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Kivonat:

Aphanizomenon ovalisporum cianobaktérium torzsbdl tisztitottunk HPLC-DAD ¢s azonositottunk MALDI-TOF, NMR se-

gitségével cilindrospermopszint. A cilindrospermopszin standard segitségével magyarorszagi, braziliai valamint Ausztral
C: raciborskii izolatumok toxintartalmat hatiroztuk meg. A legmagasabb cilindrospermopszin tartalmat A. ovalisporumbél
mértiink (4mg/ml); valamint 2,5 mg/g toxintartalmat hatéroztunk meg az ausztral izolatum esetében. A magyarorszgon i-
zolAlt torzsek az Altalunk hasznalt médszerekkel nem tartalmaznak kimutathaté mennyiségben cilindrospermopszint,

Kulesszavak:

Bevezetés

Az utobbi évtizedekben a ,Civilizdcié-tevékenységének” koszonhe-
t6en a felszini vizterek szerves- és szervetlen anyag tartalmanak felhal-
mozodasa jelentds mértékben megndtt, s ennek kdvetkeztében eutrofi-
zécios folyamatok indultak és indulnak el (Reynolds, 1975). Vilagszer-
te ismert jelenség, hogy az ilyen eutréf vizekben toxintermeld ciano-
baktériumok szaporodhatnak el, vizviragzast idézhetnek elé (Carmich-
ael, 1994). Az ut6bbi években egyre tobb kontinens viztereiben jelent
meg a Cylindrospermopsis raciborskii (C. raciborskii.).cianobaktérium
faj és okozott vizvirdgzast (Padisdk, 1997, Vords, nem publikalt adat).

A faj toxintermelésére jellemz6, hogy egyes izolatumaik termelik a
cilindrospermopszin nevezetli cianotoxint, mig més iZolatumok eseté-
ben saxitoxin anal6gokat mutattak ki, illteve t6bb jelentés ismeretes ci-
anotoxint nem termeld izolatumokrél (Sivonen, 1999).

Munkénkban magyarorszagi, braziliai valamint ausztraliai C raci-
borskii izoldtumok cilindrospermopszin termelését vizsgaltuk ‘meg il-
letve hasonlitottuk 6ssze a cilindrospermopszint termel8 Aphanizome-
non ovalisporum cianotoxintartalmaval.

Anyag €s médszer

Munkank sor4n a Kineret t6bol (1zrael) széarmazé cilindrospermop-
szint termelé Aphanizomenon ovalisporumot, Ausziraliabl szdrmazo
két C. raciborskii, valamint az &ltalunk izolalt hrom magyarorszagi és
egy braziliai -C. raciborskii 1zolé.tum cilindrospermopszin tartalmat
vizsgaltuk meg.

HPLC: A HPLC-s analfziscket, diodasoros -UV-VIS- dctektorral el-
latott Shimadzu LC-10AD vp-n folytattuk A HPLC-oszlop Supelco Su-
percosil™ SPLC-18 (25 x 10 mm, 5 pm), az eluens MeQH/H,0.

NMR: Az 'H C NMR-vizsglatokat Bruker DRX-500 készllékkel
500.13/125.79 MHz-envégeztiik a DE, TTK NMR laboratériumaban.
1D 'H-NMR spectrum felvétele deuteralt vizben (D;0), 298K hdmé-
rsékleten tortént Shigemi kitvettéban (250 ul). A kétdimenzios HSQC
(Heteronuclear Single-Quantum Correlation) spektrum identikus
'H/PC eredményt adott.

MALDI TOF: MALDI-TOF MS analizist -pozitiv-ion ‘modban a
Bruker Biflex MALDI-TOF tomegspektrométerrel folytattuk. A minta
deszorpcidfionizécitja 337 nm-en nitrogén lézerrel tortént. A milszer
kalibralasat malto-oligosacharid . [M+Na]*csticsaival - végeztilk (m/z:
527.15, 689.21,851.26, 1013.31 and 1175.36).A spektrumot 2,5-dihid-
roxibenzoe sav. (DHB):matrixban vettik f61 (0.5 -l ‘matrix. oldatot-0.5
ul mintaval' szobahémérsékleten szérftottuk be). A DHB' matrix (10
mg) DHB:t tartalmazott (0.5 ml) etanolviz (1:1/v:v) elegyében. A lio-
filezett analizalandé mintat vizben vettuk fel, az identifikalt mintdnk
baziscsigsa az [M+H]" cstics.

. Eredmények ]

Az A. ovalisporum metanolos kivonatat analizéltuk HPLC-DAD-al,
majd a csticsok spektrumainak elemzése utn a 11 perc retencios ideji
csticsot tsszegylijtottik. Az anyag UV (Amax: 262) spektruma és
MALDI TOF spektruma (m:416,5) alapjan azonosftottuk, és az NMR
spektrum segitségével meghataroztuk az ismeretlén anyag szerkezeti
képletét. Az NMR adatok azonosak voltak Othani és munkatérsai (Oh-
tani, 1992). 4ltal kozolt adatokkal. Az altalunk HPLC-DAD-al megtisz-
titott és modern szerkezetazonosit6.miiszerekkel meghatérozott anyag,
a N-tartalmi uracilszarmazék, a cilindrospermopszin-voit (1. abra),

A feltart sejtek metanolos kivonatat HPLC-vel analizaltuk, és cilin-
drospermopszin standarddal készitett kalibracios girbe segitségével
meghatéroztuk a cilindrospermopszin tartalmukat (1 . tdbldzat).

Eredményemk alapjan ¢lmondhato, hogy a-legnagyobb cilindro-
spermopszin tartalmat az A.” ovalisporumbdl’ sikerillt klmutatnunk “

Cylindrospermopsis raciborskii, HPLC-DAD, cilindrospermopszin.

mg/g), illetve jelentds cilindrospermopszin tartalmat mérttink az Auszt- =
raliabol szarmazé AQS izolatum- esetében (2 mg/g). Az altalunk vizs-
galt tdbbi C. raciborskii izolatumokban cilindrospermopszint analizél-
haté:mennyiségben nem tudtunk kimutatni.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a legnagyobb cilindro-
spermopszin tartalmat az A. ovalisporumbol sikerilt kimutatnunk (4
mg/g), illetve jelents cilindrospermopszin tartalmat mértiink az Auszt-
raliabdl szarmazd AQS izoldtum esetében:(2 mg/g). Az aitalunk vizs-

/gélt tobbi C. raciborskii izolatumokban cilindrospermopszint analizal-
hat6 mennyiségben nem tudtunk kimutatni. )

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a legnagyobb. cilindro-
spermopszin tartalmat az A.. ovalisporumbol sikerilt kimutatnunk (4
mg/g), illetve jelentds cilindrospermopszin tartalmat mértiink az Auszt-
raliabdl szdrmazé AQS izoldtum esetében (2 'mg/g). Az Altalunk vizs-
galt tobbi C. raciborskii izoldtumokban cilindrospermopszint analizal-
hat6 mcnnylségben nem tudtunk kimutatni.

1. tdbldzat: A Cylindrospermopsis raciborskii lzolﬁtumok
. * cilindrospermopszin tartalma

- Jzoldtum - Torzs szdrmazdsi| - Cilindrosper-
helye - - | mopszin tartalom

BGSD 423 A. ovalisporum. | Kineret 16 (lzracl) 4mglg. .
BGSI 266 C. raciborskii Balaton (1995) | Nem detektélhato
BGSD 2000 C. raciborskii .| Balaton (2000) .| Nem detektéalhaté
BGSID 280 C. raciborskii Szelidi tb Nem détektalhatd
BGSD323 C. raciborskii '[Nova Avanhandaval Nem detektalhat6

(Brazilia)
AQS C. raciborskii _Ausztralia 2,5 me/g

LT C. raciborskii Ausztralia Nem detektalhatod

Magyarorszagi izolatumaink BGSD-280:(Szelidi- to), BGSD-266
(Balaton), BGSD-2000 (Balaton). cilindrospermopszin - analizise kie-
melt jelentdsséggel bir hiszen hazai cianobakterialis wmcgprodukcmk
toxinanalizisei gyakran ellentmondésos eredményeket adnak. A vizs-
galt magyarorszagi izoldtumok esetében-elmondhatd, hogy atudoma-
fyos-irodalomaltal leirt €s:ismert:cilindrospermopszint nem tartalmaz-
ik detektalhato: mennyxségben

Ktiszbnctnyllvﬁmtais
Y A katatémunka feltételeinek megteremtéséért koszonjitk az OTKA
T22988 és T9235 szami palydzatok tAmogatését.
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-1. dbra. A cilindrospermopszin szerkezeti képlete

Abstract: Recently, Cylindrospermopsis raciborskii is reported as a to-
xic bloom-forming species in various countries, The health effects of a-
cute and chronic exposure to Cylindrospermopsis raciborskii cells or
extracts are poorly understood. Isolates of Cylindrospermopsis racibor-
skii (BGSD 280, -266, 2000, -323) LT, AQS were collected and isola-
ted from- water blooms on Lake Szelidi, Lake- Balaton, Hungary and
Nova Avanhandava, Brazil; and Australia and deposited into our Blue-
Green Collection in Debrecen. These isolates were studied throughout:
the experiments. Cylindrospermopsin was purified from cylindrosper-
mopsin producing Aphanizomenon. ovalisporum (Lake .Kineret) by
HPLC-DAD, and .identified by MALDI TOF and NMR. With the help
of cylindrospermopsin standard and calibration curve, we determined
the cylindrospermopsin. concentration.in the Cylindrospermopsis raci-

borskii strains. 2,5 mg CYN. were detected in C. raciborskii BGSD-

AQS.There was no detectable cylindrospermopsin concentration in C.
raciborskii BGSD 280, -266, 2000, -323 LT isolates.



