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Az elmult évek sordn a Balatonbol izoladlt cianobaktériumok (elsésorban
Cylindrospermopsis  raciborskii  torzsek) toxicitdsdt mind hazai, mind kilfoldi
kutatocsoportok is vizsgaltdk, azonban a portugdl, német ¢és francia esetekhez hasonloan a
torzsek toxicitdsat meghatdrozo hatéanyagokat még nem sikeriilt azonositani. Az eurdpai
vizekben eléforduld C. raciborskii toxicitasat add hatdéanyagok tehat mindmaig ismeretlenek,
a kérdés tisztazasara a kutatasok még folynak. Szamos hasonloan ellentmondésos eset miatt a
cianobakterialis toxicitas kutatdsanak 1j iranyvonala alakult ki, a bioaktiv komponensek
szétvalasztasa nélkiil a cianobakteridlis szekunder metabolit matrix hatdsmechanizmusanak
komplex elemzése, az anyagok kdlcsonhatasainak feltérképezése.

Az itt bemutatott kutatasaink sordn a Balatonban megtaldlhatd, potencialisan
toxintermeld kékalgafajok (cianobaktériumok) altal termelt hatoanyagok
hatdsmechanizmusainak minél teljesebb korti feltarasat kivantuk elvégezni in vivo
(gerinctelen szervezetek) €s in vitro (izolalt idegrendszeri preparatumok, sejttenyészetek
alkalmazaséaval). Jellemezni kivantuk a Balatonbdl torténd eseti mintavételezés ill.
tomegprodukciok alkalmaval izoldlt cianobaktérium torzsek toxicitdsi potencialjat,
hatdsmechanizmusait. Munkéank soran in vivo toxikoldgiai teszteket, in vitro morfologiai,
elektrofiziologiai, biokémiai, modszereket alkalmaztunk. A toxikus komponensek jelenlétét
molekularis genetikai mdodszerekkel ill. analitikai technikékkal vizsgaltuk.

1. A Balatonbdl és mas vizekbél gyiijtott algamintak toxikologiai jellemzése

A balatoni illetve kis-balatoni lokalis algavirdgzdsok soran a felszinrél meritve
gyljtottiink mintdkat, melyekbdl részben meghataroztuk a szamottevd tOmegaranyban
eléforduld fajokat, illetve a potencidlisan toxikus torzsek megjelenését akut toxicitasi tesztek
alkalmazésaval allapitottuk meg.

A cianobaktérium tenyészetek toxicitasdnak vizsgalata soran parhuzamosan végeztiink
teszteket Thamnocephalus platyurus édesvizi rak (THAMNOTOX-F kit, MSZ: 20359/2003
szabvany), Artemai salina sorak naupliak alkalmazéasaval (ArTox), illetve a Vibrio fisheri
biolumineszcens baktériumra épiil6 teszt alapjan (ToxAlert 100).

A Vibrio fisheri teszt biolumineszcencia-gatlas meghatarozasan alapuld eljaras: a
biolumineszcencia a szervezet életképességének a mutatdja, mely toxikus xenobiotikumok
jelenlétében csokken. A THAMNOTOX-F, valamint ArTox tesztek soran a 24 6ras nauplius
larvak ¢életképességének (mortalitdsanak) dozisfiiggd meghatarozasat végeztik a nyers
algakivonatokkal tortént 24 6ras expoziciot kovetden, €és a minta toxicitasat a fél letélis
koncentracio (LCsg érték) alapjan jellemeztiik (Finney-féle probit analizis). Irodalmi adatok
alapjan az a cianobaktérium minta mindsithetd toxikusnak, amely 24 o6ras LCs, értéke nem
haladja meg a 20 mg ml™'— t. A terepmintik toxikussagat tisztitott cilindrospermopszin, és



microcisztin-LR, valamint a cilindrospermopszint termelé ausztral Cylindrospermopsis
raciborskii (AQS, mas néven CR3) torzs toxikussadganak 0sszehasonlitasaval mindsitettiik.

A Balatonbol, valamint Kis-Balaton tdrozébol minddsszesen 10 alkalommal gytijtott
fitoplankton mintak koziil (1. tabldazat). harom minta esetében észleltiink szamottevd toxikus
hatast. A si6éfoki medencében Tihanynal gyiijtott minta Mycrocistis tajokat tartalmazott (LCsy
= 6,15 mg ml™" ), a Kis-Balaton Vizvédelmi Rendszer felsé tarozdjan (T4-mitargy) dontéen
Mycrocistis (80%) ¢és kisebb mértékben Aphanizomenon sejtek viszonylag homogén
eloszlasban voltak jelen, a gylijtott minta pedig erételjesen toxikusnak bizonyult (LCsp = 5,35
mg ml'). A tdrozd terilletén egy honap mulva megismételt gyiijtés soran a minta
fajosszetétele nem kiilonbozott szamottevden az augusztusban gytijtétt anyagtol, de toxicitasa
kisebb volt (LCso = 8,43 mg ml™).

1. tablazat. A Balaton és a Kis-Balaton tarozon gyiijtitt szeszton fitoplankton mintik
dominans algafajai (félkovér: toxikus mintak)

Gyiijtési Gyiijtési hely Dominans fajok
idopont
2006.07.04 | Siofoki-medence (Tihany, Microcystis sp.
MTA BLKI Kis6bol)
2006.07.10 | Keszthelyi-medence Aphanizomenon sp., Cyl. raciborskii,
(Mériafiirdd) Anabaena sp.
2006.08.11 | Keszthelyi-medence Aphanizomenon sp., Cyl. raciborskii,
(tokodzép) Oscillatoria sp.
2006.08.24 | Szigligeti-medence (Fonydd) | Aphanizomenon sp., Cyl. raciborskii
2006.09.11 | Keszthelyi-medence Anabaena sp., Aphanizomenon sp., Cyl.
(Mariafiirdo) raciborskii
2006.08.22 | Kis-Balaton (T4-mftargy) Microcystis sp., Aphanizomenon sp.
2006.08.22 | Kis-Balaton (Kéanyavar) Aphanizomenon sp., Microcystis sp.
2006.08.22 | Kis-Balaton (Poganyvar) Aphanizomenon sp., Microcystis sp.
2006.09.22 | Kis-Balaton (T4-miitargy) Microcystis sp., Aphanizomenon sp.
2006.10.08 | Kis-Balaton (T4-mftargy) Microcystis sp.,

A 2008 junius — oktéberi iddszakban havi gyakorisdggal vizsgaltuk a Balaton
keszthelyi, valamint a tihanyi hajokikotd eldtti nyiltvizi teriiletrdl gyiijtott szeszton mintak
altalanos toxicitasat. Egyetlen alkalommal észleltiink szignifikans toxikus hatast a keszthelyi
vizminta szesztonjanal (LCso = 4,2 mg ml™), ismételt mérés viszont mar nem mutatott
toxicitast. A Kis-Balaton tarozon 2008-ban egy alkalommal észleltiink szamottevd
fitoplankton tomegprodukciot a ,,Szabari-viz” teriiletén, azonban a szeszton mintakbol
készitett kivonatok a legnagyobb koncentracioban sem fejtettek ki toxikus hatast a
raknauplidkra.

2. Balatonbol és mas természetes vizekbol izolalt cianobaktérium torzsek osszehasonlito
toxikoldgiai jellemzése

2.1. A Balatonbol (Kis-Balatonbdl) izolalt cianobaktérium torzsek toxicitasa

A Balaton ¢és a Kis-Balaton taroz6ibol az évek soran izolalt cianobaktérium térzsek
altalanos toxicitasanak vizsgalata eredményeként hat minta mutatott szamottevo toxikussagot.
A sérak (Artemia) akut toxicitasi teszt alapjan a Kis-Balatonbdl izolalt Anabaena spiroides
ACT 9607, valamint a Balatonbol izoldlt Aphanizomenon flos-aquae vegyes (nem
klonszelektalt) tisztatenyészet, az Aphanizomenon flos-aquae ACT 9605 ¢és a
Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9504 tenyészetek bizonyultak erdteljesen toxikusnak (1.



abra). A torzsek toxikussaga kozel azonos volt a pozitiv kontrollként alkalmazott ausztral
Cylindrospermopsis raciborskii cianobaktérium (AQS torzs) toxikussagaval.
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1. dbra. Toxikus cianobaktérium torzsek 24 oras LCs értéke, dsszehasonlitasban a pozitiv
AQS kontroll, valamint a tisztitott toxinok LCsg értékeivel

2.2. A Balatonbdl izolalt C. raciborskii cianobaktérium torzsek osszehasonlito toxikologiai
vizsgalata

Négy balatoni Cylindrospermopsis raciborskii izolatum (ACT 9502, ACT 9503, ACT
9504, ACT 9505) altalanos hatdsat parhuzamosan elemeztiik négy Okotoxicitasi teszt
alkalmazasaval. Toxikus referenciaként a bizonyitottan cilindrospermopszint termeld ausztral
Cylindrospermopsis raciborskii (AQS), valamint az anatoxinokat (anatoxin-a, homoanatoxin-
a) termeld norvég Oscillatoria formosa (PCC 6506) cianobaktérium toérzsek kivonatait
hasonloképpen teszteltiik, mely algakivonatokat azonos modon és idében allitottuk eld.

A toxicitési teszteket (ToxAlert 100, THAMNOTOX-F, ArTox, DAPHTOXKIT F™)
egymassal Osszehasonlitva megallapithato volt, hogy a leggyorsabban értékelhetd eredményt
(elokészitéssel egyiitt kevesebb mint 2 ora alatt) a Vibrio fisheri teszt adja, a legérzékenyebb
eljaras viszont a Thamnocephalus platyurus teszt (a letalitasi mutatok a pg ml™ koncentracio
tartomanyban jelennek meg). Utobbi eljaras alapjan a balatoni ACT torzsek toxicitdsa kozotti
kiilonbségek is 1ényegesen jobban kitlinnek (2. tablazat). A legiddigényesebb modszer viszont
a Daphnia magna teszt, mely kivitelezéséhez harom napnal hosszabb 1d6 sziikséges (ebbdl 3
nap a tesztallatok keltetése).

2. tablazat. A cianobaktérium kivonatok toxicitasa Artemia 24 oras larvdiban

Cianobaktérium A toxicitasi tesztek EC5o/LCsq értékei
torzsek [atlag + szoras]
Toxalert 100 TamnoTox F ArTox DaphTox F™

[mg ml"] wgml] | [mgml™] | [mgml']

ACT 9502 43+1,1 9,4+44 42+0,7 0,92+0,1
ACT 9503 3,7+ 0,8 37,5+17,7 45+1,1 2,3+0,5
ACT 9504 1,25+0,9 7,4+2)5 2,7+0,6 2,2+0,3
ACT 9505 54+12 75 +35,4 58+1,2 4,2+0,7
PCC 6506 0,89 +0,41 6,4+2,7 24+0,5 1,3+0,2

AQS 0,17 +0,05 2,9+0,9 0,23 + 0,03 0,11+0,05




Mind a négy bioassay vizsgalat azt mutatta, hogy a legnagyobb toxicitast az AQS
torzs nyers kivonata fejtette ki. Artemia (Artox) tesztekben példaul az AQS kivonat mintegy
nagysagrenddel erételjesebbnek bizonyult (ECsp = 0,23 + 0,03 mg alga liofilizatum ml™)
mind a balatoni torzsek, mind a neurotoxinokat termeld PCC torzzsel szemben. A
neurotoxinokat termelé PCC torzs hatasaval kézel azonos nagysagrendben (ECso = 2,4 + 0,5
mg ml™") mértiik a balatoni Cylindrospermopsis raciborskii torzsek toxicitasat. Az egyes
balatoni torzsek kivonatainak toxicitasi mutat6i szerint a kovetkezd hatassorrend allapithato
meg: ACT 9504 > ACT 9502 > ACT 9503 > ACT 9505 (ECso = 2,7 + 0,6; 4,2 + 0,7; 4,5 +
1,1; 5,8 + 1,2 mg ml™).

Megkozelitéleg ugyanez a sorrendiség figyelheté meg a tobbi tesztfaj esetében is, és
mivel nagysagrendi kiilonbségek nem mérhetdek a toxicitasi értékekben, a kisebb-nagyobb
eltéréseket nem tekinthetjiik relevansnak. A kiilonbségek betudhatéak a fajok kiilonbozd
pozitiv kontrollként alkalmazott algafajok kivonataira kdzel azonos mértékben reagaltak.

Az Artemia salina ¢és a Daphnia magna tesztek érzékenysége a Vibrio fisheri
modszerével hasonld (Toxalert ECsg értékei 30 perces expozicid utan kozel azonos értékeket
adtak), vagyis, ha csak az éltalanos toxikus hatds megéllapitasa a cél, a Toxalert
alkalmasabbnak tlinik. Az Artemia sordk nauplidk bevonasa tovabbi bioassay vizsgalatokba
azonban egy nagyon fontos elényt is jelent, ugyanis a vizsgalati (1 ml) térfogatban akar 100
egyed is kezelhetd, és a letalitasi tesztet tuléld egyedekbdl késziilt szovetmintakbol biokémiai
vizsgalatok (biomarker enzimszint mérések) kozvetlenilil elvégezhetdek, mint az alabbi
eredmények is igazoljak.

2.3. A cianobaktérium torzsek nyers kivonatainak osszehasonlitasa in vivo- kisérletekben
biokémiai marker enzimek vizsgalatok alapjan

A sordk (ArTox) tesztekben életben maradt egyedek egésztest-homogenizatumabol
késziilt mintdkat tovabbi, biokémiai vizsgalatoknak vetettiik ald, melyek soran a
cianobakterialis szekunder metabolitok hatdsat egyes, az Okotoxikoldgiai vizsgalatokban
alkalmazott marker enzimek (GST, LDH, AchE) szintjének megvaltozdsaban mértiik (3.
(detoxifikacids folyamataiban) szerepel, a laktat dehidrogenaz (LDH) enzim szintje a sejt-és
szovet, illetve a metabolikus aktivitds karosodasa esetén emelkedik, mig az acetilkolin
¢észteraz (AchE) enzim gatlasa potencialis neurotoxikus hatdsok jelenlétére utalhat.

3. tablazat. A cianobaktérium kivonatok hatisa a biokémiai marker enzimek szintjére
Artemia 24 oras larvaiban (1 aktivitas novekedés, | aktivitas csokkenés).

Cianobaktérium| GST aktivitas | LDH aktivitas | AChE aktivitas
torzsek (ECs) (ECso) (ECs0)
[mg ml™] [mg ml™] [mg ml™]

ACT 9502 13,46 10,70 12,87
ACT 9503 - 11,95 -

ACT 9504 12,32 10,97 1 1,53
ACT 9505 - 12,88 -

PCC 6506 11,93 10,49 | 1,94
AQS 10,41 10,07 -

Az in vivo mortalitdsi tesztek eredményeivel Osszhangban a legtoxikusabbnak a
cilindrospermopszint termeld AQS torzs nyers kivonata bizonyult, ez okozta a legjelentdsebb



LDH aktivitasnovekedést a kezelt allatok homogenizdtumaban. Az anatoxinokat tartalmazo
PCC 6506 kivonat kevésbé, de az ACT torzsekhez viszonyitva mégis toxikusabbnak
bizonyult. A balatoni Cylindrospermopsis térzsek mindegyike szintén okozott LDH szint
névekedést, ennek maximalis szintjét a legalacsonyabb (1 mg ml™ ) koncentracioban az ACT
9504 kivonat idézte eld, mig — ahogy az a mortalitds adatokbol is latszik az ACT 9505 torzs
kivonata volt a legkevésbé hatasos.

Minden balatoni C. raciborskii térzs nyers kivonata szignifikéns, dozisfiiggd GST
aktivitasnovekedést okozott a sorak larvakban. A mortalitdsi eredményekkel Gsszhangban
leghatasosabbnak szintén az ACT 9504, legkevésbé pedig az ACT 9505 torzsek kivonata
bizonyult. A PCC 6506-0s torzs hatdsossdga minden ACT kivonat hatdsat feliilmulta, mig
AQS torzs nyers kivonata koncentracidéfiiggd modon eldszor novekedést, majd nagyobb
koncentracioban GST szint csokkenést valtott ki a tesztallatok szoveteiben, ami az AQS altal
termelt cilindrospermopszin  (az  ACT ill PCC torzsek hatoanyagatol) eltérd
hatdasmechanizmusra utal. Artemia szovetekben a GST enzimaktivitas hasonld bifazisos
valtozasa mérhetd ki mitokondrialis complex 1. gatlé neurotoxinok alkalmazaséaval, amelyek a
sejtlégzés soran képzddd aktiv gyokok szintjének megndvekedése révén valtjak ki
intracellularis kérosito hatasukat.

A rék nauplidk acetilkolineszteraz (AchE) aktivitasat a balatoni C. raciborskii ACT
9504 kivonata gatolta legnagyobb mértékben, ami a cianobaktériumok altal termelt
hatéanyagok neurotoxikus hatésat jelzi. A balatoni ACT 9503 és ACT 9505 torzsek kivonatai
nem valtottak ki szignifikdns hatast, mig a referenciatorzsek koziil az anatoxinokat tartalmazé
PCC kivonat az ACT 9504 kivonathoz hasonléan gatolta az AchE aktivitast. A
cilindrospermopszint tartalmazd AQS kivonata hatastalan volt az acetilkolineszteraz szintjére.

2.4. A cianobaktérium torzsek nyers kivonatainak neurotoxikus hatdsai puhatestiiek
idegrendszerében

2.4.1. Lymnaea stagnalis viselkedési tesztek

Lymnaea lokomocios teszteket elséként PCC 6505 torzs liofilizalt kivonataval
végeztiink, kontrollként egy zoldalga (Selenastrum) hasonloképpen eldallitott kivonata
szolgalt. Az eddigi adatok szerint a spontdn lokomodcioban nem tapasztalhato szignifikéns
valtozas az algatkivonatokkal kezelt csoportok kozott, de kismértékii, gyorsan lezajlo
csokkenést tapasztaltunk a PCC torzs altal is termelt anatoxin-a 1 puM oldatanak
jelenlétében. Ertékelésiink szerint az anatoxin-a médosithatja — csokkenti a spontan
mozgast, az algakivonatok viszont nem hatasosak az allat mozgasaktivitdsanak
szignifikdns megvaltoztatasdra. Ennek magyardzata lehet, hogy az algakivonat egyben
taplalékul szolgal az allatok szamdra, és a taplalkozds soran megndvekszik az allat
altalanos ingerlékenységi allapota (arousal). A tépldlkozas soran az altalanos
ingerlékenység novekedésével a mozgasaktivitds is ndvekszik, és ez feltehetden
ellensulyozza (az alkalmazott koncentracioban) az algakivonatok spontan mozgast
csokkentd hatésat.

2.4.2. Elektrofiziologiai tesztek izolalt idegrendszeri preparatumokon

A viselkedési vizsgalatok eredményeivel ellentétben izolalt idegrendszeri
preparatumokon a vizsgalt algakivonatok jol koriilirhatd hatasait sikeriilt megfigyelniink.
Helix pomatia ill. Lymnaea stagnalis kdzponti idegrendszeri azonositott neuronjain folytattuk
a Balatonbdl izolalt cianobaktérium, C. raciborskii algatdrzsek (ACT 9502, 9503, 9504,
9505), Aphanizomenon vegyes allomany, illetve anatoxin-a neurotoxin tartalmu (Oscillatoria,
PCC 6505) ¢és a cylindrospermopszin hepatotoxint tartalmazé (Cylindrospermopsis
raciborskii AQS) torzsekbdl sejtlizis utjan készitett nyers algakivonat vizsgélatat.



A balatoni ACT torzsek kivonatai, Iényegében azonos dozisfiiggd, kompetitiv és kozel
reverzibilis gatld hatast fejtettek a lokalis acetilkolin-vélaszra, a legerdsebb gatlast az ACT
9505 torzs kivonatanak jelenlétében tapasztaltuk (2. abra A.), és a fentiekhez hasonlo, dozis-
¢s 1dofliggd gatlast valtott ki a kereskedelemben kaphat6 anatoxin-a valamint a PCC-mintak
kivonata is. Egyes mintak (pl. ACT 9504) jelentétében ugyanakkor a gatlas mellett hosszabb
idStartamt perfuzid soran a sejt ingerlékenysége ill. kolinerg vélasz erdssége iddlegesen
megnott, feltételezve egyéb, a neuronmembranra haté mechanizmusok mitkodését is (2. dbra
B). Hasonl6 hatast a kereskedelemben kaphatd kolineszteraz blokkolokkal (physiostigmin,
neostigmin) esetenként szintén sikeriilt kivaltanunk. Az algakivonatok hatdsara néhany
esetben (ACT 9505, ACT 9502, Aphanizomenon vegyes allomany) megfigyelhetd volt a
spontan aktivitds megvaltozasa, a sejtre érkezd szinaptikus bemeneteket aktivizald, ritmikus
aktivitdsmintazatot kivalto kozvetett hatas is, mely a taplalkozasi ill. 1égzési mintazatgenerald
rendszer kivaltott mikodését jelzi.
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2. abra A. Lokalisan applikalt acetilkolin membrdanhatasanak reverzibilis gatlaisa ACT 9505
torzs kivonatanak hatasdara B. ACT 9504 kivonat jelenlétében a gatlast kovetoen idolegesen
megno az Ach valasz amplituddja, mely akcios potencialt is generdlhat.
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Az eredmények alapjan a Balatonbdl izolalt algatorzsekben egyrészt az acetilkolin—
valaszt gatld, anatoxin-a jellegli hatassal rendelkezd bioaktiv anyagok vannak jelen, de nem
zarhatjuk ki, hogy egyes torzsek kivonataban tobbféle (pl. az ACT 9504 mintaban AchE
aktivitast gatld) komponens is részt vesz a neurotoxikus hatis kialakitidsaban. A
cilindrospermopszint termeld AQS torzs kivonata hasonlé neuronalis hatasokat nem fejtett ki
(negativ kontroll).

2.5. A cianobaktérium torzsek nyers kivonatainak osszehasonlitasa in vitro - kisérletekben
CHO-K1 sejttenyeszeten életképesség valtozas alapjan

In vitro modellen, CHO-K1 sejttenyészeten a négy balatoni Cylindrospermopsis
raciborskii nyers kivonatanak dozisfiiggd hatdsat elemeztiik 3- ill. 24 o6rds expoziciot
kovetden, LDH enzimszint mérések alapjan. A megfigyelések a balatonbdl izolalt egyes
torzsek tovabbi kiilonbségeire is fényt deritettek. Rovid idejii (3 6rés) kezelést kovetden az
ACT 9505 torzs kivonata, 24 oOras expoziciot kovetéen az ACT 9504 bizonyult
legtoxikusabbnak, mig az ACT 9502 torzs csak 24 6ra mulva mutatott szignifikans karosito
hatast a CHO-K1 sejtekre. A referencia mintaként szolgaldé AQS tdrzs kivonatanak erdteljes
karositd hatdsa nagyrészt lezajlott az akut (3 oOras) expozocido soran. Az ACT torzsek
kivonatainak hatdsossagat (ECsy értékeket) Osszehasonlitva (4. tdablazat) a rovid- ¢€s
hosszutav toxicitds kiilonbségei a kiilonb6z6 ACT torzsek kivonatainak kiilonbozo
hatdsmechanizmusaira, esetleg egymastol eltéré bioaktiv komponensek jelenlétére is
utalhatnak.



4. Tablazat. A cianobaktérium kivonatok toxicitisa CHO-K1 sejteken

ECs érték — 3 ora ECsq érték — 24 ora
Cianobaktérium torzs (mg algatomeg ml™") (mg algatomeg ml™")
ACT 9502 --- 7,21
ACT 9503 20,2 11,0
ACT 9504 16,4 0,65
ACT 9505 7,4 1,51
AQS 0,74 ---

2.6. A cianobaktérium torzsek nyers kivonatainak ésszehasonlitasa in vitro - CHO-K1
sejttenyészeten kivaltott morfologia (citoszkeleton szerkezet) valtozdsok

A cianobaktérium kivonatok lehetséges citotoxikus-genotoxikus hatdsat a sejt
alakjaban, intracellularis vazrendszerében bekdvetkezd morfoldgiai valtozasok alapjan, 24
orés kezelés utdn az aktinfilamentumok festésével vizsgéltuk. Az inkubaciot kdvetden az
ACT 9502 torzs kivonata okozta az intracellularis aktin filamentumok megjelenésére kifejtett
legerdteljesebb hatast, eléidézve a sejt intracellularis szerkezetének drasztikus 6sszeomldsat,
ennek eredményeként a sejttest jol megfigyelhetdé zsugorodasat (3. d@bra). A toxikus hatés
kovetkeztében deformalodott, gyengébben letapadt sejtek megjelenése hasonldan
megfigyelhetd volt mindegyik altalunk vizsgalt ACT torzs kivonatdnak alkalmazasat
kovetden, kiilonbséget az azonos hatés eléréséhez sziikséges kiiszob koncentraciok (1-2 mg
ml™") mutattak. Legkevésbé az ACT 9503 torzs tekinthetd citotoxikusnak, mivel lathato
valtozasokat csak 2 mg ml™ koncentracié felett valtott ki. A referenciaként alkamazott AQS
kivonata hasonld, de joval erdteljesebb citotoxikus hatdsat a degenerativ morfologiai
valtozasokhoz sziikséges alacsonyabb (0,5 mg ml™) kiiszob koncentracié bizonyitja, melyhez
hasonl6 valtozasokat tisztitott (2-5 uM) cilindrospermopszin kezeléssel is eldidézhettiink.

3. abra Cylindrospermopsis raciborskii torzsek kivonatainak morfologiai hatisai CHO-K1
sejtek 24 oras kezelését kovetoen. Ai, Bi, Ci, Di, kontroll sejtek A.: ACT 9502, B.: ACT
9503, C.: ACT 9504, D.: ACT 9505 torzs kivonata, 1 mg ml’! (Aii, Bii, Cii, Dii) és 2 mg ml’
(Aiii, Biii, Ciii, Diii) koncentracio. Kalibralas=10 um.



3. A cianobaktériumok altal termelt bioaktiv anyagok viselkedés-¢lettani hatasai egy
balatoni amphipoda rakon - Dikerogammarus villosus — kornyezeti kockazatbecslés

A balatoni cianobaktériumok esetleges tomegprodukcioja soran felmeriild kérnyezeti
kockazat becslésére vizsgaltuk a négy balatoni C. raciborskii torzs nyers kivonatanak hatasat
egy Balatonb6l gyiijtott amphipoda rakfajon (Dikerogammarus villosus). A 48 ill. 96 6rés
kezelés soran alkalmazott cianobaktérium szuszpenziok (10- ill., 20 mg 1" alga liofilizatum) a
200- 400 pg I klorofill-a tartalomnak megfeleld mennyiségek. Hasonlo értékek a Balatonon
1994-95-ben mért Cylindrospermopsis tomegprodukciok alkalmaval voltak kimérhetdek,
vagyis a 10 mg |'-es dozis a balatoni C. raciborskii témegprodukcioval megegyezd
allapotnak felel meg. Pozitiv referenciaként ez esetben is a cilindrospermopszint termeld AQS
¢s a neurotoxinokat termeld PCC 6506-0s torzs nyers kivonatait alkalmaztuk a balatoni
mintékkal megegyezd koncentracidban.

Viselkedés-¢lettani kisérletekben a Dikerogammarus rakok spontdn mozgasat (adott
1d6 alatt letszott tav hosszat) illetve a 1égzOnyilasok oxigénellatdsat biztositd vizaramlast
fokozo6 ,,1égzOmozgasban™ szerepet jatszd potrohlab (pleupodium) mozgasanak frekvencidjat
mértik a 48 és 96 oras expoziciot kovetéen. Az ACT 9502 és ACT 9504 kivonatok
jelenlétében mind a spontdn mozgas (Uszés aktivitasa), mind a pleupddium mozgéasanak
frekvencidja kismértékli (max 20%), szignifikans csokkenést mutatott, mig az ACT 9505
illetve AQS torzsek kivonatai nem okoztak valtozast.

A kivonatok biokémiai (anyagcsere) folyamatokra kifejtett hatdsat az Artemia
tesztekhez hasonl6an a harom biokémiai végpont — GST, LDH, AChE — valtozasai alapjan
értékeltiik, melyeket egésztest homogenizatumban végeztiik, egyedenkénti feldolgozéasban (5.
tablazat).

5. tablazat. Biokémiai marker enzimek aktivitasa Dikerogammarus homogenizdatumdban
cianobakteridlis kivonatok hatdsdara (1 aktivitas novekedés, | aktivitis csokkenés).

Cianobaktérium GST aktivitas LDH aktivitas AChE aktivitas
torzsek [kontroll %] [kontroll %] [kontroll %]
Expozicid 10mgl" [ 20mgl" | 10mgl” [ 20mg!1” | 10 mgl" | 20 mg 1"
[96 h]

ACT 9502 1T 15% 121% 1 82% 1 100% 1 9% 1 17%

ACT 9503 T 11% 1 12% 1 63% 1 170% — 1 11%

ACT 9504 1T 17% 1 27% 1 97% 1290% 1 17% 1 26%

ACT 9505 — 1 8% 1 33% 1 48% — —

AQS 1 13% 1T 17% 1 98% 1 550% — —

PCC 6506 — 126% 1 43% 1 240% 1 9% 1 24%

A Kkisérletekben alkalmazott koncentraciok egyik esetben sem okoztdk a kisérleti
allatok pusztuldsat, vagyis a biokémiai eredmények szubletalis dozisnak megfeleld
valtozasokat tiikroznek.

A GST aktivitas szignifikansan csak a 20 mg 1" kezelési koncentraciénal nétt meg a
kezelt allatokban mind a balatoni (ACT 9502, ACT 9504), ill., a PCC 6506-os torzsek
kivonatai hatasdra. Az AQS kivonat csekély aktivitdsnovekedést okozott, ami latszolag
ellentétes az Artemia 0kotoxicitasi tesztekben kapott eredményekkel. Ismerve viszont a GST
szint dozisfiiggését (nd, majd csokken a GST aktivitas), az AQS hataséban ill. GST szintben
mért kiilonbségének magyarazata, hogy Artemia esetén toxikus koncentraciokat teszteltiink,



mig a Dikerogammarus kisérletek szubletdlis (természetes allapottal kozel megegyezd)
dozisban torténtek. Az allatokban az Artemia- teszt eredményekkel megegyezéen minden
balatoni algakivonat, legerdteljesebben az ACT 9504 torzs okozott szadmottevé LDH
aktivitasnovekedést, mig az ACT 9505-0s torzs bizonyult a legkevésbé karosnak. Ugyancsak
az Artemia eredményekkkel 6sszhangban, az ACT 9504, valamint PCC 6506-os torzsekkel
kezelt rékok szOveteiben mérhettiik legnagyobb mértékben az acetilkolineszteraz enzim
gatlasat is. Az ACT 9504 ¢és ACT 9502, valamint PCC torzsek hatasara megfigyelt
szignifikans AchE aktivitds csokkenés (5. tdbldazat) korrelaciét mutatott a rakok spontin
mozgasaban megfigyelt csokkenésével jelezve a kivonatokban acetilkolinesztardz gatld
neurotoxikus komponens jelenlétét.

A Balatonon eddig eléfordult tomegprodukciot a fenti kisérletsorozatban modellezve
megallapithattuk, hogy az algaviragzasnak megfeleld koncentracioban alkalmazott balatoni C.
raciborskii algakivonatok, de még a bizonyitottan toxintermeld (AQS, PCC) torzsek sem
okozzak a tesztallatok mortalitdsat, viszont szubletélis valtozasokat (viselkedési és biokémiai
valaszreakciokat) idéznek elo.

A modellként alkalmazott planktonikus rakszervezetek (Thamnocephalus platyurus,
Artemia salina, Daphnia magna), valamint az amphipoda (Dikerogammarus) rékkal végzett
bioesszé toxicitasi tesztek szoros korrelacidja azt mutatja, hogy az Artemia- teszteken alapuld
toxicitasi vizsgalatok eredménye alkalmas lehet in situ cianobakterialis tomegprodukcio
kockézatbecslésére az édesvizi amphipoda ill. planktonikus rakok tekintetében is.

4. A cianobaktériumok altal termelt bioaktiv komponensek hatéanyagainak mindségi és
mennyiségi elemzése

4.1. A balatonbol izolalt térzsek cilindrospermopszin termeld képességének molekularis
vizsgalata

A Balatonbol izolalt izolalt C. raciborskii t6rzsekbdl €s nyari fitoplankton mintakbol
nem volt detektdlhaté a cilindrospermopszin termelésért ,,felelés” PS és PKS génpar,
ellentétben a toxikus AQS (CR3) kontrollal. Megallapithatdo tehat, hogy a balatoni C.
raciborskii — hasonloképpen az eurdpai (német, portugdl, francia) vizekbdl izolalt térzsekhez
— nem termel cilindrospermopszint.

4.2. A cianobaktériumok altal termelt bioaktiv anyagok hatoanyagok analitikai vizsgalatai

Az oOkotoxikoldgiai vizsgalatokban alkalmazott cianobaktérium kivonatok analitikai
osszetételét ESI LC/MS és MALDI-TOF/MS tomegspektrometriai méodszerekkel vizsgaltuk.
A két eljarast a vizes kivonatokban taldlhatdé komponensek fajlagos tomeg szerinti
elvalasztasara, valamint szerkezetilk meghatdrozasara alkalmaztuk. Az ismert cianotoxinok
azonositasa ¢és mennyiségi meghatdrozasa részben standard (kereskedelemben kaphato)
toxinok alkalmazéséaval, ill. a tdmegspektrumok irodalmi adatokkal valé Osszehasonlitasa
alapjan tortént.

A vizes kivonatokban detektalt komponensek dontd tobbsége (60 — 80%) a 100 — 400
Da molekulatomeg tartomanyban adddott (6. tablazat). A kivonatok Osszetételében, genuson
beliil szamottevd volt az azonos komponensek szama és relativ mennyisége. Ezt a balatoni C.
raciborskii ill. AQS torzsek kivonatdban a mintegy 65 — 75%-o0s komponens azonossag
igazolja. A mintdk kozott leginkdbb a PCC 6506 torzs kiiloniil el, amelynél a nyers
kivonatban mintegy 27 db. specifikus komponenst detektaltunk az 0Osszesen 30 db.
komponens koziil.
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6. tdablazat. A cianobaktériumok nyers kivonataiban detektalt molekulak ill., molekula
fragmentumok mennyiségi dttekintése

Molekula ill. molekula ACT ACT AQS Aphav. | PCC 6506
fragmentumok szama 9504 9505
Osszesen 35 31 32 10 30
Azonos komponensek 6
24
Specifikus komponensek 3 1 6 3 27
Azonositott molekulak 3 2 3 2 3

Az ismert cianotoxinok koziil cilindrospermopszint kizarolag az AQS tdrzs nyers
kivonatdban mutattunk ki (12,7 mg g'l), mig anatoxinokat egyediil a PCC 6506 torzs
kivonatiban mértiink (anatoxin-a 124 pg g, homoanatoxin-a 3,2 mg g'). A balatoni C.
raciborskii és Aphanizomenon sp. kivonataiban egyetlen ismert cianotoxin sem volt
kimutathat6.

Irodalmi adatok alapjan a nyers kivonatokban még harom komponens azonositasa
tortént meg: a fenilalanin (hidrofil aminosav), valamint feofitin és feoforbid (7. tablazat).
Utobbi két komponens a klorofill-a alakjai, amelyek a fényenergia kémiai energiava
alakitasaban vesznek részt.

7. tablazat. A cianobaktériumok nyers kivonataban azonositott hidrofil komponensek
relatiy intenzitdsa.

Komponens | Molekulatomeg
[M + H] Relativ intenzitas [abszorbancia egység] Megjegyzés

ACT ACT AQS Aphav. | PCC

9504 9505 6506
fenilalanin 166 63 24 18 80 22 esszencialis

aminosav

feofitin 870 648 61 935 532 1354 pigment
feoforbid 5924 23 - 33 - 604 pigment

A Balatonbdl izolalt C. raciborskii térzsek analitikai vizsgalatai ugyanakkor nem igazoltak az
eddig ismert cianotoxinok (cilindospermopszin, anatoxin-a, anatoxin-a(s) vagy szaxitoxinok)
jelenlétét.

5. Osszefoglalo, kovetkeztetések

A gyljtott terepmintak és laboratoriumban fenntartott izolalt algatérzsek toxikologiai
elemzése bizonyitotta, hogy sporadikusan mind a Balatonban mind a Kis-Balaton teriiletén
megjelenhetnek toxicitdst mutatd algatorzsek. A Balatonbol szarmazo Cylindrosprmopsis
raciborskii izolatumok ACT 9504 torzse bizonyult legkinkabb, az ACT 9505 torzs legkevésbé
toxikusnak in vivo bioessz¢ (ToxAlert 100, THAMNOTOX-F, ArTox, DaphTox F) és a
kezelt allatok homogenizatumabdl mért biomarker (LDH) enzimszint ndvekedése alapjan. A
cilindrospermopszint tartalmazd C. raciborskii (AQS) referenciatorzs toxikussdga még
erdteljesebb volt, de biokémiai mérések (ellentétes GST szint valtozas, AchE aktivitas gatlas
hidnya) valdsziniisitik az eltérd hatasmechanizmust az ausztral és balatoni torzsek kozott. Az
anatoxinokat tartalmazo Oscillatoria (PCC 6505) torzs a mért biokémiai paraméterekben
(LDH, GST szintek, AchE gatlas) hasonléan hatott mint az ACT kivonatok. Puhatestii
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neuronokon végzett elektrofizioldgiai tesztek a balatoni C. raciborskii térzsek koziil
neurotoxikus hatdsokat leginkabb az ACT 9505 és ACT 9504 torzsek esetén mutattak ki. Az
ACT 9505 kivonat kolinerg receptorblokkolé hatdsa az anatoxinokat szintetizalo PCC
torzshoz hasonlit, mig az ACT 9504 torzs (viselkedési és biokémiai tesztekkel megegyezden)
AchE gatldo hatasmechanizmusa feltételezhetd. In vitro, CHO-K1 sejttenyészeten végzett
biokémiai €s a sejtvaz szerkezetében kialakuld degenerativ valtozasok rovid- és hosszatavi
(eltérd bioaktiv komponensek vagy mechanizmusok) révén kialakul6 citotoxikus hatasokat is
mutatnak.

A Balatonon eddig -el6fordult tomegprodukcionak megfeleld koncentracioban
alkalmazott C. raciborskii algakivonatok nem okoznak mortalitast, de szignifikans biokémiai
valtozasokat valtanak ki. Az egyes balatoni cianobaktérium kivonatok hasonléan hatnak
mindkét (Artemia, Dikerogammarus) kisérleti allatban a mért biomarker enzimek szintjére,
vagyis az Artemia- teszteken alapuld toxicitasi vizsgalatok eredménye alkalmas lehet a
Balatonban €16 alacsonyabbrendii rakszervezetek toxikologiai kockazatbecslésére is.

Molekularis genetikai vizsgélatok szerint a balatoni C. raciborskii torzsek nem
termelnek cilindrospermopszint, ¢és analitikai vizsgalatok sem igazoltdk eddig ismert
cianotoxinok (anatoxin-a, anatoxin-a(s) vagy szaxitoxinok) jelenlétét. Az in vivo és in vitro
tesztek szerint mérhetd toxicitas igy feltehetden egyéb, eddig nem azonositott toxikus hatasu
metabolitok jelenlétének, esetleg ezek szinergista hatasanak kdszonhetdek.



