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1. Bevezetés, célkitiizések

A cianobaktériumok altal kivaltott vizvirdgzasok koztudottan toxikusak lehetnek.
Cianotoxinokat termelnek, melyek ha ivo vagy flirdévizben jelennek meg, tobbféle betegséget
is eldidézhetnek, példaul gasztroenteritiszt, hepatomegaliat, veseelégtelenséget, gyomor- és
bélgyulladast, majrakot, 1ép megbetegedéseket, bor irritaciot vagy allergias reakciokat.

Ezért fontos felmérni a cianotoxinok hatasat illetve, hogy mely cianobaktériumok
toxikusak és melyek nem.

Egy anyag toxicitasanak felmérésére tobbféle modszer ismeretes. A toxicitast fel lehet
mérni egereken végzett tesztelésekkel, egyrészt taplalékba vagy ivovizbe keverve, masrészt az
illet6 anyag intraperitonealis adagolasaval és az ezt kovetd hisztologiai vizsgalatokkal. Mivel
a gerinces fajokon végzett kisérletek sok esetben engedélykotelesek illetve szabvanyhoz
kotottek, célszerti ezeket a teszteket gerinctelen modellszervezekkel kivaltani, példaul
soférgen (Artemia salina) vagy mocsari csigan (Lymnaea stagnalis), vizibolhan (Daphnia)
elvégezni. A sejtkulturdkon valo citotoxikologiai mérések eldsegitik annak tisztazasat, hogy a
toxinok milyen tuton fejtik ki hatasukat. A cianotoxinok hathatnak a sejtvazra,
megvaltoztathatjak a membran permeabilitasat, a kiilonboz6 enzimek aktivitasat, gatolhatjak a
fehérjeszintézist ¢és genotoxikus hatasuk 1is lehet. Azt, hogy egy toxin szerv ¢s
szovetspecifikus-e, szintén sejtkultirak segitségével lehet megallapitani.

Munkam sordn, melyet az MTA-Balatoni Limnologiai Kutatéintézetben végeztem,
¢desvizi cianobaktériumok altal termelt toxinok hatasat teszteltem CHO — K1 (Chineese
Hamster Ovary, kinai horcsog petefészek sejt) sejteken, ahol vizsgaltam az tejsav-
dehidrogenaz (LDH) aktivitasaban, a mitokondridlis dehidrogenazok aktivitdsdban valamint
az aktinvaz szerkezetében bekovetkezett valtozasokat. A két cianobakterialis eredetii toxinon,
a mikrocisztin-LR-en ¢és a cilindrospermopszinon kiviill a hét cianobaktérium-torzs
kivonatanak toxicitasat mértem fel. Ezek koziil kettd, bizonyitottan toxint temeld torzs volt:
az egyik Cylindrospermopsis raciborskii cilindrospermopszint termeld tenyészet volt, a masik
pedig az Oscillatoria sp. egy neurotoxint az anatoxin-a-t termelte. A tobbi torzs koziil négy
Balatonbol izolalt Cylindrospermopsis raciborskii volt és még egy Aphanizomenon vegyes
tenyészet hatasat vizsgaltuk. A célkitlizéseink a kdvetkezok voltak:

1. Az ismerten toxikus hatdsu tisztitott cilindrospermopszin és mikrocisztin - LR
hatasanak felmérése CHO-K1 sejteken.

2. A cianobaktérium torzsek toxicitdsanak felmérése CHO-K1 sejteken, viszonyitva a

cilindrospermopszinhoz ¢és a mikrocisztin-LR-hez.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A cianobaktériumok altalanos jellemzése

A cianobaktériumok majdnem minden eddig vizsgalt 6koszisztémaban megtalalhatod
Gram-negativ prokariotak. Sok esetben Ok kolonizaljak el0szor a szabad sziklakat ¢és
folddarabokat. El6fordulhatnak meleg vizii forrasokban, Arktikus és Antarktikus tavakban,
jégben és hoban.(9)

Morfologiajukat, metabolizmusukat és fiziologiajukat tekintve nagyon valtozatosak.
(36) Diverzitasuk ellenére minden fajukra jellemz6 a fotoszintézisre valo képesség. (8)

A citoplazma szélén tilakoid-membranrendszerekben elhelyezkedd szinanyagaik
segitségével fotoszintetizalnak. Sziniik a kékeszoldtdl az ibolyas vordsig valtozik. Klorofill-a
mellett jarulékos pigmentekkel is rendelkeznek (allofikocianin, fikocianin, fikoeritrin). A
novényekre is jellemzo PS I és PS II rendszeriik van (/5) PSII rendszeriik nem tartalmaz
klorofill-b-t, helyette a fényenergiat elsdsorban fikobiliszémakkal gytijtik be. (36)

A cianobaktériumok aszexualisan szaporodnak, erre az evolicidjuk folyaman
haromféle szaporito képlet alakult ki: akinéta, baeocita és hormogdnium. (36)

A cianobaktériumok egy része toxinokat termel, ezeket cianotoxinoknak nevezik.
Ezek mennyisége vizviragzas esetén, eutrofizdlodo tavakban jelentdsen megndhet. (&)
Nemcsak az allatokra, de az emberre is potencialis veszélyforrast jelenthetnek. A
toxintermelésre vald képesség nemcsak egy nemen beliil, de ugyanazon faj kiilonbozo
torzsein beliil is valtozhat. (10) A cianotoxinokrol régota ismert, hogy ivovizbe keriilve

megbetegedést és elhullast valthatnak ki allatoknal és embereknél. (&)

2.2. A vizviragzasok

A vizviragzasok a viz elszinezddését, a foltokban megjelend tajtékzast és erds szagot
vizviragzasok vilagszerte megjelenhetnek az eutréf vizekben. A vizvirdgzas megjelenésének
idépontja és id6tartama nagy mértékben fiigg a régid klimatikus viszonyaitol. A mérsékelt
€gévon a cianobaktériumok altal képzett vizvirdgzasok nyaron ¢és késé Osszel a
leggyakoribbak és kettd — négy honapig tarthatnak.
vezetoképességének, s6 és szén tartalmanak bonyolult kolcsonhatdsa idézi eld. A

cianobaktériumokat tartalmazé vizviragzasok amellett, hogy kellemetlen szaggal és izzel



rendelkeznek, gazdasagi értékiikbol is veszitenek: kevésbé lesznek alkalmasak halaszasra és
turisztikai értékiik is csokken. (24)

Nemcsak a vizvirdgzasok hatnak karosan az O0koszisztémara, hanem a sejtek lizise
soran a vizbe keriilé cianotoxinok is artalmasak lehetnek. (/9) (13) A sejtek lizise elsdsorban
a vizviragzasok hanyatlasakor megy végbe. (10)

A cianotoxinok az allatokon és embereken kiviil, a novényekre is karosan hatnak,
mivel az enzimaktivitds inhibicidjan keresztiil gatoljak azok novekedését. (4) Valahanyszor
cianobaketrialis vizviragzasok jelennek meg, a vizben jelen levo ndvények szdma jelentOsen
csokken, és a vizi novénykozosség diverzitasa is redukalodik. A cianobakterialis kivonatok
allelopatikus hatassal vannak a vizi névényekre (32).

A cianotoxinokon kiviil a cianobaktériumok szamos anyagcsereterméke karos lehet. A
cianobaktériumok sokféle toxikus peptidet allithatnak eld, mint példaul a cianpeptidolidek,
mikroviridinek, aerugininok, microgininek, B-metilamino-alanin (19).

Annak megjoslasa, hogy hol és mikor fognak vizviragzasok kialakulni nagyon nehéz
vagy szinte lehetetlen (24). A vizvirdgzasok digitalis képfelmérési technikaval,
fluorimetriaval, luminometriaval és immunodetektalassal mérhetok fel. Ezenkiviil még
szamitogépen is modellezik a vizviragzasok kialakulasat és ndvekedését (8).

A cianobaktérium viragzasok ellen hatdsosabb a megeldzés mint a védekezés. A
legjobb modja a vizviragzas megel6zésének az esszencialis tapanyagok (foszfor és nitrogén)
bekeriilésének a megakadalyozasa (8). A toxikus vizviragzasok ellen mas kezelési
technikdkat is alkalmaznak: a viz levegdztetése és forgatasa, algicidekkel és foszforral valod
Osszerazasa, olyan mikrobialis vegyiiletek hozzaadasa amik artalmasak a cianobaktériumokra
¢s a taplaléklanc biomanipulalasa. Az algicidek alkalmazasanak a hatranya, hogy hatasukra az
elpusztult cianobaktérium sejtekbdl kiszabadulhatnak a toxinok, és igy még toxikusabb lesz a
viz (8). Ugyanilyen hatassal jar az is, ha az eutrof vizet klorral kezelik: a cianobaktériumok

elpusztuldsa altal az 6sszes toxin kiszabadul a sejtekbdl (/7).

2.3. Cianotoxinok

Az édesvizi cianobaktériumok altal termelt toxinok a vizvirdgzas soran a viz felszinén
1évé habban koncentralodnak leginkdbb, mig a tengeriek els6sorban a kagylokban
halmozddnak fel (19).

A cianotoxinok az allatokra és az emberekre a kovetkezd utakon keresztiil hathatnak: a
borén keresztiil (transzdermalis 1t), belélegzés, haemodializis, vagy lenyelés soran (/0).

Azoknal a személyeknél, akik a cianobaktériumokat tartalmazo vizzel transzdermalis uton
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¢rintkeztek, a bor felholyagosodasa, kiiitések megjelenése, allergias reakciok, valamint egyes
esetekben hanyas, szaraz kohogés vagy az asztma tiinetei mutatkoztak (70).

A cianotoxinok nem csak a nem megfeleld6 mértékben tisztitott ivoviz fogyasztasa
esetén juthatnak be a szervezetbe, hanem az ember altal fogyasztott taplalékkal is: kagylokkal,
halakkal és novényekkel is, mivel ezekben gyakran akkumulaldédnak (70).

Hatéasuk alapjan a kovetkezd csoportokba sorolhatok: hepatotoxinok, neurotoxinok,

dermatotoxinok és irritalo toxinok (lipopoliszacharidok).

2.3.1. Hepatotoxinok

A hepatotoxinok toxicitasukat elsddlegesen a majra fejtik ki. Sok esetben a ma4j
elzsirosodasat okozhatjadk. Hatasukra a madjsejtek nekrotikus vagy apoptotikus uton
elpusztulnak.

A hepatotoxinokon beliil elkiilonitiink alkaloid és peptid tipusu hepatotoxinokat. A
cilindrospermopszin az alkaloid tipusu hepatotoxinok kdzé tartozik, mig a mikrocisztinek és

nodularinok pedtid tipusti hepatotoxinok.

2.3.1.1. Cilindrospemopszin

A cilindrospemopszint (CYN) els6sorban egy édesvizi fonalas cianobaktériumfaj, a
Cylindrospermopsis raciborskii termeli. A CYN-t a Cylindrospermopsis raciborskii-n kiviil
mas fajok is szintetizalhatjak: az Aphanizomenon ovalisporum, az Umezakia natans, a
Raphidiopsis curvata, és az Anabaena bergii (37).

A cilindrospermopszin felelés az ausztraliai Eszak Quensland-i Palm Island-i
lakosoknal 1979-ben megfigyelt megbetegedések megndvekedéséért (74). 149 személy
betegedett meg és tobbségiik korhazba is keriilt. A fobb tiinetek gasztroenteritiszre,
hepatomegaliara és veseelégetlenségre utaltak (73).

A biologiai aktivitasat figyelembe véve a CYN egy szokatlan vegyiilet, mivel
tartalmaz egy guanidin és egy szulfat csoportot, ezaltal pozitiv és negativ toltése is van (1.
abra) (30). Az ¢ép pirimidin gytrti feltétlentil sziikséges a CYN toxicitasahoz (39). A
cilindrospermopszinnak hepatotoxikus és nefrotoxikus hatasat is kimutattdk gerinceseken

(37). A timuszra is toxikus hatassal lehet (13).



1. abra: A cilindrospermopszin kémiai szerkezete

A CYN a m4j elzsirosodasat okozza. Az elzsirosodott ma4j tiinete lehet a protein
szintézis leallasanak, ugyanis ilyenkor felgylilnek a trigliceridek, melyekbdl egyébként
lipoproteinek szintetizalodnanak (8), (33) Ez megfelel annak a ténynek, hogy a
cilindrospermopszin emlds sejtekben erds fehérje szintézis inhibitor. (/4)

A CYN centrolobularis nekrozist is okoz a majban, ami az akut toxicitas jele (&).

A cilindrospermopszinnak a fehérjeszintézis gatlasa mellett citotoxikus hatdsa is van
¢s ez fiiggetlen a protein szintézis gatlasatol. Magasabb koncentracioknal a protein szintézis
gatlasa gyakran megel6zi a citotoxicitas megjelenését. A fehérje szintézis leallasa
irreverzibilis, vagyis a toxin eltdvolitidsa utdn nem lehet visszaforditani (/4).

A CYN olyan koncentraciok felett, amikor a protein szintézis mértéke teljesen leallt,
koncentraciofiiggd LDH felszabadulast idéz el (/4). Ez a toxin hatasara bekovetkezo
membranpermeabilitas valtozasnak kdszonheto (18).

A CYP450-en keresztiil aktivalt CYN metabolitok megvaltoztatjdk a glutation
homeosztazist. Mivel a glutationnak fontos szerepe van a szabad gyokok hatdstalanitasaban, a
gluatation egyensuly felboruldasa hozzajarulhat a cilindrospermopszin citotoxikus ¢és
genotoxikus hatasdhoz, a redukalt oxigén gyokok felhalmozddasa révén (14).

Cilindrospermopszin hatdsara a CHO-K1 sejtek novekedése leall, a sejtek
lekerekednek és a sejtmemembranon buborékok jelennek meg, a kortikalis aktin halozat
leépiil és a mikrotubulusok a sejtmag koré lokalizalodnak (/73).

Az uracil csoport jelenléte a CYN-ben arra utalhat, hogy CYN a DNS szintézissel
valo interferenciat ¢s mutaciok kialakulasat idézheti el (/2). A CYN-el torténd kezelés DNS-
toréseket idéz eld a hepatocitak esetében, és ez beindithatja a karcinogenézis folyamatat (34).
A DNS szalon kialakuld toréseket a metabolikusan aktivalt CYN szarmazékok okozhatjak.
Nagyobb koncentracioknal (1 pM felett) a genotoxikus hatds mar nem csak a DNS szalakon
megjelend torésekben, hanem a kromoszoémaszam csokkenésében is megnyilvanul. Mivel a
genotoxicitas olyan koncentracional is jelentkezik, amelynél még a citotoxikus hatds még nem

¢észlelhetd, nem tlinik a citotoxicitas masodlagos kdvetkezményének (78).



A cilindrospermopszin nincs hatassal a protein foszfatdzokra, mig a mikrocisztinek és

nodularinok toxikus hatasukat elsésorban ezek gatlasa révén fejtik ki (39).

2.3.1.2. Mikrocisztinek és nodularinok

A mikrocisztinek és nodularinok a peptid tipust hepatotoxinok koz¢ tartoznak. A
mikrocisztineket a Microcystis, Anabaena, Hapalosiphon, Nodularia, Nostoc és Oscillatoria
fajok termelik (&). A mikrocisztinekhez hasonlé nodularint a Nodularia spumigena-bol
izolaltak, amely egy félsos vizben €16 cianobaktérium (/9).

Ezek a toxinok, -kiilondsen a mikrocisztin- vilagszerte megtalalhatok a vizekben (25).
Szamos hazi- és vadon ¢l6 allat megbetegedését okozzdk, s6t a rovarokra is toxikusnak
bizonyultak (8).

A mikrocisztinek jelenléte az iidiilé és ivovizekben potencidlis veszélyt jelent az
emberek egészségére (2). Nemcsak az ivo- vagy fiird6viz tartalmazhat mikrocisztineket: arra
is volt eset, hogy az ont6zOvizben talalhatd mikrocisztinek felgyliltek a fejes salataban
(Lactuca sativa) (2), (10). Gasztroenteritiszt, atipikus tiidogyulladast, sargasagot, allargias
reakciokat, a 1ép megbetegedését, majelégtelenséget és majrakot idézehetnek eld lenyelés
esetén (2, 8, 11). 1996-ban a braziliai Caruaruban talalhat6 dializis kozpontban 76 beteg halt
meg azért, mert a dializishez hasznalt viz mikrocisztinekkel volt szennyezett (2).

A mikrocisztinek ciklikus vegyiiletek, gytriijiikben jelen levé Adda (3-amino-9
metoxi-2,6,8-trimetil-10 fenildeka-4,6 dienoiksav) aminosavat tarjak felelésnek a toxicitasért
(2. abra) (22). A nagy szami mikrocisztin izoforma (jelenleg 70 ismert (/9) ) a variabilis X és
Y L kiralitasi aminosavaknak koszonhetd. A leggyakoribb mikrocisztin izoforma a
mikrocisztin-LR, mely esetében a variabilis aminosavakat a leucin (X) és az arginin (Y)

képviselik (22).

Microcystins

2.abra: A mikrocisztinek kémiai szerkezete

A nodularin egy ciklikus pentapeptid, melynek a szerkezete nagyon kozel all a
mikocisztinekéhez. Akarcsak a mikrocisztineknél, a nodularin szerkezetében is megtalalhato

az Adda és a D-eritro-B-metil-aszparginsav (39).



Lenyelés utan az epesavat szallito ABC transzporterek rogton felveszik a
mikrocisztineket €s a majba szallitjdk Oket (25). Ezért az MC-LR felvétele gatolhatd az
epesav transzportrendszer kompetitiv inhibitoraival (27), (/7). A glutation és a membran aktiv
antioxidansok, mint az E vitamin és a silimarin szintén csokkenthetik a mikrocisztinek toxikus
hatasat (11).

A vese tubuldris epitelidlis sejtjeitdl eltekintve a majtol eltérd szervek nem
rendelkeznek az ABC transzport rendszerrel (27). Ezért, a mikrocisztinek toxikus hatdsa
hamarabb nyilvanul meg a majsejteken, mint a tobbi sejttipuson (25). Mas sejtféleségek
esetén (fibroblasztok, endotelialis sejtek, promielocitak, limfocitak, epitelidlis sejtek) szazszor
nagyobb koncentraci6 sziikséges az apoptdzis bekovetkezéséhez, mint a hepatocitaknal (27).

A mikrocisztinek toxicitasat elsGsorban az okozza, hogy specifikusan kotdédnek a
szerin/treonin proteinfoszfataz 1 és 2A-hoz (PP1 és PP2A) (23). Feltételezik, hogy a
cianobaktériumok nem rendelkeznek PP1 ¢és PP2A-szerli aktivitassal, ezért naluk
kialakulhatott a mikrocisztinekre vald rezisztencia (23).

A PP1 és PP2A gatlasa kovetkeztében az MC-LR doézisfiiggden noveli a citokeratin 8
¢s 18 foszforilaciojat a hepatocitadkban. Az, hogy a citokeratin 8 és 18 a foszforilacid
célfehérjéivé valnak, maga utan vonja az intermedier filamentumok atrendezodését is (25).

A mikrocisztinek a sejtvaz alkotoi koziil nem csak az intermedier filamentumok
szerkezetét befolyasoljak. A mikrocisztinek toxikus hatasukat a sejtvazra tobb 1épésben fejtik
ki: elészor a mikrotubulusokban mennek végbe valtozasok, ezeket kovetik az intermedier
filamentumok ¢és végiil a mikrofilamentumok. A mikrofilamentumok esetében elészor a
sejthartya melletti aktin filamentumok aggregalodnak, majd ezutan a rozetta-szer
szerkezetekké stirisodnek és egy stirlti kdteggé omlanak 6ssze. Az aktin filamentumokat érintd
valtozasoknak koszonhetéen a normalis sejt-sejt adhézid megsziinhet, valoszinlileg az
aktinfilamentumoknak &vdezmoszomakkal vald kapcsolatanak felbomldsa kovetkeztében.
(16) Ezen kiviil a sejtvaz valtozasai a sejtek lekerekedéséhez és Osszecsomosodasahoz,
membranban kialakuldé buborékok megjelenéséhez, a citoplazma vakuolizalodasahoz és a
citoplazmatikus sejtszervecskék ujraszervezddéséhez vezetnek (21).

A mikrocisztinek a sejten beliili jelatvitelre is hatassal vannak: a protein foszfatazok
gatlasa altal kivaltott citoszkeleton leépiilés a G proteinek és a foszfolipaz C kozotti
kapcsolodast akadalyozhatja meg (11).

Az oxidativ stressz, amit a mikrocisztinek szintén kivalthatnak, noveli a toxikus
hatasukat. Az MC-LR kotédik a glutationhoz, ezaltal glutation hiany 1ép fel, vagy glutation

diszulfid alakul ki, ami lecsokkenti a szervezet azon képességét, hogy a MC-LR-t



detoxifikalja és igy megakadalyozza az oxidativ karosodast (39). A reaktiv oxigén gyokok,
példaul szuperoxid gyok vagy H,0O, kialakulasa LDH felszabadulast és a sejtvaz
deformalodasat idézheti eld (5). Az oxigén gyokok mennyiségének nodvekedése a
kivaltott apoptotikus kaszkad kialakulasaban (5). Az apoptozishoz az is hozzajarulhat, hogy a
MC-LR kétodik az FoF; ATP szintetaz B alegységéhez (39).

Genotoxikus hatdsaik miatt a mikrocisztinek kromatin kondenzéciot, vagy nuklearis
fragmentaciot is eldidézhetnek (217).

Mindamellett, hogy a mikrocisztinek rovid tdvon szdmos betegséget kivalthatnak,
hosszu tavon karcinogén hatasuk is lehet a protein foszfatdzok gatlasa, és ezaltal a
citokeratinok hiperfoszforilacioja miatt (8).

A nodularinok nemcsak elésegithetik, de eld is idézhetik a majrak kialakuldsat.
Feltételezik, hogy Kindban az elsddlegesen kialakulé majrak gyakorisaga és a mikrocisztinek

vizben valo jelenléte kozott 0sszefiiggés van (8).

2.3.2. Neurotoxinok

A neurotoxinok a toxinoknak egy olyan csoportjat képezik, melyek az idegimpulzus

tovabbitasat akadalyozzak meg, és er6sen specifikusan hatnak az idegrendszererre.

2.3.2.1. Anatoxin-a

A 3. abran lathatd anatoxin-a (AnTx-a) az els cianobakteridlis toxin volt, amit
szerkezeti felépités szempontjabol jellemeztek (38). Anatoxin-a-t talaltak Anabaena flos-
aque, Anabaena circinalis,  Oscillatoria, Aphanizomenon sp., Cylindrospermum sp.,
Plankothrix sp. , Micricystis aeruginosa fajokat tartalmazé vizviragzaskor is (39), (8).

Az AnTx-a er0s és sztereoszelektiv agonistdja a gerinces idegvégzddés acetilkolin
receptoranak, ahol nyolcszor er6sebb hatast valt ki, mint az acetilkolin (§). Az AnTx-a-nak a
nikotinerg posztszinaptikus receptorhoz vald koétddése, a receptor posztszinaptikus oldalan
konformaciovaltozast eredményez, ez pedig a neuromuszkularis depolarizacio gatlasahoz
vezet. A sejtek nem képesek az AnTx-a lebontisara, jelenléte abnormalis ideg- és
izommiikddéshez vezet (7).

Anatoxin-a mérgezés esetén az aldozat izomgoresot kap, rangatdzik, majd ledll a

1égzése (20). Mérgezés esetén nincs kémiai ellenanyag (§).



Mivel az AnTx-a a kdzponti idegrendszert gatolja, feltételezik, hogy hasznos lehet

olyan betegségek kutatasa €s kezelése esetén mint az Alzheimer kor (8).

2.3.2.2. Homoanatoxin-a

A homoanatoxin-a-t, mely az AnTx-a etil-keton analogja, eredetileg Oscillatoria-bol
izolaltak (8). Els6sorban lenyelés altal keriilhet a szervezetbe, de nagyobb koncentracio esetén

a boron keresztiil is bejuthat (20).

2.3.2.3. Anatoxin-a(s)

Az anatoxin-a(s) az acetilkolineszterdz erds organofoszfat inhibitora (8). Azaltal,
hogy kotédik az acetilkolinészterazhoz, megakadélyozza az acetilkolin hidrolizisét. gy az ion
csatorna nyitva marad, ami karos hatassal van az izmokra (20).

Ritkan fordul elé és nagy a kémiai instabilitisa. Az NRC 525-17-es koddal ellatott
Anabaena flos-aque torzs termeli (8). Az antatoxin-a-val ellentétben, az anatoxin-a(s)
emlésokben megnoveli a hiperventillacié mértékét, valamint neurotoxinokra jellemzd
tiineteket valt ki, mint példaul a hasmenés €s reszketés (20).

0 0
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ANATOXIN-a(s)

3. abra: Az anatoxinok kémiai szerkezete (Patockaa és Stredab, 2002)

2.3.2.4. Szaxitoxinok (STX)

A szaxitoxinok ugy is ismertek mint paralitikus kagylomérgek. Neviikk a Saxidomus
giganteus nevi puhatest(itdl ered, amelynél elészor azonositottak (39). A szaxitoxinokat
elsésorban a tengeri dinoflagellatak egy része szintetizalja. Néhany cianobaktérium is termeli
Oket, mint az Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Lyngbya sp. és a Cylindrospermopsis
raciborskii (39). A szaxitoxinok az egyediili olyan cianotoxinok, amelyek nem csak a

cianobaktériumoknal fordulnak el6 (70).
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Mivel a kagylok gyakran akkumulaljak o©ket, védekezési mechanizmusokat
fejlesztettek ki toxikus hatdsuk ellen. Azonban az ezeket fogyasztd tengeri allatokra és az
emberre nagyon toxikusak lehetnek (20).

A szaxitoxinok karbamat alkaloid neurotoxinok egyik csoportjat képezik (4. abra) (9).

4. abra: A szaxitoxinok szerkezete (Www.answers.com)

Az emberi idegsejtek kiilondsen érzékenyek a szaxitoxinokra (20). Gatoljak az
idegingeriilet atadasat, mivel a fesziilségfiiggd Na'-csatornakhoz kotédnek. Megakadalyozzak
ezeknek a csatornak a kinyilasat, igy a natrium bearamlast és ezaltal az akcids potencial
kialakulasat gatoljak (39). Sulyos esetekben gyengeség, faradékonysag, az ajkak, szaj és nyelv
¢rzéketlensége, 1égzési zavarok, tudathasadas, majd bénulds léphet fel. A légzés vagy a
szivverés leallasa esetén haléalos lehet. Nincs ellenszere, csak a tiinetek kezelése lehet hatasos

bizonyos esetekben (20).

2.3.3. Dermatotoxinok

A dermatotoxinok alkaloid tipust vegyiiletek, ide tartoznak a lyngbyatoxinok és
aplysiatoxinok, melyeket tengervizi cianobaktérium fajokbdl (Lyngbya, Oscillatoria)
izolaltak. Jelentds tumorindukald képességgel rendelkeznek és a sejtek belsd jelatviteli
folyamataiban kulcsszerepet jatszoé enzimet, a protein kindz-C-t indukdljak. A bdrrel
¢rintkezve borgyulladast, lenyelés esetén pedig gyomor és bélrendszeri gyulladast valthatnak

ki (9).

2.3.4. Irritalé hatasu toxinok — lipopoliszacharidok

Az endotoxikus lipopoliszacharidok (LPS) a Gram-negativ baktériumok -beleértve a
cianobaktériumokat is - kiilso sejthartyajaban vannak jelen.

Az LPS lipid A-bol, torzs poliszacharidokbol, és kiilsé poliszacharid lancbdl all.

A lipopoliszacharidok l4dzat valtanak ki az emldsoknél. Amellett, hogy az
immunrendszerre hatnak, befolyasoljak a kiilonb6z6 szervezetek detoxifikacidos rendszerét

(39).
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2.4. A cianobakterialis produkcio kornyezeti kockazatanak elsédleges
becslése

Annak felmérésére, hogy egy vizviragzas tartalmaz-e toxint termeld
cianobaktériumokat, valamint hogy ezek a cianotoxinok milyen mértékben toxikusak,
okotoxikologiai teszteket alkalmaznak.

Az egereken alkalmazott teszteléseket, amelyek tipikusan az elsé toxikologiai
modszerek voltak a vizvirdagzasbol szarmazé minta felmérésében, jelenleg mas biologiai,
kémiai és immunologiai modszerek valtjak fel. Az egereken végzett vizsgalatoknak még
mindig vannak elényei: konnyl 6ket hasznalni - ha van hozzaférhetd laboratériumi egér - a
modszer olcso és lehetdve teszi a toxin mennyiségi €s mindségi kimutatasat par percen vagy
oran beliil (§). Egy toxin hatasat egerekre tobbféleképpen lehet tesztelni: ivovizbe, taplalékba
keverve vagy intraperitonealis adagolassal. A mérgezés jeleibdl meg lehet kiilonboztetni a
hepatotoxinokat a neurotoxinokt6l és még a neurotoxin tipusokat is egymastol. Az egereken
végzett teszteknek a hatranya, hogy nem képesek kimutatni az alacsony mennyiségben jelen
levé toxinokat. A masik hatranyuk pedig az, hogy a kiilonb6z6 toxin homologok
megkiilonboztetésére nem alkalmasak.

Jelenleg az a cél, hogy lecsokkentsék, és lehetoség szerint kizarjadk az emldsokon
végzett kisérleteket, és valoszini, hogy ezt a modszert csak akkor fogjak alkalmazni, amikor
mas modszerek feltételei nem biztositottak (8).

Az egerken végzett 6kotoxikologiai vizsgalatok mellett a halakon, példaul a pontyon
(Cyprinus carpio), a pisztrangon (Salmo trutta), a bodorkan (Rutilus rutilus) vagy a
dévérkeszegen (Abramis brama) végzett toxikologiai felmérések is jelentdsek, mivel ezek
pontos mutatdi annak, hogy a cianobaktériumokat tartalmazo vizvirdgzasok hogyan hatnak a
vizek haldllomanyéra (7). Azonban, az utobbi években a halakon végzett dkotoxikologiai
vizsgalatokkal kapcsolatban is etikai problémak meriiltek fel (29). Az egyik mddszer, amivel
ki lehet valtani a kifejlett halakon vald akut toxicitasi teszteket, azok embridin torténd
vizsgalatok. A zebrahal (Brachydanio rerio) embrié megfeleld modellnek bizonyul erre a
célra (29).

A soféreg (Artemia salina) széleskoriien hasznaljak a toxicitas méréséhez, €¢s mind a
mikrocisztinek, mind a cilindrospermopszin bizonyitottan toxikusan hatnak ra. Az séférgen

végzett toxicitas vizsgalatok sokkal érzékenyebbek, mint az egereken végzett vizsgalatok

(206).
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Mas biologiai  modszereket is  kifejlesztettek a cianotoxinok kimutatasara:
gerincteleneken, baktérium, hal és emlds sejtkulturdkon vald tesztelések, immunologiai
modszerek alkalmazasa ¢és enzimaktivitasbeli valtozasok tesztelése (példaul protein
foszfatazok gatlasanak tesztelése) (8).

A sejtkultarakon végzett citotoxikologiai vizsgalatok fontosak annak megértéséhez,
hogy a kiilonb6zo vegyszerek hogyan hatnak a sejtekre és a szOvetekre. Amikor egy
vegyiiletet citotoxicitas szempontjabol elemeznek, a sejt kiilonb6z6 tulajdonsagaira valo
hatasat lehet figyelembe venni. Vizsgalhatnak olyan mechanizmusokat, melyek minden sejtre
altalanosak, vagy olyanokat, melyek bizonyos sejttipusokra specifikusak, igy a szerv és
szovetspecifikus mechanizmusok is felderithetok. Az in vitro tesztelések eldnye hogy
lecsokkentik az allatok felhasznalasanak mértékét a toxikologiai vizsgalatok soran. Az
elsddleges sejtkultirak, a klonozott vagy immortalizalt sejtvonalak alkalmazasa lehet6veé teszi
a kiilonboz6 vegyszerek homogén sejttenyészeteken vald vizsgalatat (37).

A sejtszamot a sejtfehérjéhez vagy a sejthartydhoz kotédo sav-foszfatdz mennyisége
alapjan kenacid kék, szulforhidamin B, és sav foszfataz modszerrel mérik, a sejt metabolikus
aktivitasat ¢és a sejt ¢életképességet pedig MTT-vel, XTT-vel, reszazurinnal vagy
neutralvorossel. Az LDH aktivitds valtozasanak vizsgalatat a membran integritdsanak

mérésére hasznaljak (31).

2.5. A CHO - K1 sejtek jellemzése

A CHO (Chineese Hamster QOocyte, kinai horcsog petefészek sejt) sejtek epithelialis
jellegli sejtek. T. T. Puck és munkatarsai 1957-ben hoztak létre ezt a sejtvonalat egy feln6tt
kinai horcsog petefészkébdl. A CHO sejtvonalnak szamos alklonjat hoztdk 1étre azdta. Mi
ezek koziil a CHO-K1 sejteket hasznaltuk.

A CHO sejteket gyakran hasznaljak a molekularis bioldgiai vizsgalatokban, mivel
morfolégidjuk egyszerli és konstans genetikai allomannyal rendelkeznek (35). A CHO-K1
sejteket sokszor alkalmazzak a gének expressziojanak vizsgalatara a sejtbiologiai
kutatasokban, toxikologiai felmérésekben, virusok és prionfehérjék hatasanak vizsgalataban

(40).

3. Anyag és modszer

A sejteket 37 °C-on 5%-0s CO, tartalom mellett inkubaltuk 5%-nyi FBS-t (fetalis

marha szérumot) tartalmazé F-12/Hamm médiumban, amihez 4 pl/ml gentamicint tettiink.
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Kiilonb6z6 cianobaktériumfajokbol, nevezetesen: Aphanizomenon vegyes tenyészetbol
(APHA), Oscillatoria sp. anatoxint termeld torzsbol (PCC6506), Cylindrospermopsis
raciborskii bizonyitottan cilindrospermopszint termeld torzsbol (AQS), négy Balatonbol
izolalt Cylindrospermopsis raciborskii izolatumbol (ACT9502, ACT9503, ACT9504,
ACT9505) kaptam akivonatokat, valamint tisztitott cilindrospermopszint és mikrocisztin-LR-
t. A kivonatokat Dr. Kovacs Attila készitette el, majd bocsatotta rendelkezésemre.

A sejteket a kezelés elétt 24 éraval 1x10°-en koncentracioban tettiik ki a vizsgalatnak
megfeleléen 96 vagy 4 lyuka platekre. A 96 lyuku plateket az LDH aktivitas és a
fehérjemennyiség mérésekhez, a 4 lyuku plateket aktin festéshez hasznaltuk. A kezelések
soran az kivonatok koncentracié és idofliggd hatasait vizsgaltuk, a kontroll sejtekhez
viszonyitva. A kivonatokat szérummentes médiumban oldottuk fel, mivel a szérumot
tartalmazé médium lecsokkentheti a toxicitast. A kontroll sejteken a kezelések kezdetekor a
szérumot tartalmaz6 médiumot szintén szérummentesre cseréltem le.

A kezelések utdn vizsgaltuk a sejtek membranpermebilitasanak valtozasat LDH
aktivitdas mérésével; MTT teszttel mitokondrialis dehidrogenazok aktivitasat hataroztuk meg,
mig immuncitokémiai eljarassal phalloidin-FITC-cel festettilk az aktinfilamentumokat és

Nikon Optiphot 2 epifluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk a végbemend valtozasokat.

3.1. Az LDH (laktat dehidrogenaz) aktivitas mérése

A laktat dehidrogenaz (LDH) felszabadulas a sejthalal altalanos jele. Minden mddszer
koziil az LDH felszabadulds mérése a leggyakrabban hasznalt és legelfogadottabb modszer a
sejthalal és sejtlizis mérésére. A modszer a B-NADH B-NAD'-4 valo oxidacidjat méri,
amikor az LDH a piruvatot laktattd alakitja. B-NADH atalakuldsa B-NAD'-a 340 nm-en

mérhet spektrofotométerrel, illetve plate olvasoval (27) (5. abra).

Q OH
Il zoH
CHE—CfCOOH ——r CHB— CH—COOH
NADH NAD+
Pyruvate Lactate

5. abra: A NADH oxidaciéja NAD"-4 LDH hatasara

Az LDH aktivitas novekedése a membran integritds megbomlasanak a jele (37).

A kezeléseket és a méréseket 96 lyuku platekben végeztiik el. Kezelések elott a
sejteket 24 oran keresztiil inkubaltuk. Cilindrospermopszinnal val6 kezelés esetén a kovetkezd
koncentraciokat vizsgaltuk: 0,2; 0,5; 1; 2 és 5 uM, mig MC-LR esetén 0,5; 1; 5; 10; 20 és 50
UM. A tisztitott toxinok esetén 3 és 24 oras kezeléseket végeztiink. APHA, AQS, PCC6506,
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ACT9502, ACT9503, ACT9504 és ACT9505 torzsek esetében 24 oras kezeléseket végeztiink.
A méréseket harom parhuzamban végeztiik el minden vizsgalt koncentracié esetén. A kapott
cianobaktérium-kivonatokat szérum nélkiili médiumban higitottuk ki 250 pl-es végtérfogatra.
Hogy a feltart cianobaktérium-szuszpenziobol minél kevesebb sejttormelék keriiljon a
sejtekre, eldszor lecentrifugaltuk a mintdinkat, majd sterilszirén atszirtiik és csak ezutan
higitottuk ki a megfeleld mértékben. A kontroll sejtek egy része pozitiv kontrollként szolgalt:
ezekre mérés eldtt egy oraval 5 pl Triton-X 100-at pipettaztunk, ami erds detergens 1évén
teljesen szétroncsolja a sejteket és igy az Gsszes LDH felszabadul. fgy megkapjuk azt a
maximalis értéket, ami felszabadulhat a sejtekbdl.

A kezelési id6 lejartaval mindegyik mintabol 40 pl feliilluszot pipettaztunk egy masik
platebe. A mintdhoz, a plate minden lyukaba 250ul NADH-t (0,2 mM NADH 0,1 M Tris-
NaCl- pufferben oldva) és 40ul piruvatot (10 mM piruvat 0,1 M Tris-NaCl-ban oldva)
pipettaztam, majd Viktor’ nevii microplate olvasé késziilékkel (Perkin Elmer) mértik az
abszorbanciavaltozast. A készlilék minden lyukra megmérte az abszorbancidt €s ezt 15-szor
megismételte. Két mérés kozott, amig a mérofej Gjra ugyanahhoz a lyukhoz ért, 44,25 s telt el.

A kapott eredményekbdl minden egyes lyukra LDH aktivitast szamoltunk a kdvetkezd
képlettel:

LDH = (AA/ min x10°xTV)/ (6,3 x10°xLxV).

Ahol: AA/min — abszorbancivaltozas egy perc alatt; TV- a teljes reakcidelegy
térfogata ml-ben; 6,3 x10° — a NADH molaris abszorpcidja 340 nm-en; L- a fény utja mm-ben
(ez a mi esetiinkben 0,7) ; V- a minta térfogata ml-ben.

Mivel a modszer fotometriai mérésen alapul és a kivonatoknak is van egy
hattérabszorbanciaja, ezért minden higitasnak a neki megfelelé hattér abszorbancigjat is
lemértiik és az erre kapott LDH aktivitas értékeket kivontuk a kezelt sejtek esetén kapott LDH
aktivitas értékekbol.

Az igy kapott eredményeket, hogy pontosan tudjuk vonatkoztatni az egy lyukban jelen
levé sejtre, a lyukakban jelen levé fehérje mennyiségre korrigaltuk. Igy lecsokkent annak a
valoszintlisége, hogy egy lyukban azért mértiink nagyobb LDH aktivitast, mert abba tobb sejt
keriilt. Bar a cianotoxinok egy része gatolja a fehérjeszintézist, ez nem befolyasolja a fehérje
mennyiséggel vald korrekciot, mivel ezek csak specifikusan bizonyos fehérjék szintézisét
gatoljak és igy az nem befolyasolja szignifikansan a sejtekben jelen levo fehérje mennyiségét.

A lyukakban jelenlévo fehérje mennyiséget az M. Bradford altal kidolgozott modszer
segitségével hataroztuk meg (6). A Coomassie Brilliant Blue G-250 nevii festéknek két
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kiilonb6zo szinvaltozata van, piros és kék. A piros valtozat kékké alakul, amikor a festék a
fehérjéhez kotodik. A fehérje-festék komplexnek magas az extinkcios koefficiense, ami a
fehérjemérésnél nagy érzékenységet jelent. A festék kdtddése a proteinhez egy nagyon gyors
folyamat (nagyjabol két perc) és a fehérje-festék komplex relativ hosszu ideig (kb. 1 6ra)
oldodva marad. Ezért a modszer gyors és nincs kritikus idohatar. A szin stabilitiasa 5 és 20
perc kozott a legnagyobb (6).

A kezelési id0 leteltével a sejtekrdl lepipettaztuk a feliiluszot, melyet az LDH
aktivitdas méréséhez hasznaltunk fel, majd a sejteket egyszer oblitettiik Tris-NaCl pufferrel, és
200 pl feltaropuffert (Tris- NaCl 1% Triton X-100) pipettaztunk rajuk, majd a plate-et egy
¢jszakan at -20 °C-on taroltam, a sejtek lizise végett. Mdasnap a mintak felengedése utan
azokat 10000 rpm fordulaton 4 °C-on 8 percig centrifugaltuk. (A hasznalt centrifuga tipusa:
Biofuge fresco, Heraeus). Ezutan a feliiliszobol 10 ul-t pipettaztunk at 70 ul Tris-NaCl
pufferbe, amihez 60 pl Bradford reagenst adtunk a fehérjetartalom meghatarozadsdhoz. A
Bradford reagens hozzdadasa utan a mintakat 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd
mértiik a mintak abszorbanciajat a Victor® plateolvaso késziilekkel.

Az igy kapott eredményeket Origin7-es programban abrazoltuk. Azt, hogy az LDH
aktivitas a koncentraci6é fiiggvényében a kontrollhoz képest szignifikansan valtozott-e vagy
sem, linearis regresszioval vizsgaltuk.

A cianobaktériumok toxicitdsdnak Osszehasonlitdsa végett probitszdm analizist
alkalmaztunk a J.J. Hubert 4ltal leirt modon (/7). Mindegyik esetben kiszamoltuk, hogy a
kapott LDH értékek hany szazalékat jelentik a pozitiv kontrollnak, majd ez alapjan
probitanlizissel kiszdmoltuk az LC50 értéket, vagyis azt az értéket amely esetén a sejtek 50%-
a elpusztul és ez alapjan Ossze tudtam hasonlitani a toxinok és a cianobaktériumkivonatok

toxicitasat.

3.2 MTT(3-((4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid) mérés

A modszer segitségével az emlOs sejtek tulélését és szaporodasat lehet mérni. Az €16
sejtek kimutatasara alkalmas, és a kialakuld jel a sejtek aktivitasanak mértékétdl fiigg, vagyis

attol hogy az elektronszallitd 1€gzési lanc dehidrogendzai mennyire aktivak (28), (31).

6. abra: MTT atalakulasa formazan termékké mitokondrialis dehidrogenazok hatasara
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Az MTT egy halvanysarga szubsztratum, melyet ¢l6 sejtekkel inkubalva sotétkék
formazan terméket hoz 1étre (28) (6. abra).

Ez a kék so oldédik DMSO-ban ¢és abszorbancidja 570 nm-en mérhetd (/8). A
tetrazolium gyiiri az aktivan miikodé mitokondriumban hasad el, igy a reakci6, mely
kiilonb6z6 mitokondrialis dehidrogenaz enzimek aktivitdsat méri fel, csak az életképes
sejtekben megy végbe. Az MTT-bol keletkezé formazan mennyisége egyenesen aranyos a
sejtszammal - akar széles skalan is - ha homogén sejtpopulaciot hasznalunk (28) (7. ébra).

Ez a modszer tehat arra alkalmas, hogy kimutassuk a citotoxicitast, az osztodast €s az

aktivaciot. Az eredmények plate-olvasoval mérheték és magas precizitastiak (28).

7. abra: A sejtek metabolikus aktivitdsanak mérése MTT-vel (a) a sarga MTT atalakulasa
sotétkék formazan termékké a sejtek €letképességének fliggvényében b) a sotétkék formazan

termék felgytilése a CHO-K1 sejtek mitokondriumaiban, 67-szeres nagyitas)

A méréshez sziikséges MTT-t, feloldottuk PBS-ben 5 mg/ml koncentracioban. Az igy
kapott oldatot 0,22 mikronos poérusatmérdjii Millipore sziirdvel sterileztiik, hogy eltavolitsuk
az oldhatatlan maradékot, ami az MTT-bol maradt. Az igy kapott oldat 4 © C-on tarolhato.

1, 3 és 24 o6ras kezeléseket alkalmaztunk  mikrocisztin-LR-rel  és
cilindrospermopszinnal, mig a hét cianobaktérium torzzsel (AQS, PCC6506, APHA,
ACT9502, ACT9503, ACT9504 és ACT9505) 24 orasakat. A kisérletek soran minden
vizsgalt koncentracibol harom parhuzamost készitettiink. A sejtek egy részét TrX-100-al
kezeltiik, ezek metabolikus aktivitasa nulla lesz.

Kezelés utan a 25 pl térzs MTT oldatot pipettaztunk a lyukakba majd a plateket még 3
oran keresztiil inkubaltuk 37° C-on. Ezutan leszivtuk a feliiluszot.

Az MTT-bél keletkezd formazan reakcidtermék csak részben oldodik médiumban.
Ahhoz, hogy a formazan s6 az optikai stiriség méréséhez megfelelé6 modon oldodjon fel, egy
alkohol hasznélata sziikséges. Erre a legmegfelelébbnek az izopropanol tlinik (28). Ezért a
feliiluszo leszivasa utan el6hivot, sav-izopropanolt (100 plt 0.04 N HCI-t tartalmazd
izopropanolbodl) adtunk a lyukakhoz, melyet razatas kovetett, hogy a sotétkék kristalyok

feloldodjanak. Azt, hogy az el6hivot mennyi ideig érdemes rajtahagyni kalibracioval mértiik,
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ennek alapjan 15 percig kellett a mintainkat szobahdmérsékleten inkubaltuk. Majd a mintat
lecentrifugaltuk, €s a feliiluszot attettiik 1 mérdplatebe.

Ezutan 595 nm-en mértiik az abszorbanciat Victor® plateolvaso késziilékkel. Mivel a
TrX-100-al kezelt sejteknek is van egy abszorbancidjuk, az ezekre kapott abszorbanciaértékek

sres

atlagat kivontuk mind a kontroll sejtek abszorbancidjabol, mind a kezelt sejtek
Az igy kapott értékek segitségével a tisztitott toxinokkal vagy cianobaktérium-
kivonatokkal kezelt sejtek életképességét szazalékban fejeztem ki, ugy hogy a kontroll sejtek
abszorbanciajat 100%-nak vettem.
Az eredményeket Origin7-es programban abrazoltuk. Azt, hogy a sejtek életképessége
az alkalmazott toxin vagy cianobaktériumbdl készitett szuszpenzid hatdsara szignifikdnsan

valtozott-e vagy sem a koncentraci6 fiiggvényében linearis regresszioval vizsgaltuk.

3.3. Az aktinvazon végbemend valtozasok vizsgalata

A sejteket 24 0oras szérumot tartalmazé médiumban torténd inkubalads utan
szérummentes médiumban kezeltiik a tisztitott toxinokkal illetve a kivonatokkal.

Tisztitott  toxinokra a  kdvetkez6  koncentraciok  hatasat  vizsgaltuk:
cilindrospermopszin esetén 1, 2 és 5 uM, mig mikrocisztin-LR esetén: 5, 10, 20 és 50 pM.
Mind cilindrospermopszinnal, mind mikrocisztin-LR-rel 24 ¢és 48 oras kezeléseket
végeztiink. AQS, APHA, ACT9502, ACT9504 torzsekkel 24, 48 és 72 oras kezeléseket
végeztiink.

A sejteket a kezelési 1d6 lejartakor egyszer mostuk PBS-sel, majd 4%
paraformaldehidet tartalmaz6 PBS-ben 5 percig fixaltuk szobahémérsékleten. Ezutan kétszer
mostuk PBS-sel, majd 1: 5000-szeres higitasban tettem ra a falloidinhez konjugalt FITC-cet,
és 3 oran at inkubaltam sotétben, szobahémérsékleten. Az inkubacids id6 letelte utan kétszer 5
percig Oblitettilk PBS-sel, majd egyszer desztillalt vizzel. Ezutan a kis feddlemezkéket ugy
fektettem réa a targylemezre, hogy alda DAPI-Antifade oldatot cseppentettiink. A falloidinhez
konjugalt FITC-cel az aktinvazat tettiik lathatova, mig a DAPI a sejtek DNS-¢éhez kotodott.

Mindegyik mintat 40x-es nagyitasban vizsgaltuk Nikon Optiphot II. epifluoreszcens
mikroszkoppal. Alaposan attanulméanyozva a mintakat, a tipikus sejtszerkezetrdl minden
minta esetében legalabb 10-10 fotdt készitettiink, mind a DAPI-val, mind a falloidin-FITC-el
val6 festés esetén. Az igy kapott képeket egymasra helyeztiik, hogy ugyanazon sejtek esetén
egy képen legyenek lathato az aktinvaz (z6ld) és a sejtmag (kék).
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4. Eredmények és kiértékelésiik
4.1. A toxinok és cianobaktérium-kivonatok hatasa az LDH

enzimaktivitasra

Cilindrospermopszin hatdsdra harom oOrds kezelés esetén a toxinkoncentracio
novekedésével szignifikansan nétt az LDH aktivitas (p=0,001). 2 uM CYN hatéasara az LDH
aktivitas megegyezett a TrX-100-al kezelt sejtekével.

Hepatocitaknal 18 oras kezelés esetén az 1 uM és e feletti koncentraciok 75%-os LDH
felszabadulast valtottak ki (/8).

Huszonnégy oras cilindrospermopszinnal valé kezelés utan a CHO-K1 sejtek LDH
aktivitasa végig a kontroll koriil maradt, ami azzal magyarazhatd hogy a mar korabban, 3 o6ra

utan felszabaduldo LDH az inkubatorban jelen levé magas hdmérsékleten lebomlott (8.a. abra).

[ E I :h

16 [124h 16 - [ 124h
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LDH enzimaktivitas (nM/ug protein)

LDH enzimaktivitas (nM/. g protein)

kontroll Tré-100 0.2 0.5 1 5 5 Kontrolr¢ - 100 0.5 1 5 10 20 50
toxinkoncentracio (uM) toxinkoncentracid (uM)

**%Ep=0,001 **p=0,004

8. abra: Cilindrospermopszin (CYN) ¢és mikrocisztin- LR (MC-LR) hatasa LDH
aktivitasra: a) CYN, b) MC-LR

A mikrocisztin-LR hatdsa a cilindrospermopszinhoz képest késleltetett. Harom ora
utan a sejtek LDH aktivitdsa megno6tt a kontrollokhoz képest, de nem valtozott a koncentracio
fiiggvényében (8.b. 4bra).

A CHO-KI sejtekhez hasonléan hepatocitaknal sem figyeltek meg 10 uM MC-LR
hatasara harom ora utan szignifikans LDH koncentracio novekedést, pedig ekkor a sejtek egy
része mar elpusztult, ami arra utalhat, hogy a sejtek gy is az apoptotikus tutra léptek, hogy a
membran nem sériilt €s csak buborékok jelentek meg (3).

Huszonnégy oras kezelés esetén az LDH aktivitds a koncentracid fiiggvényében

szignifikansan nétt. (p=0,004) (8b. abra) Botha és mtsai. hasonlod hatisokat figyeltek meg
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CaCo2 és MCF-7 sejteken 50 pM MC-LR hatasara: 6k mar 30 perc utan megfigyelték az
LDH aktivitds novekedését az MC-LR kovetkeztében felszabaduld reaktiv oxigén gyokok
hatasara. 24, 48 és 72 oras kezelések esetén Ok is az LDH aktivitas szignifikans novekedését
figyelték meg, ami a membran permeabilitas novekedésének a kovetkezménye (5).
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9. abra: AQS, PCC6506 és Aphanizomenon sp. hatasa LDH aktivitasra 24 oras kezelés
esetén (a) AQS, b)PCC6506, ¢) APHA)

A bizonyitottan cilindrospermopszint termeld AQS torzs 24 ora utan szignifikans
(p<0,05), de a legnagyobb alkalmazott koncentracio esetén sem érte el a TrX-100-al kezelt
sejtek LDH aktivitasat (9a. abra).

Az anatoxin-a-t termeld PCC6506 torzs szuszpenzidjanak hatasara az LDH aktivitas
szignifikansan nétt (p<0,05) (9b. abra). 0,45 mg/ml-es koncentraciotdl teljesen szétroncsolta a
sejteket, hasonloan a TrX-100-zal kezelt sejtekhez, az 6sszes LDH felszabadult .

Bar az Aphanizomenon sp. torzs mar 2 mg/ml-es koncentracioban kivaltott LDH

aktivitasnovekedést, a koncentraciofiiggést nem tudtunk kimutatni (p=0,056) (9c¢. abra).
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10. abra: Balatonbol izolalt Cylindrospermopsis raciborskii torzsek hatasa LDH aktivitasra
(a)ACT9502, b)ACT9503, ¢) ACT9504, d) ACT9505)

ACT9502, ACT9503, ACT9504 torzs hatasara a vizsgalt koncentraciokban
szignifikans LDH aktivitasnovekedést lehetett megfigyelni (p<0,05), (10. abra). Az ACT9505
esetén a 0,25 és 5 mg kozotti koncentracidtartomany tul nagynak bizonyult. Mar a legkisebb -
0,25 mg/ml-es koncentracioban - is elérte a pozitiv kontroll értéket a felszabadulo6 LDH
mennyisége (10.d. abra). Az, hogy az ACT9505 torzs hatdsara bizonyos koncentraciok (0,5;
1; 2,5 és 5 mg/ml) esetén nagyobb LDH aktivitas értekeket kaptunk, mint a TrX-100 esetén,
ami kiindulési sejtszamban levd kiilonbségekkel magyardzhatd. Annak ellenére, hogy a
fehérjeméréssel erre korrigaltunk: ha a kiindulasi sejtszam csak kis mértékben is kiillonbozik,
ez jelentds kiilonbségekhez vezethet a 48 6ras inkubacios id6 (kezelés elotti 24 ora és kezelés
utanni 24 6ra) alatti sejtosztodasok révén.

Probitanalizis alkalmazésa soran az LDH értékekbdl szamitott LC50 értékek az 1.

tablazatban lathatok.
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Toxin/ cianobaktérium-kivonat LC50 mg/ml
AQS 0,011748976
PCC 0,138038426
ACT 9505 0,169824365
ACT 9504 0,251188643
CYN 0,537031796
APHA 0,588843655
ACT 9502 1,638702061
ACT 9503 1,659586907
MC-LR 2,511886432

1. tablazat: A vizsgalt toxinokkal és cianobaktérium-kivonatokkal valo kezelések utan mért

LDH értékek alapjan probitanalizissel kapott LC50 értékek

A kivonatok koéziil a legtoxikusabbnak a cilindrospermopszint termelé AQS torzs és az
anatoxin-a-t termelé PCC6506 bizonyult. A négy balatonbol izolalt Cylindrospermopsis
raciborskii torzs koziil az ACT9505 és az ACT9504 LC50 értéke volt a legkisebb. Az
Aphanizomenon sp. vegyes tenyészet LC50 értéke kisebb, mint az ACT9502 és ACT9503.
Mindegyik kivonat LC50 értéke kisebb mint az MC-LR-¢, €s a négy toxikusabb kivonat
(AQS, PCC, ACT9505, ACT9504) a CYN LCS50 értékénél is kisebb. Ez nem feltétleniil
jelenti azt, hogy a vizsgalt cianobaktérium torzsek kivonatai toxikusabbak lennének mint a két
vizsgalt hepatotoxin, a CYN ¢és az MC-LR. Ez onnan is latszik, hogy az AQS, mely egy
bizonyitottan cilindrospermopszint termeld torzs LC50 értéke 50-szer kisebb, mint a CYN-€.

A nyers cianobaktérium-szuszpenziok sokszor sokkal toxikusabbak, mint a tisztitott
toxinok. Ez arra utal, hogy egy vizviragzasban egyiitt el6forduld ismert toxinok és a
cianobaktériumok altal termelt, eddig nem azonositott vegyiiletek kozott szinergisztikus hatas

1éphet fel (19).

4.2. A CHO-K1 sejtek MTT aktivitasanak valtozasa

Mikrocisztin-LR-el valdo 3 és 24 oras kezelés esetén alacsonyabb koncentraciok
alkalmazasakor (0,2; 0,5; 1 pM) valamint 1 6ras kezelés esetén minden vizsgalt koncentraciod
hatdséra a sejtek €letképessége nagyobb volt, mint 100%. Ez igaz volt 1 6ras 0,5;1 és 5 uM
cilindrospermopszinnal valod kezelés esetén is (11.a. és 11.b. abra). A rovidebb ideig tarto és
kisebb koncentracion torténd kezelések hatasara a sejtek metabolikus aktivitasa nétt a
sejtekben beinduld detoxifikacids folyamatoknak koszonhetden. Ezek energiaigényes

folyamatok, ATP hasznalddik fel, ennek kovetkeztében az oxidativ foszforilacié felgyorsul,
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ami altal a NADH, és a FADH, NAD" -4 és FAD'-4 oxidalodik. Ezéltal a NADH/NAD"
arany lecsokken, aminek koOszonhetéen a citratciklus mitkondridlis dehidrogenazai
aktivalodnak, hogy a NAD" -t NADH-va redukaljak.

Magasabb koncentraciok és hosszabb ideig tartd kezelés utan a sejtek metabolikus
aktivitasa csokkent.

Cilindrospermopszinnal valdo 3 ¢és 24 o6ras kezelés esetén a sejtek életképessége a
koncentracio fliggvényében szignifikansan csokkent. (p<0,05) 2, 5 és 10 uM CYN esetén a
sejtek metabolikus aktivitasa a kezelés idotartamanak novekedésével csokkent (11.a. abra).

Mikrocisztin-LR esetén csak a huszonnégy oras kezelés utan csokkent szignifikansan az
¢letképesség. (p<0,05) (11b. abra) CaCo2 ¢és MCF7 sejtvonalakon Botha és mtsai. is
szignifikans ¢életképesség csokkenést figyeltek meg 10 pM MC-LR hatéséra 24, 48 és 72 o6ras
inkubalas utan (5). 1, 5 és 10 uM-os MC-LR el valo kezelés esetén az életképesség i1do
fliggvényében torténd csokkenése is megfigyelhetd (11.b. abra).
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11. abra: Cilindrospermopszin (CYN) és Mikrocisztin-LR (MC-LR) hatasa CHO-K1 sejtek
¢letképességére (a) CYN, b) MC-LR)

A cilindrospermopszint termeld Cylindrospermopsis raciborskii AQS torzs hatasara
mar 0,5 mg/ml —es koncentracioban a sejtek életképessége 5% ald csokkent (12.a. dbra).
Mivel ezt az alacsony értéket a sejtek életképessége mar az altalunk vizsgalt legkisebb
koncentracional elérte, ezért ebben a koncentracidtartomanyban nem tudtuk a
koncentraciofiiggést kimutatni, de egyértelmiien latszik, hogy mar 0,5 mg/ml AQS torzsbol

szarmazo szuszpenzid jelentds mértékben lecsokkentette a CHO-K1 sejtek ¢letképességét.
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12. abra: AQS, PCC6506 és APHA torzs hatasa a CHO-K1 sejtek életképességére 24 6ras
kezelés esetén (a) AQS, b)PCC6506, ¢) APHA)

A PCC6506 anatoxin-a —t termeld torzs esetén a sejtek életképessége 0,5 mg/ml-es
koncentracio esetében 88% ala csokkent, majd a kovetkezd alkalmazott PCC6506
koncentracional (1 mg/ml) 5% ala esett. Az 1-5 mg/ml kozotti koncentraciok esetén az
¢letképesség mindig 5% alatt maradt (12.b. abra). Ahhoz, hogy a koncentraciofiiggést
kimutassuk, az 1 mg/ml alatti koncentracidtartomanyok tovabbi vizsgalata sziikséges.

APHA torzs hatasara a CHO-K1 sejtek életképessége 5% ala csokkent a 0,5- 5 mg/ml-
es koncentraciotartomanyban (12.c. abra).

A sejtek életképessége minden vizsgalt ACT9502 koncentracio esetén lecsokkent,
legalabb 72% ala (13.a. abra). A koncentraciofiiggést nem sikeriilt kimutatni, ezért tovabbi
mérések sziikségeltetnek ezen cianobaktérium torzs esetén.

A 13.b. abran lathato, hogy az ACT9503 torzzsel kezelt sejtek metabolikus aktivitasa

minden vizsgalt koncentracido esetén nagyobb volt, mint a kontroll sejteké. Ennek oka az
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crcr

detoxifikacios folyamatok hatasara a mitokondridlis dehidrogenazok aktivitasa nott.

A CHO-K1 sejtek metabolikus aktivitisa ACT9504 hatasara a kontrollokhoz képest
(13.c. abra). Itt is, akar az ACT9503 esetén, a detoxifikacios folyamatok megnovekedett
energiasziikségletének kovetkeztében nott meg a sejtek metabolikus aktivitasa.

ACTO9505 torzs hatasara 1-5 mg/ml —es koncentraciotartomanyban a sejtek

¢letképessége 10% ala csokkent (13.d. abra).
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13. abra: Balatonbdl izolalt Cylindrospermopsis raciborskii tdrzsek hatasa a CHO-K1 sejtek
¢letképességére 24 oras kezelés esetén (a)ACT9502, b)ACT9503, ¢) ACT9504, d) ACT9505)

4.3. A CHO-K1 sejtek mikrofilamentaris rendszerének valtozasa

A cianobaktériumok altal termel toxinok gyakran okozzak a sejtvaz leépiilését, ami a

sejtek lekerekedését, deformalddasat okozza. Ezért a mikrofilamentaris rendszeren végzett
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vizsgalatok megfeleld6 mutatdoi lehetnek a cianobaktérium-kivonatok toxicitdsanak

monitorizasara.

14. abra: 48 o6ras Mikrocisztin-LR —el val6 kezelés hatasa a CHO-K1 sejtek sejtvazanak
mikrofilamentaris rendszerére a) 48 o6ras kontroll sejtek b) 5 uM MC-LR ¢) 10 uM MC-LR
d) 20 uM MC-LR e) 50 uM MC-LR; Iépték= 10 uM

A kontrollhoz viszonyitva 5 pM MC-LR-nél a sejtek lekerekedtek, 10 pM-nal a
sejtmag koriili aktin halézat elkezdett lebomlani, 20uM-nal az aktin halézat a sejtmag koré
csoportosult. 50 pM-nal az aktin halézat lebomlott, mar csak egy kis foltban volt lathato a
sejtmag koriil, ami ennél a koncentracional mar 0sszetomorodott, valosziniileg a genotoxikus
hatasanak koszonhetden (14. abra).

A hepatotoxikus MC-LR hatdsa a CHO-KI1 sejtekre kevésbé kifejezett mint a
hepatocitakra, melyeknél a citoszkeleton felbomlasa 20 perces 1 uM MC-LR-el val6 kezelés
hatasara mar észlelhetd (3). Ez Osszefiiggésben 4ll azzal, hogy a majtol eltéré szervek nem
rendelkeznek az ABC transzport rendszerrel (21).

24 oras kezelés utan 1 pM ¢és 2 uM cilindrospermopszin hatdsara a CHO-K1 sejtek
hajlamosak voltak a lekerekedésre, a sejtvazuk atalakult és a kortikalis aktin haldzat leépiilt
(13).

Cilindrospermopszinnal valé két napig tartd kezelés esetén mar 1 pM-nal lathat6 a
toxikus hatds (15. é&bra). A kontroll sejtek kitapadtak, aktinfilamentumaik hal6zatba
rendezddtek. 1 pM CYN hatasara 48 ora utan a sejtek lekerekedtek, aktin filamentumaik a
sejtmag koré koncentralodtak, és elkezdtek disszocialodni. A sejtmagok mar 1 uM CYN

hatasara 6sszetomorodtek a kontrollokhoz viszonyitva. A 15. abran a koncentraciofiiggés is
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megfigyelhetd, 2 pM CYN hatasdra a sejtek még jobban lekerekedtek ¢s az
aktinfilamentumok disszocialédasuknak kdszonhetéen mar csak a sejtmag koriili részen
voltak megfigyelhetok. Ez a hatas 5 uM esetén még inkabb kifejezettebb.

3 nap alatt mar 1 uM CYN hatasara az aktinfilamentumok szinte teljes mértékben

disszocialodtak, akarcsak 2 és 5 uM esetén (16. abra).

b)

15. abra: 48 6ras Cilindrospermopszinnal valé kezelés hatasa a CHO-K1 sejtek sejtvazanak
mikrofilamentaris rendszerére a) 72 6ras kontroll sejtek b)l uM CYN ¢) 2 uM CYN
d) 5 uM CYN; lépték= 10 uM

16. abra: 72 o6ras Cilindrospermopszinnal valo kezelés hatasa a CHO-K1 sejtek sejtvazanak
mikrofilamentaris rendszerére a) 72 6ras kontroll sejtek b) 1 pM CYN ¢) 2 uM CYN
d) 5 uM CYN; lépték= 10 uM

CYN hatéséra, 72 6ra utan a sejtekben jelen levd DNS kondenzalodott, mindhdrom

koncentraci6 esetén a DNS-hez kotddé DAPI altal kibocsatott kék jel mérete kisebb, mig az
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intenzitdsa nagyobb lett, mint a kontroll sejtek esetében. CYN-el valo kezelés esetén az
idofiiggés is kimutathato, 1 és 2 pM esetén az aktinfilamentumok nagyobb mértékben
disszocialddtak 3 nap alatt (a sejtmag koriil is mar alig volt aktin), mint 2 nap alatt (15., 16.

abra).

17. abra: AQS torzs (2,45 mg/ml) hatdsa a CHO-K1 sejtek mikrofilamentaris rendszerére
a) 72 oras kontroll sejtek b) AQS 24 6ras kezelés ¢) AQS 48 6ras kezelés d) AQS 72 oras
kezelés; 1épték= 10 uM

s

CHO-K1 sejtekre a 17. abran figyelheté meg. A 24 és 48 6ras kezelések hatasa hasonlo a 48
oras 2 uM CYN esetén megfigyelt hatdsokkal: a sejtek legdombolyddtek és az aktinhalozat
elkezdett disszocialodni. A hatés er6sebbnek tlinik, mint 2 uM CYN esetén, mivel az aktinhoz
kotodo falloidin-FITC altal kibocsatott jel a 24 és 48 oras AQS kezelések esetén gyengébb. 72
ords kezelés hatdsara mar az aktinhaldzat teljesen lebomlott. Akarcsak a CYN-nal vald
kezelések esetén az AQS torzs is lathatoan kifejtett genotoxikus hatast mar 24 oras kezelési
1d6 esetén.

2,85 mg/ml APHA kivonattal valo kezelés 24 6ras inkubacios id6 leteltével a sejtek
legdmbolyodését és a DNS allomany felbomlasat okozta, az aktin halozat pedig a sejtmag
koré tomorodott. 72 ora utan a genotoxikus hatds annyira erds volt, hogy a DAPI altal
kibocsatott jel mar alig volt 1athat6 (18. abra).

24 6ra utan, 2,75 mg/ml ACT9502-es torzs hatasara a sejtek elkezdtek levalni a
feliiletrél: a 19.b) abran megfigyelhetd a fillopodiumok képzddése. Ezenkiviil az is lathato,
hogy a kortikalis aktin hal6zat nem latszik olyan kifejezetten, mint a kontroll sejtek esetén. 48

¢€s 72 ora utan az ACT9502-es torzs a CHO-K1 sejteken hasonlo hatast valtott ki, mint 1 uM
CYN 72 ora alatt: az aktinfilamentumok lebomlottak és a kromatin allomany kondenzalodott.
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18. abra: APHA (2,85 mg/ml) torzs hatasa a CHO-K1 sejtek mikrofilamentaris rendszerére
a) 72 oras kontroll sejtek b) APHA 24 6ras kezelés ¢) APHA 48 oras kezelés d) APHA 72

oras kezelés; 1épték= 10 uM

19. abra : ACT9502 (2,75 mg/ml) torzs hatasa a CHO-K1 sejtek mikrofilamentaris
rendszerére a) 72 6ras kontroll sejtek b) ACT9502 24 6ras kezelés ¢) ACT9502 48 6ras
kezelés d) ACT9502 72 oras kezelés; 1épték= 10 uM

1,85 mg/ml ACT9504-es torzs hatdsara 24 ora inkubaciéo utan a CHO-K1 sejtek
elkezdtek levalni a feliiletrdl, és a sejtmagvak elvesztették eredeti alakjukat, eltorzultak. Az
ACT9504-es torzs az ACT9502-es torzshoz hasonldan 48 és 72 ora utan az aktinhaldzat
lebomlasat és a kromatin kondenzaciojat idézte eld, tehat a hatasa hasonlo volt az 1 pM CYN-

el valo 72 oras kezeléshez (20. abra).

29



20. abra : ACT9504 (1,85 mg/ml) torzs hatasa a CHO-K1 sejtek mikrofilamentaris
rendszerére a) 72 6ras kontroll sejtek b) ACT9504 24 6rés kezelés ¢) ACT9504 48 6ras
kezelés d) ACT9504 72 oras kezelés; 1épték= 10 uM

5. Kovetkeztetések
5.1. A cilindrospermopszin és mikrocisztin-LR CHO-K1 sejtekre kifejtett
hatasa

Mind a cilindrospermopszin, mind a mikrocisztin-LR esetén kimutathaté volt a
membran permeabilitdsanak megvaltozasa a CHO-KI1 sejteken: az LDH aktivitds a
koncentracio fiiggvényében szignifikdnsan nétt, cilindrospermopszin esetén harom oras
kezelés hatasara, mikrocisztin-LR-el valo kezelés esetén pedig 24 ora utan.

A CHO-K1 sejtek nem rendelkeznek a madjsejtekre és vese epitelidlis tubularis
sejtekre jellemzé ABC transzport rendszerrel, mely a mikrocisztinek felvételéért felelds.(27)
Ez megmagyarazhatja azt, hogy a mikrocisztinek hatdsa a cilindrospermopszinhoz képest
miért késleltetett. A CYN LC50 értéke 5-szor kisebb, mint a mikrocisztin-LR-¢é, tehat az LDH
aktivitasvaltozas alapjan a CYN toxikusabb, mint az MC-LR.

Héarom o6ras cilindrospermopszinnal valé inkubaci6 nem csak a membran
permeabilitdst novelte meg, hanem a CHO-KI1 sejtek életképességét is szignifikdnsan
csokkentette. Az MC-LR 3 o6ra alatt sem a membran permeabilitdsra sem az életképességre
nem hatott szignifikansan. 24 o6ra alatt mind a mikrocisztin-LR, mind a cilindrospermopszin
szignifikansan csokkentette a sejtek életképességét mutatd mitokondridlis dehidrogenazok
aktivitasat.

48 ora utan a mikrocisztin-LR és a cilindrospermopszin hatasara a CHO-K1 sejtek

lekerekedtek, elvesztették kapcsolatukat az extracellularis matrixszal, és a kortikalis aktin
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halézat disszocialodott. Ezek a morfologiai valtozadsok mikrocisztin-LR esetén 5 pM-nal, mig
cilindrospermopszin esetén pedig mar 1 uM-nal megfigyelhetéek voltak. Cilindrospermopszin
hatasara a sejtmagok kondenzaclodtak. Mikrocisztin-LR-nél ugyanez csak 50 uM —al valo

kezelés esetén volt megfigyelhetd.

5.2. A cianobaktérium torzsek toxicitasanak felmérése CHO-KI1 sejteken

A cianobaktérium-kivonatok LC50 értéke 0,01 és 1,56 mg/ml kdzott mozgott és az
MC-LR LC50 értéke mindegyiket meghaladta. Vagyis az MC-LR nagyobb koncentracioban
sziikséges ahhoz, hogy a sejtek 50%-a az apoptozisba 1épjen, mint a kivonatok. Viszont, ez
annak is lehet a kovetkezménye, hogy a kivonatokban levé toxinok €s lipopoliszacharidok
valamint mas jelen levd vegyiiletek kozott szinergisztikus kapcsolat 1éphet fel.(19)

A sejtek életképessége 10 % ala csokkent AQS 0,5 mg/ml, PCC6506 1 mg/ml, APHA
0,5 mg/ml és ACT9505 1 mg/ml hatasara. ACT9502 5 mg/ml hatasara 40% alé csokkent, mig
ACT9503 és ACT9504 hatasara a mitokondridlis dehidrogenazok aktivitasa mindegyik
koncentracioé esetén nott. Az LDH aktivitas mérésekor kapott LC50 értékek (1. tablazat)
alapjan a négy Balatonbdl izolalt cilindrospermopszin torzs koziil az ACT9505 bizonyult
legtoxikusabbnak és a sejtek életképességét is ez a csokkentette legjobban, a tobbi vizsgalt
ACT torzsek koziil.

Az aktinszerkezetben végbemend morfologiai valtozasok a négy vizsgalt torzs esetén
AQS, APHA esetén mar 24 o6ra utan, mig ACT9502 és ACT9504-nél 48 ora utan
tapasztaltunk hasonlo valtozast, mint 1 pM CYN-nel valo6 kezeléskor.

Az altalam vizsgalt torzsek a mikrocisztin-LR-hez ¢és a cilindrospermopszinhoz

hasonldan, a koncentracié fiiggvényében citotoxikus hatast valtottak ki a CHO-K1 sejteken.

6. Koszonetnyilvanitas

A bemutatott méréseket az MTA- Balatoni Limnologiai Kutatointézetben végeztem. A
kisérleteket Gacsi Mariannal végeztiik, aki mindvégig hasznos tanacsokkal és otletekkel latott
el. Ezaton szeretném megkoszonni a segitséget Dr. Gyo6ri Janosnak, aki lehetévé tette, hogy
az intézetben dolgozhassak. A vizsgalatokhoz felhasznalt cianobaktérium-kivonatokat Dr.
Kovacs Attila készitette el.

A dolgozat elkészitésében Gacsi Mariann, Dr. Kdosa Ferenc, Dr. Gy6ri Janos és Dr.

Farkas Anna segitett.
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7. Roviditések jegyzéke

AnTx - a - anatoxin a

APHA - Aphanizomenon sp. vegyes tenyészetbol

AQS - Cylindrospermopsis raciborskii bizonyitottan cilindrospermopszint termeld torzs

CaCo2 — Human Colon Carcinoma Cell Line, human vastagbél carcinoma sejtvonal

CHO - Chinese Hamster Ovary, kinai horcsog petefészek sejt

CYN - cilindrospermopszin

ACT9502, ACT9503, ACT9504, ACT9505 — Balatonbol izolalt Cylindrospermopsis
raciborskii izolatumok

CYP450 - citokrém P450

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMSO - dimetil szulfoxid

FBS — Fetal Bovine Serum, fetalis marha szérum

FITC - fluoreszcein izotiocianat

homoAnTx-a - homoanatoxin a

LC50 —Lethal Concentration, az a toxikus mennyiség , amelynél a kezelt alanyok 50%-a

elpusztul

LDH - laktat dehidrogenaz

LPS - lipopoliszacharid

FAD — flavin — adenin - dinukleotid

FBS - fetal bovine serum

MCF-7 — pro —human eml6 adenocarcinéma sejtvonal

MC-LR - mikrocisztin-LR

MCYST- mikrocisztin

MTT - 3-((4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromid

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid

PBS - Phosphate Buffered Saline

PCC6506 - Oscillatoria sp. anatoxint termeld torzs

PP1 — szerin / treonin protein foszfataz 1

PP2A — szerin / treonin protein foszfataz 2A

PSI — Photosystem I, egyes fotokémiai rendszer

PSII — Photosystem 11, kettes fotokémiai rendszer

STX — szaxitoxin
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TrX-100 — TritonX-100; erds detergens hatasu vegyliilet, mely a sejteket teljesen
szétroncsolja, hasznalata esetén megkapjuk azt az értéket, amit maximalisan kivalthat egy

toxikus vegytilet
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