciéban. A 76-os és 78-as
szamu vegylletek a NG BN 741 és annak hidroxi-valtozatanak (75) analdgjai, melyeknél az 1.
pozicidban egy amino-hidroxi-dekansav (Ahda) taldlhaté. A 70-es, 71-es és 73-as szamu
metabolitok aminosav sorrendjét szintén a NG BN 741 varidnsbol kiindulva sikerilt
levezetniink. Ezen valtozatoknal mindharom esetben tirozin helyett fenilalanin talalhaté az 5.
poziciéban, viszont az 1. pozicidt amino-hidroxi-oktansav (Ahoa) (70), metil-Ahoa (71) illetve
Ahda (73) foglalja el. A 69-es szamu vegyllet 16 Da tomegkilonbséget mutatott a 70-eshez
viszonyitva, és az MS? adatokat 6sszevetve ez az eltérés a 2. pozicidban 1évé valin — prolin, és
a 3. poziciéban lév6é metil-izoleucin — leucin aminosav cserével magyarazhatd. A 67-es és 68-
as metabolitok a 74-es és 76-os szamu variansok egy-egy tirozin egységgel révidebb
valtozataiként keriiltek azonositasra (5. és F5. tablazat).

ABP-ek kozll 16 varianst sikerllt azonositanunk mintdinkban, melyek az oldallanc

szerkezetlik alapjan 3 csoportra oszthatok (5. tdblazat). Hét varians esetében (79, 80, 82, 84,
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87, 88 és 90) izoleucin alkotja az oldallancot. Irodalmi forrasok alapjan a 79-es és 80-as
metabolitok schizopeptin (SCP) 791 és ABP 807 [119] variansokként lettek azonositva. A 82-es
szamu vegyiilet aminosav sorrendjét az MS3 mérési adatokbdl a Mayumi és mtsai. [92] &ltal
kidolgozott fragmentdcidés séma alapjan hatdroztuk meg: lle-CO-[Lys-Val-Hph-MeAsn-
Hph](F6. tablazat). A csoport tobbi tagja (84, 87, 88 és 90) ezen varians modositott valtozatai.
A 4. pozicidban lIévé homofenilalanin a 84-es és 87-es valtozatokban metilezett formaban, mig
a 88-as és 90-es valtozatokban etilezett formdaban vannak jelen. A 84-es és 88-as valtozatok
kozotti 16 Da tomegkilonbség alapjan az utdébbi esetében a 6. pozicidban |évd
homofenilalanin helyén homotirozin talalhaté. Tovabba a 90-es valtozat 87-hez képest mért
14 Da tomegnovekedése egy valin — izoleucin aminosav cserére utal a 3. pozicidban.
Természetesen mindezeket az MS? adatok is teljes mértékben alatdmasztottak (5. és F6.
tablazat). Négy ABP varians (81, 83, 85 és 86) esetében fenilalanin alkotja az oldallancot,
melyek kozil harmat (83, 85 és 86) Sanz és munkatarsai [93] mar kordabban lekdzoltek egy
Nostoc fajok peptid metabolit termelését is vizsgald publikaciojukban. A 81-es szdmu varidnst
a 83-as egyik véltozataként sikeriilt azonositani, melynél az 5. pozicidban Iévé metil-alanin
helyett alanin talalhatd. A fennmarado 6t metabolit (89, 91-94) mindegyike tirozint tartalmaz
az 1. pozicidban. A 89-es varidns és az SCP 791 MS3 mintazata nagymérték( hasonldsagot
mutatott, amib8l megdllapitottuk, hogy a két gyliri kozotti 26 Da tomegkilonbséget a 6.
poziciéban tortént fenilalanin — metil-homofenilalanin csere okozza. A csoport tobbi tagjat az
MS?3 adatok alapjan a szakirodalombdl mar ismert ABP KB899 (91) [120], ABP MM 913 (92)
[121], ABP 915 (93) [122] és ABP G (94) [123] variansokként azonositottuk (5. és F6. tablazat).

MS/MS fragmenseik alapjan 12 metabolitot egy koz6s csoportba osztottunk be (12.
abra). Ezek a fragmentek irodalmi adatok alapjan a banyasid (BNS)/suomilid (SUO) tipusu
glikopeptidekre jellemzdéek (5. és F7. tablazat). Mivel ezek mind pozitiv, mind negativ t6ltési
részekkel egyarant rendelkeznek (guanidin és szulfat csoportok), az MS mérések soran pozitiv
ion médban csak a molekula szulfat csoport nélkili, pozitiv toltésd formajat ([M+H-SOs])
tudjuk detektalni. A csoport eddig ismert variansai, a BNS B (99) a BNS A (100) és a SUO (104)
azonosithatdak voltak a mintdinkban [124-126]. A 98 Da tomegkiilonbség a BNS A és a 106-0s
vegylltet esetében utdbbindl a gliikdz molekulan egy tovabbi hexansav jelenlétére utal, ugyan
ugy, mint a BNS B és a SOU esetében. Ezen kivil a BNS B és BNS A hexansav nélkiili valtozatait
(95 és 96) szintén azonositottuk a vizsgalatok soran. A fennmaradé 6 vegyiiletet (97, 98, 101-

103, 105) az adatok elégtelensége okan csak részben sikerilt karakterizalni. Az MS/MS
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mérésekbdl kiderilt, hogy ezek a BNS B vagy a BNS A valtozatai, melyekben a metil-, etil- vagy
propil-csoportok addicidja vagy hidnya a jellemzé, és az is kideriilt, hogy ezek a mdédosulasok
a molekula gliikdz és/vagy hexansav részét érintik (5. és F7. tablazat).

A 107-es szamu metabolit sajatos MS/MS mintazata alapjan egyértelmden elkllonil az
el6z6 csoportoktdl (12. abra). Habar a mérések soran kapott MS adatok igen szegényesek
voltak, ezeket Gsszevetve Liaimer és mtsai [127] altal publikadlt eredményekkel, mégis elég
informacié allt rendelkezésiinkre, hogy a vegytletet, mint nostopeptolid A1/A3 azonositsuk

(5. és F8. tablazat).
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12. dbra A Nostoc sejtvonalakban talalt kiilonb6z8 peptid csalddok fragmentacids mintazata a jellemzé fragmentekkel (k). A nostoginin BN741 (A) MS?

s s

fragmentéacidja; Az anabaenopeptin G (B) gy(ir( szerkezetének MS? fragmentacidja ; A banyasid B (C) és nostopeptolid A1/A3 (D) MS? fragmentécidja.
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5.2.3. Az oligopeptidek eloszlasa és a kemotipusok meghatarozasa

Az altalunk izoldlt Nostoc torzseknek csak a 37%-a termelt valamilyen peptid tipusu
metabolitot. Viszont ezek a sejtvonalak a peptid mintazatuk alapjan kiilonb6z6 kemotipusokra
oszthatdk. A mintakat négy csoportba tudtuk besorolni. Kiilon-kiilon csoportot alkotnak azok
a sejtvonalak, melyek csak és kizardélag vagy NG/MG tipusu vegylleteket (1) vagy ABP-eket (2)
vagy BNS varidnsokat (3) termelnek nagy mennyiségben. Azonban taldltunk olyan
izolatumokat is, melyek mind ABP, mind BNS tipusu metabolitokat egyarant termelnek (4).
Tovabba az is megfigyelhets, hogy mig a csak NG/MG illetve csak ABP termeld sejtvonalak
kompakt csoportokat alkotnak, addig a csak BNS tartalmu mintak két alcsoportra oszthaték
aszerint, hogy BNS A vagy BNS B tipusu metabolitokat tartalmaznak (13. abra). Annak ellenére,
hogy az ABP-ek szdmos mintdban jelen voltak, ezen csoport 6sszintenzitas értéke fele akkora
volt mint a NG/MG csoportnak vagy a BNS csoportnak. Tovabba elmondhatd az is, hogy annak
ellenére, hogy NG/MG metabolitok viszonylag kevés mintabdl keriltek el6, mégis a csalad
Osszintenzitds értéke kozel azonos volt a BNS csoportéval. A molekularis vizsgalatok
eredményeit 6sszevetve nem taldltunk dsszefliggéseket az egyes kemotipusok és genotipusok
kozott, annak ellenére, hogy a 16S RNS génszekvencia vizsgalatok soran tobb filogenetikai

klasztert is elkiilonitettink (11. dbra).
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13. dbra A Nostoc mintakbdl szarmazé peptid metabolitok h6térképe. A szinskdla aranyos az egyes
metabolitok LC-ESI-MS mérés sordn kapott csucs alatti teriiletértékeinek loglO értékeivel. A
kil6nb6z6 peptid csalddokat eltérs szinekkel jel6ltiik: microgininek és nostogininek (MG és NG) —
piros; anabaenopeptinek (ABP) — z6ld; banyasidok (BNS) — sarga; nostopeptolidok (NPL) — sziirke.
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5.3. Szimbionta Nostoc fajok vizsgalatanak eredményei

5.3.1. Molekularis filogenetikai vizsgalatok

A vizsgalatok sordn 25 szimbionta cinaobaktérium sejtvonalat (24 zuzmé eredet és egy
Azolla sp. szimbionta) sikeriilt |étrehoznunk. Az izolalt koldnidk szine és strukturdja igen
valtozatos volt. A mikroszkdépos megfigyelések alapjan [116] valamint a 16S rRNS gén
szekvencia vizsgalatok alapjan izolatumaink egyértelmlien a Nostoc nemzetségbe tartoznak.
A filogenetikai vizsgalatok sordn ezek a torzsek két leszarmazasi csoportra valtak szét. Az egyik
csoport tagjai a f6ként ANA és BNS/SUO termel§ szarazfoldi Nostoc torzseinkkel allnak kozel
rokon kapcsolatban, mig a masik csoport tagjai kiilonallé leszarmazasi agat képeznek és
elkiloniltek a Nostoc, Aliinostoc és Desmonostoc referencia torzsektdl is. Utdbbi csoportba

tartozik az egyetlen Azolla sp. eredet( izoldtumunk is (F2 abra).

5.3.2. Peptid metabolitok azonositasa

A szimbionta torzsek kozll egyedil az Azolla sp. eredet(i sejtvonal termelt specidlis
peptid tipusu metabolitot. A vizsgalatok sordn megallapitottuk, hogy a sejtvonal kivonatdban
taldlhatd metabolit megegyezik azzal a metil-BNS A varianssal (101), amit a szabadon él6

Nostoc fajok esetében mar kordbban azonositottunk.
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6. Diszkusszio

6.1. A Microcystis izolatumok és azok peptid mintazata

Az altalunk megfigyelt balatoni Microcystis flos-aquae vizvirdgzdsok varatlan, ugyanakkor
nem kivételes esetek, hiszen mar a 20. szazad elején is megfigyeltek kisebb, lokalis Microcystis
vizvirdgzasokat [128]. A téban megfigyelt Microcystis vizvirdgzasok ismételt megjelenése (2.
abra) feltehetGleg kiilsé nitrogén terhelés hatasara kovetkezhetett be. Munkank soran harom,
egymas utani években megjelend Microcystis vizvirdgzas, valamint 25 izoldlt Microcystis
sejtvonal vizsgalatat végeztiik el.

A Microcystis fajok taxondmiai besoroldsa igen nehéz. A mikroszképos megfigyelések és
a molekuldris adatok kombinacidja lehet a legalkalmasabb mddszer az egyes izolatumok
pontos azonositdsdra [2]. Ennek a nemzetségnek a legtdbb fajat morfoldgiai tulajdonsagaik
alapjan irtdk le [129,130], azonban az egyes kolénidk kozotti eltérés hatalmas lehet, valamint
a kiléonb6z6 populacidk kiilsé tulajdonsagai atfedhetnek egymassal [131,132]. Emiatt igen
nehéz megtaldlni a kilonbségeket az egyes fajok kozott [133].

Az izoldlt sejtvonalaink taxondmiai helyzetét filogenetikai elemzéssel igazoltuk. Térzseink
a M. flos-aquae és a M. viridis morfotipusokkal alltak a legszorosabb filogenetikai kapcsolatban
(7. abra). Kordbban mar tobb publikacid is megjelent, melyekben a Microcystis morfotipusok
és genotipusok kozotti 6sszefliggést vizsgaltak [134,135]. Neilan és mtsai. [136] vizsgalatukban
genetikai hasonldsdgot mutattak ki, és leirtdk, hogy a fajnak nincs specifikus filogeografiai
szerkezete, ami Osszhangban all a Bittencourt-Oliveira és mtsai. (2001) [39] 4ltal kozolt
eredményekkel, melyekben a Microcystis torzsek nem mutattak elkilonitheté filogenetikai
mintazatot. Az altalunk vizsgalt Microcystis torzseknél er8s nyalkaburkot figyeltiink meg. Ez a
burok jellemzGje a morftipusnak és egyfajta magyarazata lehet annak, hogy ez a
cianobaktérium faj hogyan képes tulélni a halak tapcsatornajaban. Az exopoliszacharidok
(EPS) donté jelent6ségliek lehetnek a sejtek kotédése, adhézidja és tulélése szempontjabdl.
Ez az er6sen hidratalt réteg védelmet nyujt a cianobaktérium sejteknek a kiszaraddssal, a
toxikus szerekkel vagy mas organizmusok emészt6 enzimeivel szemben. Az EPS ilyen jelleg(
szerepét mar tdébb tanulmany is megerésitette [137].

Munkank soran 36 ABP és 17 MG varianst azonositottunk az izolalt térzsekbdl (4.
tablazat). Uj MCY variansokat egyre ritkdbban azonositanak, valészintileg azért, mert eddig

ezek voltak a leginkabb vizsgalt cianobakteridlis peptidek. Azonban a bioaktiv peptid csaladok,
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példaul az MG-ek és az ABP-ek manapsag egyre nagyobb figyelmet kapnak. Vizsgalataink soran
4 ismert és 32 - a legjobb tuddsunk szerint - korabban ismeretlen ABP varidnst sikerdlt teljesen
vagy részben azonositanunk. Tovabba szamos, részlegesen azonositott peptid-fragmenst is
megfigyeltlink (F4. tablazat), amelyek a h6térkép-elemzés eredményei alapjan az ABP-ekkel
egyutt fordultak el6 leggyakrabban (8. abra). A vizsgalatok soran 2 ismert, és 15 - a legjobb
tuddsunk szerint - eddig ismeretlen MG varianst azonositottunk. Szdmos, részben azonositott
peptid fragmens is valdszinlsithetéen ehhez a peptid csalddhoz tartozik, mivel ezek a
hétérkép elemzés eredményei alapjan az azonositott MG variansokkal egyttt fordulnak el6 (8.
abra).

A cianobaktérium-populacidokban az oligopeptid mintazatok foltos eloszlasa lehetévé
teszi az egyes izolatumok oligopeptid-alapu kemotipusba torténd csoportositasat [138,139].
Fontos megjegyezni, hogy elsGsorban ABP és MG domindns torzseket detektdltunk a

Balatonbdl, de 10 torzs esetében MCY-ek is el6fordultak (8. és 14. dbra).
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14. 3dbra A Balatonban el6forduld Microcystis eredetl peptid csaladok relativ ardnya az egyes
mintavételi helyeken. A peptid csalddokat eltér6 szinekkel jel6ltik: microcystinek (MCY) — kék;
anabaenopeptinek (ABP) — z6ld; microgininek (MG) — piros; egyéb peptidek (PEP) — magenta
A vizsgalatok sordn az altalunk talalt egyes kemotipusok kiilonb6z6 csoportokra oszthatdk az
egyes metabolitok jelenléte vagy hidnya alapjan, hasonléan mas tanulmanyokhoz, melyekben
Microcystis és mas peptid termeld cianobaktériumokat (példaul Planktothrix sp., Nostoc sp.
stb.) vizsgaltak [138-141]. Ezekre a nemzetségekre gyakran igen eltér6 kemotipusok
jellemzéek, amelyek igy képesek kilonbozd tipusu peptideket el6allitani a természetes

kozosségekben [10]. A természetes populdciokbdl szarmazd Microcystis izoldatumainkban négy
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kemotipust kiilonitettiink el, melyek néhany vagy tobb jellemzé peptidet tartalmaztak, de sok
esetben, kis mértékben a kiilonb6z6 bioszintetikus klaszterekhez tartozo kiilonb6z6 peptidek
is megfigyelhetdk voltak (8. abra).

A Balatonbdl elsGsorban ABP és MG dominans torzseket azonositottunk (14. abra),
mindkét peptid csoportban sok, kevésbé ismert vagy Uj rokon vegyiilet jelent meg. Ezen tul az
elemzés soran részlegesen azonositott peptid fragmenseket is detektaltunk, amelyek a
hétérkép-vizsgdlatok alapjan valdszintileg a két f6 csoport metabolizmusahoz (szintézis vagy
lebomlas) tartoznak. A 2014-2016 kozotti vizviragzds mintakat illetéen fontos megjegyezni,
hogy mindharom természetes koriilmények kozott gy(ijtott minta vegyes matrixot képvisel és
a Microcystis nemzetség tobb kilonféle kemotipusat és/vagy genotipusat tartalmazzak. Ezek
a mintdk kilonb6zé kemotipus klaszterekhez tartoztak. Az azonos mintavételi helyrél
szarmazo vizviragzds mintak idében kilonbo6z6 bioaktiv peptid mintazatokat mutattak. Mig a
2014. évi mintara fé6ként MG dominancia volt a jellemzd, a 2015. évi vizvirdgzas meglehetésen
ABP gazdag volt. A 2016-0s vizvirdgzast alkotd kozosség tobbnyire részlegesen azonositott
peptideket tartalmazott (15. abra).

A vizsgdlatok sordn osszesen 13 MCY varianst azonositottunk. Nem kétséges, hogy az
ismert cianobakteridlis peptidek kozil a MCY-k az egyik legkozismertebb és legkdrosabb
csalad. Az azonositas soran nem talaltunk Gj MCY variansokat, az 6sszes kimutatott MCY forma
a szakirodalombdl mar ismert. Habar kis mennyiségben néhany MCY valtozat megfigyelhetd
volt a MG és ABP domindns mintdkban is, ezek a peptid termels izolatumok kilon klasztert

alkottak.
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LC/MS kromatogramja és a legjellemz6bb metabolitok MS/MS fragmentacids spektruma.
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Szamos tanulmany soran, amikor a Microcystis és a Planktothrix fajok oligopeptid
mintdzatat vizsgaltdk akar a térséglinkben [142-145], vagy barhol vilagszerte [138,139,146-
150] a filogenetikai markerek segitségével szamos kiilonb6z6 genotipust sikeriilt azonositani
[136,151]. Ahogy a mi vizsgalataink sordn, ugy ezekben az esetekben sem taldltak
Osszefliggéseket az egyes genotipusok és kemotipusok kozott, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a bioldgiailag aktiv peptidek szintézise filogenetikailag nem konzervalt a nemzetségen
belil. Erre a kovetkeztetésre jutottak egy a kdzelmultban megjelent munka sordn [152],
amikor spanyolorszagi édesvizekben és viztarozokban el6fordulé Microcystis fajok peptid
mintdzatat vizsgaltak. Vizsgalatunk eredményei 6sszhangban allnak azokkal a korabbi
allitdsokkal, hogy az oligopeptid termel6 képesség megoszlasa nincs kapcsolatban a
morfoldgiai alapu fajmeghatarozds eredményeivel, az altaldnosan haszndlt molekularis
markereken alapulé filogenetikai vizsgdlatok eredményeivel, vagy az izolalt organizmusok

foldrajzi eredetével [136,153].
6.2. A Nostoc izolatumok és azok peptid mintazata

A Nostoc nemzetségen belll az egyes fajok azonositdsa nagyon nehéz, a limitdld
morfoldgiai taxonédmiai tulajdonsagok valamint a tenyésztés soran bekovetkezé morfolégiai
valtozdsok miatt [154,155]. A genetikai markerek bevezetése egyre tobb problémat vetett fel
és tobb torzs tobbszords atnevezéséhez, valamint a "Nostoc sp." megnevezés gyakori
hasznalatahoz vezetett. Példaul a Nostoc sp. PCC 7120 torzs eredetileg a Nostoc muscorum
elnevezést kapta, majd Rippka és munkatdrsai [156] atsoroltdk az Anabaena nemzetségbe,
kés6bb azonban molekularis adatok (DNS-DNS hibridizacio [157] és az ismétl6dé (STRR) DNS
szekvencidk [158]) alapjan a torzs a Nostoc sp. PCC 7120 megnevezést kapta. A tobbfazisu
megkozelités eredményeként killonb6z6 tanulmanyok a Nostoc nemzetség heterogenitasardl
[159-161], és a Nostoc-szer(i cianobaktériumok kiilon klasztereir6l [162-165] szdmoltak be. A
Desmonostoc [163] és az Aliinostoc [165] fajok filogenetikailag kiilonb6z6 csoportjai a Nostoc-
szer( taxonoknak. A Desmonostoc és az Aliinostoc fajok kilonalld filogenetikai csoportokat
alkotnak, de morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan szinte megkiilonboztethetetlenek a Nostoc
fajoktdl [166]. A 16S rRNS génszekvenciak alapjan toérzseink rokonsagban dallnak a Nostoc,
Aliinostoc és Desmonostoc nemzetséggel, de kiilon csoportot alkotnak t6élik (11. abra), melyek
igy tovabb novelik a Nostoc nemzetség rejtélyes sokféleségét. Habar az izolatumainkat tébb

filogenetikai vonalra lehet felosztani, ezen csoportok nem mutattak semmilyen 0sszefliggést
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sem a szarmazasi helyeikkel sem a metabolikus aktivitasukkal. A termelt peptid tipusok
sokféleségét tekintve azonban a f6 filogenetikai csoportok kiilonbségeket mutattak. Az egyik
csoport csak ABP- és BNS/SUO termel6 torzseket tartalmazott, mig a masik csoport az ABP,
NG/MG és/vagy BNS/SUO elGallitasara képes torzsekbdl allt. Ebben a két klaszterben a
peptideket termel§ torzseknek csak 15%-a volt képes két kiilénbozd tipus elSallitasara
szimultan. A szekvenalt peptid termel6 torzsek csaknem fele (46%) egy harmadik filogenetikai
csoporthoz tartozott, és sokuk tobb peptid tipust is képes volt elGallitani, tovabba a torzs,
amely mind a négy tipust termelte, szintén ebbe a csoportba tartozik. Az a megfigyelésiink,
hogy a torzsek sem a mintavételi helyeik, sem a kemotipusuk alapjan nem mutatnak
Osszefliggést a filogenetikai csoportokkal, azzal magyardzhatd, hogy szamos szabadon él6
mikroorganizmus terjedése nem korlatozott [167]. A foldrajzi eloszlasrél sz6ld hasonld
megallapitasokat mar kordbban kozzétették a Microcystis és az édesvizi Synechococcus fajok
esetében [39,168]. Kiilonb6z6 tipusu cianobakteridlis oligopeptidek termelését vilagszerte
széles korben kutatjak [93,142,149-153,169]. Az egyes kemotipusok és a genotipusok kozotti
korreldcié hianyat hasonlé tanulmanyokban mar korabban is leirtdak [152]. Nem taldltunk
kapcsolatot a DNS-ujjlenyomat vizsgalatok eredménye és a filogenetikai elemzés kdzott sem.
Ezenkivil az STRR és az ERIC DNS-ujjlenyomat eredmények szintén nem mutattak szigoru
korrelaciét sem a torzsek eredetével, sem a termelt peptid metabolitokkal, viszont az ABP

termel torzsek tobbsége kiilon csoportot alkotott (16. dbra).
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16. abra A peptid metabolit termelé Nostoc-szer( sejtvonalak STRR mintazata alapjan késziilt

dendogramja. A sejtvonalakat UPGMA maddszerrel csoportositottuk. A sejtvonalak altal termelt

peptid metabolitokat szines kérokkel jel6ltik: e anabaenopeptinek, ® nostogininek/microgininek,
banyasidok/suomilidek, ® nostopeptolidok.
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Az izoldlt sejtvonalak valamivel tobb, mint egyharmada termelt valamilyen peptid tipusu
metabolitot. Méréseink soran 0sszesen 41 komponenst azonositottunk, amelyeket 4 peptid
osztalyba soroltunk be. Tizenkét NG/MG, 16 ABP, 12 BNS/SOU és 1 NPL varianst taldltunk az
izolatumaink kivonataiban (5. tablazat). Annak ellenére, hogy sok esetben leirtak MCY-t és a
NOD-t termel6 Nostoc fajokat [170-174], esetlinkben sem MCY, sem NOD varidnsokat nem
azonositottunk. Erdekes médon térzseink nagy hasonldsagot mutattak a GeneBank egyes
Nostoc torzseivel, mint példdul a TAU-MAC 0799 vagy a TAU-MAC 0899, amelyek szintén nem
termeltek MCY variansokat [175]. Nem taldltunk kapcsolatot az izolatumok szarmazasi helyei
és az altaluk termelt peptid metabolitok el6forduldsa kozott. Ugyanakkor az egyes izolatumok
szintjén meg tudtunk kilonboztetni kilonféle kemotipus csoportokat azok peptid-metabolit
tartalma alapjan (13. dbra). Mintdinkban azonositott metabolitok k6zo6tt szerepel - a legjobb
tudasunk szerint - 10 Uj NG/MG, 7 0j ABP és 9 1j BNS/SUO valtozat is (5. tablazat).

A Nostoc-fajok a természetes bioaktiv metabolitok jelentés forrdsai, amelyek sok
szempontbdl fontosak lehetnek [72], habar ezen metabolitok pontos funkcidja még nem
teljesen ismert. A szimbiotikus Nostoc fajok vizsgdlata soran Liaimer és mtsai. [60]
megallapitotta, hogy egyes metabolitok (példaul a MCY-ek) szerepet jatszhatnak a
szimbiotikus kapcsolatok kialakulasaban. Ezenkivil arra is utalnak, hogy bizonyos peptideknek
nagy jelent6sége van a kommunikacidban, a tdpanyagok megkotésében vagy a védelemben
(példaul antibiotikus aktivitdsuk miatt), mivel ezek a vizsgdlatok sordn a tapkdzegben
jelent6sebb mennyiségben jelentek meg, mint intracelluldrisan [60]. Tovdbba ezek az anyagok
jelent6s hatassal lehetnek a természetes kozosségek fajosszetételére [64]. Masrészrél
ezeknek és hasonlé cianobaktérium metabolitoknak gydgyaszati és terapias jelent6ségiik is
lehet [19,29,32,176,177]. Eredményeink szerint a kilonb6z6 Nostoc-fajok peptid metabolit
tartalma valtozatos, esetenként igen magas is lehet, ami 6sszhangban all mas kisérletek
eredményeivel [60,93]. Az adatainkat Osszevetve a korabbi tanulmanyunkkal [36], |athato,
hogy a Nostoc fajok kevésbé valtozatos és mennyiségre relative kevesebb peptid metabolitot
tartalmaztak mas édesvizi fajokhoz (példdul Microcystis spp.) képest.

Annak ellenére, hogy nincs pontos 0Osszehasonlité elemzés sem Nostoc, sem mas
nemzetségbe tartozd cianobaktériumok szarazfoldi és nyiltvizi formdinak peptidtermel6
képességérél/peptid tartalmardl, eredményeink arra utalnak, hogy ezek a szarazfoldi Nostoc

fajok kevésbé valtozatos és kevesebb mennyiségl peptid metabolitot tartalmaznak,
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Osszehasonlitva mas édesvizi fajokkal (példaul Microcystis sp., Planktothrix sp.)
[36,56,91,150].

Mint azt mar emlitettiik, ezeknek a peptideknek a pontos 6kofizioldgiai funkcidja még
nem ismert, de érdemes hangsulyozni, hogy az izolatumaink féként jellegzetes novényi
kozosségekbdl szarmaznak. Tekintettel arra, hogy az édesvizi cianotoxin-névény
kdlcsonhatasokat az utébbi évtizedekben intenziven kutattak [2,145,178-180], és néhany
el6zetes megallapitds [64] arra utal, hogy néhdny szarazfoldi novényfaj érzékeny bizonyos
bioaktiv peptidekre, felvetédik annak a lehet6sége, hogy ezek akar egyfajta allelopatikus
metabolitok lehetnek a szarazféldi 6koszisztémakban. Nem zarhato ki azonban, hogy ezek a
bioaktiv peptidek szerepet jatszanak a fogyasztok, a parazitak elleni védekezésben és/vagy a

fajok kozotti versenyben, amint azt az édesvizi 6koszisztémak esetében is feltételezik.
6.3. A szimbionta Nostoc izolatumok és azok peptid mintazata

A 16S rRNS génszekvenciadk alapjan az szimbionta térzseink rokonsagban allnak a Nostoc,
Aliinostoc és Desmonostoc nemzetséggel, de kiilon csoportot alkotnak téliik. A sejtvonalak két
klon csoportra valtak szét, melyek kozill az egyik kozeli kapcsolatban all a f6ként ANA és
BNS/SUO termel8 szarazfoldi Nostoc torzsek csoportjaval, bar 6k maguk nem termeltek
semmilyen peptid tipusu specidlis metabolitot. A masik csoport elkilonilt mind a szarazfoldi
izolatumainktdl, mind a referencia torzsektél (F2 abra). Ebbe a csoportba tartozik az Azolla sp.
szimbionta sejtvonal is, ami az egyetlen olyan izolalt szimbionta Nostoc t6érzsiink, ami képes
volt valamilyen specialis metabolitot (a szarazfdli torzsekhez hasonlé mértékben) elGallitani.
Annak ellenére, hogy a mi térzseinkre nem volt jellemz8, szamos olyan tanulmanyt lehet
taldlni, amelyek szimbionta cianobaktériumok, koztik Nostoc fajok specialis metabolit
termelésérdl szélnak [68,72,171,172]. Figyelembe véve az irodalmi adatokat, valamint azt,
hogy a zuzmoé eredet( sejtvonalaink szinte mindegyike egy nemzetségbdl (Collema) szarmazik,
tobb kiilonb6z6 forrasbdl szarmazd minta vizsgalata nagyobb valdszinliséggel adott volna

pozitiv eredményt a peptid metabolit vizsgdlatok soran.
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6.4. Az azonositott peptid csalddok variabilitasa és jellemzGéi

6.4.1. Nostogininek és microgininek

Ezeket a rovid, linedris szerkezetli, nem riboszomadlis oligopeptideket mar tobb
vizviragzast alkotdé cianobaktérium izolatumbdl is kimutattak és tisztitottdk korabban. Az
ismert varidnsok szdma nagyjabdl 50-re tehetd és folyamatosan novekszik [10,181,182]. A
csalad tagjaira jellemzd, hogy egy a-hidroxi-B-amino-oktansav (NG-ek esetében) vagy a-
hidroxi-B-amino-dekdnsav (MG-ek esetében) taldlhatd az els6é pozicidban, ami a terminalis
metilcsoporton keresztil ritkan klérozott is lehet. A molekuldban ezen kiv(il még 3-5 aminosav
taldlhatd, melyek kozil az utolsd leggyakrabban tirozin vagy fenilalanin [182-185].

Vizsgalataink sordn a Microcystis és Nostoc izolatumok kivonataibdl 29 kilonb6z6 NG és
MG varidnst azonositottunk, ezek k6zott nem volt olyan, ami mindkét nemzetségben egyarant
megjelent volna. NG variansok csak a Nostoc kivonatokban voltak jelen, mig MG vdltozatok
mindkét csoportbdl el6keriiltek. A Microcystis fajok altal termelt MG-ek nagyobb variabilitast
mutattak, ezek tobbségében szerkezetileg a MG FR3 és a MG FR4 formdkhoz allnak kdzelebb,
azok kiilonb6z6 vdltozatai, melyek tobbnyire egy-egy aminosav egységben térnek el
egymastodl. A fennmarado véltozatok szerkezeti alapon egyrészt a MG T2, mdsrészt az Ishida
és mtsai. [186] altal leirt MG 478 varianshoz hasonlithatdk. Mindent egybevéve a Microcystis
eredetli MG variansoknal minden aminosav pozicié variabilisnak tekinthet6. A Nostoc
kivonatok a mar régdta ismert NG BN741 és MG SD755 kiilonb6z8 szerkezeti valtozatait
tartalmaztak, melyeknél az 1. és 5. pozicié volt a legvariabilisabb és a 2.-4. poziciéban lévé
aminosavak szinte minden esetben megegyeztek (Val-NMelle-NMeTyr).

Az NG-ek és a MG-ek cink-metalloproteaz gatlék (példaul angiotenzin-konvertald enzim)
valamint aminoproteinazok gatldszerei, a-hidroxi-B-amino-alegységikén keresztil kétédnek
az enzim aktiv helyén |évé cinkhez [72]. A MG T2 aminopeptidaz M (ICso 2,9 uM) és
angiotenzin-konvertalé enzim (1Cso 10 uM) gatld hatdssal rendelkezik [186]. Hasonld mérték(
aminopeptidaz M gatlast figyeltek meg MG FR3 (ICsp 6,2 uM) és MG FR4 (ICsp 1,8 M) esetében
is [181], de angiotenzin-konvertdld enzim gatlé hatdsukrél nincs adat az irodalomban. Ploutno
és Carmeli [117] valamint Reshef és Carmeli [118] aminopeptidaz N gatld hatast figyeltek meg
NG BN741 (ICe 1,3 uM) és MG SD755 (ICe 18,5 uM) esetében, de angiotenzin-konvertald
enzim gatld hatasukrdl nem szamoltak be. Megallapitasaink szerint ezek az anyagok fontos

jeloltek lehetnek akdr a magas vérnyomas kezelésében is [187].
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6.4.2. Anabaenopeptinek

Az ABP-ek ciklikus hexapeptidek, a 2. és a 6. helyzetben Iév6 aminosavak ko6zotti kotésen
keresztlil alakul ki a gy(r(s struktira. Az egyetlen aminosavbdl all6 oldallanc a 2. helyzetben
taldlhato lizinhez kapcsolddik egy ureido-csoporton keresztiil. A lizin kivételével az 6sszes
aminosav-pozicid variabilis, a 4. és 5. poziciokban homo-aminosavak és metilezett aminosavak
jelenléte gyakori [10]. Az ismert ABP-valtozatok szama hirtelen nétt az elmult 15 évben:
Welker és von D6hren [10] 32 valtozatot emlitettek még 2005-ben, Spoof és mtsai. [188] mar
97 rokon vegyiiletet sorolnak fel 2015-ben, Shishido és mtsai. [119] pedig mar 115 variansrol
tesznek emlitést 2017-ben.

A vizsgalataink soran tobb mint 50 ABP varianst taldltunk kivonatainkban. Ezeknek t6bb
mint a felét teljes aminosav szekvenciaval jellemeztik. A Microcystis fajok esetében tobb
varianst figyeltiink meg, igaz nem minden esetben sikerilt a teljes aminosav sorrendet
meghatarozni. A teljes aminosav szekvencidval rendelkezd variansok a mar ismert ABP A, ABP
B, ABP F és OSC Y szerkezeti valtozatai, de tobb részlegesen azonositott peptid esetében (43-
46) is felismerhet6 az ezekre jellemz6 gylrds szerkezet. A Nostoc toérzseink kivonataibdl tébb
kordbbi irodalmi forrasbél ismert ABP varians is elGkerilt (ABP G, ABP 915, ABP MM913, ABP
KB899, SCP 791), a legtdbb Uj varidns szerkezetileg mégis inkabb a Sanz és mtsai. [93] altal,
szintén Nostoc fajokbdl szdrmazé ABP valtozatokhoz 3all kézelebb. Ezen variansoknal az 5.
aminosav pozicidban egy metil-aszparagin, valamint a 6. poziciéban egy homo-aminosav
(homotirozin vagy homofenilalanin) taldlhatd. Az ABP-ek szerkezetére altaldnosan jellemzé,
hogy a 4. poziciét egy homo-aminosav (homotirozin vagy homofenilalanin) foglalja el, azonban
egyes, altalunk talalt valtozatoknal metil-homofenilalanin és etil-homofenilalanin jelenlétét
feltételezziik. llyen szokatlan aminosavak szintén el6fordulnak egyes Sanz és mtsai. [93] altal
leirt varidnsokban. Mas szerz6knél szintén el6fordulnak hasonléan szokatlan aminosavak,
amelyek tomeglk alapjan megfeleltethet6k ezeknek a valtozatoknak. Példaul a Schreuder és
mtsai. [189] altal lek6zolt tanulmdanyban taldlhatd 5-fenil-norvalin, és 6-fenil-norleucin, illetve
a Shishido és mtsai. [119] altal lek6zolt tanulmanyban talalhatd 2-amino-5-fenil-pentansav és
2-amino-6-fenilhexansav megnevezés megfeleltetheté az Aaltalunk hasznalt metil-
homofenilalanin és etil-homofenilalanin megnevezéseinknek. Ezen kiviil mindkét szerz6
emlitést tesz egy tovabbi szokatlan aminosav, a 2-amino-6-(4’-hidroxifenil)-hexansav, azaz
etil-homotirozin el6forduldsardél, de mi nem talaltunk ilyen mddositast tartalmazé varianst a
kivonatainkban.
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Az ABP-ek szerkezeti sokféleségiiknek koszonhet6en igen kilonb6z6 hatdsokkal
birhatnak. Az ABP F, OSC B és C variansok protein foszfataz inhibitorok. Az N-metil-homotirozin
és a pozitiv toltésd arginin aminosav egységek kulcsfontossdguak a gatlé hatas kialakulasaban
[190]. Az ABP-ekrdl azt is kimutattak, hogy gatoljdk a proteindz enzimek, példaul a tripszin,
kimotripszin, elasztaz és karboxipeptidaz A (ABP 915 1Cso 65 pg/ml; ABP G ICs0 1,8 ng/ml [191])
muikodését [192-194]. Kimutattdk tovabba azt is, hogy az ABP B és az ABP F, amelyek a
leggyakrabban el6forduld varidnsok, gatoljak tobb M. aeruginosa sejtvonal névekedését,
valamint elinditjak a sejtek lizisét [195,196]. Néhdny publikdciéban az ABP B és az ABP F
kalmodulinnal aktivalt agyi foszfodiészteraz és a szarkoplazmatikus retikulum Ca2*-ATPaz gatlo
hatdsait kozolték [166,197]. Patkdny aorta vizsgalatokban ABP B és ABP 906 kezelések
eredményeként simaizomgorcsoldd aktivitast detektdltak [198]. Az eddig ismert hatasok
alapjan elmondhatd, hogy ezek a metabolitok mind 6koldgiai, mind egészségligyi szempontbol

nagyon fontosak lehetnek [187].

6.4.3. Banyasidok

A BNS-ok/SUO-ek egy, a cianobaktériumok altal termelt masodlagos metabolitok kevéssé
ismert csoportja. Ezek a glikopeptidek szerkezetileg az aeruginosin tipusi metabolitokhoz
tartoznak, mivel a 4. pozicidban egy arginin-szdrmazékot (Aaep) tartalmaznak [10]. A 3.
helyzetben |évé jellegzetes biciklononan részhez kapcsolddik egy a-glikdz, ami a molekula
egyetlen varidbilis része. Az 1. és 2. poziciéban kivétel nélkil egy metil-glicerinsav-szulfat és
egy leucin taldlhaté [124,125]. A kordbban ismert variansok proteaz (tripszin és trombin)
gatléknak bizonyultak [124]. BNS variansok kizarélag Nostoc kivonatokban fordultak eld, sok
mintdnkban jelen voltak (kdztlik az Azolla sp. szimbionta sejtvonal kivonatdban is), és bizonyos
esetekben nagyon magas intenzitast mutattak. Ezek kozott szdmos korabban ismeretlen BNS
valtozatot sikeriilt azonositanunk, melyek legtébbszér a BNS A és BNS B valamint a SUO
szerkezetétdl egy hexdnsav egységben illetve kisebb egységekben (metil-, etil-, propil
csoportban kiilonbodznek). Sonkoly és mtsai. [64] egy csirdzasi vizsgalat soran kimutattak, hogy
a BGSD-2012 torzs BNS-okban gazdag kivonata befolydsolta (gatolta) az alkalikus
gyeptarsulasokat alkotd novényfajok csirazasat. El6zetes vizsgalataink alapjan ugyan ez a
kivonat gatolta a savas és lugos protedzok mikodését mustar csiranévényekben, tovabba
(szintén el6zetes mérések soran) BNS tartalmu kivonatok gatoltak az angiotenzin-konvertald

enzim mikodését.
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6.4.4. Microcystinek

Ez a peptid csoport killondsen nagy figyelemet kovetel, mivel a MCY-ek a leggyakoribb,
természetes vizekben el6fordulé cianobakterialis toxinok [169,199], melyek emberre, allatra
és a novényi szervezetekre egyarant veszélyesek; komoly karokat, betegségeket,
szov8dményeket és halalt is okozhatnak. Bar sok kiilonb6z6 cianobaktérium nemzetségbdl
leirtak mar MCY termeld fajokat (koztik szabadon él6 és szimbionta Nostoc fajokat is), mi csak
és kizarélag Microcystis fajokban taldltunk MCY variansokat. Minden azonositott MCY valtozat
mar fellelhetd volt az irodalomban. Szerkezetileg igen sokfélék, kiilonb6z6 MCY-LR, -YR -FR és
-WR analdgokat figyeltiink meg, de MCY-RR és -LW is jelen volt a kivonatokban. A MCY-ek az
egyik leginkdbb kutatott peptid metabolit csoport. Hatdsaikat mar jol ismerjik, tudjuk, hogy
ezek a hepatotoxinok a protein foszfataz enzimek gatlasa révén fejtik ki hatdsukat, és

befolyasuk lehet a legklilonb6z6bb életfolyamatokra.

6.4.5. Nostopeptolidok

A cianobaktériumokban el6sz6r Golakoti és mtsai. azonositottak NPL-okat [99]. Az utdbbi
években szdmos Uj NPL varianst és szerkezetileg hasonlé nostoweipeptin (NWP) variansokat
azonositottak [127,200]. Munkank sordn egy NPL varidnst sikerilt azonositanunk, ami egy
Nostoc kivonatbdl szarmazik. Ezen ciklikus peptidek mindegyikére egy nem proteinogén
aminosav, a 4-metil-prolin vagy a 4-hidroxi-prolin jelenléte a jellemz6. Liaimer és mtsai.
[127,201] megallapitottak, hogy a NPL-ok és mas poliketid vegytletek részt vesznek a Nostoc
punctiforme életciklusanak szabalyozasaban és a motilis stadiumrdl a vegetativ névekedésre
vald attérésében. Az NPL-okat és NWP-eket antitoxinként azonositottak, gatoltak a HEK293
hepatocitdak MCY-indukalt apoptdzisat a MCY felvételért felel6s OATP1B1/B3 szerves

aniontranszporterek gatldsa révén [200].
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7. Konkluzio

A hagyomanyos cianobakterialis toxin és/vagy bioaktiv metabolit kutatasokkal szemben,
amelyeknél féként az egyes peptidekre, azok hatdsanak feltarasara vagy bioszintézisre
Osszpontositanak, mi célzatlan moddszerrel térténé kemotipus vizsgdlat segitségével
tanulmanyoztuk a vizviragzdsokban, vizi és szarazfoldi korilmények kozott megfigyelhet6
cianobaktérium fajok altal termelt kiilonb6z6 tipusu peptidek el6forduldsat.

Munkank soran a Balatonbdl szarmazé 25 nyiltvizi Microcystis izolatum és 3 vizvirdgzast
alkotd Microcystis kozosség altal termelt peptid metabolit variabilitasat vizsgaltuk meg. Ezeket
Microcystis flos-aquae-ként azonositottuk és megfigyeltiik a fajra jellemz6 nydlkaburkokat is,
ami a sejtek legfontosabb védérétege lehet a sajatos sz(ir6 moédszerrel taplalkozé halfajok
tdpcsatornajdban lév6é szélsGséges koridlmények kozott. Az izoldtumok kivonataiban 3
kilonb6z6 peptid csalddba tartozé metabolitokat (6sszesen 66 félét) azonositottunk. A
peptidek kozott taldlunk MCY varidnsokat is, ezek néhdny sejtvonal esetében nagyobb
mennyiségben is jelen voltak. A kiilsé poliszacharid réteg védelmi funkciéjan tul érdemes
megjegyezni a vizsgalatok soran kimutatott peptideket, elsésorban a nagyszamu ABP-eket és
MG-eket, valamint azok fentebb targyalt bioaktivitdst. A halfajok emészt6 enzimeinek
aktivitasat korabban mar tobb tanulmanyban is vizsgaltak [202,203], és a f6bb emésztGenzim
csoportok a foszfatazok és proteazok voltak [204]. Szamos tanulmany ramutatott mar arra,
hogy egyes cianobaktériumok képesek tulélni a halak tapcsatorndjaban, és életképes
formaban szabadulnak ki onnan [54,55,205-207]. Elképzeléseink szerint, az azonositott MG-
ek és ABP-ek, mint hatékony proteazgatldk, az enzimekhez vald kozvetlen kotédéssel
modosithatjak azok aktivitasat.

Munkdnk eredményeként bemutattuk a magyarorszagi specialis alkalikus él6helyeken
el6forduld nitrogén kotd szarazfoldi cianobaktériumok peptid metabolit variabilitdsat. Az
izolalt Nostoc-szerl torzseket metabolikus aktivitdsuk alapjan kilonféle kemotipus
csoportokba tudtuk besorolni. Osszesen 41 peptid tipusi metabolitot azonositottunk,
amelyek 4 kiilonb6z6 peptid csalddba tartoztak. A sokat vizsgalt cianotoxinok (példaul MCY-
ek) kozil egy sem fordult el6 a torzsek kivonataiban, de sok, eddig ismeretlen bioldgiailag aktiv
peptid metabolitot sikerilt azonositanunk. Szamos hasonld tanulmany, ami csak a jol ismert
toxin formakra fékuszal negativ eredménnyel zarult. Eredményeink koziil érdemes kiemelni a

Nostocaceae csaldd BNS termelGinek jelent6ségét, amelyek nagy szamban voltak jelen a
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vizsgalt terileten, s6t, kiemelked6 kemotipusként is megjelentek. Ezek a glikopeptidek
szerkezetileg az aeruginosinokhoz hasonldak, hatasukat tekintve protedz gatldk, de a
molekuldban 1év6 cukor egység miatt sokkal vizoldhatdbbak, mint tobb mads peptid. Az
el6forduldsuk és az intenzitasuk alapjan ezeket a peptideket érdemes lehet tovabb kutatni,
vizsgalni. A vizsgdlataink soran taldlt és a hozzajuk hasonld kevésbé ismert vagy ismeretlen
metabolitok pontos szerepét a jovében érdemes lesz tisztazni, hiszen ezek jelent6sek lehetnek
orvosi szempontbdl és a potencidlis gydgydszati hatdanyagok fejlesztésének szempontjabdl is.
Tovabba eredményeink felhivjidk a figyelmet a nem célzott vizsgdlati moddszerek

alkalmazasanak fontossagara is.
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8. Osszefoglalas és uj eredmények

A cianobaktériumok vilagszerte elterjedt él6lények, valtozatossdaguknak kdszénhetéen

igen sok szempontbdl jelent6sek. Egyes fajaik képesek kilonféle bioldgiai szempontbol

jelent6s anyagokat el&allitani, melyek gydgydszati szempontbdl érdekesek lehetnek, mig mas

fajok toxicitasuk miatt tarthatnak szamot érdeklédésre. Az elmult években a korabbiaktdl

eltéréen rendszeresen fordultak el6 Microcystis vizviragzasok a Balatonban. Munkank soran

azonositottuk a tdban megtalalhatd Microcystis fajokat és megvizsgaltuk azok peptid termel6

képességét. Az egyes metabolitok el6forduldsa alapjan kiilonb6z6 kemotipusokat hataroztunk

meg, valamint megvizsgaltuk az egyes kemotipusok térbeli és id6beli eloszlasat. A fébb

eredmények a kovetkez6k:

Az izoldlt sejtvonalaink morfoldgiai és molekuldris filogenetikai alapon a Microcystis
flos-aquae fajhoz tartoznak.

25 nyiltvizi Microcystis izoldtum és 3 vizviragzast alkotd Microcystis k6zosség peptid
metabolit vizsgdlata sordn Gsszesen 66 metabolitot azonositottunk. A sejtvonalak
vagy ABP vagy MCY vagy MG varidnsokat termeltek nagyobb mennyiségben. Az egyes
kemotipusok kozott nem talaltunk filogenetikai kapcsolatot.

Munkank soran 17 MG, 36 ABP és 13 MCY varianst azonositottunk az izolalt
torzsekbdl. Ezek kozott szerepel 15 Uj MG és 32 (j ABP valtozat is.

Els6sorban ABP és MG domindns torzseket azonositottunk, két sejtvonal nagyobb
mennyiségben termelt MCY-eket.

Nem taldltunk szignifikdns 0Osszefliggést a metabolit mintdazatok és a mintdk
szdrmazasa kozott sem. A 3 egymas utani évbdél szdrmazd vizvirdgzas mintak

kiilonb6z6 kemotipus csoportokhoz tartoztak.

Hasonlé médon vizsgaltuk meg az Alfold kilénbozé teriileteir6l szarmazé szabadon é16

Nostoc faj peptid termel6 képességét:

Az izoldlas sordn a terepi mintakbdl morfoldgiai alapon 133 sejtvonalat hoztunk létre.
A sejtvonalak a molekularis filogenetikai vizsgdlatok sordan elkiloniltek a Nostoc,
Aliinostoc és Desmonostoc referencia torzsekt6l. A sejtvonalak genetikai
heterogenitasat DNS-ujjlenyomat moddszerrel is vizsgdltuk, és nem talaltunk

Osszefliggéseket a filogenetikai elemzéssel.
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A peptid metabolom vizsgalatok soran dsszesen 41 metabolitot azonositottunk. A
sejtvonalakat peptid metabolit tartalmuk alapjan 4 kemotipus csoportba tudtuk
besosorolni. Nem taldltunk 6sszefliggéseket a kemotipus csoportok és a filogenetikai
vizsgdlatok, valamit a kemotipus csoportok és a DNS-ujjlenyomat vizsgalatok
eredményei kozott.

Az azonositott peptidek kozoétt talalhaté 12 NG/MG, 16 ABP, 12 BNS/SUO és 1 NPL
varians, ezek kozul els6ként irtunk le 10 NG/MG, 7 ABP és 9 BNS/SUO valtozatot.

Megvizsgaltuk tovabba néhdany szimbionta Nostoc faj peptid termel6 képességét is:

A szimbionta Nostoc sejtvonalaink molekularis alapon rokonsagban dllnak a Nostoc,
Aliinostoc és Desmonostoc nemzetséggel, de kiilon csoportot alkotnak. Egyes
sejtvonalak kozeli kapcsolatban allnak f6ként ANA és BNS/SUO termel6 szarazfoldi
Nostoc torzsek csoportjaval.

A zuzmod eredetl sejtvonalaink nem termeltek semmilyen peptid tipusu specidlis
metabolitot.

Az Azolla sp. szimbionta sejtvonal képes volt BNS varidnst (a szarazfoli torzsekhez

hasonlé mértékben) elGallitani.

A két cianobaktérium nemzetség tagjai altal termelt peptid metabolitok gydgyaszati és

egészségligyi szempontbdl egyarant jelentGsek:

A MCY-ek a leggyakoribb természetes vizekben el6fordulé cianobakteridlis toxinok,
egyarant veszélyesek emberekre, allatokra és novényi szervezetekre.

A NG-ek és a MG-ek cink-metalloprotedz gatldk, valamint aminoproteindzok
gatldszerei. Az angiotenzin-konvertalé enzimre gyakorolt gatld hatdsuk miatt ezek az
anyagok fontos jel6ltek lehetnek akdr a magas vérnyomas kezelésében.

Az ABP-ek kiilonb6z6 hatasokkal birhatnak, leggyakrabban a proteinaz enzimek,
példaul tripszin, kimotripszin, elasztaz és karboxipeptidaz A mikodését gatoljak.
Egyes variansok protein foszfatazok inhibitorai.

A korabban is ismert BNS-ok/SUO-ek protedz (tripszin és trombin) gatléknak
bizonyultak, azonban el6zetes vizsgalataink soran BNS tartalmu kivonatok gatoltak az
angiotenzin-konvertaz enzim m{ikodését.

Egyes NPL variansokat antitoxinként tartanak szamon, gatoljak a MCY-ek felvételéért

felel6s aniontranszporterek m(ikodését.

66



9. Summary and new results

Cyanobacteria are widespread throughout the world and, due to their diversity, they can

be significant in many ways. Some species are able to produce a variety of biologically

significant substances, which can be interesting from medicinal point of view. In recent years,

Microcystis water blooms have been regularly occurring in Lake Balaton. During our work

Microcystis species were identified and their peptide production capacity were examined.

Based on the occurrence of the metabolites, different chemotypes were determined and the

spatial and temporal distribution of the chemotypes was investigated. Our main results are:

Based on morphological and molecular phylogenetic data, our isolated strains were
identified as Microcystis flos-aquae.

A total of 66 metabolites were identified from 25 Microcystis isolates and 3 water
bloom forming Microcystis communities. Strains produced either ABP or MCY or MG
variants in larger amounts. No phylogenetic relationship was found between the
chemotypes.

17 MG, 36 ABP and 13 MCY variants were identified from the isolated strains,
including 15 new MGs and 32 new ABP variants.

Mostly ABP and MG dominant strains were identified, and two strains produced
higher amount of MCYs.

No significant correlation was found between the metabolite patterns and the origin
of the samples. The water bloom samples, which came from 3 consecutive years

belonged to different chemotype groups.

We investigated the peptide-producing ability of free-living Nostoc species from various

parts of the Great Plain in a similar manner:

Based on morphological features, 133 cell lines were generated from field samples
during the isolation. Our strains formed different lineages in the phylogenetic tree,
separately from the Nostoc, Aliinostoc and Desmonostoc reference strains. Genetic
heterogeneity of the cell lines was also analyzed by DNA fingerprinting and no
correlation was found with the results of the phylogenetic analysis.

A total of 41 metabolites were identified, and the strains were classified into 4

chemotype groups based on their peptide metabolite content. No correlation was
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found between the chemotype groups and the results of the phylogenetic analysis,
or between the chemotype groups and the results of the DNA fingerprinting.

Among the identified peptides there were 12 NG/MG, 16 ABP, 12 BNS/SUO and 1 NPL
variants. 10 NG/MG, 7 ABP and 9 BNS/SUO variants were described for the first time.

We also examined the peptide-producing ability of some symbiotic Nostoc species:

Symbiont Nostoc strains showed similarity to the Nostoc, Aliinostoc and Desmonostoc
genus, but formed separate groups in the phylogenetic tree. Some strains were
closely related to some ANA and BNS/SUO producing free-living Nostoc strains.
Lichen-derived cell lines did not produce any specific peptide-type metabolites.
Azolla sp. symbiont strain was able to produce a BNS variant (to the same extent as

the free-living strains).

The peptide metabolites produced by the members of this two cyanobacterial genus can

be important both from medicinal and health/toxicological points of view:

MCYs are the most common cyanobacterial toxins and are dangerous to humans,
animals and plants.

NGs and MGs are zinc metalloprotease inhibitors and aminoproteinase inhibitors.
Due to their inhibitory effect on the angiotensin converting enzyme, these substances
may be important candidates for the treatment of hypertension.

ABPs can have different effects; commonly they inhibits proteinase enzymes such as
trypsin, chymotrypsin, elastase and carboxypeptidase A. Some variants are inhibitors
of protein phosphatases.

Previously known BNSs/SUOs have been shown to be protease inhibitors (trypsin and
thrombin), but in our preliminary studies BNS-containing extracts inhibited the
function of the angiotensin convertase enzyme.

Some NPL variants are recognized as antitoxins, they inhibit the function of anion

transporters responsible for the uptake of MCYs.
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11. Fiiggelék

F1. tablazat A Microcystis torzsekb8l szarmazé microginin (MG) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tintettiik fel és
kerekitve adtuk meg. Az LC-MS/MS adatokbdl a leucin és az izoleucin formakat nem lehet megkiilénboztetni, ezeket az aminosavakat a legkdzelebbi irodalmi
eredmények alapjan tintettik fel. X1’ — az Ahda oldallanc nélkili kozponti része (m = 58 Da); nd — nem detektalt.

. [M + H]* X1-X2-X3-X4 , X1’-X2-X3-X4 X1-X2-X3 , X1’-X2-X3
Peptid m/2 X1-X2-X3-X4 “H,0 X1'-X2-X3-X4 “H,0 X1-X2-X3 H,0 X1’-X2-X3 “H,0 X1-X2
1 MG565 565.5 384 366 257 239 287
2 MG549 549.5 368 nd 241 nd 257
3 MG579 579.6 398 380 257 239 301
4 MG579 579.6 398 380 271 253 287
5 MG581 581.5 384 366 257 239 287
6 MG595 595.5 398 380 271 253 287
7  MGFR3 728.6 547 529 420 402 384 366 257 239 287
8 MG712 712.6 531 513 404 nd 368 350 241 223 257
9 MGFR4 742.6 561 543 420 nd 398 380 257 239 301
10 MG 744 744.6 547 529 nd nd 384 366 257 239 287
11 MG 754 754.6 573 nd 446 nd 396 nd 269 252 299
12 MG 607 607.5 412 394 285 267 299
13 MGe621 621.6 426 408 285 267 313
14 MG591 591.5 426 408 285 267 313
15 MG770 770.6 589 571 462 444 412 394 285 267 299
16 MG784 784.6 603 585 462 nd 426 408 285 267 313
17 MG 798 798.6 617 599 476 458 440 422 299 281 313
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F2. tablazat A Microcystis torzsekb8l szarmazd anabenopeptin (ABP) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tlintettlk fel és
kerekitve adtuk meg. Az LC-MS/MS adatokbdl a leucin és az izoleucin formakat nem lehet megkulénboztetni, ezeket az aminosavakat a legkdzelebbi irodalmi
eredmények alapjan tintettik fel. OSC — oscillapeptin; nd — nem detektalt.

. [M +H]* o _—
Peptid m/z Gy(ird-CO Gydrd X6-X2-X3-X4  X5-X6-X2-X3 X2-X3-X4
18 ABP B 837.7 663 637 552 460 405
19 ABP F 851.7 677 651 566 474 419
20 ABP A 844.7 663 637 552 460 405
21 OscyY 858.6 677 651 566 474 419
22 ABP 828 828.6 647 621 536 460 389
23 ABP 842 842.7 661 635 550 474 403
24 ABP 916 916.9 735 709 518 532 405
25 ABP 930 930.6 749 723 532 546 419
26 ABP 852 852.8 733 707 nd nd nd
27 ABP 866 866.7 747 721 nd nd nd
28 ABP 856 856.7 711 685 nd nd nd
29 ABP 870 870.7 757 731 nd nd nd
30 ABP 872 872.6 679 653 nd nd nd
31 ABP 886 886.7 643 617 532 440 405
32 ABP 900 900.7 657 631 546 454 419
33 ABP 914 914.8 647 621 536 460 389
34 ABP 928 928.7 661 635 550 474 403
35 ABP 892 892.7 663 637 552 460 405
36 ABP 938 938.5 677 651 566 474 419
37 ABP 860 860.7 691 665 580 488 419
38 ABP 888 888.7 679 653 nd nd nd
39 ABP 902 902.6 693 667 nd nd nd
40 ABP 904 904.6 695 669 nd nd nd
41 ABP 904 904.7 695 669 nd nd nd
42 ABP 934 934.6 725 699 nd nd nd
43 ABP 854 854.6 677 651 566 474 419
44 ABP 814 814.7 677 651 566 474 419
45 ABP 888 888.7 663 637 552 460 405
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46 ABP 920 920.7 677 651 566 474 419

47 ABP 892 892.6 677 651 nd nd nd
48 ABP 984 984.6 677 651 nd nd nd
49 ABP 902 902.7 677 651 nd nd nd
50 ABP 918 918.6 677 651 nd nd nd
51 ABP 905 905.2 679 653 nd nd nd
52 ABP 922 922.1 712 686 nd nd nd
53 ABP 904 904.7 721 695 nd nd nd

F3. tablazat A Microcystis torzsekb8l szarmazd microcystin (MCY) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tintettiik fel és
kerekitve adtuk meg. * az adatokat [M + 2H]?** formdaban adtuk meg.

Peptid [M+H]*  X4-X5-X6-  X3-X4- ;;’_'))((g'_ X4-X5-  X4-  X7-X1-X2- ;gi; X1-X2-  X4-

m/z  XTXIX2 X5X6  TUUOT X6XT XSX6 X3XANH, LT X3X4 X5

54 MCY-LW 5133 * 896 758 740 712 629 600 583 500 500
55 MCY-RR 520.3 * 910 728 710 682 599 614 597 514 470
56  [D-Asp3]MCY-LR 9819 866 714 696 682 599 556 539 456 470
57 MCY-LR 995.8 866 728 710 682 599 570 553 470 470
58 MCY-HilR 1009.9 880 728 710 682 599 584 567 484 470
59  [MeSer7IMCY-LR 1014 884 728 710 700 599 588 571 470 470
60  [Dha7]JMCY-FR  1015.8 886 728 710 668 599 590 573 504 470
61 MCY-FR 1029.7 900 728 710 682 599 604 587 504 470
62 [Dha7]MCY-YR 10319 902 728 710 668 599 606 589 520 470
63 MCY-YR 1045.5 916 728 710 682 599 620 603 520 470
64 MCY-(H4)YR 1049.7 920 728 710 682 599 624 607 524 470
65 MCY-WR 1068.8 939 728 710 682 599 643 626 543 470
66 [MeSer7]MCY-WR  1086.9 957 728 710 700 599 661 644 543 470
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F4. tablazat A Microcystis torzsekbdl szarmazd azonositatlan peptid téredékek fragmentjeinek m/z
értékei. Az értékeket Dalton-ban tiintettik fel és kerekitve adtuk meg. Az LC-MS/MS adatokbdl a
leucin és az izoleucin formakat nem lehet megkiilonboztetni, ezeket az aminosavakat a legkdzelebbi
irodalmi eredmények alapjan tlintettik fel.

Peptid [Mm+/|z-” Aminosav szekvencia Xn Xn+1
PEP 535 5354 Xn-Leu 404
PEP 539 5394 Xn-Leu 408
PEP 541 541.4 Xn-Phe 376
PEP 565  565.5 Xn-Meleu 420
PEP 581  581.5 Xn-Tyr 400
PEP 593 5935 Xn-Met-MelLeu 317 448
PEP 756  756.6 Xn-Tyr-Tyr 412 575
PEP 593  593.5 Xn-Tyr 412
PEP 594 5944 Xn -Thr-Leu 362 463
PEP 712 712.6 Xn-MeLeu-Tyr 404 531
PEP 714 714.6 Xn-MeLeu-Tyr 406 533
PEP 728 728.6 Xn-MeLeu-Tyr 420 547
PEP 740  740.7 Xn-MeLeu-Tyr 432 559
PEP 742  742.6 Xn-Met 593
PEP 744 7445 Xn-Meleu 599
PEP 714 714.6 Xn-MeLeu-Tyr 406 533
PEP 728  728.6 Xn-MeLeu-Tyr 420 547
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F5. tablazat A Notoc térzsekb8l szarmazoé nostoginin (NG) és microginin (MG) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tiintettiik
fel és kerekitve adtuk meg. X1’ — az Ahoa/Ahda oldallanc nélkuli kbzponti része (m = 58 Da); nd — nem detektalt.

Peptid fragment 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

[NG (MG

BN741] SD755]
X1-X2 — H;0 253.25 267.25 nd 239.17 253.17 239.17 nd 253.17 239.17 267.17 253.17 nd
X1-X2 271.17 285.17 nd 257.25 271.17 257.25 nd 271.25 257.25 285.17 271.17 285.08
X1'-X2-X3 — H,0 nd 267.25 nd 267.25 267.17 nd nd 267.25 nd 267.17 nd nd
X1'-X2-X3 285.17 285.17 269.08 285.17 285.17 285.17 285.17 285.25 285.17 285.17 285.08 285.08
X1-X2-X3 — H,0 380.33 nd nd 366.42 380.33 366.42 394.25 380.33 366.25 394.33 380.33 394.25
X1-X2-X3 398.25 412.33 368.25 384.25 398.25 384.33 412.33 398.25 384.25 412.42 398.25 412.33
X1’-X2-X3-X4 — H,0 nd nd nd nd 44833 nd nd 448.17 nd nd nd nd
X1'-X2-X3-X4 nd nd nd nd 462.33 nd nd 462.08 nd 462.17 462.25 nd
X1-X2-X3-X4 — H,0 nd nd nd nd 557.42 nd nd 557.34 nd nd nd nd
X1-X2-X3-X4 593.21 607.25 545.33 561.25 575.42 561.25 589.50 575.33 561.25 589.33 57542 589.50
X1-X2-X3-X4-X5 - H,0 nd nd nd nd 722.58 nd nd 738.42 nd 752.34 nd nd
X1-X2-X3-X4-X5 nd nd 710.31 726.23 740.32 742.23 75421 756.30 758.23 770.31 772.36 786.30
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F6. tablazat A Notoc toérzsekbdl szarmazd anabaenopeptin (ABP) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tlintettik fel és
kerekitve adtuk meg. nd — nem detektalt.

Peptid fragment 13 14 16 18 21 22 24

[scp [ABP

791] 807]
X5-X6 233.17 233.17 290.04 290.07 290.10 306.17 290.11
X2-X3-X4 - H,0 385.15 401.20 371.34 385.28 399.29 385.25 413.28
X2-X3-X4 403.16 419.22 389.36 403.24 417.29 403.29 431.29
X5-X6-X2-X3 — H,0 456.33 456.37 499.83 499.31 499.71 515.20 513.32
X5-X6-X2-X3 47436 47441 517.32 517.32 517.33 533.25 531.34
X6-X2-X3-X4 — H,0 nd 548.34 532.27 546.42 560.31 562.35 57441
X6-X2-X3-X4 550.42 566.38 550.52 564.32 578.40 580.48 592.47
[X2-X3-X4- X5-X6] — H,0 nd nd nd nd nd nd nd
[X2-X3-X4- X5-X6] 635.51 65149 678.47 69252 706.54 708.54 720.50
CO-[X2-X3-X4- X5-X6] — H20 nd nd nd nd nd nd nd
CO-[X2-X3-X4- X5-X6] 661.42 677.51 704.42 71854 732.48 734.47 746.44
X1-CO-[X2-X3-X4- X5-X6] — H,0 nd nd nd nd nd nd nd
X1-CO-[X2-X3-X4- X5-X6] 792.37 808.22 835.62 849.34 863.26 865.30 877.16
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F6. tablazat Folytatas

Peptid fragment 15 17 19 20 23 25 26 27 28
[ABP [ABP [ABP [ABP G]
KB899] MM913] 915]
X5-X6 249.08 263.12 263.03 263.10 261.12 305.09 305.03 305.07 305.12
X2-X3-X4 - H,0 371.17 371.18 385.15 387.14 385.30 371.17 385.21 387.25 401.22
X2-X3-X4 398.15 398.21 403.16 405.18 403.30 398.24 403.30 405.26 419.41
X5-X6-X2-X3 — H,0 458.49 472.39 486.33 472.25 48436 484.38 498.42 500.29 514.24
X5-X6-X2-X3 476.16  490.29 504.36 490.27 502.39 502.41 516.35 518.40 532.28
X6-X2-X3-X4 — H,0 548.26 548.30 562.38 564.31 560.43 514.42 528.23 514.58 528.71
X6-X2-X3-X4 566.29 266.39 580.31 582.39 578.48 53241 546.20 532.31 546.46
[X2-X3-X4- X5-X6] — H,0 619.48 633.51 nd 649.51 nd 675.59 689.64 691.46 nd
[X2-X3-X4- X5-X6] 637.48 65145 665.58 667.43 663.56 693.44 707.48 709.47 723.51
CO-[X2-X3-X4- X5-X6] — H,0 645.60 659.43 nd 675.50 nd 701.60 715.75 717.38 nd
CO-[X2-X3-X4- X5-X6] 663.50 677.42 69149 69343 689.67 719.52 733.51 735.44  749.59
X1-CO-[X2-X3-X4- X5-X6] — H.0 810.67 824.53 nd 840.52 nd 882.67 896.56 898.53 912.57
X1-CO-[X2-X3-X4- X5-X6] 828.38 842.29 856.32 85829 870.16 900.31 914.41 916.28 930.35
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F7. tablazat A Notoc torzsekbdl szarmazo banyasid (BNS) tipusu peptidek fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tlintettik fel és kerekitve
adtuk meg. SUO — suomilid; nd — nem detektalt.

Peptid fragment 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
[BNSB] [BNSA] [SUO]
X2-X3 353.17 353.08 353.25 353.17 353.17 353.17 353.25 353.08 353.17 353.08 nd 353.17
X3-X4 395.17 395.17 395.17 395.08 395.25 395.17 39525 nd 359.17 395.08 nd nd
X1-X2-X3 456.25 456.25 456.25 456.08 456.17 456.08 456.25 nd 456.08 456.33 nd nd
X1-X2-X3-X4 — CN2Hs 568.42 568.42 568.25 568.33 56833 568.25 568.42 56842 568.33 568.33 568.25 568.58
X1-X2-X3-X4 - H,0 592.33 59225 59225 nd 592.33 59242 59233 nd 592.33 592,50 592.50 592.25
X1-X2-X3-X4 610.42 61042 61042 61042 61033 610.25 610.25 610.33 61042 61042 610.42 610.33
(S2-S1) X3-X4 557.25 600.33 614.33 684.42 655.42 698.33 712.25 725.42 740.50 753.50 782.58 796.42
X1-X2-(S2-S1)X3 nd nd nd nd 716.33 nd nd nd 801.33 814.08 nd 857.33
X1-X2-(S2-S1)X3-X4 — CN,Hs 730.33 773.42 787.42 857.42 828.50 871.42 88542 898.50 913.58 926.58 955.42 969.58
X1-X2-(S2-S1)X3-X4 — H,0 75450 797.50 811.50 881.50 852.42 895.50 909.25 922.50 937.67 950.67 979.58 993.50
X1-X2-(S2-S1)X3-X4 772,15 815.29 829.34 899.36 870.33 913.24 927.43 940.43 95598 968.42 997.35 1011.5
0

F8. tablazat A nostopeptolid A1/A3 fragmentjeinek m/z értékei. Az értékeket Dalton-ban tiintettik fel és kerekitve adtuk meg.

X9-X10-X3-  X6-X7-X8-X9- X3-X4-X5-X6- X6-X7-X8-X9- X4-X5-X6-X7- [X3-X4-X5-  [X3-X4-X5-  X1-X2-[X3-  X1-X2-[X3-
X4-X5-X6-X7  X10-X3 X7-X8 —H,0  X10-X3-X4  X8-X9-X10  X6-X7-X8-X9- X6-X7-X8-X9- X4-X5-X6-X7- X4-X5-X6-X7-
X10]-H,0  X10] X8-X9-X10] —  X8-X9-X10]
H,0
41 614.17 614.17 620.50 743.50 829.42 880.50 898.42 1064.58 1081.50
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F1. dbra Alkalikus sztyepp és gyep (fent), valamint rét tarsuldsok (lent) Nostoc koldnidkkal.
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z12
Z129
Z 316
Z 309
w25/d
- Vi/b
w22/b
53 97'— Vivae/a
vala
— IX/55/a

viwaz/e
Viaz/c
99 lvivaz/d

Vi/a
viz/a
va/b
VIs2/b

XIWe3/a
V/40/a
56 L v2/mh

vil/a
vie/b
XIWe3/b
N/37/a
XIWwBGSD-2012

w23/a
N/38/b
VI53/a
sg| 77[V2/9
83{ Vviaa/a
V/39/b
~ Vivas/d
Lap|Vi6/a
84 -IV:LG/c
F XIve2/a
v2/a
>3\ v2/b
v2/c
Vivas/a
99 Nostoc lichenoides CNP-AK1 (AY577535)
29 Nostoc punctiforme PCC 73102 (NR 114430)
Nostoc commune UTEX 584 (AY218833)
92 Desmonostoc geniculatum HA4340-LM1 (KU161662)
Nostoc muscorum NIVA-CYA 818 (AM711523)

o8 Desmonostoc magnisporum AR6 (MH497066)
81 [ Nostoc entophytum IAM M-267 (AB093490)

99 L Desmonostoc salinum CCM-UFV059 (KX787933)

Z538

Azolla

Z10
Z702B

Aliinostoc elgonense TH3S05 (AM711548)

Aliinostoc morphoplasticum NOS (KY403996)

Nodularia sphaerocarpa PCC 7804 (DQ185243)

Cyanospira rippkae PCC 9501 (AYO38036)

Anabaenopsis sp. PCC 9215 (AY0O38033)

Synechococcus elongatus PCC 6301 (NR 074309)

0.0z

F2. abra A vizsgalt szabadon él6 és szimbionta Nostoc torzsek filogenetikai faja. A dendrogram a
16S régidk szekvenciain alapszik, és az evolucids kapcsolatokat a Kimura 2-parameter modellen
alapulé Maximum Likelihood médszerrel hataroztuk meg.
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