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Algaviragzas €s halpusztulas —

Neurotoxikus (?) Cylindrospermopsis raciborskii torzsek Magyarorszagon
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Kivonat:

2012 novemberében a Debrecen kérnyéki Fancsika tavak 1. tdrozojan Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et

Subba Raju (Noctocales, Cyanophyceae) algavirdgzas kivetkezett be, mely sordn a viz elszinez6désével parhuzamosan nagymérté-
kil halpusztulast sét a parton elhullott éllatokat is megfigyeltek. Balatoni algavirdgzasbol szarmazo C. raciborskii izolatumok vizs-
galatai korabban kimutattak az algakivonatok neurotoxikus hatasat, igy nem zdrhattuk ki hasonlé mechanizmusok (mérgezes) sze-
repét, mely a Fancsikaban bek&vetkezd halpusztulishoz vezethetett. Helix pomatia azonositott idegsejtjein teszteltitk a Fancsika-t4-
rozobol gylijtstt vizminta (FKM) és a vizvirdgzés soran izolalt C. raciborskii laboratoriumi tenyészet vizes kivonatait (FLI), €s ha-
tasukat dsszehasonlitottuk az 1995-ben izolalt balatoni C. raciborskii tirzs hasonloan készitett kivonataval (ACT 9505). Elektrofi-
zioldgiai és farmakologiai eredményeink szerint mindhdrom (FKM, FLI, ACT 9505) minta gatolja a neuronok acetilkolin recepto-
rait (AChR), hatéanyagaik tehat a kolinerg blokkolo (anatoxin-a, homoanatoxin-a) neurotoxinokhoz hasonléak. Feltételezhetjiik te-
hat, hogy a hazai C. raciborskii torzsek kozott eléfordulhatnak olyan kemotipusok is, amelyek hatdsukban anatoxin-a neurotoxin-
hoz hasonld de szerkezetileg még nem azonositott kolinerg neurotoxint v. toxinokat termelnek.
Kulesszavak: Cylindrospermopsis, Fancsika, halpusztulas, neurotoxin, anatoxin-a, Helix, acetilkolin.

Bevezetés

Az utdbbi évtizedekben tapasztalhatd éghajlatvaltoza-
sok, valamint a természetes vizek fokozodo eutrofizaicio-
ja kedvez6 feltéteteleket biztosit az eredetileg tropusi/
szubtrépusi eredetli prokariota kékalgak — cianobaktériu-
mok elterjedésének Eurdpa ¢s Amerika mérsékelt égovi
édesvizeiben (O’Neil és mtsai, 2012, Sinha és mtsai,
2012). Kémnyezeti és egészségligyi szempontbdl is a leg-
nagyobb figyelmet érdemlik azok a fajok, melyek anyag-
csere-folyamatai soran mas szervezetekre nemegyszer
toxikus hatdsi masodlagos metabolitok, cianotoxinok
kézegészségligyi szempontbol tehat egyarant nagy jelen-
toséggel bir a potencialisan toxintermeld fajok felismeré-
se, elterjedésiik leirasa ill. az altaluk termelt kérosito a-
nyagok hatasvizsgalata, végiil kémiai azonositasa.

A Nostocales rendbe tartozd, heterocisztas fonalas ci-
anobatériumokra kiilondsen jellemz6 toxikus metaboli-
tok produkcidja (Singh és mtsai, 2005). Ausztralia tropu-
si vizeiben a hepatotoxikus hatast cylindrospermopsin
(CYN) alkaloidot a névado Cylindrospermopsis racibor-
skii fonalas kékalga termeli (Griffiths és Saker, 2003),
mig a neurotoxikus PSP alkaloidok a C. raciborskii e-
gyes dél-amerikai torzseiben kimutathatok (Molica és m-
tsai, 2002). Eurépaban toxintermeld C. raciborskii tor-
zseket mind ezideig nem azonositottak, mivel a vizben e-
setenként kimutathaté CYN és PSP toxinok termeléséért
mas fajok (Anabaena, Aphanizomenon etc.) fajok felels-
sek (Kokocinski és mtsai, 2013, Cires és mtsai, 2014,
Rzymski és Poniedzialek 2014). Eurdpai vizekbol gytij-
tott C. raciborskii algamintak toxikus hatésai ugyanak-
kor mégis valoszintisitik, hogy egyes t6rzsek eddig isme-
retlen (szerkezetileg nem azonositott) toxikus metaboli-
tokat termelhetnek (Chorus és Bartram, 1999, Saker és
mtsai, 2003).

2012 6szén a Debrecen korny€ki Fancsika horgaszto-
ban kovetkezett be Cylindrospermopsis raciborskii alga-
viragzas (1. abra), mellyel parhuzamosan nagymértékii
halpusztulast is észleltek. Puhatestli (Helix pomatia és
Lymnaea stagnalis) kozponti idegrendszeren kapott
megeldzd eredményeink szerint a Balatonbdl szarmazé
C. raciborskii mintdk (ACT izolatumok) neurotoxikus
hatoanyagai elsddleges célpontjat a neuronok acetilkolin
receptorai (AChR) képviselik (Kiss és mtsai, 2002, Ve-

hovszky és mtsai, 2012). Indokoltnak tiint a feltételezés,
hogy hasonld neurotoxikus mechanizmusok szerepelhet-
nek a Fancsika tirozoban algaviragzast okozd C. raci-
borskii esetleges bioaktiv hatdsai hatterében is, ezért a
neuronok acetilkolin valaszait teszteltiik a Fancsika taro-
z0Obol szarmaz6 minték jelenlétében.

Anyag és Mddszer

1. Mintik eldkészitése

2012 november 12-én a Fancsika 1. tarozobol gytjtott
mintakat 5 um-os membranfilterrel szlirtitk, az algavi-
ragzast okozo C. raciborskii azonositasat (LEICA DM-
IL) inverz mikroszkdppal tortént vizsgalat alapjan végez-
titk (Komarek, 2013), majd a mintdbdl izolalt C. racibor-
skii tomegtenyészetét standard koriilmények kozott alli-
tottuk el6 (Antal és mtsai, 2011). A Fancsika-tarozébol
gylijtott vizmintat ill. az izoldlt C. raciborskii tenyészet
sejtjeit szliréssel koncentraltuk, majd liofilizaltuk. A lio-
filizatumok vizes szuszpenzidjat (100 mg szarazanyagot
10 ml desztillalt vizben) fagyasztas/felengedés cikluso-
kat kévetden ultrahangos kezeléssel feltartuk, a sejttor-
meléket centrifugalassal elkiildnitettiik. A keletkezett fe-
liiluszo (a liofilizatum vizes kivonata) biztositotta a (10
mg/ml) torzsoldatot, melyet elektrofizioldgiai kisérlete-
ink soran fiziologias oldattal tovabb higitottuk.

2. Elektrofiziologiai vizsgdlatok

Helix pomatia kbzponti idegrendszerének azonositott
RPas sejtjein teszteltikk a Fancsika-tarozobol gy(jtott
kérnyezeti minta (FKM) és C. raciborskii izolatum (FLI)
kivonatait, ezek hatdsat 6sszehasonlitottuk a Balatonbdl
korébban izolalt C. raciborskii ACT 9505 torzs vizes ki-
vonatdval. A neuronok spontan aktivitdsmintazatat és a
lokélisan applikalt acetilkolin (ACh) altal kivaltott mem-
bran-aramokat a korabbi kisérletekhez hasonléan mikro-
elektrofizioldgiai technikaval regisztraltuk (Kiss és mts-
ai, 2002). Toxikus algakivonat referenciaként az anato-
xin-a (homoanatoxin-a) cianotoxinokat termeld Oscilla-
toria sp. PCC 6506 (Araoz és mtsai, 2005) izolatumok
vizes kivonatdval is hasonld farmakologiai teszteket vé-
geztiink.

Eredmények és értékelésiik

A Debrecenhez kozeli Erddspuszta horgasztavak 70
hektaros Fancsika 1. tarozojan 2012 novemberében viz
narancssarga elszinez6désér6l és a halak nagyaranyu
pusztuldsarol (1. dbra B.) szamolt be tobbek kozott a he-
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lyi horgészegyesiilet honlapja. A tudésitésok szerint kii-
16nbdz6 méreti és faju halak (pl. Sander lucioperca, Hy-
pophthalmichtys nobilis R. Ctenopharingodon idella Va-
lenciennes, Cyprinus carpio L., Silurus glanis L.) tete-
meibdl tébb mint egy tonnat gylijtdttek dssze, de besza-
moltak a parton elhullott 4llatok (macskak) maradvanya-
irél is.

A tarozobol vett vizmintak a mikroszképos morfolo-
gidja (fonalas cianobaktérium, termindlis heterociszta)
Cylindrospermopsis raciborskii tomegtermelését (3.2 x
10* filament/ml) bizonyitotta (1. a4bra C.).

1. dbra A. C. raciborskii hazai eléforduldsi adatok
(Padisdk 1997, Vasas és mitsai, 2010 alapjan); B.
Vizvirdgzdst kovetd halpusztulds 2012 november 12-én
a Fancsika I tarozoban; C. A tarozobol izoldlt
Cylindrospermopsis raciborskii filamentumok
2. A Fancsika tébol szdrmazé mintdk idegredszeri
hatdsai

B

Kontroll FKM

2. dbra. A. Helix pomatia idegsejtjein a Fancsika
tarozobol szdarmazoé (FKM) minta és a lokdlisan
injektdlt acetilkolin (ACh) egyardnt serkenti a sejt
spontdn miikidését. B. Az acetilkolin dltal kivdltott
vilaszt (kontroll) az FKM kivonat (0,25 mg
szdrazanyag/ml) reverzibilisen csokkenti.

Az RPas sejtek felszinére mikropipettaval juttatott (50
-100 pl, 0,5-1 mg szarazanyag/ml) Fancsika kornyezeti
minta (FKM) valamint az algaviragzas soran elkiilonitett
C. raciborskii izolatum (FLI) vizes kivonata egyarant az
acetilkolinhoz hasonléan depolarizalta a neuronmemb-
rant és fokozta a neuronok spontin miikdését, vagyis
novelte az akcios potencidlok frekvencidjat (2. abra A.).
Az acetilkolin &ltal kivaltott serkenté membranvalasz
(depolarizacié amplitudéja) ugyanakkor kisebb volt az
FKM kivonat jelenlétében (2. abra B.). Az eredmények
alapjan feltételezhetjiik, hogy a Fancsika minta neuroak-
tiv komponensei a neuronmembran acetilkolin recaptora-

in hatnak, kapcsolodasukkal egyrészt acetilkolin valasz-
hoz hasonld (agonista) membranhatast fejtenek ki, mas-
részt gatoljak jabb ACh molekuldk kapecsolodasat a re-
ceptorhoz (antagonista hatas).

A Fancsika tarozd vizmintajabol készitett (FKM) ki-
vonat az izolalt idegrendszert tartalmazo kamraba 10-15
percig perfuzioval applikalva (0,05 szérazanyag mg/ml
kiiszibkoncentraciotol) csokkentette a sejtek acetilkolin
valaszat, és 1 mg/ml koncentraciondl a valasz csaknem
teljes gatlasat okozta (3. d4bra. A). Ugyanilyen hatdsa
volt az algaviragzas sordn a vizb6l izolalt és laboratéri-
umban tenyésztett C. raciborskii hasonléan készitett
(FLI) vizes kivonatanak is (3. abra B). Korabbi vizsga-
lataink mar megel6zben kimutattak a balatoni, 1995-ben
tortént C. raciborskii algaviragzas soran gytjtott és az
MTA OK Balatoni Limnolégiai Intézetében izoldtum-
ként azéta is fenntartott ACT 9505 térzs kivonatanak (3.
dbra C) illetve a kereskedelemben kaphaté Oscillatoria
sp. PCC 6506 (anatoxin-a ill homoanatoxin-a neurotoxi-
nokat termeld) torzsének ugyancsak ACh agonista és az
ACh valaszt gatld hatdsat (Vehovszky és mtsai, 2012). A
gatlasi tesztek eredményeinek dozis-hatds viszonyai a-
lapjan az egyes mintak hat4sossdgat is dsszehasonlithat-
tuk. A Fancsika tarozobdl készitett (FKM) minta gatlo
hatasa (ECs¢=0,397 mg/ml) a balatoni (ACT 9505) kivo-
nathoz volt azonos nagysagrendii (ECsy= 0,734 mg/ml),
de mindkettd kiesbb mértékben gatolta az ACh vélaszt
mint a kereskedelemben kaphato, bizonyitottan neuroto-
xint termelé PCC 6506 torzs kivonata (ECs5,=0,073 mg/
ml).

A B C

kontroll FKM mosés kontroll FLI mosas kontroll ACT moséas

|
1] § 10 15 5 10 1] 6 10 15

3. dbra. A. Fancsika kivonat (FKM, 0,5 mg/ml) nagy
mértékben csokkenti az ACh vilasz amplitudojit, majd
Sfiziologids oldattal torténd kimosds részben visszadllitja
a vilaszt. A Fancsika (FLI, 0,25 mg/ml) és balatoni
(ACT, 0,5 mg/ml) C. raciborskii izoldatumok kivonatai
hasonloan csékkentik az acetilkolin vilaszt (B, C). Az
dbrdakon az ACh vilasz amplitudokat a kontroll (fiziolo-
gids oldatban mért) vilasz szdzalékdban fejeztiik ki.
Osszefoglalé, kivetkeztetések
Megfigyeléseink alatamasztjak azt a feltételezésiinket,
hogy a Balatonban 1995-96 folyamén ill. illetve Fancsi-
ka tdrozdban 2012-ben algavirdgzast okozé C. racibors-
kii torzsek egyarant neuroaktiv hatdéanyagokat termelnek,
melyek nagy valdszinliséggel azonos targeten, a neuro-
nok acetilkolin receptorain (AChR) fejtik ki hatasukat.
Az acetilkolin receptorokon hatd neurotoxinok: anato-
xin-a, homoanatoxin-a mas fonalas cianobaktériumok
(Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Cylindrosper-
mum stb) egyes eurdpai tdrzseiben bizonyitottan jelen
vannak (Chorus és Bartram, 1999), de C. raciborskii al-
tal termelt anatoxin-a vagy homoanatoxin-a jelenlétét tu-
domasunk szerint még egyetlen esetben sem detektaltak
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Balatoni algaviragzasbdl szarmazo C. raciborskii izola-
tumok (kéztitk az ACT 9505) vizsgalatok eredmdményei
azonban mar kordbban valdsziniisitették toxikus hatasu
metabolitok jelenlétét (Hiripi és mtsai, 1998, Farkas és
mtsai, 2007, Torokné és mtsai, 2007, Vehovszky és mts-
ai, 2012), de analitikai vizsgalatok a tropusi torzsekre
jellemzd CYN vagy PSP toxinokat nem mutattak ki (Va-
sas és mtsai, 2010; Antal és mtsai, 2011; Acs és mtsai,
2013). Elektrofiziologiai eredményeink alapjan ugyanak-
kor feltételeztiink egy anatoxin-a hatasahoz hasonléan a-
cetilkolin receptor (AChR) tamadaspontli neurotoxin je-
lenlétét t&bb korabbi, balatoni C. raciborskii izolatum
(koztik ACT 9505 torzs) kivonataban (Kiss és mitsai,
2002, Vehovszky és mtsai, 2012).

Magyarorszagon az 1970-es években megjelend C.
raciborskii a nyolcvanas években elterjedve a Balatonon
szamos algavirdgzast okozott (Padisdk 1997, Padisak és
mtsai, 1984). Bar napjainkra a to trofikus szintjének
csokkenésével a cianobaktériumok mennyisége is le-
csokkent, a C. raciborskii megjelenése és esetenkénti to-
megtermelése els§sorban eutrdf halas- €s horgasztavak-
ban azdta is altalanosan megfigyelhetd jelenség (Vasas
és mtsai, 2010; Horvath és mtsai, 2013,). Sajnos nincse-
nek adataink a szintén Debrecen kozeli Mézeshegyi t6-
ban felszaporodd C. raciborskii torzs toxikussagara vo-
natkozoan, bar nagymértékii halpusztulas ott is bekdvet-
kezett (Borics és mtsai, 2000). Az 1992-ben megfigyelt
algavirdgzas extrém magas biomasszat eredményezett
(870 mg/1), mely meghaladja az altalunk neurotoxikus
hatdsokra megallapitott ECs, értékeket (balatoni ACT
9505: EC5=734 mg/] ill. Fancsika: 397 mg/l). Mindezek
alapjan nem zarhatjuk ki, hogy a halpusztulasban a Fan-
csika tarozd esetéhez hasonléan a C. raciborskii (neuro)
toxikus metabolitjainak a Mézeshegyi toban is szerepe
lehetett.

A C. raciborskii kiilonbozo torzseinek eloszlasat az 6t
kontinens mérsékelt égovi terliletein egyre ndvekvd ki-
terjedés jellemezi, ugyanakkor a csoportok kozti migra-
cid (a kontinensnyi tavolsagok miatt) kevéssé valdszinli
(Sinha és mtsai, 2012). Az izolalt populaciok szerkezeti-
leg és hatasmechanizmus szerint is kiilonbdz6 toxinokat
termelve eltérd kemotipusokat is képviselnek: az ausztral
torzsek némelyike hepatotoxikus cylindrospermopszint
termel, a dél-amerikai mintdkban neurotoxikus PSP to-
xin mutathato ki (Molica és mtsai, 2002, Moreira és mts-
ai, 2013). Farmakologiai eredményeink alapjan nem zér-
hatjuk ki tehat, hogy az eurdpai torzsek kozott eldfordul-
hatnak tovabbi kemotipusok, koztiik olyanok, amelyek
hatasukban anatoxin-a szerii de analitikailag még nem a-
zonositott kolinerg neurotoxint v. toxinokat termelnek.

Koszonetnyilvanitas

Munkénkat az OTKA K63451, K81370, F046493,
GVOP-3.2.1., GVOP-TST 3.3.1-05/1-2005-05-0004/3.0,
valamint az MTA ,,Megijitas 2012” Balaton monitoring
program tamogatta.
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Algaviragzas és halpusztulas — neurotoxikus (?) Cylindrospermopsis raciborskii torzsek Magyarorszagon
AgnesVehovszky, Attila W. Kovdcs, Anna Farkas, Jdnos Gyori, Gabor Vasas

Abstract:

Early November, 2012, a rapid cyanobacterial bloom of Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et

Subba Raju (Noctocales, Cyanophycae) was detected in the Fancsika pond (East Hungary near Debrecen), characterized
by a strong discoloration of water and a substantial fish mortality. Our previous results demonstrated the neurotoxic
effects of other C. raciborskii isolates (collected from the Balaton region, Hungary during natural bloom in 1995),
therefore, we could not exclude the involvement of a kind intoxication responsible for the mass fish kill in the Fancsika
pond. To test the potential toxic effects electrophysiological experiments were carried out on identified neurons in the
CNS of Helix pomatia. The neuronal effects of the Fancsika bloom sample (FBS), the laboratory isolate of C. raciborskii
from the pond (FLI) and the reference samples of C. raciborskii ACT 9505 (isolated from Balaton), suggested a common
target, the neuronal acetylcholine receptor (AChR). Pharmacological tests demostrated a dose-dependent blocking
effects of cyanobacterial extracts, functionally similar to the already identified cholinergic cyanotoxins (anatoxin-a and
homoanatoxin-a), although analytical assays excluded the presence of any of them in the samples tested. We conclude,
therefore, that a new chemotype of C. raciborskii strain which produce some cholinergic, but structurally not yet
identified neuroactive substances is likely distributed in this region of Europe including Hungary.
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