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LinjaHobakTepuje npeacTaB/bajy pPasHOBPCHY rpyny MUKpoOoOpraHuMsama
MO3HATUX MO MPOAYKLMjU BUCOKO MOTEHTHUX NPUPOAHUX TOKCMHA KOju
npeacTaB/bajy 036M/bHY NpeTHy NO 34PaB/be /byAM, KUBOTUHA U KUBOTHE
cpeanHe. OBM UMjaHOTOKCUHM Ce PA3/INKYjy MO CBOjOj XEMMW]CKOj CTPYKTYPU U
MeXaHU3My Aen0Bakba, @ YeCTO Ce Y UCTOM OKpYKerby Mory Hahu pasanuute
Knace, WTO YMHWU NPOLLEHY HMUXOBUX TOKCUYHMX edeKkaTa WM33a30BHOM.
KOHTUHYMpaH pa3Boj M ycaBpluaBakbe TECTOBA 3a NPeLM3HUjy OeTeKuujy,
KapaKTepusaLmjy U NpoLLeHY PU3MKa Of LMjaHOTOKCKMHA je FNaBHU MMNepaTus,
Te ce Ha rnobanHom HMBOY cBe Yewhe Harnawasa noTpeba 3a NPUCTYNOM Koju
61 omoryhuo cBeobyxBaTHO NpoyyaBarbe LMjaHOTOKCMYHOCTM M npahere
edekata Ha pasAUUMTUM BUMONOWKUM HMBOMMA. Y UM/bY pellaBatba OBMX




M3a30Ba, Pa3BKjajy Ce pPasINYNTN aNTEPHATUBHU TECTOBU M MPUMEHY]Y MOLEN
opraHusmu, mehy Kojuma cy y Gokycy y norieny HUXOBE KOPUCHOCTU Y
yHanpehery Haler pasymeBatba OBe 001aCTW, BOAEHM KMUMEHALM WU
b6eckmumerbaum. Y cknagy ca Tum, GopmyancaHn cy NPUMapHU LUU/bEBU OBE
OOKTOpCKe aucepTaumje Koju Ccy MoApasymeBann MpOLEHY aKyTHe
TOKCMYHOCTM €eKCTpakaTa ofabpaHux cojeBa LujaHobaKTepwja in vivo, KoOp,
aKBaTUUYHUX Becknmumersaka (Artemia salina u Daphnia magna) U Kuumeraka
(Danio rerio) n naeHTMdMKoBare daKTopa Koju [o0BOAE [0 MoAynauuje
FbUXOBE TOKCUYHOCTM, YK/bydyjyhn [AOCTYNMHOCT XpaH/bMBUX MaTepuja,
doTonepuoa u dase pacrta. JoaaTHO, UCTPAXKEHU CY TOKCUYHU edeKTU Koju
ce MaHnbecTyjy Ha MOJIeKylapHOM HMBOY ABa MOAE/l OpraHn3ma, aHa/in3om
penaTMBHWX NPOMEHa Yy eKCNpPecuju reHa Koju pearyjy Ha TOKCMHe, Kako 6u
ce agedvHUCAaNN HEKM of, MexaHuM3ama TOKCMYHOr AenoBakba ofabpaHmx
cojesa. lMopepg, Tora, in vitro TecT 6asupaHn Ha ynotpebu henujcke nuHuje
XyMaHor Heypobnactoma je kopuwheH Kako bu ce oapeamo UUMTOTOKCUYHU U
HEeYPOTOKCUYHU NOTEHLMjaN UCNUTaHUX cojeBa. KOHayYHoO, jeAaH oA OCHOBHMX
LUu/beBa UCTPaXMBatba je NoApasymMeBao WCNUTMBaHbe MeTabonuukor
noTeHuuMjana opfabpaHux cojeBa Ja nNpoaykyjy oppeheHe Tunose
UMjaHODAKTEPUJCKMX  TOKCMHA  KopucTehM  MMYHOTECT, TEHOMCKY W
61uonHPopmaTMUKy aHann3y. Y cepuju TecToBa aKyTHE TOKCUYHOCTM, COjeBMU
unjaHobakTepuja cy aHanusmnpaHu kopuwherem D. magna, A. salina v D. rerio
(3ebpuua) Kao mopgen opraHuMsama. Pe3yntatm cy nokasanu fa cojesu
unjaHobakTepumja ncnosbaBajy TOKCUUHE edeKTe 3aBUCHE 04, A03€e U BpemeHa
nsnararba, ca Bapujauujama cneymouUyHMM 3a UCNUTAHKU COoj. Y TecToBMMA ca
mogenom D. magna, yTBpheHa je OTNOPHOCT OBMX OpraHM3ama npema
WHTpaLEeNynapHumMm eKkcTpaktTuma BehuHe cojeBa, M3y3eB coja Microcystis
aeruginosa PCC 7806, Koju je nokasao oppeheHn HUBO TOKCMYHOCTH,
Y3pOKRyjyhn mare og, 25% CMPTHOCTU HaKOH 48 caTu M3narara. Y aHanmsm
ekcnpecuje reHa Kopuctehu jeguHke D. magna Kao moaen opraHusme,
yTBphHeHo je pa cy reHW noBe3aHW ca [AeTOKCMKALMjoM, pactom W
penpoayKumjom pearoBanv Ha usnarake UnjaHobakTepujama. NeHn nonyt
cyp360A8, gst U p-gp Cy ce MOKasaan Kao OCeT/bMBU WHAUKATOPU
TOKCMYHOCTM  UMjaHOBaKTepuja, MoKasyjyhu npomeHe 3aBuCHe o0f,
npuMmer-eHe A03e eKCTpakaTta. Takohe cy feTeKToBaHe 3HaYajHe NpomeHe y
ekcnpecuju reHa cyp314, wWto umnavumpa noteHumjanaH edpekart Ha npouece
npecsfiayera M pacta Kog OBUX OpraHmsama. TecTuparbem TOKCMYHOCTU
cojeBa Ha mogen opraHusmy D. rerio, yTBpheHU cy pas3nnuntn cybnetanHu
edpektn, Kao wWTo cy mopdonowke abHOPMasHOCTU U M3MereHe cTone
nsnerarba. CneumdunyHn edbekT cy BapmMpann y 3aBUCHOCTM Of, UCMIUTUBAHOT
COja, Tpajarba M3M1arakba U KOHUEHTpALMje eKCTpaKTa. Y aHanm3n ekcnpecuje
reHa Koz mogen opraHmama D. rerio, yoyeHe cy 3HayajHe NpomMeHe Yy
eKcnpecuju reHa nose3aHUX ca MeTabosM3mom KceHobuoTuka (ahr2 wn
cypl AT) 1 cTpec eHAOMNIA3MaTCKOr peTuKyayma (bip). HajsHavajHmje npomeHe
cy ytBpheHe Kog reHa abcb4, Koju je 64O 3Ha4yajHO WMHAYKOBAH HAKOH
M3Narakba CoOjeBMMa UMjaHODaAKTepuja, LWTO YKasyje Ha aKTuBauujy
MeXaHM3Ma MyATUKCeHoBUoTCcKe pesncteHumje. CanuHn ebektm npumeheHm
Koz D. magna yKasyjy Ha 3ajefHUYKM MexaHW3amM 33 MeTaboiM3am TOKCUUYHUX
UMjaHOBaKTEPUjCKMX jeautbera Koh oba moaen opraHusma. Y TecToBMMA
ca BpCTOM A. salina ytBpheHa je TOKCMYHOCT CBMX LMjaHOBAKTEPUjCKUX
cojeBa, Npu Yyemy cy BoaeHu cojeBu (M. aeruginosa PCC 7806, Oscillatoria
DTD-Beéej, Oscillatoria K3 w Oscillatoria Z1) nokas3anuM yKynHo Hajsehy
TOKCMYHOCT. [oaaTHO, OTKPMBEHA je NO3UTUBHA Kopenauuja usmehy
KOHLLEHTpaLUMje a3oTa M TOKCUYHOCTHU cojeBa, 1 noBehaHa TOKcMYHOCT BehnHe
cOjeBa HaKOH rajetba y a3oTom bHoraTujem okpyKery. ONTUMAAHU HUBOM
docdopa cy ctumynncanm TokcmyHocT BehuHe cojesa o npara og 0.04 g L,
W3Hapg Kojer HUcy npumeheHe 3HavajHe npomeHe. Takohe je ncnutaH yTmuaj




Tpajatba M3narakba CBET/IOCTM HA TOKCUMYHOCT UMjaHObaKTepwuja, y3 youyeHe
C/IMYHOCTU Y O4TOBOPY COjeBa KOju Npunagajy UcTom poay LujaHobakTepuja
Ha MNPOAYXEHO W3faratbe CBET/IOCTM TOKOM KynTusauuje. [obujeHu
pe3ynTatu yTmuaja ¢ase pacta Ha TOKCMYHOCT Har/ialagajy 3HavyajaH edekar
¢baze pacta Ha NpoOAYKUMjy TOKCMYHMX MeTabonuta TecTUpaHWX Ccojesa.
YtBphHeHo je aa je Hajseha TOKCMYHOCT 3abenerkeHa y eKcTpaktuma sehuHe
cojeBa A06MjeHMX TOKOM CTauMoHapHe ¢ase pacta (HakoH 21 u 35 paHa
KynTuBauwmje). Y cnyyajy cojea poga Oscillatoria perucTpoBaHo je 3HauyajHo
nporpecuBHo nosehakbe TOKCUYHOCTU U TOKOM da3e eKCNOHEHUMjaIHOT pacTa
M HAKOH ynacka y cTauMoHapHy ¢asy, WTO yKa3syje Ha KOHTUHYMpaHy
NPOu3BOAHY TOKCUYHUX jeaAurbera TOKOM cBux @¢asa pacta. HakoH
ucnuTuBakba edeKktaTa LujaHODaKTEPUjCKUX eKCTpaKaTa Ha henuvje xymaHor
Heypobnactoma, yTBpheHa je A03HO-3aBUCHA LUTOTOKCUYHOCT Kog BehuHe
cojeBa. BapujabunHoct y ogrosopy henunja npumeheHa je npu npogyeHom
usnaraky cneunduyHMM CcojeBMMa, LITO YKasyje Ha pas/vuuTe cacTase
eKcTpaKaTa 1 ibuxoB edekat Ha oBaj TMN henuja. HakoH ynotpebe eH3umcKor
Tecta (ELISA) y petekumju ekBuBaneHata muKpouuctuHa (MC-LR) vy
eKCTpaKTMMa unjaHobakTepuja, yTBpheHa je BeoMa HUCKa KOHLLeHTpaLmja 3a
BehuHy cojesa. OBaj pe3ynTaT cyrepvle Aa MUKPOLUCTUHWU U HOAYNAPUHM
HUCY NPUMMAPHO OArOBOPHM 3@ YO4YEHY TOKCUYHOCT Yy MNPUMEHEHUM
6M0N0WKMM TecToBUMMA. 3HayajaH [OMPUHOC OBe AOKTOPCKE aucepTaumje
ornepa ce y bopmuparby Konekumje CeKBeHLUM reHoMa ayTOXTOHUX BOAEHUX U
3eMJ/bULLIHMX cojeBa UmjaHobaKTepuja M3onoBaHMX ca noapydja Penybauke
Cpbuje, npeacTas/bajyhn npBa TakBa UCTparkMBaka Ha 0BMM npoctopuma. C
063MpOomM Ha TO f[a Ha CBETCKOM HMBOY MOCTOjU CTanHa noTtpeba 3a
JONyHaBaktbeM TeHOMCKUX 6a3a umjaHobakTepuja HOBMM CeKBEHLLaMa,
pe3ynTaTv 0BMX UCTParkMBarba he 3Ha4YajHO AONPUHETU AOCTYNHOCTU HOBUX 9
CEeKBEHLMpPAHUX FeHOMa Koju npunagajy poaosuma Anabaena, Nostoc i
Oscillatoria. TeHOMCKOM aHaNIM30M LMjaHOHAKTEPUjCKMX COjeBa je OTKPUBEHA
M3y3eTHa Pa3HOJ/IMKOCT MeTaboMUYKKUX NyTeBa, ca cneuMduyHMM Kaactepuma
reHa OArOBOPHMM 33 MNPOM3BOAHY PA3NMUYUTMX TOKCUYHUX jefutberba.
Knactepu reHa 3a 6MOCMHTE3Y MUKPOLMCTUHA OTKPUBEHWU CY UCK/bYYMBO Y
reHomy TepecTpuyHor coja Hoctou LC1B, y cknagy ca pesyntatuma ELISA
TectoBa. Y reHomumma BogeHux cojeBa Oscillatoria K3 w Oscillatoria Z1
MOEHTUOUKOBAHM CYy K/AacTepu TreHa 33 NpoOU3BOAHY LMTOTOKCMHA
UMAMHAPOCNEPMONCUHA Ca 3HayajHom nokpuseHowhy. Koa ocTanmx
WUCMWUTAHUX COjeBa Cy [EeTeKTOBaHW KAnacTepu reHa 3a MpOM3BOAHY
cneumoUYHMUX TOKCUYHWMX jedubberba, Kao WTO cy aHabeHonenTuH,
MUWKPOBUPUANH J, MuKpoBmpuanH H9, jamajkamug A, cuutoumknammg, A,
HocTOKAMA H9, XeKToKnopuH u nyBavHaduumH . Y Lu/by AOKasuMBaka
npoAykumje 1 maeHTMdUKaumje TakBUX TOKCUUYHWUX meTabonuta u pybsber
pa3ymeBarba HWXOBE AKTMBHOCTM, HEONXO4HA Cy [Jas/ba WUCNUTUBaHA WU
NPMMeEHA NPOTEOMCKUX U MeTaboSIOMCKMUX aHaIM3a.
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Abstract
language:

in

English

Cyanobacteria are a diverse group of organisms known for producing highly
potent cyanotoxins which pose significant threats to human, animal, and
environmental health. These toxins have diverse chemical structures and
toxicity mechanisms and several toxin classes can be present simultaneously,
making it difficult to assess their toxic effects using physico-chemical methods.
Continued development and refinement of assays is necessary for their
improved detection, characterization, and risk assessment and emphasizes the
need for a multi-level approach to studying cyanotoxicity. To address these
challenges, alternative tests and model organisms among aquatic vertebrates
and invertebrates are continually explored for their utility in advancing our
understanding of this field. The primary objectives of this doctoral dissertation
were to evaluate the acute toxicity of extracts of selected cyanobacterial
strains in vivo, in aquatic invertebrate (Artemia salina and Daphnia magna)
and vertebrate (Danio rerio) organisms and identify factors that lead to
modulation of their toxicity, including nutrient availability, light period and
growth phase. Furthermore, the study aimed to explore the toxic effects
manifesting at the molecular level by analyzing the relative changes in the
expression of toxin-responsive genes, in order to define some of the
mechanisms of toxic action of the selected strains. Additionally, in vitro tests
using a human neuroblastoma cell line were utilized to determine their
cytotoxic and neurotoxic potential. Lastly, the research aimed to examine the
potential of selected strains to produce the best studied groups of
cyanobacterial toxins using an immunoassay and various bioinformatics tools.
In a series of acute toxicity tests, cyanobacteria strains were evaluated using
Daphnia magna, Artemia salina, and Danio rerio (zebrafish) as model
organisms. The results showed that cyanobacterial strains exhibited dose- and
time-dependent toxic effects, with variations specific to the strain. D. magna
proved resistant to most strains, except for Microcystis aeruginosa PCC 7806,
which exhibited mild toxicity, causing less than 25% mortality after 48 hours
of exposure. In contrast, D. rerio displayed strain-dependent sublethal effects,
such as morphological abnormalities and altered hatching rates. The specific
effects varied based on the strain, exposure duration, and concentration. In
the gene expression analysis using D. magna as the model organism, the study
revealed that genes related to detoxification, growth, and reproduction
responded to cyanobacterial exposure. Genes like cyp360A8, gst, and p-gp
were sensitive indicators of cyanobacterial toxicity, displaying dose-
dependent changes. The study also noted significant shifts in the cyp314 gene
expression, implying potential impacts on molting and growth processes,
warranting further investigation. In the analysis of gene expression in Danio
rerio (zebrafish), significant changes were observed in genes related to
xenobiotic metabolism (ahr2, cyp1A1) and endoplasmic reticulum stress (bip).
Notably, the abcb4 gene was prominently induced after exposure to specific
cyanobacterial strains, indicating the activation of a multixenobiotic resistance
mechanism. Similar effects observed in D. magna suggested a shared
mechanism for metabolizing toxic cyanobacterial compounds in both model
organisms. The A. salina tests indicated toxicity in all cyanobacterial strains,
with aquatic strains, including M. aeruginosa PCC 7806, Oscillatoria DTD-
Becej, Oscillatoria K3, and Oscillatoria Z1, exhibiting the highest toxicity.
Furthermore, the study investigated the relationship between cyanobacterial
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growth conditions and toxicity. It revealed a positive correlation between
nitrogen concentration and strain toxicity, particularly in nitrogen-rich
environments. Optimal phosphorus levels stimulated toxicity in most strains
up to a threshold of 0.04 g L'}, beyond which no significant changes were
observed. The influence of light exposure duration on cyanobacterial toxicity
was also examined, with observed similarities in the response of strains
belonging to the same cyanobacterial genus to prolonged exposure to light
during cultivation. The research also emphasized the impact of growth phases
on toxicity. It found that the highest toxicity was recorded in extracts of most
strains obtained after 21 and 35 days of cultivation, particularly during the
stationary growth phase. Interestingly, for strains of the genus Oscillatoria, a
significant progressive increase in toxicity was observed during the
exponential growth phase and continued after entering the stationary phase,
suggesting continuous production of toxic compounds throughout all growth
phases. Moreover, the study investigated the effects of cyanobacterial
extracts on human neuroblastoma cells, revealing dose-dependent
cytotoxicity of most strains. Variability in the response of cells was noted with
prolonged exposure to specific strains, indicating different compositions of
extracts and their effects on cell types. The study used an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) to assess the content of microcystin (MC-LR)
equivalents in cyanobacterial extracts, which was found to be very low in most
strains. This result suggested that microcystins and nodularins were not
primarily responsible for the observed toxicity in the applied bioassays. Lastly,
genomic analysis of the cyanobacterial strains uncovered a remarkable
diversity of metabolic pathways, with specific gene clusters responsible for the
production of various toxic compounds. Gene clusters for microcystin
biosynthesis were detected exclusively in the genome of the terrestrial strain
Nostoc LC1B, consistent with ELISA results. In the genomes of aquatic strains
Oscillatoria K3 and Oscillatoria Z1, gene clusters for the production of the
cytotoxin cylindrospermopsin were identified with significant coverage.
Furthermore, other strains displayed gene clusters for the production of
specific toxic compounds, such as anabenopeptin, microviridin J, microviridin
N9, jamajkamid A, scitocyclamide A, nostoclide N9, hectochlorin, and
puvainaphicin F. To confirm the production of these identified toxic
metabolites and gain a deeper understanding of their activity, further testing
and the application of proteomic and metabolomic analysis were deemed
necessary. Sequencing the entire genomes of these strains marked a
significant contribution to the understanding of cyanobacteria in the Republic
of Serbia, representing the first comprehensive research of its kind in the
region. The data contributed to the availability of sequenced genomes for
genera Anabaena, Nostoc, and Oscillatoria, enhancing our global knowledge
of these organisms and their potential impacts on aquatic ecosystems and
human health.
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1. Uvod




1.1. Cijanobakterije (Modro-zelene alge)

Cijanobakterije  (Cyanophyta, Cyanophyceae, Cyanoprokaryota, Cyanobacteria) su
ubikvitarna grupa morfoloski raznovrsnih i ekoloski izuzetno znaéajnih prokariotskih
mikroorganizama. Poznate su takode pod nazivom modro-zelene alge zbog morfoloskih i
metaboli¢kih sliénosti sa eukariotskim algama, kao i cinjenice da poseduju hlorofil umesto
bakteriohlorofila i sposobnosti oksigene fotosinteze (Palmer, 1962). Medutim, nakon primene
modernijeg integrativnog taksonomskog pristupa koji ukljuéuje biohemijske, ekoloske, geneticke
i molekularne analize, utvrdeno je da se radi o oksigenim fototrofnim bakterijama (Holt i sar.,
1994). Istrazivanja ultrastrukture éelija cijanobakterija jasno pokazuju nedostatak jedra i drugih
organela, kao i prisustvo peptidoglikanskog éelijskog zida i lipopolisaharidne spoljasnje
membrane, $to su karakteristike Gram-negativnih Eubakterija (Vincent, 2009). Medutim, éelijski
zid cijanobakterija karakterise deblji sloj peptidoglikana (10 — 40 nm) u poredeniju sa tipi¢nim
Gram-negativnim bakterijama (2 — 6 nm) (Hoiczyk i Hansel, 2000). Postoje podaci koji
svrstavaju cijanobakterije medu najstarije forme Zivota na Zemlji. Najstariji poznati fosilni ostaci
filamentoznih organizama, u velikoj meri nalik danasnjim cijanobakterijama, pronadeni su u
Zapadnoj Australiji (Schopf i Packer, 1987). Procenjeno je da su ovi nalazi stari izmedu 3.3 i
3.5 milijardi goding, $to ujedno predstavlja i najstariji dokumentovan nalaz ouvane mikrobiote.
Kao jedna od naijstarijih grupa oksigenih fotoautotrofa, smatra se da su cijanobakterije imale
izuzetno znadajnu ulogu u inicijalnoj oksigenaciji atmosfere pre priblizno 2.32-2.45 milijarde
godina (Schirrmeister i sar., 2013). Akumulacija kiseonika u atmosferi je dovela do bioloske
inovacije u vidu aerobne respiracije, kao metaboli¢ki i energetski daleko efikasnijeg procesa u
odnosu na anaerobni tip, ¢ime je omoguéen nastanak kompleksnih, visecelijskih, energetski-
efikasnih eukariotskih organizama (Dismukes i sar., 2000). Jedan od moguéih dokaza se moze
pronaéi u injenici da pored oksigene fotosinteze odredene, danas prisutne vrste, imaju
sposobnost da vrie anoksigenu fotosintezu uz upotrebu vodonik-sulfida kao donora elektrona
(Holland, 2006). Smatra se da su upravo cijanobakterije koje poseduju obe navedene
adaptacije igrale fundamentalnu ulogu u globalnom ciklusu ugljenika, kiseonika i sumpora u
proterozojskim okeanima (Hamilton i sar., 2018). Cinjenica da cijanobakterije danas opstaju u
Sirokom spektru razli¢itih akvatiénih i terestriénih stanista, pripisuje se upravo ovako dugom
periodu evolutivne adaptacije. lako se prvenstveno javliaju v povrsinskim vodama, njihova
nesvakidasnja sposobnost tolerancije promena temperature, intenziteta svetlosti i saliniteta
(lerson, 2017), kao i niz specifiénih fizioloskih, metaboli¢kih i biohemijskih karakteristika,
omogudili su im opstanak u stanistima koja odlikuju ekstremni uslovi, medu kojima su slatine,
termalni izvori, pa i pustinje i zaledena okruZenja (Buratti i sar., 2017). Cijanobakterije su esto
prvi organizmi koji nastanjuju ogoljene povrsine stena ili zemljista, gde predstavljaju znacajne
komponente funkcionalnih procesa kruzenja nutritivnih elemenata (Whitton, 1992). Cesto se
javljaju v asocijacijama sastavljenih od razli¢itih vrsta prokariotskih i eukariotskih
mikroorganizama koji formiraju koherentne, slojevite strukture u vidu pokrivaéa ili biofilmova i
takve asocijacije predstavljaju predominantne i ponekad éak i jedine oblike Zivota u pojedinim
ekstremnim stanistima. Ipak, cijanobakterije se najefikasnije razvijaju u slatkovodnim, marinskim
i braktiénim ekosistemima (Kulasooriya, 201 1), gde je njihova dominacija uslovljena varijetetom
njima svojstvenih fizioloskih prednosti.

U poredeniju sa ostalim prokariotskim grupama mikroorganizama, morfologija cijanobakterija
je posebno raznovrsna i kompleksna (Castenholz, 2015). Gradu njihovog vegetativnog tela



(talusa) moze odlikovati jednoéelijska, kolonijska ili visecelijska filamentozna (konéasta) forma
sa laznim ili pravim grananjem (Kulasooriya, 2011; Castenholz, 2015). Veli¢ina samih ¢celija
cijanobakterija moze varirati izmedu 0.5 Um (npr. vrste roda Prochlorococcus) i 50-100 Um (kod
odredenih vrsta rodova Chroococcus i Oscillatoria). U slu¢aju jednocelijskih i kolonijskih formi,
oblik éelija moze biti sferi¢an, $tapiéast ili fuziforman, dok éelije filamentoznih cijanobakterija
mogu biti diskoidnog ili valikastog oblika, sa trihomima koji mogu dostié¢i milimetarske duZine
(Garcia-Pichel, 2009). Talusi cijanobakterija filamentozne forme mogu biti sastavljeni od
istovetnih éelija, kada se oznadavaju kao homocitni talusi, dok se forme koje pored éelija tipiéne
strukture sadrze i pojedine specijalizovane ¢elije nastale diferenciranjem od vegetativnih
nazivaju heterocitnim (Blazenéi¢, 1998). RazmnoZavanje cijanobakterija se najéesée odvija
putem proste Celijske deobe kod jednoéelijskih i kolonijskih oblika, dok kod filamentoznih oblika
specijalizovane strukture poput hormogonija ili hormocisti mogu imati ulogu u reprodukciji
(Campbell i Meeks, 1989; Meeks i Elhai, 2002). Hormogonije su kratki, pokretni delovi
filamenata koji se u povoljnim uslovima mogu transformisati u samostalne jedinke, Sto
omogucava cijanobakterijama da se brzo Sire i kolonizuju nova stanista (Damerval i sar., 1991).
S druge strane, hormociste se javljaju u grupama i okruZene su zajedni¢kim debelim omotacem,
Stite¢i Celije od ekstremnih temperatura, suse ili drugih nepovoljnih faktora okoline (BlaZenci¢,
1998). Kada se uslovi pobolj$aju hormociste mogu klijati, a nove jedinke mogu izrasti iz ovih
zasti¢enih struktura. Cijanobakterije odlikuje povoljan energetski balans, kao i niska konstanta
energetske homeostaze, $to znadi da im je potrebno manje energije za odrzavanje normalnog
funkcionisanja i strukture celija u odnosu na ostale fitoplanktonske organizme (Forchhammer i
Selim, 2019). Na ovdaj nacin je cijanobakterijama omoguéeno da odrze svoje populacije ¢ak i u
uslovima slabijeg intenziteta svetlosti ili pri veoma niskim koncentracijama nutrijenata dostupnih
u okruZenju (Jones i sar., 201 8). Fotosintetski pigmenti cijanobakterija ukljuéuju pored hlorofila
a i karotenoida, pomoéne pigmente - fikocijanin, alofikocijanin i fikoeritrin (Vincent, 2009), sto
im omoguéava kori$éenje svetlosti iz spektra izmedu 400 i 700 nm talasne duzine, ukljudujuéi i
zonu zelenog svetla (550-650 nm) koju apsorbuju daleko efikasnije u odnosu na veéinu grupa
zelenih algi i biljaka. Pored toga, pojedine vrste, specifiéno planktonski oblici, obrazuju
vodonepropusne proteinske strukture nazvane “gasne vakuole” sa ulogom u promeni vertikalnog
poloZaja u vodi (Mogany, 2014). Sposobnost regulacije vertikalnog poloZaja u vodi predstavlja
veliku kompetitivhu prednost nad mnogim fitoplanktonskim vrstama koje ne mogu dospeti do
izvora nutrijenata nizih nivoa vodenog stuba, u kojima se cijanobakterije nesmetano razvijaju
upravo zahvaljujuéi specifiénom sastavu fotosinteti¢kih pigmenata. Mnoge vrste mikroalgi
takode poseduju akfivne sisteme za transport ugliendioksida i bikarbonata, medutim,
istraZivanja su pokazala da su ovi sistemi znatno efikasniji kod cijanobakterija (Boqgiang i sar.,
2013) i obezbeduju im kompetitivnu prednost u uslovima poveéane pH vrednosti, $to je jedna
od karakteristika eutrofnih jezera. Odredene grupe filamentoznih cijanobakterija predstavljaju
kljuéne biokatalizatore u ciklusu azota (Howarth i sar., 1988; Latysheva i sar., 201 2) zahvaljujudi
procesu konverzije atmosferskog azota do amonijaka koji kataliSe enzim nitrogenaza, koja biva
ireverzibilno inhibirana u prisustvu molekularnog kiseonika. Zapravo, cijanobakterije su jedini
azotofiksatorski organizmi koji proizvode kiseonik kao sporedni proizvod fotosintetickog
procesa i istovremeno mogu regulisati neizbeZno prisustvo molekularnog kiseonika sa sustinski
anaerobnim enzimom (Berman-Frank i sar., 2003). Normalno funkcionisanje ovog osetljivog
procesa omoguéavaiju specifi¢ne karakteristike strukture i metaboli¢ke aktivnosti specijalizovanih
¢elija - heterocisti prisutnih u talusu odredenih vrsta (Mella-Herrera i sar., 2010). Clijanobakterije
takode mogu skladistiti esencijalne nutrijente u vidu glikopeptida, lipidnih inkluzija,



cijanoficinskih zrna i polifosfatnih telaSaca, $to im omogucava kratkoroéno preZivljavanije
nepovoljnih uslova Zivotne sredine (Castenholz, 2015). Medutim, najodigledniji i
najproblemati¢niji pokazatelj ekoloske uspesnosti cijanobakterija, predstavlja sve ¢eséa pojava
njihove dominacije u povrsinskim vodama i Stetnog prenamnozavanja poznatog kao cvetanje
vode (Paerl i Otten, 2013).

1.2. Cijanobakterijsko cvetanje vode

Smatra se da povrsinske slatke vode &ine priblizno samo 0.01% vode na Zemlji, medutim, ova
mala frakcija ukupnih vodnih resursa podrzava oko 6% svih opisanih vrsta na planeti (Dodds i
sar., 1995). lako se voda smatra jednim od esencijalnih prirodnih resursa, slatkovodni sistemi su
direktno ugrozeni ljudskim aktivnostima, jer je unapredenje ekonomske produktivnosti putem
poveéanja dostupnosti vode Eesto praéeno negativnim efektima po ekosistem i biodiverzitet
(Mcintyre i sar., 2010). Kao jedan od najsire rasprostranjenih problema sa kojim se suocavaju
slatkovodni ekosistemi izdvaja se vestacka ili kulturalna eutrofizacija. Eutrofizacija se definise
kao stalan i dinamiéan ekoloski proces, koji ukljuéuje postepeno poveéanje koli¢ine organskih
materija u povrsinskim vodama, rezultat ¢ega je povecanje primarne produktivnosti, odnosno
stope fotosinteze u akvatickim ekosistemima (Gajin i sar.,, 2007). Nasuprot prirodnoj
eutrofizaciji, koja predstavlja proces postepenog geoloskog starenja akvatiénog ekosistema,
javlja se vestacka ili kulturalna eutrofizacija koja nastaje kao posledica brze urbanizacije,
industrijalizacije i intenzivirane poljoprivredne produkcije (Liv i Qiu, 2007). U prvom sluéaiju,
osnovni uzrok su specifiétne geomorfoloske karakteristike ekosistema, dok je znatno bria
promena trofickog stanja ekosistema v slu¢aju vestacke eutrofizacije najéesée izazvana ljudskim
delovanjem (Serrano i sar., 2017). Ovaj proces je prvi put primeéen i opisan pocetkom
dvadesetog veka v industrijski razvijenim zemljama, medutim, u toku proteklih decenija, postao
je ozbiljan drustveni problem, obuhvativsi veliki broj razli¢itih faktora, od primarnih ekoloskih,
zdravstvenih, pa sve do socioloskih, ekonomskih i politickih (Erzinger, 2018). Jezerski ekosistemi
su posebno ranjivi kada se radi o eutrofizaciji, prvenstveno zbog svojih hidroloskih i
morfometrijskih karakteristka. Mala brzina i dugo zadrzavanje vode, kao i postojanje termalne
stratifikacije, podrZzavaju primarnu produkciju i taloZenje partikularne materije (Feuchtmayr i
sar.,, 2009). Nakon optereéenja sistema dolazi do razgradnje i mineralizacije organskih
jedinjenja pod uticajem fizi¢kih, hemijskih i bioloskih procesa. Poveéane koncentracije
nutrijenata, pre svega azota i fosfora, mogu omoguéiti ubrzano razmnoZavanje algi i
cijanobakterija i naglo povecanje njihove ukupne biomase (Drobac, 2015). Drugi sredinski
faktori kao §to su svetlost, temperatura i pH vrednost vode takode mogu uticati na stopu rasta
i kompoziciju ovih zajednica, medutim, kako nutrijenti ¢ine osnovu produktivnosti ekosistema,
njihova dostupnost se smatra kljuénim faktorom u ovom procesu (Bengtsson i sar., 2012).

Cvetanje vode se moZe smatrati ekstremnim odgovorom akvati¢nog ekosistema na eutrofizaciju.
Ova pojava se sastoji u brzom umnoZavaniju i akumulaciji ¢elija u populacijama cijanobakterija
u akvatiénom sistemu (Shaw i sar., 2012). Cvetanje se definise kao masovna proliferacija jedne
ili nekoliko vrsta sa koncentracijom ¢éelija veéom od 10000 u mililitru vode. Manifestuje se kao
vidljiva nakupina cijanobakterijskih éelija na povrsini vode zelene ili plavo-zelene do crvene ili
mrke boje, ili kao zeleno-plavo zamuéenije vode i odsustvo providnosti (Sedmak i Sviréev, 2011).
Istrazivanjem prisustva toksi¢nih cijanobakterija u vodenim ekosistemima na teritoriji Republike
Srbije v periodu od nekoliko decenija, uz analizu relevantne literature iz ranijeg periodaq,
utvrdeno je da se cvetanje cijanobakterija javlja u gotovo 80% ispitivanih vodenih ekosistema
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(Svircéev isar., 2017). Ovo istrazivanje je obuhvatilo 65 razli¢itih vodenih ekosistema, ukljucujuéi
reke, jezerq, bare, kanale, rezervoare za navodnjavanije i rezervoare za snabdevanje pitkom
vodom, $to ukazuje na ubikvitarnost ove pojave. U poslednije tri decenije, zabeleZen je porast
ulestalosti cijanobakterijskog cvetanja na globalnom nivou, $to je ozbilino uticalo na kvalitet
priobalne i jezerske vode u mnogim delovima sveta (Sukenik i Kaplan, 2021). Cvetanije je
direkitno povezano sa fizickim stanjem ekosistema i karakteristikama kakve su temperatura,
turbiditet, hidrodinamicke i geohemijske osobine sistema (Osman i sar., 2017). Kako je svetlost
esencijalan faktor koji doprinosi fotosintetskoj aktivnosti algi i cijanobakterija, intenzitet svetlosti
i karakteristike ciklusa svetlosti imaju znadajnu ulogu u stopi rasta i akumulaciji biomase ovih
organizama (Singh i sar., 2015). Koli¢ina svetlosti u akvatiénim ekosistemima opada sa dubinom,
§to je znatno izraZenije u eutrofnim okruZenjima, gde akumulacija biomase fitoplanktona na
povriini vode dodatno oteZzava prodor svetlosti do dubljih slojeva sistema (Gotham, 1981).
Mehanizmi cijanobakterija za prikupljanje svetlosti se razlikuju u odredenoj meri od onih
prisutnih kod eukariotskih algi, s obzirom na to da ih odlikuje svojstvo hromatske adaptacije.
Jedna od osnovnih razlika je u prisustvu fikobiliproteina koji omoguéavaiju cijanobakterijoma da
apsorbuju Siri spektar talasnih duzina. lako se pri visokom intenzitetu svetlosti poveéava stopa
rasta celija, izlaganje visim nivoima fotosinteti¢ki aktivnog zracenja mozZe dovesti do
fotoinhibicije usled formiranja reaktivnih kiseoniénih formi koje dovode do destabilizacije éelijske
membrane i ostecenja fotosintetickih pigmenata (Kovaé, 2017). Cijanobakterije koje dovode do
cvetanja na povrsini vode su tolerantnije na svetlost veéeg intenziteta, Sto je obezbedeno
poveéanom produkcijom karotenoida koiji tite ¢elije od fotoinhibicije (Chorus i Bartram, 1999).

Dostupnost nutrijenata je, medutim, osnovni preduslov za razvoj organske biomase i stoga se
smatra najvaznijim faktorom koji dovodi do cvetanja. Brojne adaptacije cijanobakterija
navedene u prethodnom potpoglavlju (Potpoglavlie 1.1) omoguéavaju im da iskoriste priliv
nutrijenata i brzo, oportunisti¢ki, odgovore poveéanjem biomase (Vasconcelos, 2006). Mnoge
vrste poseduju delimiéno heterotrofnu metabolizam i mogu koristiti organske (rastvorene il
partikularne) forme nutrijenata kako bi obezbedili deo neophodnih zaliha azota, fosfora i
uglienika (Mur i sar., 1999). lako je njihovo prisustvo u ovim sredinama uobiéajeno, ljudska
aktivnost uti¢e na stepen do kog su cijanobakterije u stanju da se razmnoZavaju i ugroZzavaiju
normalno funkcionisanje ekosistema. Pored ugljenika, kiseonika i vodonika koji su akvatiénim
organizmima dostupni direkino u vodi, uz dodatak uglien-dioksida v atmosferi, azot (najé¢esce
v formi nitrata i amonijaka) i fosfor (v formi ortofosfata) predstavljaju esencijalne elemente za
razvoj cijanobakterija. Niske koncentracije nitrata i fosfata se prirodno javljaju u svim akvatiénim
ekosistemima i odrzavaiju u ravnotezi biolosku produkciju, medutim, priliv ovih jedinjenja u vedim
koli¢inama moZe dovesti do poremedaja uspostavljene ravnotezZe i imati niz negativnih posledica
po sam ekosistem (Slika 1) (Shaw i sar., 2012). Nutrijenti u sistem dospevaju i bez ljudskog
delovanja putem azotofiksacije, oslobadanjem iz sedimenta i putem mineralizacije organske
materije, medutim, antropogene aktivnosti dramati¢no povecavaiju stepen i brzinu obogacenja
akvatiénih sistema ovim jedinjenjima. Povecéanje u koli€ini dostupnih nutrijenata moze dovesti do
promene u sastavu planktonskih zajednica i tako poremetiti lanac ishrane i normalan transfer
nutrijenata (Mcintyre i sar., 2010).



Primarna

Produkcija
(Cvetanje algi)

Podzemne vode

Denitrifikacija

Kratkoroéno
zadrZavanje
Azot u sedimentu

Fosfor Recikliranje

Nutrijenata

(Vodna kolona i
sediment)

= = Rastvoreno
= = = Partikularno

sese = Gasovito Dugoroéno taloZenje u sedimentu

Slika 1. Dijagram kretanja azota i fosfora u akvatiénom ekosistemu (Adaptirano iz Paerl, 2006)

Efekti razlicitih faktora Zivotne sredine na razvoj cijanobakterija i proizvodnju bioaktivnih
metabolita su detaljno istrazeni i diskutovani u dostupnoj literaturi (Neilan i sar., 2013;
Gehringer i Wannicke, 2014; Corbel i sar., 2014; Esteves-ferreira i sar., 2018). Evidentno je
da na pojavu masovnog razvoja cijanobakterija u slatkovodnim ekosistemima u velikoj meri utice
dostupnost specifiénih esencijalnih nutrijenata, koji diktiraju brzinu rasta i stopu sinteze njihovih
metabolita (Pimentel i Giani, 2014; Kramer i sar., 2018; Schwarz i Forchhammer, 2018). Jedan
primer takvih nutrijenata je azot, koji se najéescée nalazi u vodi u obliku nitrata ili amonijum jona
(Yin i sar.,, 1997). U nedostatku izvora azota koji se mogu iskoristiti, odredeni sojevi
cijanobakterija su u stanju da fiksiraju atmosferski azot, $to je veoma efikasan mehanizam za
sprecavanje azotnog “gladovanja”. Medutim, neki od najéeséih toksigenih rodova
cijanobakterija nisu azotofiksatorski i tako u potpunosti zavise od lako dostupnih izvora azota.
Azot je takode od posebnog znadaja za cijanobakterije koje poseduju gasne vakuole, jer
predstavlja esencijalnu komponentu u njihovoj sintezi. Iz tog razloga, azot ne uti¢e samo na stopu
rasta ovih organizama, veé i na njihovu sposobnost promene vertikalnog poloZaja u ekosistemu.
U poredenju sa fosforom, jedinjenja azota se apsorbuju daleko slabije u zemljistu i stoga se
veliki deo konvertovanog N2 rastvara u neorganskoj (amonijumovi joni, nitrati, nitriti) ili
organskoj (aminokiseline, proteini, nukleotidi) formi i lako dospeva do povriinskih voda. Za
razliku od terestri¢nih ekosistema u kojima je koncentracijo azota ograni¢avaijuéi faktor,
slatkovodni sistemi dobijaju dovoljne, ¢esto i prekomerne koli¢ine azotnih jedinjenja spiranjem
povrsinskih slojeva okolnog zemljista. Azotna jedinjenja se slabo zadrzavaju u zemljistu, zbog
¢ega lako spiranjem dospevaju u akvatiéne sisteme. Dodatno, transformacije izmedu razliditih
frakcijo partikularnog (organskog), rastvorenog (organskog/neorganskog) i atmosferskog
(neorganskog) azota su izuzetno Eeste i obezbeduju kontinuirani izvor dostupnog azota u vedini
okruzenja (Bengtsson i sar., 2012). Ograni¢enje u dostupnosti azota predstavlja veéi problem
za ne-azotofiksatorske vrste cijanobakterija i moze biti kljuéni faktor u njihovoj zameni drugim
vrstama fitoplanktona (Jonge i sar., 2002).



Fosfor je jedan od esencijalnih nutrijenata za rast cijanobakterija i smatra se primarnim
limitirajuéim elementom koji odreduje biolosku produktivnost mnogih slatkovodnih ekosistema
(Bengtsson i sar., 2012). Ovaj element se prirodno javlja u manjim koncentracijama od ostalih
esencijalnih elemenata. Zemljiste lako apsorbuje fosfor i stoga se najvece koli¢ine neorganskog
fosfora nalaze vezane u sedimentu u obliku nerastvorljivih jedinjenja ili minerala, dok je samo
mala frakcija u obliku rastvorljivih neorganskih fosfata dostupna primarnim producentima
(Sharpley i Rekolainen, 1997). Ukoliko se radi o oligotrofnom sistemu, niZi slojevi vode ostaju
oksigenisani i najveéi deo ovih zaliha biva istaloZen u sedimentu. U eutrofnim sistemima, medutim,
u dubljim slojevima vode Eesto dolazi do uspostavljanja anoksiénih uslova. U ovom slu¢aiju, obiéno
dolazi do razgradnje organske forme fosfora na dnu sistema i transformacije do neorganske
forme koja difunduje navise do foticke zone, gde ponovo postaje dostupna primarnim
producentima (Khan i Ansari, 2005). Upravo zbog tako niskih koncentracija ovog nutrijenta koje
su dostupne cijanobakterijama u normalnim uslovima, nakon priliva veéih koncentracija u nekoj
od razli¢itih formi - ortofosfat, pirofosfat, meta-fosfat, mono- i dihidrogen fosfat, najcesée
dolazi do veoma efikasne bioloske asimilacije ovih jedinjenja. Cijanobakterije imaju sposobnost
da direktno usvajaju i koriste razli¢ite izvore fosfora, pri éemu ortofosfatni joni predstavljaju
primarni izvor jer su direktno usvojivi u toj formi. Specifiéna je takode sposobnost cijanobakterija
da se prilagode uslovima promenljive dostupnosti fosfornih jedinjenja. Ove adaptacije ukljucuju
izmene u njihovoj sposobnosti usvajanja ortofosfatnih jona bez promena u stopi rasta populacija.
U uslovima smanjene dostupnosti fosfora, cijanobakterije mogu koristiti rastvoreni organski
fosfor da enzimski hidrolizuju i stvaraju ortofosfat. Ovaj proces dovodi do stvaranja kolonija i
lipidnih membrana sa niZim udelom fosfornih jedinjenja. Nakon ponovnog uspostavljanija
povolinih uslova, njihove celije éesto akumuliraju i skladiste prekomerne koli¢ine neorganskog
polifosfata u procesu poznatom kao ,hiperkompenzacija* (Solovchenko i sar., 2020; Xiao i sar.,
2022). Na osnovu rezultata dosadasnjih istraZivanja, definisane su graniéne vrednosti
koncentracija ukupnog fosfora (engl. Total phosphorus, TP) koje uslovljavaju proliferaciju
cijanobakterija. Utvrdeno je znadajno poveclanje stope rasta cijanobakterijske biomase pri
koncentracijoma TP u rasponu od 20 do 50 g L' (Chorus i Schauser, 201 1; Vuorio i sar., 2020).
Ove koncentracije su i u skladu sa vrednostima definisanim u dokumentu Svetske zdravstvene
organizacije (WHO, 2003) koje odgovaraiju opsegu od 16 do 54 g L' (Carvalho i sar., 2013).
Nakon sto je vodno telo kontaminirano i doslo do svetlosnih i temperaturnih promena, brojnost
populacija veéine eukariotskih algi opada i moze doéi do dominacije i prenamnozZavanja
pojedinih cijanobakterijskih vrsta (Slika 2) (Kulasooriya, 2011). Negativne posledice
cijanobakterijskog cvetanja su brojne i mogu biti direkine, kakvi su toksi¢ni efekti koji se
ispoljavaju na ribama, beskiémenjacima i ostaloj akvatiénoj fauni, ili indirektni, $to ukljuéuje
promene u strukturi ribljih zajednica nakon gubitka hladnih pribeZista u toku leta, usled nastanka
anoksi¢nih uslova u hipolimnionu (Hudnell, 2008). Neki od ovih efekata takode ukljuéuju promene
organoleptickih svojstava vode, ¢ime se smanjuje kvalitet i potencijal vode za primenu za pice,
pripremu hrane, navodnjavanje zemlijista, odrZavanije higijene i turisticke i rekreativne aktivnosti.
Poznato je da cvetanje vrsta cijanobakterijskog roda Microcystis moze biti okida¢ kaskade
ozbiljnih ekoloskih posledica, izazivajuéi blokadu sistema za sprovodenje pijaée vode,
povedanje turbiditeta vode i produkciju neprijatnog mirisa kao i smanjenje koncentracije
rastvorenog kiseonika u vodi tokom razgradnje biomase (Xiao i sar., 2018). Smatra se da
formiranje kolonija ovih vrsta doprinosi nastanku i odrzavanju cvetanja u slatkovodnim
ekosistemima (Bormans i Visser, 2016). Krupne kolonije se mogu odupreti intenzivnoj turbulenciji
zahvaljujuéi sposobnosti plutanja, mogu u odredenoj meri smanijiti pritisak zooplanktona i
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obezbediti zastitu od teskih metala (Wu i sar., 2007). Pored toga, eutrofizacija dovodi do
redukcije bioloskog diverziteta u akvati¢nim ekosistemima, na svim trofickim nivoima (Codd,
1995). Promena ovog tipa se najcesée ogleda u smanjenju brojnosti autohtonih, spororastuéih
vrsta i njihovoj zameni oportunisti¢kim vrstama. Neke od najozbiljnijih posledica eutrofizacije i
naknadnog cvetanja vode ticu se promena u koncentraciji dostupnog kiseonika. Nakon
odumiranja prenamnoZenih cijanobakterijskih i algalnih populacija, dolazi do intenzivne
oksidacije novonastalih rezervi organske materije i formiranja sedimenta na dnu vodnog tela,
$to je proces u kome se troe velike koli¢ine kiseonika. Cak i kiseonik u sastavu SO42 biva
upotrebljen u ovim uslovima od strane sulfito-redukujuéih bakterija, sto dovodi do oslobadanja
sumpora koji odmah vezuje slobodan kiseonik koiji je jos uvek dostupan u visim slojevima vode.
Nastali hipoksiéni ili anoksi¢ni uslovi mogu onemoguciti opstanak Zivog sveta koji nastanjuje dati
ekosistem i dovesti do karakteristi¢énih pomora ribe i ostalih akvatiénih organizama (WHO,
2002). Nakon ovakvih poremeéaja, vodno telo gubi svoje primarne funkcije $to naknadno uti¢e
na odrZivi razvoj ekonomije i drustva. Iz tog razloga, danas je reSenje problema
cijanobakterijskog cvetanja i oporavka razliéitih funkcija vodenog sistema od primarnog
znaéaja za nauénike u oblasti zastite Zivotne sredine (Yang i sar., 2008). Nakon ozbilinog
naruSavanja ravnoteze u akvatiénom ekosistemu, potrebno je mnogo vremena i truda kako bi
se obezbedio oporavak, posebno v slu¢aju velikih jezerskih ekosistema, zbog ¢ega su primeri
uspesne remedijacije izuzetno retki (Liv i Qiu, 2007). Zbog toga se strategije zastite najcesce
baziraju na merama prevencije koje se sastoje iz redovnog monitoringa vodenih ekosistema,
smanjenja unosa nutrijenata iz okolnih obradivih povrSina i sprecavanja njihovog spiranja u
vodene ekosisteme, pravilne regulacije lokalnog komunalnog otpada i uvodenja mera
ekoremedijacije (Sedmak i Sviréev, 2011).

Jedan od osnovnih problema sa brzom proliferacijom cijanobakterija se odnosi na njihov veoma
aktivan sekundarni metabolizam, pri éemu pojedine vrste mogu da proizvode cijanotoksine,
grupu hemijski raznovrsnih i potentnih prirodnih toksina. Cijanobakterijski toksini ¢ine grupu
metabolita cijanobakterija &iji su pripadnici neki od najéesée prisutnih toksina u akvati¢nim
okruzZenjima Sirom sveta i predstavljaju sve veéi problem v vodama razli¢ite namene, ukljuéujuéi
jezera, reke, zalive i okeane, kao i razli¢ite vestacke rezervoare vode. Zbog toga vazan
element redovnog monitoringa vodenih ekosistema predstavlja pracenje zastupljenosti toksi¢nih
i potencijalno toksiénih sojeva cijanobakterija kao i detekcija i karakterizacija pojedinih vrsta
cijanotoksina. Informacije dobijene na ovaj naéin mogu biti od sustinske vazZnosti za
pravovremenu procenu ekoloskih i zdravstvenih rizika povezanih sa upotrebom vodenih
ekosistema, kao i osmisljavanje adekvatnog plana upravljanja vodama.



Slika 2. Cvetanje vode izazvano cijanobakterijama roda Microsystis u Copco rezervoaru (Kalifornija) (Preuzeto
iz (Solter i Beasley, 2013))

1.3. Toksini cijanobakterija (cijanotoksini)

Sposobnost odredenih vrsta cijonobakterija da produkuju toksine je poznata kao ozbiljan
problem ve¢ vise od 140 godina, kada su prvi put opisani stetni efekti koje ovi agensi uzrokuju
u Zivim sistemima (Francis, 1878). Najznadaijniji toksigeni rodovi cijanobakterija ukljuéuju
filamentozne rodove Anabaena, Aphanizomenon, Nodularia, Oscillatoria i kolonijski rod
Microcystis (Skulberg i Codd, 1984). Vise vrsta odnosno sojeva u okviru ovih rodova moze biti
toksiéno, medutim, gotovo sve toksiéne vrste mogu dovesti do pojave cvetanja vode (Shaw i sar.,
2012). Drugi rodovi koji proizvode toksine, kao 5to je rod Nostoc, su dobili znatno manje paznije
u dosadasdnjim istraZivanjima. Iz tog razloga najveéi broj istraZivanja u svetu toksiénih
cijanobakterija odnosi se vodene sojeve. Medutim, pojedine vrste poput vrsta roda Nostoc
naseljavaju ne samo vodene ekosisteme veé i Sirok spektar kopnenih sredina (Dodds et al., 1995)
i poznati su izvor brojnih toksiénih i drugih bioaktivnih jedinjenja identifikovanih samo kod sojeva
ovih vrsta (npr. nostociklopitidi, kriptoficini, nostopeptolidi) (Fidor i sar., 2019). Mnogi od ovih
proizvoda su izolovani i iz vodenih i iz kopnenih zajednica (Sivonen et al., 1990; Golakoti et
al, 1995; Oksanen et al.,, 2004; Gehringer et al.,, 2012). U kopnenim sredinama, toksi¢ne
cijanobakterije mogu uticati na stoku na ispasi, jer su Cesto direkino izloZene njihovim toksinima
(McGorum et al., 2015; Zhang et al, 2021). lako je proizvodnja toksina potvrdena kod
odredenih sojeva, ljudi i danas konzumiraju kao lekove i dijetetske suplemente neke kopnene
vrste cijanobakterija (Gantar i Sviréev, 2008).

Kao endotoksini, cijanotoksini su veoma stabilni i oslobadaju se u visokim koncentracijama u
spoljadnju sredinu prvenstveno nakon odumiranja/lize éelija. Potencijal za produkciju toksina &ini
cijanobakterijsku dominaciju u rezervoarima pija¢e vode posebno nepozZelinom, jer voda
kontaminirana na ovaj naéin zahteva dodatan korak u procesu purifikacije kako bi se uklonile
celije i toksini (He i sar., 2012). Akutna i ponekad &ak letalna trovanja koja nastaju kao rezultat
direkinog ili indirekinog kontakta ljudskih i Zivotinjskih populacija sa toksi¢nim metabolitima
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cijanobakterija se javljaju Sirom sveta (Carmichael, 1992; Simeunovié i sar., 2005; Wood i sar.,
2007; Drobac i sar., 2013). Putevi direkinog izlaganja ukljuéuju ingestiju toksina hroniénim
unosom kontaminirane pijace vode, dermalni kontakt tokom rekreacionih aktivnosti, inhalaciju
aerosolizovanih cestica ili intravenozni unos tokom medicinskih procedura (EPA, 2014).
Indirektno izlaganje se moZe ostvariti putem konzumacije Zivotinjskih ili biljnih proizvoda koji su
prethodno bili izloZeni cijanotoksinima, nakon ¢ega se usled bioakumulacije toksiéni efekti mogu
intenzivirati (Drobac i sar., 2013; Sviréev i sar., 201 3). Bioakumulacija cijanotoksina se deSava
u tkivima vodenih ki¢menjaka i beskiémenjaka, ukljuéujuéi ribe, skoljke, zooplankton i organizme
zoobentosa. Toksini se mogu akumulirati u ribama u znacajnim koli¢éinama ako se riba vzgaja ili
Zivi u vodama sa &estim cvetanjem cijanobakterija (Sviréev i sar., 2011). ZabeleZeni efekti
izloZenosti ljudi i Zivotinja toksinima iz ove grupe variraju od iritacije disajnih puteva, upale oka
i kontakinog dermatitisa do ostecenja jetre i bubrega, promena na nivou nervnog sistema,
razvoja tumora, pa ¢ak i smrti, pri éemu je ozbiljnost ovih efekata u velikoj meri odredena
dozom toksina kojoj je individua izloZzena (Slika 3) (Torokne i sar., 2001; Pilotto i sar., 2004;
Abdallah i sar. (2021). Postoji veliki broj dokumentovanih sluéajeva intoksikacije ljudi usled
izlaganja cijanobakterijama i/ili cijanotoksinima. Toksi¢no cvetanje cijanobakterija u vodama
koje se koriste za vodosnabdevanje ili u rekreativne svrhe mozZe predstavljati ozbiljan
zdravstveni rizik za ljudsku populaciju (Falconer, 2007). Prvi potvrden i dokumentovan sluéaj
trovanja povezan sa cijanobakterijama se desio na ostrvu Palm Island u Kvinslendu, Australija,
1979. godine (Byth, 1980). Cijanotoksinima je tada bilo izloZzeno 139 dece i 10 odraslih, pri
¢emu su simptomi ukljuéivali povraéanje, glavobolju, bolove u stomaku s hepatomegalijom,
letargiju, dijareju, acidozu i osteéenje jetre, bubrega, pluéa i intestinuma. Navedeni simptomi su
bili povezani sa konzumacijom vode za piée iz rezervoara kontaminiranog cijanobakterijama
vrste Cylindrospermopsis raciborskii. Najpoznatiji sluéaj trovanja ljudi sa letalnim ishodom,
poznat pod nazivom “Karuaru sindrom”, desio se na klinici u hemodijalizu v Brazilu 1996.
godine. Tada je za hemodijalizu pacijenata upotrebliena voda iz rezervoara u kojem je doslo
do cvetanja cijanobakterija. Koncentracija cijanotoksina mikrocistina je bila 19.5 pg/L, a od
posledica trovanja je umrlo 76 pacijenata (55%) (Carmichael i sar., 2001). Hroniéno izlaganije
pojedinim grupama cijanotoksing, kao 3to je slu¢aj sa mikrocistinima, je povezano sa poveéanom
incidencom karcinoma jetre ili hroniénim osteéenjem i bolestima jetre (Sviréev i sar., 2017; Zheng
i sar.,, 2017; Liv i sar., 2018; He i sar., 2018), kao i kolorektalnim karcinomom, karcinomom
tankog creva (Zhou i sar., 2002; Sviréev i sar., 2013; Sviréev i sar., 2017) ili karcinomom Zeluca
(Xu i sar., 2003), sto je uslovilo da Internacionalna agencija za istraZivanje kancera (IARC) toksin
mikrocistin-LR klasifikuje kao moguéu karcinogenu supstancu za ¢oveka (grupa 2B) (IARC, 2006).

Vazno je napomenuti da iako cijanobakterijske vrste sa potencijalom za produkciju toksina mogu
biti prisutne u odredenom okruzenju, fo ne mora nuzno da ¢ini Zivotnu sredinu toksi¢nom, posto
se toksini ne proizvode konstantno u dovoljno visokim koncentracijama da predstavljaju rizik po
zdravlje ljudi i Zivotinja (Szlag i sar., 2015). Zapravo, toksi¢nost cijanobakterija je veoma
varijabilna i kao takvu ju je izuzetno tesko predvideti, ¢ak i nakon identifikacije producenta i
utvrdivanja njegove brojnosti u posmatranoj mikrobnoj zajednici. Ispitivanja Merel i sar. (201 3)
su pokazala da odredeni sojevi imaju sposobnost da aktiviraju ili deaktiviraju gene povezane
sa biosintezom toksina, u zavisnosti od uslova okoline. Neki od ovih specifiénih uslova, pretezno
dostupnost hranljivih materija, temperatura i intenzitet svetlosti, mogu predstavljati vazne
trigerujuce faktore u produkciiji toksina. 1z ovih razloga, razvoj preciznih i pouzdanih metoda za
detekciju i kvantifikaciju toksi¢nosti cijanobakterija u razli¢itim sredinama je od velikog znadaja.
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Poseban problem predstavlja veliki broj potencijalno toksiénih metabolita koje cijanobakterije
mogu proizvoditi. Moguée je grubo klasifikovati ove metabolite prema njihovom toksi¢énom
mehanizmu delovanja i cilinom organu ili sistemu organa na hepatotoksine, neurotoksine,
citotoksine, dermatotoksine i iritante (Tabela 1, Slika 5) (Wiegand i Pflugmacher, 2005;
Meriluoto i sar., 2017).
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Slika 3. Prikaz nekih od moguéih toksi¢nih efekata cijanotoksina i klini€kih simptoma kod ljudi
(Adaptirano iz Abdallah i sar. (2021)).

1.3.1. Hepatotoksiéni cijanotoksini

Hepatotoksicni peptidni cijanotoksini su najrasprostranjenija i najbolje prouéena klasa
cijanobakterijskih toksina. Cijanobakterije proizvode izuzetno Sirok spektar bioaktivnih peptida,
medu kojima osnovne klase ¢ine mikrocistini, nodularini, eruginozini, mikroginini, cijanopepftolini,
anabenopeptini, anabenopetidi, mikroviridini, ciklamidi (cijanobaktini) i nostoficini sa razli¢itim
stepenom toksi¢nosti (Mazur-Marzec i sar., 2013). Ovi jedinstveni cikliéni peptidi poseduju
razliéite bioaktivnosti, ukljuéujuéi inhibiciju razliéitih grupa enzima (Janssen, 2019). Medutim, da
bi se u potpunosti razumeli efekti i potencijalne opasnosti ovih peptida u Zivotnoj sredini,
istraZivanja njihove biosinteze i toksi¢nosti na razli¢itim bioloskim nivoima organizacije su kljuéna
za adekvatnu procenu rizika. Kao najées¢e registrovani i najpotentniji izdvajaju se cikliéni
heptapeptidni mikrocistini (MC) i pentapeptidni nodularini (NOD) (Slika 5) (Rinehart i sar.,
1988). Produkcija mikrocistina je zabelezena kod pripadnika nekoliko rodova slatkovodnih
cijanobakterija, prvenstveno Microcystis, Nostoc, Anabaena, Anabaenopsis i Planktothrix (Merwe
2014), iako su ovi toksini detektovani i kod pojedinih terestriénih sojeva rodova Nostoc i
Hapalosiphon (Prinsep i sar., 1992; Oksanen i sar., 2004), dok su nodularini detektovani kod
vrste Nodularia spumigena (Sivonen i Jones, 2009) kao i kod pojedinih vrsta roda Nostoc
(Gehringer i sar., 2012; Jokela i sar., 2017). Mehanizam toksi¢nog delovanja mikrocistina i
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nodularina se temelji na inhibiciji aktivnosti enzima serin-treonin protein fosfataza tipa 1 i tipa
2A (PP1 i PP2A) u eukariotskim éelijama, putem vezivanja za kataliti¢ke subjedinice ovih enzima
odgovorne za regulacije procesa replikacije DNK, ¢éelijske diferencijacije, metabolizma,
apoptoze i drugih éelijskih funkcija (Slika 4) (Campos i Vasconcelos, 2010). Blokiranjem aktivnih
mesta protein fosfataza, ovi toksini spreéavaju formiranje holoenzima i time inhibiraju njihovu
aktivnost, Sto dovodi do hiperfosforilacije proteina, disrupcije citoskeletnih struktura
prevashodno u ¢elijama jetre, poremecaja u njihovom obliku i na kraju do unistenja ¢éelije, nakon
¢ega dolazi do hemoragije (Vasconcelos, 2001; Falconer, 2003). Medutim, da bi ispoljili svoje
toksicno dejstvo, toksini moraju prvo dospeti do cilinog mesta delovanja. U sluéaju mikrocistina,
kako se radi o hidrofilnom molekulu, toksin ne mozZe stupiti u ¢éelije pasivnim transportom veé se
apsorbuje aktivno zahvaljujuéi organskom transportnom sistemu anjona (OATP), nakon ¢ega
ulazi u hepatocite aktivno$éu transportera Zuéne kiseline i OATP (Runnegar i sar., 1981). Kako
isti transporteri mogu biti prisutni i u srcu, pluéima, slezini, pankreasu, bubrezima i krvno-
mozdanoj barijeri, drugi organski sistemi i procesi takode mogu biti pod uticajem ovih toksina.
In vitro studije toksiénosti MC radene sa imortalizovanim éelijskim linijama koje nisu jetrene
(epitelne ¢elije, endotelne ¢elije, éelije humanog karcinoma debelog creva, éelije humanog
epidermoidnog karcinoma, éelijska linija humanog neuroblastoma i druge) su pokazale da i
organi kao $to su kao $to su bubrezi, pluéa, creva i mozak mogu biti osteéeni ovim toksinima (Ito
i sar., 2002; Botha i sar., 2004; Lankoff i sar., 2004; 2egura i sar., 2008). Kako su, medutim,
potrebne veée koncentracije MC i duZe vreme izlaganja da bi se izazvali efekti sliéni onima u
hepatocitima, evidentno je da toksi¢nost direktno zavisi od koncentracije i trajanja izloZenosti,
$to je odredeno balansom izmedu apsorpcije, detoksikacije i eliminacije MC iz éelija. Utvrdene
vrednosti LC50 (koncentracija koja dovodi do letalnog efekta kod 50% tretiranih jedinki) za
mikrocistin-LR (MC-LR) na miSevima (Swiss Webster i BALB/c sojevi) nakon 24 &asovnog
tretmana, kreéu se od 5 do 10.9 mg kg™! za oralnu primenu (Lovell i sar., 1989; Robinson i sar.,
1989; Fawell i sar., 1999; Chernoff i sar., 2020) i 25 do 158 Pg kg'! za intraperitonealnu
primenu(Lovell i sar., 1989; Robinson i sar., 1989; Fawell i sar., 1999; Kviper-Goodman i sar.,
1999; Boaru i sar., 2006; Chernoff i sar., 2020). Osteéenje jetre i hepatocita izazvano u oba
sluéaja je manifestovano na sli¢an nadin, pri ¢emu su hemoragija i apoptoza ndajizraZenije
promene (Runnegar i sar., 1981; Kuiper-Goodman i sar., 1999; Gupta i sar., 2003; Merel i
sar., 2013). Pored toga, izlaganje mikrocistinu uzrokuje zagusenje (kongestiju) jetre krvljy,
poveéanje odnosa mase jetre i ukupne telesne mase i smanjenje nivoa glukoze i ukupnog
proteina u serumu obolelih jedinki misa (Lovell et al., 1989; Robinson et al., 1989; Chorus et al.,
2000). Vrednosti LC50 utvrdene za miSeve nakon tretmana nodularinom (intraperitonealna
injekcija) kreéu se od 30 do 50 mg kg! (Terao et al.,, 1994; Runnegar et al., 2002). lako je
inhibicija protein fosfataza kod sisara smatrana kljuénim mehanizmom toksiénog dejstva,
pojedini radovi ukazuju na alternativne targete mikrocistina u éelijama, kao $to su aldehid
dehidrogenaza Il (Chen i sar., 2006) i ATP-sintaza (Mikhailo i sar., 2003), $to je takode jedno
od mogucih objasnjenja za raznovrsne opisane efekte u izloZenim organizmima. Neke od do
sada opisanih specifiénih posledica aktivnosti mikrocistina v éelijama pod uticajem ukljuéuju
poveéanje oksidativnog stresa, naruSavanje strukture i funkcije mitohondrija i disrupciju
citoskeleta, $to moZe potencijalno biti okida¢ apoptotickih procesa (Campos i Vasconcelos,
2010; Lezcano i sar., 2012). Dodatno, utvrdeno je da mikrocistini mogu imati genotoksi¢no i
mutageno dejstvo (Straser i sar., 2011; Zegura, 2016; Herrera i sar., 2018), prvenstveno usled
formiranja reaktivnih vrsta kiseonika $to dovodi do oksidativhog stresa i oSteéenja DNK.
Primenom mikronukleus testa, utvrdeno je da &ak i koncentracije mikrocistina koje nisu direkino
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citotoksicne mogu znadajno uticati na celijske linije poput Vero-E6 i HepG2, izazivajudi
hromozomske aberacije u vidu prekida ili gubitka hromozoma (Menezes i sar., 2013; Dias i sar.,
2014). Poznato je takode da dugotrajno izlaganje dejstvu mikrocistina moZe potencijalno
dovesti do razvoja karcinoma jetre ili kolorektalnog karcinoma (Campos i Vasconcelos, 2010;
Zegura i sar., 2011; Faltermann i sar., 2016). Smatra se da u osnovi mehanizma promocije
nastanka tumora kod MC-LR leZi interakcijo sa mehanizmima reparacije DNK i specifiénim
genima ukljuéenim u proces apoptoze. Jedan od ovih gena je p53, koji funkcionise kao
transkripcioni transaktivator, igrajuéi kljuénu ulogu u sistemu reparacije DNK, apoptozi i
putevima supresije tumora (Takumi i sar., 2010). Protein P53 je supstrat za PP2A enzim (Takumi
i sar.,, 2010) i stoga se smatra da njegova aktivnost moze biti direktno regulisana od strane
MC-LR. Nakon izlaganja MC-LR, p53 podleze hiperfosforilaciji, sto dovodi do znadajnog
povedanja nivoa ekspresije ovog gena, ¢ime se remeti normalan éelijski ciklus i mehanizam
supresije razvoja tumora (Guzman i sar., 2003). Pored p53, MC-LR takode uti¢e na Bcl-2 familiju
proteina, koji su vedinski vezani za spoljasnju membranu mitohondrija i ukljuéeni u regulaciju
mitohondrijalne permeabilnosti i oslobadanje apoptogenih proteina (Fu i sar., 2005). Poznato
je da MC-LR moze izazvati povecanje u ekspresiji Bax proteina, proapoptotickog ¢lana
porodice Bcl-2 (Fu i sar., 2005), dok je zabeleZeno znaéajno smanjenje ekspresije Bcl-2, anti-
apoptotickog proteina (Sviréev i sar., 2011). Iz sposobnosti MC-LR da inhibira klju¢ne
regulatorne proteine proizilazi povelanje aktivnosti protein kinaza kao 3$to su mitogen
aktivirajuée protein kinaze (MAPK), Ca2* /kalmodulin zavisna protein kinaza Il (CaMKIl) i NeK?2
kinaza. Ovaj tip interakcije takode moZe rezultirati promenom ¢éelijskih signalnih puteva,
regulacijom apoptoze, povecanjem proliferacije i potencijalnom indukcijom razvoja tumora
(Campos i Vasconcelos, 2010). Predlozeno je nekoliko mehanizama za procese detoksikacije
mikrocistina, ukljuéujuéi aktivnost efluksnih proteinskih transportera poput P-glikoproteina (P-gp)
i formiranje konjugata sa glutationom (GSH) pomodu glutation-S transferaza (GST), &ime se
olaksava njihovo izbacivanije iz éelija (Campos i Vasconcelos, 2010). Medutim, u tom pravcu su

potrebna dalja istrazivanja da bi se u potpunosti razumeli i istrazili ovi mehanizmi.
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Slika 4. Sema usvajanja mikrocistina preko multispecifignog OATP transportnog sistema aktivnog u razligitim
tipovima animalnih éelija, toksiénog dejstva, biotransformacije i izlu¢ivanja ovog toksina
(Adaptirano iz Campos i Vasconcelos (2010))

1.3.2. Citotoksi¢ni cijanotoksini

Posebnu grupu cijanotoksina predstavljaju citotoksini koji izazivaju morfoloske ili funkcionalne
promene na nivou ¢elija razlicitih tkiva i organa kiémenjaka. Cilindrospermopsini se javljaju kao
grupa najbolje istrazenih i najpotentnijih cijanobakterijskih citotoksina. Cilindrospermopsin (CYN)
i njegovi analozi, sulfovani trocikli¢ni alkaloidi guanidina, se primarno produkuju od strane
cijanobakterijske vrste Cylindrospermopsis raciborskii (Raphidopsis raciborskii) (Ohtani i Moore
1992; Kinnear, 2010). Identifikovani su, medutim i drugi producenti, ukljuéujuéi vrste Umezakia
natans, Aphanizomenon ovalisporum i vrste rodova Raphidopsis, Anabaena i Lyngbya. Nekoliko
prirodnih kongenera cilindrospermopsina je do sada identifikovano, ukljuéujuéi 7-deoksi-
cilindrospermopsin (7-deoxy-CYN) (Norris i sar., 1999), 7-epi-cilindrospermopsin (7-epi-CYN)
(Banker i sar., 2000), kao i 7-deoksi-desulfo-cilindrospermopsin i 7-deoksi-desulfo-12-
acetilcilindrospermopsin (Wimmer i sar., 2014). lako su zvaniéno klasifikovani kao hepatotoksini,
ovi toksini uticu na vise organskih sistema i razlikuju se od prethodno opisane grupe po
mehanizmu dejstva. U dosadasnjim istrazivanjima je utvrdeno da cilindrospermopsin dovodi do
éelijske smrti kod miSeva, pri éemu su zabeleZene LC50 vrednosti od priblizno 2 mg kg' nakon
24 &asa od intraperitonealne aplikacije (Ohtani i Moore, 1992; Falconer i sar., 1999; Runnegar
i sar., 2002) i 0.2 mg kg'! nakon 5-6 dana izlaganja (Sivonen i Jones, 2009). Ingestija CYN
kod miSeva moZe dovesti do ostecenja jetre, ali moZe uticati i na druge organe, ukljucujuci
bubrege, pluéa, timus, slezinu, nadbubrezne Zlezde i srce (Humpage i sar.,, 2005). Ovakvi
sluéajevi su posebno cesti kada se ekstrakti cijanobakterija koji sadrze CYN ubrizgavaiju
intraperitonealno, jer je utvrdeno da mogu biti toksicniji i pokazati Siri opseg toksiénosti u odnosu
na preciséen toksin (Humpage i sar., 2000; Shaw i sar., 2000; Puddick i sar., 2021). Inhibicija
éelijskog rasta i citotoksi¢nost su zabeleZeni kod niza razlicitih celijskih linija sisara, ukljuéujudi
celije jetre, bubrega, Zeluca i creva (Fessard i Bernard, 2003; Bain i sar., 2007; Neumann i sar.,
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2007; Froscio i sar., 2009). Pored primarnih hepatocita glodara, najéesée koriséene
imortalizovane éelijske linije su Caco-2, izvedene iz humanog kolorektalnog adenokarcinoma i
HepG2 celije, izvedene iz humanog hepatocelularnog karcinoma. Utvrdeno je da su
imortalizovane ¢éelije jetre osetljivile od crevnih, sa EC50 (koncentracija pri kojoj se javlia
ispitivani efekat kod 50% tretiranih jedinki) vredno3éu od pribliZzno 4 mg mL-! registrovanom
nakon 24 h izlaganja za HepG2 celije i redukcijom aktivnosti CYP450 metabolita u jetri
(Gutiérrez-Praena i sar., 2019). U sluéaju Caco-2 Celija, najéesée zabeleZeni efekti su povecdana
éelijska permeabilnost i intracelularna koncentracija reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) (Remirez i
sar., 2002; Pichardo i sar., 2017; Gutiérrez-Praena i sar., 2019). IstraZivanja su pokazala da
je cilindrospermopsin potentan inhibitor sinteze proteina, $to predstavlja rani indikator izlaganja
ovom toksinu koji se javlja i pri subtoksiénim koncentracijama. Ovu pravilnost potvrduju rezultati
rada Froscio i sar. (2003), gde je zabeleZena potpuna inhibicija sinteze proteina kod primarnih
hepatocita Wistar pacova veé nakon 4-¢asovnog izlaganja 0.5 UM CYN, dok je celijska smrt
utvrdena pri koncentracijoma od 1-5 UM i nakon 18 casova izlaganja. Uprkos znacajnom
negativnom efektu cilindrospermopsina, malo se zna o mehanizmu interferencije
cilindrospermopsina sa kompleksnom masinerijom sinteze proteina u ¢elijama éoveka. Poznato
je, medutim, da toksin ometa elongacionu fazu ovog procesa i da je uracilni domen u strukturi
toksina znadajan za odrzavanje bioloske aktivnosti in vivo (Banker i sar., 2010). Takode su
opisani genotoksi¢ni efekti cilindrospermopsina, prvenstveno moguénost vezivanja za DNK, ¢ime
se moze izazvati fragmentacija DNK molekula (Humpage i sar., 2005). Pored toga, utvrdeno je
smanjenje koli¢ine dostupnog redukovanog glutationa ¢ak i pri niskim koncentracijama
cilindrospermopsina koje se ina¢e smatraju netoksi¢nim (0.8-1.6 UM), najverovatnije putem
inhibicijie GSH sinteze (Runnegar i sar., 1994). Toksin uzrokuje nastanak metabolickih
poremeéaja, ukljuéujuéi oksidativna ostecenja povezana sa smanjenim koncentracijama
redukovanog glutationa i oslablienom sintezom glutationa. Primeéeni su, takode znatno slabiji
toksicni efekti kod Zivotinja koje nemaju evolutivno naprednije sisteme metabolisanja toksina
(npr. jetru ili hepatopankreas), $to je sluéaj i sa kiémenjackim vrstama v ranim fazama razvoja.
Takode, cilindrospermopsin je jedinstven medu cijanobakterijskim toksinima po tome §to izaziva
toksiénost in utero. U istraZivanju Rogers i sar. (2007), tretman cilindrospermopsinom (8-128 [g
kg') tokom kasne gestacije kod miSeva (gravidne jedinke CD-2, Swiss-Webster) je doveo do
poveéanja broja mrtvih Stenaca, prevremenog izleganja i znadajnog smanjenja telesne mase
Stenaca. Autori su povezali rezultate sa potencijalnom nemoguénoséu CYN da prode kroz
placentalnu barijeru i predloZili da CYN moze uticati na proizvodnju steroidnih hormona in vivo,
§to je moglo dovesti do opisanih stetnih efekata. Uprkos znaéajnim istrazivackim naporima,
mehanizam dejstva CYN je i dalje u odredenoj meri nepoznat.

1.3.3. Neurotoksiéni cijanotoksini

1.3.3.1.  Anatoksini

Anatoksini su alkaloidni toksini rastvorljivi u vodi, koji se povezuju sa velikim brojem sluéajeva
humanih i animalnih trovanja, medu kojima je u proslosti bilo i onih sa fatalnim ishodom (Wood
i sar., 2007; Puschner i sar., 2010; Faassen i sar.,, 2012; Fastner i sar., 2018). Produkcija
cijanotoksina pod nazivom anatoksin-a je prvi put utvrdena kod Kanadskog soja vrste Anabaena
flos-aquae od strane Devlin i sar. (1977), koji su ovaj toksin nazvali “veoma brzim fakotorom
smrti” (eng. Very Fast Death Factor, VFDF), jer je izuzetno smrtonosan po domadée i divlje
Zivotinje. Od tada je, medutim, produkcija ovog toksina zabelezena i kod drugih
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cijonobakterijskih  vrsta, medu kojima su Anabaena circinalis, Aphanizomenon sp.,
Cylindrospermum sp. i Planktothrix sp. (Sivonen i Jones, 1999). Tri forme anatoksina su do sada
opisane: Anatoksin-a i homoanatoksin-a koji su alkaloidi opisani kao sekundarni amini, dok je
guanitoksin (prethodno poznat pod nazivom anatoksin-a(s)) opisan kao jedinstveni fosfatni estar
cikliécnog N-hidroksiguanina (Puschner, 2007). Anatoksin-a i njegov homolog homoanatoksin-a
su dvocikliéni sekundarni amini sa molekulskim masama izmedu 165 i 179 daltona, strukturno
sliéni alkaloidima. Anatoksin-a i homoanatoksin-a imaju opseg LC50 od priblizno 200-250 Ug
kg' kod miSeva (intraperitonealna injekcija, nakon 24 h), dok je kod guanitoksina za isti
parametar utvrdena vrednost od 20 Ug kg (Carmichael i sar., 1990; Schatz i sar., 2007).
Mehanizam dejstva kod ptica i sisara se sastoji u oponasanju dejstva neurotransmitera
acetilholina i naknadnom ireverzibilnom vezivanju za nikotinske acetilholinske receptore
(Wonnacott i sar., 2000), ¢ime se stimuliSu kontrakcije misiénih éelija, $to moZe izazvati
depolarisuéu blokadu nervno-misiénih veza (Falconer, 1998). Specifiéno, natrijumovi voltazno
zavisni kanali nakon vezivanja toksina ostaju prakti¢no blokirani u otvorenom stanju, Sto
omogucéava “upliv”’ natrijumovih jona i kontinuiranu produkciju akcionog potencijala, $sto dovodi
do hiperstimulacije misiénih éelija. Kada se efekat prosiri do respiratornih misi¢a, dolazi do
konvulzija usled nedostatka kiseonika u mozgu i gusenja (Carmichael i sar., 1990). Ovi toksini
imaju priblizno 20 puta vedi afinitet za acetilholinske receptore nego acetilholin ili nikotin i efekti
su dugoroéniji jer ne dolazi do razgradnje usled aktivnosti acetilholinesteraze s obzirom na to
da je anatoksin-a otporan na delovanje ovog enzima (Puschner, 2007). Guanitoksin je takode
primarno neurotoksi¢an cijanotoksin, medutim, za razliku od prethodno navedenog toksina,
strukturno je sli¢niji organofosfatima. Otkriven je primarno kod vrsta Anabaena flos-aquae i A.
lemmermannii i potentan je inhibitor enzima acetilholin-esteraze (Sarma, 2013). lako su
organofosforni holinesterazni inhibitori otkriveni i kod terestriénih bakterija (npr. Streptomyces
antibioticus) guanitoksin je jedini primer koji se javlja kod cijonobakterija (Fattorusso i
Taglialatela-Scafati, 2007). Reakcija sa cilijnim enzimom se sastoji iz fosforilacije i formiranja
specifiétnog kompleksa koji ¢ini enzim nefunkcionalnim, $to dovodi do preterane stimulacije
misiénih éelija usled nemoguénosti degradacije acetilholina. Kao $to je ve¢ navedeno, hemijska
struktura se razlikuje u odnosu na anatoksin-q, jer je guanitoksin N-hidroksiguanidin metil fosfatni
estar sa molekularnom masom od 252 daltona (Hyde i Carmichael, 1991). Razlog za dodatak
“s” u originalnom nazivu toksina (anatoksin-a(s)) lezi u karakteristiénoj hipersalivaciji primeéenoj
kod laboratorijskih miSeva izloZenih ovom toksinu (Solter i Beasley, 2013). Nasuprot relativho
stabilnom anatoksinu-a, guanitoksin se smatra veoma nestabilnim molekulom.

1.3.3.2.  Saksitoksini

Saksitoksini (STX) su toksini produkovani prvenstveno od strane slatkovodne cijanobakterijske
vrste Aphanizomenon flos-aquae (Adelman i sar., 1982). Medutim, pored ove vrste, u
slatkovodnim i braktiénim okruZenjima, u okviru nekoliko cijanobakterijskih rodova takode se
mogu pronadi producenti ovih toksina, medu kojima su Anabaena circinalis, Anabaena
lemmermanni, Aphanizomenon flos-aquae, Cylindrospermopsis raciborskii, Lyngbya wollei i
Planktothrix sp. (Rodgers i sar.,, 2018). Ovi toksini predstavljaju neke od najpotentnijih
neproteinskih toksina poznatih danas, sa LC50 vredno$éu od 10 Pg kg kod mideva, dok se
letalnom dozom za &oveka smatra 1 mg predis¢ene supstance (Bower i sar., 1981). Radi se o
neurotoksiénim alkaloidima tricikliécne strukture, &iji se molekularni skelet sastoji iz dve
guanidinske grupe. Intoksikacija ljudi se najcesce javlja kao posledica ingestije kontaminiranih
akvatiénih organizama. Usled blokade natrijumovih kanala izazvane STX-om, ne mozZe doéi do
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generisanja akcionog potencijala neophodnog za kontrakciju misica (Chen i sar., 1996).
Specifi¢no, toksiéni efekti saksitoksina se primarno ogledaju u blokiranju voltazno zavisnih
natrijumovih kanala u mijelizovanim i nemijelizovanim nervima, $to rezultira u relaksaciji
vaskularne glatke muskulature, depresiji akcionog potencijala sréanog misica i inhibiciji
aksonalne transmisije do skeletnih misi¢a (Evans, 1972; Kao, 1993). Blokirajuéi otvaranje kanala,
protok natrijuma u neuron je zaustavlijen, Sto dovodi do misicne paralize i smrti usled
onemoguéene respiracije kod sisara (Merwe, 2014). Natrijumovi voltazno zavisni kanali
senzornih nerava su mnogo podlozZniji blokadi saksitoksinima od onih u motornim neuronima,
zbog cega senzorni abnormaliteti uglavnom prethode paralizi i parezi. Saksitoksini takode
deluju na kalcijumove kanale L-tipa koji imaju ulogu u stvaranju akcionog potencijala u sréanom
misicu (Stefanopoulos i sar., 2022), ali nivo inhibicije nije tako izraZen kao kod natrijumovih
kanala (Llewellyn, 2006). Kada je re¢ o ovom mehanizmu toksiénog delovanja, potrebno je
spomenuti jomajkamid i kalkitoksin kao dodatne toksine cijanobakterija koji ispoljavaju
neurotoksi¢nu aktivnost blokiranjem natrijumovih voltaZno zavisnih kanala (Edwards i sar., 2004;
LePage i sar., 2005).

1.3.3.3. 3 -metilamino-L-alanin (BMAA)

Jedinstvena aminokiselina B-metilamino-L-alanin (BMAA), je prvobitno izolovana iz ploda cikasa
kao produkt simbiontskog cijanobakterijskog soja roda Nostoc, koji se razviju u kontaktu sa
korenom ove biljke (Cox i sar., 2003). Od prvog nalaza ovog metabolita, njegova produkcija
je opisana kod predstavnika brojnih cijanobakterijskih redova (Chroococcales, Nostocales,
Oscillatoriales, Pleurocapsales, Stigonematales) u razli¢itim Zivotnim sredinama (Cox i sar., 2005).
ZabeleZzena je takode akumulacija BMAA u brojnim morskim organizmima koji se koriste u
liudskoj ishrani poput ribe, rakova, ostriga i skoljki (Jonasson i sar., 2010), medutim, akutno
trovanje usled ingestije ovog toksina nije do sada opisano. Jednom kada se unese, BMAA se
vezuje za proteine u organizmu, nakon ¢ega mozZe funkcionisati kao endogeni neurotoksi¢ni
rezervoar koji polako oslobada toksin direktno u cerebralno tkivo (Murch i sar., 2004). Direktna
veza izmedu dejstva ovog toksina i efekata u humanom ili animalnom organizmu jo$ uvek nije u
potpunosti opisana, iako trenutni dokazi ukazuju na povezanost izmedu izloZzenosti BMAA i
podloZnosti neurogenerativnim bolestima poput amiotrofiéne lateralne skleroze (ALS) i
Parkinsonove bolesti (Spencer i sar., 1987). Poznato je medutim da BMAA ima sposobnost
prolaska kroz krvno-moZdanu barijeru, nakon éega izaziva neurotoksiéne efekte putem uticaja
na centralni nervni sistem. Pri niskim koncentracijama, BMAA moze interagovati sa svim osnovnim
tipovima glutamatnih receptora (NMDA, AMPA i kainatni receptori) ¢ija aktivacija dovodi do
znaéajnog povedanja intracelularnog nivoa Ca?* i povedane stimulacije motoneurona (Lobner,
2009). Ova promena dovodi do poveéanog stresa endoplazmatskog retikulma i aktivacije
Ca?*-zavisnih mehanizama éelijske apoptoze.

1.3.4. Dermatotoksiéni cijanotoksini

U dermatotoksi¢ne cijanotoksine se ubrajaju apliziatoksini, lingbiatoksini i debromoapliziatoksini
koji izazivaju kontakine koZne i gastrointestinalne iritacije kao i razlicite tipove alergijskih
reakcija (Kaebernick i Neilan, 2001; Briand i sar.,, 2003). Inicijalno, apliziatoksini i
debromoapliziatoksini su izolovani iz vrste Stylocheilus longicauda, medutim, od tada su
identifikovani i kod drugih cijanobakterijskih vrsta (Tang i sar., 2019). Pored toga $to uzrokuju
tesSke oblike dermatitisa nakon direktnog izlaganja, ovi toksini mogu delovati kao promoteri

17



tumora putem kompetitivnog vezivanja za protein kinazu C (Chorus i Bartram, 1999).
Lingbiatoksine prvenstveno proizvodi Lyngbya majuscula, cijanobakterijska vrsta koja se javlja u
priobalnim vodama u tropskoj i suptropskoj klimi (Osborne i sar., 2001). Slican mehanizam
delovanja, ukljuéujué¢i akutni kontaktni dermatitis i promociju tumora je prisutan i kod
lingbiatoksina (Jeffrey i Liskamp, 1986).

1.3.5. Lipopolisaharidi

Lipopolisaharidi (LPS; endotoksini) su Celijski konstituenti veéine Gram-negativnih bakterija. To
su krupni (molekulske mase 200 do 1000 kDa), termostabilni (do 100°C), imunogeni molekuli,
rezistentni na delovanje proteolititkih enzima (Smulders i sar., 2012). Celijski zid Gram-
negativnih bakterija se ponekad opisuje kao omotaé, jer ovaj termin preciznije opisuje labavo
prikaéen sloj LPS materijala, koji je lociran na spoljasnjem delu tankoslojnog peptidoglikana.
Spoljasniji sloj LPS omotaéa formira specifiénu barijeru, efektivnu protiv difuzije egzo-enzima u

spoljasnju sredinu. Ovo predstavlja evolucionu karakteristiku ¢iji je razvoj omoguéio ovim
organizmima da prezive i umnoze se u okruzenjima sa niskim koncentracijama organskih
nutrijenata (Sile, 2013). lako blisko povezan sa celijskim omotacem, LPS konstantno biva
odbacivan v spoljasnju sredinu. Mogu se izdvojiti tri specifi¢na regiona kada je re¢ o strukturi
LPS - unutradnji region (jezgro), nazvan lipid A; sredisnji oligosaharidni sloj; spoljasnii
polisaharidni lanac. Lipidna komponenta (Lipid A) predstavlja hidrofobni segment LPS koji je
lociran u bazi ove strukture, na spoljasnjoj membrani. Poznato je da je lipidna komponenta
odgovorna za toksiéne efekte ispoljene tokom infekcije Gram-negativnim bakterijama i da je
to deo molekula koji je reaktivan in vivo (Smulders i sar., 2012). lako su cijanobakterijski LPS
&esto citirani u literaturi o cijanobakterijama kao toksini odgovorni za razne zdravstvene efekte
kod ljudi, od koZnih osipa do gastrointestinalnih, respiratornih i alergijskih reakcija, veéina
zvaniénih istraZivaékih izvestaja opisuje cijanobakterijski LPS kao slabo toksi¢an u poredenju sa
LPS prisutnih kod pripadnika bakterijske familije Enterobacteriaceae (Stewart i sar., 2006).
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Slika 5. Prikaz strukture toksikolo3ki najznaéainijih grupa cijanotoksina (Modifikovano iz Dittmann i Wiegand

(20006))

Koncentracije cijanobakterijskih toksina u spoljasnjoj sredini su generalno veoma niske (0.1 — 10
Mg L') u poredenju sa toksinima prisutnim u samim ¢éelijama cijonobakterija (Lindholrn i
Meriluoto, 1991). Cilindrospermopsini su izuzetak, jer se visoke koncentracije ekstracelularnih
toksina mogu nadéi tokom svih faza Zivotnog ciklusa cijanobakterija koje ih produkuju (Chen i sar.,
2011). Objavlien je veliki broj istrazivanja koja se ti€u pojave cijanotoksina u povrsinskim
vodama, posebno mikrocistina, koji su najrasprostranjeniji cijanotoksini, odgovorni za najveéi
broj registrovanih slu¢ajeva trovanja ljudi i Zivotinja (Chorus i Bartram, 1999) i najveée
koncentracije ovih toksina (do 25 mg L' na svetskom nivou) (Sivonen i Jones, 1999) su
zabeleZene u toku cvetanja vode. Sa druge strane, maksimalne detektovane koncentracije
ostalih grupa, poput cilindrospermopsina i anatoksina u povrsinskim vodama su iznosile do 3.3
mg L' (Sivonen i Jones, 1999). Utvrdeno je da se koncentracije mikrocistina na podruéju
Vojvodine mogu kretati od 0.95 do 603.51 g L' (Simeunovié, 2009).

Kako se karakteristika produkcije toksina kod cijanobakterija odrZzala tokom njihove duge
evolucije, uprkos visokoj metaboli¢koj ,,ceni”, jasno je da je bioloska funkcija ovih metabolita
izuzetno vazna. Informacije vezane za svrhu produkcije toksina od strane cijanobakterija, kao i
funkcionalna ekoloska uloga ovih, sa energetskog stanovista nepovolijnih, bioaktivnih metabolita,
su i dalje oskudne i potrebna su dodatna istraZivanja u ovom pravcu. lako je jasno da toksini
obezbeduju odredenu prednost cijanobakterijama u njihovom prirodnom okruzeniju i dalje je
nejasno na koji naéin. Postavljeno je medutim nekoliko hipoteza, koje su podrzane rezultatima
istrazivanja sprovedenih proteklih godina.

Cijanotoksini kao mehanizam zastite od predatorstva/ispase - Postoje dokazi da
cijanotoksini imaju znadajan uticaj na strukturu populacija zooplanktona, Sto je dovelo do
razvoja hipoteze da su ovi toksini nastali kao mehanizam zastite od zooplanktonskih predatora
(Lampert, 1981; DeMott i sar., 1991). Rezultati istrazivanja Jang i sar. (2003) radenih sa Cetiri
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soja vrste M. aeruginosa su pokazali da kontakt sa zooplanktonom dovodi do poveéanja stope
produkcije toksina. Dodatno, u radu DeMott i sar. (1991), koji je jedna od glavnih publikacija
koje podrzavaiju ovu hipotezu, autori su primetili da niske koncentracije mikrocistina inhibiraiju
stopu ishrane kod jedinki vrste Daphnia pulicaria, kao i da se ishrana veoma brzo normalizovala
nakon postavljanja dafnija u medijum bez toksina.

Cijanotoksini kao alelopatska jedinjenja - Jo$ jedna od predloZenih funkcija ovih metabolita
je da deluju kao alelopatska jedinjenja jer se pokazalo da igraju vaznu uvlogu u kompetitivnim
interakcijama cijanobakterija. Efekat supresije rasta su predlozili Ha i Pflugmacher (201 3),
nakon izlaganja makrofita vrste Ceratophillum demersum dejstvu anatoksina-a, ¢ime je izazvana
aktivacija odgovora na stres usled prekomerne proizvodnje H2O2 i naknadnog oksidativnog
oSte¢enja. Povisena proizvodnja H2O> takode je otkrivena kod iste vrste nakon izlaganja
hepatotoksic(nom mikrocistinu-LR u radu Pflugmacher (2004). Inhibicijo rasta je takode
primeéena kod razlicitih vrsta algi, medu kojima su vrste rodova Chlamydomonas,
Haematococcus, Navicula i Cryptomonas kada su bile izlozene MC-LR (Babica, 2006). Nekoliko
istraZivanja je takode analiziralo efekte cijanotoksina na konkurentske vrste cijanobakterija.
Inhibicija fotosinteze, aktivnosti nitrogenaze, rasta i usvajanja CO»2 primeéena je kod Anabaena
spp. i Nostoc muscorum nakon izlaganja polupreciséenom MC-LR, pri éemu su se efekti postepeno
povecavali sa porastom koncentracije toksina (Singh i sar., 2001).

Uloga cijanotoksina v obezbedivanju hranljivih materija - lako su ove grupe metabolita
nazvane cijanotoksini, toksi¢na svojstva koja ispoljavaju mozda nemaju nikakve veze sa njihovim
osnovnim funkcijoma. Ovi sekundarni metaboliti bi mogli imati ulogu u obezbedivanju i
zadrzavanju specifiénih hranljivih materija u Zivotnoj sredini. Sa te taéke gledista, proizvodnija
toksina bi se trebala poveéavati u odnosu na smanjenje dostupnosti specifiénih hranljivih
materija. Zaista, poveéana produkcija MC pod ograni¢enjem dostupnosti izvora gvozda
primeéena je kod vrste M. aeruginosa PCC 7806 (Yeung, 2016). Dodatno, unutaréelijske funkcije
mikrocistina su povezane sa balansom jona gvozda u studiji Utkilen i Gjglme (1995), koji su
zabelezZili razliku u efikasnosti apsorpcije gvoZda izmedu toksiénih i netoksiénih sojeva
Microcystis aeruginosa nakon §to su oba soja gajena u medijumima deficitarnim v pogledu
dostupnog gvozda.

Cijanotoksini u sinergistickim interakcijama i stvaranju mikrobijalnih asocijacija — U
odredenom broju studija je pokazano da nekoliko toksigenih vrsta cijanobakterija dostize
optimalan rast samo u prisustvu odredenih vrsta heterotrofnih bakterija (Berg i sar., 2009; Louati
i sar., 2015) sto je podstaklo nastanak teorije da proizvodnja odredenih metabolita, medu
njima i cijanotoksina, ima ulogu u privlaéenju ovih “korisnih” organizama, dok istovremeno
funkcioni$u kao repelent za antagonisti¢ke grupe (Kaebernick i Neilan, 2001), iako jos uvek ne
postoji dovolijno dokaza u dostupnoj literaturi koji bi potkrepili ovu teoriju. Utvrdeno je recimo,
u radu Paerl i Gallucci (1985), da je vrsta Pseudomonas aeruginosa hemotaktiéki privuéena od
strane azotofiksirajuée vrste Anabaena oscillarioides, pri ¢emu u mutualistickom odnosu ove dve
vrste dele fiksirani azot. Dodatno, primeéeno je poveéanije stope fiksacije CO2 u éelijama vrste
M. aeruginosa gajenih u prisustvu odredenih vrsta bakterija. Takode, Paerl i Milie (1996) opisuju
mutualisticke i potencijalno sinergisticke interakcije izmedu cijanobakterija i heterotrofnih
bakterija koje se razvijaju unutar kolonija, na agregacijama trihoma i u visoko specifi¢nim
asocijacijama sa heterocistama azotofiksirajuéih cijanobakterija.
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1.4. Biosinteza cijanotoksina

Tokom proteklih decenija, istraZivadi su uspeli da identifikuju biosinteticke puteve vecine do sada
poznatih cijanobakterijskih toksina. Saznanja u ovoj oblasti ne samo da su otkrila jedinstvene
biohemijske karakteristike svakog od njih, veé su i podstakla stvaranje novih metoda za
otkrivanje i razlikovanje toksiénih cijanobakterija u prirodnom okruzenju. Pored togaq,
uporedivanjem biosintetskih puteva razlicitih rodova koji proizvode toksine, postalo je moguce
pratiti evolucionu istoriju i razumeti mehanizme koji stoje iza diverzifikacije nekih od ovih toksina.
Prisustvo gena mikrocistin sintetaza (mcy) umeSanih u biosintezu mikrocistina, recimo, danas se
Cesto uzima kao indikacija prisustva potencijalno toksi¢énih cijanobakterija u uzorku (Dittmann i
Borner, 2005). Cijanobakterije, kao i mnoge druge vrste bakterija, mogu da proizvode Sirok
spektar sekundarnih metabolita zahvaljujuéi specijalizovanom biosintetickom aparatu. Najvedi
deo sekundarnih metabolita cijanobakterija su peptidi ili poseduju peptidne podstrukture i
otkriveno je da se vedina ovih molekula sintetiSe putevima neribozomalne peptidne sintetaze
(NRPS) i poliketid sintaze (PKS), ili hibridnim putevima kombinacije ova dva kompleksa (Welker
i Von Déhren, 2006). Neribozomalni peptidi i poliketidi su dve vrste molekula koje proizvode
veliki multienzimski kompleksi. Ovi kompleksi su organizovani u takozvane biosinteticke klastere
genaq, koji se sastoje od funkcionalnih jedinica koje se oznaéavaju kao moduli, pri éemu je svaki
modul odgovoran za katalizaciju jednog ciklusa elongacije ili modifikacije funkcionalnog
proizvoda (Kurmayer i sar., 2009). Moduli moraju sadrzati minimalno tri najvaznija domena:
kataliticki domen odgovoran za odabir specifié(nog monomera, domen proteina nosaca koji
vezuje monomer nakon $to je tioesterifikovan i drugi katalitiéki domen koji pomaze pri elongaciji
nastajuéeg lanca (Naughton i sar., 2017). Ovi molekuli su komercijalno vredni i odgovorni su za
vedinu znacajnih bioaktivnih prirodnih proizvoda cijanobakterija koji su do sada otkriveni.

1.4.1. Biosinteza mikrocistina

Obe opisane familije oligopeptidnih toksina (MC i NOD) dele gotovo istu osnovnu strukturu koja
uklju¢uje jedinstveni amino-kiselinski bo¢ni lanac poznat pod nazivom ADDA (3-amino-9-
metoksi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienci¢na kiselina) za koji se smatra da je odgovoran
za toksi¢ne karakteristike ovih molekula (Greer i sar., 2018). lako su strukturne varijacije
zabelezene u sluéaju svih sedam amino kiselina, generalnu strukturu vedine kongenera
mikrocistina &ini ciklo-(D-alanin 1-X2-D-MeAsp3-Z4-Adda5-D-glutamat 6-Mdha?) (Rinehart i
sar.,, 1994; Sivonen, 1996), gde su X i Z varijabilne L-amino kiseline, D-MeAsp je 3-
metilasparaginska kiselina i Mdha je N-metil-dehidroalanin (Slika 5). Zahvaljujudi
karakteristiénoj strukturi, mikrocistine odlikuje velika strukturna varijabilnost, rezultat ¢ega je
familija od 279 srodnih toksiénih supstanci (Bouaicha i sar.,, 2019) koje variraju u sastavu
peptidne sekvence, stepenu metilacije, hidroksilacije, epimerizacije i toksi¢nosti. Najveéi broj
dostupnih toksikoloskih podataka o mikrocistinima se odnosi na varijante MC-LR, MC-RR, MC-YR
i MC-LA (oznake aminokiselina na varijabilnim pozicijama 2 i 4 - L, leucin; R, arginin; Y, tirozin;
i A, alanin), medu kojima je mikrocistin LR najvise prou¢avan i smatran najtoksiénijom izoformom

(Slika 6).
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Microcystin skeleton

@ @ @ R' R2[MH'miz

1 MC-LR Leu Arg Mdha Me Me 9955
2 MC-YR Tyr Arg Mdha Me Me 10455
3 MC-RR Arg  Arg  Mdha Me Me 10385
4 MC-LA Leu Ala Mdha Me Me 9105
5 MC-LF Leu Phe Mdha Me Me 9865
6 MC-LY Leu Tyr Mdha Me Me 1002.5
7 MCLW Leu  Trp Mdha Me Me 10255
8 [Dha']MC-LR Leu  Arg Dha H Me 9815
9 MC-RY Arg Tyr Mdha Me Me 10455
10 MC-RA Arg Ala Mdha Me Me 9535
11 MC-HIlR Hil Arg  Mdha Me Me 10095
12 MC-FR Phe Arg Mdha Me Me 1028.5
13 MC-RF Arg Phe Mdha Me Me 10295
14 [Mser']MC-YR Tyr  Arg  Mser Me Me 10635
15 [Mser’)MC-LR Leu  Arg Mser Me Me 10135
16 [Asp?]MC-RY Arg Tyr Mdha Me H 10315
17 [Asp’]MC-LR Leu Arg Mdha Me H 9815
18 MC-LY(OMe) Leu MeOTyr Mdha Me Me 10325
19 MC-LL Leu Leu Mdha Me Me 9525
20 [Asp*MG-YR Tyr  Arg Mdha Me H 10315
21 [Dha’IMC-YR Tyr  Arg Dha H Me 10315
22 [Mser’]MC-RY Arg  Tyr  Mser Me Me 10635
23 [Dha’IMC-RY Arg Tyr Dha H Me 10315
24 MC-RY(OMe) Arg MeOTyr Mdha Me Me 1075.5
25 MC-RAba Arg Aba Mdha Me Me 967.5
26 MC-RApa(1) Arg Apa Mdha Me H 981.5
27 MC-RApa(2) Arg  Apa Dha H Me 9815
28 MC-RL Arg Leu Mdha Me Me 9955
29 MC-YA Tyr Ala Mdha Me Me  960.5
30 MC-YAba Tyr  Aba Mdha Me Me 9745
31 MC-LAba Tyr Aba Mdha Me Me 924.5

Slika 6. Strukture do sada opisanih analoga mikrocistina (Preuzeto iz Miles i sar. (2013))

Biosinteza mikrocistina se odvija ne-ribozomalno pomoéu hibridnog enzimskog sistema koji
ukljuéuje peptidne sintetaze, poliketidne sintaze i dodatne modifikujuée enzime (Calteau i sar.,
2014). Kompletan genski klaster je okarakterisan kod vrsta Microcystis aeruginosa K-139, PCC
7806 i NIES-843 (Nishizawa i sar., 1999; Tillett i sar.,, 2000; Kaneko i sar., 2007), zatim
Planktothrix agardhii NIVA126/8 (Christiansen i sar., 2003) i Anabaena 90 (Rouhiainen i sar.,
2004), dok su delovi klastera pronadeni kod pojedinih vrsta roda Nostoc (Slika 7) (Genudrio i
sar., 2010). Genski klaster za sintezu mikrocistina (mcy), koji zauzima 55.4-55.8 kb (u zavisnosti
od producentske vrste) na hromozomu, se sastoji od 6 krupnih otvorenih okvira éitanja (ORF)
(mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE i mcyG) i 4 manja ORF (mcyF, mecyH, mcyl i mcyl), medu kojima
geni mcyA, mcyB, mcyC kodiraju NRPS, mcyD kodira PKS a mcyG i mcyE predstavljaju mesovite
NRPS/PKS gene, dok preostali geni kodiraju modifikacione enzime (Tillett i sar., 2000; Pearson
i sar.,, 2016). Sklapanje mikrocistina podinje sintezom ADDA aminokiseline, aktivacijom fenil
propionatne poéetne jedinice izvedene iz fenilalanina na hibridnom NRPS/PKS enzimu mcyG.
Skelet karakteristiéne ADDA aminokiseline se formira aktivno$éu éetiri PKS modula koji su deo
mcyG, D i E. Modifikacije bo¢nog lanca ADDA uvode O-metiltransferaza mcyl) i domen amino
transferaze mcyE. Nakon formiranja ADDA, preostalih $est aminokiselina biva inkorporirano

22



dejstvom enzima koji kodiraju NRPS moduli mcyG, mcyA, mcyB i mcyC. Nakon dodatnih enzimskih
modifikacija, izduZeni peptid se konaéno oslobada iz enzimskog kompleksa pomoéu domena
tioesteraze mcyC, dok se ABC transporter gen mcyH smatra odgovornim za transport
mikrocistina (Tillett i sar., 2000; Christiansen i sar., 2003; Hicks i sar., 2006).

1.4.2. Biosinteza nodularina

Kao $to je navedeno, nodularini su pentapeptidi, strukturno i toksikoloski blisko povezani sa
mikrocistinima. Opsta aminokiselinska sekvenca nodularina sadrzi D-eritro-metilasparaginsku
kiselinu (D-MeAsp), L-arginin (LArg), ADDA aminokiselinu, N-metildehidrobutirin (MeDhb), D-
glutaminsku kiselinu (D-Glu) i 2-metilamino-2-butensku kiselinu (N-metildehidrobutirin) i moze se
pojednostavlieno predstaviti kao ciklo-(D-MeAsp-L-Arg-Adda-D-Glu-Mdhb) (Giordano i sar.,
2015). Genski klaster odgovoran za biosintezu nodularina (nda) je velic¢ine 48 kb i sastoji se od
devet ORF (ndaA — ndal) koji kodiraju dva NRPS, jedan PKS i dva NRPS/PKS domena, kao i
modifikuju¢e enzime (Moffitt i Neilan, 2004). Prema analizi sekvence, nda klaster sadrzi dva
velika operona koji se nalaze sa obe strane dvosmernog promotora (Slika 7). Jedan od ovih
operona, koji se nalazi nizvodno od promotora, kodira tri NRPS modula sastojanih u okviru ORF-
a ndaA i ndaB. Drugi operon, koji se nalazi uzvodno od promotora, sadrzi tri ORF-a oznacena
kao ndaC, ndaD i ndaF, koji kodiraju hibridne NRPS/PKS module, kao i &etiri dodatna ORF-a
nazvana ndaE, ndaG, ndaH i ndal koji kodiraju modifikujuée enzime (Moffitt i Neilan, 2004). Ovi
ORF se transkribuju u suprotnom smeru od nizvodnog operona. Medu navedenim ORF, ndaC, D,
E i F kodiraju enzime koji su odgovorni za biosintezu ADDA aminokiseline, dok ndaF, G, H, A i B
kodiraju enzime odgovorne za sintezu peptida, formiranje cikli¢ne strukture i transport toksina
(Gehringer i sar., 2012).

1.4.3. Biosinteza cilindrospermopsina

Klaster gena uklju¢enih u proizvodnju CYN prvobitno je delimiéno opisan kod vrste
Aphanizomenon ovalisporum (Shalev-Alon i sar., 2002; Kellmann i sar.,, 2006), gde su
identifikovani geni koji kodiraju amidinotransferazu, poliketid sintetazu i peptid sintetazu u
genskim regionima nazvanim aoaA, aoaB i aoaC. Nekoliko godina kasnije, kompletan cyr klaster
koji obuhvata 43 kb i sadrzi 15 otvorenih okvira &itanja (ORF) neophodnih za sintezu, regulaciju
i transport CYN, je opisan kod vrste Raphidopsis raciborskii AWT205 (Slika 7) (Mihali i sar.,
2008). Ovi ORF su oznaéeni kao cyrA-O i odgovorni su za razli¢ite korake u biosintezi CYN.
Biosinteza cilindrospermopsina pocinje formiranjem ugljeniénog skeleta molekula. Prvi korak
ukljuéuje sintezu guanidin-acetata kao osnovne jedinice, tako Sto se guanidin grupa prenosi na
glicin ili arginin dejstvom enzima amidinotransferaze koji kodira cyrA (Kellmann i sar., 2006),
nakon éega sledi dodavanje pet acetatnih jedinica da bi se formirala ugljeniéna osnova
jedinjenja (cyrB-F). Slededi korak ukljuéuje stvaranje uracilnog prstena (katalizuju cyrG i H) i
dodatne modifikacije sulfatizacije i hidroksilacije uvode enzimi kodirani od strane cyr) i cyrl,
respektivno. Smatra se da su dalje modifikacione reakcije, kao §to su C-metilacija, sulfotransfer
i ciklizacija, potrebne da bi se zavrsila biosinteza cilindrospermopsina, medutim, tac¢an redosled
i detalji ovih reakcija nisu u potpunosti shvaéeni, a takode je nepoznato kako se taéno formira
uracilni prsten. Klaster cyr gena takode ukljuéuje transporter protein, cyrK, za koji se smatra da
je odgovoran za transport CYN iz éelije (Mihali i sar., 2008). Nedavno je ceo cyr klaster iz R.
raciborskii AWT205 kloniran u ekspresione vektore za proizvodnju CYN u bakterijskoj vrsti
Escherichia coli (Cullen i sar., 2022), medutim, iako su geni bili transkribovani, nije zabeleZena
proizvodnja CYN tokom eksperimenata.
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1.4.4. Biosinteza anatoksina

Anatoksini koji su do sada identifikovani se biosintetisu u cijanobakterijaoma preko metaboli¢kog
puta koji ukljuéuje tri PKS enzima koje kodiraju geni anaE, anaF i anaG. Geni koji kodiraju ove
enzime identifikovani su prvi put kod vrste Oscillatoria sp. PCC 6506 (Méjean i sar., 2014) i
utvrdeno je da se nalaze u klasteru gena (anaA-H) koji kodiraju razlic¢ite enzime uklju¢ene u
biosintezu ove grupe toksina (Slika 7). Put sinteze podinje aktivacijom i vezivanjem ciklicne
aminokiseline prolina za acil proteinski nosa¢ (kodiran genom anaD), pomoéu adenilacionog
proteina (anaC). Nastali prolil-ACP se zatim oksidise u 1-pirolin-5-karboksil-ACP pomoéu
oksidaze (anaB). Novonastali imin biva procesuviran od strane prvog PKS enzima (anaE), koji
dodaje redukovanu jedinicu acetata. U narednim koracima, drugi (anaF) i treéi (anaG) PKS
enzim su odgovorni za procese ciklizacije i metilacije nakon kojih se formira prekursor
homoanatoksin-a. Ako ne dode do metilacije, proizvod anaG je prekursor za anatoksin-a. Posto
anaG nema domen tioesteraze, veruje se da tioesteraza tipa Il (anaA), vrsi hidrolizu kako bi se
formirao karboksi-anatoksin-a ili karboksi-homoanatoksin-a, koji ¢e zauzvrat dati odgovaraijudi
toksin spontanom dekarboksilacijom (Méjean i sar., 2014; Botana i Alfonso, 2015; Kust i sar.,
2020).

1.4.5. Biosinteza saksitoksina

Zabelezeno je vise od 50 prirodnih analoga saksitoksing, koji se uglavnom razlikuju u supstituciji
boénih grupa triciklicnog skeleta. Na osnovu moguéih varijacija u ovom regionu, saksitoksini se
mogu klasifikovati kao saksitoksin (STX), neosaksitoksin (NEO), gonijautoksin Il (GTX II), mesoviti
gonijautoksin Il plus Ill (GTX 1I/1ll) i dekarbamoilsaksitoksin (dcSTX) (Jellet i sar., 1995; Solter i
Beasley, 2013). Klaster gena za biosintezu saksitoksina (sxtA-Z), je prvi put opisan 1980-ih
godina kod vrste Cylindrospermopsis raciborskii T3, nakon ¢ega je pronaden i okarakterisan kod
jo$ nekoliko razli¢itih vrsta, ukljuéujuéi Raphidiopsis raciborskii, Dolichospermum circinale,
Aphanizomenon sp., Raphidiopisis brookii i Lyngbya vollei (Slika 7) (WHO, 2020). Ovaij klaster
se sastoji od 26 proteina, koji se nalaze unutar genomskog regiona od 35 kb. Od ovih proteing,
8 (kodirani genima sxtA, sxiB, sxiD, sxtG, sxtS, sxtH/T, sxtU i sxtl) je direkino ukljuéeno u
proizvodnju odredenih analoga saksitoksina, kao $to su saksitoksin i dekarbamoilsaksitoksin
(Geffroy i sar., 2021), dok su preostali, kodirani genima kao §to su sxilL, sxtN, sxtO, sxiR, sxiKs,

sxtV, sxtX i sxtZ, odgovorni za sintezu drugih analoga, odredene modifikacije i transport toksina
(Akbar i sar., 2020).
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Tabela 1. Prikaz najbolje istraZenih grupa cijanotoksina, do sada identifikovanih producenata i biosinteti¢kih gena (modifikovano iz Dittmann i sar. (201 3)

Poznate produkujuée Osnovni mehanizam toksiénog dejstva u

Rt Geni ukljuéeni Pristupni brojevi u

v biosintezu genskim bazama

. . R Najpotentniji k i
vrste/rodovi eukariotskim éelijama afpotentnii kongenert

Microcystis sp. Mikrocistin-LR

Anabaena sp. Hepatotoksicnost; Mikrocistin-RR

Anabaenopsis sp. Mikrocistin-YR AF183408
Mikrocistin mcy A-J AJ441056
Planktothrix sp. Inhibicija aktivnosti serin-treonin protein Mikrocistin-LA AJ536156
Nostoc sp. fosfataza tipa 1 itipa 2A (PP1 i PP2A) Mikrocistin-LF
Hapalosiphon sp. Mikrocistin-WR
Nodularin-R
H totoksiénost;
epatotoksicnost; Deoksi-nodularin.
Nodularin Nodularia spumigena Nodularin-L nda A-| AY210783
Inhibicija aktivnosti serin-treonin protein Nodularin-RS
rin-
fosfataza tipa 1 i tipa 2A (PP1 i PP2A) odvid
Nodularin-RR
Anabaena circinalis Neurotoksicnost;
.. Anatoksin-a
Anabaena lemmermannii
F1477836
Anatoksin Aohanizomenon s Anatoksin-a (s) ana A-H
pl' P Oponasanije dejstva acetilholing, i JF803645
Cylindrospermum sp. ireverzibilno vezivanje za nikotinske Homoanatoksin-a

Planktothrix sp. acetilholinske receptore
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Poznate produkujuée
vrste/rodovi

Cijanotoksin

Osnovni mehanizam toksiénog dejstva u
eukariotskim éelijama

Najpotentniji kongeneri

Geni ukljuéeni
v biosintezu

Pristupni brojevi u
genskim bazama

Oscillatoria sp.

Cylindrospermopsis
raciborskii

Aphanizomenon
ovalisporum

Citotoksi¢nost, hepatotoksicnost,
genotoksic¢nost;

7-deoksicilindrospermopsin

7-epi-cilindrospermopsin,

AO EU140798
Cilindrospermopsin Umezakia natans 7-deoksi-desulfo- cyr A- AF395828
e S - . aoa A-C
Inhibicija sinteze proteina, inhibicija sinteze cilindrospermopsin FJ418586
Raphidopsis sp. glutationa, DNK fragmentacija
7-deoksi-desulfo-12-
Anabaena sp. acetilcilindrospermopsin
Lyngbya sp.
Anabaena circinalis
Anabaena lemmermanni
Neurotoksiénost;
Cylindrospermopsis Saksitoksin
. . raciborskii Neosaksitoksin
Saksitoksin sxt A-Z DQ787200

Lyngbia wollei
Planktothrix sp.

Aphanizomenon sp.

Blokiranije voltazno zavisnih natrijumovih
kanala

Dekarbamoilsaksitoksin
Gonijatoksin 1
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(a) Mikrocistin sintetaza (mcy) genskiklaster, M. aeruginosa PCC 7806, 55 kb
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(b) Nodularin sintetaza (nod) genski klaster, N. spumigena NSOR10, 48 kb
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(d) Cilindrospermopsin sintetaza (cyr) genski klaster, C. raciborskii AWT205, 43 kb
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(e) Anatoksin-a sintetaza (ana) genski klaster, Oscillatoria sp. PCC 6506, 29 kb
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Slika 7. Sema strukturne organizacije genskih klastera za biosintezu najéeiéih i najbolie prougenih cijanotoksina
(modifikovano iz Pearson i sar. (2016))

Rezultati bioinformati¢kih analiza genoma cijanobakterijskih sojeva razli¢itog porekla, koji su
do sada neistrazeni u ovom kontekstu, predstavljaju dragocen resurs kada se radi o
unapredenju saznanja o geneti¢koj osnovi cijanobakterijske toksi¢nosti. Ovaj pristup je od
izuzetne vaznosti za dalja istraZivanja, jer omoguéava identifikaciju i karakterizaciju klju¢nih
gena i metabolickih puteva koji su ukljuéeni u produkciju cijanotoksina, ¢ime se omoguéava
preciznije razumevanje njihovog toksigenog potencijala. Dopuna postojeéih baza podataka
genomskim podacima novih sojeva cijanobakterija je kljuéna zbog trenutnog nedostatka
sveobuhvatnih informacija, jer bi se na taj naéin znadajno olak$ao proces karakterizacije
neistraZenih sojeva. Ovo je posebno znadajno u regionima poput Srbije, gde istraZivanja ovog
tipa jos uvek nisu sprovedena i gde ovakvi pristupi otvaraju put ka obogadivanju saznanja
dostupnih u okviru nauéne zajednice i pruZaju osnovu za razvoj efikasnijih strategija zastite
Zivotne sredine i javnog zdravlja.
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1.5. Metode detekcije cijanotoksina i njihovih toksi¢nih efekata

Pravovremeno utvrdivanje prisustva toksi¢nih cijanobakterija i njihovih produkata u Zivotnoj
sredini je od izuzetnog znadaja pre svega za adekvatnu procenu rizika, kako po Zivotnu sredinu,
tako i za sve organizme koji dolaze u kontakt sa takvom sredinom. U cilju detekcije i istrazivanja
cijanobakterijske toksiénosti, razvijene su i prilagodene razli¢ite metode. Medu njima se javljaju
analiticke tehnike sa ulogom u direktnom prepoznavanju toksina u razli¢itim uzorcima kao
biohemijski testovi koji se baziraju na specifiénim interakcijama toksina sa antitelima ili enzimima.
Sa druge strane, bioloski testovi koiji koriste Zive organizme ili éelije u kulturi, koriste se u detekciji
i kvantifikaciji toksi¢énih efekata cijanobakterija, dok molekularne metode poput lanéane
reakcije polimeraze dodatno omoguéavaiju identifikaciju toksigenog potencijala ciljanjem gena
uklju€enih u proizvodniju toksina. Uprkos brojnim metodama koje su danas dostupne, kako bi se
zasdtitilo ljudsko zdravlje i izbegla potencijalna opasnost koju predstavljaju cijanobakterijski
toksini, javlja se potreba za razvojem novih metoda sa ciljem efikasnije detekcije razli¢itih grupa
cijanobakterija i njihovih toksi¢énih produkata. Vaznost odabira metode se ogleda u tome da bi
usvojena metoda trebalo da biti pouzdana, precizna i selektivna, kako bi se detektovao toksiéni
organizam ili sam toksin i dobili pouzdani rezultati dovoljno brzo (Zhu i sar., 2014). Metoda bi
takode morala pored same potvrde prisustva toksi¢nog agensa, obezbediti i informacije o
bioloskoj aktivnosti toksina. Upravo zbog potrebe za selektivnom i osetljivom detekcijom toksina
razvijene su, prvenstveno u proteklih nekoliko decenija, mnoge metode bazirane na direktnoj i
indirektnoj detekciji agenasa ovog tipa. Sa jedne strane, moguce je direktno prepoznavanje
toksina upotrebom antitela ili merenjima vz pomo¢ masene spektrometrije (Duracova, 201 8).
Direktni instrumentalni eseji zavise od dostupnosti sofisticirane opreme, kao §to je to u slu¢aju
teéne hromatografije visokih performansi (HPLC) i metoda kombinovanih sa masenom
spektrometrijom kakva je MALDI-TOF (matricom potpomognuta laserska jonizacija) (Zhu i sar.,
2014). Sa druge strane, pojedine funkcionalne odlike toksina se mogu upotrebiti za njihovu
detekciju, jer predstavljaju okidade za veoma specifiéne reakcije u organizmu Zivotinja ili
odredenim éelijama. Pored toga, cijanobakterijske vrste ili geni ukljuéeni u produkciju toksina se
mogu detektovati uz pomoé molekularnih metoda. Ovi indirekini eseji mogu obezbediti
dragocene informacije, posebno kada je cilj detekcija nepoznatog toksiénog agensa.

1.5.1. Imunolodki eseji

Imunoeseji su bioanalitictke metode u kojima kvantifikacija analizirane supstance zavisi od
interakcije antigena (analita) sa specifiénim antitelom. Sustinski, ove metode se baziraju na
reakciji kompetitivnhog vezivanja izmedu odredene koli¢ine oznadenog analita i varijabilne
koli¢ine neoznaéenog analita v uzorku za ograniéen broj veznih mesta na visoko specific(nom
antitelu (Oku i sar., 1988). Kada se ovi reagensi pomesaju i inkubiraju, analit se vezuje za
antitelo formirajuéi na taj nadin imunoloski kompleks. Odredenim fizi¢kim ili hemijskim
separacionim tehnikama, ovaj kompleks se odvaja od nevezane frakcije reagenasa. Analiza se
sprovodi merenjem aktivnosti probe (npr. fluorescencije ili produkta enzimske aktivnosti) (Cox i
sar., 2004). Metode koje se baziraju na kompeticiji izmedu slobodnih i oznaéenih antigena za
ograniéen broj veznih mesta na antitelu se oznacavaju kao kompetitivne metode. Ovi tipovi
eseja se koriste za detekciju toksina malih molekulskih masa, kakav je monocikliéni heptapeptid
mikrocistin (Zhu i sar., 2014). Sto se ti¢e nekompetitivnih eseja, dva osnovna tipa se mogu koristiti
za detekciju peptidnih toksina mikroorganizama. Takozvani sendvi¢ enzimski imunoesej se moze
koristiti samo za detekciju makromolekula, kakvi su proteinski toksini, koji poseduju barem dva

28



odgovarajuéa mesta za vezivanje antigena. U drugom sluéaju, évrsta faza se direktno dovodi
u kontakt sa toksinom i koli¢ina vezanog toksina se odreduje pomoéu specifiénih oznaéenih
antitela. U oba sluéaja, detektovani odgovor u eseju je direkino proporcionalan koncentraciji
cilinog antigena. Vedéina imunoeseja za konaéno oditavanje koristi imunoreagense, medutim,
detekcija niskih koncentracija toksina éesto zahteva amplifikaciju signala i stoga su razlidite
metode kakva je fluorescencija, luminiscencija i masena spektrometrija upotrebljivane za
poboljSanje osetljivosti (Zhu i sar., 2014).

lako su imunoesejske metode primenjivane u detekciji toksina mikroorganizama brojne, enzimski
imuno-vezujuéi test (ELISA test), kao i modifikacije ovog testa, se navode kao neke od
najpopularnijih tehnika za ovu primenu. ELISA test koristi osnovni imunoloski koncept antigenskog
vezivanja za specifi¢no antitelo, sto omoguéava detekciju veoma malih koli¢ina ciljnih proteina,
peptida ili antitela u te¢nim uzorcima. Testovi ovog tipa koriste enzimima oznacene antigene i
antitela kako bi se izvriila detekcija bioloskih molekula. Zahvaljujuéi hromogenom enzimskom
supstratu, obezbeduje se vidljiva promena boje ili fluorescencija, $to ukazuje na prisustvo
antigena (Gan i sar., 2012). Koli¢ina nastale boje je proporcionalna koli¢ini vezanog antitela i
samim tim antigena prisutnog u pocéetnoj smesi. Alternativne forme ELISA testa ukljuéuju sendvié¢
i kompetitivni ELISA test koji su prethodno opisani. Zbog svoje osetljivosti ELISA test se predlaze
kao efikasna i brza skrining procedura za detekciju razlicitih cijanotoksina u uzorcima vode
(Sivonen i Jones, 1999). Komercijalno dostupni ELISA test kompleti su &esto koriséeni u cilju
detekcije cijanotoksina, buduéi da ne zahtevaju skupu opremu niti specijalnu obuku za
sprovodenije testiranja. Testovi bazirani na ovom principu su adaptirani za detekciju nodularing,
cilindrospermopsina, saksitoksina i B-N-metilamino-L-alanina (BMAA) (Gaget i sar., 2017).
Ovakvi testovi mogu biti sprovedeni koriste¢i sveze sakupliene uzorke, kao i prezervirane
uzorke, zbog éega je moguéa detekcija i kvantifikacija intracelularnih ali i ekstracelularnih
toksina u supernatantu. Kada se radi o mikrocistinima, detekcija se sprovodi na osnovu antitela
dizajniranih za prepoznavanje karakteristiéne B aminokiseline (ADDA), prisutne kod gotovo svih
do danas poznatih toksina ove grupe. Osnovna prednost koriséenja ELISA testova je u tome Sto
su se pokazali efikasnim, ¢ak i prilikom detekcije mikrocistina u koncentracijama nizim od onih
propisanih od strane Svetske zdravstvene organizacije (WHO) (1 Ug L') (Mountfort i sar., 2005;
Zhu i sar., 2014). Nedostatak je u tome $to se na ovaj naéin ne obezbeduju nikakve informacije
o tome koji su kongeneri prisutni u mesavini MC toksina.

Pored ELISA testova, dostupni su i biohemijski testovi koiji koriste karakteristicne efekte povezane
sa mehanizmom delovanja specifi¢nih cijanotoksina, omoguéavaijuéi detekciju njihove aktivnosti
v uzorcima. Zbog svoje sposobnosti da inhibiraju aktivnost protein fosfataza tipa 1 (PP-1) i 2A
(PP-2A), mikrocistini i nodularini se mogu efikasno detektovati koriséenjem biohemijskog testa
poznatog kao test inhibicije protein fosfataze (Protein Phosphate Inhibition Assay - PPIA). Ova
metoda je poznata po svojoj jednostavnosti, brzini, osetljivosti i ponovljivosti, Sto je cini
pouzdanim kolorimetrijskim pristupom u evaluaciji toksiénih efekata mikrocistina i nodularina.
Merenje se moze postiéi koriséenjem radio-izotopskih tehnika koje se oslanjaju na radioaktivno
obeleZene supstrate ili kolorimetrijskim testovima koiji koriste supstrate kao $to je p-nitrofenil
fosfat (Sanseverino i sar., 2017). Sa druge strane, za detekciju neurotoksiénih anatoksina se
koristi esej inhibicije acetilholinesterazne (AChE) aktivnosti. Kako je inhibicija izazvana ovim
toksinima ireverzibilna, reakcija se odvija sve dok sav dostupan toksin ne reaguje sa enzimom
(Devic i sar., 2002). Najznaéajnija negativna strana ovog testa je vezana za njegovu
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selektivnost, jer mnogi toksini kao $to su organofosfati i karbamati, koji se koriste kao insekticidi,
takode mogu da inhibiraju aktivnost enzima AChE (Devic i sar., 2002; Miglione i sar., 2021).

1.5.2. Biotestovi

Osnovna uloga modela biotesta lezi u razumevanju fenomena koji su previse sloZeni ili
apstrakini da bi bili izmereni direkinim pristupom. U istraZivanju Zivotne sredine to bi moglo
ukljuéivati sagledavanje zakonitosti koje vladaju v odredenom ekosistemu ili predvidanje
ponasanija ili interakcije odredenih elemenata tih sistema. U takvim slu¢ajevima, cesto je korisno
posmatrati specifi¢ne Zive organizme koji reaguju ¢ak i na suptilne promene u svom okruzenju.
lako su izuzetno korisni, modeli predstavljaju samo bliske aproksimacije i nikada nisu tacne
replike fenomena koji opisuju, a njihova preciznost u velikoj meri zavisi od trenutnog stanja
nauénih saznanja u datoj oblasti (Frigg i Hartmann, 2020). Iz ovih razloga, kao rezultat nauénog
napretka i otkriéa, konstantno se pojavljuju noviji i unapredeniji modeli. Testovi koji
implementiraju takve Zive sisteme nazivaju se bioeseji. U toksikologiji, bioeseji su specifi¢ni
testovi koji se sastoje od kvalitativnih i kvantitativnih merenja toksi¢énih efekata koji su izazvani
u model organizmima nakon odredenog perioda izlaganja toksiénom agensu. Oni pruzaju brzu
i relativno jednostavnu metodu za skrining uzoraka zasnovanu na bioloskom odgovoru na
toksicne efekte. Uoéene promene i akumulirani podaci se obi¢no koriste za procenu uticaja
supstance na Zivotnu sredinu ili za predikciju fizioloskog odgovora kod ljudi (Gallagher, 2002;
Hassan i sar., 2016). Takode postoje mnoge potencijalne krajnje tacke koje se mogu pratiti, od
promena na molekularnom nivou, éelijskih promena, promena specifiénih fizioloskih parametara,
pa do promena u pokretljivosti i ponasanju organizma. Potencijalni odgovori na &ijoj se detekciji
baziraju razliciti bioeseji su takode raznovrsni i ukljuéuju mortalitet, pokretljivost i ponasanije,
rast i reprodukciju kao i fizioloske i biohemijske parametre kakvi su fotosinteza, sinteza proteina
i promene u genskoj ekspresiji u organizmu (Erzinger, 2018). Postoji medutim, nekoliko
ograni¢enja bioeseja. Prvo, realne koncentracije toksikanta na specifié(nom mestu dejstva se
mogu znacaijno razlikovati od onih prvobitno primenijenih u testu, prvenstveno zbog faktora koji
utiéu na apsorpciju i transport toksina do cilinog mesta delovanja. Kao drugo, u organizmu
dolazi do metabolicke transformacije toksina, $to moZe uticati na njihovu koncentraciju bilo
inaktivacijom toksiénih metabolita ili aktivacijom toksina prisutnih u neaktivnoj formi (Srivastava,
2002).

Vedéina studija koje se bave efektima cijanotoksina se sprovode posmatranjem promena koje
nastaju u Zivom organizmu nakon izlaganja toksinima u nekom obliku, obi¢no preciséenom
pojedinacnom toksinu, iako se sirovi ekstrakti i biomasa nastala tokom cvetanja takode cesto
analiziraju (Freitas i sar., 2014). U velikom broju zemalja tokom 1980-ih, studije o pojavi,
distribuciji i u€estalosti toksiénih cijanobakterija sprovedene su koristeéi biotest sa misevima koji
je bio prvi metod razvijen za detekciju cijanotoksina u vodi, iako je sustinski dizajniran za
procenu njihovih efektata u Zivim sistemima (Mahmood i Carmichael, 1986; Codd i Poon, 1988).
U ovom eseju, uzorci su ubrizgavani u eksperimentalne Zivotinje intraperitonealno, nakon ¢ega
je praéen nastanak odgovora (nastanak simptoma) u toku narednih 72 h. Ovaij test, koji je do
nedavno bio deo rutinske procedure za praéenje cijanotoksina, ima nekoliko znacajnih
nedostataka. Medu najvaznijim su pitanja troskova i odrZzavanja, testu takode nedostaje
osetljivost i specifiénost, posebno u otkrivanju cijanotoksina u niskim koncentracijama (Nicholson
i Burch, 2001) i takode &esto nailazi na ostre kritike iz eti¢kih razloga. Stoga su uloZeni znadaini
napori da se otkriju i primene nove metode koje bi predstavljale alternativu testu sa miSevima.

30



Neke analiticke tehnike pogodne za kvantitativno odredivanje toksina postale su dostupne tek
kasnih 1980-ih, ali upravo tada dolazi do porasta u broju istraZivanja vezanih za specifi¢ne
cijanotoksine (Sivonen i Jones, 1999). U dostupnoj literaturi , kao neke od postojeéih alternativa
esejima sa sisarima, za otkrivanje toksiénosti cijanobakterija navode se procedure testiranja
koje ukljuéuju odredene vrste beskiémenjaka, kao $to su test sa artemijama (Arfemia salina —
brine shrimp) i bioloski testovi sa raci¢éima kao $to su dafnije (najéesée Daphnia sp. i Ceriodaphnia
sp.) ili Thamnocephalus platyurus i testovi sa insekatskim vrstama poput pripadnika roda
Chironomus (Lee i sar., 1999; McElhiney i sar., 2005; Ibelings i sar., 2015). Medu kiémenjackim
model organizmima, najbolji rezultati kada se radi o detekciji i karakterizaciji cijanobakterijske
toksi¢nosti su postignuti koristeéi testove sa zebricama (Danio rerio) i japanskom medaka ribom
(Oryzias latipes) i njihovim embrionima. Pored toga, in vitro testovi koji koriste humane ¢elije u
kulturi su razvijeni kao alternativa tradicionalnim bioloskim testovima sa &itavim organizmima,
¢ime je omoguéeno proucavanje efekata cijanotoksina na specifiéna ciljna tkiva ili organe u
kontrolisanom okruZeniu.

1.5.2.1.  Artemia salina bioesej

Bioesej sa artemijama je prvi put opisan od strane Michael i sar. (1956), nakon éega su dodatne
modifikacije uveli Meyer i sar. (1982) i Solis i sar. (1993). Test sa vrstom A. salina je
standardizovan i komercijalno dostupan (Arttoxkit, 1995). Radi se o brzom i jeftinom testu, bez
potrebe za prethodnim odrZavanjem kulture, jer su A. salina ciste (jaja) komercijalno dostupne
v liofiliziranoj formi i mogu se stoga éuvati tokom nekoliko godina na temperaturi od -20°C. Iz
jaja &uvanih na ovaj nadin, larve se mogu izleéi i primeniti u eksperimentima u roku od 24h, bez
potrebe za specijalnom opremom. Uniformnost eksperimentalnih grupa se mozZe postici
upotrebom jedinki koje su v istoj fazi razviéa i odgovarajuéeg geografskog porekla, $to su
faktori koji mogu znadajno uticati na rast, reprodukciju i prezivljavanje ispitivanih jedinki.
Integracija NAM (new approaching methods) u eksperimentalnu proceduru (Solis i sar., 1993)
je omogudila istovremenu analizu velikog broja uzoraka i razliéitih koncentracija ispitivanog
agensa na jednoj plodi. Ova platforma je omoguéila da bioesej sa artemijama postane
alternativa testovima citotoksi¢nosti na éelijama, posebno pogodnu za laboratorije koje nemaiju
uslove za odrzavanje éelijskih linija. Zbog navedenih karakteristika, ovaj test je do sada
prvenstveno koris¢en kao brza procedura za ispitivanje toksi¢énih metabolita u velikom broju
uzoraka (Jaki i sar., 1999; Piccardi i sar., 2000). Biotest sa artemijama je uspesno primenjivan
u testiranju aktivnosti razli¢itih cijanotoksina (Bldha i sar., 2017). Poredenije uspesnosti Artemia
eseja i bioeseja sa miSevima v ispitivanju toksiénosti cijanobakterijskih metabolita je pokazalo
visok stepen sli¢nosti i dobru korelaciju izmedu dobijenih rezultata, ¢ime se potvrduje upotrebna
vrednost ovog testa u istraZivanju cijanobakterijske toksi¢nosti (Vezie i sar., 1996; Lee i sar.,
1999). Kao primer se mogu navesti rezultati rada Vezie i sar. (1996), gde je uporedena
efikasnost razli¢itih testova kada se radi o utvrdivanju toksi¢nosti neokarakterisanih
cijanobakterijskih uzoraka. Cijanobakterijski sojevi koji nisu izazvali toksiéne efekte kod izloZenih
miSeva (NIH Swiss outbred mice) izazvali su nisku stopu mortaliteta kod artemija (uglavnom
ispod 13%). Od 15 sojeva hepatotoksiénih za miseve, 13 je bilo veoma toksi¢éno za artemije
(mortalitet iznad 90%). Stopa mortaliteta kod artemija je takode bila u korelaciji sa
koncentracijom hepatotoksina u ekstraktima ispitanih sojeva. Jedan od prepoznatih nedostataka
testa sa artemijama, medutim, jeste smanjena rastvorljivost i biodostupnost nekih supstanci u
slanom medijumu neophodnom za normalno funkcionisanje artemija. lako se moze ispitivati niz
krajnjih tadaka toksiénog delovanija, ukljuéujuéi subletalne efekte kao $to su stopa izleganja i
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stopa rasta neonata i promene u ponasaniju larvi (Sablonu kretanja) (Libralato i sar., 2016), u
testiranju toksi¢nosti cijanobakterija, najvedi broj istraZivanja je podrazumevao utvrdivanije
stope mortaliteta kao krajnju tacku.

1.5.2.2.  Daphnia bioeseji

Vrste roda Daphnia (Mueller) su znacajni indikatori promena u razlic¢itim tipovima akvaticnih
ekosistema, gde se &esto javljaju kao primarni konzumenti algi, bakterija i protozoa (Tessier i
sar., 2000). Pored toga, dafnije ¢esto predstavljaju dominantnu formu zooplanktona u razlicitim
akvati¢nim stanistima, od oligotrofnih do eutrofnih, gde cine kvalitetnu i visoko kalori¢nu hranu
za veliki broj akvati¢nih predatora, zbog c¢ega su esencijalna komponenta lancaca ishrane
hidroekosistema. Njihova primena u toksikoloskim ispitivanjima datira od pocetka dvadesetog
veka, usvajanjem propisa o akutnim (OECD, 2004) i hroni¢nim (OECD, 2012) testovima
toksi¢nosti. Od tada su testovi sa dafnijama u Sirokoj primeni kada se radi o monitoringu
sredinskih polutanata u akvatiénim ekosistemima. lako je imobilizacija (izostanak kretanja kod
jedinki) najéesée koriséen parameter toksi¢nosti u esejima sa ovim vrstama, definisani su i
subletalni parametri, sto omoguéava detekciju i pracenje toksinima izazvanih promena u ranijim
fazama intoksikacije (Bownik, 2020). Medu osnovnim karakteristikama, koje doprinose vrednosti
ovog modela u toksikoloskim ispitivanjima, nalazi se sposobnost klonalne reprodukcije (Hebert i
Ward, 1972). Zahvaljujuéi ovoj osobini, moguée je posti¢i i odrzavati geneticku uniformnost
populacija i obezbediti stabilnu i konstantnu geneticku osnovu sa kojom se rezultati mogu
porediti. Kako su u potpunosti sekvencirani genomi sojeva vrsta Daphnia pulex i Daphnia magna
(Colbourne i sar., 2005; Lee i sar., 2019), omoguéen je uvid u molekularne mehanizme koji leze
u osnovi toksiénih odgovora ovih organizama. Fizioloske promene koje nastaju pod uticajem
cijanotoksina koje se ti¢u prezivljavanja, rasta i stope ishrane kod dafnija su dobro istrazene
(DeMott i sar., 1991; Rohrlack i sar., 1999; Ferrdo-filho i sar., 2008; Herrera i sar., 2015). Za
razliku od ovih efekata, promene na molekularnom i geneti¢kom nivou do danas nisu dovoljno
ispitane. Mali broj podataka je dostupan o uticaju cijanobakterija na ekspresiju gena kod
Daphnia magna pri éemu je pokazan efekat na gene koji kodiraju enzime ukljuéene u procese
glikolize i regulacije stresa (Schwarzenberger i sar., 2009) kao i na aktivnost enzima glutation-
S transferaze (GST), znaéajnog za proces detoksifikacije kod jedinki nakon izlaganja (Nogueira
i sar., 2004).

1.5.2.3. Thamnocephalus platyurus bioesej

Bioesej koji koristi larve slatkovodnih rakova vrste Thamnocephalus platyurus (Fairy shrimp -
vilinski Skampi) je uspesno koriséen u skriningu cijanobakterijske toksi¢nosti, posebno kada se
radi o mikrocistinima i cilindrospermopsinima (Kozma Térékné i sar., 2000). Radi se o brzom i
standardizovanom bioloskom testu koji se primenjuje u analizi razlic¢itih hemijskih agenasa,
uzoraka povrsinskih i podzemnih voda, otpadnih voda, kao i cijanobakterijskih ekstrakata i
prediséenih cijanotoksina. Razvijen je komercijalni komplet pod nazivom Thamnotoxkit F, koji
obezbeduje sve neophodne materijale za sprovodenje Sest 24-asovnih testova mortaliteta u
mikrotitar ploéama, koristeéi larve ovog organizma. U definisanim ISO protokolima (ISO 14380,
2011) opisana je procedura za odredivanje letalnih efekata razli¢itih toksikanata na model
organizmu vrste Thamnocephalus platyurus, kao i brzi test za ispitivanje subletalnih efekata
nakon jednog sata izlaganja. Opisani su takode 60-minutni test inhibicije ishrane i 24-¢asovni
test mortaliteta, koji se izvode prema standardnim operativnim procedurama Rapidtoxkit i
Thamnotoxkit F kompleta, redom. lako je utvrdena statisticki znaéajna korelacija izmedu nivoa
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hepatotoksicnih i neurotoksi¢nih cijanotoksina u uzorcima i stope mortaliteta u testovima sa ovom
vrstom, odgovor jedinki T. platyurus se smatra nespecifi¢nim jer su izuzetno osetljive na razlic¢ite
metabolite prisutne u ekstraktima cijanobakterija i zabeleZeni su letalni efekti cak i u
ekstraktima koji nisu sadrzali poznate grupe cijanotoksina (Tarczynska i sar., 2000; Torokne,
2000; Marsalek B., 2004). Iz tog razloga su testovi ove grupe od znadaja kada se radi o
ispitivanju toksiénosti precis¢enih cijanotoksina ali ne i cijanobakterijskih ekstrakata ili uzoraka
cvetanja cijanobakterija.

1.5.2.4.  Chironomus bioeseji

Vrsta Chironomus riparius se koristi u testovima toksiénosti dizajniranim sa ciljem procene efekata
zagadujucih i toksiénih supstanci koje su potencijalno Stetne za organizme bentosa. Poznato je
da toksiéni sekundarni metaboliti koji se oslobadaju tokom cvetanja cijanobakterija u vodenim
ekosistemima mogu uticati na beskiémenjake koji nastanjuju bentos (Shahmohamadloo i sar.,
2020a) jer se nakon cvetanija celije cijonobakterija taloZe na dnu basena i kontaminiraju ove
zajednice. Ova insekatska vrsta je osetljiva na promene u kvalitetu vode i koristi se kao model
organizam za procenu toksi¢nosti uzoraka vode, praéenje kvaliteta vode i zdravlja ekosistema.
Postupci ispitivanja toksi¢nosti su adaptirani u cilju procene efekata akutnog (OECD No. 235,
2011) i hroniénog (OECD No. 218, 2004b; OECD No. 233, 2010) izlaganja hironomida
razli¢itim toksiénim agensima. U osnovi, ove metode predstavljaju modifikacije prethodno
opisanih testova akutne imobilizacije na Daphnia sp.. U testovima sa hironomidama se koriste
larve inicijalne faze razvoja C. riparius (najéesée) ili C. dilutus i C. ioshimatsui, koje su nasumiéno
odabrane iz kultivisane populacije. Larve se izlazu odredenom opsegu koncentracija ispitivane
supstance tokom 48h ukoliko je cili merenje akutne toksiénosti i 44 dana kada se radi o
hroni¢nom testu. Medu krajnjim tackama toksiénog delovanja koje se mogu meriti kada se radi
o hroniénom izlaganju navodi se ukupan broj jedinki koje dosegnu adulini stadijum, stopa
razvoja i fekunditet, dok se kao osnovna krajnja taéka u akutnim testovima belezi imobilizacija
(mortalitet) prema OECD standardima. Za razliku od zooplanktonskih organizama koji se hrane
filtracijom vode, larve bentosnih beskiémenjaka poseduju snazne mandibule koje se koriste za
griZenje i razlaganje hrane. Ovaj mehanizam ishrane moZe potencijalno povedéati njihovu
izloZenost intracelularnim toksinima iz cijanobakterija, $to je jedan od razloga zasto su
istraZivanja koja se ti¢u cijanotoksi¢nosti sa ovim modelom uglavnom usmerena na izloZenost
putem ishrane (Stankovi¢ i sar., 2020; Stankovi¢ i sar., 2022). lako istraZivanja sa ciliem
ispitivanja cijanobakterijske toksiénosti sa ovim modelom nisu brojna, Chironomus bioeseji su se
pokazali kao korisni u proceni uticaja cijanotoksina na beskiémenjacke organizme koji nastanjuju
bentos.

1.5.2.5.  Danio rerio bioesej

Zebrice (Danio rerio) predstavljaju dobro poznat i ustanovljen model organizam u toksikoloskim
ispitivanjima, od onih koja se tiéu efekata na molekularnom nivou, do testova u okviru kojih se
prate promene na ¢itavom organizmu ili u njegovom ponasanju. Medu mnogim prodobnostima
ovog modela navodi se jeftino odrzavanje, male dimenzije jedinki $to olak§ava manipulaciju,
lako gajenije i razmnoZavanije ovih organizama i visok fekunditet. Jedna od bitnih karakteristika
ovog model sistema, ogleda se u ex utero razvoju embriona, §to znacajno pojednostavljuje
manipulaciju i izlaganije toksiénim supstancama (Langheinrich, 2003). Medutim, najveéa prednost
modela embriona zebrice u odnosu na ostale beskiémenjacke i kiémenjacke medele, ogleda se
u skoro potpunoj optic¢koj transparentnosti embriona, $to, uz injenicu da se embriogeneza odvija
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relativno brzo i ex ufero, omogucéava vizualizaciju promena u morfoloskim strukturama
unutrasnjih organa uz pomo¢ svetlosne mikroskopije. Drugi znadajan razlog za Siroku upotrebu
i prihvaéenost embriona zebrica kao validne alternative eksperimentima sa sisarskim modelima
jeste Cinjenica da embrioni zebrice starosti do 120 éasova nakon fertilizacije ne potpadaiju pod
Regulativu Evropskog parlamenta (2010/63/EU) o dobrobiti Zivotinja. Medutim, larvalni
stadijumi nakon petog dana se hrane nezavisno i stoga su zastiéeni. Pored navedenih
karakteristika, genom vrste Danio rerio je u potpunosti sekvenciran, pri éemu je utvrden visok
nivo homologije genoma zebrice sa humanim genomom (priblizno 74%) (Howe i sar., 2013).
Zahvaljujuéi visokom stepenu molekularno-geneticke i fizioloske sliénosti izmedu zebrica i sisara,
ukljuéujuéi Eoveka je omoguéeno bolje razumevanje mehanizama koji leZe u osnovi zabeleZenih
toksikoloskih promena. Prepoznavanje ovih karakteristika je usmerilo veliki broj istraZivanja
efekata izlaganja zebrica toksiénim metabolitima cijanobakterija na rane faze u razvoju ovih
organizama. Razvoj embriona je strogo regulisan i pazljivo koordinisan proces koji zahteva niz
specifi¢nih, vremenski osetljivih interakcija medu éelijoma (Bonneau i sar., 2011). Iz tog razloga,
deformiteti kod embriona i larvi vrste Danio rerio, nastali kao posledica izlaganja toksi¢nim
supstancama, mogu imati znaéajne i dugoroéne efekte na njihov razvoj i prezivljavanije. Tip i
intenzitet ovih efekata u velikoj meri zavise od vrste i koncentracije toksi¢nog agensa (Rucker i
sar., 2007). U tom smislu, poseban problem mogu predstavljati toksini &iji targeti ukljuéuju
strukture DNK ili specifiéne segmente procesa celijske deobe i puteva diferencijacije. Ovo je od
posebnog znadaja u vodenim sredinama, gde je rizik od hroni¢ne izloZenosti Zivotinja u ranim
fazama ontogeneze potencijalno najvedi. Uprkos velikom znaéaju zebrice kao animalnog model
sistema u ispitivanju toksi¢nosti, primetan je nedostatak podataka o toksiénim efektima
cijanobakterija na molekularnom nivou i njihovom uticaju na ekspresiju gena ovih organizama.
Ova vrsta istrazivanja moze omoguéiti bolje razumevanje sloZenih interakcija izmedu
cijanobakterija i kiémenjaékih organizama na genetickom i molekularnom nivou.

1.5.2.6.  Oryzias latipes bioesej

Medaka (Oryzias latipes) su slatkovodne ribe malih dimenzija koje pokazuju veliku sliénost sa
zebricama, ukljucujué¢i mnoge karakteristike koje se smatraju vrednim u testovima toksi¢nosti. Kao
i zebrice, embrioni medaka ribica su providni tokom ranih faza v razvoiju, $to ih é&ini idealnim za
prouéavanije uticaja toksiénih supstanci na razvoj i funkciju organa (Shima i Shimada, 1994).
Medaka takode imaju kratak Zivotni ciklus, pri ¢emu se njihova jaja mogu izleéi u roku od nedelju
dana, a njihov potpuni razvoj traje samo oko dva meseca, sto omogucéava brze testiranje i
procenu toksiénih razvoijnih efekata (Kasahara i sar., 2007; Le Manach i sar., 2018). Dodatna
podobnost u upotrebi medaka ribica kada se radi o ispitivanju toksi¢énosti leZi u jednostavnosti
i niskoj ceni odrzavanja u poredenju sa drugim modelima ki¢menjaka, jer ne zahtevaiju veliki
prostor, $to ih ¢ini atraktivnom opcijom za istraZivace koji rade u ograniéenim laboratorijskim
prostorima (Shima i Shimada, 1994). Pored toga, genom ovog organizma je u potpunosti
sekvenciran 2007. godine, ¢ime je omoguéeno ispitivanje mehanizama toksi¢nosti na
molekularnom nivou (Kasahara i sar., 2007). Istrazivanja vezana za ispitivanje toksiénosti
cijanobakterija sa ovim modelom su prvenstveno fokusirana na histopatoloske promene koje su
rezultat akutnog i hroni¢énog izlaganja, kao i na molekularne i reproduktivne efekte koji €ine
osnovu ovih promena (Djediat i sar., 201 1; Trinchet i sar., 2011; Le Manach i sar., 2018).
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1.5.3. Molekularne metode

Doslo je do znaéajnog napretka u oblasti toksikologije u poslednjih 50 godina, delimi¢no
zahvaljujuéi razvoju i unapredivanju molekularnih tehnika i sve veéem razumevanju uticaja
toksiénih jedinjenja na osnovne éelijske i molekularne procese. Molekularne metode u ovoj oblasti
se naj¢esce baziraju na detekciji producenata toksina u ispitivanom uzorku na osnovu prisustva
gena koji kodiraju toksine od interesa. Takode, danas se do znacajnih informacija o potencijalnoj
toksiénosti ispitivane supstance moze doéi pre detekcije fizioloskog odgovora, ispitivanjem
transkripcionih (iRNK) i translacionih produkata ekspresije gena izloZenog organizma (Singh i
sar., 2018). U idealnom slu¢aju, ove promene u ekspresiji gena, koje su potencijalno povezane
sa primarnim efektima ispitivane supstance, mogu biti identifikovane pre nego $to se pojave
bilo kakve fenotipske promene. Identifikovanje ovih promena i njihovo povezivanje sa Stetnim
efektima je kljuéno za pronalazenje karakteristiénih biomarkera i za generisanje hipoteza o
mehanizmima delovanija toksina.

1.5.3.1. PCR metode

Metode bazirane na lanéanoj reakciji polimerizacije (PCR), su neke od najcesée koriséenih
metoda za detekciju toksina u razlié¢itim uzorcima i ispitivanje njihovih efekata. PCR tehnike se
mogu opisati kao brze in vitro procedure za enzimsku amplifikaciju specifiénih DNK sekvenci (u
Cistim uzorcima ili kompleksnim smeSama) koristeéi dva oligonukleotidna prajmera koji
hibridizuju sa naspramnim lancima DNK i okruZuju sekvencu od interesa. Specifi¢nost
tradicionalne PCR metode obezbeduju upravo oligonukleotidni prajmeri koji zapodinju cikluse
uzastopnih replikacija in vitro. Nakon svakog ciklusa, udvostruéuje se koli¢ina DNK sekvence od
interesa, odnosno dolazi do eksponencijalnog porasta u koli¢ini ciline sekvence. U klasi¢noj PCR
proceduri, vizuelizacija i analiza proizvoda amplifikacije se postize upotrebom agarozne gel-
elektroforeze, medutim, daljim razvojem metode, potreba za ovim korakom je prevazidena.
Kvantitativna lanéana polimerazna reakcija ili gPCR je metoda koja ima znadajno nizi prag
detekcije u odnosu na klasiénu PCR metodu i zahvaljujuéi upotrebi specifiénih proba za
obeleZavanje nastalog produkta omoguéava praéenje toka reakcije i olakSava proces
kvantifikacije dobijenog proizvoda. Zapravo, moguénost praéenja amplifikacije proizvoda u
toku reakcije je osnovna prednost u odnosu na klasi¢cnu PCR detekciju, jer nije neophodna
naknadna potvrda nastanka amplifikata pomoéu agaroznog gela (Babalola, 2014). Kao §to je
sluéaj sa qPCR, primenom RT-qPCR (real-time quantitative PCR) metode, moZe se istovremeno
detektovati i meriti brojnost amplifikovane DNK. Medutim, RT-qPCR kao pocetni materijal u
reakciji koristi RNK, koja se reverzno transkribuje u komplementarnu DNK (cDNK) koristeci
reverznu transkriptazu i specifiéne prajmere (Bustin, 2000). cDNK se potom koristi kao matrica
za klasiénu PCR reakciju. RT-qPCR se mozZe izvesti u jednom koraku, u okviru jedne reakcije, ili u
2 vzastopna koraka. Protokoli koji uklju¢uju jedan korak se smatraju adekvatnijim zbog
smanjenog rizika od kontaminacije (Wong i Medrano, 2005). Osnovna prednost upotrebe PCR
metode za detekciju toksigenih organizama je u tome $to se detekcija moze uspesno izvrsiti na
osnovu jedne ¢elije u roku od sat vremena i manje, nasuprot konvencionalnim metodama koje
zahtevaju dane ili ¢ak nedelje. Medutim, osnovni nedostatak je u tome §to DNK sekvenca koja
se detektuje mora biti prethodno poznata i takode, sto DNK sekvenca na kojoj se bazira
dijagnosticki test mora biti jedinstvena za dati mikroorganizam, kako bi se izbegla interferencija
i dobijanje lazno pozitivnih rezultata. lako metoda ukazuje samo na potencijalan rizik od sinteze
toksina i ne obezbeduje informacije o realnim koncentracijama toksina u uzorku, real-time PCR
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je cesto primenjivan u cilju monitoringa producenata toksina medu cijanobakterijoma u
akvatiénom okruzenju (Kurmayer i sar., 2009; Ostermaier i Kurmayer, 2010).

1.5.3.2.  Znaéaj -omics tehnologija u analizi cijanobakterijske toksiénosti

Jedan od znadaijnijih koraka u razvoju ove oblasti bila je upotreba “-omics” tehnika koje su
omogucile sveobuhvatno sagledavanje cijanobakterijske toksi¢nosti i otkrivanje kompleksnih
molekularnih mehanizama koji stoje iza njihovih toksiénih efekata. Trenutno, -omics pristupi koji
se najcesce koriste u toksikoloskim istrazivanjima ukljuéuju genomiku, transkriptomiku, proteomiku
i metabolomiku (Ma i sar., 2021). Metode genomike i komparativhe genomike ticu se primene
razli¢itih bioinformati¢kih alata za analizu &itavih genoma organizama pri éemu se mogu
identifikovati geni povezani sa proizvodnjom toksina i odgovorom na stres. Smanjenje troskova
sekvenciranja uéinilo je dostupnijim €ak i manjim istraziva¢kim grupama da prouéavaju genome
organizama iz svojih kolekcija, $to je doprinelo tome da je danas postao dostupan odredeni
broj okarakterisanih cijanobakterijskih genoma u razli¢itim bazama (Alvarenga i sar., 2017).
Ovaij tip podataka je posebno oskudan kada je reé o cijanobakterijskim sojevima izolovanim u
Srbiji, gde do sada nije realizovano sekvenciranje genoma autohtonih sojeva cijanobakterija.
Ove genomske informacije su kljuéne jer, osim Sto omogucavaiju identifikaciju gena odgovornih
za proizvodnju toksina, pruzaju i uvid u adaptacione mehanizme cijanobakterija, posebno njihov
odgovor na promenljive uslove okoline i faktore stresa (Cassier-Chauvat i sar., 2021). Pomak u
ovom polju je takode omoguéio detaljno pretrazivanje genoma (“genome mining”), odnosno
eksploataciju genomskih informacija za otkrivanje biosintetskih puteva razliéitih metabolita, pa
i toksina medu njima, kao i njihovih mogu¢ih interakcija (Micallef i sar., 2015). Genomski podaci
dobijeni sekvenciranjem celog genoma pruzaju osnovu i bazu podataka za dalje istraZivanije
toksicnih cijanobakterija i primenu drugih -omics metoda, kao $to su transkriptomika, proteomika
i metabolomika.

Metode transkriptomike se zanivaju na istovremenoj detekciji i analizi svih transkripata
ili iRNK eksprimiranih u bioloskom sistemu u datom trenutku. Primenom tehnika transkriptomike
stice se uvid u aktivnost gena i nivoe ekspresije Citavog skupa gena. Na ovaj nadin je omoguéeno
istraZivanje transkripcionih odgovora izloZzenih organizama na toksi¢ne stimuluse i interpretacija
ovih podataka kako bi se dobile informacije o molekularnim mehanizmima delovanja toksiénih
supstanci i nastalim efektima (Williams i sar., 2014). Proteomske analize ukljuéuju karakterizaciju
svih proteina u bioloskom sistemu, njihove strukture i fizioloske uloge ili funkcije. Kako direktno
zavise od podataka dobijenih upotrebom metoda genomike i transkriptomike, predstavljaju
logican sledeéi korak u istrazivanju. lako se o ekspresiji proteina moze u izvesnoj meri zakljuciti
proucavanjem ekspresije iRNK, nivoi ekspresije iRNK ne koreliraju uvek sa nivoima ekspresije
proteina (D’agostino i sar., 2015). Znacaj proteomike je stoga u validaciji i korekciji predvidenih
genaq, ispitivanju post-translacionih mehanizama kao i otkrivanju novih proteina kodiranih
genima koji su propusteni prilikom anotacije genoma (D’agostino i sar., 2015; Battchikova i sar.,
2018). Kako éelije reaguju na unutrasnje i spoljasnje promene regulacijom nivoa i aktivnosti
proteina, proteomske analize mogu obezbediti informacije o strategijama prilagodavanja
cijanobakterija na stres u Zivotnoj sredini, kao i uticaju razli¢itih procesa na proizvodnju
peptidnih cijanotoksina. Na sli¢an nacin, metabolomika dopunjuje genomiku, transkriptomiku i
proteomiku, identifikujuéi kompletan set proizvedenih metabolita i pomazuéi v identifikaciji
specifi¢nih toksina i razumevaniju aktiviranih metaboli¢kih puteva (Hennon i Dyhrman, 2020). U
poredeniju sa proteomikom i transkriptomikom, metabolomske analize predstavljaju nivo koji je
najblize povezan sa fiziologijom ispitivanog organizma, organa ili éelije. Integrisanjem ovih
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pristupa (multi-omics strategija) dobija se moéan alat u istrazivanju kompleksnih interakcija
izmedu cijanobakterija i njihovog okruzenja. Ovaj holisticki pristup omoguéava dublje
istraZivanje i sagledavanije uticaja cijanotoksina na razli¢ite organizme, otkrivajuéi potencijalne
efekte na zdravlje ljudi i Zivotne sredine.

1.6. Problemi v utvrdivanju cijanotoksic¢nosti, potenijalni pravci i potreba za
istrazivanjem

Kako se uticaj poznatih i novootkrivenih toksina cijanobakterija sve vise povezuje sa zdravljem
liudi i Zivotinja, naglasava se i neophodnost pronalaska odgovora na pitanja povezana sa
stopom produkcije ovih toksina, njihovim mehanizmom delovanja u Zivim sistemima i reSenjem
problema toksi¢nog cvetanja u akvatiénim ekosistemima. Sama toksi¢nost se moze definisati kao
suma $tetnih efekata koje supstanca izaziva u Zivim organizmima, uslovljena njegovim hemijskim
i strukturnim karakteristikama (He i sar., 2016). Stoga je zadatak utvrdivanja osnovnih
mehanizama interakcije toksi¢nih agenasa sa elementima Zivih sistema i svih rezultujuéih Stetnih
efekata izuzetno kompleksan. lako indirekine metode detekcije, kakve su ELISA i RT-PCR,
dobijaju sve vise pazZnje zbog svoje efikasnosti i brzine, relativne jednostavnosti procedura i
niskih cena, pojedinaénom upotrebom ovih testova dobijaju se nepotpune informacije o toksiénim
karakteristikama ispitivanih cijanobakterijskih sojeva. ELISA test je u nekim slu¢ajevima podloZan
interferenciji, ne-specifiénom vezivaniju i unakrsnoj reaktivnosti, dok se PCR tehnike koriste u cilju
utvrdivanja potencijala za produkciju toksina na osnovu prisustva odgovaraijuéih gena i ne
obezbeduju informacije o realnim koncentracijama toksina prisutnih u uzorku. Pored togaq,
navedene metode ne pruzaju informacije o posledicama izlaganja toksinu, efektivnim
koncentracijama neophodnim za ispoljavanje aktivnosti na datom nivou bioloske organizacije i
cilinom mestu dejstva toksina. Najdetaljnija slika o dejstvu toksiénih cijanobakterija na Zivi svet i
ekosistem u celosti se stoga moze dobiti upotrebom navedenih tehnika detekcije u kombinaciji
sa biotestovima sa relevantnim model organizmima. In vivo testovi su smatrani najznacajnijim
kada je cilj predvidanje uticaja toksina na zdravlje éoveka, jer omogucavaiju praéenje promena
nastalih tokom apsorpcije, distribucije i metabolizma, do finalne transformacije ili ekskrecije
supstance, $to je znadajno, jer je modulacija toksi¢nosti uzorka moguéa tokom svake od ovih
faza (Bingham, 2012). Kako Zivi organizmi poseduju efikasne sisteme zastite i detoksifikacije
koji im omogucavaju da se u odredenoj meri prilagode na promene nastale usled delovanja
toksiéne supstance, fizioloske promene merljive ovim metodama se javljaju tek pri intenzitetu
toksicnosti koji prevazilazi kapacitete ovih odbrambenih mehanizama. Zbog toga su éesto u
upotrebi in vitro testovi kojima je moguée detektovati promene koje nastaju pri znatno manjim
koncentracijama toksina (Escher i Leusch, 2012). Takode se kao veoma vaZna namedu
istraZivanja koja se odnose na utvrdivanje efekata bioaktivnih metabolita cijanobakterija na
nivou ekspresije gena model organizma medu akvatiénim beskiémenjacima (zooplankton) i
ki¢émenjacima. Ova vrsta istraZivanja je i dalje relativno slabo zastupliena v dostupnoj literaturi,
iako predstavlja jedan od kljuénih aspekata prouavanija i razumevanija cijanotoksi&nosti. Sirok
spektar éelijskih linija, humanog i animalnog porekla, se danas koristi za procenu uticaja kako
distih cijanotoksina, tako i potencijalno toksi¢nih ekstrakata cijanobakterija. In vitro testovi ovog
tipa predstavljaju eticki opravdanu alternativu onima koji se baziraju na upotrebi kiémenjackih
modela, zbog ¢ega pronalaze sve ée$éu primenu u proceni citotoksiénih (Froscio i sar. 2009),
neurotoksi¢nih (Feurstein i sar. 2011) i genotoksiénih efekata cijanobakterijskih toksina (Straser
i sar. 2011; Hercog i sar. 2017). Laboratorijski biotestovi omoguéavaiju preciznu identifikaciju i
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karakterizaciju cijanotoksina koji nastaju tokom cvetanja algi. Razumevanje povezanosti
hemijske strukture, intenziteta toksi¢nosti i varijacija u proizvodniji toksina je fundamentalno za
procenu potencijalnih rizika po zdravlje ljudi i Zivotne sredine. Takode, identifikacija sredinskih
faktora koji uti€u na toksi¢nost cijanobakterija i dovode do njihove dominacije u akvatiénim
ekosistemima, jedan je od najznadajnijih koraka u pravcu formiranja adekvatne strategije
pravovremene prevencije i zastite od toksiénog cijanobakterijskog cvetanja. Kompleksnost
interakcija fizi¢kih, hemijskih i bioloskih procesa prisutnih u svim ekosistemima, &ini identifikaciju
primarnih faktora koji uticu na produkciju, oslobadanje i rezultujuéu toksiénost ovih agenasa,
izuzetno zahtevnom. Pored toga, toksigene cijanobakterije, pored sposobnosti da prezZive u
uslovima nepovoljnim za njihov razvoj, éesto odgovaraju poveéanom produkcijom toksina na
stresne promene u intenzitetima pojedinih faktora u svom okruzenju (Zilliges i sar.,, 2011;
Kurmayer, 2012). Laboratorijska ispitivanja pomazu da se simuliraju i analiziraju razliéiti faktori
Zivotne sredine (npr. nivoi hranljivih materija, temperatura, svetlost) koji uticu na razvoj cvetanja
cijanobakterija i doprinose razumevanju nacina na koji ovi faktori uti¢u na dinamiku cvetanija i
proizvodniju toksina, $to je od sustinskog znadaja za predvidanje i spreavanje ove pojave.
Osetljivost navedenih metoda evaluacije cijanobakterijske toksiénosti je razli¢ita, zbog éega je
neophodan 3iri pristup koji podrazumeva istovremeno koriséenje vise razli¢itih metoda u detekciji
toksi¢nosti sojeva razli¢itog porekla u okviru odredenog podneblja. Bolje razumevanje ovih
interakcija moze doprineti moguénosti predvidanja i prevencije nastanka uslova koji dovode do
ispoljavanja i modulacije toksi¢nosti cijanobakterija i time i rizika po zdravlje ljudi i Zivotinja i
Zivotne sredine u celini.
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2. Ciljevi

istrazivanja




Osnovni postavljeni ciljievi istraZivanja obuhvataju:

1. Karakterizacija toksi¢nih efekata odabranih autohtonih vodenih i zemljisnih
cijanobakterijskih sojeva kroz ispitivanje akutne toksiénosti njihovih ekstrakata in vivo,
na akvatiénim beskiémenjackim i kiémenja¢kim model organizmima i identifikacija
egzogenih faktora koji dovode do modulacije toksi¢nosti;

2. Utvrdivanje toksi¢nih efekata koji se ispoljavaju na molekularnom i geneti¢kom nivou
beski¢menjackog i kiémenjackog model organizma kako bi se stekao uvid u
mehanizme toksiénog delovanja testiranih sojeva;

3. Ispitivanje citotoksi¢nog i neurotoksiénog potencijala cijanobakterijskih sojeva in
vitro;

4. Utvrdivanije toksigenog potencijala odabranih sojeva v cilju identifikacije jedinjenja
koji bi mogli biti odgovorni za ispoljene toksi¢ne efekte, sa fokusom na produkciju
mikrocistina kao najbolje prou¢ene grupe cijanobakterijskih toksina.

Plan istraZivanja sa ciliem realizacije postavljenih ciljeva:

1. Detekcija i karakterizacija akutne toksi¢nosti ekstrakata cijanobakterijskih sojeva
koristedi in vivo testove toksi¢nosti sa beskiémenjackim (Artemia salina, Daphnia
magna) i kiémenjackim (Danio rerio) akvatiénim model organizmima;

2. Analiza relativnih promena u ekspresiji odabranih gena kod model organizama
Daphnia magna i Danio rerio, kako bi se identifikovali molekularno-geneticki i
fizioloski putevi na koje ispitivana toksiéna jedinjenja cijanobakterija deluju na datim
model organizmimg;

3. Evaluacija citotoksi¢nog i neurotoksiénog potencijala ispitivanih sojeva u testu sa
¢elijskom linijom humanog neuroblastoma SH-SY5Y;

4. Ispitivanje uticaja relevantnih ekoloskih faktora (dostupnost nutrijenata, period
osvetlienosti) i faze rasta na toksiénost odabranih sojeva u Artemia salina biotestuy;

5. Detekcija mikrocistina u uzorcima sojeva cijanobakterija primenom ELISA testa;

6. Sekvenciranje genoma sojeva cijanobakterija, formiranje kolekcije sekvenci sojeva i
upotreba biocinformati¢kih metoda za detekciju mcy gena odgovornih za produkciju
mikrocistina, kao i detekcija genskih klastera odgovornih za biosintezu najznaéainijih
poznatih grupa cijanotoksina.
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Slika 8. Sema istraZivanja i sprovedenih analiza u okviru doktorske disertacije
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3. Materijal i
metode




3.1.

3.1.1.

Kultivacija odabranih sojeva cijanobakterija

Testirani sojevi cijanobakterija, kultivacija i priprema ekstrakata

Cijanobakterijski sojevi &ija toksiéna svojstva su eksperimentalno ispitivana predstavljaju sojeve

koji pripadaju Novosadskoj kolekciji kultura cijanobakterija (NSCCC) Departmana za biologiju

i ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu. Medu odabranim sojevima, nalazili

su se predstavnici rodova Nostoc, Anabaena, Oscillatoria i Microcystis, medu kojima je 5

terestri¢nih sojeva i 5 akvati¢nih sojeva (Tabela 2, Slika 9). Toksi¢ni referentni soj Microcystis

aeruginosa PCC 7806, dobijen je iz Pasterove kolekcije kultura (PCC- Pasteur Culture Collection

of Cyanobacteria). Kod ovog soja je potvrdena produkcija mikrocistina i stoga je u vedini

testova koris¢en kao pozitivna kontrola. Svi sojevi izuzev referentnog soja su autohtoni, izolovani

sa podruéja Vojvodine (Srbija).

Tabela 2. Odabrani sojevi cijanobakterija iz Novosadske kolekcije kultura cijanobakterija (NSCCC) i Pasterove
kolekcije kultura (PCC).

Naziv soja

Red

Izvor

Originalno poreklo

Oblast

(kolekcija)

(A) Anabaena €2 Nostocales NSCCC T.ereszncnq Srbija, Vojvodina
sredina/éernozem

(B) Anabaena €5 Nostocales NSCCC Terestricna Srbija, Vojvodina
sredina/&ernozem

(©) Nostoc 251 Nostocales NSCCC Teresfricna Srbija, Vojvodina
sredina/solonjec

(D) Nostoc Z1 Nostocales NSCCC Jezero Zobnatica Srbija, Vojvodina

(E) Nostoc 2538 Nostocales NSCCC Terestricna Srbija, Vojvodina
sredina/&ernozem

(F) Nostoc LC1B Nostocales NSCCC Ter'esTrlcna sref:hna Srbija, Vojvodina

/livadska crnica

(G) | Oscillatoria DTD-Be&ej | Oscillatoriales NSCCC KanoIIIDDl:J:;;/-Tlsa- Srbija, Vojvodina

(H) Oscillatoria Z1 Oscillatoriales NSCCC Jezero Zobnatica Srbija, Vojvodina

n Oscillatoria K3 Oscillatoriales NSCCC Jezero Krivaja Srbija, Vojvodina

roococcales raakman rezervoar olandija
) M’°r°;ycs'c’s;§6‘gg’”°s° Ch | PCC Braak Holandij

43



Slika 9. Fotografije odabranih cijanobakterijskih sojeva A) Anabaena €2; B) Anabaena C5; C) Nostoc 251; D)
Nostoc Z1; E) Nostoc 2S3B; F) Nostoc LC1B; G) Oscillatoria DTD-Becej; H) Oscillatoria Z1; 1) Oscillatoria K3; J)
Microcystis aeruginosa PCC 7806

Kao osnovni medijum za kultivaciju sojeva koriSéena je sinteti¢ka, teéna mineralna podloga
BG11 (Tabela 3) (Rippka i sar., 1979), koja podrZava rast Sirokog spektira terestriénih i
slatkovodnih cijanobakterijskih vrsta. Pripreme podloge su ukljué¢ivale modifikacije v sadrZzaju
azota u formi natrijum-nitrata (NaNO3) u zavisnosti od karakteristika gajenih sojeva, pa je tako
podloga bez dodatka azota koriséena prilikom gajenja svih heterocistnih sojeva sa sposobnosicéu
azotofiksacije u uslovima smanjene dostupnosti azota, dok je za neheterocitne sojeve
pripremana podloga uz dodatak NaNOs. Soj M. aeruginosa PCC 7806 je gajen u
modifikovanoj BG11 podlozi (mBG11), koja je podrazumevala dodatak 0.8 g L' NaNO3; tokom
pripreme podloge. Poéetna pH vrednost svih podloga je iznosila 7.5. Dodatne modifikacije
osnovne podloge za gajenje cijanobakterija su uvodene u zavisnosti od eksperimentalne
procedure i bi¢e opisane u odgovarajuéim poglavljima. Aksene kulture su gajene u erlenmajer
posudama zapremine 250 ml, pri temperaturi od 24 * 1°C uz svetlosni rezim od 16 &asova
svetlosti i 8 éasova mraka i intenzitet svetlosti od 4760 do 5710 Ix. Sve kulture su gajene 21
dan, odnosno, do ulaska u stacionarnu fazu rasta. Nakon toga, pristuplieno je izdvajaniju
biomase i pripremi ekstrakata za testiranja.
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Tabela 3. Sastav mineralne podloge BG 11 po recepturi opisanoj u Rippka i sar. (1979).

Komponente Kolié¢ina u g L!
NaNO3 1.5
K2HPO4 x 3H20 0.04
MgSO4 x 7H20 0.075
CaCl2 x 2H20 0.036
Na2COs 0.020
Limunska kiselina 0.006
Fe — amonijum citrat 0.006
EDTA 0.001
A5 (rastvor oligoelemenata)* 1 mLLT

*A5 — sastav A5 meSavine oligoelemenata (g L'): H3BO3 (2.86); MnCl2 x 4H20 (1.81); ZnSO4 x 7H20 (0.222);
MoO3 x 2H20 (0.390); CuSO4 x 5H20 (0.079); Co(NO3)2 x 6H20 (0.0494).

3.1.2. Priprema intracelularnih ekstrakata

Nakon perioda kultivacije, vlazna cijanobakterijska biomasa je izdvojena iz medijuma
pipetiranjem ili filtracijom pomoéu vakuum pumpe i sterilnih filtera poroziteta 0.45 um (Sartorius,
Nemacéka). Potpuna dehidratacija biomase je postignuta 24-Easovnom liofilizacijom uz upotrebu
Christ Alpha 2-4 LD plus aparata (Christ, Nemacka). Nakon isuSivanja, biomasa je izmerena i
odgovarajuéa koli¢ina je izdvojena, potopliena u 1 mL rastvaraéa (dihlormetan-etanol 1:1 —
DMSO ekstrakcija (dimetil sulfoksid, Sigma, SAD) ili 75% metanol — metanolna ekstrakcija) i
odlozena na 4°C preko noéi. U zavisnosti od eksperimentalne procedure sprovedene u narednoj
fazi testiranja, kao rastvaraé je primenjen 75% metanol (metanolna ekstrakcija) ili dihlormetan-
etanol (1:1) (DMSO ekstrakcija).

U slué¢aju metanolne ekstrakcije, drugi dan ekstrakcije je podrazumevao oslobadanje aktivnih
metabolita iz éelija indukovano sonikacijom u ultrazvuénom vodenom kupatilu tokom 10 min. (u
ciklusima od 30 sekundi). Ekstrakti su zatim centrifugirani (Eppendorf 5424 R) tokom 15 min. na
5000 rpm, a supernatanti izdvojeni i odloZeni na 4°C do primene u eksperimentima.

U slué¢aju DMSO ekstrakcije, nakon sonikacije od 5 min., ekstrakti su vorteksirani u dva ciklusa
po 2 min. i zatim centrifugirani tokom 5 min. na 12.000 rpm. Izdvojeni supernatanti su uparavani
kako bi se uklonio rastvaraé i onemoguéila potencijalna interferencija sa eksperimentom. Nakon
uparavanija, isuseni ekstrakti su resuspendovani u 200 UL &istog (98%-99%) rastvora DMSO,
nakon &ega su odloZeni u zamrzivaé na -20° C do upotrebe.
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3.2. Akutna toksicnost cijanobakterijskih sojeva na nivou ¢itavog organizma
- biotestovi toksi¢nosti sa akvaticnim model organizmima

3.2.1. Biotest Daphnia magna - uslovi gajenja_kulture i osnovna eksperimentalna
procedura

Organizmi upotrebljeni u toku eksperimenata predstavljaju kulturu D. magna Laboratorije za
hidrobiologiju Departmana za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u Novom
Sadu. Jedinke su uzgajane u standardnoj sinteti¢koj podlozi pripremlienoj prema USEPA
propisima (USEPA, 2002), kontrolisane pH vrednosti od 8.0 + 0.5. Podloga koriséena za gajenje
dafnija je takode kori$éena v pripremnoj fazi kao i u toku samog eksperimenta. Populacije su
odrzavane u staklenim posudama zapremine 2 L, pri osvetljenosti po rezimu 16 h svetlosti-8 h
mraka i temperaturi od 20 * 2 °C. Za ishranu dafnija koriséena je biomasa mikroalge Chlorella
vulgaris kao i rastvor pekarskog kvasca, jednom dnevno, pet dana sedmiéno, dok je medijum
obnavljan dva puta svake sedmice. Sve eksperimentalne kulture su formirane pomocu neonata
starosti do 24 h, dobijenih isklju¢ivo klonalnom reprodukcijom, ¢ime je osigurana geneticka
uniformnost svih jedinki uz odrZanje prirodne geneti¢ke varijabilnosti. Tokom testiranja, kori$éeno
je deset neonata na 25 ml test rastvora u etiri ponavljanja za svaku koncentraciju tretmana.
Pre izlaganja ekstraktima cijanobakterija test organizmi nisu hranjeni 24 sata. Test medijumi
nisu obnavljoni, a Zivotinje nisu hranjene ni u jednom od eksperimenata. U cilju koris¢enja
juvenilnih jedinki priblizno iste starosti, u pocetnoj fazi eksperimenta gravidne Zenke su
izdvajane u zasebne posude sa medijumom. Medijum je aerisan 24 h pre upotrebe, nakon éega
je merena koncentracija rastvorenog kiseonika, kako bi se osiguralo da prevazilazi 3 mg L-'.
Jedinke su zatim ostavljane 1-2 dana do izleganja neonata. Nakon izleganja, neonate su
izdvajane u staklenu ¢asu sa medijumom. Serija razblazZenja je pripremliena za svaki od
cijonobakterijskih ekstrakata (koncentracije 150 mg mL-! — priprema opisana u potpoglavlju
3.1.2) u staklenim tikvicama zapremine 200 mL. Po 25 mL pripremljenih tretman rastvora je
prebaceno u sterilne ¢ase zapremine 50 mL. Za svaku koris¢enu koncentraciju su pripremljena
Cetiri replikata. Posledniji korak je uklju¢ivao aplikaciju eksperimentalnih organizama, gde je 10
neonata dodato u svaku ¢asu pasterovom pipetom koja je prosirena kako ne bi doslo do
povrede jedinki tokom rukovanija.

3.2.2. Biotest Daphnia magna - osnovna eksperimentalna procedura

Testovi akutne toksi¢nosti sa D. magna su sprovedeni u skladu sa standardnim protokolom ISO
6341 (CSN ISO 6341, 1996). Sinteticki medijum koiji se koristi za kultivaciju dafnija je takode
koridéen za pripremu é&etiri koncentracije (100, 150, 200 i 250 g mL-') DMSO tipa ekstrakta,
kao i za kontrole. Dodatno, dodate su DMSO kontrole sa odgovarajuéim opsegom koncentracija
da bi se testirala inertnost DMSO u primenjenim koncentracijama, zajedno sa kontrolama
medijuma bez dodatog ekstrakta ili rastvaraca. Koncentracija DMSO rastvaraéa u
eksperimentu bila je niZza od 0.1%. Vijabilnost test organizama je praéena nakon 24 i 48 h
izlaganja pomoéu kompakinog stereomikroskopa (Olympus SZX7, Tokyo, Japan), pri éemu je
primarni mereni toksi¢ni efekat bila imobilizacija testiranih jedinki. Podaci o akutnoj toksiénosti
su predstavljeni kao procenat proseénog mortaliteta u &etiri ponavljanja * standardna
devijacija (SD). Rezultati su prikazani tabelarno pomoéu Microsoft Office Excel 365 programa.
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3.2.3. Biotest Danio rerio - gajenje i odrZzavanje eksperimentalnih jedinki i dobijanje

embriona

Jedinke vrste Danio rerio (zebrica) AB soja (divlji tip) koris¢ene u eksperimentima su ustupliene
Laboratoriji za fiziologiju Zivotinja od strane Dr. Zsolt Csenki sa Szent Istvan Univerziteta
(Godollo, Madarska). Populacije su odrzavane u akvarijumima zapremine 30 L (~ 1L po jedinki),
pod kontrolisanim uslovima koji su ukljugivali temperaturu (28°C), svetlosni reZim (14:10 h
svetlost/mrak), kao i stabilne vrednosti pH (8.4) i rastvorenog kiseonika (~80%). Kao medijum
za gajenje ribica u akvarijumima kori$éena je filtrirana vodovodska voda (éesmusa) obogaéena
komercijalno dostupnim aditivima (Easy-Life Fluid Filter Medium, The Netherlands). Ribice su
hranjene Zivim, juvenilnim jedinkama vrste Artemia salina (Dajana Artemia Egg Mix) i
komercijalno dostupnom hranom za ribice v ljuspicama (Sera Vipan Nature Tropical Flakes,
Heinsberg, Germany) dva puta dnevno, sedam dana u sedmici. Embrioni zebrica su dobijani
parenjem adultnih jedinki postavljanih na mrest u prilagodenim akvarijumima (mrestilicama)
preko nodi, po Semi 3 Zenke i 2 muZjaka. Pored uspostavljanja osnovnih, gore navedenih uslova,
priprema mrestilica je uklju¢ivala i postavljanje zastitne pregradne mrezZice, ¢ija je uloga
sprecavanije kanibalizma embriona od strane adulta, kao i dodatnih elemenata koji su doprineli
imitaciji prirodnog okruZenja ribica pogodnog za mrest. Sam mrest i fertilizacija su se desavali
vjutru, 30 minuta nakon paljenja svetla. Najkasnije 60 minuta nakon fertilizacije, embrioni su
sakupljani i izvr$eno je njihovo pregledanje i selekcija pod lupom (Nikon SMZ80OON, Tokyo,
Japan). Birani su vitalni embrioni, kod kojih nije bilo uoéljivih malformacija u vidu koagulaciije ili
anomalija vezanih za éelijsku deobu. Odgovarajuéi embrioni su koris¢eni u daljem testiranju.
Kako embrioni koriséeni u ovim eksperimentima nisu bili stariji od 5 dana, nije bila neophodna
dozvola eticke komisije za dobrobit Zivotinja Univerziteta u Novom Sadu niti licenca po Direktivi
Evropskog Saveta 2010-63-EU.

3.2.4. Biotest Danio rerio - osnovna eksperimentalna procedura

Test embrionalne akutne toksi¢nosti je sproveden po opisanoj proceduri testa toksi¢nosti ribljeg
embriona (Fish embryo toxicity test (FET)) (OECD, 2013) uz manje modifikacije. Eksperimenti su
izvodeni u sterilnim mikrotitar ploéama sa 24 bunarié¢a, pri ¢emu je u svaki bunarié ploée najpre
dodato 2 mL rekonstruisanog ribljeg medijuma, koji se sastojao od autoklavirane Milipure vode
sa dodatkom 2 mM CaClz, 0.5 mM MgSOy4, 0.75 mM NaHCO3 i 0.075 mM KCI (ISO 7346-
1:1996). Sledeéi korak je uklju¢éivao dodavanje odgovarajuéih koliéina cijanobakterijskih
ekstrakata kako bi se u ploéama dobio raspon od 5 razli¢itih koncentracija (100, 120, 160,
200 i 250 PJg mL'). Embrioni su izlagani uticaju ekstrakata u grupama po 12, odnosno 3
embriona po otvoru ploce sa 4 replikata za svaku od primenjenih koncentracija. Kontrolne grupe
su se sastojale od &istog ribljeg medijuma (negativna kontrola) i medijuma sa dodatkom DMSO
(kontrola rastvarada), pri éemu koncentracija DMSO primenjena u eksperimentima nikada nije
prelazila 0.1%. Embrioni su nakon dodavanja u plode inkubirani na 28 °C, uz odrzavanje
svetlosnog rezima od 14h svetlosti: 10h mraka. U intervalima od 24h vriena je provera njihove
vijabilnosti i belezene su promene uzrokovane tretmanima pomoéu mikroskopa (Slika 10).
BeleZene promene su ukljuéivale koagulaciju embriona, sréani rad, razvoj somita, deformaciju
ki¢éme, nedostatak odvajanja pupoljka repa, zakrivljenje repa v larvalnoj fazi, pigmentaciju,
razvoj oéiju, sréani edem (SE), edem Zumanéane kese (EZK), zakasnelo izleganje /izostanak
izleganja (

47



Slika 10. Prikaz eksperimentalne procedure ispitivanja akutne toksi¢nosti ispitivanih sojeva kod
embriona
vrste D. rerio
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Tabela 4). Test je smatran validnim ukoliko kod 90% embriona u kontrolnoj grupi nisu primeceni
letalni ili subletalni efekti tokom ukupnog perioda izlaganja. Na kraju perioda izlaganja, na
osnovu pozitivnog ishoda u bilo kojoj od navedenih tac¢aka su izradunate EC50 vrednosti. U
sluéajevima kada je toksi¢nost ekstrakata bila nedovolina za izraéunavanje EC50 vrednosti,
koriséen je parameter EC10 koji je mogao biti izracunat kod veéine testiranih sojeva. Parametar
EC10 je izabran sa ciliem aproksimacije koncentracije bez efekta NOEC (engl. No effect
concentration), stavljajuéi EC10 i EC50 na suprotne krajeve spektra toksi¢nosti. Rezultati su
izraZeni kao srednje vrednosti tri ponavljanja = SD. Znadajnost razlika zabeleZenih za tretmane
i netretiranu kontrolu je utvrdena na osnovu analize varijanse (ANOVA) i Dunnet post-hoc
testova, pri éemu su kao dovoljno jak dokaz protiv nulte hipoteze prihvatane vrednosti p<0.05.
GraphPad Prism 9 softver je koris¢en za statisti¢ku analizu podataka i prikaz rezultata.

Mrest adultnih jedinki i selekcijo embriona

-

AT

Postavka tretman i DMSO
kontrolnih vzoraka

1 do 4- ¢éelijska faza

.

“. (12 po koncentraciji)

.
‘4

16- celijska faza

+  Aplikacija embriona v plote

Belezenje nastalih promena
svaka 24h tokom 120hpf

Slika 10. Prikaz eksperimentalne procedure ispitivanja akutne toksiénosti ispitivanih sojeva kod embriona

vrste D. rerio
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Tabela 4. Prikaz subletalnih i letalnih promena koje se mogu detektovati u definisanim vremenskim taé¢kama kod
ispitivanih embriona D. rerio nastalih usled izlaganja dejstvu cijanobakterijskih ekstrakata

Vreme (hpf)

Kategorija Razvojni proces

72

Koagulacija embriona ( ( (] [ ] [ ]
Izostanak formiranja somita ® ® ® [ ] [ ]
Letalni efekti
Izostanak odvajanja repa ( (] (] [ ] [ ]
Odsustvo sréanog rada ( (] (] [ ] [ ]
Edem perikardijalne duplje (] (] ® [ [
Edem Zumandane kese ( ° (] o o
Zakasnelo izleganije /izostanak
3 9 I / n.d. n.d. n.d. [ ) o
izleganja
Deformiteti ki¢me ( ( (] [ ] [ ]
Malformacija repa n.d. (] (] [ ] °
Efekti na rast i razvoj

Izostanak cirkulacije krvi n.d. (] (] [ ] °
Malformacije glave o o [ ) ° °

deformiteti oka (promene u veli¢ini
oka (p ° ° ° ° °

i obliku oka)

Izostanak pigmentacije oéiju/tela n.d. (] (] [ ] °
Izostanak kretanja embriona/larve (] (] ® [ ] [ ]

*n.d. — nije detektabilno

3.3. Akutna toksi¢nost cijanobakterijskih sojeva na molekularnom nivou i
nivou celije

3.3.1. Biotest Daphnia magna - analiza relativnih promena v genskoj ekspresiji

Efekti izlaganja cijanobakterijskim sojevima na ekspresiju odabranih gena kod vrste D. magna
analizirani su koriséenjem tri razli¢ite koncentracije ekstrakata (Slika 11). Poéetna koncentracija
sastojala se od 0.1 mL odgovarajuéeg ekstrakta dodatih u 200 mL medijuma ($to odgovara
najvidoj kori$¢enoj koncentraciji od 75 g mL'). Preostale dve koncentracije su dobijene
dvostrukim razblaZenjima (37.5 i 18.75 g mlL'). Kako bi se iskljuéila moguénost uticaja
ekstrakcionog sredstva na ishod eksperimenta, kontrolna serija uzoraka (bez tretmana) je
pripremliena sa rastvorom DMSO koji je prethodno koriséen za solubilizaciju ekstrakata
cijanobakterija, u istom opsegu koncentracija kao i tretman. Dodatno, pripremana je kontrola
koja se sastojala iz podloge bez dodatih ekstrakata ili DMSO rastvaraca. Koncentracije DMSO
u medijumima za izlaganje nikada nisu prekoradile 0.05%. Na ovaj naéin pripremljeni
eksperimentalni tretmani su ostavljani tokom 48 h, uz provere vijabilnosti neonata na svaka 24
h. Jedinke kod kojih nije uoéeno kretanje su smatrane uginulim i uklanjane su iz eksperimenta.
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Nakon izlaganja, neonate su sakupliene u kivete zapremine 1.5 mL, potopliene v 350 UL
reagensa za stabilizaciju tkiva (RNAlater) i odloZzene na -80°C.

3.3.1.1.  Biotest Daphnia magna - ekstrakcija RNK i kvantitativna ,real time” PCR (RT-
PCR) metoda

U pripremnoj fazi, uzorci su otapani na ledu v cilju izdvajanja RNA-later reagensa. Ekstrakcija
ukupne RNK je sprovedena pomoéu komercijalnog kompleta Rneasy Mini Kit (Qiagen, Nemaéka)
prateé¢i uputstva navedena u protokolu proizvodaca. Nakon ekstrakcije, Eisto¢a i ukupna
koncentracija izolovane RNK je potvrdena spektrofotometrijski pomoéu NanoDrop 1000
spektrofotometra (Nanodrop Techologies Inc. Wilmington, SAD) merenjem apsorbanci uzoraka
na talasnim duZinama od 260, 280 i 230 nm, nakon &ega su uzorci odlozeni na -80°C. Reverzna
transkripcija je sprovedena koriste¢i QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Nemacka)
na osnovu protokola proizvodaéa. Dobijena komplementarna DNK (cDNK) je razblaZena do
koncentracije od 10 ng UL-' i odloZena na -20°C. Kvantifikacija ekspresije gena sprovedena je
primenom metode kvantitativne analize lanéane reakcije polimeraze u realnom vremenu
(Quantitative polymerase chain reaction, gRT-PCR). Analize su vriene upotrebom Mastercycler
ep Gradient S uredaja (Eppendorf, Nemacka) i Power SYBR Green Master Mix (Applied
biosystems, SAD). Za postavku reakcija, koriséene su polipropilenske ploée sa 96 bunaréi¢a
(ThermoFisher Scientific, SAD). Reakciona sme$a zapremine 13.05 L se sastojala iz 5.25 UL
Power SYBR Green Master Mix, 1000 nM rastvora prajmera (Forward+Reverse) i 25 ng cDNK
rastvorene u DNase RNase Protease Free H,O. Cistoéa konstituenata smese je testirana u svakoj
plo¢i dodatkom triplikata negativne kontrole koja se sastojala samo od reakcione smese, bez
¢DNK. Amplifikacioni program podesen na PCR instrumentu je ukljuéivao inicijalnu denaturaciju
na 95°C tokom 10 min., nakon ¢ega je sledilo 40 ciklusa koji su se sastojali od dva koraka: 15
s na 95°C i 60 s na 60°C. Temperaturni opseg od 65°C do 95°C za krivu topljenja je podesen
u svakoj reakciji. Kod test organizma D. magna, testiran je uticaj ekstrakata na ekspresiju 5
gena (cyp314, cyp360A, gst, pgp, vitg), dok je kao endogena kontrola upotreblijen gen S-actin
koji je konstitutivno eksprimovan u svim eksperimentalnim grupama. Sekvence prajmera za
referentni i sve ciline gene su prikazane u Tabela 5.
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Slika 11. Prikaz eksperimentalne procedure ispitivanja genske ekspresije D. magna qRT-PCR metodom
(Adaptirano iz Davidovi¢ i sar. (2022)).

Analiza relativnih promena u ekspresiji gena je sprovedena uz upotrebu 2-22CT metode (Livak i
Schmittgen, 2001). Kontrolni gen f-actin je pokazao stabilnu ekspresiju u svim tretmanima.
PribliZno normalna raspodela podataka je utvrdena nakon primene standardnog testa
normalnosti (Shapiro-Wilk, a = 0.05). Rezultati su predstavljeni grafi¢ki kao stopa promena
(fold change) u odnosu na kontrolu = standardne devijacije (SD). Za statisticke analize su
koris¢ene ACt vrednosti (prag ciklusa PCR reakcije (engl. cycle threshold)), dobijene
oduzimanjem Ct vrednosti houskeeping gena od Ct gena od interesa. Analiza varijanse
(ANOVA) i Dunnett post-hoc testovi su koriséeni za utvrdivanje znacajnosti razlika izmedu
vrednosti dobijenih u tretmanima i netretirane (DMSO) kontrole, dok su statisticke razlike
odredene kao P < 0.05. GraphPad Prism 9 sofver je kori$¢en za statisticku analizu podataka,
kao i za prezentaciju rezultata.
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Tabela 5. Spisak koriséenih prajmera i njihovih nukleotidnih sekvenci u biotestu D. magna

Duzina

Sekvenca forward i reverse prajmera

ampikona

(bp)

Naziv gena (5-3")

(Houde i sar.,

8- actin Aktin F - GCCCTCTTCCAGCCCTCATTCT 189
R - TGGGGCAAGGGCGGTGATTT 2013)
op3ia  CitohromP4S0 k4 CTATGTATGGACTTCCCTGGTG 104 ID: KC172920.1
familia 314 ¢ 11ATCGCGGGTGTCAACG
op360  CitohromP4S0 b reGGcGAGATITCACAGT 150 (Wang i sar.,
familiia 3 ¢ . GCACATTICGGTTATCAAGAC 2014)
gst Glutation S- £ GGGAGTCTTTITACCACCGTTTC 150 (Wang i sar.,
fransferaza g 1CGCCAGCAGCATACTTGTT 2016)
p-gp P-glikoprotein  F - CCACTTGCGTTCAACTTCTTC 158 ID: AB257771.1
R - TICGCCGATTGATGTTCC
vig Vitelogenin  F - CACTGCCTTCCCAAGAACAT 66 (Hannas i sar.,
R - ATCAAGAGGACGGACGAAGA 2011)
3.3.2. Biotest Danio rerio - analiza relativnih promena v ekspresiii gena

U cilju ispitivanja uticaja tretmana ekstraktima cijanobakterija na ekspresiju gena kod model
organizma Danio rerio, kao i radi poredenja osetljivosti primenjenih metoda, testirane su nize
subletalne koncentracije ekstrakata (60, 80 i 100 g mL-') u odnosu na FET test, pri kojima nisu
primeéene promene u odnosu na kontrolnu grupu kod vise od 15% izloZenih jedinki. Procedura
vezana za mrest odraslih jedinki, produkciju i proveru kvaliteta embriona, pripremu riblieg
medijuma i izlaganje test jedinki ekstraktima je identiéna onoj opisanoj u potpoglavlju 3.2.3.
Koncentracija rastvarac¢a (DMSQO) primenjena u eksperimentima nikada nije prelazila 0.05%.
Tokom trajanja eksperimenta, na svaka 24 h proveravana je vijabilnost embriona i vriena je
eliminacija embriona kod kojih je doslo do koagulacije, prestanka sréanog rada i pojave
deformiteta. Nakon 5 dana izlaganja odnosno 120 &asova, pristuplieno je koracima ekstrakcije
RNK iz uzoraka, odnosno, vijabilnih larvi zebrica izdvojenih iz ploé¢a sa tretmanom. Zatim je
izvriena reverzna transkripcija u cilju dobijanja komplementarne DNK i kvantifikacije ekspresije
gena primenom gRT-PCR metode, koji su u velikoj meri radeni po proceduri opisanoj u
potpoglavlju 3.3.1.1, dok su izmene u odnosu na ovu proceduru opisane u daljem tekstu.

Praéene su promene u nivoima ekspresije 6 gena (bip; vtgl; p53; cyplal; ahr2; abcb4)
ukljuéenih u signalni put apoptoze, metabolizam ksenobiotika, endokrine puteve, kao i stres
endoplazmatskog retikuluma (ER stres) i oksidativni stres. Kao endogena kontrola je koriséen
housekeeping gen rpl (ribozomalni protein L), koji je izabran zbog izuzetno stabilne ekspresije
utvrdene u dosadasnjim istraZivanjima (Xu i sar., 2016). Spisak sekvenci koriséenih prajmera je
prikazan v Tabela 6. Reakciona smesa je pripremana v zapremini od 10 pL i sastojala se iz 5
KL Luna Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs, SAD), 500 nM svakog od prajmera
(Forward+Reverse) i 45 ng ¢cDNK. Program amplifikacije je ukljuéivao predinkubacioni period
od 10 minuta na 95 °C, nakon &ega je sledilo 40 ciklusa sastojanih od dva koraka: denaturacije
dvolanéane DNK na 95 °C tokom 30 sekundi i gradijent od 57-62 °C primenjen u cilju vezivanja
prajmera tokom 1 minuta U slué¢aju gena cyplal, ahr2, bip i p53 vezivanje prajmera se odvijalo
na 60 °C, dok je za gen vtg] temperatura vezivanja iznosila 57 °C. Analiza i obrada rezultata
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kao i statisticka provera znadaijnosti utvrdenih razlika izmedu kontrolnih i tretman uzoraka je
izvriena po proceduri identi¢noj onoj opisanoj u potpoglavlju 3.3.1.1.

Tabela 6. Spisak koriséenih prajmera i njihovih nukleotidnih sekvenci u biotestu D. rerio

. . Duzina
. Sekvenca forward i reverse prajmera X
Naziv gena ampikona Poreklo
(5°-3")
(bp)
| Ribozomalni F - AGCTCAAGATGGCAACACAG 100 (Oggier i sar.,
P protein R - AAGTTCTTCTCGTCCTCC 2010)
Vezujuéi . .
bi . lobulinski F - CGAAGAAGCCAGATATCGATGA 194 (Christen i sar.,
P IMUNegIobUnsKl o ACGGCTCTTTTCCGTTGAAC 2013)
protein
itohrom P4
o ci :q:,’l',','q : 30 AATCCCAGACGGGCTACA 150 (Wang i sar.,
ypia e R - CCGGGCCATAGCACTTAC 2016)
podfamilija A
- Aril-ugliovodoniéni  F - ACGGTGAAGCTCTCCCATA 150 (£Z°°"°W '
n
anr receptor R - AGTAGGTTTCTCTGGCCAC anguay,
2003)

53 Tumor supresor F - GCTTGTCACAGGGGTCATTT 158 (Christen i sar.,
P protein p53 R - ACAAAGGTCCCAGTGGAGTG 2013)

. Viteloen F - CATCTTATGCTGGTGATTTGTCA o6 (Hoffmann i
e fhelogenin R - CTTGAGCTTGAACTTGAACTTGA sar., 2006)
bebd abcb4 transporter  F - TACTGATGATGCTTGGCTTAATC 159 NM_0011145

ane ksenobiotika R - TCTCTGGAAAGGTGAAGTTAGG 83.1
3.3.3. Utvrdivanje citotoksiénosti i neurotoksiénosti odabranih sojeva - éelijska linija

humanog neuroblastoma SH-SY5Y

U ciliju detekcije potencijalne citotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti ekstrakata odabranih sojeva,
ispitana je vijabilnost humanih SH-SY5Y neuroblastomskih éelija (eng. European Collection of
Authenticated Cell Cultures, ECACC - 94030304) nakon 24 i 72-¢asovnog izlaganja njihovom
delovanju. Ova ¢éelijska linija je dobijena trostrukim subkloniranjem osnovne linije SK-N-SH
(ATCC HTB-11) (SH-SY » SH-5Y » SH-SY5Y), primarno dobijene biopsijom metastaze kostanog
tumora (Biedler i sar., 1973). Sve éelije korii¢ene u eksperimentima su obezbedene od strane
Laboratorije za ekofiziologiju i ekotoksikologiju (LECOTOX), Departmana za biologiju i
ekologiju, Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.

3.3.3.1.  Uslovi pripreme i kultivacije éelija

Kompletan medijum za gajenje celija dobijen je kombinovanjem rastvora Minimum Essential
Medium Eagle (MEM, Sigma-Aldrich, SAD) i F12 (Ham's F-12 Sigma-Aldrich, SAD) u odnosu 1:1,
vz dodatak 10% fetalnog teleéeg seruma (FTS) i 1% HEPES rastvora (Sigma-Aldrich, SAD).
Celije su gajene u T-75 flaskovima (Nunc EasYFlask, Thermo Scientific, SAD) u inkubatoru sa
vlaznom atmosferom uz koncentracijy CO2 od 5% i pri temperaturi od 37°C. Nakon
uspostavljanja kulture, konfluentnost rasta je utvrdivana posmatranjem ¢éelija pod invertnim
mikroskopom (Slika 12). Celije su subkultivisane dva puta nedeljno, ili izdvajane za upotrebu u
eksperimentima pri konfluentnosti od 80-90% koristeéi klasiéan postupak tripsinizacije. Sam
korak tripsinizacije je uklju¢ivao upotrebu 1 mL tripsina uz inkubaciju od 3-4 minuta na 37 °C.
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Slika 12. Prikaz rasta SH-SY5Y éelija adheriranih za dno flaska posmatran uz pomoé invertnog mikroskopa
3.3.3.2.  Eksperimentalna procedura - MTT esej

Za postavljanje eksperimenta koriséene su mikrotitar ploée sa 96 bunari¢a koje su inokulisane
suspenzijom ¢elija gustine od 20.000 ¢éelija, v finalnoj zapremini od 100 Yl po bunariéu.
Kompletan MEM medijum je koris¢en za pripremu razblaZenja cijanobakterijskih DMSO
ekstrakata (priprema ekstrakata opisana u poglavlju 3.1.2) do finalnih koncentracija od 4, 100,
400 i 2000 pg mL-1, dok je &ist medijum koridéen kao negativna kontrola. Svaka koncentracija
ekstrakta koriséena u tretmanima je testirana u triplikatu. Dodatno je testiran i uticaj rastvora
DMSO kori$¢enog u pripremi ekstrakata u rasponu koncentracija od 0.002, 0.05, 0.2, 1, 2, 3,
4 i 5%. Na ovaj naéin je utvrdeno da DMSO u koncentracijama primenjenim tokom testiranja,
koje nisu prelazile 1%, nije ometao vijabilnost éelija. Kao pozitivna kontrola, primenjen je 0.025-
2 mM vodonik-peroksid, koji dokazano dovodi do inhibicije rasta ispitivane ¢éelijske linije u
primenjenoj dozi (Garcimartin i sar., 2017). Pripremljene ploge su inkubirane na 37 °C tokom
24 i 72h. Citav eksperiment je sproveden u 4 seta (ponavljanja). Nakon tretmana, vijabilnost
¢elija je ispitana pomocéu MTT eseja, prema proceduri KaiSarevi¢ i sar. (2009). Prvi korak
procedure je uklju¢ivao rastvaranje MTT praha [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] u medijumu za kultivaciju ¢elija bez dodatog FTS-a i pripremu
rastvora koncentracije 0.5 mg mL-'. Medijum sa tretmanom je uklonjen iz svih otvora plo&e, nakon
¢ega je dodat 0.1 mL pripremlienog MTT rastvora po bunaricu. Ploée su zatim inkubirane 3h na
37°C, kako bi se obezbedili uslovi za aktivnost mitohondrijalne dehidrogenaze i akumulaciju
liubicastih kristala formazana v vijabilnim éelijama. Medijum je zatim ponovo uklonjen iz ploé¢a
i u svaki bunarié¢ je dodat 0.1 mL HCl/izopropanol rastvora (0.04 M) u cilju rastvaranja nastalog
formazana. Nakon inkubacije od 10 min. na sobnoj temperaturi, sadrzaj ploéa je promesan
kratko pomoéu Sejkera spektrofotometra (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, SAD) i
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apsorbance su merene na talasnoj duZini od 540 nm i 690 nm, na fotometru. Na osnovu
dobijenih vrednosti, izraéunata je procentualna vrednost citotoksiénosti na osnovu formule: Ci
(%) =(1-At/Ak) x 100, gde At predstavlja apsorbancu uzorka sa tretmanom, dok se Ak odnosi
na apsorbance kontrolnih uzoraka. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti %Cl dobijene u
&etiri nezavisna eksperimenta + SD. Kriva nelinearne regresije je kreirana na osnovu %
citotoksi¢nosti i Log10-transformisane vrednosti koncentracija ekstrakata i upotrebliena za
utvrdivanje 50% inhibitorne koncentracije (IC50) svakog ekstrakta koriste¢i GraphPad Prism 9
softver. IzvrSena je jednosmerna ANOVA i Dunnet-ovi post-hoc testovi, kako bi se utvrdila
znadajnost razlika izmedu grupa tretmana.

3.4. Uticaj razli¢itih faktora kultivacije i faza rasta na toksi¢nost
cijanobakterija

3.4.1. Biotest Artemia salina

Biotest A. salina je primenjen v cilju utvrdivanja akutne toksi¢nosti ispitivanih cijanobakterijskih
sojeva i uticaja razlicitih faktora sredine, pri éemu je testiran uticaj koncentracija dostupnih
nutrijenata i uticaj perioda osvetljenosti (Slika 13). Pored uticaja sredinskih faktora, toksiénost
je testirana i u zavisnosti od faze rasta cijanobakterijskih sojeva, pri éemu su ispitivane
eksponencijalna i stacionarna faza rasta kultura. U ovu svrhu, uvedene su modifikacije
standardnih parametara kultivacije cijanobakterija opisanih u poglavlju 3:

U cilju ispitivanja efekata izlozenosti odabranih sojeva razli¢itim koncentracijama fosfata u formi
kalijum dihidrogenfosfata (K2HPO.4) tokom kultivacije na rezultujuéu toksiénost, pripremljena su
tri tipa osnovne BG11 podloge sa finalnim koncentracijama od 0.02, 0.04 i 0.06 g L' K2HPO..

Kako bi se ispitao uticaj dostupnih koncentracija azota u formi natrijum-nitrata (NaNQO3), svi
sojevi su kultivisani u podlozi bez dodatka azota i sa dodatkom 0.8 1.5 g L'! NaNOs.

Uticaj perioda izlaganja svetlosti na toksiénost sojeva je ispitan koriste¢i BG11 medijum
pripremlien po redovnoj proceduri. Uzorci su kultivisani u uslovima kontrolisane svetlosti
emitovane iz hladnih belih fluorescentnih lampi (temperatura boje svetlosti — 6500 K, dnevna
svetlost), intenziteta 2500 Im. Tri tipa dnevnog reZima osvetlijenosti su primenjena tokom
kultivacije (svetlost/tama): 8h/16h, 12h/12h i 16h/8h.

Dodatno, toksi¢nost svih ispitivanih sojeva na larve A. salina je odredena v 3 razli¢ite faze rasta
kulture, tako $to je biomasa za pripremu ekstrakata izolovana nakon 7 (eksponencijalna faza
rasta), 21 (poéetak stacionarne faze rasta) i 35 dana (kasna stacionarna faza rasta) od
pocetka kultivacije.

Za svaku od analiza iz ove kategorije, jednosmerna analize varijanse (ANOVA) je upotrebljena
u cilju uporedivanja efekata razliéitih tretmana na rezultujuéu toksiénost odabranih sojeva.

3.4.1.1.  Biotest Artemia salina - osnovna eksperimentalna procedura

Inicijalna faza eseja je ukljuéivala inkubaciju 0.6 grama jaja vrste A. salina (Carolina, SAD) u
100 mLsterilne, vestatke morske vode - ASW podloga (engl. Artificial sea water) koja je
pripremana rastvaranjem razli¢itih soli u 1 L sterilne destilovane vode (Tabela 7), pri éemu je
podesavana pH vrednost podloge na 8.5. Inkubacija je trajala 30-36 éasova u kontrolisanim
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uslovima, na temperaturi od 30°C uz konstantnu osvetlienost i aeraciju. Cijanobakterijski
ekstrakti su istog dana aplicirani u mikrotitar plo¢e u zapremini od 100 PL po otvoru ploée i
ostavljani preko noéi u termostatu podesenom na 30°C, kako bi metanol prisutan u ekstraktima
ispario u potpunosti. Svaki od ekstrakata je testiran u 4 koncentracije (100, 1000, 5000 i
10.000 Pg mL-') pripremljenih serijskim razblaZenjem osnovnog rastvora, sa tri replikata po
koncentraciji. Pored ekstrakata, ovaj korak je uklju¢ivao i aplikaciju cistog metanola koji je
takodje uparavan u toku nodi, kako bi se isklju¢ila moguénost uticaja ekstrakcionog sredstva na
eksperimentalne organizme. Nakon izleganja, juvenilne jedinke starosti do 24h su izdvojene za
upotrebu u eksperimentu. U svaki otvor je dodato po 10-20 raci¢a, zajedno sa 100 pL ASW
podloge, nakon éega je dodato jos 100 plL podloge kako bi se dobila kona¢na zapremina od
200 plL po otvoru ploce. Pripremljene su i dodatne kontrole u 3 replikata, u formi &iste ASW
podloge i test organizama, bez dodatka cijanobakterijskih ekstrakata ili metanola. Nakon
pripreme odgovarajué¢ih tretmana i kontrola, ploée su odlagane u termostat na 30°C, uz
konstantno osvetljenje.

Tabela 7. Sastav vestacke morske vode - ASW podloga (Artificial sea water)

Komponente Koli¢ina u g L-!
NaCl 24
KCl 0.6
MgSO4 6
CaClz 0.7
MgCl2 4.5

Toksiénost ispitivanih cijanobakterijskih sojeva je utvrdivana na osnovu mortaliteta zabelezenog
kod eksperimentalnih organizama nakon 24 i 48h izlaganja u odnosu na kontrolu. Letalan
efekat kod izloZenih jedinki je odredivana na osnovu izostanka kretanja tokom posmatranja.
Oditavanje rezultata je vrieno prebrojavanjem uginulih organizama pomoéu lupe Olympus KL
1600 LED (Japan), nakon ¢ega je, u cilju preciznog utvrdivanja ukupnog broja jedinki u svakom
otvoru ploce, kretanje organizama onemoguéeno dodatkom 100 L metanola u svaki od otvora.
Eksperiment je smatran validnim ukoliko je smrtnost zabeleZena u kontrolnim replikatima bila
manja od 10%. Dobijene vrednosti su koris¢ene za procentualno izraZavanje stope mortaliteta
kao i utvrdivanje graniénih LC50 i LC10 vrednosti. Ceo eksperiment je sprovoden u dva
nezavisna ponavljanja.
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Modulacija parametara Postavka eksperimenata Oécitavanje rezultata

kultivacije

Aplikacija metanoclnih ekstrakata u
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aQ A ploce i uparavanje metanocla

oo LG"DQJ
(o]

Koncentracija nutrijenata

Period osvetljenosti ;
' 1
' -} : J 48 h
' —_—

——

-]

Praéenje mortaliteta
nakaon 24 i 48 h izlaganja

: s :
ELSD:C Inkubacija jaja A. salinai |
Traiani klt'::l n : 25y | aplikacija neonata i
rajanje kultivacije e podloge u ploce

Slika 13. Sema eksperimenata sa ciljem ispitivanja uticaja razligitih faktora kultivacije i faza rasta na toksi¢nost
cijanobakterija u biotestu A. salina

3.5. Utvrdivanje toksigenog potencijala ispitivanih sojeva

3.5.1. Utvrdivanje produkcije mikrocistina _kod odabranih sojeva primenom

imunolo$kog eseja - ELISA test

Uzorci ispitivanih cijonobakterijskih sojeva su podvrgnuti ELISA testu za detekciju ukupne
produkcije mikrocistina uz pomoé komercijalnog kompleta QuantiPlate Kit for Microcystins High
Sensitivity (Envirologix Inc., SAD). Eksperiment je sproveden u laboratorijama Nauénog instituta
za veterinarstvo “Novi Sad” u Novom Sadu. Test se bazira na kompeticiji mikrocistina u uzorcima
sa enzimom (peroksidaza rena) obeleZenim mikrocistinom, prisutnim na povrsini bunari¢a ploce,
za ograni¢en broj veznih mesta na antitelima. Kao Sto je sluéaj kod svih kompetitivnih
imunotestova, koncentracija ispitivanog agensa u uzorcima je obrnuto proporcionalna intenzitetu
boje koja se pojavljuje u bunari¢ima ploée. Prva, pripremna faza je ukljuéivala odlaganije
uzoraka na -80°C tokom 12h. Nakon otapanja uzoraka u vodenom kupatilu na 35°C, izvriena
je disrupcija integriteta cijanobakterijskih ¢elija u ultrazvuénom kupatilu u 3 ciklusa po 30
sekundi. Nakon sonikacije, 2 mL svakog uzorka je profiltrirano kroz filtere poroznosti 0.22 pL
kako bi se uklonili suspendovani celijski konstituenti. Uzorci pripremljeni na ovaj naéin su
podvrgnuti ELISA testu po uputstvima proizvodada. Svi uzorci, ukljuéujuéi 4 standarda i negativnu
kontrolu su testirani u duplikatima. Spektrofotometrijska merenja su izvriena na talasnim
duZinama od 450 i 650 nm pomoéu éitaéa mikrotitar ploé¢a (Asys Expert Plus UV, Biochrom,
Velika Britanija). Navedeni opseg detekcije kompleta je 0.1-1.2 ppb. Koncentracije MC-LR
ekvivalenata prisutne u testiranim cijanobakterijskim uzorcima su izraéunate na osnhovu
standardne krive i izraZene u Ug L-'. Rezultati dobijeni za soj Microcystis aeruginosa PCC 7806,
koji je poznat producent mikrocistina, su upotrebljeni kao pozitivna kontrola.
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3.5.2. Utvrdivanje potencijala za produkciju toksina na osnovu prisustva mcy gena

i_drugih genskih klastera odgovornih za biosintezu najznadaijnijih_grupa

cijanotoksina u sekvenciranim genomima sojeva

U okviru ovog istraZivanja su prvi put sekvencirani genomi odabranih devet cijanobakterijskih
sojeva u ciliju detekcije genskih klastera odgovornih za biosintezu najznacajnijih grupa
cijanotoksina. Referentni soj Microcystis aeruginosa PCC 7806 nije ukljuéen kao deo ove faze
istrazivanja, jer je kompletna sekvenca genoma ovog soja veé okarakterisana i dostupna u NCBI
(National Center for Biotechnology Information) bazi podataka (ID: 267872) (Frangeul i sar.,
2008). Sirovi podaci na osnovu kojih su sprovedene analize su pohranjeni i dostupni u sledeéem
dokumentu (https://drive.google.com/drive /folders/1kTXEcMm9OLgBB-4UnsYsEuwB_GzV5gED).

3.5.2.1.  Ekstrakcija DNK i priprema za sekvenciranje genoma cijanobakterija

Po 100 mL sveze kulture svakog od sojeva je sakupljeno u sterilne tube od 50 mL i centrifugirano
na 6000 g tokom 10 min. Supernatant koji se sastojao iz iskoris¢éenog BG11 medijuma je
odlivan, dok je koncentrovana biomasa u talogu sakupljana i resuspendovana u 5-10 ml svezeg
sterilnog medijuma. Iz uzoraka biomase koncentrovane na ovaj nadin, izdvajano je 1.8 mlL za
ekstrakciju DNK pomoéu komercijalnog kompleta DNeasy Powerlyzer Microbial Kit (Qiagen).
Protokol ekstrakcije je vedinski sproveden po uputstvima proizvodac¢a kompleta, uz
prilagodavanije procedure predvidene za liziranje ¢elija, kako bi se povecali prinosi DNK, uzele
u obzir karakteristike ¢celijskih omotada svakog pojedinaénog cijanobakterijskog soja i
potencijalna fragmentacija DNK svela na minimum. Biomasa sojeva ¢ije éelije se teze liziraju
usled prisustva rigidnijih omotaéa (npr. sojevi roda Oscillatoria), je zamrznuta u te¢nom azotu i
homogenizovana pomoéu tucka i avana, dok su éelije preostalih sojeva razbijane pomocu 0.5 g
sterilnih silikonskih kuglica dijametra 0.1 mm uz upotrebu homogenizatora (BeadBug Microtube
Homogenizer, 115V (Benchmark Scientific, SAD)), pri brzini od 2800-3200 rpm tokom 2x20
sekundi. Kvalitet i prinos izolata je odreden upotrebom NanoDrop 1000 spektrofotometra
(Nanodrop Techologies Inc. Wilmington, SAD) i QFX fluorometra (DeNovix). Uzorci su dodatno
analizirani horizontalnom gel elektroforezom na 1% agaroznom gelu. Sekvenciranje kompletnih
genoma je dalje sprovedeno u dva pristupa:

1. Uzorci svih sojeva su sekvencirani lllumina metodom sekvenciranja nove generacije (NGS)
usluzno u kompaniji Macrogen Europe (Amsterdam, Holandija). Priprema biblioteka za
sekvenciranje pomodu lllumina platforme je izvr$ena koristeéi TruSeq Nano DNA i TruSeq
DNA PCR Free komercijalne komplete. Ovom metodom su generisani kratki sirovi
fragmenti/ogitavanja (raw reads) duzine ~151 bp, uparenih krajeva.

2. Uzorci dva soja koji su se pokazali kao najtoksi¢niji tokom testiranja (Oscillatoria K3 i
Nostoc LC1B) su dodatno sekvencirani pomoéu PromethlON platforme (Oxford
Nanopore Technologies, Oxford, United Kingdom) prilikom istrazivagke posete Skoli
bioloskih nauka na Univerzitetu Kvinslend (Australija). Dodatna provera kvaliteta
vzoraka DNK je izvrena pomoéu TapeStation Analysis 4.1.1 (Agilent Technologies)
softvera u okviru Genomic DNK ScreenTape platforme. Neobradeni (sirovi) podaci
dobijeni nakon nanopore sekvenciranja su konvertovani iz fast5 u fastq format pomoéu
Albacore softvera, koji je deo MinKNOW paketa. Ovom metodom su generisani znatno
duzi sirovi fragmenti duZine ~10.000 bp.
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3.5.2.2.  De novo sastavljanje genoma, metagenomsko grupisanje sekvenci i anotacija

Provera kvaliteta sirovih oéitavanja dobijenih nakon Illlumina sekvenciranja je izvrSena pomodu
FastQC softvera (Verzija 0.11.9) (Irews, 2010), nakon ¢ega su sekvence obradene i profiltrirane
pomocu Trimmomatic softvera (Verzija 0.36) (Bolger i sar., 2014) i dobijeni preciséeni fajlovi sa
ocitavanjima visokog kvaliteta. Za de novo sastavljanje genoma upotrebljen je SPAdes softver
(Verzija 3.15.4) (Bankevich i sar., 2012), ¢ime je postignuto spajanje kratkih oéitavanja v duze
sekvence, takozvane kontige (contig) kao i njihovo povezivanje u skafolde (scaffolds) u kojima
redosled kontiga odgovara onom prisuthom u originalnom genomu iz kog poti¢u. Nastavak
analiza je zahtevao izdvajanje onih kontiga koji pripadaju genomu cilinog cijanobakterijskog
soja od kontiga poreklom od ostalih bakterijskih grupa iz asocijacije. Trimmomatic fajlovi koiji su
sadrzali predis¢éena kratka oditavanja i SPAdes fajlovi sastojani od sastavljenih kontiga, su
upotreblijeni za metagenomsko binovanje (binning), odnosno proces grupisanja oéitavanja i
sastavljenih kontiga u diskretne BIN-ove u odnosu na pripadnost odgovarajuéem genomu,
odnosno, u grupacije v kojima svaka grupa predstavlja jedan odredeni genom. Algoritam
MaxBin2 softvera (Verzija 2.2.7) (Wu i sar., 2016), koji je primenjen u ovu svrhu, koristi
nukleotidni sastav (frekvencije tetranukleotidnih sekvenci), pokrivenost kontiga (prosecan broj
oditavanja po bazi u okviru kontiga) i prisusutvo gena koiji predstavljaju filogenetske markere,
kako bi grupisao sekvence u odgovarajuée BIN-ove. Klaster sastavljen isklju¢ivo od
cijanobakterijskih sekvenci je odabran uz pomoé Kraken2 softvera (Verzija 2.1.1) (Wood i
Salzberg, 2014) koji omoguéava pridavanje taksonomskih obelezja sekvencama u okviru BIN-
a. Karakteristike odabranog BIN-a, kao $to su procenat guanin-citozin parova (GC%), ukupna
duzina svih sekvenci (koja bi trebala odgovarati procenjenoj veli€ini cijanobakterijskog genoma)
kao i broj i veli€éina grupisanih kontiga, su utvrdene pomoéu Quast softvera (Verzija 5.2.0)
(Mikheenko i sar., 2018). Za detaljnu anotaciju i identifikaciju ORF je upotrebljen Prokka softver
(Verzija 1.14.6) (Seemann, 2014), dok je za detekciju i analizu genskih klastera za biosintezu
sekundarnih metabolita koriséen antiSMASH softver (Verzija 6.1.1) (Medema i sar., 201 1) (Slika
14).
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Slika 14. Prikaz koraka obrade sirovih oéitavanja nakon sekvenciranja, sastavljanja i anotacije cijanobakterijskih
genoma

3.5.2.3.  Procedura hibridnog sastavljanja genoma

Provera kvaliteta sirovih oitavanja dobijenih upotrebom PromethION platforme je izvriena
pomocu NanoPlot softvera (Verzija 1.36.2) (De Coster i sar., 2018). Dobijen je set od 5348994
oditavanija, pri ¢emu je srednja duzina oditavanja bila 5741.8 za soj Oscillatoria K3 i set od
2218310 oditavanja, srednje duzine od 8252.3 za soj Nostoc LC1B. Za dobijanje korigovanih
kontiga na osnovu sirovih oditavanija, upotrebljen je Flye Softver (Verzija 2.9.1) (Kolmogorov i
sar., 2020). Genomske sekvence za oba soja su dobijene kombinovanjem podataka dobijenih
pomodu dva navedena pristupa, koristeéi Unicycler softver (Verzija 0.5.0) (Wick i sar., 2017).
Unicycler pojednostavljuje proces sastavljonja genoma kombinovanjem vise alata u jedan
sveobuhvatan paket i proizvodi kontige sa manje greSaka u sklapanju od drugih hibridnih
asemblera. Softver prvo koristi SPAdes alat za sklapanje Illumina kratkih oéitavanja, uz primenu
razli¢itih procedura predis¢avanja kako bi se odredila najjednostavnija struktura prilikom
sklapanja sa ispravkama eventualnih gresSaka pri é&itanju. Nakon toga, Unicycler koristi duga
ocitavanja kako bi se premostile praznine preostale nakon poravnavanja kratkih oitavanja,
nakon ¢ega se dobijaju konaéne “konsenzus” sekvence. Na ovaj nacin se istovremeno koriste
prednosti oba pristupa, ukljuujuéi preciznost koju obezbeduju kratka ocitavanja i pokrivenost
koja se dobija primenom dugih oéitavanja. Konaéno, Unicycler koristi Bowtie2 (Verzija 2.5.0)
(Langmead i sar., 2009) i Pilon (Verzija 1.20) (Walker i sar., 2014) softvere da poboljSa nacrt
sklopa, prvenstveno eliminisanjem SNP-ova (Single Nucleotide Polymorphism) i indela. Dodatna
prednost kori$éenja Unicycler-a je njegova sposobnost da prepozna komponente genoma kao
kruzne, $to eliminise potrebu za dodatnim koracima cirkularizacije. Kao i v prethodno opisanoj
proceduri, za detekciju i analizu genskih klastera za biosintezu sekundarnih metabolita koriséen
je antiSMASH softver.
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4. Rezultati i
diskusija




4.1. Akutna toksi¢nost cijanobakterijskih sojeva na nivou ¢itavog organizma
— biotestovi toksicnosti sa akvaticnim model organizmima

4.1.1. Biotest Daphnia magna - toksiénost ispitivanih sojeva u testu imobilizacije

Test akutne toksi¢nosti sa vrstom D. magna je upotrebljen kako bi se utvrdio uticaj ispitivanih
ekstrakata autohtonih zemljisnih i vodenih sojeva na preZivljavanje ove grupe organizama.
Rezultati dobijeni u eksperimentima su sumirani v Tabela 8. U kontrolnim grupama nisu
zabeleZeni letalni efekti nakon 48h izlaganja i pokretljivost test organizama je bila bez vidljivih
promena tokom eksperimenta. Kod veéine sojeva nisu zabeleZeni letalni efekti tokom tretmana
i pokretljivost test organizama je ostala nepromenjena do kraja eksperimentalnog perioda.
Toksiéni efekti koji su zabeleZeni su u velikoj meri bili zavisni od doze, sa najvis§im stepenom
imobilizacije primeéenim u grupama tretiranim sa 250 Jg mL-! ekstrakata. Pored toga, efekti
su se intenzivirali nakon duZeg izlaganja, jer su samo male promene v preZivljavanju dafnija
vocene nakon 24 sata, dok je nakon 48 sati stopa mortaliteta dostigla priblizno 20% kod
pojedinih sojeva. Posle 48 sati, letalni efekti su primeéeni samo u dve grupe sa najvisim
koncentracijoma (200 i 250 g mL-') soja Nostoc Z1 i Oscillatoria K3, pri éemu stopa mortaliteta
u ovim sluéajevima nije prelazila 15%. U sluéaju soja Microcystis aeruginosa PCC 7806, efekti
su bili nesto izrazeniji i voéljivi €ak i nakon 24 sata, pri ¢emu je mortalitet zabeleZen samo v
sluéaju najveée koncentracije ekstrakta soja (2.5% * 0.43). Posle 48 sati toksiéni efekti su se
intenzivirali, sa 22.5% (250 g mL") i 20% (200 Jg mL-') mortaliteta zabeleZenog u grupama
sa najvisim koncentracijama ekstrakta.

Efekti toksiénih cijanobakterija i preéiséenih cijanotoksina na preZivljavanje, reprodukciju i
ishranu jedinki roda Daphnia nakon akutnog i hroni¢nog izlaganja su dobro istraZeni i opisani u
dostupnoij literaturi (Nizan i sar., 1986; Hietala i sar., 1995; Marsalek i sar., 2004; Dao i sar.,
2010; Ortiz-Rodriguez i sar., 2012; Pawlik-Skowronska i sar., 2019). Rezultati veéine
dosadasnijih istrazivanja uvkazuju na znacajan negativan uticaj cijanobakterijskih metabolita na
ove procese kod dafnija i najéesée ih povezuju sa mikrocistinom ili cilindrospermopsinom kao
uzro¢nim agensima. U radu Pawlik-Skowronska i sar. (2019), utvrdena je akutna toksi¢nost
preciséenog MC-LR toksina kod jedinki vrste Daphnia pulex nakon 24 h izlaganja, sa smanjenjem
u stopi preZivljavanja do nivoa od priblizno 80% pri koncentraciji od 1.66 Ug mL-' i 60% pri
koncentraciji od 3.32 g mL-'. U istom radu, izlaganje anatoksinu-a je izazvalo smanjenje u stopi
preZivljavanja jedinki na nivo od 33% pri koncentraciji od 1.66 Ug mL-!, pokazujuéi mnogo jadi
efekat od onog registrovanog u slu¢aju MC-LR pri istoj koncentraciji. Sa druge strane,
Tarczynska i sar. (2001) su definisali vrednosti LC50 (48h) od 511-5705 g mL-! za preéiséene
ekstrakte cijanobakterija, na osnovu testiranja 17 uzoraka cijanobakterijskog cvetanja sa
jedinkama D. magna. Medutim, rezultati istraZivanja Sotero-Santos i sar. (2006) dobijeni nakon
izlaganija jedinki vrste Daphnia similis i Ceriodaphnia silvestrii ekstraktima dobijenih iz uzoraka
cijanobakterijskog cvetanja u kojima je dominirala vrsta Microcystis aeruginosa su ukazali na
intenzivniju akutnu toksiénost sa LC50 (24h) vrednostima od 186.61 i 155.11 g mL-'. Dodatno,
v istraZivanju Smutnd i sar. (2014), ispitana je akutna i hroniéna toksiénost ekstraktata dobijenih
iz osam uzoraka cijanobakterijskog cvetanja kod jedinki vrste D. similis i C. silvestrii. ZabeleZene
su varijacije u intenzitetu akutne toksiénosti u odnosu na tip uzorka gde su se LC50 (48h) vrednosti
kretale izmedu 107.9 i >1200 Ug mL-'. Medutim, nakon hroniénog izlaganja (21 dan) utvrdeni
su znadajno intenzivniji dozno-zavisni letalni efekti i uticaj na reprodukciju test organizama.
Rezultati navedenih istraZivanja ukazuju na to da nasuprot preciséenim cijanotoksinima, kada se
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radi o cijanobakterijskoj biomasi ili prediséenim ekstraktima, tip i intenzitet efekata, kao i letalna
koncentracija, u velikoj meri zavise od ispitivanog cijanobakterijskog soja, kao i trajanja
ekspozicije. lako su koncentracije ekstrakata primenjene u ovoj doktorskoj disertaciji
komparabilne efektivnim koncentracijama opisanim u drugim radovima, nije utvrden statisticki
znacajan uticaj na prezZivljavanje jedinki D. magna, $to mozZe biti posledica relativno kratkog
vremenskog perioda izlaganja tokom testova akutne toksi¢nosti.

Tabela 8. Akutna toksi¢nost cijanobakterijskih DMSO ekstrakata u biotestu D. magna, posle 24 i 48h izlaganja.

Mortalitet (%)

Koncentracija
ekstrakta (g mL1)

100
150
200
250
100
150
200
250
100

Naziv soja

24h izlaganja 48h izlaganja

Anabaena €2

Anabaena €5

O|lO0O O O Oojo o o o

5+0.5
20+ 1
22.5+0.82

Microcystis PCC 150
7806 200

O O O/ 0O O O ojo o o o

250 2.5
100
150
200
250
100
150
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250
100
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100
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I+
o
N
w

o

Nostoc 251

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

O OO0 O O Ol O o ojlo o o

Nostoc Z1
10 £ 0.71

15 £0.50

Oscillatoria
DTD-Becej

O O OO0 O O O/l0 O O O/Jl0 O 0o oJlo o o o
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Mortalitet (%)

. . Koncentracija . . q q
Naziv soja ekstrakta (jg mL-) 24h izlaganja 48h izlaganja
250 0] 0
100 0] 0
150 0] 0
Oscillatoria K3
200 0 0
250 0 12.5 £ 0.43
100 0] 0
150 0] 0
Oscillatoria Z1
200 0] 0
250 0] 0

* Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost mortaliteta od n = 4 ponavljanja £SD

Relativno niska toksi¢nost zabelezena u testovima akutne toksi¢nosti takode bi mogla biti
posledica aktiviranja zastitnih mehanizama ukljuéenih u detoksikaciju Stetnih jedinjenja kod
dafnija, $to u vedini slu¢ajeva moze uspesno ublaziti toksi¢ne efekte. Drugo moguée objasnjenje
za ovakav rezultat se moze pronadéi u nadinu izlaganja test organizama. U ovom radu, jedinke
su bile direktno izlozene dejstvu bioaktivnih agenasa cijanobakterija rastvorenih u vodenom
medijumu. Medutim, usvajanje cijanobakterijskih éelija koje proizvode cijanotoksine (prvenstveno
mikrocistine) putem ishrane je opisano kao primarni mehanizam intoksikacije kod dafnija
(Rohrlack i sar., 2005). Varenjem ¢éelija cijanobakterija oslobadaju se mikrocistini koji se
akumuliraju v Supljini srednjeg creva, odakle se mogu transportovati direktno u krvotok. lako
ovo otkriée nije zadudujuée, posto se dafnije hrane neselektivnom filtracijom i izloZene su
toksiénim cijanobakterijama u svom prirodnom okruzenju, ovaj nalaz direkino povezuje stopu
ishrane sa prezZivljavanjem izloZenih dafnija. Stoga se moZe pretpostaviti da mehanizam
intoksikacije drugim cijanobakterijskim toksinima takode ukljucuje ishranu. U istraZivanju Haney
i sar. (1995), smanjena brzina ishrane je utvrdena kod vrste Daphnia carinata izloZene filtratima
soja Aphanizomenon flos-aquae, kao i prediséenom saksitoksinu, $to je utvrdeno na osnovu
uéestalosti pokreta torakalnih izrastajo. Dodatno, primeéena je povedana stopa post-
abdominalnog odbacivanja akumuliranog materijala, verovatno zbog prisustva toksi¢nih
jedinjenja prisutnih u medijumu. Jedinke su mogle da se oporave do nivoa aktivnosti koji je bio
prisutan pre tretmana mnogo brZe nakon izlaganja &istom saksitoksinu nego filtratu, sto ukazuje
na moguénost interakcije razli¢itih metabolita prisutnih u filtratima kojom se poveéava ukupna
toksiénost. Pored toga, kontradiktorni rezultati istrazivanja interakcije dafnija sa toksiénim
cijanobakterijama mogu se objasniti sposobnoséu ovih organizama da razviju toleranciju na
toksine cijanobakterija, koji su ¢esto prisutni u njihovom prirodnom okruZenju. Postoje indikacije
o promenjenoj osetljivosti ovih Zivotinja na cijanotoksine, posebno nakon $to su prethodno bile
izloZene odredenim metabolitima cijanobakterija ili éelijskim konstituentima (Nandini, 2000;
Gustafsson i Hansson, 2004; Lindsay i sar., 2006). Znadajan uticaj na prezZivljavanje, rast i
reprodukciju primeéen je kod D. magna jedinki izloZenih soju M. aeruginosa (Gustafsson i
Hansson, 2004). Takode je utvrdeno da test organizmi koji su prethodno bili izloZeni toksi¢nom
soju pokazuju poveéanu toleranciju (preZivljavanje i brzinu rasta) na toksiéne efekte, $to implicira
da su dafnije sposobne da se prilagode prisustvu toksiénih sojeva roda Microcystis, ukoliko su
im obezbedeni odgovarajuéi uslovi za aklimatizaciju (Ortiz-Rodriguez i sar., 201 2). Negativan
efekat na prezivljavanije i fekunditet je utvrden i kod jedinki vrste D. pulex nakon izlaganja
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filamentima sojeva Anabaena flos-aquae i A. affinis, kao i precdiséenom anatoksinu-a (Claska i

Gilbert, 1998).

4.1.2. Biotest Danio rerio - toksiénost ispitivanih sojeva u testu embriona zebrice

U ovom radu je sprovedeno ispitivanje uticaja ekstrakata 10 cijanobakterijskih sojeva na
embrio-larvalni razvoj jedinki vrste Danio rerio. Uoceni efekti koji su se najéesée javljali kao
posledica tretmana ekstraktima cijanobakterija su grupisani u Cetiri osnovne kategorije: edemi
perikardijalne komore, edemi Zumanéane kese, skeletni deformiteti (lordoza, kifoza, skolioza i
zakrivljenost repa) i deformiteti glave i oka. Dodatno je praéena stopa izleganja, odnosno,
tretmanom izazvana pojava preranog ili zakasnelog izlaska jedinki iz horiona. U kontrolnim
grupama je zabeleZen normalan razvoj embriona na osnovu opisa dostupnog u Kimmel i sar.
(1995) i broj zabeleZenih malformacija nikada nije prelazio 10%. Rezultati ispitivanja na ovom
modelu ukazuju na potencijal odabranih sojeva da izazovu niz subletalnih toksiénih efekata kod
izlozenih embriona v razli¢itim fazama razvoja. Utvrdene su znadajne razlike v izazvanim
efektima izmedu ekstrakata razli¢itih sojeva. Dodatno, za ekstrakte gotovo svih ispitanih sojeva
je utvrdena vremenski i dozno-zavisna toksiénost.

Abnormalnosti u razvoju su primeéene kod jedinki izloZenih ekstraktima soja Anabaena €2 pri
koncentracijoma veéim od 120 Pg mlL, pri éemu je pojava perikardijalnog edema bila
48 sati izlaganja, i ¢esto je praéen zakrivljenjima kiéme (lordoza) i repa. Ukupna stopa
malformacija je znaéajno odstupala od kontrole samo pri najviSoj testiranoj koncentraciji (250
Mg mL-') nakon 96 sati od fertilizacije, gde su deformiteti bili najizrazeniji i utvrdeni kod preko
40% testiranih jedinki. Dodatno, zakasnelo izleganje ili odsustvo izleganja do kraja
eksperimentalnog perioda primeéeno je kod jedinki tretiranih najvisim koncentracijama
ekstrakta (200 i 250 Pg mL!) (Slika 15C). Nije bilo moguée odrediti EC50 vrednosti za
posmatrane kategorije efekata, jer frekvencija njihove pojave nije prelazila 40% u
primenjenom opsegu koncentracija (EC50 > 250 g mL-'). Medutim, za indikatore toksi¢nog
dejstva kao §to su pojava edema perikardijalne duplje i skeletnih deformiteta utvrdena je
graniéna vrednost EC10 (120hpf) od 145.04 ug mL-! odnosno 248.15 ug mL™' (Slika 15B).

(A)
Anabaena €2

100 80 ug mt”! 120 ug mL? 160 pg mL! 200 pg mL™! 250 ug mL!

80+
60+

40

Frekvencija promena (%)

S g A S g A o S gAY S g A o S S A e
Sati od fertilizacije (hpf)

W Edem perikarijalne duplje Edem Zumanéane kese WM Skeletni deformiteti WM Deformiteti glave i oka
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Slika 15. Rezultati testiranja akutne toksinosti ekstrakata soja Anabaena €2 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja £ SD, u mikrogramima po mililitru (Mg mL-1)
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplienije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od vremena
izlaganija i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznaéavaiju statisti¢ki znadajne razlike izmedu kontrolne i tretirane
grupe (¥ P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95% interval poverenja (95%
Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku koncentracijsku grupu; (D)
ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u kontrolnoj grupi. Skraéenice: EPD —
edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zuman&ane kese, SD — skeletni deformitet, OGD — deformiteti glave i
oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganje.

soja Anabaena €5, dok su preostali zabeleZeni efekti ukljugivali perikardijalne edeme i edeme
zumandane kese (Slika 16). Ovi efekti su uglavnom primecéeni nakon 72 sata izlaganja i postajali
su intenzivniji i brojniji sa produZzenim tretmanom (Slika 16A). Nakon primene koncentracija
ekstrakata nizih od 200 Pg mL!, malformacije su primeéene kod relativno malog procenta
jedinki (7.14-10.41%), pri éemu su zakrivljenost kiéme i repa jedini efekti zabeleZeni medu
testiranim grupama u ovom opsegu. Pojava edema perikardijalne duplje kod izloZenih jedinki
konstatovana je samo nakon primene dve najvise koncentracije ekstrakta, dok su edemi
zumanéane kese primeceni tek nakon $to su embrioni bili izloZeni najviSoj koncentraciji ekstrakta
(250 gg mL ). Utvrdeno je da je stopa pojave subletalnih efekata bila statisticki zna¢ajna nakon
120 sati izlaganja u grupi od 200 g mL' i nakon 72 sata u grupi od 250 Jg mL-'. Utvrdena
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je vrednost EC10 (120h) od 185.80 g mL! za efekat pojave skeletnih deformiteta, dok ostale
graniéne vrednosti nisu mogle biti utvrdene (Slika 16B).
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Slika 16. Rezultati testiranja akutne toksi¢nosti ekstrakata soja Anabaena €5 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja * SD, u mikrogramima po mililitru (Mg mL)
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplijenije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od vremena
izlaganija i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznaavaiu statisticki zna&ajne razlike izmedu kontrolne i tretirane
grupe (¥ P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95% interval poverenja (95%
Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku koncentracijsku grupu; (D)
ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u kontrolnoj grupi. Skraéenice: EPD —
edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zuman&ane kese, SD — skeletni deformitet, OGD — deformiteti glave i
oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganje.

Rezultati izlaganja embriona zebrice ekstraktima soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 ukazuju
na razvoijnu toksi¢nost zavisnu od doze i vremena ekspozicije, pri ¢emu su edemi perikardijalne
duplje i skeletne malformacije bili najuéestaliji efekti (Slika 17D). Toksi¢ni efekti su zabelezeni
pri svim primenjenim koncentracijama ekstrakata. Edemi perikardijalne duplije su primeéeni
nakon 48 i 72 sata izlaganja kod preko 60% jedinki u grupama izloZenim dejstvu dve najveée
koncentracije ekstrakta (Slika 17A). Medutim, kod odredenog broja ovih jedinki (8.33%) isti
efekat je izostao nakon izlaganja do 96 i 120 hpf, $to ukazuje da toksiéni metaboliti nisu dostigli
kritiénu koncentraciju da bi izazvali ostecenja ili moZe biti pokazatelj aktivnosti reparacionih
mehanizama, koji su omoguéili oporavak od nastalih promena. U vedini slu¢ajeva, pojava edema
kod izloZenih organizama je bila praéena skeletnim malformacijoma u vidu lordoze ili
zakrivljenosti pupolijka repa, pri ¢emu je broj ovih promena rastao sa poveéanjem koncentracije
ekstrakta. Najveéi broj skeletnih malformacija je primeéen nakon 120 sati izlaganja, pri
koncentracijama od 200 i 250 Ug mL-'. U poredeniju sa kontrolnom grupom, efekat tretmana je
bio znadajno vedi samo u grupama izloZenim dejstvu dve najvece koncentracije ekstrakta. Na
kraju eksperimenta, nakon 120 hpf, na osnovu frekvencije pojave edema perikardijalne duplje
utvrdena je graniéna vrednost EC50 od 166.3 Ug mL-!, dok je za skeletne deformitete EC50
vrednost iznosila 219.8 Pug mL' (Slka 17B). Vrednost EC10 izradunata na osnovu frekvencije
perikardijalnih edema je iznosila 41.43 g mL-', dok je ista vrednost za skeletne deformitete
bila 93.26 yg mL.
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Slika 17. Rezultati testiranja akutne toksi¢nosti ekstrakata soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 u biotestu sa
embrionima vrste D. rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja = SD, u mikrogramima
po mililitru (Ug mL") primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastupljenije kategorije subletalnih promena u
zavisnosti od vremena izlaganija i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznadavaiu statisticki znadajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Grani¢ne efektivne vrednosti EC50 i EC10,
95% interval poverenja (95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za
svaku koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u
kontrolnoj grupi. Skraéenice: EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zuman&ane kese, SD — skeletni
deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganie.



Nakon tretmana ekstraktima soja Nostoc 281, primeéena je pojava skeletnih deformiteta i
edema kod izloZenih embriona i larvi zebrice (Slika 18D). Broj jedinki kod kojih je primeéena
zakrivljenost kicme, kao i intenzitet ove promene, su se poveéavali sa produzZenim vremenom
izlaganja dejstvu ekstrakata. Pored toga, registrovano je da pojava edema Zumanéane kese
zavisi kako od vremena izlaganja, tako i od visine primenjene doze ekstrakta, pri éemu je
znadajno poveéanje primeéeno pri najvisim testiranim koncentracijama (Slika 18A). Sa druge
strane, pojava edema perikardijalne duplje je zabelezena u ranijim fazama ekspozicije, izmedu
24 i 72 sata tretmana, nakon éega ova promena vise nije bila primetna kod izloZenih jedinki.
Znadaijni nivoi toksi¢nog delovanja u poredenju sa kontrolnom grupom su zabeleZeni samo u
grupama izloZzenim dejstvu dve najveée koncentracije ekstrakta i to nakon 96 sati izlaganja.
Kako su EC50 vrednosti bile izvan definisanog opsega koncentracija, odredena je vrednost
EC10 za efekat pojava edema perikardijalne duplie (245.88 g mL-') i edema Zumanéane
kese (191.11 pg mL"), dok je EC10 vrednost za pojavu skeletnih deformiteta bila niZa od
najnize primenjene koncentracije (Slika 18B).

Nostoc 251
100 80 pg mt” 120 pg mL! 160 pg mt” 200 pg mt” 250 pg mt”

X

— Bo_

o

c

@

£

e

o

i3

‘S

s

@

>

-

F

")

S gk g AV o g S > AV o S o AV o S a8 AV o P S o R AV o

Sati od fertilizacije (hpf)

E Edem perikarijalne duplje Edem Zumanéane kese WM Skeletni deformiteti W@ Deformiteti glave i oka
0
LC50 LC10 95 /0 R2 80 pg m” 120 pg mL”! 160 pg mL’ 200 pg mt” 250 ug mt”
Cl 120

1004

EPD | >250 245.88 0.59

EZK | >250 191.11 0.64

404

Stopa izleganja (%)
s
i

/

/
sD | >250 <80 /041
OGD | >250 >250 /

1 20

0- T T T T T

SRS SR OAERP  SP PRSP RDEP S Pon

Sati od fertilizacije (hpf)

71



(D)

Slika 18. Rezultati testiranja akutne toksiénosti ekstrakata soja Nostoc 251 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja = SD, u mikrogramima po mililitru (Mg mL")
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastupljenije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od
vremena izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznadavaju statisticki znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Grani¢ne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95%
interval poverenja (95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku
koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u
kontrolnoj grupi. Skracenice: EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zumanéane kese, SD — skeletni
deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganje.

Izlaganje razli¢itim koncentracijama ekstrakta soja Nostoc 2S3B rezultiralo je deformitetima
skeleta, pri éemu je najvedi procenat deformiteta voéen u grupi izloZenoj najvisoj koncentraciji
ekstrakta nakon 72 sata izlaganja i ostao je nepromenjen do kraja eksperimenta (Slika 19A).
lako su i nize koncentracije (do 120 g mL') izazvale toksiéne efekte, nisu zabeleZene znaéajne
razlike u poredeniju sa kontrolnom grupom. Edemi perikardijalne duplje su primeéeni u grupama
veéih koncentracija (160-250 Ug mL-'), medutim, zabeleZene vrednosti nisu prelazile 8.33% i
iste promene nisu bile primetne nakon 96 sati izlaganja. U istim koncentracijskim grupama su
primeéene jedinke slabije razvijenih oéiju u odnosu na jedinke u kontrolnoj grupi. Jedinke kod
kojih je uoéen ovaij tip promene se nisu oporavile do kraja eksperimentalnog perioda. Utvrdena
je EC10 vrednost za efekat pojave skeletnih deformacija kod test jedinki, koja je iznosila
169.55 g mL-' (Slika 19B). Tokom eksperimenta nisu primeéene promene u odnosu na normalnu
stopu izleganja (Slika 19C).
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Slika 19. Rezultati testiranja akutne toksiénosti ekstrakata soja Nostoc 2S3B u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja = SD, u mikrogramima po mililitru (Hg mL')
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplijenije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od vremena
izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (¥*) oznadavaiju statisticki znalajne razlike izmedu kontrolne i
tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95% interval poverenja
(95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku koncentracijsku grupu;
(D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u kontrolnoj grupi. Skraéenice:
EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zuman&ane kese, SD — skeletni deformitet, OGD — deformiteti
glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganie.
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Testiranjem ekstrakata soja Nostoc LC1B, utvrdena je dozno-zavisna razvojna toksi¢nost kod
izloZenih jedinki, sa izraZenim skeletnim i sréanim abnormalnostima (Slika 20D). Rezultati su
pokazali da su najizraZenije malformacije voéene kod eksponiranih embriona zebrice bile
deformacije skeleta, perikardijalni edem i edem Zumandane kese, koji su, za razliku od ostalih
testiranih sojeva, bili primetni u odredenoj meri pri svim ispitivanim koncentracijama ekstrakata.
Efekti su bili najizraZeniji u opsegu koncentracija od 160-250 g mL-', pri éemu su statistiéki
znadajne promene vedinom zabelezene nakon 72 sata izlaganja (Slika 20A). Najcéeséi stetni
efekti primeéeni kod jedinki tretiranih ekstraktima ovog soja su bili perikardijalni edemi, koji su
zabelezeni kod 50.55% eksperimentalnih organizama u grupama izloZzenim najvedoj
koncentraciji ekstrakta. Pored toga, primeceno je postepeno poveéanje u frekvenciji pojave
skeletnih deformiteta kod jedinki sa produZenim izlaganjem, dostizué¢i maksimalnu vrednost od
38.8% nakon 120 sati izlozenosti. Dodatno, utvrden je uticaj tretmana na stopu izleganja
zebrica (Slika 20C). U grupi izloZzenoj najvedoj koncentraciji, 80% jedinki se izleglo pre kraja
eksperimenta, a samo 65% se izleglo pre vremenske tacke od 96 sati. Pri koncentraciji ekstrakta
od 200 pg mlL, izleganje je izostalo kod priblizno 10% izloZenih jedinki. Grani¢éna EC50
vrednost nije mogla biti izraéunata v datom opsegu koncentracija. Medutim, EC10 vrednosti su
utvrdene za efekte edema perikardijalne duplje i skeletne deformitete i iznosile su 87.6 1 53.96
Mg mL-! ekstrakta (Slika 20B).
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Slika 20. Rezultati testiranja akutne toksiénosti ekstrakata soja Nostoc LC1B u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja = SD, u mikrogramima po mililitru (Jg mL1)
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplijenije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od vremena
izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznadavaiju statisticki znadajne razlike izmedu kontrolne i
tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95% interval poverenja
(95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku koncentracijsku grupu;
(D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u kontrolnoj grupi. Skraéenice:
EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zumanéane kese, SD — skeletni deformitet, OGD — deformiteti
glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganije.

IzloZenost embriona ekstraktima soja Nostoc Z1 rezultirala je dozno-zavisnom toksiénoséu (Slika
21A). Zapazeni razvojni abnormaliteti kod izloZenih larvi su ukljuéivali deformacije skeleta i
edeme Zumanéane kese (Slika 21D). Incidenca deformacija skeleta nije prelazila 25%, a
pojava edema Zumandane kese nije prelazila 10% ni u jednoj od ispitivanih grupa. Medutim,
utvrdeno je da se intenzitet uolenih promena poveéava sa primenjenom koncentracijom
ekstrakta. Promene su bile primetne tek nakon 72 sata izlaganja dejstvu ekstrakata, medutim,
nakon ove vremenske tacke nije bilo veéih promena u broju i intenzitetu malformacija. Na osnovu
rezultata statistickog testa, ni u jednoj od eksperimentalnih grupa nije izradunata znadajna
razlika v incidenci ukupnih deformiteta. Referentne EC50 vrednosti su bile izvan primenjenog
opsega koncentracija ekstrakta, medutim, za efekat skeletnih deformiteta je utvrdena EC10
vrednost od 204.9 ug mL-' (Slika 21B).
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Slika 21. Rezultati testiranja akutne toksiénosti ekstrakata soja Nostoc Z1 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja = SD, u mikrogramima po mililitru (Mg mL")
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplienije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od
vremena izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznalavaiju statisticki znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Grani¢ne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95%
interval poverenja (95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku
koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u
kontrolnoj grupi. Skraéenice: EPD — edem perikardijalne duplje, EZK — edem Zuman&ane kese, SD — skeletni
deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganije.
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Subletalni efekti izloZenosti razli¢itim koncentracijama ekstrakta soja Oscillatoria DTD-Beéej na
embrione zebrice su ukljuéivali prvenstveno deformacije skeleta u vidu zakrivljenosti kicme i repa
(Slika 22D). Primeéeni su takode edemi perikardijalne duplie, edemi Zumanéane kese, kao i
deformiteta oka kod pojedinih jedinki, ali u znatno manjem broju embriona v odnosu na ostale
primeéene promene. Pojava skeletnih deformiteta, koji su se manifestovali v vidu lordoze i
zakrivljenja pupoljka repa, bila je najées¢a v grupama izloZenim koncentracijama ekstrakta od
200 i 250 ug mL! (Slika 22A). Ovaij tip efekta je prvi put uoéen nakon 48 sati izlaganja u
malom procentu (4.5%) u obe grupe, pri éemu su do kraja eksperimenta skeletni deformiteti
voéeni kod 40.9% jedinki pri koncentraciji od 200 g mL-! i 68.18% jedinki pri koncentraciji od
250 Ug mL-1. Uoéene kiémene malformacije nisu bile prisutne u grupi sa najniZom koncentracijom
ekstrakta, dok su u koncentracijama nizZim od 200 Pg mL' bile voéliive kod manje od 20%
izlozenih zebrica do kraja eksperimenta. Perikardijalni edemi su uvoéeni u ranijim tackama
merenja (48 i 72 hpf), medutim, nije bilo vidljivih efekata ovog tipa nakon 96 sati izlaganija,
$to ukazuje na reverzibilnu prirodu ove promene. Dobijena EC50 (120 hpf) vrednost za efekat
pojave skeletnih deformiteta kod test jedinki je iznosila 162.5 ug mL-! (Slika 22B).
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Slika 22. Rezultati testiranja akutne toksi¢nosti ekstrakata soja Oscillatoria DTD-Beéej u biotestu sa embrionima
vrste D. rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja £ SD, u mikrogramima po mililitru
(Mg mL") primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastupljenije kategorije subletalnih promena u zavisnosti
od vremena izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznalavaju statisticki znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95%
interval poverenja (95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku
koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u
kontrolnoj grupi. Skracenice: EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Zumanéane kese, SD — skeletni
deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganije.

Razvojni deformiteti nastali kao rezultat izlaganja ekstraktima soja Oscillatoria K3 ukljuéivali su
deformitete kiéme u vidu skolioze, lordoze i zakrivljenosti repnog pupolika, kao i smanjenu
veli¢inu oka i edeme Zumancane kese koji su uoceni u svim koncentracijskim grupama, dok su
perikardijalni edemi primeéeni nakon primene koncentracija veéih od 80 PUg mL! (Slika 23A,
Slika 23D). Trend smanjenja broja i intenziteta edema sa produzenim izlaganjem zabelezen
kod nekih od prethodno spomenutih sojeva je primecen i kod ovog soja u grupama izloZenim
dejstvu dve najveée koncentracije ekstrakta. Pri niZim koncentracijama, procenat jedinki sa ovim
tipom promene nije prelazio 33.38%. Procenat test organizama sa uoéljivom skoliozom i
lordozom bio je posebno visok nakon izlaganja ekstraktima ovog soja, dostizuéi do 69.6% u
grupi izloZenoj najvecoj primenjenoj koncentraciji ekstrakta. Kod izloZenih larvi je takode uvoéen
usporen ili zaustavljen razvoj oéiju, u odnosu na kontrolnu grupu jedinki. Ovaj tip toksiénog
efekta je zabeleZen kod 60.6% jedinki u tretmanu sa najve¢om koncentracijom. Dodatno, iako
su stopa i vreme izleganja tekli ocekivano, priblizno 15% embriona nije izaslo iz horiona do
kraja eksperimenta (Slika 23C). Grani¢ne vrednosti EC50 (120 hpf) su izradunate za efekte
skeletnih (215.6 Pug mL') i deformiteta glave i oka (231.7 hg mL") (Slika 23B). Vrednosti EC10
su dobijene za sve tipove malformacija i iznosile su 163.65 g mL-! (EPD), 121.51 ug mL-! (EZK),
120.22 ug mL' (SD), 154.78 g mL-! (OGD).
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Slika 23. Rezultati testiranja akutne toksiénosti ekstrakata soja Oscillatoria K3 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja £ SD, u mikrogramima po mililitru (Mg mL-")
primenjenog ekstrakta. (A) Frekvencija 4 najzastuplienije kategorije subletalnih promena u zavisnosti od
vremena izlaganja i koncentracije ekstrakta. Zvezdice (*) oznalavaju statisticki znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne efektivne vrednosti EC50 i EC10, 95%
interval poverenja (95% Cl) za EC50 vrednost i R-kvadrat; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta za svaku
koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki u
kontrolnoj grupi. Skraéenice: EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem ZumanZane kese, SD — skeletni
deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganie.

Najzastuplienija promena prouzrokovana izlaganjem test organizama ekstraktima soja
Oscillatoria Z1 je bila pojava skeletnih deformiteta (Slika 24D). U grupama koje su bile izloZene
najveéoj koncentraciji ekstrakta, skeletni deformiteti su primeéeni kod 100% jedinki nakon 120
sati izlaganja, dok je 21.4% registrovano nakon 24 sata izlaganja v istoj grupi (Slika 24A).
Ovaqj tip promene se manifestovao u vidu skolioze, lordoze i zakrivljenosti pupolika repa, koji
su bili primetni nakon 48 sati tretmana, pre izlaska jedinki iz horiona. Pored toga, kod velikog
broja jedinki je primeéena pojava edema Zumanéane kese (64.28% pri koncentraciji od 250
Mg mL') i edema perikardijuma (57.14% pri koncentraciji od 250 ug mL!), pri éemu su ove
promene takode bile primetne od 48. sata izlaganja i postajale su intenzivnije i brojnije sa
duzim vremenom ekspozicije. Kod odredenog broja jedinki (35.71% pri koncentraciji od 250
Mg mL"), primeéena je pojava oéiju manjih dimenzija u odnosu na kontrolnu grupu, $to ukazuje
na nepravilan ili usporen razvoj ociju. Referentne EC50 (120 hpf) vrednosti su izracunate za
efekat pojave edema perikardijalne duplie (244.7 Ug mL'), edema Zumanéane kese (237.6
Mg mL") i skeletnih deformiteta (199.6 g mL-1). U sluéaju efekta pojave deformiteta glave i
oka, utvrdena je graniéna EC10 (120 hpf) vrednost (201.06 g mL1), dok je EC50 vrednost
bila izvan testiranog opsega koncentracija (Slika 24B). Ekstrakti ovog soja su imali najizrazeniji
uticaj na izleganije ispitivanih organizama u odnosu na sve testirane sojeve (Slika 24C). U grupi
tretiranoj najveéom koncentracijom ekstrakta, kod 30% jedinki nije doslo do izleganja do kraja
eksperimentalnog perioda, dok je pri koncentraciji od 200 g mL! inhibirano izleganje 15%
jedinki.
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Slika 24. Rezultati testiranja akutne toksinosti ekstrakata soja Oscillatoria Z1 u biotestu sa embrionima vrste D.
rerio. Svi rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti 3 ponavljanja * SD, dok su vrednosti predstavliene u
mikrogramima po mililitru (Mg mL') primenjenog ekstrakta (A) Frekvencija pojave 4 najzastupljenije kategorije
subletalnih promena belezenih u funkciji vremena izlaganja i primenjene koncentracije ekstrakta. Zvezdice (¥*)
oznadavaiju znadajne statisti¢ki razlike izmedu kontrolne i tretirane grupe utvrdene na osnovu dvosmerne ANOVA
analize i Dunnet-ovih post-hoc testova (* P < 0.05; ** P < 0.001); (B) Graniéne vrednosti letalnosti LC50 i LC10,
95% interval poverenja (95% Cl) dobijen za LC50 vrednost i R-kvadrat.; (C) Stopa izleganja tokom eksperimenta
za svaku koncentracijsku grupu; (D) ZabeleZene promene kod embriona i larvi u tretman grupama i slike jedinki
u kontrolnoj grupi. Koriééene skraéenice: EPD — edem perikardijalne duplie, EZK — edem Yuman&ane kese, SD —
skeletni deformitet, OGD — deformiteti glave i oka, DO — deformitet oka, ZI — zakasnelo izleganje.

U poslednije vreme, zebrice postaju sve popularniji model organizam kada se radi o istrazivaniju
toksiénosti cijanobakterija zbog svoje izuzetne vrednosti u prouéavaniju subletalnih efekata koji
proizlaze iz akutne i hroni¢ne izloZzenosti. Brojne eksperimentalne studije ukazuju na to da
cijanobakterijski toksini mogu izazvati znacajne promene u embrionalno-larvalnom razvoju
vodenih organizama i predlazu upotrebu vrste Danio rerio kao adekvatnog model organizma
za ispitivanje cijanobakterijske toksi¢nosti (Lindsay i sar., 2006; Berry i sar., 2009; Ghazali i
parametri cijanobakterijske toksiénosti su bili skeletni deformiteti, potom edemi perikardijalne
duplije i edemi Zumanéane kese kao indikatori kardiotoksi¢nosti i hepatotoksi¢nosti, zatim
deformiteti glave i oka, i na kraju izmenjenu stopu izleganja ili izostanak izleganja, $to ukazuje
na to da ekstrakti ispitivanih cijanobakterijskih sojeva najvedi uticaj imaju na pravilan razvoj
tela zebrica. Od deset ispitanih sojeva, najveca toksi¢nost je zabelezena u slu¢aju akvatiénih
sojeva Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1, gde su najizrazeniji efekti voéeni pri koncentracijoma
ekstrakta od 200 i 250 Ug mL-'. Efekti sliéni onima opisanim u ovom istrazivanju su zabeleZeni
u radu Wang i sar. (2020), koiji su ispitali toksi¢ni i teratogeni potencijal razli¢itih koncentracija
distog cilindrospermopsina u testu sa embrionima zebrice. Utvrdeno je da izlaganje visim
koncentracijoma CYN (20, 200 i 2000 nM) dovodi do znadajno usporenog sréanog rada,
pojave edema Zumanéane kese i perikardijuma, kao i telesnih deformiteta kao $to su smanjena
duZina tela i smanjena velid¢ina ociju. Pored toga, stopa izleganja je znadajno smanjena u ovim
grupama u poredeniju sa kontrolnom grupom. Kako je ispitivanjem genoma sojeva Oscillatoria
K3 i Oscillatoria Z1 takode utvrden potencijal za produkciju cilindrospermopsina na osnovu
prisustva gena ukljuéenih u biosintezu ovog cijanotoksina (Potpoglavlje 4.5.2), postoji moguénost
da je prisustvo cilindrospermopsina u ispitivanim ekstraktima odgovorno za zabeleZene efekte
tokom testiranja. Definitivno povezivanje nastalih efekata sa cilindrospermopsinom kao uzroénim
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agensom ipak zahteva dodatne hemijske analize kako bi se potvrdila produkcija ovog toksina
kod datih sojeva. Sliéno tome, u istrazivanju koje su sproveli Moraes i sar. (2022), izlaganije
dejstvu CYN je rezultiralo smanjenim rastom jedinki i abnormalnostima u razvoju kao $to su edem
perikardijuma i Zumanéane kese, kao i odsustvo riblieg mehura. Takode je utvrdeno da
izlaganje koncentracijoma CYN od 10 pg L' i viS§im dovodi do poveéane smrinosti ovih
organizama v kasnijim fazama razvoja. Dodatno, efekti dva soja vrste Raphidopsis raciborskii
(T2 i T3), su testirani u hroni¢nim i akutnim eksperimentima sa larvama zebrice i odraslim
jedinkama (Zagatto i sar., 2012). Tokom akutnog testiranja nije utvrden znadajan uticaj nijednog
od sojeva na prezZivljavanje odraslih zebrica, medutim, oba soja su negativno uticala na
prezivljavanje larvi, uzrokujuéi do 40% smrtnosti nakon cetiri dana izlaganja i 100% smrinosti
do kraja eksperimenta (7 dana). U navedenim istrazivanjima, malformacije su se pojavile nakon
primene niZih koncentracija cijanobakterijskih metabolita u odnosu na koncentracije primenjene
u ovom radu, medutim, spektar uvocenih promena je takode bio manji. Ova razlika moze biti
posledica primene izdvojenog i predisi¢enog cilindrospermopsina, nasuprot nepreciséenim
ekstraktima sojeva testiranih u ovom radu koji sadrze mesavinu razli¢itih potencijalno toksiénih
metabolita zbog éega moze doéi do potencijacije, aditivnog ili sinergistickog efekta. Sli¢ni
razvojni deformiteti su, medutim, takode zabelezeni kod larvi zebrica direkino izloZenih
saksitoksinu rastvorenom u te¢nom medijumu (Pavagadhi i sar., 2012). U ovom raduy, izlaganje
embriona koncentraciji od 481+ 40 pg L' rezultiralo je morfoloskim abnormalnostima,
ukljuéujuéi edeme o¢iju, perikardijuma i Zumanéane kese, zakrivljenost kiéme i repa, kao i
kraniofacijalne deformitete. Dodatno, primeceni su senzomotoricki poremecaiji, sa totalnom
paralizom koja se manifestovala nakon produzenog izlaganija, na $ta su razvijeniji embrioni bili
posebno osetljivi. Veéina subletalnih efekata, ukljuéujuéi paralizu i fizioloske abnormalitete, se
pokazala kao reverzibilna nakon prenosenja larvi u istu vodu, s$to je u skladu sa opisanim
mehanizmom delovanja saksitoksina. Na osnovu ovih i ranijih zapaZanja, autori su zakljuéili da
pojava malformacija kod zebrica moZe biti povezana sa otezanim kretanjem, $to je uzrok
neravnoteZe tecnosti u organizmu i stoga nastanka edema. Ovaj zaklju¢ak je u skladu sa
rezultatima dobijenim u ovom radu, jer su skeletni deformiteti kod jedinki izloZenih dejstvu
ekstrakata u vedini sluéajeva bili praceni pojavom edema. lako nisu uocene promene koje se
mogu pripisati neurotoksiénom delovanju ekstrakata, kao $to je paraliza &itavih jedinki
(izostanak kretanja), primeéeni kiémeni i repni deformiteti su izazvali usporeno ili oteZano
kretanje kod jedinki pod uticajem. Ekstrakti sojeva Microcystis aeruginosa PCC 7806 i Nostoc
LC1B su takode ispoljili visoku toksi¢nost u testu, pri ¢emu su edemi perikardijalne duplje i
skeletne malformacije bili najéeséi i najizraZeniji zabelezeni efekti. Pored toga, primeéena je
kongestija krvi, odnosno, akumulacija krvnih zrnaca u predelu perikardijuma i Zumanca.
IstraZivanja koja se odnose na nastanak malformacija i razvojnu toksi¢nost mikrocistina nakon
direktnog izlaganja embriona zebrice su brojna i dok su neki od prvih eksperimentalnih rezultata
pruZili vrlo malo dokaza o takvim efektima (Oberemm i sar., 1997), novije studije ukazuju na
pojavu znadaijnih razvojnih defekata kod izloZenih jedinki. Wang i sar. (2005) su pokazali da
preciséen MC-LR nakon mikroinjekcije uzrokuje uginuée embriona na dozno i vremenski zavisan
nadin i pojavu malformacija kod prezivelih jedinki. Sli¢no rezultatima dobijenim u ovom radu za
ekstrakte soja M. aeruginosa PCC 7806, medu najée$éim razvojnim defektima su se javljali
edemi perikardijalne duplje i skeletni deformiteti (prvenstveno zakrivljenje repa) koji su se
pogorsavali sa produzenim izlaganjem. Vrlo je verovatno da horionska membrana
onemogucava prodor mikrocistina u odredenoj meri, Sto bi moglo objasniti odsustvo letalnog
efekta i manji intenzitet malformacija v nasem istraZivanju. U istrazivanju Oberemm i sar.
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(1999), pokazalo se da ekstrakti cijanobakterija mogu imati mnogo izraZenije efekte na zebrice
od efekata dobijenih tretmanom ¢Eistim cijanotoksinima, $to se moZe objasniti prisustvom do sada
neidentifikovanih toksi¢nih elemenata u éelijama cijanobakterija, kao i sinergistickim dejstvom
smese toksicnih metabolita u ispitivanim ekstraktima. Ovo nije jedini sluéaj da su takva
zapazanja objavljena. Na primer, Keil i sar. (2002) su testirali toksi¢nost ekstrakata
pripremljenih iz uzoraka cvetanja vrste roda Planktothrix kod embriona i larvi zebrice, nakon
éega je utvrdeno da indukovani toksi¢ni efekti nisu bili u korelaciji sa sadrZajem mikrocistina u
ekstraktima. Ekstrakti su znaéajno uticali na razvoj embriona uzrokujuéi malformacije, a takode
su uticali na stopu izleganja i izazivali prevremeno izleganje i usporavanije rasta jedinki. Pored
toga, v istrazivanju Nunes de Freitas i sar. (2023), utvrdeno je da mikrociklamid, cijanopeptid
koji proizvodi cijanobakterijski soj vrste Microcystis aeruginosa, izaziva letalne efekte i
kardiotoksiénost embriona zebrice u koncentraciji od 50 Ug mL-!, pri éemu je izraéunata LC50
vrednost od 42.98 g mL-'. Nisu primeéene teratogene promene do 96 sati pri koncentracijama
od 1 do 25 Yg mL"!, ali su promene u razvoju srca (perikardijalni edemi) primeéene kod svih
izloZenih larvi pri koncentraciji od 50 g mL-'. Sliéni efekti su utvrdeni i u ovom istraZivanju, u
najvecoj meri nakon primene ekstrakata sojeva Microcystis aeruginosa PCC 7806 i Nostoc LC1B,
§to bi moglo biti posledica sli¢nosti u metaboli¢kim putevima i produkcije srodnih toksi¢nih
metabolita. Pored toga, u istrazivanju Jaja-Chimedza i sar. (2017) je utvrdeno da izlaganje
karotenoidnim glikozidima i retinolnoj kiselini poreklom iz cijanobakterija mozZe izazvati
malformacije u embrionima zebrice, koje karakterise opsti nedostatak diferencijacije glave,
ociju i repa, kao i inhibirana migracija i nepravilna agregacija melanofora, a da intenzitet ovih
promena zavisi od primenjene doze ekstrakta.

Na osnovu dobijenih rezultata, izdvojene kategorije efekata koji su se najéesée javljali kod
zebrica kao posledica tretmana ekstraktima cijanobakterija (edemi perikardijalne komore,
edemi Zumanéane kese, skeletni deformiteti (zakrivljenost ki¢me i/ili repa), deformiteti glave i
oka, stopa izleganja), predstavljaju osetljive parametre za detekciju i karakterizaciju
cijanobakterijske toksiénosti. Utvrdena je dozna i vremenska zavisnost frekvencije promena koje
su se javljale kod izloZenih organizama i toksi¢ni efekti zabeleZeni u ovom istraZivanju su u
velikoj meri u skladu sa rezultatima dostupnih istraZivanja u kojima su ispitivani efekti
cijanotoksina cilindrospermopsina i mikrocistina kod embriona i larvi zebrica. Najveéa toksi¢nost
je utvrdena u slué¢aju vodenih sojeva Microcystis aeruginosa PCC 7806, Oscillatoria K3 i
Oscillatoria Z1 i zemljisnog soja Nostoc LC1B, kod kojih su praéene malformacije zabeleZene
kod preko 50% izloZenih jedinki. lako nije utvrdena razlika u tipu malformacija koje su se
javljale nakon izlaganja dejstvu vodenih i zemljisnih sojeva cijanobakterija, intenzitet i
frekvencija subletalnih promena su bili daleko veéi kod jedinki izloZenih dejstvu vodenih sojeva.
U prethodno opisanom biotestu sa dafnijama u kom je praéen letalan efekat ekstrakata, takode
je utvrdena toksiénost sojeva M. aeruginosa PCC 7806 i Oscillatoria K3, medutim, nije utvrdena
toksi¢nost velikog intenziteta. Moguénost praéenja subletalnih promena na nivou kicmenjackog
modela v ovom testu je doprinela dobijanju znadajno veéeg broja informacija i detekcije
toksiénosti pri nizim koncentracijama ekstakata. Ovi rezultati bi mogli ukazivati na znacajnu
razvojnu toksi¢nost ispitanih sojeva i prisustvo toksiénih metabolita u primenjenim ekstraktima koji
ometaju normalan razvoj zebrica. Precizna identifikacija toksiénih jedinjenja u ekstraktima
cijanobakterija i istraZivanje molekularne osnove toksiénosti i mehanizama koji leZe u osnovi
volenih subletalnih efekata kod embriona i larvi zebrica su kljuéni za dublje razumevanje
procesa koji pokredu razvoj uoéenih subletalnih efekata.
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4.2. Akutna toksi¢nost cijanobakterijskih sojeva na molekularnom nivou

4.2.1. Biotest Daphnia magna - analiza relativnih promena u genskoj ekspresiji

Bioloski testovi sa vrstama roda Daphnia su se pokazali kao izuzetno korisni u ispitivaniju
toksi¢nosti cijanobakterija. Pored velikog broja moguéih kraijnjih taéaka koriséenih u testovima
toksi¢nosti sa dafnijama, poslednjih godina istraZivanja su fokusirana na promene u ekspresiji
gena izazvane cijanotoksinima (Schwartz i sar., 2007; Asselman i sar., 2012; Lyu i sar., 2016b;
Shahmohamadloo i sar., 2020b; He i sar., 2023). Uprkos ovim naporima, molekularni mehanizmi
koji leZze u osnovi njihovog odgovora na cijanobakterijsku toksiénost ostali su u velikoj meri
nerazjasnjeni. Ispitivanjem promena u ekspresiji gena i identifikacijom novih biomarkera kod
ekoloski kljuénih akvatiénih organizama poput predstavnika roda Daphnia, moze se obezbediti
jedinstven uvid u $tetne efekte po Zivotnu sredinu i doéi do informacija znaéajnih za adekvatnu
procenu ekoloskog rizika.

Pored toga, profilisanje genske ekspresije i odredivanje karakteristika toksiénosti mogu pomoéi
u shvatanju negativnih fenotipskih ishoda toksi¢nosti povezanih sa specifi¢nim funkcijoma gena.
Stoga, analize genske ekspresije mogu poboljSati razumevanje mehanizama pomodu kojih
cijanotoksini izazivaju ili moduliraju Stetne efekte kod dafnija i na taj nacin pomodi u identifikaciji
osetljivih biomarkera koji reaguju na cijanotoksi¢nost. Povezivanje ovih nalaza sa promenama
koje se mogu uociti na visim nivoima bioloske organizacije moglo bi da obezbedi dublje
razumevanje toksi¢nosti cijanobakterija u kontekstu celog organizma i omoguéi otkrivanje
toksi¢nosti u ranim fazama kaskade toksiénih efekata.

U ovom istraZivanju je analiziran potencijal odabranih sojeva cijanobakterija da uti¢u na
ekspresiju gena ukljuéenih u procese detoksikacije, rasta i reprodukcije kod model organizma
D. magna. Medu odabranim genima, dva imaju ulogu u razvoju organizama, od kojih je cyp314
odgovoran za prevodenje ekdizona, hormona neophodnog za koordinisanje procesa
metamorfoze, u aktivhu formu, dok je vitelogenin (vtg), koji je odgovoran za produkciju
istoimenog prekursora Zumancéanog proteina vitelina, upotreblien kao biomarker izlaganja
potencijalno estrogenim supstancama. Preostala tri gena predstavljaju neke od integralnih
delova detoksifikacionog sistema ovih organizama, gde gst (glutation-s-transferaza) i p-gp (p-
glikoprotein) imaju ulogu u konjugaciji i transportu ksenobiotika i njihovih Stetnih metabolita, dok
je gen cyp360A8 homolog cyp3A genima koji predstavljaju neke od najvaznijih faktora u
procesu metabolizma ksenobiotika kod ljudi, a koji se ¢esto koriste kao biomarkeri izlaganja
ksenobioticima.

Transkripcione promene odabranih gena kod jedinki vrste D. magna nastale kao rezultat
izlaganja ekstraktima soja Anabaena €2 su prikazane na Slika 25. Utvrdeno je da u ekspresiji
gena cyp314 nije bilo promena u odnosu na kontrolne vrednosti u grupi izloZenoj najniZoj
koncentraciji ekstrakta (Slika 25A). Medutim, doslo je do postepenog smanjenja nivoa ekspresije
sa poveéanjem koncentracije ekstrakta primenjene u testu. Specifiéno, pri delovanju najveée
koncentracije ekstrakta, ekspresija cyp314 je bila statisticki zna¢ajno smanjena v odnosu na
kontrolne vrednosti. Ispitivanjem delovanja razlié¢itih koncentracija ekstrakta na ekspresiju
cyp360A8 gena, zapazen je jaéi inhibitorni efekat pri niZim koncentracijoma, medutim, bez
statisti¢ki znaéajne promene v bilo kojoj od grupa (Slika 25B). Utvrdeno je da je ekspresija gst
gena poveéana 1.8 puta u grupi izloZzenoj 18.5 g mL! ekstrakta, ali promena nije bila
statisticki znaéajna (Slika 25C). Tretmani takode nisu znaéajno uticali na ekspresiju vig i p-gp
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gena, iako je primecen blagi porast ekspresije sa povecanjem koncentracije ekstrakta do
maksimalnog poveéanja od 2.4 puta (Slika 25D; Slika 25E).
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Slika 25. Efekti tri razlitite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Anabaena €2 na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim X SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznagavaju znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Rezultati pokazuju da su ekstrakti soja Anabaena €5 izazvali znagajne promene u ekspresiji
odabranih gena (Slika 26), pri éemu su najizraZenije promene primeéene u ekspresiji gst i p-gp
gena povezanih sa detoksikacijom i mehanizmima efluksa ksenobiotika (Slika 26C, Slika 26E).
Utvrdeno je da su nivoi ekspresije gena cyp314 bili sniZeni u grupama sa nizim koncentracijoma
ekstrakta, medutim bez znacajnog odstupanja vrednosti od kontrolnih (Slika 26A). U slu¢aju
gena cyp360A8, zabelezeno je povecanje nivoa ekspresije pri najniZzoj i najvisoj koncentraciji
ekstrakta, medutim, koncentracija ekstrakta od 37.5 PJg mL' je izazvala smanjenje nivoa
ekspresije ovog gena u odnosu na kontrolne (Slika 26B). Uodena razlika u regulaciji aktivnosti
gena cyp360A8 pri razli¢itim koncentracijaoma toksiénih ekstrakata moZe potencijalno
predstavljati karakteristiku adaptivne strategije ovog model organizma. Pri nizim
koncentracijama toksina, jedinke D. magna mogu aktivirati mehanizme detoksikacije, koji mogu
ukljuéivati pojaéanu regulaciju gena kao sto je cyp360A8 ukljuéenih u metabolizam i eliminaciju
toksina. Pri visSim koncentracijama, ovi mehanizmi mogu biti preoptereéeni, sto dovodi do
kontinuirane regulacije  aktivnosti ovog gena. Medutim, pri specifiénim umerenim
koncentracijaoma, organizam moZe da percipira toksin kao umereni stresor, $to dovodi do
drugacijeg odgovora, kao sto je down-regulacija, kao nacin za oluvanje energije ili davanije
prioriteta drugim metaboli¢kim procesima (Religia i sar., 2020). Drugu moguénost predstavlja
postojanje grani¢ne koncentracije toksina pri kojoj izloZeni organizam prelazi sa odgovora
povisene ekspresije gena u odgovor sniZzene ekspresije. Ispod ovog praga, organizam moze
dati prioritet odbrambenim mehanizmima, dok bi iznad njega toksi¢nost mogla rezultirati
smanjenjem ekspresije gena ukljuéenih u ove procese. Znadajne promene su zabelezene u
ekspresiji gst gena, pri éemu je u sluéaju nizih koncentracija uoéeno smanjenje nivoa ekspresije,
dok je u grupi tretiranoj najviSom koncentracijom ekstrakta zabeleZen statisticki znacajno
poveéan nivo ekspresije (3.87 puta, p=0.044), pribliZno &etiri puta vedéi od onog detektovanog
u kontroli (Slika 26C). Sli¢an obrazac je primeéen za gen p-gp, sa blago sniZenim nivoima
ekspresije pri delovanju niske koncentracije ekstrakta i statisticki znaéajnim poveéanjem (5 putaq,
p=0.0412) u grupi izlozenoj najveéoj testiranoj koncentraciji ekstrakta od 75 PJg mL-! (Slika
26E). Kada je re€ o relativnoj ekspresiji gena vtg, nije utvrdena statisticka znadajnost u bilo kojoj
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od eksperimentalnih grupa (Slika 26D). Zabelezen je medutim povisen nivo ekspresije za oko 2
puta pri najviSoj testiranoj koncentraciji ekstrakta, dok su pri niZim koncentracijama nivoi
ekspresije bili nizi od kontrolnih.
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Slika 26. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Anabaena €5 na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju zna&ajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

U sluéaiju soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 primeéene su promene u nivoima ekspresije gena
cyp360A8, gst i p-gp, kod kojih je zabeleZeno poveéanije nakon izlaganja visim koncentracijama
ekstrakta ovog soja. Nivo ekspresije gena cyp314 pri najniZoj testiranoj koncentraciji ekstrakta
je bio u nivou kontrole, dok su vise koncentracije izazvale povecanje nivoa ekspresije priblizno
3 puta (Slika 27A). Utvrdeno je da je ekspresija cyp360A8 poveéana vise od 4 puta u
poredeniju sa kontrolom (Slika 27B), iako ovo odstupanije nije bilo statisticki znaéajno, verovatno
zbog visokog stepena varijacije voenog u rezultatima tri nezavisna eksperimenta. Nasuprot
tome, ekspresija gst gena se povecala proporcionalno primenjenoj koncentraciji ekstrakta i
statisticki znadajno je bila izmenjena u grupi sa najvisom koncentracijom, poveéavsi se do 5 puta
(p=0.0414) u poredeniju sa kontrolom (Slika 27C). Sli¢no tome, ekspresija p-gp gena je bila u
skladu sa kontrolnom vredno$éu u grupi sa najnizom koncentracijom, ali je statisticki znacajno
bila poveéana u grupama tretmana sa 37.5175 g mL! ekstrakta, pri éemu su zabeleZeni nivoi
bili 5.9 (p=0.0393) odnosno 7 (p=0.0291) puta veéi u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 27E).
Promene uocene u ekspresiji gena vtg nakon tretmana ekstraktima ovog soja nisu bile statisticki
znacajne i moZe se primetiti samo blago smanjenje u nivoima ekspresije pri niZim
koncentracijama ekstrakta (Slika 27D).
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Slika 27. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 na
relativne nivoe ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8,
(C) gst, (D) vtg i (E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su
predstavliene kao kolone sa srednjim * SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) ozna&avaju
znadaijne razlike izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).
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Nivoi ekspresije gena D. magna izloZenih ekstraktima Nostoc 2S1 prikazani su na Slika 28.
Utvrdeno je da je nivo ekspresije gena cyp314 bio statisti¢ki znacajno maniji nakon primene
najvece koncentracije ekstrakta, dok je nivo u grupi izloZzenoj dejstvu ekstrakta u koncentraciji
od 37.5 Ug mL-! bio poput kontrolne vrednosti (Slika 28A). Pri najniZoj ispitanoj koncentraciji
ekstrakta, uo¢eno je smanjenje niova ekspresije gena cyp314 u odnosu na kontrolu, medutim,
ova promena nije bila statisticki znacajna. Slicno tome, ekspresija gena cyp360A8 je bila
smanjena pri nizim koncentracijama ekstakta, ali je poveéana priblizno 6.5 puta (p=0.0305) u
grupi izloZenoj najveéoj koncentraciji ekstrakta (75 Pg mL') (Slika 28B). lako geni cyp314 i
cyp360A8 kodiraju proteine iste superfamilije, razli¢iti obrasci njihove ekspresije u ovom slu¢aju
mogu biti posledica razlié¢itih bioloskih funkcija koje njihovi genski produkti obavljaju u
organizmu D. magna. Gen cyp314 je klju¢an za proces presvlacenia, $to direkino utic¢e na rast i
razvoj ovih organizama, dok cyp360A8 znacajno doprinosi detoksifikaciji, ukljuéujuéi eliminaciju
toksina i drugih supstanci. Utvrdeno je da je ekspresija gena gst bila inhibirana u sve tri
eksperimentalne grupe, medutim, ove vrednosti nisu statisticki zna¢ajno odstupale od kontrolnih
(Slika 28C). Nivoi ekspresije gena vtg i p-gp su bili niZi od kontrolnih nakon izlaganja najnizoj
koncentraciji ekstrakta, medutim, u grupama izloZenim visim koncentracijama nije bilo statisti¢ki
znacajnog odstupanja od kontrolnih vrednosti (Slika 28D; Slika 28E).

(A) (B)
104
b
—~ o = *
b 2 10
> 8- S
L “ g4
g -
% 6 5
2 e 6
4 g
o Q 44
c x
?_. 24 )
0- o
K 18.7 37.5 75 T ol
o
Koncentracija ekstrakta [Lg mL']] K 18.7 37.5 75

Koncentracija ekstrakta [1g mL']]

91



10+ 10+
=~ (O]
0
O 8- S s
ok 2
§ 6 § 6
o o
> 2
[0) [0]
o 4 e
= s
o 24 5 24
s N I L
O-D_*_*_—l—_ 04
K 18.7 37.5 75 K 18.7 37.5 75
Koncentracija ekstrakta [pg mLJ] Koncentracija ekstrakta [pig mL'W]
(E)
10+
>
ad 8-
O
B
8 64
o
3
o 47
C
e
o 2
N | ﬁ_i
0 T
K

18.7 37.5 75

Koncentracija ekstrakta [ug mL'1]

Slika 28. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc 251 na relativne nivoe ekspresije
pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i (E) p-gp.
Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao kolone
sa srednjim = SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Relativne promene nivoa ekspresije gena nakon tretmana ekstraktima soja Nostoc 2S3B
prikazane su na Slika 29. Nivoi transkripcije gena cyp314 su bili smanjeni u svim grupama u
odnosu na kontrolu, pri éemu se u odgovor na poveéanje koncentracije ekstrakta ekspresija ovog
gena postepeno smanjivala (Slika 29A). Ekspresija gena cyp360A8 je bila poveéana priblizno
2.5 puta u grupi sa koncentracijom od 75 Ug mL! i smanjena u preostale dve grupe, medutim,
ove promene nisu izazvale znacaijnu razliku u odnosu na nivoe zabeleZene u kontrolnim grupama
(Slika 29B). Ekspresija gst gena je bila inhibirana u tretmanu sa najvisom koncentracijom, dok
preostale dve grupe nisu znaéajno odstupale od kontrole (Slika 29C). Sa druge strane, izlaganje
test organizama koncentraciji ekstrakta od 75 Ug mlL! je rezultiralo statisticki znaéajnom
indukcijom p-gp gena (7.3 puta poveéanje u odnosu na kontrolu, p<0.0001), bez znadajnih
promena u grupama nizih koncentracija ekstrakta. Nisu primeéene znadajne promene u
ekspresiji gena vtg ni u jednoj od tretiranih grupa.
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Slika 29. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc 2S3B na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vtg i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim X SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznagavaju znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Rezultati istraZivanja pokazuju da su nivoi ekspresije oba gena koji pripadaju citohrom p450
familiji bili sliéni onima u kontrolnoj grupi nakon primene ekstrakta soja Nostoc LC1B (Slika 30A;
Slika 30B). Medutim, u odredenoj meri je primetna razlika u ekspresiji ova dva gena pri visim
koncentracijama ekstrakta. U sluéaju gena cyp314, povelanije nivoa ekspresije je zabelezeno
samo pri najviSoj koncentraciji ekstrakta, dok je ekspresija gena cyp360A8 bila neznatno
indukovana i u grupi izloZenoj dejstvu koncentracije od 37.5 g mL-'. Za gen gst voéeno je
poveéanje ekspresije od 2.9 puta u odnosu na kontrolu nakon primene najveée koncentracije
ekstrakta (Slika 30C). Sliéno tome, ekspresija vtg gena bila je poveéana 3.6 puta u odnosu na
kontrolu u grupi izloZenoj najveéoj koncentraciji ekstrakta (Slika 30D), dok je kod gena p-gp
voéeno dozno-zavisno povecanje u ekspresiji do maksimalne promene u odnosu na kontrolu od
2.7 puta pri najveéoj koncentraciji (Slika 30E). Medutim, ni za jednu od navedenih promena nije
utvrdeno da su bile statisticki znadajne.
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Slika 30. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc LC1B na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznaéavaju znaéaijne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Rezultati promena u nivoima ekspresije gena kod D. magna izloZenih ekstraktima Nostoc Z1
pokazuju da je tfretman u vedini slu¢ajeva rezultirao znacajnim promenama u ekspresiji praéenih
gena (Slika 31). Statisti¢ki znaéajne razlike vocene su u sluéaju oba gena CYP familije, pri éemu
je ispoljen drugadiji obrazac u ekspresiji ta dva gena. Indukcija ekspresije cyp314 gena uocena
je pri delovaniju nizih koncentracija ekstrakata soja Nostoc Z1, sa poveéanjem od 3.2 (37.5 g
mL-") odnosno 4.6 puta (18.75 ug mL-1) (Slika 31A). Za razliku od navedenog gena cyp familije,
suprotan efekat je zabeleZen kod gena cyp360A8, &ija ekspresija je znadajno poveéana u svim
grupama u poredenju sa kontrolama i moZe se primetiti rastu¢i trend sa primenjenom
koncentracijom ekstrakta (Slika 31B). Najveée poveéanje nivoa ekspresije, od priblizno 6.5 puta
u odnosu na kontrolnu vrednost, zabeleZeno je u grupi sa najvisom koncentracijom ekstrakta (75
Mg mL1) i smanjivalo se po dozno-zavisnom trendu u preostale dve grupe. Uoéeno je povelanije
nivoa ekspresije gena koji kodira glutation S-transferazu (gst) u eksperimentalnoj grupi izloZenoj
75 Ug mL! ekstrakta, ali nije utvrdeno da je statisti¢ki znaéajno u odnosu na kontrolu (Slika
31C). Kao sto se moze videti, najizrazeniji indukcioni odgovor je dobijen za p-glikoprotein (p-
gp) u grupi sa koncentracijom ekstrakta od 75 Hg ml, koji se poveéao oko 7.5 puta
(p<0.0001) u odnosu na kontrolu, dok je pri koncentraciji od 18.75 g mL-" ekspresija poveéana
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6.4 puta (Slika 31E). Utvrdeno je da tretmani nisu znaéajno uticali na ekspresiju gena koji kodira

vitelogenin (vtg), iako je u odnosu na kontrolu zabeleZzeno blago dozno-zavisno poveéanie (Slika
31D).
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Slika 31. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc Z1 na relativne nivoe ekspresije
pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i (E) p-gp.
Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao kolone
sa srednjim = SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).
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Promene u ekspresiji odabranih gena nastale kao odgovor na izlaganje ekstraktima soja
Oscillatoria DTD-Beéej su prikazane na Slika 32. Rezultati pokazuju da je tretman rezultirao
znadajnim promenama u ekspresiji gena cyp314 i p-gp. Gen cyp314 je bio statisti¢ki znacajno
indukovan samo u grupi sa najvec¢om koncentracijom ekstrakta sa poveéanjem nivoa ekspresije
od 6.8 puta (p=0.0205) (Slika 32A). Nivoi ekspresije p-gp gena su porasli po slicnom obrascu,
pri ¢emu je najizraZenija promena u odnosu na kontrolu uocéena delovanjem najvece
koncentracije ekstrakta, koja je bila 5.8 (p=0.0393) puta veéa od kontrole (Slika 32E). Promene
preostalih testiranih gena (cyp360A8, gst i vig) su pratile sliéan obrazac, sa smanjenjem nivoa
ekspresije pri nizim koncentracijama v odnosu na kontrolne vrednosti i poveéanjem od priblizno
dva puta pri najvisoj testiranoj koncentraciji ekstrakta.
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Slika 32. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria DTD-Beéej na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéaijne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Utvrdeno je da ekstrakti soja Oscillatoria K3 nisu izazvali znagajne promene u nivoima ekspresije
cyp genaq, pri ¢emu je indukcija ekspresije (oko 1.9 puta u odnosu na kontrolu) zabeleZzena u
grupama sa najnizom koncentracijom i nije bilo veéih odstupanja od kontrolnih vrednosti u
preostalim tretmanima (Slika 33A, Slika 33B). Medutim, primeéene su znacajne promene u
ekspresiji gena gst i p-gp. Utvrdeno je da je ekspresija gst inhibirana u grupi sa najviSom
koncentracijom, sa smanjenjem nivoa ekspresije Eetiri puta u odnosu na kontrolu (Slika 33C). Sa
druge strane, ekspresija p-gp je znalajno poveéana u grupi od 75 Hg mlL', pokazujuéi
poveéanje od 3.6 puta (p=0.0489) u poredenju sa kontrolom (Slika 33E). Sli¢an trend je
primeéen i za ekspresiju vtg, iako povecanje nije bilo statisticki znaéajno (Slika 33D).
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Slika 33. Efekti tri razlicite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria K3 na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vtg i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim X SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznagavaju znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).
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Nivoi ekspresije odabranih gena kod jedinki D. magna izloZenih ekstraktima vrste Oscillatoria
Z1 su predstavljeni na Slika 34. Izlaganje ovom soju na sli¢an naéin je uticalo na nivoe ekspresije
gena cyp314 i cyp360A8 (Slika 34A; slika 34B). Ekspresija oba gena je bila u nivou kontrole u
grupama sa nizim koncentracijaoma ekstrakta, dok je u grupi sa najveéom koncentracijom
utvrdeno smanjenje priblizno dva puta. Ekspresija gena koji kodira glutation S-transferazu (gst)
i vitelogenin (vtg) nije se statisti¢ki znaéajno razlikovala od kontrolnih vrednosti ni u jednoj od
tretiranih grupa (Slika 34C; Slika 34D). U sluéaju nivoa ekspresije gena p-glikoproteina (p-gp),
utvrdena je inhibicija sa priblizno 1.5 puta smanjenom ekspresijom u grupama sa nizim
koncentracijama u odnosu na kontrolu i 2.8 puta povecanom ekspresijom u grupi sa najvisom
koncentracijom ekstrakta (Slika 34E).
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Slika 34. Efekti tri razlicite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria Z1 na relativne nivoe
ekspresije pet odabranih gena kod test organizama vrste D. magna: (A) cyp314, (B) cyp360A8, (C) gst, (D) vig i
(E) p-gp. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao
kolone sa srednjim X SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznagavaju znadajne razlike izmedu
kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Medu ekstraktima ukupno deset ispitanih sojeva, osam je izazvalo znaéajne promene u ekspresiji
odabranih gena u odnosu na kontrolne nivoe, uzrokujuéi poremeéaj homeostaze kod izloZenih
dafnija. Prvi od dva gena ukljuéena u rast i reprodukciju kod dafnija, bio je cyp314, ¢lan
superfamilije citohrom P450 (CYP) ukljuéen u proces “presviaéenja” kod dafnija, odnosno
konaéno pretvaranje ekdizona u njegov efektivni oblik 20-hidroksiekdizon (20E) (Rewitz i
Gilbert, 2008). Promene u nivoima ekspresije gena cyp314 su Cesto koris¢en parametar u
proceni potencijala razli¢itih agenasa da uti€u na reprodukciju i razvoj kod vrste D. magna (Le
i sar., 2010; Wang i sar., 2016). U ovom istraZivaniju, doslo je do znadajne promene u nivou
ekspresije gena cyp314 kada su test organizmi bili izloZeni ekstraktima sojeva Anabaena C2,
Nostoc 2S1, Nostoc Z1 i Oscillatoria DTD-Beéej, $to bi moglo ukazivati na potencijal sojeva da
uti¢u na biosintezu hormona presvlaéenja i na taj nadin uti€u na rast i razvoj dafnija. Medutim,
vazno je istaéi da su u sluaju terestriénih sojeva Anabaena €2 i Nostoc 2S1 zabeleZeni nivoi
ekspresije ovog gena bili znaéajno smanjeni u odnosu na kontrolne, dok su ekstrakti akvatiénih
sojeva Nostoc Z1 i Oscillatoria DTD-Becdej izazvali znaéajno poveéanje u ekspresiji cyp314.
Uoéene razlike u efektima koje izazivaju ovi sojevi mogu biti posledica njihovog razlié¢itog
porekla, $to se reflektuje i na njihov metaboli¢ki potencijal. Indukcija gena cyp314 kod dafnija
izazvana ekstraktima vodenih sojeva bi mogla ukazivati na prisustvo jedinjenja koja igraju ulogu
u odbrambenom mehanizmu protiv zooplanktonskih predatora, ili alelopatskih jedinjenja
ukljuéenih u kompetitivne interakcije cijanobakterija u vodenim sredinama. Medu dostupnim
istraZivanjima takode postoje dokazi o poremeéajima procesa presvlaéenja kod dafnija,
vzrokovanim cijanobakterijskim metabolitima. Kaebernick i sar. (2001) su otkrili da dafnije
hranjene celijama soja koji pripada rodu Microcystis pokazuju poremecéaj u procesu
presvlaéenja. Potrebno je istaéi da su navedeni efekti utvrdeni kod divljeg soja koji ne proizvodi
mikrocistin, $§to ukazuje na to da je za interferenciju ovog procesa odgovoran neki drugi
bioaktivni metabolit. Dodatne dokaze za ovaj efekat su obezbedili Rohrlack i sar. (2004), koji
su identifikovali mikroviridin J kao agens koji izaziva letalan poremeéaj presvlaéenja kod jedinki
vrste Daphnia pulicaria izloZenih dejstvu soja M. aeruginosa (UVOCC MRC). Kako je u ovom radu
kod sojeva Anabaena C2, Nostoc 2S1 i Nostoc Z1 utvrden potencijal za produkciju mikroviridina
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J na osnovu prisustva specifi¢nih biosintetickih gena (Potpoglavlje 4.5.2), zabelezene promene
u ekspresiji gena cyp314 potencijalno pruzaju dodatan uvid u mehanizam interferencije procesa
presvlacenja kod dafnija koji su izloZzeni ovom agensu. Drugi gen povezan sa reprodukcijom
dafnija u ovom istraZivanju bio je vitelogenin (vtg), koji kodira prekursor osnovnog proteina
zumanca vitelina, vazZnog izvora energije tokom embrionalnog razvoja kod oviparnih
organizama (Matozzo i sar., 2008). Promene u nivou vitelogenina su identifikovane kao osetljivi
biomarker izloZenosti supstancama koje ometaju funkcionisanje endokrinog sistema (EDC)
(Matozzo i sar., 2008), koje su Siroko rasprostranjene u vodenim ekosistemima i imaju potencijal
da poremete hormonsku homeostazu i uti€u na reproduktivne sposobnosti izloZzenih organizama
(Tran i sar., 2019). Rezultati ovog istraZivanja ukazuju na to da se estrogenska aktivnost
primenjenih ekstrakata testiranih sojeva ne moZe smatrati znaéajnom. Medutim, primeéena je
manija transkripciona indukcija gena vtg nakon izlaganja jedinki ekstraktima sojeva Nostoc LC1B
i Oscillatoria K3. lako uoéene promene u ekspresiji gena cyp314 i vtg uvkazuju na efekat
pojedinih ispitanih sojeva da utiCu na rast i reprodukciju dafnija, neophodna su dodatna
istraZivanja koja bi ukljuéila sagledavanje fizioloskih indikatora i reproduktivnih performansi
kod izloZenih jedinki, kao $to su vreme potrebno za dobijanje potomstva i ukupan broj jaja po
jedinki. Takav primer se mozZe nadéi u radu koji su objavili Xu i sar. (2019), u kom je opisana
stimulacija biosinteze ekdizona i vitelogenina nakon akutnog i hroniénog izlaganja jedinki D.
magna eksudatu soja M. aeruginosa, $to je rezultiralo poveéanom proizvodnjom jaja i neonata.
Medutim, primeéeno je da, iako su se koncentracije ekdizona poveéavale, nije doslo do promena
u ekspresiji gena cyp314 tokom 96 sati eksperimenta.

Medu ciljnim genima v ovom istrazivanju koji su ukljuéeni u procese detoksikacije kod D. magna
bili su cyp360A8, gst i p-gp. Gen cyp360A8 je jos jedan ¢lan superfamilije citohroma P450, koji
predstavlja homolog gena cyp3A kod kiémenjaka (Yamano i Tatsuno, 1990) i ima glavnu ulogu
u sistemu ksenobiotske transformacije kod D. magna (Religia i sar., 2020). Ovaj gen se takode
Cesto koristi kao osetljiv biomarker izloZenosti ksenobioticima i koristan je u detekciji Sirokog
spektra ksenobiotika (Aksakal i Arslan, 2020; Bao i sar., 2020; Ding i sar., 2020). U ovom radu
ekspresija cyp360A8 je znadajno poveéana u svim testiranim koncentracijama i izmenjena je na
dozno-zavisan nadin v odgovor na dejstvo ekstrakta soja Nostoc Z1. Pored toga, znadajna
indukcija je zabeleZena u grupi tretiranoj najveéom koncentracijom ekstrakta soja Nostoc 2S1.
U prethodnom istrazivanju, pokazano je da bioaktivna jedinjenja detektovana u ekstraktima
soja Nostoc Z1 deluju na kritiéne faze Celijske detoksikacije, posebno kroz indukciju CYP1AT,
enzima prve faze biotransformacije (Mari¢ i sar., 2020). lako nije utvrdeno da je statisticki
znadajno, povedéanije nivoa ekspresije cyp360A8 takode je primeéeno u grupi izloZzenoj dejstvu
dve najvise koncentracije ekstrakta soja Microcystis PCC 7806. Sliéna promena u ekspresiji
cyp360A8 je zabeleZena u radu Xu i sar. (2019). Jedinke vrste D. magna izloZene toksi¢énom
soju M. aeruginosa su odgovorile znaéajnom indukcijom ovog gena (6.6 puta) u odnosu na
kontrolu, na tretman koiji je ukljuéivao Zivu kulturu soja. Preostala dva gena ukljuéena u proces
detoksikacije D. magna koris¢ena v istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije su bili gst i p-
gp- Enzimi glutation S-transferaze (GST) su ukljuéeni u biotransformaciju reaktivnih jedinjenja
katalizujuéi konjugaciju redukovanog glutationa (GSH) sa endogenim supstratima rezultat ¢ega
je obiéno detoksikacija. Pflugmacher i sar. (1998) su bili prvi koji su ukazali na to da prvi korak
detoksikacije mikrocistina kod dafnija ukljuéuje konjugaciju sa GSH, 3to je reakcija koju
katalizuju enzimi GST. Od tada, efekat mikrocistina (intra- i ekstracelularnih) i drugih
cijanobakterijskih toksina na GST aktivnost kod dafnija je demonstriran u nekoliko publikacija
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(Nogueira i sar., 2004; Sadler i Elert, 2014; Lyu i sar., 2016a). U ovom istraZivanju, nivoi
ekspresije gst gena su bili znaéajno promenjeni nakon izlaganja ekstraktima sojeva Anabaena
C5, Microcystis aeruginosa PCC 7806 i Oscillatoria K3. Zna&ajne relativne promene ekspresije
su zabeleZene iskljuéivo u eksperimentalnim grupama izloZzenim najvecoj koncentraciji
ekstrakata (75 HPg mL'). Ovi rezultati bi mogli biti pokazatelj ukljuéenosti navedenog
metabolickog puta u biotransformaciju i eliminaciju specifi¢nih toksi¢nih jedinjenja prisutnih u
ekstraktima ispitivanih sojeva, ili jednostavno predstavljaju generalni odgovor na oksidativni
stres izazvan tretmanima. Ekstrakti soja Oscillatoria K3 su izazvali znaéajno smanjenje gst
aktivnosti u grupi sa najviSom dozom ekstrakta (75 Jg mL'), dok se rezultati u preostalim
grupama nisu razlikovali u ve¢oj meri od kontrole. Sliéno tome, Chen i sar. (2005) su registrovali
smanjenje enzimske aktivnosti GSH i GST kod jedinki D. magna pri koncentracijama precis¢enog
toksina MC-LR veéim od 0.36 PJg mL', kao i pri produZenom izlaganiju, bez uoéenih razlika u
odnosu na kontrolne uslove u grupama izloZenim niZim dozama. Autori su naveli da su veée doze
toksina i dugotrajna izloZenost doveli do akumulacije veéih koncentracija mikrocistina u
organizmima dafnija, $to je rezultiralo smanjenom sposobno$éu jedinki da iniciraju mehanizme
zastite od reaktivnih vrsta kiseonika, ¢ija eliminacija se povezuje sa aktivnoséu GST enzima.
Primeéeno je znacajno povecanje aktivnosti gena p-gp nakon izlaganja ekstraktima Sest od
ukupno deset ispitivanih sojeva, medu kojima su predstavnici svih ispitanih cijanobakterijskih
rodova. U vedéini sluéajeva, najveéa indukcija p-gp je primeéena u grupama tretiranim sa 75 g
mL1 ekstrakata, $to bi moglo da ukaZe na prisustvo toksiénih metabolita u ekstraktima u
dovoljnim koncentracijama da se aktivira odbrambeni mehanizam izloZenih organizama. P-
glikoprotein (p-gp), kao deo mehanizma multiksenobiotske rezistencije (MXR), uklju¢en je u efluks
Sirokog spektra jedinjenja i predstavlja prvu liniju odbrane od ksenobiotika u mnogim vodenim
organizmima (Smital i sar., 2000). Deluje kao ATP-zavisan celijski transporter, izvozedi Stetne
supstance iz ¢elija i sprec¢avajuéi njihovu intracelularnu akumulaciju. Zbog toga promene uvoéene
U nivoima ekspresije p-gp predstavljaju dobar pokazateli prisustva odredenih toksiénih
jedinjenja u primenjenim ekstraktima cijanobakterija, koji su aktivirali ovaj mehanizam
izbacivanja toksina iz éelija dafnija. Uoéena poveéana regulacija p-glikoproteina (p-gp) je
takode u skladu sa drugim istraZivanjima koji opisuju ovaj efekat kao vazan mehanizam
eliminacije cijanotoksina u vodenim organizmima (Contardo-Jara i sar., 2008; Amé i sar., 2009),
iako to do sada nije bilo povezano sa sigurno$éu kao odbrambeni mehanizam kod dafnija koji
se aktivira nakon izlaganja toksi¢nim cijanobakterijama. Medutim, promene ekspresije p-gp kod
D. magna su dobro poznate i opisane su kao odgovor na izlaganje razlic¢itim ksenobioticima. Liu
i sar. (2017) su zabeleZili zna¢ajnu indukciju p-gp pri visokim koncentracijoma (0.05-5 ug mL1)
diklofenaka, 3to se takode odrazilo na indukciju gena cyp360A8 u svim testiranim
koncentracijama nakon 48 sati izlaganja. Pored toga, nivoi ekspresije oba gena su se smanjili
na podetni nivo nakon 96h, $to bi mogao biti pokazatelj uspeSnog smanjenja intracelularnog
nivoa ove supstance i samim tim efikasnosti sistema detoksikacije posredovanih genima
cyp360A8 i p-gp.

U istrazivanjima sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije, utvrdena je toksi¢nost slabog
intenziteta kod jedinki vrste D. magna na nivou celog organizma, medutim, analizom ekspresije
gena su otkrivene znacajne promene na molekularnom nivou. Kako se promene u ekspresiji gena
javljaju na pocetku celijskog odgovora na izlaganje toksi¢nim agensima, vredan uvid u
toksikoloske interakcije moZe se dobiti merenjem ovih prvih odgovora koji se manifestuju na
nivou transkripcije, posebno ekspresije gena ukljuéenih u mehanizme detoksikacije. Geni
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indikatori toksi¢nosti cijanobakterija, posto je veéina ekstrakata testiranih sojeva izazvala
znadajne promene nivoa njihove ekspresije na dozno-zavisan nadin. Uoéene promene u ekspresiji
ovih specifiénih gena ukazuju na aktivaciju metabolickih puteva ukljuéenih u prvu i drugu fazu
biotransformacije ksenobiotika u izloZenim organizmima. Ekspresija p-gp gena je znadajno
indukovana nakon izlaganja jedinki dejstvu Sest od deset testiranih sojeva, Sto ga cini
potencijalno najperspektivnijim biomarkerom za detekciju cijanobakterijske toksi¢nosti medu
testiranim genima. Povezivanje ovakvih nalaza sa specifiénim promenama uoéljivim na visim
nivoima bioloske organizacije, moglo bi da pruzi dublje razumevanie toksi¢nosti cijanobakterija
u kontekstu celog organizma, a potencijalno i pouzdan metod detekcije toksi¢nosti u ranim
fazama kaskade toksi¢nih efekata. Dodatno, zabeleZene su znadajne promene u ekspresiji gena
cyp314 nakon izlaganja dejstvu Eetiri razli¢ita cijanobakterijska soja, medutim, ove promene
zahtevaju dalje istraZivanje i potvrdu definitivnog poremedaja u procesu presvlaéenja dafnija
uspostavljanjem veze izmedu utvrdenih promena u genskoj eksperesiji i nastalih promena na
visim nivoima bioloske organizacije. Kod izloZenih organizama, promene najslabijeg intenziteta
su zabelezene u ekspresiji gena vig, Sto ukazuje na slabu estrogenu aktivnost ekstrakata.
Rezultati istrazivanja sprovedenog u ovoj doktorskoj disertaciji naglasavaju potrebu za daljim
ispitivanjem specifiénih genskih markera koji reaguju na toksiénost cijanobakterija kod vodenih
beski¢menjaka, $to je oblast koja je nedovoljno istrazena kada se radi o kvantitativnoj analizi.

4.2.2. Biotest Danio rerio - analiza relativnih promena u genskoj ekspresiji

Ispitane su promene u ekspresiji 6 gena kod jedinki vrste D. rerio povezanih sa metabolizmom
ksenobiotika (ahr2, cyplal, abcb4), procesom apoptoze (p53), stresom endoplazmatskog
retikuluma (ER stres) (bip) i endokrinim procesima (vtgl), uslovljene dejstvom ispitanih
cijanobakterijskih ekstrakata.

Znacajno odstupanje u nivoima ekspresije ispitivanih gena nakon tretmana jedinki Danio rerio
ekstraktima soja Anabaena €2 je utvrdeno u sluéaju gena cyplal i vigl (Slika 35A; Slika 35E).
Zabelezeno je znaéajno povelanje nivoa ekspresije gena cyplal (6.21 puta, p=0.0085) pri
koncentraciji ekstrakta od 100 g mL-1, dok su primenom preostale dve koncentracije dobijene
vrednosti u nivou kontrolnih. U sve fri koncentracijske grupe je utvrdena statisticki znaéajna
dozno-zavisna indukcija gena vtgl, pri éemu su najveée promene zabeleZene pri koncentraciji
od 60 Ug mL! (5.87 puta, p<0.0001). Primeéena je takode dozno zavisna indukcija gena bip
sa najvedim odstupanjem od kontrole pri koncentraciji od 100 g mL' (4.11 puta, p=0.0664),
medutim, nijedna od primenjenih koncentracija ekstrakta nije izazvala statisticki znadajan efekat
(Slika 35B). Ekspresija gena p53 i abcb4 je bila poveéana pri svim primenjenim koncentracijama
ekstrakta, ali razlika u odnosu na kontrolnu vrednost nije bila statisticki znaéajna (Slika 35C;
Slika 35F). U sluéaju gena ahr2, nivoi ekspresije su bili nizi od kontrolnih u svim tretman grupama
(Slika 35D).

(A) (B)
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Slika 35. Efekti tri razlitite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Anabaena €2 na relativne nivoe
ekspresije $est odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavliene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (¥) oznadavaju znadajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Nakon primene ekstrakata soja Anabaena €5, primeéene su zna&ajne promene u nivoima
ekspresije gena cyplal, bip, p53 i ahr2 (Slika 36). Poredenjem sa kontrolom, moze se uoditi
statisticki znadajno smanjenje nivoa ekspresije svih navedenih gena kod jedinki tretiranih
najviSom koncentracijom ekstrakta (100 Jg mL '), $to ukazuje na inhibitorni efekat ekstrakata.
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U sluaju gena cyplal i bip je uocen najintenzivniji inhibitorni efekat pri najvisoj dozi ekstrakata,
dok su pri niZim dozama nivoi ekspresije bili oko 3 puta visi od kontrolnih (Slika 36A; Slika 36B).
Sli¢an trend se mozZe primetiti u slué¢aju gena p53 i ahr2, sa nivoima ekspresije pribliznim kontroli
pri niZim koncentracijaoma i znaéajnom inhibicijom pri koncentraciji od 100 ug mL-! (Slika 36C;
Slika 36D). Nivoi ekspresije gena vtg1 i abcb4 bili su sli¢ni kontrolnim, osim pri najviSoj testiranoj
koncentraciji, gde je doslo do inhibicije gena vtg1 i indukcije gena abcbh4 (Slika 36E; Slika 36F).
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Slika 36. Efekti tri razlicite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Anabaena €5 na relativne nivoe
ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Rezultati ispitivanja dejstva ekstrakata soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 ukazuju na
znadajno odstupanije u ekspresiji gena abcb4 u odnosu na vrednosti dobijene u kontrolnoj grupi
(Slika 37F). Utvrdeno je da je izlaganje koncentracijama ekstrakta veéim od 60 Pg mL-!
rezultiralo dozno-zavisnim poveéanjem ekspresije ovog gena, uz statisticki zna¢ajnu promenu
pri najvisoj primenjenoj koncentraciji (4.46 puta, p=0.0417) u odnosu na kontrolu. Utvrdeno je
takode povelanje nivoa ekspresije gena bip od 3.37 puta (p=0.8355) pri najvedoj
koncentraciji, dok su pri nizim koncentracijama nivoi ekspresije bili manji od kontrolnih, sto je bilo
posebno izraZeno pri koncentraciji od 80 Jg mL! (Slika 37B). Uo&eni obrazac ekspresije bip
gena moze ukazivati na moguéu zavisnost regulacije aktivnosti ovog gena od doze toksi¢nih
metabolita prisutnih u ekstraktu testiranog soja, kao i na karaktersitike mehanizma odgovora
jedinki D. rerio na stres endoplazmatskog retikuluma v ¢&iju medijaciju je ukljuéen ovaj gen. U
slué¢aju gena p53, utvrdeno je dozno zavisno smanjenje ekspresije, koje je bilo 3 puta manje od
kontrolne u najvisoj koncentracijskoj grupi (Slika 37C). Sli€¢an obrazac dozne zavisnosti nivoa
ekspresije je primeéen kod gena ahr2, medutim, nivoi ekspresije su u ovom sluéaju pri viS§im
koncentracijama bili sliéni kontrolnim vrednostima (Slika 37D). Znaéajnije promene su uocene
samo pri najnizoj koncentraciji, gde je zabeleZeno poveéanje od priblizno dva puta u odnosu
na kontrolnu vrednost. Nivo ekspresije gena vigl poveéao se za oko dva puta pri
koncentracijoma od 60 i 100 ug mL-!, dok je zabeleZeno smanjenje u odnosu na kontrolu pri
koncentraciji od 80 Ug mL-! (Slika 37E). Ova nelinearnost u zabeleZenom odgovoru ukazuje na
kompleksnost regulacije gena vtgl i na moguée interakcije izmedu razlicitih éelijskih faktora.
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Slika 37. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 na
relativne nivoe ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D)
ahr2, (E) vtgl i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su
predstavljene kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaiju
znadajne razlike izmedu kontrolne i tretirane grupe (¥ P < 0.05; ** P < 0.001).

Izlaganje ekstraktima soja Nostoc 251 je izazvalo dozno zavisno poveéanje u ekspresiji gena
cyplal, bip i p53, koje je bilo posebno izrazeno u grupama izloZenim najvisoj koncentraciji
ekstrakta (Slika 38). Najvece promene u odnosu na kontrolne vrednosti su uo¢ene u slu¢aju gena
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cyplal i bip, kod kojih su zabeleZena poveéanja od 3.50 (p=0.2459) i 5.20 (p=0.0170) nakon
izlaganja dejstvu najvise koncentracije ekstrakta, pri éemu je utvrdeno da je indukcija ekspresije
bip gena bila statisticki znac¢ajna (Slika 38A; Slika 38B). Slican efekat je zabeleZen kada se
radi o ekspresiji gena p54, gde je registrovano dozno-zavisno povecéanje nivoa ekspresije do
nivoa pribliZno tri puta veceg od kontrolnog u grupi izloZenoj ekstraktu u koncentraciji od 100
Mg mL-! (Slika 38C). lako su nivoi ekspresije preostala tri gena (ahr2, vigl i abeb4) bili u veéem
broju slu¢ajeva pribliZni kontrolnim, takode se moZe uociti porast u nivou ekspresije u skladu sa
primenjenom koncentracijom ekstrakta (Slika 38D; Slika 38E; Slika 38F).
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Slika 38. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc 251 na relativne nivoe ekspresije
$est odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1 i (F) abch4.
Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao stubiéi sa
srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznaéavaiju znaéajne razlike izmedu kontrolne
i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Ispitivanjem dejstva ekstrakata soja Nostoc 2S3B nisu utvrdene statisticki znadajne promene u
odnosu na kontrolu u bilo kojoj od koncentracijskih grupa (Slika 39). Najveée promene u odnosu
na kontrolu su zabeleZzene kod gena bip i vtg, pri éemu uoéena odstupanja nisu bila veéa od
2.4 puta (Slike 39B i 39E). Geni cyplal i bip su imali blago povisene nivoe ekspresije pri nizim
koncentracijama (Slike 39A i 39B), dok su pri najvisoj koncentraciji nivoi bili smanjeni, posebno
u sluéaju gena cyplal. Sa druge strane, u sluéaju gena p53 se moze uoditi znatno niZi nivo
ekspresije pri koncentraciji od 60 g mL' dok veée koncentracije ekstrakta nisu izazvale veée
promene u odnosu na kontrolne vrednosti (Slika 39C). Sli¢an obrazac je voéen u rezultatima
dobijenim za gen ahr2, sa smanjenjem nivoa ekspresije u sve tri tretman grupe, pri ¢emu je
najniza koncentracija ekstrakta u ovom sluéaju takode ispoljila najizrazeniji inhibitorni efekat na
ekspresiju ovog gena (Slika 39D). Gen vtgl je imao snizene nivoe ekspresije pri nizim
koncentracijama dok je pri najvisoj koncentraciji ekstrakta zabeleZzena ekspresija priblizno 2
puta veéa u odnosu na kontrolu (Slika 39E). Praéenjem ekspresije gena abcb4 nije uoéeno
znaéajno odstupanje u poredeniju sa kontrolnim vrednostima (Slika 39F).
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Slika 39. Efekti tri razli¢éite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc 2S3B na relativne nivoe
ekspresije $est odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (¥) oznadavaju znadajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Medu testiranim genima nakon izlaganja svih test grupa dejstvu ekstrakata soja Nostoc LC1B,
utvrdena je znadajna promena u ekspresiji abcb4 gena u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 40F).
U grupi sa najveéom koncentracijom (100 Ug mL1), ekspresija gena abcb4 je statisti¢ki znadajno
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indukovana, pokazujuéi poveéanje od 5.46 puta u poredenju sa kontrolnom grupom (p =
0.0230). Pored toga, cyplal i ahr2 geni su pokazali znaéajno smanjene nivoe ekspresije u

poredeniju sa kontrolnom grupom pri delovaniju svih testiranih koncentracija ekstrakta (Slika 40A;

Slika 40D). Ova promena u regulaciji ekspresije moze biti pokazatelj inhibitornih efekata
primenjenih ekstrakata cijanobakterija na ekspresiju navedenih gena i procese u koje su oni

ukljuceni. Nisu primeéene znadajne promene u ekspresiji za preostale testirane gene, bip, p53 i

vtg1, u bilo kojoj od preostalih eksperimentalnih grupa. Medutim, kod v sluéaju gena bip i p53,

moze se uoliti dozno-zavisno smanjenje nivoa ekspresije, pri ¢emu je potencijalno inhibitoran
efekat ekstrakata bio posebno izrazen nakon primene koncentracija veéih od 60 pug mL-! (Slika
408B; Slika 40C). Sli¢no tome, ekspresija gena vigl je bila smanjena pri najvisoj koncentraciji
ekstrakta, dok su u preostale dve grupe registrovane vrednosti u nivou kontrole (Slika 40E).
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Slika 40. Efekti tri razli¢éite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc LC1B na relativne nivoe
ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znalajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Kao odgovor na izlaganje ekstraktima soja Nostoc Z1 doslo je do povedanja u ekspresiji gotovo
svih pracenih gena kod test organizama (Slika 41). MozZe se takode primetiti da je kod vecine
gena indukcija postajala intenzivnija u skladu sa povecéanjem koncentracije ekstrakata
refelektuju¢i dozno-zavisni trend. NajizraZenije promene su uvoéene u ekspresiji gena cyplal,
bip i ahr2. U sluéaju gena cyplal, nivoi ekspresije u sve tri koncentracijske grupe su bili priblizni,
medutim, najznaéajnije odstupanje (4.10 puta, p= 0.0500) je zabeleZeno u grupi sa najvecom
koncentracijom (100 Jg mL") (Slika 41A). Sliéni rezultati su dobijeni u slu¢aju gena bip i ahr2,
gde je najveéa primenjena koncentracija izazvala poveéanje od 6.88 (p= 0.0018) (Slika 41B)
odnosno 7.50 (p=0.0003) puta (Slika 41D). ZabeleZena je takode indukcija ekspresije gena
p53 u sve tri tretman grupe, gde je pri najnizoj koncentraciji ekstrakta ekspresija poveéana dva
puta u odnosu na kontrolne vrednosti, dok su viSe koncentracije izazvale poveéanje od 2.5 do
3 puta (Slika 41C). Primeéena je takode dozno-zavisna indukcija poveéanje nivoa ekspresije
gena vigl i abecb4, sa maksimalnim povedanjima oko 3.5 puta u odnosu na kontrolu (Slika 41E;
Slika 41F).
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Slika 41. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Nostoc Z1 na relativne nivoe ekspresije
Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1 i (F) abcb4.
Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene kao stubiéi sa
srednjim & SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaiju znaéajne razlike izmedu kontrolne
i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

Izlaganje test organizama ekstraktima soja Oscillatoria DTD-Beéej nije dovelo do statistiéki
znadajnijih promena u ekspresiji odabranih gena (Slika 42). Medutim, na osnovu dobijenih
podataka se mogu uoditi odredene pravilnosti. Utvrdeno je poveéanje nivoa ekspresije gena
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cyplal i ahr2 u tretman grupama sa vis§im koncentracijaoma ekstrakta, ali ovo poveéanie nije
dostiglo nivo veéi od 1.7 do 2 puta u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 42A; Slika 42D).
Nasuprot tome, bip i vig1 geni su pokazali zna¢ajno smanjenje ekspresije u svim koncentracijskim
tretmanima (Slka 42B; Slika 42E). Nivoi ekspresije ovih gena bili su 3 do 4 puta niZi od kontrolne
grupe, $to ukazuje na inhibitorne efekte primenjenih cijanobakterijskih ekstrakata. Primeéen je
sli¢an trend u nivoima ekspresije gena p53 i abch4, pri éemu je doslo do inhibicije u grupama
izloZenim najniZim koncentracijama ekstrakta, dok su vrednosti ostale na nivou kontrole pri visim
koncentracijama (Slika 42C, Slika 42F).
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Slika 42. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria DTD-Beéej na relativne nivoe
ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtg1
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (* P < 0.05; ** P < 0.001).

U sluéaju soja Oscillatoria K3, uoéen je trend indukcije gena cyplal, bip, ahr2 i abcb4 zavisan
od primenjene koncentracije ekstrakta (Slika 43). Medu testiranim genima, statisti¢ki znaéajna
promena je primeéena samo u nivoima ekspresije gena cyplal i abecb4 (Slika 43A; Slika 43F).
U tretmanu sa najveéom koncentracijom (100 g mlL-!), ekspresija gena abcb4 je znaéajno
indukovana, pokazujuéi poveéanje od 4.47 puta u poredenju sa kontrolnom grupom
(p=0.0221). ZabeleZena je indukcija cyplal u grupi sa najviSom koncentracijom ekstrakta, sa
poveéanjem od 4.6 puta u nivou ekspresije u odnosu na kontrolu. Dozno-zavisna indukcija
ekspresije je registrovana i u slué¢aju gena bip, ahr2 i vigl, pri éemu je voéeno poveéanje od
pribliZno 2 puta u odnosu na kontrolne vrednosti pri koncentraciji ekstrakta od 100 Jg mL-!
(Slika 43B; Slika 43D; Slika 43E). U sluéaju gena p53, najvisa primenjena koncentracija
ekstrakta je ispoljila inhibitorni efekat na ekspresiju ovog gena, dok su nize koncentracije
izazvale blago poveéanije nivoa ekspresije (Slika 43C).
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Slika 43. Efekti tri razli¢éite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria K3 na relativne nivoe
ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtgl
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (¥ P < 0.05; ** P < 0.001).

Prilikom izlaganja zebrica ekstraktima soja Oscillatoria Z1, utvrdena je promena ekspresije
gena cyplal v skladu sa primenjenom koncentracijom ekstrakta ovog soja (Slika 44). Pri nizim
koncentracijama, primeéena je indukcija ovog gena koja je dostigla povecanje od 3.23 puta
pri tretmanu sa 80 Pg mL! ekstrakta u odnosu na kontrolu. Medutim, u grupi sa najveéom
koncentracijom ekstrakta, nivo ekspresije cyplal je bio nesto niZi od kontrolnog (Slika 44A). Za
gen abcb4, znadajno povelanje ekspresije primeéeno je samo u grupi sa najveéom
koncentracijom (100 g mL-'), pri éemu je nivo ekspresije ovog gena znalajno promenjen,
pokazujuéi povecanje od 5.13 puta u poredeniju sa kontrolnom grupom (p=0.0322) (Slika 44F).
Nivoi ekspresije gena abcb4 u preostalim koncentracijskim grupama bili su priblizni kontrolnim.
Vedéina ostalih testiranih gena (bip, p53, vtgl) pokazala je neznatno sniZene nivoe ekspresije
kao odgovor na delovanje ekstrakata soja Oscillatoria Z1, iako nijedna od ovih promena nije
bila statisticki znaéajna (Slika 44B; Slika 44C; Slika 44E).
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Slika 44. Efekti tri razli¢ite koncentracije ekstrakta cijanobakterijskog soja Oscillatoria Z1 na relativne nivoe
ekspresije Sest odabranih gena kod test organizama vrste D. rerio: (A) cyplal, (B) bip, (C) p53, (D) ahr2, (E) vtgl
i (F) abcb4. Promene u nivoima ekspresije gena u odnosu na netretirane DMSO kontrolne grupe su predstavljene
kao stubiéi sa srednjim £ SD vrednostima tri nezavisna eksperimenta. Zvezdice (*) oznadavaju znaéajne razlike
izmedu kontrolne i tretirane grupe (¥ P < 0.05; ** P < 0.001).

Na osnovu prikazanih rezultata delovanja testiranih sojeva cijanobakterija na ekspresiju gena
zebrica se moze primetiti da su najznacajnije promene zabeleZene u ekspresiji gena ukljuéenih
u signalne puteve metabolizma ksenobiotika (ahr2, cypl Al i abcbh4). Primeéeni su znadajni
bioloki efekti cijanobakterijskih sojeva Anabaena C2, Anabaena C5, Nostoc Z1 i Oscillatoria
K3, kada se radi o njihovoj interakciji sa enzimima prve faze procesa detoksikacije, posto je
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zabeleZzena aktivacija aril uglijovodoni¢énog receptora i indukovana aktivnost CYP1A1, kao
osnovnih elemenata AHR/CYP1 signalnog puta. Geni aril-ugliovodoniénog receptora 2 (ahr2) i
citohroma P450 1A1 (cypTAT) kod vrste Danio rerio imaju kljuénu ulogu u detoksikaciji Stetnih
jedinjenja (Hu i sar.,, 2007; Denison i sar., 2011). Gen ahr2 kodira ligandom aktiviran
transkripcioni faktor koji reguliSe ekspresiju razli¢itih gena ukljuéenih v metabolizam
ksenobiotika. Ovaj gen se eksprimuje tokom razvoja zebrice i ima ulogu u normalnom razvoju i
homeostazi ovih organizama. Aktivacija ahr2 nakon izlaganja ksenobioticima dovodi do
indukcije ekspresije gena cyplAT, koji je rani i nespecifiéni biomarker aktivacije ahr2 gena
(Abel i Haarmann-Stemmann, 2010). Gen cyp1A1 ima ulogu u metabolizmu Sirokog spektra
ksenobiotika u organizmu zebrica i njegovi enzimski produkti su primarno locirani u tkivu jetre,
ali se takode mogu nadi u ekstrahepatiénim tkivima kao $to su $krge, bubrezi i srce (Stegeman i
sar., 1989; Buchmann i sar., 1993). Do indukcije cyp1 A1 gena dolazi nakon izlaganja razlic¢itim
jedinjenjima, ukljuéujuéi poliaromatiéne ugliovodonike (PAH), polihlorovane bifenile (PCB) i
halogenovane dibenzo-p-dioksine i dibenzofurane (Goksgyr, 1995). Indukcija gena cypT Al je
takode opisana kod tri cijanobakterijska soja u radu Mari¢ i sar. (2020). Nakon ispitivanja
uticaja razlicitih frakcija ekstrakata ovih sojeva, autori su potvrdili produkciju potentnih
CYP1AT-indukujuéih metabolita i izdvojili karotenoide kao moguée uzroéne agense za ovaj
efekat. Uloga cypT AT i ahr2 gena u metabolizmu cijanotoksina na nivou zebrica nije precizno
utvrdena i rezultati objavljenih istraZivanja su ¢esto kontradiktorni. Lee i sar. (2013) su ispitali
potencijal predis¢enih mikrocistina da izazovu transkripcione promene kod niza cilinih gena kod
jedinki vrste Danio rerio, medu kojima i ahr2 i cyplAl. Nakon 24 sata izlaganja, nivoi
transkripcije gena cypT AT v jetri zebrica su ostali nepromenieni, dok su nivoi iRNK ahr1 i ahr2
bili znadajno poviseni u poredenju sa kontrolnom grupom nakon izlaganja koncentracji
mikrocistina od 200 Pg L'. Sa druge strane, nakon izlaganja zebrica ekstraktima sojeva
Aphanizomenon gracile i Raphidiopsis raciborskii, utvrdena je supresija transkripcionih nivoa
cypl A gena od priblizno 1.4-2.7 puta u jetrama test organizama u odnosu na kontrolne
vrednosti (Falfushynska i sar.,, 2021). U istom radu je ispitan i uticaj preciséenog
cilindrospermopsina i MC-LR, pri éemu su transkripcioni nivoi ovog gena bili 2.2-2.7 puta maniji
od kontrolnih. Uticaj cilindrospermopsina na ekspresiju gena cyplAl je takode potvrden i u
testovima sa odredenim éelijskim linijama. U istraZivanju koje su sproveli Hercog i sar. (2020),
utvrdena je indukcija enzima faze | i faze |l procesa detoksikacije, specificno CYPTA1 i CYP3A4,
nakon izlaganja HepG2 sferoida aktivnosti cilindrospermopsina. Detektovana je pojaéana
ekspresija gena cypl Al od 13.2 puta i cyp3A4 od 2.45 puta u odnosu na kontrolne vrednosti,
$to ukazuje na uklju¢enost ovog mehanizma detoksikacije u medijaciju toksi¢nog delovanja CYN.
U prethodnim radovima je takode otkriveno da CYN moze pojacati ekspresiju cypl Al gena u

humanim perifernim limfocitima (Straser i sar., 2011; Hercog i sar., 2017).

ATP-vezujuéi kasetni transporteri (ABC transporteri) predstavljaju klasu transmembranskih
proteina koji igraju kljuénu ulogu u ¢éelijskim odbrambenim mehanizmima u razli¢itim
organizmima, od prokariota do sisara (Higgins, 1992). ABC transporteri su vezani za éelijske
membrane i funkcioniSu kao deo kljuénog mehanizma za olakSavanje translokacije razliitih
supstrata (poput ksenobiotika, egzogenih i endogenih molekula) izvan bioloskih membrana. Ovi
transporteri imaju vitalnu ulogu u razli¢itim fizioloskim procesima, kao Sto je odrZavanje
integriteta organa za izluéivanje (npr. bubrega), funkcionisanije selektivnih barijera (npr. krvno-
mozdana barijera) i zastita od primarnog ulaska stetnih jedinjenja iz Zivotne sredine na mestima
apsorpcije (npr. gastrointestinalni trakt). lako zebrice nemaju direktan ortolog gena abchl
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prisutnog kod sisara, u njihovom genomu su identifikovana dva paralogna gena, abcb4 i abeb5,
koji imaju zajedni¢ko poreklo sa humanim genima abcb4 i abeb5 (Fischer i sar., 2013). Do sada
je poznato da p-glikoprotein kodiran genom abcb4 pokazuje aktivnost sliénu multiksenobiotskoj
rezistenciji u embrionima zebrice pa se tako smatra funkcionalno sli¢nijim humanom abcb1 genu,
dok funkcija abcb5 gena nije u potpunosti razjasnjena (Fischer i sar., 2013). Dokazana je
umesanost abcb4 u ekskreciji razliitih toksi¢nih jedinjenja i zastiti ¢elija zebrica od ksenobiotika
(Fischer i sar., 2013; Park i sar., 2023), ali interakcija sa cijanotoksinima i dalje nije opsezno
ispitana. 1z tog razloga, rezultati predstavljeni u ovom radu mogu potencijalno doprineti boljem
razumevanju uloge abcb4 gena u zadtiti zebrica od toksi¢nosti cijanobakterija, posebno u
kontekstu modulacije biodostupnosti i samim tim toksikoloske potentnosti cijanobakterijskih
metabolita. U okviru ove doktorske disertacije, utvrdena je znaéajna indukcija abcb4 gena u
eksperimentalnim grupama gde su jedinke bile izloZzene ekstraktima sojeva Microcystis
aeruginosa PCC 7806, Nostoc LC1B, Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1, pri éemu se stopa promena
sastojala od poveéanja nivoa ekspresije 4 do 5 puta u odnosu na kontrolne grupe. Indukcija
manjeg intenziteta je voéena i kod ostalih sojeva nakon primene visih koncentracija ekstrakata,
medutim bez statisticke znadajnosti. Sli¢an trend se moZe pronadi v istraZivanju Lu i sar. (2015),
gde su istrazeni efekti &istog toksina MC-LR na razvoj embriona zebrice. Ekspresija gena abcb4
je znadajno indukovana u periodu 12-96 hpf i stope indukcije su varirale u rasponu od 1.41-
2.08 u zavisnosti od primenjene koncentracije toksina. Dodatno je utvrdeno da se kod adultnih
jedinki transkripcija abcb4 gena uglavnom odvijala u crevima i jetri, pa zatim misi¢ima, skrgama,
mozgu, §to je u skladu sa poznatim aspektima mehanizma dejstva mikrocistina (Bieczynski i sar.,
2021).

Znadajna indukcija ekspresije gena bip je zabelezena v sluéaju delovanja sojeva Nostoc Z1 i
Nostoc 2S1, dok je povecanje ekspresije u odnosu na kontrolu u manjoj meri zabeleZeno i kod
sojeva Anabaena C2 i Microcystis aeruginosa PCC 7806. U sluaju soja Anabaena C5,
zabeleZena je znadajna redukcija nivoa ekspresije gena bip samo u eksperimentalnoj grupi
izloZenoj najvedoj koncentraciji ekstrakta ovog soja. Gen bip kod zebrica igra vitalnu ulogu u
odgovoru na stres endoplazmatskog retikuluma (ER) i odgovoru na prisustvo nepravilno
formiranih proteina. Normalno funkcionisanje ER moZe biti poremeéeno fizioloskim ili
toksikoloskim faktorima, Sto dovodi do akumulacije neformiranih ili pogresno formiranih
proteina, §to izaziva ER stres (Malhotra i Kaufman, 2007). Indukcija transkripcije bip gena se
zbog toga koristi kao marker za identifikaciju ER stresa i inicijaciju specifiénog seta reakcija
reparacije. Yazno je napomenuti da se ova indukcija prvenstveno javlja na nivou iRNK i ne mora
uvek da korelira sa promenama na nivou proteina (Faltermann i sar., 2016). Pokazano je da u
kulturama tkiva jetre, kratkotrajna i dugotrajna izloZenost dejstvu toksina MC-LR (0.15-0.3 mM
L-") i nodularina (0.5-1 mM L) izaziva znadajnu transkripcionu indukciju nekoliko gena koji
predstavljaju markere ER-stresa, ukljuéujuéi i bip gen nakon 2.5 i 5 éasova izlaganja (Faltermann
i sar., 2016). U istom radu je zakljuéeno da izlaganje eleutero-embriona zebrice u trajanju od
4 sata nakon 120 i 168 hpf nije rezultiralo znaéajnim transkripcionim promenama ovog gena.
Slicno tome, ispitivanjem uticaja cijanobakterijskog metabolita eruginozina 828A, koji
predstavlja poznat inhibitor serin proteaza, na ekspresiju razli¢itih gena kod zebrica, nije
utvrdena znadajna promena u ekspresiji bip gena, primenjenog kao marker ER stresa
(Faltermann i sar., 2016b). Nasuprot tome, u radu Zhang i sar. (2020) nije utvrdena indukcija

ekspresije bip gena pri koncentraciji od 5 i 35 mmol L7 MC-LR v kulturi éelija jetre zebrica.
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Autori su zakljudili da je nedostatak indukcije ER-stresa od strane MC-LR u ovom slucaju
verovatno posledica smanjenog unosa i samim tim nedovoljne akumulacije toksina u éelijama.
Shodno tome sojevi testirani u ovoj tezi koji su ispoljili efekat na ekspresiju ovog gena poseduju
potencijal za produkciju toksi¢nih jedinjenja, koji ne moraju pripadati grupi mikrocistina, a koji
dovode do naru$avanja funkcije ER kod zebrica.

Gen p53 kod zebrica funkcioniSe kao supresor tumora i faktor transkripcije koji igra kljuénu
ulogu u razli¢itim éelijskim odgovorima na stres. Ovaj nuklearni fosfoprotein biva indukovan u
odgovoru na celijski stres i deluje kao transkripcioni transaktivator u putevima povezanim sa
regulacijom apoptoze, sintezom i popravkom DNK i regulacijom éelijskog ciklusa (Sherr i
Mccormick, 2002; Hofseth i sar., 2004). Specifi¢ni ishodi aktivacije p53, medutim, zavise od
stepena stresa i tipa éelija u kojima se aktivnost ispoljava. U ovom radu, tretman ekstraktima
soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 nije izazvao znaéajnu promenu u ekspresiji gena p53.
Medutim, kod pojedinih sojeva roda Nostoc (Nostoc 2S1 i Nostoc Z1), utvrdeno je povecanje u
nivoima ekspresije ovog gena (priblizno 2 puta u odnosu na kontrolu) pri visim koncentracijama
ekstrakata. Statisti¢ki znacajno odstupanje od kontrolnih vrednosti je utvrdeno samo kod soja
Anabaena C5, gde je ekspresija ovog gena bila priblizno 9 puta manja u odnosu na kontrolne
vrednosti u grupi tretiranoj sa 100 Ug mL'. U dosadadnjim istraZivanjima, indukcija procesa
apoptoze nastala kao rezultat modulacije ekspresije p53 gena je opisana nakon izlaganja
razliéitih grupa organizama dejstvu toksina iz grupe mikrocistina i specifiéno MC-LR (Chen i Xie,
2005; Liisar.,, 2011; Wang isar., 2012; Jiisar., 2013). Znaéajna indukcija je utvrdena u radu
Zeng i sar. (2014), prilikom ispitivanja uticaja MC-LR u ranim fazama razvoja zebrica. Utvrdena
je znaéajna up-regulacija transkripcionih nivoa gena p53, koja je ukljuéivala poveéanje od 1.73
i 4 puta pri koncentracijama toksina od 2 i 5 mg L' redom. Sli¢an efekat je utvrden i u radu
Zhang i sar. (2013), gde je ispitan uticaj prediséenih toksina (gonijatoksina 1 i 5 i
neosaksitoksina) slatkovodnog soja Aphanizomenon flos-aquae na jedinke vrste D. rerio nakon
intraperitonealne injekcije. Promena u ekspresiji gena p53 je utvrdena veé nakon prvog sata
izlaganja, dok je maksimalno poveéanje od 2.31 puta u odnosu na kontrolu zabeleZeno nakon
%h izlaganja. U radu Faltermann i sar. (2014), ispitani su molekularni efekti cijanobakterijskog
toksina cijanopeptolina kod embriona zebrice putem analize transkriptoma. Rezultati su ukazali
na znadajnu aktivaciju gena p53 pri koncentracijoma toksina od 1000 Pg L, $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim za gore navedene sojeve roda Nostoc testirane u ovoj doktorskoj
disertaciji. Pored toga, rezultati istraZivanja Falfushynska i sar. (2021) pokazuju znaéajno
smanjenje nivoa transkripta gena p53 od 1.5 do 2.2 puta u jetri zebrica izloZenih dejstvu
predis¢enih cilindrospermopsina i mikrocistina-LR. U istom radu, izlaganje dejstvu soja R.
raciborskii SAG 1.97 je izazvalo sli¢an efekat, sa smanjenjem ekspresije p53 gena od priblizno
1.5 putq, $to je znadajno manje u odnosu na inhibiciju istog gena zabeleZenu v slu¢aju tretmana
sa sojem Anabaena C5.

Poslednjih godina, sve vedi znacaj se pridaje uticaju cijanotoksina, a posebno mikrocistina, na
endokrini sistem akvatiénih organizama. IstraZivanja sa jedinkama vrste D. rerio pokazuju da i
disti toksini i uzorci cvetanja cijanobakterijskih sojeva imaju potencijal za disrupciju endokrinog
sistema i stoga predstavljaju potencijalni rizik po ljudsko zdravlje i Zivotnu sredinu. Promene u
nivoima vitelogenina (vtg) identifikovane su kao osetljivi biomarker za otkrivanje koncentracija
supstanci koje ometaju endokrini sistem vodenih kiémenjaka. Vitelogenin je fosfolipoglikoprotein
na diju sintezu v jetri uti€e steroidni hormon estradiol i koristi se u rastuéim oocitima za stvaranje
proteina Zumanca tokom vitelogeneze (Sun i Zhang, 2015). Pored toga, funkcija jetre je vezana
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za regulaciju reprodukcije kod oviparnih riba putem sinteze hepati¢nog vitelogenina (vtg)
(Arukwe i sar. 2003). Osam funkcionalnih vtg gena je potvrdeno u genomu zebrice (Yilmaz i
sar., 2018), medu kojima se smatra da je vig1 najizraZeniji i stoga se najéesée koristi u testiranju
toksiénosti cijanobakterija. U ovom radu, utvrdena je indukcija ekspresije gena vigl kod gotovo
svih sojeva roda Nostoc, pri éemu je najveéa promena (priblizno 3 puta) utvrdena kod test
organizama izloZenih ekstraktima vodenog soja Nostoc Z1. Statisticki znaéajna indukcija e,
medutim, utvrdena samo nakon primene ekstrakata soja Anabaena C2. Tretman ekstraktima
ovog soja je izazvao povecanje u nivou ekspresije vigl gena u svim koncentracijskim grupama
od 4.11 do 5.87 puta u odnosu na kontrolu, pri éemu je najveéa promena utvrdena nakon
primene najniZe koncentracije ekstrakta (60 Pg mL-'). U rezultatima dosadasnjih istraZivania,
takode se mogu nadi analize promena u normalnim funkcijama endokrinog sistema zebrica
izazvanih dejstvom cijanobakterijskih toksina, iako je takvih istraZivanja relativno malo i odnose
se uglavnom na mikrocistine. Prijavljena je modulacija funkcije endokrinog sistema i poremeéaj
oogeneze kod Zenki zebrice izloZenih dejstvu 2, 10 i 50 Ug L' MC-LR tokom 21 dana (Zhao i
sar., 2015). Nivoi transkripcije vtgl gena jetre (zajedno sa drugim faktorima koji regulisu
oogenezu) kao i nivoi vtg hormona u plazmi, su pokazali dozno zavisan odgovor na prisustvo
toksina, povecavaijuéi se kod jedinki izloZenih koncentraciji od 10 Pug L' MC-LR i opadajuéi kada
je primenjena veéa koncentracija (50 Ug L) $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za soj
Anabaena C2 testiranom u ovoj doktorskoj disertaciji u sluéaju kojeg je zabeleZen isti trend
promene ekspresije gena. Pored toga, izloZenost MC-LR rezultirala je smanjenim uspehom
oplodnje i izleganja Zenki zebrice iz obe ftretirane grupe, sto predstavlja indikaciju
transgeneracijskih efekata mikrocistina. Poveéana ekspresija gena za vitelogenin je utvrdena i
u radu Rogers i sar. (2011) nakon izlaganja larvi zebrice dejstvu liofilizirane biomase soja
Microcystis aeruginosa, kao i prediséenom MC-LR u koncentracijoma 100-1000 ug L.
Zabelezeno je poveéanje nivoa ekspresije vig gena od 619.3 puta kod larvi izloZenih dejstvu
liofiliziranih éelija ovog soja (50 mg éelija L), dok u grupi izloZenoj &istom MC-LR toksinu nije
bilo sli¢nih promena. Falfushynska i sar. (2021) su detektovali indukciju vig2 izoforme ovog gena
kod izloZenih zebrica nakon tretmana cijanopeptolinom CP1020, koja se sastojala od
poveéanja od 6 puta u odnosu na kontrolne vrednosti.

4.3. Uticaj razlic¢itih faktora kultivacije i faza rasta na toksi¢nost
cijanobakterija

Artemia salina biotest je upotreblien kako bi se ispitala akutna toksi¢nost odabranih sojeva
cijanobakterija i analizirale potencijalne izmene u intenzitetu toksi¢nosti uzrokovane promenom
razliéitih parametara kultivacije. Specifi¢no, analiziran je uticaj koncentracije dostupnih azotnih
i fosfornih jedinjenja tokom kultivacije, efekat modifikacije svetlosnog reZima (broja svetlih sati),
kao i uticaj duZine trajanja kultivacije, odnosno toksiénost u razli¢itim fazama rasta
cijanobakterijskih kultura. Ovaj esej je izabran za primenu jer se pokazao korisnim u testiranju
ekstrakata hepatotoksi¢nih (Campbell i sar., 1994) i neurotoksi¢nih cijanobakterijskih izolata
(Lahti i sar., 1995; Lee i sar., 1999) i utvrdena je dobra korelacija izmedu koncentracije toksina
u uzorcima i uvolenih stopa mortaliteta. Zbog toga se danas intenzivno koristi u istraZivaniju
bioloske aktivnosti cijanobakterija, prvenstveno kao brzi postupak skrininga toksiénih jedinjenja
u situacijoma kada je potrebno ispitati veliki broj uzoraka (Chaumot i sar., 2014; Tokodi i sar.,
2018). Kao primarni producenti, cijanobakterije zavise od azota i fosfora kao esencijalnih
makronutrijenata. Kako naseljavaju dinamiéne ekosisteme koje karakterisu sezonske fluktuacije
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i periodiéni nedostaci hranljivih materija, ovi organizmi moraju da se prilagode stalno
promenljivim uslovima $to se deSava putem aktivacije razli¢itih fizioloskih odgovora koji mogu
biti specificni za odredeni cijanobakterijski soj (Pimentel i Giani, 2014). Dokazana je i
dokumentovana vaznost azota kao ekoloskog faktora koji moZze da indukuje proizvodniju
odredenih metabolita u cijanobakterijama kao §to su fikobiliproteini (Simeunovi¢ i sar., 2013) i
odredena fenolna jedinjenja (Blagojevié¢ i sar., 2018). Medutim, stepen do kog su promene u
koncentracijama azota i fosfora povezane sa toksi¢nim cvetanjem cijanobakterija i njihovom
proizvodnjom toksina i dalje nije u potpunosti razjasnjen. Osnovna svrha ovog dela istraZivanija
je prosirenje saznanja na ovom polju koris¢enjem sojeva razli¢itih rodova cijanobakterija, ne
ograni¢avaijuéi se na sojeve roda Microcystis koji su opsezno prouceni i zastupljeni u literaturi.
Rezultati ovog istraZivanja mogu doprineti boljem razumevaniju sloZzenih mehanizama modulacije
cijanobakterijske toksiénosti i obezbediti osnovu za unapredenje strategija upravljanja Zivotnom
sredinom i kontrole cijanobakterijskih populacija.

4.3.1. Biotest Artemia salina - uticaj koncentracije azota na akutnu toksiénost

odabranih sojeva

U ovom radu, biotest Artemia salina je koriSéen za ispitivanje uticaja razli¢itih koncentracija
azota u formi natrijum-nitrata (NaNO3) na toksiénost odabranih sojeva cijanobakterija, dok je
koncentracija fosfora odrZavana optimalnom za rast kulture po recepturi za podlogu BG11
(0.04 g L7). Dobijeni rezultati eksperimenta i statisticke analize su ukazali na poveéanu
toksi¢nost vedine sojeva nakon gajenja u azotom bogatijem okruZzenju (Tabela 9, Tabela 10,
Prilog 1).
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Tabela 9. Uticaj koncentracije azota na akutnu toksiénost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina. Rezultati su kategorisani na osnovu primenjene koncentracije azota v tri
nivoa: 0, 0.8 i 1.5 g NaNOg3 L7, kao i perioda izlaganja test organizama (24 i 48 sati). Osnovne parametre &ine graniéna vrednost letalnosti LC50, 95% interval poverenja
(95% Cl) dobijen za ovu vrednost, graniéna vrednost LC10 i R-kvadrat. Svi rezultati su izraZeni u mikrogramima po mililitru (Ug mL') primenjenog ekstrakta.

24h ekspozicije 48h ekspozicije
Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% Cl
Anabaena €2 >10000 / / 0.88 8433.34 2564.92 / 0.82
Anabaena C5 2660.72 2124.75 1923.09 - 3614.09 0.94 1879.31 1667.77 2844.46 - 4213.87 0.92
Microcystis aeruginosa 567.54 245.58 406.44 - 781.62 0.97 400.86 183.45 250.03 - 616.59 0.95
PCC 7806
Nostoc 251 2312.06 1779.02 1599.55 - 3221.06 0.93 1905.46 1529.01 1465.54 - 2454.70 0.96
K,
S Nostoc 2S3B > 10000 / / 0.63 > 10000 / / 0.64
3
o Nostoc LC1B > 10000 570.16 / 0.82 > 10000 236.59 / 0.86
§ Nostoc Z1 > 10000 231.73 / 0.81 8109.61 383.70 / 0.82
E
Oscillatoria DTD-Bedej > 10000 3523.70 / 0.92 6165.95 3483.37 5382.69 - 7144.96 0.89
Oscillatoria K3 790.67 738.93 472.06 — 922.01 0.99 790.67 738.93 472.06 — 922.01 0.99
Oscillatoria Z1 352.37 206.50 200.44 - 602.56 0.94 282.48 163.78 177.01 - 439.54 0.95
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24h ekspozicije 48h ekspozicije

Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
Anabaena €2 >10000 / / 0.86 >10000 / / 0.87
Anabaena €5 2162.71 1800.85 1402.81 - 3388.44 0.89 2162.71 1800.85 1402.81 - 3388.44 0.89
Microcystis aeruginosa
PCC 7806 48.50 16.96 17.25 - 92.68 0.96 30.19 19.66 17.33 - 102.82 0.99
'E Nostoc 2S1 3235.93 2511.81 192.75 - 6279.10 0.74 3235.93 2511.81 192.75 - 6279.10 0.74
S
ZU Nostoc 2S3B >10000 / / 0.74 >10000 / / 0.74
o
£
<X Nostoc LC1B >10000 / / 0.73 >10000 / / 0.72
®
% Nostoc Z1 >10000 / / 0.91 5571.85 1129.83 968.27 - 3509.16 0.83
Oscillatoria DTD-Becej 2238.72 1089.77 968.27 - 3206.99 0.81 2238.72 1089.77 968.27 - 3206.99 0.81
Oscillatoria K3 281.83 184.96 157.76 - 514.04 0.92 168.26 127.39 137.08 - 209.41 0.98
Oscillatoria Z1 339.62 223.19 189.67 - 633.86 0.93 319.15 210.29 188.36 - 555.90 0.94
] .
< Anabaena C2 >10000 / / 0.9336 >10000 / / 0.9336
2
= - o
;’; o Anabaena C5 >10000 / / 0.9180 >10000 / / 0.9180
= Microcystis aeruginosa
(0] - -
% PCC 7806 48.86 25.99 25.00 - 74.98 0.9755 31.18 16.52 11.64 - 54.57 0.9773
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Naziv soja

Nostoc 2S1

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

Nostoc Z1

Oscillatoria DTD-Beéej

Oscillatoria K3

Oscillatoria Z1

>10000

>10000

676.08

1153.45

613.76

114.02

344.34

24h ekspozicije

LC10

147.47

561.48

298.77

79.70

221.21

LC50 95% CI

126.47 - 2511.88

117.48 - 8279.42

968.27 - 3206.99

98.17 - 131.52

162.92 - 785.23

0.8000

0.8000

0.8640

0.6293

0.8153

0.9286

0.9010

>10000

>10000

580.76

1078.94

613.76

101.39

344.34

48h ekspozicije

LC10

131.59

529.27

298.77

70.87

221.21

LC50 95% ClI

74.64 - 2338.83

148.25 - 5260.17

968.27 - 3206.99

89.53-113.24

162.92 - 785.23

0.6995

0.6995

0.8417

0.6648

0.8153

0.9846

0.9010
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Tabela 10. Uticaj promene koncentracije azota tokom kultivacije na toksi¢nost ispitivanih sojeva - Rezultati
jednosmerne ANOVA analize. Znadajnost je oznaéena p-vrednostima < 0.05.

Naziv soja SS df MS F (DFn, DFd) P-vrednost
Anabaena €2 797.6 5 159.5 5.575 0.0451
Anabaena €5 1426 5 285.3 1.036 0.3732

Microcystis aeruginosa PCC 7806 2478 5 4957 4.625 0.0648

Nostoc 251 1943 5 388.5 2.773 0.1299
Nostoc 2S3B 1436 5 287.3 7.576 0.0104
Nostoc LC1B 4304 5 860.7 11.10 0.0082

Nostoc Z1 2811 5 562.1 3.323 0.1214
Oscillatoria DTD-Beéej 4104 5 820.7 8.045 0.0162
Oscillatoria K3 911.4 5 182.3 1.747 0.2452
Oscillatoria Z1 44.71 5 8.943 0.4039 0.5951

Ekstrakti soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 su ispoljili deset puta veéu toksiénost nakon
kultivacije soja u okruzZeniju sa 0.8 g L-! natrijum nitrata u odnosu na okruZenje bez azota. Najniza
vrednost LC50 od 30.19 Pg mlL! je dobijena primenom ekstrakata ovog soja i sa daljim
povedéanjem koncentracije azota ova vrednost se neznatno promenila (31.18 g mL-'). Ovaj soj
je koriséen kao pozitivna kontrola, pri ¢emu je konstatovano da vocena razlika u toksiénosti nije
bila statisticki znaéajna. U vedini dosadasnjih istraZivanja je opisana direkina pozitivna
korelacija izmedu prisustva azota i proizvodnije toksina u toksigenim cijanobakterijama, posebno
ne-azotofiksirajuéim sojevima kakvi su pripadnici roda Microcystis (Vezie i sar., 2002; Downing
i sar., 2005; Harke i Gobler, 201 3; Horst i sar., 2014). Toksiéni sojevi cijanobakterija generalno
imaju veée zahteve u pogledu nivoa azota i fosfora u svom okruZenju u poredenju sa sojevima
koji nisu toksi¢ni, verovatno zbog vedih energetskih i materijalnih zahteva procesa biosinteze
toksina (Vezie i sar., 2002). Kako jedna od poznatih uloga azota v cijanobakterijama ukljuéuje
pojacanu sintezu proteina i intracelularnih koncentracija proteina, smatra se da dostupne
koncentracije azota uti¢u na proizvodnju peptidnih toksi¢nih metabolita (Ownby i sar., 1979).
Sliéno rezultatima dobijenim v ovom radu, Sevilla i sar. (2010) nisu otkrili znadajne razlike
izmedu uslova niske i visoke koncentracije nitrata nakon ispitivanja efekata ograniéenja azota
na proizvodniju toksina kod soja M. aeruginosa PCC 7806. Takode, Stolte i sar. (2002) su otkrili
da iako dodavanje nitrata doprinosi povecéanoj proizvodnji biomase i koli¢ine nodularina
(takode cikliénog neribozomalnog peptida) u kulturama soja vrste Nodularia spumigena, stope
proizvodnje nodularina ostaju u istom nivou bez obzira na izvor azota, odnosno formu azotnog
jedinjenja. U datom radu, maksimalne stope rasta bile su najveée kada su nitrati ili amonijum
joni bili dostupni kao dodatni izvor azota, ali stope proizvodnje nodularina nisu se znacajno

razlikovale medu kulturama sa razlid¢itim izvorima azota. Medutim, nekoliko istraZivanja je

127



pokazalo da vece koncentracije azotnih jedinjenja u Zivotnoj sredini dovode do povecanja
brzine rasta i sadrZaja mikrocistina toksiénih sojeva M. aeruginosa (Downing i sar., 2005;
Beversdorf i sar., 2015), iako nije ispitana sama toksiénost nakon promene uslova sredine. U
istrazivanju Chaffin i sar. (2018) takode je utvrdena poveéana proizvodnja biomase i
intenzivirana sinteza mikrocistina kao odgovor na kontinuiran i pulsni priliv azotnih jedinjenjima
u razli¢itim formama (nitratom, amonijum jonima i ureom). Utvrdeno je takode da se
koncentracija mikrocistina i ekspresija pojedinaénih mcy gena poveéava u uslovima deficita
azotnih jedinjenja, $to ukazuje na komplikovaniji odnos ili éak varijabilnost odgovora od soja
do soja (Ginn i sar., 2010; Pimentel i Giani, 2014). U vezi sa tim, Harke i Gobler (2013) su
otkrili da u uslovima niskih koncentracija neorganskog azota, regulacija mnogih gena uklju¢enih
u sintezu peptida u genskom regionu mikrocistin sintetaze (mcyA-F) dovodi do smanjenja
sadrzaja mikrocistina po celiji. Ukoliko se takva povezanost izmedu dostupnosti izvora azota i
biosinteze mikrocistina javlja v sluéaju ostalih cijanotoksina, to bi potencijalno moglo objasniti
poveéanu toksi¢nost testiranih sojeva nakon kultivacije u uslovima bogatijim azotom koja je

vocena u ovom istrazivanju.

Medutim, suprotan efekat je registrovan u sluéaju sojeva roda Anabaena, za koje je utvrdeno
da su toksiéniji nakon gajenja u uslovima niZih koncentracija natrijum nitrata. Specifi¢no, sojevi
Anabaena C2 i Anabaena C5 su ispoliili najveéu toksiénost (LC50 = 8433.34 i LC50 = 1879.31
Mg mL") nakon kultivacije u uslovima bez dodatog natrijum-nitrata, nakon 48 h izlaganja test
organizama. Cinjenica da toksi¢nost ovih sojeva nije opala nakon kultivacije u azotom
siromasnijoj podlozi se moZe potencijalno objasniti time $to testirani sojevi roda Anabaena
obrazuju heterociste i poseduju sposobnost azotofiksacije. Poznato je da je stopa asimilacije
azota od strane cijanobakterija blisko povezana sa dostupnoséu izvora azota i da ograniéenje
hranljivih materija ne utice samo na metabolicke procese, veé¢ ima potencijal da modulise
mehanizme koji su u osnovi proizvodnije cijanotoksina (Pimentel i Giani, 2014). Geni koji su
povezani sa procesom azotofiksacije obi¢no nisu eksprimirani u kulturama koje su snabdevene
dovoljnim koli¢inama azotnih jedinjenja (Herrero i sar., 2001). Medutim, regulacija ekspresije
ovih gena moze biti posebno sloZenaq, s obzirom na to da je podloZna cirkadijalnom ritmu kod
nekih cijanobakterija i moze biti ograniéena na heterociste kod vrsta koje ih poseduju (Chen i
sar., 1998). Postoje istraZivanja koja ukazuju na to da je biosinteza cijanotoksina povezana
upravo sa nedostatkom azotnih jedinjenja, povecavajuéi se pod stresom izazvanim azotnim
“izgladnjivanjem” (Neilan i sar., 2013; Pimentel i Giani, 2014). Poveéanje toksi¢nosti u uslovima
niskih koncentracija azota sliéna onoj dobijenoj u ovom radu je opisana kod soja vrste Lyngbya
wollei u radu Yin i sar. (1997), gde je nitrogenazna aktivnost predloZzena kao moguéa strategija

prezivljavanja koja takode ovom soju omoguéava dominaciju u rezervoaru iz kog je izolovan.

Kada je re¢ o sojevima roda Nostoc u ovom radu, ekstrakti soja Nostoc 2S1, sliéno rezultatima
dobijenim za sojeve roda Anabaena, ispoljili su najveéu toksiénost nakon kultivacije v podlozi
bez dodatog natrijum-nitrata (LC50 = 1905.46 Ug mL-'), uz dozno-zavisno smanjenije toksiénosti
sa porastom koncentracije nitrata u podlozi. U sluéaju ekstrakata soja Nostoc 2S3B, zabeleZzena
je toksiénost slabog intenziteta (LC50>10000 pg mlL '), bez uoéljive promene u odnosu na
modifikaciju uslova kultivacije u pogledu dostupnog azota. Ovakva promena standardnih uslova
kultivacije se najjaée odrazila na toksiénost soja Nostoc LC1B, za koji je, nakon gajenja u podlozi
bez azota i sa 0.8 g L' NaNQO3, LC50 vrednost bila visa od maksimalne primenjene doze.
Medutim, nakon povecanja koncentracije nitrata u podlozi, zabelezeno je znadajno smanjenije

vrednosti LC50 (F (1.7-6.8) = [11.10], p = 0.0082) do nivoa od 676.08 g mL! i 580.76 Ug
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mL-" nakon 24 i 48h izlaganja eksperimentalnih organizama. Sliéno tome, utvrdena je dozna
zavisnost toksi¢nosti ekstrakata soja Nostoc Z1 u odnosu na koncentraciju NaNOs3, pri ¢emu je
maksimalna LC50 (48 h) vrednost od 1078.94 Ug mL-! zabeleZena nakon izlaganja test jedinki
ekstraktima dobijenim nakon kultivacije sa 1.5 g L' NaNOs.

Sli¢an efekat je zabelezen u sluéaju sojeva roda Oscillatoria, sa poveéanom toksi¢noséu u
okruzenju sa visokim sadrzajem azota, pri éemu je statisticki znaéajna razlika zabelezena v
toksi¢nosti soja Oscillatoria DTD-Beéej (F (1.7-7.1) = [11.10], p = 0.0162), gde se LC50
vrednost umanijila deset puta (sa 6165.95 na 613.76 Ug mL-') nakon poveéanja raspoloZivog
azota u medijumu za gajenje. Izuzev soja M. aeruginosa PCC 7806 kao pozitivne kontrole, sojevi
koji pripadaiju rodu Oscillatoria, gajeni u prisustvu veée koncentracije azotq, ispoljili su najveéu
toksiénost u ovom testu, sa vrednostima LC50 od 101.39 Ug mlL!' (Oscillatoria K3), 344.34
(Oscillatoria Z1) i 613.76 Ug mL-! (Oscillatoria DTD-Beéej). Metcalf i sar. (2002) su pokazali da
su jedinke A. salina izuzetno osetljive na prisustvo prediséenog cilindrospermopsina kao i na
ekstrakte soja Rhaphidopsis raciborsii (ex. Cylindrospermopsis raciborskii) koji je producent ovog
toksina. U navedenom radu, cijanobakterijski ekstrakti su ispoljili vecu toksiénost (LC50 (48h) =
1680 - 2420 lUg mL" suve biomase) u odnosu na predidéen toksin (LC50 (48h) = 2860 Ug mL-
1). Rezultati LC50 vrednosti koje su dobijene za sojeve roda Oscillatoria znaéajno su nize u
odnosu na vrednosti navedene u datom radu, $to ukazuje na njihovu visoku toksi¢nost ispoljenu
prema artemijama.

Predstavlieni rezultati u ovom istraZivanju pokazuju da su intracelularni ekstrakti vedine
ispitivanih sojeva, uzgajanih u prisustvu azota ispoljili jace toksiéne efekte od onih zabelezenih
kada je koris¢ena kultura gajena v medijumu smanjenih koncentracija ili bez dostupnog izvora
azota. Rezultati dati u Tabeli 9 jasno pokazuju da dostupnost azota kao bithog organogenog
elementa znadajno uti€e na toksiénost sojeva Anabaena €2, Nostoc 253B, Nostoc LCIB i
Oscillatoria DTD-Becej. Pored toga u vedini slu¢ajeva, toksi¢ni efekti su se poveéali sa duZim
vremenom ekspozicije artemija ekstraktima sojeva ukazujuéi na vremenski zavisnu toksiénost.
Ovaj trend moze biti pokazatelj pozitivne korelacije izmedu stope mortaliteta test organizama
i duzine izloZenosti potencijalno toksiénim metabolitima cijanobakterija. Takode se moze uoditi
da se toksi¢nost poveéavala sa porastom primenjene koncentracije ekstrakata, $to ukazuje na
zavisnost letalnog efekta od koncentracije ekstrakta. Na osnovu utvrdenih graniénih LC50
vrednosti u ovom istraZivanju, moze se zakljuditi da su najveéu toksicnost ispoljili ekstrakti soja
Microcystis aeruginosa PCC 7806 koji je producent mikrocistina i sojeva Oscillatoria K3 i Z1, koji
su potencijalni producenti cilindrospermopsina, dok je najniza toksi¢nost utvrdena za ekstrakte
soja Nostoc 2S3B.

4.3.2. Biotest Artemia salina - uticaj koncentracije fosfora na akutnu toksiénost

odabranih sojeva

Poznato je da koncentracija fosfora igra kljuénu ulogu u primarnoj produkciji slatkovodnih
ekosistema i nastanku cijanobakterijskog i algalnog cvetanja (Davis i sar., 2010). Odnos izmedu
dostupnih koncentracija fosfora i cijanobakterijske toksiénosti je multifaktorski, a taéni mehanizmi
jo$ nisu u potpunosti opisani. Jedna teorija govori u prilog tome da poviseni nivoi fosfora
promovisu rast cijanobakterija, na osnovu kog se proporcionalno poveéava i stopa proizvodnje
toksina (Kurmayer, 2011). Pored toga, obogadivanje fosforom moZe dovesti do promene
sastava mikrobne zajednice, potencijalno favorizujuéi cijanobakterije sa sposobnoséu
proizvodnje toksiénih jedinjenja. Stres izazvan nedostatkom fosfora takode mozZe izmeniti
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aspekte metaboli¢ke regulacije cijanobakterija i na taj nacin dovesti do povecane proizvodnje
cijanotoksina (Pimentel i Giani, 2014).

Kako bi se ispitao uticaj razlicitih koncentracija fosfora u kultivacionom medijumu na toksiénost
odabranih cijanobakterijskih sojeva u ovom istraZivanju je upotreblien Artemia salina biotest.
Dobijeni rezultati govore u prilog fome da vedina ispitanih sojeva ispoljava vise nivoe toksi¢nosti
nakon kultivacije u prisustvu veéih koncentracija fosfora. Ipak, za mnoge sojeve je najveéa
toksiénost dostignuta sa koncentracijom P od 0.04 g L-! i nije se menjala sa daljim poveéanjem
koncentracije fosfora (Tabela 11, Tabela 12, Prilog 1). Izuzetak je soj Anabaena C5, &ija
toksiénost je nastavila da raste sa poveéanjem koncentracije fosfora iznad ove granice i koji se
vjedno pokazao najtoksiénijim sojem u ovom testiranju, sa izraéunatom LC50 vrednos$éu od
199.98 Uug mL-' u grupi gajenoj sa 0.06 g L-! KoHPO4. Sa druge strane, drugi predstavnik roda
Anabaena, soj Anabaena C2, nije pokazao zna&ajnu toksiénost i nisu zabeleZzene veée promene

nakon povecéanja koncentracije fosfora u kultivacionom medijumu.

Ukupno najveéa toksiénost je registrovana za soj Microcystis aeruginosa PCC 7806, sa LC50
vredno$éu u opsegu od 30-50 g mL! u grupama od 0.04 i 0.06 g L' KoHPOy, $to su deset
puta veée vrednosti od onih dobijenih za grupu gajenu sa 0.02 g L' KoHPO4. Sliénu pravilnost
su registrovali Rapala i sar. (1997) prilikom ispitanja znaéaja nivoa fosfata koriséenog pri
kultivaciji azotofiksirajuéeg Anabaena spp. kada se radi o uticaju na rast i stopu biosinteze
hepatotoksicnog MC-RR. Na osnovu rezultata je, pored pozitivnog uticaja na rast soja, utvrdeno
znaéajno povecanje intracelularnih  koncentracija ovog hepatotoksina sa poveéanjem
koncentracije PO4 sa 0.05 mg L' na 5.5 mg L' (Z8 medijum). Takode je utvrdena znaéajna
pozitivna korelacija izmedu vremena kultivacije i koncentracije fosfora, sto znadi da se do
zavrsetka 24 dana kultivacije smanjila koncentracija toksina u éelijama koje su uzgajane pod
ograni¢enjem fosfora, dok se koncentracija toksina poveéala u éelijama koje su uzgajane pri
visim koncentracijoma fosfata. Dodatno, u radu Vezie i sar. (2002), najveéa koncentracija
mikrocistina je takode utvrdena pri najveéim kombinovanim koncentracijama azota i fosfora
gde je i rast biomase bio najvedi, medutim, komparabilno velika toksi¢nost je zabelezena i pri
najnizim koncentracijama hranljivih materija, pri uslovima slabog rasta kulture.

Vedéina sojeva roda Nostoc testiranih u ovom istrazivanju, medu kojima su Nostoc 2S3B, Nostoc
LC1B i Nostoc Z1, takode je pokazala poveéane nivoe toksiénosti pri visim koncentracijama
fosfora, pri éemu je najveda toksiénost primeéena u sluéaju koncentracije od 0.04 g L' KoHPO..
Soj Nostoc 2S1 je ispoljio najnizu toksiénost, bez promene u odnosu na koncentraciju fosfora
dostupnu tokom kultivacije.

Sojevi roda Oscillatoria su pokazali najvedi nivo toksi¢nosti nakon kultivacije u medijumu sa 0.04
g L' KoHPO4. U okviru ove grupe, soj Oscillatoria K3 je bio najtoksiéniji, sa LC50 vredno$éu od
250.61 Ug mL' nakon 48 sati izlaganja raéi¢a. Osim pozitivne kontrole, najtoksi¢niji sojevi bili
su Anabaena C5 i Oscillatoria Z1, koji su pokazali najveéu toksiénost u grupama sa visokim
sadrzajem fosfora. lako postoji vrlo malo dostupnih informacija o toksi¢nosti cijanobakterija kod
testiranih organizama nakon uzgoja u razlié¢itim uslovima dostupnosti fosfata, postoje informacije
o razli¢itim stopama proizvodnje odredenih cijanotoksina. Sliéno rezultatima dobijenim u ovom
radu, Sivonen (1990) su otkrili da proizvodnja hepatotoksina dezmetil-3-mikrocistina-RR od
strane sojeva vrste Oscillatoria agardhii zavisi od koncentracije ortofosfata, pri ¢emu niski nivoi
fosfora podsti¢u njegovu proizvodnju, dok veée koncentracije nemaju nikakav dodatni efekat.

130



Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje praga zasi¢enja fosfornim jedinjenjima kada se radi o
proizvodnji mikrocistina, iznad kog se stopa produkcije drastiéno smanjuje ili ¢ak zaustavlja.
Toporowska i sar. (2016) su takode povezali produkciju anatoksina-a od strane soja
Dolichospermum spp. (ex. Anabaena) sa temperaturom vode i smanjenjem koncentracije
dostupnih fosfata. Smanjenje koncentracije fosfata u ovom sluéaju nije uticalo na brzinu
umnozavanja biomase, ali je znacajno poveéalo produkciju anatoksina-a i transkripciju gena
povezanih sa biosintezom ovog toksina. Sliéni rezultati su dobijeni u radu Kramer i sar. (2018)
koji su kod istog soja utvrdili da je stopa transkripcije gena povezanih sa sintezom anatoksina-
a najveéa u uslovima ograniéene dostupnosti i azota (N) i fosfora (P).
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Tabela 11. Uticaj koncentracije fosfora na akutnu toksiénost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina. Rezultati su kategorisani na osnovu primenjene koncentracije fosfora u tri
nivoa: 0.02, 0.04 i 0.06 g L' K2HPOy4, kao i perioda izlaganja test organizama (24 i 48 sati). Osnovne parametre &ine graniéna vrednost letalnosti LC50, 95% interval poverenja

(95% Cl) dobijen za ovu vrednost, graniéna vrednost LC10 i R-kvadrat. Svi rezultati su izraZeni u mikrogramima po mililitru (Ug mL') primenjenog ekstrakta.

24h ekspozicije 48h ekspozicije
Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
Anabaena C2 >10000 / / 0.88 >10000 / / 0.86
Anabaena C5 8260.37 7735.21 7550.92 - 9015.71 0.94 530.88 351.80 281.19 - 984.01 0.89
Glaps i logieeiiesg 563.63 248.27 277.33 - 1066.59 0.91 563.63 248.27 277.33 - 1066.59 0.91
PCC 7806
Nostoc 251 >10000 / / >10000 / /
o
<
o Nostoc 253B >10000 / / 0.31 >10000 / / 0.35
I
2
& Nostoc LC1B 6426.87 6011.91 5834.45-7112.13 0.95 6208.69 5839.38 5767.66 - 6714.28 0.97
o
S
|
- Nostoc Z1 2466.03 1199.29 859.01 - 10543.86 0.76 1757.92 914.46 680.76 - 4731.51 0.80
e
Oscillatoria DTD-Bedej 2238.72 986.74 665.27 - 33573.76 0.75 1879.31 840.84 542.00 - 21527.81 0.75
Oscillatoria K3 2306.74 2052.04 2037.04 - 2624.21 0.99 968.27 818.75 826.03 - 1104.07 0.98
L 8689.60 -
Oscillatoria Z1 9794.89 8709.59 116949 0.93 6902.39 5980.71 6280.58 - 7603.26 0.97

132



24h ekspozicije 48h ekspozicije

Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
Anabaena €2 >10000 / / 0.55 >10000 / / 0.69
Anabaena €5 7998.34 3481.91 3318.94 - 9638.29 0.83 912.01 575.26 521.19 - 1541.70 0.91
Microcystis aeruginosa
PCC 7806 53.21 21.68 20.32 - 97.05 0.96 30.19 19.66 20.32 - 97.05 0.99
= Nostoc 251 >10000 / / >10000 / /
o]
o.
T 2917.42 -
< Nostoc 253B 8570.37 1697.45 11561.22 0.91 4197.58 768.35 1428.89 - 6773.51 0.90
g .
S Nostoc LC1B 4786.30 768.17 4203.11 - 5031.78 0.99 4786.30 768.17 4203.11 - 5031.78 0.99
|
5 Nostoc Z1 3198.89 149479 1091.44 - 075 2691.53 1243.33 928.96 - 1276438 077
@ oSsToC . . 1972422 . B . . - . .
Oscillatoria DTD-Begej 1273.50 1057.80 866.96 - 1682.67 0.94 1076.46 956.15 762.07 - 1374.04 0.94
Oscillatoria K3 1503.14 1377.86 1056.44 - 1949.84 0.97 250.61 187.28 198.15 - 322.84 0.98
Oscillatoria Z1 338.84 202.81 187.93 - 598.41 0.93 266.07 170.12 159.95 - 444.63 0.94
o Anabaena €2 >10000 / / 0.74 >10000 / / 0.73
S
o x .
1 9 Anabaena C5 301.3 172.33 93.97 - 812.83 0.83 199.98 117.44 90.36 - 399.94 0.90
=5
8 X Microcystis aeruginosa
PCC 7806 92.89 53.49 64.12 - 125.89 0.97 50.69 32.08 31.91 - 69.50 0.98
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Naziv soja

Nostoc 251

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

Nostoc Z1

Oscillatoria DTD-Beéej

Oscillatoria K3

Oscillatoria Z1

>10000

6208.69

5420

>10000

>10000

2213.09

305.49

24h ekspozicije

LC10

3886.69

877.67

3535.26

5896.85

1968.73

171.53

LC50 95% CI

/

3258.36 -
21086.28

4878 - 5962

1892.34 -
22774.28

3126.07 -
14250.93

1931.96 - 2552.70

240.43 - 385.47

0.80

0.99

0.69

0.62

0.99

0.98

>10000

5308.84

5199.95

4027.17

7345.13

1786.48

287.73

48h ekspozicije

LC10

3152.54

1456.39

1070.19

4202.40

1510.61

170.98

LC50 95% ClI

/

2523.48 -
20558.90

4224.85 - 6225.12

1291.11 -
20733.17

2831.39 -
12790.08

1512.34 - 2060.62

196.78 - 415.91

0.78

0.96

0.79

0.68

0.98

0.96
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Tabela 12. Uticaj promene koncentracije fosfora tokom kultivacije na toksiénost ispitivanih sojeva - Rezultati
jednosmerne ANOVA analize. Znadajnost je oznaéena p-vrednostima <0.05.

Naziv soja SS df MSs F (DFn, DFd) P-vrednost
Anabaena €2 658.8 5 131.8 3.391 0.1383
Anabaena C5 6543 5 1309 6.428 0.0189

Microcystis aeruginosa PCC 7806 4260 5 852.0 10.97 0.0131

Nostoc 251 322.8 5 64.55 1.606 0.2704
Nostoc 2S3B 4387 5 877.3 8.746 0.0147
Nostoc LC1B 1241 5 248.1 1.300 0.3201

Nostoc Z1 91.59 5 18.32 0.3806 0.6373
Oscillatoria DTD-Becej 2248 5 449.6 2.864 0.1629
Oscillatoria K3 1741 5 348.2 2.105 0.2171
Oscillatoria Z1 9888 5 1978 11.12 0.0218

Na osnovu dobijenih rezultata ovog istrazivanja, moze se zakljuéiti da u uslovima optimalnih
koncentracija azotnih jedinjenja, poveéanje koncentracije fosfata iznad granica optimalnih za
kultivaciju cijanobakterija ne doprinosi poveéanju toksi¢nosti veéine ispitanih sojeva u testu sa
model organizmom Arfemia salina. Izuzetak su sojevi Anabaena C5, M. aeruginosa PCC 7806,
Nostoc 2S3B i Oscillatoria Z1 kod kojih je konstatovano da prekoracenje optimalnih granica
koncentracije fosfora znacajno povecéava ispoljenu toksi¢nost (Tabela 11). Poznato je, medutim,
da kod cijanobakterija stres povezan sa nedostatkom adekvatnih izvora nutrijenata moze
dovesti do znadajnog poveéanja proizvodnje odredenih cijanotoksina (Pimentel i Giani, 2014).
lako ovakva pravilnost kod vedéine sojeva nije utvrdena u ovom istrazivanju, moguce je da su
obezbedene koncentracije fosfata i nakupliene rezerve u ¢elijama ispitanih sojeva bile dovoljne
da ne dode do stresnog odgovora tokom perioda kultivacije od 21 dana i aktivacije sinteze
toksina. Potrebna su svakako dodatna ispitivanja uticaja fosfornog “izgladnjivanja”
cijanobakterija tokom duzeg kultivacionog perioda na produkciju toksina i njihovu toksi¢nost u
razlic¢itim biotestovima.

4.3.3. Biotest Artemia salina - uticaj svetlosnog rezima na akutnu toksiénost

odabranih sojeva

Poznato je da svetlost igra vaznu ulogu u rastu cijanobakterija i moze znadajno uticati na njihov
metabolizam i specifi¢ne fizioloske reakcije. Rezultati dosadasnjih istraZivanja ukazuju na to da
dostupnost i intenzitet svetlosti imaju ulogu u dinamici zajednice cijanobakterija i modulaciji stope
proizvodnje odredenih toksina (Gotham, 1981; Singh i Singh, 2015; Ma i sar., 2015; Chaffin i
sar., 2018; Mesquita i sar., 2019). Veéina dosadasnjih istraZivanja je bila usmerena ka
prou¢avaniju uticaja razliditih intenziteta i kvaliteta svetlosti na toksiénost cijanobakterija, dok se
malo zna o uticaju fotoperioda na toksi¢nost ovih organizama. Dodatno, veéina istraZivanja se
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svodi na kvantifikaciju nivoa toksina po éeliji ili ukupnoj biomasi u kulturama cijanobakterija, sto
predstavlja uticaj na proizvodnju toksina, ali ne nuzno i na samu toksiénost. Direktan uticaj
perioda osvetljenosti na toksiénost cijanobakterijskih sojeva putem analize njihovih efekata u
testovima toksi¢nosti sa model organizmima nije do sada istrazen.

U ovom istrazivanju, biotest A. salina je upotreblijen u cilju ispitivanja toksi¢nosti ekstraktata
cijanobakterija gajenih pri razli¢itim reZimima svetlosti. Na osnovu prikazanih rezultata (Tabela
13, Tabela 14, Prilog 1) mozZe se primetiti da je veéina testiranih sojeva ispoljila veéu toksiénost
nakon gajenja u uslovima duzeg perioda osvetlienosti. Medutim, kada je re¢ o razlikama izmedu
12 i 16 sati osvetlienosti, primecéuje se dosledna promena toksi¢nosti u odnosu na pripadnost
soja odredenom rodu. Utvrdene razlike izazvane ovom modifikacijom uslova kultivacije se,
medutim, ne mogu smatrati statisticki znacajnim osim u sluéaju soja Nostoc 2S1 (F=7.6,
p=0.0394) (Tabela 13). U slué¢aju sojeva roda Anabaena, zabelezeno je poveéanije toksi¢nosti
sa produZenjem broja svetlih sati, pri ¢emu je najveda toksi¢nost zabeleZena prirezimu od 16:8h
(svetlost:tama) za oba soja. Zanimljivo je da su pojedini sojevi, medu kojima su Microcystis
aeruginosa PCC 7806, Nostoc 2S1, Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1 ispoljili najveéu toksi¢nost
kada je rezim svetlosti bio 12:12 (svetlost:tama) i sa daljim povecanjem perioda osvetljenosti
nije doslo do promene aktivnosti. Slican trend je primecen u radu Polyzois i sar. (2020), koji su
poredili uticaj kontinuirane svetlosti (24h:0h) i fotoperioda od 16 sati svetla i 8 sati tame (16:8h)
na stopu rasta i proizvodnju cijanotoksina kriptoficina kod soja Nostoc sp. ATCC 53789. Ove
modifikacije uslova kultivacije nisu izazvale znaéajnu razliku u stopama rasta kultura. Medutim,
proizvodnja toksina po celiji je rasla pod kontinuiranom svetloséu do cetvrtog dana
eksperimenta, nakon ¢ega je pocela da se smanjuje kako se koncentracija éelija poveéavala.
Autori su zakljuéili da je jedan od znaéajnih faktora koji doprinosi smanjenoj produkciji toksina
to S$to visoka koncentracija ¢éelija smanjuje dostupnu svetlosnu energiju po ¢Celiji zbog
samozasenjivanja, 3$to rezultira manjom koli¢inom energije za proizvodnju sekundarnih
metabolita koji nisu esencijalni za prezivljavanje. Ovaj efekat moZe potencijalno objasniti zasto
produzenje perioda osvetljenosti iznad 12 sati nije dovelo do poja¢ane toksiénosti kod
odredenih sojeva u ovom istraZivanju. Slicna pravilnost je uoéena kada se radi o uticaju
intenziteta svetlosti. Jedan od primera se mozZe naéi v radu Wiedner i sar. (2003), u kom je
ispitan uticaj svetlosti na proizvodnju i sadrZaj mikrocistina kod soja Microcystis PCC 7806.
Otkrivena je pozitivna korelacija izmedu svetlosnog intenziteta i proizvodnje ovog toksina sve
do postizanja maksimalne stope rasta. Medutim, pri veéim nivoima svetlosnhog zracenja,
proizvodnja mikrocistina je bila inhibirana. Najveca toksi¢nost registrovana u okviru ove
doktorske teze je zabeleZena kod soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 gajenog u uslovima
12:12 (svetlost:tama), gde je LC50 vrednost od 34.75 Ug mL-! utvrdena nakon 48h izlaganija
test organizama. Pored toga, za ekstrakte soja Oscillatoria K3 pri istom rezimu kultivacije je
utvrdena LC50 vrednost od 91.62 Ug mL', medutim, priblizno jednaka vrednost je dobijena i
sa promenom uslova kultivacije. Jedini soj za koji je utvrdena veéa toksiénost pri kraéem periodu
osvetlienosti (8:16h svetlost:tama) je Oscillatoria DTD-Beéej, medutim, tri tretman grupe se nisu
razlikovale u dovoljnoj meri da bi se ova promena smatrala statisticki znac¢ajnom (F=2.848,
p=0.0950). Opisane varijacije v odgovorima razli¢itih rodova, pa ¢ak i medu sojevima istog
roda, mogu biti odraz razli¢itih adaptivnih biohemijskih mehanizama i regulacije stope
produkcije toksiénih metabolita u odgovoru na promene u periodu osvetljenosti tokom razvoja
kulture. U dostupnoj literaturi se mogu uociti varijacije u odgovoru na promene svetlosnog rezima
¢ak i kada se radi o producentima cijanotoksina iste grupe. Utkilen i Gjglme (1995) su otkrili da

poveéanje svetlosnog intenziteta sa 20 na 75 mmol fotona m™2s™! dovodi do veée koncentracije

136



mikrocistina po jedinici proteina u kontinuiranim kulturama soja Microcystis aeruginosa CIA
228/1. Nasuprot tome, B&ttcher i sar. (2001) nisu pronadli razlike u sadrZaju mikrocistina po
jedinici biomase ili po ¢eliji drugog soja M. aeruginosa HUB 5-2-4 pri nivoima zradenja koji
ograni¢avaju rast u rasponu od 5 do 75 mmol fotona m™2 s™1. Medutim, primetili su poveéanje
sadrZaja mikrocistina po jedinici suve biomase iznad 20 mmol fotona m™2 57!, Sa druge strane,
u radu Sivonen (1990), zabeleZene su vece koncentracije mikrocistina po jedinici suve biomase
soja Oscillatoria agardhii pri niZim intenzitetima svetlosti (12 i 24 mmol fotona m™2 s71) u
poredenju sa vi§im (50 i 95 mmol fotona m™2 s71). Rapala i sar. (1997) su takode utvrdili
varijacije u optimumu svetlosnog reZzima za produkciju razliéitih analoga mikrocistina kod soja
Anabaena sp. 90. Nivo MC-LR dostigao je svoj maksimum pri relativno niskom nivou osvetljenija,
izmedu 2 i 25 mmol fotona m™2 s”1. Nakon tog praga, koncentracija je ostala konstantna &ak i
pri vi$im nivoima svetlosti. Sa druge strane, u istom radu je utvrdeno da je koncentracija toksina
MC-RR bila najveéa pri intenzitetu svetlosti od 25 mmol fotona m™2 s71, ukazujuéi na razliéite
regulacione mehanizme za ove toksi¢ne metabolite.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
perioda osvetljenosti i toksi¢nosti vecine ispitanih sojeva, medutim samo kod jednog soja je uticaj
svetlosnog rezima bio statisticki znacajan. Primeéene su takode sli¢nosti u odgovoru sojeva koji
pripadaju istom cijanobakterijskom rodu na promene fotoperioda tokom kultivacije. Ovakav
efekat moze biti posledica sli¢ne geneti¢ke osnove pa samim tim i sliénosti u metabolizmu srodnih
sojeva i ukazati na pravilnosti po kojima razli¢iti rodovi cijanobakterija moduliraju stopu
proizvodnje odredenih cijanotoksina u zavisnosti od svetlosnih uslova. lako je utvrden efekat na
toksi¢nost ekstrakata u celini, dodatna ispitivanja su potrebna kako bi se identifikovali specifiéni
toksi¢ni agensi Cija produkcija je povezana sa periodom osvetlienosti kod ispitanih sojeva.
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Svetlosni rezim: 8h tame/ 16h svetlosti

Tabela 13. Uticaj svetlosnog reZima na akutnu toksiénost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina. Rezultati su kategorisani na osnovu tipa dnevnog reZima osvetlienosti u tri
nivoa: 8h/16h, 12h/12h i 16h/8h (svetlost/tama) kao i perioda izlaganja test organizama (24 i 48 sati). Osnovne parametre &ine graniéna vrednost letalnosti LC50, 95%
interval poverenja (95% Cl) dobijen za ovu vrednost, graniéna vrednost LC10 i R-kvadrat. Svi rezultati su izraZeni u mikrogramima po mililitru (Mg mL-') primenjenog ekstrakta.

Naziv soja

Anabaena €2

Anabaena €5

Microcystis aeruginosa
PCC 7806

Nostoc 2S1

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

Nostoc Z1

Oscillatoria DTD-Beéej

Oscillatoria K3

Oscillatoria Z1

>10000

9057.32

645.65

>10000

>10000

>10000

>10000

554.62

790.67

4808.39

24h ekspozicije

LC10

8701.15

428.45

9798.53

465.47

738.93

4605.82

LC50 95% CI

8933.05 - 9204.49

396.28 - 1032.76

10000 - 17782.79

435.51 -673.73

472.06 -1109.29

0.88

0.99

0.94

0.94

0.57

0.64

0.95

0.99

0.99

0.99

>10000

8709.63

633.86

9397.23

>10000

>10000

>10000

554.62

130.31

1064.14

48h ekspozicije

LC10

8353.63

424.14

7260.39

465.47

121.78

LC50 95% ClI

8375,29 - 9162,20

389.04 - 1013.91

7516.22 -
13061.70

/

435.51 -673.73

103.12 - 161.94

0.86

0.99

0.94

0.93

0.64

0.63

0.94

0.99

0.99

0.98
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24h ekspozicije 48h ekspozicije

Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
Anabaena €2 >10000 / / 0.77 6456.54 / / 0.60
Anabaena C5 5357.96 4064.84 3155.00 — 9977.00 0.80 4187.93 3349.76 2630.26 — 6426.87 0.87
= Microcystis aeruginosa _ _
3 PCC 7806 52.36 23.26 11.06 - 115.34 0.92 34.75 16.57 8.04 —70.63 0.95
3
.é Nostoc 251 5861.38 4827.28 3926.44 - 8709.63 0.82 3235.93 2575.47 1794.73 - 5176.07 0.81
3
§ Nostoc 2S3B >10000 / / 0.67 >10000 / / 0.57
5
~ Nostoc LC1B 6839.11 6235.26 6151.76 - 7620.79 0.95 6123.50 5738.42 5321.08 -7211.07 0.87
g Nostoc Z1 >10000 / / 0.05 >10000 / / 0.30
e}
°
A Oscillatoria DTD-Beéej >10000 / / 0.87 6338.69 5871.36 5407.54 - 7447.31 0.88
Oscillatoria K3 293.76 256.67 / 0.99 91.62 / / 0.89
Oscillatoria Z1 2624.21 2406.00 2301.44 - 4623.81 0.99 295.12 164.33 53.82 -1879.31 0.77
‘ — v
O 3 Anabaena C2 4943.10 4569.77 4508.16 — 5308.84 0.98 4886.52 4559.19 4395.41 - 5272.29 0.97
£%
N 3 )
.9_-’ s Anabaena C5 1167.01 / / 0.99 1167.01 / / 0.99
=
iy
= icrocystis aeruginosa _ -
3 S PCC 7806 1253.14 998.15 473.15 - 1986.09 0.88 535.79 389.02 283.79 - 1135.01 0.93
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Naziv soja

Nostoc 251

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

Nostoc Z1

Oscillatoria DTD-Beéej

Oscillatoria K3

Oscillatoria Z1

>10000

>10000

1954.33

>10000

1452.11

123.59

1244.51

24h ekspozicije

LC10

1833.77

1255.58

LC50 95% CI

8729.71 - 16405.9

1710.01 — 2233.57

1088.71 - 1815.51

0.91

0.34

0.99

0.82

0.97

0.99

0.99

>10000

>10000

1191.24

8109.61

1054.38

109.90

1106.62

48h ekspozicije

LC10 LC50 95% Cl

y 8590.13 -
14125.38

/ /

/ /

/ /

944.62 948.41 - 1193.98
/ /
/ /

0.93

0.40

0.99

0.82

0.98

0.98

0.98
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Tabela 14. Uticaj svetlosnog reZima tokom kultivacije na toksi¢nost ispitivanih sojeva - Rezultati jednosmerne
ANOVA analize. Znadajnost je oznadena p-vrednostima <0.05.

Naziv soja SS df MS F (DFn, DFd) p-vrednost
Anabaena €2 3921 5 784.1 2.903 0.1488
Anabaena C5 3697 5 739.4 1.949 0.2331

Microcystis aeruginosa PCC 7806 2091 5 418.2 2.855 0.1318

Nostoc 2S1 1456 5 291.2 7.655 0.0394
Nostoc 2S3B 2516 5 403.1 2.241 0.1123
Nostoc LC1B 3330 5 666.0 1.594 0.2702

Nostoc Z1 1927 5 385.3 5.391 0.0604

Oscillatoria DTD-Becej 7898 5 1580 3.897 0.0950
Oscillatoria K3 1558 5 311.5 1.975 0.2259
Oscillatoria Z1 1708 5 341.7 2.848 0.0988

4.3.4. Biotest Artemia salina - uticaj faze rasta kulture na akutnu toksiénost

odabranih sojeva

S obzirom na znadajnu ulogu koju faza rasta cijanobakterijske populacije ima na stopu
produkcije bioaktivnih metabolita, ispitan je efekat ovog faktora na toksi¢nost cijanobakterijskih
sojeva. Dobijeni rezultati ukazuju na izraZen uticaj faze rasta kulture na toksiénost ispitivanih
sojeva (Tabela 15, Tabela 16, Prilog 1), pri éemu se najveéa toksiénost moze pripisati kulturama
koje su uzgajane u trajanju od 35 dana, za koje se pokazalo da imaju jaéi efekat na test
organizme u odnosu na grupe sa kraéim periodima kultivacije (7 i 21 dan). Medutim, uoéeno je
da je kod mnogih ispitivanih sojeva doslo do neznatnog pojadanja toksi¢nog efekta tokom
produZene kultivacije nakon 21. dana, pri éemu razlike izmedu ovih vrednosti znaéajno variraju
u zavisnosti od soja.

Toksi¢nost sojeva Anabaena C2 i Anabaena C5 se poveéavala srazmerno trajanju kultivacije i
dostigla najveéu vrednost nakon perioda od 35 dana (LC50= 6456.54 ug mL' i LC50=
1095.62 ug mL-1). U sluéaju pozitivne kontrole, soj Microcystis aeruginosa PCC 7806 je ispoljio
najveéu toksi¢énost nakon 35 dana (LC50= 51.16 Pg mL-!), medutim, ova vrednost se nije
znadajno promenila u odnosu na onu uoéenu nakon 21 dana kultivacije (LC50= 57.01 ug mL-1).
Slié¢an trend je primeéen kod vedéine sojeva roda Nostoc, s izuzetkom soja Nostoc 2S1, koji je
ispoljio najveéu toksiénost nakon 21. dana kultivacije (LC50 = 1241.65 g mL-'). U okviru ovog
roda, najveca toksiénost je registrovana v slu¢aju ekstrakata soja Nostoc LC1B dobijenih nakon
35 dana kultivacije kulture (LC50= 1694.33 ug mL-'). Sojevi roda Oscillatoria su takode bili
toksiéniji u kasnijim fazama kultivacije, pri ¢emu je promena u toksi¢nosti sa duZim vremenom

ekspozicije bila izraZenija. Od tri testirana soja roda Oscillatoria najtoksiéniji za radi¢e A. salina
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bio je soj Oscillatoria K3, sa zabelezenim najnizim vrednostima LC50 nakon 35 dana kultivacije
(135.51 uyg mL-!" nakon 24h i 102.09 ug mL-! nakon 48h). Kod sva tri ispitiana soja ovog roda,
utvrdeno je statisticki znacajno povecanje toksi¢nosti sa produzenjem kultivacionog perioda i
ulaskom kultura u stacionarnu fazu rasta. Jedno od objasnjenja ovakvih rezultata moglo bi lezati
u injenici da brzina proizvodnje sekundarnih metabolita, ukljuujuéi cijanotoksine, u velikoj meri
zavisi od faze rasta kulture i da se vreme ulaska u odredene faze rasta razlikuje od soja do
soja. Tokom eksponencijalne faze, cijanobakterije prolaze kroz aktivnu éelijsku deobu i period
intenziviranog metabolizma, $to dovodi do poveéanja biomase i intenzivnog iskoris¢avanija
hranljivih materija. Ova faza je ¢esto povezivana sa povec¢anom proizvodnjom cijanotoksina,
pri éemu se maksimalne stope proizvodnje obi¢no postizu pri samom ulasku kulture u stacionarnu
fazu krive rasta, $to se deSava izmedu 21. i 28. dana kultivacije kod veéine testiranih sojeva
(Simeunovi¢, 2009). Kada kulture dosegnu poodmaklu stacionarnu fazu rasta, stopa rasta se
usporava, a rezerve hranljivih materija postaju ograni¢avajuéi faktor. U ovoj fazi,
cijanobakterije mogu izdvoijiti resurse za prezivljavanje i odrZzavanje ¢éelijske stabilnosti, dok
proizvodnja toksina postaje sve “skuplia” i nepovoljnija. Ovo zapazZanje je u skladu sa
rezultatima prethodnog istrazivanja, gde su testirani toksicni sojevi cijanobakterija pomodu testa
A. salina i koji su takode dostigli maksimalnu toksiénost nakon duzih perioda kultivacije
(Davidovié i sar., 2019).

Uticaj faza rasta na proizvodnju cijanotoksina je opsirno proudavan i precizno opisan u
dosadasnjim istraZivanjima, posebno u sluéaju mikrocistina. Orr i Jones (1998) su pokazali da
se proizvodnja mikrocistina kod soja Microcystis aeruginosa javlja samo prilikom
eksponencijalnog rasta kulture, odnosno, kada se koncentracija ¢elija poveéava, bez obzira na
ograni¢avajuée faktore sredine. Ovo ukazuje na direktnu linearnu korelaciju izmedu éelijske
deobe i stope proizvodnje mikrocistina, dok faktori koji ograni¢avaiju rast kao $to su hranljive
materije, svetlost i temperatura indirektno uti€¢u na proizvodnju mikrocistina kroz njihov uticaj na
rast i deobu éelija, umesto direktnog efekta na puteve biosinteze ovog toksina. Trend poveéanja
stope produkcije mikrocistina tokom eksponencijalne faze rasta i zatim postepenog opadanja
tokom stacionarne faze je zabelezen i u drugim istraZivanjima (Watanabe i sar., 1989; Lee i
sar., 2000). Slican trend je zabeleZen i u ovom radu prilikom testiranja ekstrakata soja
Microcystis aeruginosa PCC 7806. Nakon dostizanja maksimalne toksiénosti na kraju
eksponencijalne faze rasta, nije bilo veéih promena u intenzitetu uticaja na eksperimentalne
jedinke sa produZenjem perioda kultivacije. Yazno je napomenuti da odnos izmedu faze rasta
i proizvodnje cijanotoksina moze biti specifi¢an za vrstu ili soj i pod uticajem drugih, prethodno
opisanih faktora. Na primer, odredena istraZivanja pokazuju da je proizvodnja
cilindrospermopsina najveéa tokom kasne stacionarne faze, suprotno tipiénom obrascu uoéenom
za druge cijanotoksine. IstraZivanja Hawkins i sar. (2001) su pokazala da nakon ulaska kulture
Raphidopsis raciborskii (ex. Cilindrospermopsis raciborskii) u stacionarnu fazu rasta, dolazi do
znaéajnog povecanja nivoa intracelularnog cilindrospermopsina (CYN), koje je zapravo
dvostruko brze od same stope deobe ¢éelija v ovoj fazi. Udeo ekstracelularnog CYN, koji je u
kulturama ¢éinio 20% ukupnog sadrzaja toksina tokom eksponencijalne faze, dostigao je 50%
tokom stacionarne faze. Prilikom analize dva soja vrste R. raciborskii, Saker i Griffiths (2000)
su takode zabeleZili znadajan porast u nivoima CYN po jedinici biomase kako su kulture
prelazile u stacionarnu fazu rasta. Dodatno, utvrdeno je sliéno poveéanje u zastuplijenosti CYN
frakcije v ukupnom sadrZaju ekstracelularnih toksina. Rezultati navedenih istraZivanja ukazuiju
na to da se, za razliku od mikrocistina, produkcija cilindrospermopsina nastavlja i nakon ulaska
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u stacionarnu fazu rasta i nije u direkinoj korelaciji sa stopom rasta kulture. Ukoliko se uzme u
obzir potencijal za produkciju CYN kod sojeva roda Oscillatoria utvrden u okviru ovog
istraZivanja (Potpoglavlie 4.5.2), poveéanje toksicnosti svih sojeva ovog roda nakon ulaska u
stacionarnu fazu rasta moze se objasniti kontinuiranom produkcijom ove grupe toksina. Kao $to
se iz Tabele 16 moze videti, faza rasta je statisticki znaéajno uticala na ispoljenu toksiénost
najveéeg broja sojeva (6), ukazujuéi na vaznost testiranja u svim fazama rasta kultura.
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Tabela 15. Uticaj faze rasta kulture na akutnu toksiénost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina. Rezultati su kategorisani na osnovu faze rasta u tri nivoa: 7 dana, 21 dan i
35 dang, kao i perioda izlaganja test organizama (24 i 48 sati). Osnovne parametre &ine graniéna vrednost letalnosti LC50, 95% interval poverenja (95% Cl) dobijen za ovu
vrednost, graniéna vrednost LC10 i R-kvadrat. Svi rezultati su izrazeni u mikrogramima po mililitru (Mg mL'') primenjenog ekstrakta.

48h ekspozicije

24h ekspozicije

Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
e 6981.62 -
Anabaena C2 > 10000 6790.47 13772.09 0.91 > 10000 4691.37 9794.89 - 11561.12 0.96
x 8165.82 - 7128.53 -
Anabaena C5 8851.15 8426.22 0520.72 0.95 7852.35 7291.85 8620.78 0.95
Microcystis aeruginosa 2477.42 - 816.58 -
PCC 7806 4139.99 2244.49 7043.28 0.90 1056.81 791.95 1315.22 0.99
Nostoc 251 > 10000 / / 0.93 > 10000 7320.36 / 0.89
2
‘S
S Nostoc 2S3B > 10000 / / / > 10000 / / /
2 6531.30 6486.34
o] . - . -
.§ Nostoc LC1B 7014.55 6342.30 7550.92 0.97 6776.41 6190.33 7063.17 0.99
N
Nostoc Z1 > 10000 / / 0.28 > 10000 8924.83 / 0.97
Oscillatoria DTD-Be&ej > 10000 4218.90 / 0.95 5236 / / 0.97
. . 6886.52 -
Oscillatoria K3 > 10000 / / 0.93 7481.69 7045.98 8147.04 0.96
Oscillatoria Z1 > 10000 / / 0.51 5128.61 / / 0.95
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24h ekspozicije 48h ekspozicije

Naziv soja LC10 LC50 95% CI LC10 LC50 95% ClI
Piclserie €2 8729.71 3034.58 BN 0.91 7888.60 Hedb 0.83
Pielerne @5 5321.08 3998.33 ?832'2 L 0.78 4064.43 3297.66 26357;’(;?547' 0.84
R S 2004.47 1656.12 Piovpet 0.98 57.01 32.99 S 0.98
Nostoc 251 8729.71 6019.56 / 0.78 1241.65 1187.87 / /
2
é Nostoc 2S3B > 10000 7845.14 12?33528 0.89 > 10000 7145.07 ?ggi‘;g 5 0.91
-
.§ Nostoc LC1B 1954.33 1543.32 LT 0.99 1836.53 1497.03 Pt 0.98
) Nostoc Z1 4216.96 2837.32 e 0.90 3047.89 2132.24 159824 0.86
Oscillatoria DTD-Bedej 1610.64 1002.37 g;?'é gl' 0.88 1267.65 1061.19 ?li'j 37 0.95
Ol @ 566.23 533.02 P 0.83 566.23 533.02 S 0.83
Oellistiarte Z1 338.84 202.81 ]5897;431 - 0.93 131.52 84.09 ! 4555653' 0.94
=§7 Aielsial GO 9120.10 6407.41 6934.25 -1352072  0.94 6456.54 2346.70 118576 -1905472  0.60
3
:; Aislsia €5 1832.31 1708.81 1495.92- 216770 0.9 1210.59 1095.62 874.2- 1479.10 0.97
g M'“°‘;’gg‘;§g‘;g""°s° 348.33 244.65 245825'?228' 0.98 51.16 27.65 279 ‘ﬂ:] . 0.98
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Naziv soja

Nostoc 251

Nostoc 2S3B

Nostoc LC1B

Nostoc Z1

Oscillatoria DTD-Beéej

Oscillatoria K3

Oscillatoria Z1

> 10000

> 10000

1694.33

2735.26

1091.44

135.51

266.07

24h ekspozicije

LC10

1545.25

8628.71

1389.05

2306.27

890.01

84.53

165.97

LC50 95% CI

8729.71 -20276.82

9204.49 -
12161.86

1300.16 -2202.92

2275.09 -
3296.09

632.41 -
1425.60

106.16 -
170.21

106.16 -
170.21

0.89

0.97

0.96

0.98

0.95

0.98

0.98

7925.01

> 10000

1694.33

2426.61

420.72

102.09

103.27

48h ekspozicije

LC10

1183.85

8628.71

1389.05

2079.19

298.76

61.13

61.84

LC50 95% ClI

6823.38 - 9484.18

9204.49 -
12161.86

1300.16 -2202.92

2084.49 -
2837.91

350.75 -
505.82

78.52 -
127.93

78.52 -
127.93

0.96

0.97

0.96

0.98

0.99

0.98

0.98
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Tabela 16. Uticaj faze rasta kulture na toksiénost ispitivanih sojeva - Rezultati jednosmerne ANOVA analize.
Znadaijnost je oznadena p-vrednostima <0.05.

Naziv soja SS df MS F (DFn, DFd) p-vrednost
Anabaena €2 1819 5 363.7 6.230 0.0143
Anabaena C5 4137 5 827.5 2.810 0.1602

Microcystis aeruginosa PCC 7806 6206 5 1241 6.235 0.0261

Nostoc 251 860,8 5 172.2 5.599 0.0273
Nostoc 2S3B 3033 5 606.6 6.171 0.0584
Nostoc LC1B 3033 5 606.6 6.171 0.0584

Nostoc Z1 6584 5 1317 3.743 0.1103
Oscillatoria DTD-Bedej 7531 5 1506 5.199 0.0392
Oscillatoria K3 15172 5 3034 9.294 0.0137
Oscillatoria Z1 13577 5 2715 7.398 0.0141

Artemia salina biotest se u ovom istraZivanju pokazao kao izuzetno koristan metod jednostavnog
i brzog skrininga velikog broja uzoraka koji sadrze potencijalno toksiéna jedinjenja, bez gubitka
pouzdanosti i osetljivosti testa. Na osnovu dobijenih rezultata, mozZze se zakljuéiti da je
najizrazeniji uticaj od svih testiranih faktora, na toksiénost ispitivanih sojeva imalo trajanje
kultivacije, odnosno specifiéna faza rasta. lako je potvrden stimulativan efekat svih ispitivanih
faktora na toksi¢nost odabranih sojeva, takode je registrovano postojanje praga optimalnog
intenziteta ovih faktora nakon kojeg nema znaéainijih promena u toksiénosti.

4.3.5. Analiza primene razliéitih biotestova u detekciji cijanotoksi¢nosti

Na osnovu rezultata dobijenih primenom raznovrsnih biotestova, evidentno je da analiza
cijanobakterijske toksi¢nosti zahteva kombinaciju metoda koje omoguéavaju multidimenzionalni
uvid u ovaj problem. lako je prouéavanje promena na nivou celog organizma od sustinskog
znadaja posto je sloZzenost Zivih organizama jos uvek van domasaja in vifro tehnika, razumevanije
cijanotoksiénosti na molekularnom i biohemijskom nivou je neophodno za sveobuhvatnu analizu
cijanobakterijske toksi¢nosti. In vivo tehnike, uprkos tehnickim i etickim problemima, nastavljaju
da igraju vaznu ulogu u proceni rizika i utvrdivaniju kritiénih doza toksi¢nih agenasa. Medutim,
postoji potreba za daljim istraZivanjima kako bi se poboljsali i optimizovali bioloski testovi
ki¢menjaka za testiranje toksi¢nosti cijanobakterija. Ovo ukljuéuje razvoj standardizovanih
protokola za biotestove koji se mogu koristiti u razli¢itim laboratorijama i regionima, kao i
identifikaciju novih model organizama (ukljuéujuéi mikroorganizme i bilike) koji mogu pruZiti novi
uvid u mehanizme toksiénosti cijanobakterija i koji su eticki opravdaniji. Trenutno je dostupan
Sirok spektar bioloskih testova. Neki od njih, kao §to je Artemia salina test, nude jednostavno i
jeftino reSenje za brzi skrining velikog broja uzoraka koji sadrze potencijalno toksi¢na
jedinjenja, bez Zrtvovanja pouzdanosti i osetljivosti testa, dok drugi, kao §to je test embriona
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zebrice, mogu obezbediti dublju analizu toksi¢nosti na razli¢itim bioloskim nivoima (Slika 45).
Medutim, bilo koji pojedinaéni test je obi¢no nedovolijan da se u potpunosti okarakterise
toksi¢nost cijanobakterija. Pored toga, nove tehnologije kao 3to su in vitro modeli i raéunarsko
modeliranje mogu dopuniti biotestove sa ki€émenjacima i pomodi u smanjeniju broja Zivotinja koje
se koriste u istraZivanjima.
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/ Sveobuhvatan prikaz sloierﬁ
interakcija koje se de3avajuu
Zivim organizmima nakon
izlaganja cijanotoksinima,
posebno efikasni kada suu
kombinaciji sa analiti¢kim
tehnikama;

. Omoguéavuiu pruc'enie
promena izazvanih toksinom
tokom razvoja embriona i
larvi;

* Imaiju vaznu ulogu u proceni
rizika i utvrdivanju graniénih
efektivnih koncentracija za

toksiéne agense;

* Akvatiéni modeli objedinjuju

aspekte zdravlja ljudi i Zivotne
sredine.

In vivo

K Omoguc'avaiu brz i efikasuN

skrining velikog broja
razli¢itih uzoraka;

*  Obezbeduju informacije o
biohemijskim procesima koji
leze v osnovi toksiénosti;

*  Kulture izvedene iz ljudskog
tkiva mogu pruZiti blisku
aproksimaciju interakcije

toksina sa ljudskim c'eliiama i
tkivima u &itavom organizmu;

*  Manije eti¢kih razmatranja vz

minimalnu ili nikakvu upotrebu
k Zivotinja. /

* Dobro redenje za preliminarnm
brzi skrining toksi¢nosti brojnih
neokarakterisanih uzoraka;

* Kraci Zivomni vek i brzi
reproduktivni ciklus od

ki€menjaka — statisticki
relevantniji broj test
organizama;

\ * Manije eti¢kih razmatranija. /

Slika 45. Razli¢ite grupe biotestova i njihove prednosti u ispitivanju cijanobakterijske toksi¢nosti (Modifikovano iz Davidovi¢ i sar. (2023))
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4.4. Utvrdivanje citotoksic¢nosti i neurotoksiénosti odabranih sojeva - éelijska
linija humanog neuroblastoma SH-SY5Y

U cilju ispitivanja citotoksi¢nog i neurotoksi¢nog potencijala, testiran je uticaj ekstrakata 10
sojeva cijanobakterija na vijabilnost ¢éelija ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y) pomodéu
tetrazolijum kolorimetrijskog testa (MTT). Utvrdeni efekti su predstavlijeni v vidu procenata
citotoksi¢nosti (Cl%) dobijenih nakon 24 i 72h izlaganja dejstvu ekstrakata (Slika 46A; Slika
46B). Takode su utvrdene grani¢ne Inhibitorne koncentracije (IC50 i IC10) i prikazane u tabeli
17. Registrovana toksi¢nost vecine ispitanih sojeva je bila dozno zavisna, pri ¢emu je samo u
slué¢aju najvise primenjene koncentracije zabeleZena citotoksi¢nost veé¢a od 50% kod pojedinih
sojeva. Nakon 24h tretmana, najveéa toksi¢nost je registrovana u slu¢aju soja Nostoc LC1B i
iznosila je 57.95% (p<0.01) u sluéaju najveée koncentracije, dok preostale testirane
koncentracije nisu izazvale statisticki znacajan efekat. Za ovaj soj je utvrdena i IC50 (24h)
koncentracija od 1250 g mL-1. Toksiénost veéeg intenziteta je zabeleZena u sluéaju soja Nostoc
Z1, specifiéno Cl%= 55.13% (p<0.01) za najveéu ispitivanu koncentraciju i Cl%=40.18%
(p<0.05) za sledeéu koncentraciju u nizu (400 Ug mL-1), kao i za soj Oscillatoria Z1 kod kog su
znadajni efekti) zabelezeni samo pri najvidoj testiranoj koncentraciji (Cl%=48.80%; p<0.05),
dok je izraéunata IC10 (24h) koncentracija iznosila 49.58 Ug mL'. Nakon 72h izlaganja,
zabeleZena toksiénost za sojeve roda Nostoc, koji su prethodno pokazali najveéu toksiénost, je
bila znatno niza. Znadajna razlika v odnosu na kontrolu je registrovana samo u grupama
tretiranim najviSom koncentracijom ekstrakata i iznosila je 31.88% (p<0.05) za Nostoc LC1B i
37.26% (p <£0.05) za Nostoc Z1, dok u preostalim grupama nije zabeleZena citotoksi¢nost veéa
od 25%. Medu sojevima ovog roda, graniéna inhibitorna koncentracija nakon 72h izlaganja je
utvrdena samo u sluéaju soja Nostoc LC1B (IC10=460.92 g mL ). Medutim, toksi¢nost sojeva
koji pripadaju rodovima Oscillatoria i Anabaena se znaéajno povedala sa duZinom izlaganja
¢elija dejstvu ekstrakata. Najintenzivniji efekti nakon 72h izlaganja su zabelezeni kod soja
Anabaena C2, pri &éemu je u sluéaju najveée primenjene koncentracije izazvana citotoksiénost
iznosila 51.56% (p<0.01) a graniéna IC10 (72h) vrednost bila 141.45 ug mL-'. Dodatno, pri
najvecoj testiranoj koncentraciji, soj Anabaena C5 je takode ispoljio zna&ajno ja&i efekat u
odnosu na kontrolnu grupu (Cl%=41.28%,; p<0.01; IC10=399.02) dok u preostalim grupama
toksiénost nijednog od navedena dva soja nije bila veéa od 16%. Toksi¢nost soja Oscillatoria
K3 koja nije bila znacajna nakon 24 h, ¢ak ni u grupi tretiranoj najviSom koncentracijom
ekstrakta (Cl%=34%), je nakon duZeg izlaganja dostigla vrednost od 49.36% (p<0.01) i
30.46% (p<0.05) za nizu koncentraciju (400 g mL1). Takode su utvrdene graniéne vrednosti
IC50 (72h)=1846 g mL1i IC10 (72h)=52.68 g mL-'. Sliéno tome, toksiénost soja Oscillatoria
DTD-Beéej je porasla sa 39.79% na 50.98% (p<0.01) u grupi tretiranoj najveéom
koncentracijom, nakon 72h tretmana i definisana je IC50 (72h) koncentracija od 1723 ug mL'.
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Slika 46. Uticaj cijanobakterijskih ekstrakata (1 — Anabaena €2; 2 — Anabaena C5; 3 — Microcystis aeruginosa PCC
7806; 4 — Nostoc 2S1; 5 — Nostoc 2S3B; 6 — Nostoc LC1B; 7 — Nostoc Z1; 8 — Oscillatoria DTD-Bedej; 9 —
Oscillatoria K3; 10 — Oscillatoria Z1) na vijabilnost SH-SY5Y ¢éelija predstavljen kao procenat citotoksi¢nosti (%Cl)
utvrden nakon 24h (A) i 72h (B) izlaganja. Zna&ajnost rezultata je prikazana kao * (p< 0.05) ili ** (p<0.01).
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Tabela 17. Inhibitorne koncentracije (IC50 i IC10) i intervali poverenja od 95% za uticaj ekstraktata cijanobakterija
na vijabilnost éelija SH-SY5Y (Ug mL").

24h ekspozicije 72h ekspozicije
. . IC50 IC50
Naziv soja 1C50 IC10 95% Cl 1C50 IC10 95% Cl
x 1204 -
Anabaena C2 > 2000 / / / >2000 141.45 0335 0.407
. 1810 -
Anabaena C5 > 2000 / / 0.048 > 2000 399.02 12047 0.374
Microcystis
aeruginosa PCC > 2000 72.55 / 0.113 > 2000 158.19 / 0.175
7806
Nostoc 251 > 2000 / / / > 2000 / / /
Nostoc 2S3B > 2000 / / / > 2000 / / /
460.8 —
Nostoc LC1B 1250 2.74 1460 0.648 > 2000 460.92 / 0.216
Nostoc Z1 >2000 0.02 / 0.098 > 2000 / / 0.349
Oscillatoria DTD- 1091 -
Becei > 2000 / / / 1723 72.06 3370 0.607
. . 953.1 —
Oscillatoria K3~ > 2000 / / / 1846 52.68 0.434
6074
Oscillatoria Z1 > 2000 49.58 / 0.269 >2000 611.98 / 0.509

In vitro modeli sa ¢elijskim linijama su nasli primenu u testiranju toksi¢nosti cijanobakterija kao
fleksibilan pristup koji je v skladu sa nastojanjem da se minimalizuje upotreba Zivotinja u
testovima toksi¢nosti, posebno od uspostavljanja kontinualnih celijskih kultura, koje se mogu
obnavljati zahvaljujuéi neograni¢enom kapacitetu proliferacije (Schirmer, 2006). Kako su
cijanobakterije poznati producenti metabolita sa potencijalno neurotoksiénom aktivnoséu,
odredene ¢éelijske linije kao $to su primarne kulture neurona (najcéesée izolovane iz glodara), kao
i kontinualne kulture SH-SY5Y, BV-2 i Neuro-2q, su specifi¢no koriséene u vise studija v cilju
procene njihovog neurotoksi¢nog potencijala (O’Neill i sar., 2017; Andeden i sar., 2019). U
ovom radu, analizom uticaja odabranih cijanobakterijskih sojeva na vijabilnost éelija ljudskog
neuroblastoma (SH-SY5Y), identifikovana je dozno zavisna citotoksi¢nost vedine ispitivanih
sojeva nakon 24 i 72h izlaganja, pri éemu su najintenzivniji toksiéni efekti detektovani pri
najveéoj primenjenoj koncentraciji (2000 Ug mL-'). Osim toga, primeéena je varijabilnost u
odgovoru éelija na produzeno izlaganje specifiénim sojevima ili rodovima cijanobakterija.
Specifiéno, sojevi rodova Anabaena i Oscillatoria su pokazali poveéanu toksiénost sa produzenim
trajanjem tretmana. Ovaj efekat je bio posebno izrazen u sluéaju sojeva Oscillatoria K3 i
Oscillatoria DTD-Bedej ¢ija toksi¢nost se znadajno povecala nakon 72 sata tretmana u grupi
izloZzenoj dejstvu najvise ispitane koncentracije ekstrakata. Nasuprot tome, kod sojeva Nostoc
LC1B i Nostoc Z1 primeceno je smanjeno toksi¢no dejstvo sa duZim izlaganjem. lako su ekstrakti
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soja Nostoc LC1B imali ukupno najvedi uticaj na vijabilnost ¢elija sa izra¢unatom citotoksi¢noséu
od 57.95% nakon 24 h, u grupi izloZenoj ekstraktima istog soja u trajanju od 72h je detektovana
toksi¢nost znatno slabijeg intenziteta (31.88% Cl%). IstraZivanja su pokazala da iako in vitro
ispitivanje toksi¢nih efekata nastalih nakon kratkoroénog izlaganja moze obezbediti vazne
informacije o akutnim efektima ispitivanog agensa, ovakav pristup ne obuhvata adaptivne
procese koji omoguéavaiju ¢elijama da razviju otpornost i prevazidu ove efekte pri dugoroénijoj
izloZenosti (Savolainen, 1982; Cherubin i sar., 2018; Harris i sar., 2018). Dobijeni rezultati
stoga mogu ukazivati na ulogu reparacionih sistema éelija u ublaZavaniju i medijaciji izazvanih
toksiénih efekata. Pored toga, postoje dokazi da dugotrajno izlaganje niskim nivoima
cijanobakterijskih metabolita poput mikrocistina moze podstadéi proliferaciju éelija tumora putem
disregulacije aktivnosti tumor-supresor gena, Sto dovodi do gubitka pozitivne regulacije
apoptoze (Sviréev i sar., 2010). Upravo rezultati dobijeni u ovoj tezi ukazuju na vaznost
izlaganja éelijskih linija toksiénim metabolitima cijanobakterija tokom duzeg vremenskog
perioda v cilju preciznije identifikacije promena na éelijskom nivou. Zabelezena razlika u
intenzitetu toksi¢nosti ekstrakta razlic¢itih sojeva dobijena produzenim izlaganjem se moze
potencijalno pripisati dejstvu citotoksina cilindrospermopsina, jer je potencijal za produkciju
ovog toksina utvrden, na osnovu prisustva gena cyn biosintetskog klastera, isklju¢ivo u genomu
sojeva roda Oscillatoria (Potpoglavlje 4.5.2). Sliéno tome, Young i sar. (2008) su utvrdili da
primarne humane ¢elije granuloze izlozene CYN u koncentraciji od 1 Ug mL-! tokom 6 sati nisu
pokazale nikakve citotoksi¢ne efekte. Medutim, produZeno vreme izlaganja (72 sata) je dovelo
do znaéajnog smanjenja vijabilnosti éelija. Pored toga, Froscio i sar. (2009) su zabelezili
citotoksi¢ne efekte nakon kratkotrajnog izlaganja éelija jetre (C3A) dejstvu preciséenog CYN
veé tokom 1-6 sati, koji su se odrzali ¢ak i nakon ispiranja éelija i perioda oporavka od 24h,
§to ukazuje na ireverzibilnu prirodu CYN toksi¢nosti. Efekti ovog tipa, medutim, nisu do sada
povezani sa ¢elijama nervnog sistema. S obzirom na to da mikrocistini i cilindrospermopsini, dve
grupe toksikoloski najrelevantnijih cijanotoksina, primarno izazivaju ostecenja jetre, vedina
istrazivanja koja se ticu citotoksi¢nosti cijanobakterija su sprovedena koristedi éelijske linije jetre,
kao sto su celije humanog hepatocelularnog karcinoma HepG2 (Dietrich i Hoeger, 2005; Van
Apeldoorn i sar., 2007). Medutim, rezultati dosadasnjih istraZivanja su pokazali da i ove grupe
toksina mogu izazvati neurotoksi¢nost i promene u ponasaniju kod razlicitih organizama (Paskové
i sar., 2008; Zhao i sar., 2015; Hu i sar., 2016; Blagojevi¢ i sar., 2021). U radu Hinojosa i sar.
(2019), je ispitan citotoksi¢ni potencijal toksina MC-LR i CYN u testovima sa éelijskom linijom SH-
SYS5Y koriste¢i MTS esej. Oba toksina su izazvala dozno zavisno smanjenje vijabilnosti ispitanih
éelija nakon 24 i 48h izlaganja. Definisane EC50 vrednosti za MC-LR su iznosile 36.21 + 1.89
(24h) i 20.80 £ 2.08 (48h), dok su za CYN dobijene vrednosti iznosile 0.87 + 0.13 (24h) i 0.32
+ 0.08 (48h). Zna&ajno nize graniéne efektivne koncentracije utvrdene za cilindrospermopsin u
odnosu na mikrocistin ukazuju na vedu osetljivost ovog tipa ¢elija na dejstvo CYN. U kasnijem
istraZivaniju, ista istraZivaéka grupa je analizirala citotoksiénost dva cijanobakterijska ekstrakta,
od kojih je jedan sadrzao cilindrospermopsin (C. ovalisporum, CYN+) a drugi soj nije
produkovao ovaj toksin (R. raciborskii, CYN-), u éelijskoj liniji SH-SY5Y (Hinojosa i sar., 2023).
Rezultati su pokazali da je izlaganje CYN+ ekstraktu izazvalo znaéajno smanjenje vijabilnosti
¢elija v zavisnosti od koncentracije, nakon 24 i 48h izlaganja. Takode, sli¢no rezultatima ovog
rada, dodlo je do poveéanja citotoksiénog efekta sa produZenim izlaganjem éelija dejstvu
ekstrakata, koji je bio izrazZeniji kod CYN- ekstrakata. Niske grani¢ne efektivne vrednosti
utvrdene za CYN- ekstrakte ukazuju na prisustvo neokarakterisanih metabolita u ekstraktima
cijanobakterija koji mogu uticati na vijabilnost ovog tipa éelija, pored poznatog toksina. Celije
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humanog neuroblastoma SH-SY5Y koriséene su takode u nekoliko studija za ispitivanje
citotoksi¢nosti BMAA (b-N-metilamino-L-alanina), neproteinogene, toksiéne amino kiseline koja
moZe da osteti nervni sistem i izazove neurodegenerativne bolesti kao Sto su Alchajmerova
bolest i amiotrofi¢na lateralna skleroza. Koriste¢i ovu Celijsku liniju, utvrdeni su razliciti efekti,
kao $to su poveéana produkcija reaktivnih kiseoniénih formi i oksidacija proteina, pojaé¢ana
regulacija lizozomalnih enzima i apoptoza, dok kod HepG2 i Caco-2 celija BMAA nije uticala
na uvobi¢ajene metaboli¢ke puteve proteinogenih aminokiselina (Sazdova i sar., 2022).

4.5. Utvrdivanje potencijala za produkciju toksina kod odabranih
cijanobakterijskih sojeva

4.5.1. Utvrdivanje produkcije mikrocistina kod ispitivanih sojeva primenom ELISA

testa

Kako su mikrocistini najrasprostranjeniji cijanobakterijski toksini sa preko 250 poznatih
strukturnih varijeteta, u cijanobakterijskim kulturama je izvrSena detekcija prisustva upravo ovih
toksina kao moguéih uzroénika toksi¢nih efekata registrovanih u drugim primenjenim testovima.
Rezultati dobijeni primenom ELISA testa za mikrocistine ukazali su na veoma nizak sadrzaj MC-
LR ekvivalenata u gotovo svim ispitanim kulturama, sa zabeleZenim koncentracijama ispod donje
granice detekcije komercijalnog kompleta (0.1 ppb) (Tabela 18; Slika 47). Najveéa
koncentracija toksina ove grupe je detektovana u uzorcima soja Nostoc LC1B i iznosila je 0.084
ppb nakon kultivacije kulture u uslovima vedéih koncentracija azota v podlozi (1.5 g NaNO3),
dok je isti soj pokazao znadajno manju produkciju mikrocistina (0.0274 ppb) nakon gajenja u
prisustvu  manje koncentracije azota. ZabeleZene koncentracije mikrocistina u uzorcima
preostalih testiranih sojeva su bile izuzetno niske i kretale su se od 0.0156 do 0.0494 ppb.
Istovremeno, u uzorku kulture soja Microcystis aeruginosa PCC 7806, poznatog producenta
mikrocistina (pozitivna kontrola), registrovane su koncentracije MC-LR ekvivalenata iznad gornje
granice detekcije Envirologix kompleta (2 ppb). Navedeni podaci ukazuju na &injenicu da toksini
koje je moguce detektovati upotreblijenim testom (mikrocistini, nodularin) nisu prisutni u
cijanobakterijskim kulturama u dovoljnim koncentracijoma da bi se mogli smatrati uzro¢nim
agensima toksiénosti zabeleZene u primenjenim biotestovima.

Tabela 18. Koncentracije MC-LR ekvivalenata u uzorcima cijanobakterijskih kultura utvrdene primenom ELISA testa
za mikrocistine. Rezultati su prikazani kao ppb (engl. parts per billion; jedan deo na milijardu), uz vrednosti

standardne greske (SEM) za svaki od rezultata.

BG11 +N (1.5 g NaNOs L") BG11 =N (0.8 g NaNOs L)

milaocieting k) SEM milsecieing (ppb) 5
Oscillatoria Z1 0.0377 0.00494 0.0340 0.00049
Nostoc 2S3B 0.0207 0.00638 0.0456 0.00049
Nostoc 251 0.0213 0.00368 0.0267 0.00237
Nostoc LC1B 0.084 0.00587 0.0274 0.00118
Nostoc Z1 0.0228 0.00013 0.0211 0.00999
Oscillatoria K3 0.0156 0.00552 0.0494 0.00135
Oscillatoria DTD-Becej 0.0252 0.00181 0.0305 0.00140
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BG11 +N (1.5 g NaNOs L) i BG11 =N (0.8 g NaNOs L)

Koncentracija : Koncentracija
mikrocistina (ppb) SEM 5 mikrocistina (ppb) SEM
Anabaena €2 0.032 0.01060 | 0.0223 0.00173
Anabaena C5 0.0298 0.00343 0.0266 0.00272
Microcystis aeruginosa
PCC 7806 >2 o >2 0

Microcystis PCC7806
Anabaena C5
Anabaena C2

Oscillatoria DTD-Becej
Oscillatoria K3

Nostoc Z1

Nostoc LC1B

Nostoc 251

Nostoc 253B
Oscillatoria Z1

> 2 ppb

B BG11 +N
mm BG11+N

i
0.00 0.05 0.1 0.15
Limit detekcije

Koncentracija mikrocistina ppb (py L’ )

Slika 47. Grafi¢ki prikaz koncentracije MC-LR ekvivalenata u uzorcima cijanobakterijskih kultura utvrdene
primenom ELISA testa za mikrocistine

U prethodnim istraZivanjima, produkcija mikrocistina je potvrdena kod mnogih cijanobakterijskih
vrsta, medu kojima su predstavnici rodova Microcystis, Oscillatoria, Anabaena, Aphanizomenon,
Nostoc (terestriéni i akvatiéni sojevi), Planktothrix i Anabaenopsis, dok je proizvodnja nodularina
identifikovana kod specifi¢nih vrsta rodova Nostoc i Nodularia (Lindholrn i Meriluoto, 1991;
Sivonen i sar., 1992; Rapala i sar., 1997; Oksanen i sar., 2004; Genudrio i sar., 2010; Faassen
i Lurling, 201 3; Rastogi i sar., 2015; Janssen, 2019; Sviréev i sar., 2019). U ovom radu, rezultati
dobijeni detekcijom mikrocistina upotrebom ELISA testova u ekstraktima cijanobakterijskih sojeva
su pokazali da je veéina ispitanih kultura imala veoma nizak sadrzaj MC-LR ekvivalenata. Za
gotovo sve sojeve su dobijene koncentracije ispod donje granice detekcije komercijalnog ELISA
kompleta, sto ukazuje na to da toksini iz grupe mikrocistina i nodularina, nisu primarni uzrocnici
zabelezene toksi¢énosti. Medu ispitivanim sojevima, soj Nostoc LC1B je pokazao najvedu
koncentraciju toksina ove grupe od 0.084 Ug mL-' kada je bio izloZen veéim koncentracijama
azota u medijumu za rast &ime se i u ovom sluéaju potvrduje uticaj azota na produkciju ove
grupe toksina. Medutim, ¢ak i u ovom sluéaju, proizvodnja mikrocistina je i dalje bila relativno
niska u poredeniju sa sojem Microcystis aeruginosa PCC 7806, producentom mikrocistina. Kljuéna
prednost ELISA metoda kada se radi o detekciji cijanotoksina lezi u isplativosti i jednostavnosti,
posto se kvantifikacija bazira na kolorimetrijskim testovima i ne zahteva upotrebu sloZenih
instrumenata. Pored toga, ELISA metodolgija se moZe prilagoditi za detekciju razlicitih
cijanotoksina ukljucuju¢i mikrocistine, anatoksin-a, cilindrospermopsin i saksitoksin i posebno
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dizajnirani komercijalni kompleti su obezbedili standardizovan pristup njihovoj analizi (Blahova
i sar., 2009; Campbell i sar., 2009). Ova metoda ne zahteva posebnu pripremu vzorka ili
korake prethodnog koncentrovanja i obezbeduje vrednost koja predstavlja ukupnu
koncentraciju specifiéne grupe cijanotoksina u vodi. Medutim, eksperimentalno su utvrdena
brojna ograni¢enja metoda detekcije zasnovanih na ELISA testovima, koja mogu varirati u
zavisnosti od vrste cilinog jedinjenja. Vedina ELISA kompleta moze da varira u svojoj selektivnosti
i osetljivosti na razli¢ite varijante ili kongenere cijanotoksing, sto je problemati¢no s obzirom na
to da odredene grupe toksina, kao $to su mikrocistini, odlikuje velika strukturna raznolikost. U
tom smislu, ovaj tip merenja obezbeduje jedan signal koji predstavlja opstu koncentraciju
mikrocistina, €ak i u uzorcima koji mogu da sadrze vise kongenera MC sa razli¢itim nivoima
potencijalne toksi¢nosti. Shodno tome i odsustvo signala u ELISA testu prilikom detekcije
specifiéne grupe toksina ne iskljuéuje u potpunosti prisustvo preostalih varijanti ili srodnih
cijanotoksina. Opisana je takode unakrsna reaktivnost sa strukturno slicnim jedinjenjima, Sto
moZe dovesti do pogresnog tumadenja i potencijalno laZno pozitivnih rezultata, ne samo u
sluéaju MC ve¢ i drugih cijanotoksina (Aranda-Rodriguez i sar., 2015). Pored jedinjenja
strukturno sliénih cilinom toksinu, poznato je da prisustvo rastvaraéa kao $to su metanol i
acetonitril, kao i salinitet ili pH vrednost samih uzoraka mogu ometati reakciju testa i uticati na
osetljivost metode detekcije (Metcalf i sar.,, 2000). Merenja zasnovana na ELISA testu, iako od
izuzetnog znacaja u detekciji cijanotoksina, su ¢esto smatrana semi-kvantitativnim zbog uticaja
razli¢itih faktora na izmerene koncentracije, zbog éega je neophodna primena dodatnih testova
za sveobuhvatnu procenu kompletnog profila cijanotoksina.

4.5.2. Detekcija biosintetskih genskih klastera za proizvodnju najznaéaijnijih grupa
cijanotoksina

U cilju ispitivanja potencijala odabranih sojeva za produkciju toksi¢nih sekundarnih metabolita
primenjen je bioinformatiéki pristup uz upotrebu alata za pretragu éitavih sevenciranih genoma
i in silico predikciju prisustva sekvenci biosinteti¢kih genskih klastera (BGK). BIN-ovi svakog soja,
predis¢eni na nadin opisan u sekciji ,,Materijal i metode* (3.5.2.2), su ispitani koristeéi antiSMASH
i Prokka softver, kao i MIBIG baze podataka. Primenom ovih alata je omoguéena
karakterizacija organizacije genskih klastera i predikcija potencijala za proizvodnju odredenih
molekula na osnovu poredenja homologije izmedu zadate sekvence (Query) i BGK sekvenci
dostupnih v bazama podataka. Ovo poredenje ukljuéuje pretragu ,sliénosti” sekvenci, gde se
identifikuju geni sa sliénim sekvencama, kao i analizu sastava domena, gde se ispituju
konzervirani proteinski domeni ukljuéeni u biosintezu sekundarnih metabolita. Na osnovu
rezultata, dodeljuje se procentualno izrazena ocena sliénosti svakom referentnom klasteru. Svi
relevantni rezultati su potvrdeni pomoéu alata za pretragu lokalnog poravnanja (BLAST,
BLASTp), kako bi se izbegli laZno pozitivni rezultati. Analiza sastava NRPS i PKS domena
omogudila je razvrstavanje detektovanih genskih klastera na one koji kodiraju specifiéne
metabolite i one koji imaju nisku podudarnost sa klasterima dostupnim v bazama podataka ili
su nekompletno prisutni u finalno preéis¢éenom BIN-u. Primenom navedenih alata je predvideno
postojanje ukupno 196 BGK sekundarnih metabolita, od kojih je 21 ukljuéeno u sintezu
potencijalno toksi¢nih jedinjenja. Poseban akcenat je stavljen na utvrdivanje prisustva mcy
klastera gena odgovornih za produkciju mikrocistina, cyn klastera za produkciju
cilindrospermopsina, ana klastera za produkciju anatoksina i sxt klastera za produkciju
saksitoksina.
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Pored toga, sekvenciranje kompletnih genoma testiranih sojeva je od izuzetnog znaéaja sa
aspekta formiranja kolekcije sekvenci genoma autohtonih vodenih i zemljisnih sojeva
cijanobakterija izolovanih sa podrucja Republike Srbije. Na ovim prostorima takvih istraZivanja
nije bilo do sada i dobijeni sekvencirani genomi ¢e biti deponovani u odgovarajuéu svetsku
genomsku bazu za cijanobakterije. S obzirom na to da na svetskom nivou postoje stalni apeli
za dopunjavanjem takvih baza novim sekvencama, rezultati ovih istraZivanja ¢e znaédajno
doprineti dostupnosti novih @ sekvenciranih genoma cijanobakterija koji pripadaju rodovima

Anabaena, Nostoc i Oscillatoria.

Rezultati bioinformati¢ke analize sekvenciranih genoma sojeva ukazali su na prisustvo BGK
toksiénih metabolita kod gotovo svih ispitivanih sojeva. U sluéaju soja Oscillatoria DTD-Beéej
medu 70 testiranih kontiga, otkrivena su samo tri klastera sekundarnih metabolita medu kojima
nije bilo potencijalno toksiénih.

Od ukupno 30 identifikovanih BGK u genomu soja Anabaena €2, u pet je utvrden odredeni nivo
poklapanja sa klasterima za biosintezu potencijalno toksiénih metabolita (Tabela 19, Slika 48).
Na osnovu prikazanih rezultata se moze utvrditi visok stepen sli¢nosti (66%) sa BGK soja
Microcystis aeruginosa MRC uklju¢enog u biosintezu mikroviridina J. U okviru ovog klastera, koji
pripada RiPP klasi klastera (Ribozomalno sintetisani | Post-translaciono modifikovani Peptidi),
detektovane su ciklaze mdnB i mdnC, dok osnovni prekursor mikroviridina mdnA nije
identifikovan. Najveée poklapanje (71%) je dobijeno sa genskim klasterom za produkciju
anabenopeptina iz genoma soja Anabaena sp. 90. Identifikovan je gotovo citav genski klaster,
uklju¢ujuéi sve poznate osnovne biosintetske gene, s izuzetkom aptF gena koji kodira ABC
transporter (ATP vezujuéi kasetni transporteri). Anabenopeptini su strukturno raznovrsni
ciklopentapeptidi koje produkuju razlicite vrste cijonobakterija, ukljucujuéi Microcystis
aeruginosa i Oscillatoria agardhii, obi¢no bivaju detektovani tokom cijanobakterijskog cvetanja
i éesto se javljaju zajedno sa mikrocistinima (Monteiro i sar., 2021). Dodatno su utvrdene sli¢nosti
sa odredenim regionima klastera za biosintezu jamajkamida A, scitociklamida A i nostoklida

N1, medutim, poklapanje regiona je bilo manje od 50%.

Tabela 19. Predvideni biosinteti¢ki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Anabaena €2

BGK Klasa Slignost Veliéina Geni/Enzimi v Produkti
poklapanje klastera 1enes klastera klasteru M
BGC0000593: CAQIOI22.1 1 wraso” i
Mikroviridin J malnB TP “grasp” ligaza
(Microcystis RiPP 66% Mikroviridin J 6678 nt
i CAQ16123.1
aeruginosa ATP “grasp” ligaza
MRC) mdnC
ACZ55946.1 NRP sintetaza
BGC0000302: ACZ55944.1 NRP sintetaza
A ti
n":':e“: PEPI +  Nrp 71% | Anabenopeptin | 36200 nt | ACZ55943.1 NRP sintetaza
nabaena
sp. 90) ACZ55942.1 NRP sintetaza
ACZ55945.1 NRP sintetaza
. AAS98783.1 PK/NRPS hibrid
BGCOOOTOOT: | \pp/pk | 15% 69900 nt
Jamajkamid A AAS98784.1 PK sintaza
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BGK Klasa . Veli¢ina Geni/Enzimi v

liénost Produkti
poklapanje klastera Slicnos klastera klasteru rOCuid
(Lyngbya Jamajkamid A, AAS98786.1 NRP sintetaza
majuscula) B, C PK
AAS98787.1

sintaza/tioesteraza

WA1_15575 Hipoteticki protein

BGC0002484: WA1_15570 Hipotetitki protein
Scitociklamid Scitociklamid A
NRP /PK 46% ' 1 96737 nt WAI1_15565 NRP sintetaza
A (Scytonema / B, B3, C, A2, B2 -
hofmannii PCC WAT1_15540 NRP sintetaza
7110) WA1_15530 Hipoteticki protein
AMP-zavisna
Npun_R2083 . .
BGC0002677: sintetaza i ligaza
Nostoklid N1 N R2082 beta-ketoacil
un
Nostoc pun_ sintaza
punctiforme b K "
eta-ketoaci
PCC 73102 Ostali 27% Nostoklid N1, 40054 nt Npun_R2081 k
sintaza
N2
beta-ketoacil
Npun_R2080 .
sintfaza
beta-ketoacil
Npun_R2079 .
sintfaza
(A) | otz || oe3 |
Query sequence w .
< > > A H
BGC0000593: microviridin J (66% of genes show similarity), RiPP:Microviridin
G el
CAQ16123.1 CAQ16122.1
BlastP hit with cig4_3 BlastP hit with ctgd_3
=)
Querysequence ——
I
BGC0002484: scytocyclamide A/lscytocyclamide B/scytocyclamide B3/scytocyclamide C/scytocyclamide A2/scytocyclamide B2 (46% of genes show
CO T 00 ey s e ———>
WA1_15530 WA1_15535 WAT_15540 WA1_15565 v_vm_1557o WAI_;SS?S
BlaistP hit with ctg385_ 2 BlastP hit with ctg385_1 BlastP hit with cig385_2 BlastP hit with cig385_2 BlastP hit with ctg385 2 BlastP hit with cig385 2
(€ —
Query sequence »
BGCO0000302: anabaencpeptin (71% of genes show similarity), NRP
ACZ55946.1 ] ACZ55944.1 Aczssg43.1\ ACZ55942.1 ) Aczssot;;.}
BlestP hit with cig826_3 BlastP hit with ctg826_3 BlastP hit with ctg826_1 BlastP hit with ctg826_3 BlastP hit with ctg826_3

Slika 48. Biosinteticki klasteri i podudaranja specifiénih regiona u genomu soja Anabaena €2

Prilikom ispitivanja genoma soja Anabaena €5 identifikovano je ukupno 19 poklapanja sa
klasterima gena sekundarnih metabolita, od kojih se 3 izdvajaju kao potencijalno toksiéni
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(Tabela 20, Slika 49). Identifikovano je ukupno Sest gena sa znaéajnom ulogom u biosintezi i
regulaciji toksi¢nih produkata. Utvrdena je sli¢nost sa genima sojeva Microcystis aeruginosa MRC
i Nostoc punctiforme PCC 73102, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim za prethodno opisan
soj Anabaena C2. Ova &injenica ukazuje na moguéu slignost u metaboligkim putevima izmedu
ova dva soja. Pored toga, utvrden je potencijal za produkciju metabolita hektohlorina, pri éemu
je poklapanje utvrdeno sa genima soja vrste Lyngbya majuscula. Medutim, iako je poklapanje
dobijeno sa dva od tri regiona esencijalna za formiranje “skeleta” hektohlorina, nije
identifikovano prisustvo preostalih Sest regiona ukljuéenih u biosintezu prekursornih jedinjenja i
uvodenije finalnih modifikacija u procesu biosinteze ovog bioaktivnog metabolita. Hektohlorin je
hlorovani lipopeptid izolovan prvobitno iz marinske cijanobakterijske vrste Lyngbya majuscula
poznat po antifungalnoj aktivnosti protiv Candida albicans i bilinih patogena, kao i inhibiciji
rasta odredenih humanih éelijskih linija preko hiperpolimerizacije aktina (Zotchev, 201 3). Sli¢no
tome, u sluéaju poklapanja sa genima soja Nostoc punctiforme PCC 73102, detektovana su dva
od pet regiona koji katalisu kljuéne procese u biosintezi nostoklida N1, dok preostali esencijalni
i prateéi regioni nisu detektovani. lako nije dostupno mnogo informacija o nostoklidu NT,
poznato je da se radi o hlorovanom metabolitu inicijalno izolovanom iz kulture simbiotske vrste
roda Nostoc prisutne u liSaju Peltigera canina, koji pokazuje umerenu citotoksiénost kada se radi
o zivotinjskim éelijskim linijama, posebno Neuro-2a i KB ¢celija (Tomura i sar., 2017). lako ovi
rezultati ukazuju na potencijal za produkciju navedenih metabolita, vazno je takode napomenuti
da je stopa svih poklapanja sa navedenim biosinteti¢kim klasterima bila manja od 50%.

Tabela 20. Predvideni biosintetieki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Anabaena €5

BGK " Veli¢ina Geni/Enzimi u )
) Sli¢nost Produkti
poklapanje klastera klasteru
BGC0000593: CAQ16122.1 ATP “grasp”
Mikroviridin J mdnB ligaza
(Microcystis RiPP 33% Mikroviridin J 6678 nt
aeruginosa CAQ16123.1 ATP “grasp”
MRC) mdnC ligaza
B 1 :
ﬁ:l?ig(lzlo(:i(-lo AAY42397.1 NRP sintetaza
NRP/PK 25% Hektohlorin 41964 nt
(Lyngbya ]
majuscula) AAY42398.1 NRP sintetaza
BGC0002677: AMP-zavisna
Nostoklid N1 Npun_R2082 sintetaza i
Nostoc Ostali 11% Nostoklid N1, 40054 nt ligaza
punctiforme N2 beta-ketoacil
PCC 73102 Npun_R2083 sintaza
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(A) | dag7o6_2 | | agros_3 |

Querysequence i
MR |Gl | 1 o< H AL S >} K HoH{ >
BGCO0000593: microviridin J (66% of genes show similarity), RiPP:Microviridin
A<
€AQ16123.1 CAQ16122.1
BlastP hit with <tg706_2 BlastP hit with ctg706_3
(B}
Query sequence | 95031 | | 95032 |

BGC0001000: hectochlorin (25% of genes show similarity), NRP:Lipopeptide+Polyketide:Modular type | polyketide
C o G————— KR <]

AAY42398.1 AAY42397.1
BlastP hit with ctg503_2 BlastP hit with ctg503_1

Slika 49. Biosintetiki klasteri i podudaranja specifi¢nih regiona u genomu soja Anabaena €5

U slu¢aju soja Nostoc 2S1 utvrdeno je prisustvo 19 BGK sekundarnih metabolita, od kojih su
samo dva odgovorna za produkciju potencijalno toksi¢nih jedinjenja (Tabela 21, Slika 50).
Jedno od toksi¢nih jedinjenja je mikroviridin J, pri ¢emu su geni koji su identifikovani kod
prethodnih sojeva takode pronadeni i kod soja Nostoc 2S1. Mikroviridin J je moéan inhibitor
serin-proteaza, koji pripada najveéoj klasi ribozomalnih peptida koje proizvode
cijanobakterije, a prvenstveno se javlja kod rodova kao $to su Microciytis, Planktothrix,
Anabaena, Nostoc i Nodularia (Cavalcante do Amaral i sar.,, 2021). Ima primenu v razvoju
odredenih lekova i igra kljuénu ulogu u zastiti cijanobakterija protiv zooplanktonskih predatora
U njihovom prirodnom okruZenju. Pored mikroviridina, detektovano je prisustvo gena za
cijanobakterijske lipopeptide puvainaficin F i minutisamid A, pri ¢emu je najbolje poklapanije
dobijeno sa genima soja Cylindrospermum alatosporum CCALA 994, sa sliénoséu od 33%.
Produkti tri detektovana gena predstavljaju 3 od 5 esencijalnih enzima u sintezi ovih jedinjenja,
medutim preostali regioni sa dodatnim biosintetickim i transportnim funkcijama nisu
identifikovani.

Tabela 21. Predvideni biosintetiéki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Nostoc 2S1

) Klasa - ) Veli¢ina Geni/Enzimi v )
BGK poklapanje Klastera Sliénost (o113 Klastera klasteru Produkti
BGC0000593: CAQ16123.1 ATP “grasp”
H ividi ) ligaza
M('A';'_W"'d;f' ! RiPP 66% | MikroviridinJ | 6678 nt
icrocystis ATP “grasp”
aeruginosa MRC) CAQ16122.1 ligaza
BGCO001951: AXN93589.1 PuwE
Puvainaficin F o
Puvainaficin F,
(Cylindrospermum NRP 33% 58884 nt AXN93590.1 PuwF-G
Minutisamid A
alatosporum
CCALA 994) AXN93591.1 PuwH
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(A) | 925518 | | erg25519

Querysequence : i
CHC o 2KK o< H K O > >N >—K
BGC0000593: microviridin J (66% of genes show similarity), RiPP:Microviridin
D— |
CAQ16123.1 CAQI6122.1
BlastP hit with ctg255_18 BlastP hit with ctg255_19
B
®) [ egrser | | agiss2 |
Query sequence ' 3
o e
BGC0001951: puwainaphycin F/minutissamide A(33% of genes show similarity), NRP
<K | > S>>

L ¢ = K

AXN93589.1
BlastP hit with ctg158_2

AXN93590.1
BlastP hit with ctg158_2

AXN93591.1
BlaistP hit with etg158_1

Slika 50. Biosinteticki klasteri i podudaranja specifi¢nih regiona u genomu soja Nostoc 2S1

U genomu soja Nostoc 2S3B je identifikovano ukupno 29 BGK, medu kojima dva kodiraju
potencijalno toksiéne metabolite (Tabela 22, Slika 51). Uo¢ena je znadaijna sli¢nost sa klasterom
soja Nostoc punctiforme PCC 73102 koji je odgovoran za biosintezu mikroviridina N9.
Mikroviridin N9 je neobican ribozomalno sintentisan peptid kog karakterise 15 do 20
aminokiselinskih ostataka i odsustvo acetilacije, a njegovo ime odraZava varijabilnost u broju
N-terminalnih amino kiselina, u rasponu od tri do devet (Cavalcante do Amaral i sar., 2021).
Ovaj klaster je potpuno identifikovan, sto znadi da su svi poznati geni ukljuéeni u sintezu ovog
metabolita identifikovani u genomu soja Nostoc 2S3B. Sliénost izmedu sekvenci ovih klastera
iznosi 100%, 3to ukazuje na blisku geneti¢ku vezu izmedu ova dva soja. Takode je utvrdeno
poklapanje sa BGK za scitociklamid A u genomu soja Scytonema hofmannii PCC 7110, pri ¢emu
je stopa poklapanja iznosila 46%.

Tabela 22. Predvideni biosintetiéki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Nostoc 2S3B

) Klasa - ) Veli¢ina Geni/Enzimi u .

BGK poklapanje klastera Sliénost Opis Ilastera Klasteru Produkti
Proteinazni
inhibitor iz

NPUN_RS38845 familije

BGC0002049: mikroviridina/m
Mikroviridin N9 arinostating
(Nostoc RiPP 100% Mikroviridin 7559 nt MvdC familija -
punctiforme PCC Maturaza
73102) ribozomalnih
PUN_RS1101
NPUN_RS11010 peptida sa ATP
“graspﬂ
domenom
Hipoteticki
NRP /PK 46% 96737 nt WAI1_15575 .
protein
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Klasa . Veli€¢ina Geni/Enzimi v

BGK pokl j liénost P kti
GK poklapanie klastera Slinos klastera klasteru rodukdi
BGC0002484: Hipoteticki
Scitociklamid A WAI_15570 protein
Scyh o .
(Seytonema Scitociklamid WA1_15565 NRP sintetaza
hofmannii PCC A B, B3 C
7110) A2, B2 WA1_15540 NRP sintetaza
WAT 15530 Hipoteticki
- protein
A cigl34.5 cig134.7
{[agiasa | | | cersae | b [ agrass |
Query sequence i ‘
! ; SN e 8 ey & E—— S 1< K Kl

BGC0002049: microviridin N9/microviridin N8/microviridin N7/microviridin N6/microviridin N5/microviridin N4/microviridin N3 (100% of genes show

NPUN_R$38845 / : K -
BlostP hit with cig134_3 NPUN_RS11010 NPUN_RS11015 NPUN_RS11020 NPUN_RS11025 NPUN_R$11030
BlostP hit with ctg134.4 BlastP hit with cig134_5 BlastP hit with cig134_6 | | BlastP hit with ctg134_7 | | BlostP it with ctg134.9

(8)

| g7 | g7 2 |

Query sequence

m%%

BGC0002484: scytocyclamide Alscytocyclamide B/scytocyclamide B3/scytocyclamide Clscytocyclamide A2/scytocyclamide B2 (46% of genes show

WA1_15535 WA1_15575 WA1_15570 WA1_15565 WA1_15540 WAT_15530
BlastP hit with ctg7_1 BlastP hit with ctg7_1 BlastP hit with ctg7_1 BlastP hit with ctg7_1 BlastP hit with ctg7_1 BlastP hit with ctg7_2

Slika 51. Biosinteticki klasteri i podudaranja specifi¢nih regiona u genomu soja Nostoc 2S3B

Na osnovu dobijenih rezultata za soj Nostoc LC1B, utvrdeno je prisustvo 30 BGK, od kojih su 3
odgovorna za produkciju potencijalno toksiénih metabolita (Tabela 23, Slika 52). Primena
hibridnog pristupa u sklapanju genoma ovog soja omogudila je poboljSanu pokrivenost sekvence
(coverage), sto se odnosi na udeo ili procenat duZine jedne sekvence koji se poklapa ili mapira
na drugu sekvencu, kao i veéi procenat identiteta (percent identity), odnosno procenat identiénih
nukleotida ili aminokiselina izmedu sekvenci. Ovakav pristup rezultirao je poveéanom ukupnom
sli¢no$éu sa BGK iz referentnih genoma i pouzdanijim poklapanjima. Najveéa sli¢nost je dobijena
sa BGK soja Nostoc punctiforme PCC 73102 odgovornog za biosintezu mikroviridina N9, kao
$to je to bio sluéaj kod soja Nostoc 2S3B. Ovaj klaster je identifikovan u celosti, odnosno,
identifikovani su svi do sada poznati geni ukljuéeni u sintezu ovog metabolita, pri éemu je sliénost
sa sekvencama u genomu soja Nostoc LC1B bila 100%. Navedena poklapanja sa genima mcyA,
mcyB, mcyC i mcyH soja Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 uklju¢enim u produkciju
mikrocistina mogu biti potencijalno znadajna, medutim, vazno je naglasiti da je za tri osnovna
biosintetska regiona (mcyA, mcyB i mcyC) poklapanje utvrdeno u okviru jedne sekvence
(ctg127_1) u genomu soja Nostoc LC1B. Dodatno, samo mali delovi ovih genskih regiona &ije
veli¢ine iznose 8450, 6434 i 3896 baznih parova (bp) su potencijalno mogli biti identifikovani
u okviru sekvence ctg127_1 veli¢ine 3225 bp. Utvrdeno je takode prisustvo svih genskih regiona
prisutnih u genomu soja Anabaena sp. 90 kljuénih za biosintezu anabenopeptina osim aptE i aptF,
pri éemu je ukupna sliénost iznosila 57%.
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Tabela 23. Predvideni biosintetiéki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Nostoc LC1B

BGK

poklapanje

Klasa
klastera

Sliénost

Veli¢ina
klastera

Geni/Enzimi u
klasteru

Produkti

NPUN_RS38845

NPUN_RS11010

Proteinazni
inhibitor iz
familije
mikroviridina/m
arinostatina
MvdC familija -
Maturaza

ribozomalnih
peptida sa ATP

Ilgrasp"
BGC0002049: domenom
Mikroviridin N9 MvdD familija -
(Nostoc RiPP 100% Mikroviridin 7559 nt Maturaza
punctiforme PCC ribozomalnih
PUN_RS1101
73102) NPUN_RSTIOTS | otida sa ATP
Ilgrasp"
domenom
NPUN_RS11020 Patatin
Hipotetiéki
NPUN_RS11025 potetield
protein
ABC transporter
NPUN_RS11030 | ATP-vezuiudi
- protein/permea
za
CAD29796.1
" ABC transporter
mcy
BGCO0001015: CAD29797.1 Peptidna
Mikrocistin meyA sintetaza
(Planktothrix NRP/PK 44% Mikrocistin 55575 nt
agardhii NIVA- CAD29798.1 Peptidna
CYA 126/8) mcyB sintetaza
CAD29799.1 Mikrocistin
mcyC sintetaza
ACZ55945.1
NRP sintetaza
aptAl
BGC0000302: ACZSSf:;‘Z] NRP sintetaza
Anab ti ap
nabenopepiin NRP 57% Anabenopeptin | 36200 nt
(Anabaena sp. ACZ55943.1
NRP sintetaza
90) aptB
ACZ55944.1
ic NRP sintetaza
ap
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ag127.1 | 91272 | | ag1276 || dpi279

[ cgr27a |

()

| agi277 |

agl27.11 |

Querysequence

i | egizzs |

[ agr2z.10 |

[ agizza |

| ctg127.8 |

BGC0002049: microviridin N9/microviridin N8/microviridin N7/microviridin N&/microviridin NS/microviridin Nd/microviridin N3 (100% of genes show

NPUN_RS38845
BlaistP hit with ctg127_3

NPUN_RS11010

PE i Ses
- ! -

.

NPUN_RS11015

BlastP hit with ctg127 4

BlastP hit with ¢tg127_5

NPUN_RS11020

NPUN_RS11025

BlastP hit with ctg127_6&

BlostP hit with ctg127 7

NPUN_RS11030
BlastP hit with etg127_8

CAD29797.1
BlastP hit with ctg127_1

CAD29799.1
BlastP hit with ctg127_1

CAD29796.1
BlastP hit with crg127_2
BGC0001015: microcystin (44% of genes show similarity), NRP+Polyketide
I A >
(B)
Query sequence

BGCO0000302: anabaenopeptin (57% of genes show similarity), NRP

'
/

i
i

\

ACZ55945.1
BlastP hit with ctg168_1

ACZ55942.1
BlastP hit with ctg168_1

ACZ55943.1

BlastP hit with ctg168_2

ACZ55944.1
BlastP hit with ctg168_1

Slika 52. Biosintetiéki klasteri i podudaranja specifiénih regiona u genomu soja Nostoc LC1B

Ispitivanjem genoma soja Nostoc Z1 utvrdeno je prisustvo 15 BGK sekundarnih metabolita, od
kojih je jedan ukljuéen u produkciju potencijalno toksi¢nog jedinjenja (Tabela 24, Slika 53).
Specifiéno, identifikovano je prisustvo klastera za mikroviridin J, a detektovani geni ukljuéeni u

sintezu ovog jedinjenja su identi¢ni onima koji su prethodno identifikovani kod drugih sojeva.

Tabela 24. Predvideni biosinteti¢ki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Nostoc Z1

BGK poklapanje

Klasa
klastera

Sliénost

(0]-113

Velié¢ina
klastera

Geni/Enzimi u
klasteru

Produkti

o ! i | | | ATP “grasp”
BGC0000593: | | | | | caqietazr | T 9P
Mikroviridin J | | | | | , igaza
('M’_°"'" ;f‘ | RIPP | 66% | MikroviridinJ | 6678 nt | |
icrocystis i | | | | | ATP “grasp”
aeruginosa MRC) i i i i i CAQ16123.1 i ligaza
[ eg3o7s | | agsore |
Query sequence
oK ID-<H < - T >N > K
BGC0000593: microviridin J (66% of genes show similarity), RiPP:Microviridin
DT

CAQ16122.1
BlastP hit with ctg30_78

CAQ16123.1
BlastP hit with ctg30_79
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Slika 53. Biosinteti¢ki klasteri i podudaranja specifiénih regiona u genomu soja Nostoc Z1

Genom soja Oscillatoria K3 je takode skloplien koristeéi prethodno opisan hibridni pristup.
Ispitivanjem rezultata analize genoma, otkriveno je prisustvo 28 BGK sekundarnih metabolita,
od kojih su 3 uklju¢ena u biosintezu toksiénih metabolita (Tabela 25, Slika 54). Najznadaijnije
poklapanje (78% ukupne sliénosti) je dobijeno sa genskim klasterom soja Cylindrospermopsis
raciborskii AWT205 odgovornim za produkciju cilindrospermopsina. Identifikovano je 10 od
ukupno 14 genskih regiona u klasteru, medu kojima su svi geni odgovorni za biosintezu
citotoksina cilindrospermopsina i transport, odnosno, efluks toksina iz éelije. Svi neidentifikovani
regioni klastera po podacima MiBIG baze referentnih BGK imaju kategoriju drugo (,,other®),
$to tipi¢no znadi da ovi geni ne pripadaiju nijednoj specifiénoj poznatoj porodici gena ili da im
nije dodeliena specifiéna funkcija ili klasifikacija. U nekim sluéajevima, ovi geni mogu
predstavljati nove ili neokarakterisane gene koji jos nisu temeljno prouceni ili anotirani. Dodatno,
otkriveni su u potpunosti genski regioni odgovorni za sintezu uracilnog prstena
cilindrospermopsina (Slika 54B), koji se smatra neophodnim za ispoljavanije toksiénog delovanja
cilindrospermopsina. Pronadena su takode dva gena iz cilindrospermopsin klastera soja
Aphanizomenon sp. 10E6, medutim, funkcija otkrivenih gena u procesu sinteze
cilindrospermopsina do sada nije poznata i ukupna slicnost sa sekvencama u genomu
analiziranog soja je bila manja od 10%. Sliéno soju Anabaena C2, utvrdeno je poklapanje sa
genima soja vrste Lyngbya majuscula uklju¢enim u proces biosinteze jamajkamida A. Referentni
klaster je izgraden iz ukupno 26 genskih regiona, od kojih 9 &ine klju¢ni biosinteti¢ki geni. Medu
sekvencama soja Oscillatoria K3, utvrdeno je poklapanje sa ukupno 6 gena prisutnih u ovom
referentnom klasteru, od koijih svi pripadaju kategoriji kljuénih biosinteti¢kih gena.

Tabela 25. Predvideni biosinteticki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Oscillatoria K3

Klasa Veli¢éina  Geni/Enzimi v

BGK pokl i liénost P kti
GK poklapanie klastera Sliénos klastera klasteru rodukdi
ABX60152.1
PK sintaza
cyrD
ABX60153.1
PK sintaza
cyrF
Uloga v
ABX60154.1 formiranju
cyrG uracilnog
prstena
BGC0000978: “Multidrug”
Cilindrospermopsin NRP /PK ABX60156.1 kU tidrug
(Cylindrospermopsis . 78% Cilindrospermopsin | 57112 nt cyrK eksporter
. . alkaloid MatE
raciborskii
AWT205) ABX60158.1 Aminohidro
cyrH laza
ABX60159.1 Sulfotransf
cyrj eraza
ABX60160.1 Amidinotra
cyrA nsferaza
ABX60161.1 NRPS/PKS
cyrB hibrid
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Klasa . Veli¢ina  Geni/Enzimi u

BGK poklapanie klastera klastera klasteru AL
ABX60162.1
PK sintaza
cyrE
ABX60163.1
PK sintaza
cyrC

AAS98777.1 PK sintaza
AAS98781.1 PK sintaza

AAS98783.1 NR'TS/_ PKS
BGCO0001001: hibrid

Jamajkamid A NRP/PK 23% Jamajkamid A, B, C | 69900 nt | AAS98784.1 PK sintaza

Lyngbya majuscula
(Lyngby jusculo) PKS /tioest

eraza

AAS98787.1

Hipoteticki
AAS98789.1 ipotetic
protein

Nukleotidil
BGC0000981: ADF88287.1 transferaz

ili i RP/PK °
Ci mdrc?spermopsm NRP/ . 8% Cilindrospermopsin | 57112 nt
(Aphanizomenon sp. | Alkaloid Domen

10E6) ADF88288.1 nepoznate
funkcije

ctg1724 ctg1739 clg1747 ctg1751
(A) ! H ! T
i V| dgl7a ctgl744 ' cig1748 : dg1752
‘ ; P [owras | ¢ [ etz |
i ! : : : ‘ : :
! : : : : : !

Query sequence

: . -
i ; b
a0 |

BGC0000978: cylindrospermopsin (78% of genes show similarity), NRP+Alkaloid+Polyketide:Modular type | polyketide

ABX80163.1 . Tt | ABxs01521

BlastP hit with ctg1751 - e T Pt e BlastP hit with ctgl 1752
,,«""-“-) //.»"/J "/,/"') ,,»" ’f \“\ “\‘\ \‘“w:\__‘

ABX60162.1 T I L 7 / TTreel_| ABX60153.1

BlastP hit with ctg1744 BlastP hit with ctg]_1741

ABX60154.1
BlastP hit with ctgl_1740

ABX60156.1
BlastP hit with ctg1_1749

ABX60158.1
BlostP hit with eigl_1750

ABX60159.1
BlastP hit with etgl_1742

ABX60160.1
BlastP hit with ¢tg1_1748

ABX60161.1
BlastP hit with ctg1747

(B)
Query sequence

KIO<KKDED P MMDC K K KD D@ DX KK AP
EU140798 cl: cylindrospermopsin uracil ring (100% of genes show similarity), uracil ring

44
Slika 54. Biosinteti€ki klasteri i podudaranija specifiénih regiona u genomu soja Oscillatoria K3

Analizom genoma soja Oscillatoria Z1 postignuti su sli¢ni rezultati kao kod prethodno opisanog
soja kada je rec o klasteru za produkciju cilindrospermopsina, pri éemu je dobijena ista ukupna
sliénost (78%) i poklapanje sa regionima odgovornim za sintezu uracilnog prstena (Tabela 26,
Slika 55). Medutim, identifikovan je dodatni genski region (cynl), &ija taéna funkcija jos uvek nije
U potpunosti razjasnjena. Utvrdena je takode sli¢nost sa genskim klasterom za toksiéni metabolit
tenueciklamid A, koiji je inicijalno pronaden u okviru genoma soja vrste Nostoc spongiaeforme,

166



pri ¢emu su identifikovani svi kljuéni biosinteticki genski regioni sa slicnos¢u od 57%.
Tenueciklamid A je cikliéni heksapeptid, medutim, njegova bioloska aktivnost, izuzev potvrdene
inhibicije deobe embriona morskog jeza, nije dovoljno istrazena (Banker i sar., 1998).

Tabela 26. Predvideni biosinteti¢ki klasteri i podudaranja genskih sekvenci u genomu soja Oscillatoria Z1

Kl Veliéi Geni/Enzimi
BGK poklapanje asa Sliénost sieina OiliEA] Produkti
klastera klastera u klasteru
ABX60152.1
PK sintaza
cyrD
ABX60153.1
PK sintaza
cyrF
ABX60154.1 Protein slican
prolin
cyrl dioksigenazi
Uloga u
ABX60155.1 formiranju
cyrG uracilnog
prstena
BGC0000978: ABX60156.1 | Multidrug”
- . eksporter
C|I|n'drospermop5|‘n NRP /PK - . cyrk lec'rE
(Cylindrospermopsis alkaloid 78% Cilindrospermopsin { 57112 nt
raciborskii ABX60158.1 | Aminohidrola
AWT205) cyrH Za
ABX60159.1 | Sulfotransfer
cyr) azad
ABX60160.1 | Amidinotrans
cyrA feraza
ABX60161.1 NRPS/PKS
cyrB hibrid
ABX60162.1
PK sintaza
cyrE
ABX60163.1
PK sintaza
cyrC
ACA04480.
: tenA
Tenueciklamid A 1 tenD
(Nostoc RiPP 57% Tenueciklamid A, C | 11821 nt
spongiaeforme var. ACA04484. tenE
tenue str. Carmeli) 1
ACA04486.
¢ O] 86 tenG
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(A)

ctyl1.26 N

ctgl.25 \\ \

Query sequence

ABX60163.1
BlastP hit with ctgl_26

ABX60162.1
BlastP hit with ctg1_33

ABX60161.1
BlastP hit with ctg1_30

cgl.36
cigl.35 ," cig1.37
T ' T

' h /
’

ctg1.52 ctg1.53

| ABX60152.1
BlastP hit with ctg1_25

ABX60153.1
BlastP hit with ctg1_25

¢ | ABX60156.1 N
BlastP hit with ctg1_28

ABX60154.1
BlastP hit with ctg1_37

ABX60160.1

ABX60158.1
BlastP hit with ctg1_27

ABX60155.1
BlastP hit with ctgl_38

BlastP hit with ctgl_29

ABX60159.1
BlastP hit with ctig1_35

(B)
C"g'{SJ ‘

Clg95.12

N

Ctg95.14
Querysequence R .

S S TOC NS mmms Y SISm0 Y 0 E—"em—

BGCO0000480: tenuecyclamide Aftenuecyclamide C (57% of genes show similarity), RiPFP:Cyanobactin

ACA04480.1
BlastP hit with ctg95_7

ACA04483.1
BlastP hit with ctg95 14

ACAD4484.1
BlastP hit with ctg?5 12

ACA04486.1
BlastP hit with etg95_17

Slika 55. Biosinteticki klasteri i podudaranja specifi¢nih regiona u genomu soja Oscillatoria Z1

Na osnovu rezultata genomske analize sprovedene u ovom radu, potvrdena je izuzetna
raznolikost metaboli¢kih puteva analiziranih sojeva cijanobakterija. Identifikovano je ukupno
196 klastera sekundarnih metabolita, od kojih veéina (92 klastera) pripada kategorijama
NRPS, PKS ili hibridnih NRPS/PKS. Pored toga, detektovano je 20 klastera klasifikovanih kao
RiPP porodica, a preostala 84 klastera spadala su v razli¢ite druge kategorije kao $to su
lantipeptidi, terpeni, jedinjenja sliéna mikosporinima, fosfonati, LAP (linearni peptidi koji sadrze
azole/azoline), siderofore i rezorcinol. Ukupno 21 klaster je pokazao zna&ajnu homologiju sa
BGK koji kodiraju toksicne metabolite, ukljuéujuéi mikrocistine,
cilindrospermopsine, mikroviridine, anabaenopeptine, jamajkamide, scitociklamide, nostoklide,
hektohlorine, puvainaficine i tenueciklamide. Medutim, potrebno je napomenuti da je u proseku
svaki soj sadrzao samo dva klastera uklju¢ena u proizvodnju toksi¢nih metabolita. Kod sojeva
rodova Anabaena i Nostoc je detektovan najveéi broj sekundarnih biosinteti¢kih klastera, pri
&emu se najveda raznovrsnost pripisuje sojevima Anabaena C2 i Nostoc LC1B sa po 30 razligitih
klastera. Dodatno, u genomima navedenih sojeva je identifikovan najveéi broj BGK koiji kodiraiju
toksi&ne metabolite, pri &emu Anabaena C2 sadrii pet takvih klastera, a Nostoc LC1B tri.
Biosintetski klasteri gena ukljuéeni u proizvodnju mikrocistina su identifikovani samo u genomu
soja Nostoc LC1B, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim nakon upotrebe ELISA testa, gde je
zabelezena najveéa koncentracija mikrocistin ekvivalenata kod ovog soja pored pozitivne
kontrole. Medutim, potrebno je istaéi da je u genomu ovog soja identifikovano samo nekoliko
odredenih delova mcyA, B, C i H klastera koji kodiraju peptidne sintetaze, mikrocistin sintetazu
i ABC transporter, kao i da je pokrivenost ovih delova klastera bila vrlo ograni¢ena. Medutim,
kako je u referentnim bazama, koje algoritam kori$éenih alata upotrebljava, dostupna samo
frakcija ukupno opisanih kongenera mikrocistina, neidentifikovani delovi klastera potencijalno

razli¢ite potencijalno
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mogu biti rezultat nedovoljne opisanosti specifiéne varijante mikrocistina ili jedinstvene geneticke
strukture klastera koja je karakteristiéna za ovaj soj. U sluéaju sojeva Oscillatoria K3 i
Oscillatoria Z1, otkriveno je prisustvo BGK koji kodiraju cilindrospermopsin sa znacajnom
sli¢noséu (78%) sa klasterom soja Cylindrospermopsis raciborskii AWT205 koji je odgovoran za
proizvodniju ovog toksina i dostupan u MiBIG genomskoj bazi podataka. Interesantno je primetiti
da su oba soja pokazala isti procenat sli¢nosti sa ovim klasterom, sto ukazuje da je preostali
deo klastera promenljiv i specifi¢an za svaki pojedinaéni soj. Ovu teoriju dodatno potvrduje
&injenica da su svi delovi klastera koji su smatrani esencijalnim za biosintezu funkcionalnog
cilindrospermopsina identifikovani u potpunosti, dok je funkcija preostalih delova klastera
nepoznata (NCBI GenBank EU140798.1). Navedena dva soja takode imaju sliénu morfologiju i
pokazuju slicne efekte u testovima toksi¢nosti koji su sprovedeni u okviru istraZivanja ove
doktorske disertacije. U genomu soja Oscillatoria DTD-Beéej nisu pronadena znadajna
poklapanja sa poznatim BGK potencijalno toksiénih metabolita. Ovakav rezultat je
najverovatnije posledica nepotpunog sastavljanja genoma S$to je rezultiralo nedostatkom ili
fragmentacijom delova klastera, ¢ime je oteZana njihova identifikacija. Pored toga, verovatno
je da je znaéajan deo klastera prisutnih u genomima testiranih sojeva jedinstven i nije prisutan
u dostupnim bazama podataka. Shodno tome, njihovo prepoznavanije i precizna klasifikacija
od strane softvera moze biti oteZana i ogranié¢ena, §to dovodi do niZe stope poklapanja. U cilju
unapredenja ovog pristupa u analizi toksigenog potencijala cijanobakterija, uspostavljanje
novih baza podataka i obogadivanje postojedih kvalitetnim i pouzdanim genomskim podacima
je od kljuéne vaznosti. Postojeée referentne genomske baze podataka kao S$to su
CyanoOmicsDB, CyanoBase i CYORF pruzaju neprocenijive izvore informacija za identifikaciju i
karakterizaciju genoma sojeva cijanobakterija. Medutim, njihova upotrebna vrednost kada se
radi o nepoznatim sojevima je i dalje ograniéena zbog prisustva regiona koji su specifiéni za
ispitivani soj i koji su u potpunosti neidentifikovani ili su dovoljno razli¢iti od identifikovanih
regiona da ne mogu biti prepoznati od strane algoritama bioinformatic¢kih alata. Metagenomski
pristup se pokazao izuzetno korisnim v identifikaciji karakteristika sekundarnog metabolizma
cijanobakterija u ovom istrazivanju. Dodatna istraZivanja u ovom pravcu bi mogla obezbediti
kljuéne informacije o sastavu zajednice mikroorganizama unutar cijanobakterijskih asocijacija,
koje su vazne za razumevanje njihove toksi¢nosti i nadina na koji drugi organizmi utiéu na stopu
proizvodnje cijanotoksina. Pored toga, buduéim istraZivanjima bi trebalo obuhvatiti dodatne
analize, poput proteomskih i metabolomskih, kako bi se potvrdila proizvodnja toksiénih
metabolita identifikovanih primenom bioinformatic¢kih analiza. Ovaj integrisani pristup bi mogao
da pruzi sveobuhvatnije razumevanje biohemijskih puteva ukljuéenih u proizvodnju toksina,
njihovu regulaciju i pojedine aspekte njihove interakcije sa drugim organizmima.
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5. Zakljucak




Na osnovu prikazanih rezultata, izvedeni su sledeci zakljuéci:

e Primenom akutnih testova toksi¢nosti (D. magna, A. salina, D. rerio) utvrdeno je da su svi
testirani sojevi cijanobakterija ispoljili toksi¢cno delovanje u bar jednom primenjenom
biotestu. Registrovana toksiénost je u vedini slu¢ajeva imala dozno i vremenski zavisan
karakter i predstavljala je specifi¢no svojstvo soja ili roda.

e U biotestu D. magna na nivou ¢itavog organizma nisu zabeleZeni letalni efekti kod vise
od 25% jedinki izlozenih delovanju ispitivanih autohtonih sojeva u primenjenom opsegu
koncentracija. Najveéa toksiénost u ovom testu je utvdena za referentni soj, Microcystis
aeruginosa PCC 7806, pri najveéoj primenjenoj koncentraciji ekstrakta, pri ¢emu
mortalitet jedinki éak ni nakon 48h ekspozicije nije prelazio 25%. Rezultati testa
potencijalno ukazuju na specifi¢tnu otpornost ovog model organizma ka toksiénim
efektima metabolita prisutnih u ekstraktima testiranih sojeva.

e Rezultati ispitivanja u testu D. rerio su ukazali na potencijal ekstrakata sojeva da izazovu
niz subletalnih toksi¢nih efekata u razli¢itim fazama razvoja zebrica. Vrsta i intenzitet
zabeleZenih efekata su u velikoj meri zavisili od specifiénog soja, koncentracije ekstrakta
i duzine izlaganja jedinki. Najéesée registrovani subletalni efekti su podrazumevali
morfoloske abnormalnosti kao $to su edem perikardijalne duplje i Zumanéane kese,
zakrivljenost kiéme, deformitet repa, ometanje normalnog razvoja oéiju (smanjenje
dimenzija i oblika oka) i promenjenu stopu izleganja ili izostanak izleganja. Najveéa
toksiénost je zabeleZena u sluéaju vodenih sojeva Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1, pri
éemu su registrovani efekti bili sliéni do sada opisanim efektima delovanja citotoksina
cilindrospermopsina na nivou embriona i larvi zebrice. Ekstrakti sojeva Microcystis
aeruginosa PCC 7806 i Nostoc LC1B su takode ispoljili visoku toksiénost u testu, pri éemu
su edemi perikardijalne duplie i skeletne malformacije bili najéeséi i najizrazeniji
zabelezZeni efekti.

e Rezultati istraZivanja genske ekspresije na nivou model organizma D. magna su pruzili
novi uvid u ulogu gena vezanih za detoksikaciju, rast i reprodukciju u odgovoru jedinki
date vrste na izlaganje potencijalno toksiénim metabolitima testiranih cijanobakterija.
Geni ukljuéeni u procese detoksikacije (cyp360A8, gsti p-gp) su se pokazali kao osetljivi
molekularno-genetiéki indikatori toksi¢nosti cijanobakterija, s obzirom na to da su
statisticki znadajne promene u njihovoj ekspresiji uoéene nakon izlaganja ekstraktima
sedam od ukupno deset testiranih cijanobakterijskih sojeva, dok istovremeno na nivou
¢itavog organizma vrste D. magna nisu zabeleZeni toksiéni efekti. Registrovane dozno-
zavisne promene u ekspresiji ovih specifiénih gena ukazali su na to da su metaboliéki
putevi ukljuéeni u detoksikaciju ksenobiotika i biosintezu ekdizona bili izmenjeni u
izloZenim organizmima. ZabeleZene su takode i znacajne promene u ekspresiji gena
cyp314, koje zahtevaiju dalja istraZivanja i potvrdu poremeéaja u procesu presvlaéenja
i rasta, uspostavljanjem veze izmedu promena u ekspresiji gena i posledica na visim
nivoima bioloske organizacije.

e Dobijeni rezultati relativnih promena u ekspresiji cilinih gena kod model organizma D.

rerio, ukazali su na to da odabrani genski markeri mogu biti relevantni u predikciji
uticaja cijanobakterijske toksi¢nosti i ranom prepoznavaniu njenih efekata kod akvatiénih
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kicmenjaka. Znaéajne promene su primeéene u ekspresiji gena uklju¢enih u signalne
puteve metabolizma ksenobiotika (ahr2, cypl1 Al i abcb4) i indikatora ER stresa (bip).
Konstatovani su statisticki zna&ajni efekti cijanobakterijskih sojeva Anabaena C2,
Anabaena C5, Nostoc Z1 i Oscillatoria K3, koji su se ogledali u uticaju njihovih ekstrakata
na enzime prve faze procesa detoksikacije. Zabelezena je statisticki znacajna indukcija
abcb4 gena nakon izlaganja ekstraktima sojeva Microcystis aeruginosa PCC 7806,
Nostoc LC1B, Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1, $to ukazuje na aktivaciju p-gp
posredovanog multiksenobiotickog mehanizma rezistencije. Kako su sliéni efekti
primeéeni kod jedinki D. magna, ovi rezultati ukazuju na moguéu umesSanost istog
mehanizma eliminacije toksi¢nih cijanobakterijskih jedinjenja kod oba model organizma.
Takode, promene u ekspresiji gena vigl nakon izlaganja ekstraktima sojeva roda
Anabaena ukazuju na moguéu produkciju jedinjenja sa estrogenim efektom kod ovog
roda.

Rezultati analize uticaja cijanobakterijskih sojeva na relativnu ekspresiju odabranih
gena kod beskiémenjackog (D. magna) i kiémenjaékog (D. rerio) model organizma
govore u prilog tome da je veéina testiranih sojeva u oba sluéaja narusila homeostazu
datih organizama ispoljavajuéi efekat pre svega na procese ukljuéene u detoksikaciju i
metabolizam ksenobiotika.

U akutnom testu A. salina registrovan je toksican efekat svih testiranih sojeva. Najvecu
toksiénost su ispoljili akvatiéni sojevi M. aeruginosa PCC 7806, Oscillatoria DTD-Becej,
Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1, dok su najmaniu toksiénost pokazali sojevi Nostoc 2S1 i
Nostoc 2S3B.

Ispitivanjem uticaja koncentracije nutrijenata esencijalnih za rast cijanobakterija na
toksi¢nost testiranih sojeva, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu koncentracije azota
i toksi¢nosti sojeva. Rezultati su jasno pokazali da je veéina sojeva ispoljila vedu
toksi¢nost kada su gajeni u azotom bogatijem okruzenju, Sto ukazuje na znaéaj ovog
organogenog elementa za procese sinteze toksiénih metabolite kod testiranih sojeva.

U uslovima optimalnih koncentracija azota, utvrdeno je da dostupna koli¢ina fosfora ima
stimulativan efekat na toksiénost veéine ispitanih sojeva sve do praga od 0.04 g L7,
nakon ¢ega nisu primeéene znacajne promene. Ovi rezultati ukazuju na to da ispitivani
sojevi ispoljavaju najveéu toksi¢nost pri koncentracijoma fosfora koje se smatraju

optimalnim za rast cijanobakterija.

Rezultati istraZivanja efekta svetlosnog reZima na toksiénost testiranih cijanobakterija
pruzaiju prvi dokaz o postojanju veze izmedu perioda osvetljenosti i ispoljene toksi¢nosti
ka akvatiénim organizmima. Primecene su sli¢nosti u odgovoru sojeva koiji pripadaiju
istom cijanobakterijskom rodu na produZeno izlaganje svetlosti tokom kultivacije (duze
od 12h). Ovi rezultati naglasavaju vaznost svetlosti kao abioti¢kog faktora koji moze
znadajno uticati na sintezu toksi¢nih jedinjenja kod cijanobakterijskih sojeva prisutnih u
Zivotnoj sredini, kao i na potrebu za daljim istraZivanjem mehanizama koji leZze u osnovi

ovih efekata.
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Ispitivanjem uticaja faze rasta na toksiénost cijanobakterija konstatovano je da je
najveéa toksi¢nost zabeleZena v slu¢aju ekstrakata vecine sojeva dobijenih nakon 21 i
35 dana kultivacije, odnosno nakon ulaska u stacionarnu fazu i tokom trajanja
stacionarne faze rasta. Rezultati su potvrdili da se kod takvih testiranih sojeva
najintenzivnija produkcija toksi¢nih metabolita deSava tokom stacionarne faze rasta.
Utvrdeno je takode znacajno progresivho povecanje toksi¢nosti svih sojeva roda
Oscillatoria tokom eksponencijalne i nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta, Sto implicira
kontinuiranu produkciju toksi¢nih jedinjenja tokom sve tri faze rasta u sluéaju sojeva ovog
roda.

Analizom uticaja cijanobakterijskih ekstrakata na humane ¢éelije neuroblastoma,
utvrdena je dozno zavisna citotoksi¢nost vecine ispitivanih sojeva, pri éemu je toksi¢nost
veéa od 50% konstatovana samo u sluéaju najvise primenjene koncentracije ekstrakata
Cetiri soja. Zabelezena je takode varijabilnost u odgovoru ¢éelija na produZzeno vreme
ekspozicije, gde je toksi¢nost sojeva roda Nostoc opadala sa duzim izlaganjem éelija,
dok su se efekti sojeva rodova Oscillatoria i Anabaena intenzivirali nakok 72h izlaganja.
Ova pravilnost ukazuje na drugaciji sastav ekstrakata sojeva u odnosu na pripadnost
rodu i na drugadiji mehanizam njihovog toksiénog delovanja na nivou ispitivanih éelija.
Takode, dobijeni rezultati istiCu vaznost izlaganja testirane celijske linije toksinima
cijanobakterija tokom duZeg vremenskog perioda u ciliju identifikacije hroniénih
neurotoksi¢nih efekata na ¢elijskom nivou.

Primenom ELISA testa, utvrden je veoma nizak sadrzaj MC-LR ekvivalenata u ekstraktima
vecine ispitivanih sojeva. Takvi rezultati sugerisu da se mikrocistinima i nodularinima ne
moze pripisati odgovornost za ispoljenu toksi¢nost sojeva u primenjenim biotestovima,
veé¢ da su za to zasluzna toksi¢na jedinjenja drugog tipa. Odredena koncentracija
ekvivalenata mikrocistina je pored soja M. aeruginosa PCC 7806 (>2 Hg mlL)
detektovana samo jo$ u ekstraktima soja Nostoc LC1B (0.084 jug mL-1).

Na osnovu rezultata bioinformati¢ke analize sekvenciranih genoma utvrdena je izuzetna
raznolikost metaboli¢kih puteva analiziranih sojeva cijanobakterija. Klasteri gena za
biosintezu mikrocistina (mcyA, B, C i H) su detektovani iskljuéivo u genomu terestri¢nog
soja Nostoc LC1B, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim ELISA testom. Takode, u
genomima vodenih sojeva Oscillatoria K3 i Oscillatoria Z1 otkriveno je sa znaéajnom
pokrivenoséu prisustvo biosintetskog genskog klastera za produkciju citotoksina
cilindrospermopsina. Analizom genoma ostalih testiranih sojeva cijanobakterija sa
podruéja Srbije utvrdeno je da ih karakterise postojanje genskih klastera za produkciju
specifiénih  toksiénih jedinjenja (anabenopeptin, mikroviridin J, mikroviridin N9,
jomajkamid A, scitociklamid A, nostoklid N9, hektohlorin i puvainaficin F) koji ne
pripadaju najznadéajnijim  grupama cijanotoksina. U cilju potvrde produkcije
identifikovanih toksiénih metabolita, kao i bolijeg razumevanja njihove aktivnosti
neophodna su dalja ispitivanja i primena proteomske i metabolomske analize.

Rezultati genomske analize formirane kolekcije sekvenci genoma testiranih sojeva
pruzaju dragocen uvid u njihov metaboli¢ki potencijal i ukazuju na to da bi primena
odgovarajuéih bioinformati¢kih alatki i pristupa trebalo da ide u pravecu primene
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hibridnog modela u sklapanju genoma v cilju preciznije i pouzdanije identifikacije
klastera odgovornih za biosintezu toksiénih metabolita kod cijanobakterija.
Sekvenciranje ¢itavih genoma testiranih sojeva predstavlja znalajon doprinos ove
doktorske disertacije sa aspekta formiranja kolekcije sekvenci genoma autohtonih
vodenih i zemljisnih sojeva cijanobakterija izolovanih sa podruéja Republike Srbije,
predstavljajuéi prva takva istraZivanja na ovim prostorima. S obzirom na to da na
svetskom nivou postoji stalna potreba za dopunjavanjem genomskih baza
cijanobakterija novim sekvencama, rezultati ovih istrazivanja ¢e znadajno doprineti
dostupnosti novih 9 sekvenciranih genoma koji pripadaju rodovima Anabaena, Nostoc i
Oscillatoria.
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Prilog 1

Tabela 1. Ispitivanje uticaja koncentracije azota na toksiénost odabranih sojeva u biotestu Arfemia salina
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LOG10 koncentracijo ekstrakta [Hg/ml] =
LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/mL]
AnabaenaC5 [-N] AnabaenaC5 [£N] AnabaenaCs [+N]
100 - 100
e * 24hizlaganja 100 - ®  24hizlaganja ® 24hizlaganja
— 75 -m- 48h izlaganja _ = 48h izlagania — 15 = 48h izlaganja
£ /1 =1 =
% ] = =
= 50 24h LC50 = 2660.72 Ug/ml g R s
g = 266072 {ig/m = 50 24h LC50 = 3.335 g /ml = 24h LC50 > 10000 pg/ml
S 48h LC50 = 1879.31 g /ml 5
g 5 Hg/mi £ ) /m‘ s 2 = i [X] 48h LC50 > 10000 pg/ml
! = % ' :
r T T T T 1 .
0 1 2 3 4 5 5 . - . : . . T T T T 1
S H 1) 3 H 3 0 1 2 3 4 5

Mertalitet (%)

Microcystis PCC7806 - 2g K,HPO,
100

75
L]
50
25 L]
T T T T T 1
[ 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ckstrakla [Hg/mi]

# 24h izlaganja

- 48h izloganja

24h LC50 = 563.63 Jig/ml

48h LC5 563.63 pg/ml

Microcystis PCC7806 - 4g K;HPO,

100 ——
" ¥

_ .

= /3

2 s0

=

2

5

=25
" T T T T .
0 1 2 3 4 5

LOG10 kencentracija aksirakta [{g/m]

® 24h izlaganja

B 48h ilagania

24h LC50 = 53.21 pg/ml
48h LC50 = 30.19 pg,/ml

Mortalitet (%)

Microcystis PCC7806 - 6g K;HPO,

u
50 bd
25
T .'I T T T 1
0 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [g/mi]

® 24h izlaganja
& 48h lagenia

24h LCS0 = $2.89 g /ml




Nostoc 251 - 2g K,HPO,

Nostoc 251 - 4g K,HPO,

Nostoc 251 - 6g K;HPOQ,

100 100 100 . .
®  24hizlagenja - 24h izlaganjo ®  24hizlaganja
—~ 75 -# 48h izlogonja 1S B 48h izlaganja 75 -B 48h izlaganja
g S g
%5 - ; i £ 5 . p
3 24h LC50 = 10000 pg/ml i 50 24h LC50 > 10000 g /mi 3 24h LC50 > 10000 g /mi
2 48h LCS0 > 10000 g /ml ] 48h LC50 > 10000 Hg /ml 2
= = =
25 25 25
. 0 Iy | 1
' T T T T T T T T T 1 T T hd T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
LOG10 koncenhacija ekstrakia [Hg/ml] LOG10 koncentraciju ekstakta [Jg/mi] LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml]
Nostoc 2538 - 2g K,HPO, Nostoc 2S3B - 4g K,HPO, Nostoc 283B - 6g K,HPO,
100 100
® 24h izlagenja * 24 izlaganja ® 240 iwlaganja
~ & 48h rzlagenia 15 = 48h izlaganjo 15 & 48h izlaganja
g g - b L4
3 i 5 = i Z s
3 24h LC50 > 10000 pg/ml : 24h LC50 = 8570.37 pig/ml 3 24h LC50 = 6208.69 g /ml
H 48h LC50 > 10000 pg/ml H 48h LC50 = 4197.58 Pg/ml 5
: b/ 2 L = = 25 +
e T T T T 1 0 ' T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 3 a 5
LOG10 kencentracija ekstrakia [Hg/ml] LOG10 kencentrasila eksirakta [Hg/mi] LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml]
Nostoc LC1B - 2g K;HPO, Nostoc LC1B - 49 K;HPO, Nostoc LC1B - 6g K;HPO,
100~ - 100 -
* 24h izlagonje | @ 24h izlagarnia ( ®  24h izlaganja
_ & 48h izlagania 754 T & 46h izlaganja 15 ® 48h izlaganja
g £ £
.T% 24h LCS0 = 6426.87 ig/ml % 50+ | 24h LC50 = 47B6.3 pg/ml £ 50
T
s 48h LC50 = 6208.69 ugf’m\‘ ] 48h LC50 = 4784.3 g /ml i
i =
25 25.
|
] n L a [
r . H H 1 ' T * T T 1
0 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 0 1 2 3 a 5
LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [Ug/ml] LOG10 kencenhracija ekstrakta [lig/ml]
Nostoc LC1E - 2g K;HPOQ, Nostoc LC1B - 4g K;HPO, Nostoc LC1B - 6g K;HPO,
100 100+ - 100 -
i * 24hizlaganja | ®  24hizlaganja ( ®  24h izlaganja
75 / & 48h izlaganja _ s T & 48h izlaganja s B 48h ilagania
£ | £ £
] | T —— i _— s S
3 50 J 24h LC50 = 6426.87 g ml 3 50 | 24h LC50 = 47863 pig,/ml % 50 24h LC50 = 5420 g /ml
2 48h LC50 = 6208.69 ugf'm\‘ 2 48h LCS0 = 4784.3 g /ml H 48k LCS0 = 5199,95 g /ml
i =
25 25 25.
s |
0 [ 1 | I n n | .
¥ T f T T T ' ’ T 1 r » - r 1
0 1 2 3 I3 1 2 3 4 5 0 1 2 ) a 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [ig/ml]

LOG10 koneentracija ekstrakta [fig/mi]

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml]
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Nostoc Z1 - 69 K;HPO,

100+

Mortalitet (%)
o~
L
T 1

0
@
1

Nostoc Z1 - 2g K,HPO,

It

1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml]

& 2h izlogenje
- 46h izloganja

24 LC50 = 2466.03 ug/m\l

48h LCS0 = 1757.92 ug/ml

Martalitet (%)
g 3 B

e
&

Nostoc Z1 - 4g K;HPO,

P

’ =T T T T 1

[ 1 2 3 4 5
LOG10 koneantracija skstrakta [Hg/mi]

®  24h izlaganja
& 48h izlogana

24h LC50 = 3198.89 pg/ml

A48h LC50 = 2491.53 g /ml

1004
®  24hizlagene
75 B 48h izlaganja
g
3
3 509 24h LE50 > 10000 pg/ml
: v
25
T T T
1 2 3 4 5

LOG10 kencentracija ekstrakia [Hg/mi]

Oscillatoria DTD-Becej - 6g K;HPO,

Oscillatoria DTD-Becej - 2g K;HPO,

Oscillatoria DTD-Becej - 4g K;HPO,

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/mi]

LOGI0 kencentracij ekstrakia [Hg/mi]

100+ 100 100+
. ®  24h mageania ® 24 zloganja ® 24hizlaganja
. 75 = 48h ilaganjc _ s = 48h izlagania 75 = 48h izlaganje
g £ / 2
3 + . I P B
g 50 % 3 i 24h LC50 = 1273.5 jig/ml % 50 24h LC50 > 10000 jig/ml
: £ / 3 481 LCS0 = 734513 g/l
25 25 7 25
4
T T T T 1 ' T T = T T
° H 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
LOG10 kencentraicija oksirakta (Jig/mi] LOG10 koncentracila eksiralde [Hig/mi)
Oscillatoria K3 - 2g K,HPO, Oscillatoria K3 - 49 K,HPO, Oscillatoria K3 - 6g K;HPO4
100 4 100 100
) ; - ®  24h izlaganja ) ®  24hizlaganje .! " @ 24h izlagenja
15 ) = 48h izlaganja 15 a = 48h izlaganja 15 & 48h izlagonja
g / g g f
3 i 3 3 |
i 50 + 24h LC50 = 2306.74 pg/ml % 50 24h LCSO = 1503.14 pig/ml _é 50 | 24h LC50 = 2213.09 jg/ml
2 / 4Bh LC50 = 968.27 Jig/ml L} 48h LC50 = 250,61 pg/ml o / 48h LC50 = 1786.48 pg/ml
= 25 = 2 / H / %
/ i I 25 /
[ ‘s
T L a— T — T 0% T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5
LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml] LOBI10 koncentracija ekshrakia [Hg/ml] LOG10 kencentreicija ekstrakta [Ha/ml]
Oscillatoria K3 - 2g K;HPO, Oscillataria K3 - 4g K,HPO, Oscillatoria K3 - 6g K;HPO,
100 100: 100
) ; = & 24hizlaganja ) ®  24hizlagania e @ 24h izlogenja
s / B 48h izlagenja _ 15 / + = 48h izlagania 75 ‘_‘ & 48h izlagenja
g £ 2 I
3 | 5 3 i
i S0 + 24h LC50 = 2306.74 pg/ml % 50 24h €50 = 1503.14 pg/ml _g 50 | 24h LC50 = 2213.09 pg/ml
H / 4B LC50 = 968.27 Yig/ml 3 48h LC50 = 250.61 pg/ml 13 / 48h LC50 = 1786.48 pig,/ml
/ = &
25 / 25 é 25 /
¢ i
T b T T 1 o L T T T r T hd = T T 1
1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5
LOG10 kencentracija okstrakta [Hg/mi]
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Oscillatoria Z1 - 2g K;HPO,

100
- 75 .
z
g 50
£
%
= 2
=
' T . " T \
L] 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakla [Hg/ml]

* 24h izlagenia
& 48h izloganic

24h LC50 = 9794.89 g/ml

48h LCS0 = 6902.39 pg/ml

Mortalitet (%)

Oscillatoria Z1 - 4g K,HPO,

100 s
®  24hizlagania
78 & 48h izlagania
]
50 * 24h LC50 = 338.84 pg/ml
= 48h LC50 = 266.07 Jig/ml
25
T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

LOG10D koncentracije akshakta [jig/mi]

Oscillatoria Z1 - 6g K;HPO,

100 .
75
4.
50
-
25 /
o »
’ i T T T 1
] 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/mi]

® 24hizlaganja
& 48h izlagania

24h LC50 = 305.49 g fml

48h LC50 = 287.73 pg/ml

Tabela 2. Ispitivanje uticaja koncentracije fosfora na toksi¢nost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina

Anabaena C; - 2g K;HPO,

Anabaena C; - 4g K;HPO,

Anabaena C, - 6g K;HPO,

100 i _ 100 100
® 24h izlaganjo ®  24h izlaganje -#- 24h izloganja
. 75 - 48h izlaganja = B 48h izlaganje 5 B 48h izlaganja
= X 2
3 3 =
E 50 24h LC50 > 10000 pg/ml % 50. 24 LC50 > 10000 g /ml _§ 50 24 150 > 10000 g/l
o /
2, } 48h LC50 > 10000 Jig/ml : 481 LC50 > 10000 ig/ml £ <t 1m0 > 10000 g/
f 25 _ =
25 —_—
. o
’ T * * L T 1 0. a_ -
0 1 2 3 4 5 .') ‘; ; :“ A é . T Y * T 1
LOG10 kencentracija ekstrakia [jg/ml] L 0 1 2 3 4 5
LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml] LOG10 koncentrecija ekstrakta [pg/ml]
Anabaena Cs - 2g K;HPO, Anabaena C; - 49 K,HPO Anabaena Cs- 6g K,HPO,
549 Ky 4 5- 69 Kyl 4
100 100 100
L ® 24h izloganjo ®  24h izlagania ot * 2dhizlagania
. .
s - B 48h izlaganja 75 T ® 48h izlaganja 715 B 48h izlaganja
g ) g . 2
E 50- 24h LC50 = 8260.37 pg/ml z . P : 50- ;
2 . ! = 50 be ] 24h LC50 = 7998.34 pg,/m -é 24h LCS50 = 301.3 pg/ml
o /i T
= 5 48 LC50 = 53088 g /ml 2 / 48h LC50 = 912.01 g /ml 2 48h LC50 = 199.98 pg/ml
25 25
N . ;
o 1 2 3 & 3 0 — 7
SR S ° 1 3 3 i 3
LOG10 koncentracija ekstrakta [Pg/ml] ~
LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml]
Microcystis PCC7806 - 2g K;HPO, Microcystis PCC7806 - 4g K;HPO, Microcystis PCC7806 - 6g K;HPO,
100 - 100 g=
o0 *  24h izlaganja p — T_' ® 24h izlaganja - ® 24h izlaganja
@
s & 48h izlaganjo _ 75 ' . B 48h izlaganja _ s ® 48h izlaganja
5 g £ "3 £ 1
e = / 5 N
% 50 24h LC50 = 563.63 pig /ml % 50 / 24h LC50 = 53.21 pg/ml —E 50- hd 24h LC50 = 52,89 yg/ml
T T
2 48h LC50 fml 2 4Bh LC50 = 30.19 jig/ml 3 48h LC50 69 |
2 5 ¥ Hg/m = 5 = 5
0 " = T T T T 1 r T T T T 1 T 4| T T T 1
4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

o 1 2 3
LOG10 koncentracija ekstrakla [Hg/ml]

LOG10 kancentraciju ekstrakta [fig/ml]

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml]
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Nostoc 251 - 2g K,HPO,

Nostoc 251 - 4g K,HPO,

Nostoc 251 - 6g K;HPO,

LOG10 koncentracija ekstrakta [ig/ml]

LOG10 koneentracija ekstrakba [jig/mi]

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hig/mi]

100 100 100 . .
®  24hizlagenja -# 24h izlaganja ®  24h izlaganja
& 48h izlagenja ® 48h iZlaganja 75 B 48h izlaganja
— 75 — 75 =
g g g
Y % 2
£ 50 24h LE50 > 10000 pg/ml £ 50 24h LC50 > 10000 pg/mi = 5o 24h LC50 > 10000 jig /mi
S H H p
=25 i = 35 25
A ]
e L]
R * T LR, T -t L T ] T * — |
1 2 3 4 1 2 3 a4 0 1 2 3 4 5
LOG10 kencentracija ekstrakia [Hg/ml] LOG10 kencentraciju ekstrakta [fig/mi] LOG10 kancentracija ekstrakta [Hg/ml]
Nostoc 2838 - 2g K;HPO, Nostoc 2S3B - 4g K,HPO, Nostoc 283B - 6g K,HPO,
100 100
® 24h izlaganja *  24hizlaganja ® 24 iwlaganja
~ & 48h izlagania 15 = 48h izlaganjo 15 & 48h izlaganja
g < ; S !
% 244 LC50 > 10000 g /ml % 50 24h LC50 = 8570.37 pig//ml _é 50 24h LC50 = 6208.69 pg/ml
5 -
[ 1 2 3 4 0 1 3 4
LOG10 kencentracija ekstrakia [Hg/ml] LOG10 kencentrasila ekstrakta [Hg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml)
Nostoc LC1B - 2g K,HPO, Nostoc LC1B - 4g K;HPO, Nostoc LC1B - 6g K;HPO,
100~ - 100 -
# 24h izlagenja | @ 24h Rlaganja ( ®  24h izlaganja
— 75 & 48h izlaganja 754 T & 48h izlaganja 1 B 48h izlaganja
2 2 g
% 50 24h LC50 = 6426.87 Pg/ml % 50+ 24h LC50 = 4786.3 g /ml £ 50
T
S 48h LC50 = 6208.69 ugf’ml‘ K] 48h LC50 = 4784.3 g /ml i
25 25+ =
|
] | - 0 [l
T ! ! T . T * T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 0 1 2 3 H 5
LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [Pg/ml] LOG10 kencentracija ekstrakta [ig/ml]
Nostoc LC1E - 2g K,HPO, Nostoc LC1B - 4g K;HPO, Nostoc LC1B - 6g K;HPO,
100 100+ - 100 -
i ® 24h izlaganja | ®  24h izlaganja | ®  24h izlkuganja
75 | & 48h izlaganja _ 5 T & 48h izlaganja s B 48h izlaganja
2 I g g
| — T
_E 50 24h LC50 = 6426.87 pg/ml % 50+ 24h LC50 = 4786.3 pg/ml £ 50
E 1 48h LC50 = 6208.69 ug/ml‘ 2 48h LCS0 = 4786.3 g /ml i
25 25 = 2
f |
X (] | | - ° ]
T ' ' T T ' ' T
1 2 3 4 1 2 3 4 H 1 H 3 H 5
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Nostoc Z1 - 29 K,HPO,

Nostoc Z1 - 4g K;HPO,

Nostoc Z1 - 6g K;HPO,

100 100 1004
& 24h izloganio ®  24hizlaganja ® 24hizlagenic
754 é & 48h izloganjo _ 75 [] - 48h izlaganja 754 B 48h izlagania
£ £ z
3 . i ; i
% 50 % ¥ 24h LC50 = 2466.03 Mg/m\‘ 3 50 ] 24h LCS0 = 319889 g /ml _E 50 r 24h LC50 > 10000 pg,/ml
= ] / 48h LC50 = 2691.53 fml
o — - T T .
T T T T 1
1 2 3 4 5 o ! 2 3 4 s 1 2 3 4 5
LOG10 koncentracija ekshakta [Hg/ml] LOGIO keneantraciin ekstrakta [Ha/mi] LOG10 kencentracija ekstrakta [{g/mi]
Oscillatoria DTD-Becej - 2g K,HPO, Oscillatoria DTD-Becej - 4g K;HPO, Oscillatoria DTD-Becej - 6g K;HPO,
100+ 100 100+
. o 24hzlagania * 24 izlogania ® 24hizlaganja
. 75 & 48h loganje _ s ® 48h izlagania 75 ® 48h izlaganje
g £ / 2
i s i ]
i 50 24h LCS0 = 2238.72 Pg/ml i ’ E 50 24h LC50 > 10000 pig /ml
o 4Bh LC50 Eu [ 2 48h LC50 = 7345.13 jg/ml
= 254 2 . = 25 -
4
= T T T 1 ’ T T T 1 . .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 H H
LOGI0 koncentracija okstrakta [g/mi] LOG10 koncentracija ekstrakla [Hg/ml] LOG10 kencentraciju ekstrakia [Pg/mi]
Oscillatoria K3 - 2g K;HPO, Oscillatoria K3 - 49 K;HPO, Oscillatoria K3 - 6g K;HPO,
100 ; 100 . 100
) ; - ®  2dh iagania - . ®  24n lagania | & 24h izlagenja
15 & 48h izlagania s + = 48hizlagana 75 "‘ & 48h izlagenio
= 2 /
b 5 /)
i 50 24h LCSO = 230674 pigfml i. S0 24h LCSO = 1503.14 Jg/ml 50 | 24h LC50 = 2213.09 pg/ml
2 / 4Bh LC50 = 968.27 |g/ml s 48h LC50 = 250,61 pg/ml ." 48h LC50 = 1786.48 Wg /ml
25 / 25 25 |
i [
T T T T T 1 " T T T 1 (1] 4
’ T * T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 3 4 5 0 1 2 3 4 5
LOG10 kencentraciju ekstrakta [Jg/ml] LOG10 koncentracija ekstrakia [Hg/ml] LOG10 kencentrecije ekstrakte [Hg/ml]
Oscillatoria K3 - 2g K;HPO, Oscillatoria K3 - 4g K,HPO, Oscillatoria K3 - 6g K;HPO,
100 100 N ] 100
) ; = ®  24hizlaganja - . ®  24h izlaganja ® 24h izlaganjo
s & 48h izlagena _ 1 . + = 48h izlagania 75 ‘_‘ & 48h izlagonja
g B 2 I
b 5 b3 /
i 50 + 24h LCS0 = 2306.74 pig/ml % 50 24h LC50 = 1503.14 pg/ml _g 50 | 24h LC50 = 2213.09 pg,/ml
H 4Bh LC50 = 968.27 g /ml S 48h LCS0 = 250.61 g /ml o / 48h LC50 = 1786.48 g /ml
/ = / /
25 / 25 25 /
[
¢ '
r T b T T 1 LE, L T T T 1 r T hd = T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

LOG10 kencontraciju ekstrakta [Hg/mi]

LOG10 kencentracija ekstrakia [Hg/ml]

LOG10 kencentracij okstrakta [Hg/ml]
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Oscillatoria Z1 - 2g K;HPOy

2
8

& 24 izlagenja
& 48h izloganic

~
a
1

24h LC50 = 9794.89 ig/m

Mortalitet (%)
g

~
&

’ T * r T 1

L] 1 2 3 4 5
LOG10 kencentracija eksirakla [Jig/ml]

Oscillatoria Z1 - 4g K,HPO,

100 am
®  24h zlagenie
_ 715 = 45h izlagania
=
- -
% 50 ° 24h LC50 = 338.84 pg;ml
H
.

= 25

" T T T T 1

o 1 2 3 H 5

LOG10 koncentracije akshakta [jig/mi]

Oscillatoria Z1 - 6g K;HPO,

=]
8

H * 24h izlagania
5 $ = 48h agania
& .
i
L0 24h LESO = 305.49 g /il
H
3 » 4Bh LCS0 = 287.73 g /ml
25 /
N :
’ 7 T T T 1
o 1 F 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/mi]

Tabela 3. Ispitivanje uticaja perioda osvetljenosti na toksi¢nost odabranih sojeva u biotestu Arfemia salina

Anabaena C2 - 8h svetlost / 16h tama

100
®  24hizlagania

& 48h izlaganja

24h LC50 = 10000 pg/ml
48h LC50 = 10000 pg/ml

~
@

Mortalitet (%)
@
S

25 )E
"
T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

LOG10 kancentracija ekstrakta [ig/mi]

Anabaena C2 - 12h svetlost / 12h tama

100
& 24h izlagarja

1 = 48h izlagania

‘24!\ LC50 = 10000 pg/ml

i [ 48h LC50 = 6456.54 Jig/ml

Mortalitet (%)
o
8

. T T T T 1
o 1 2 3 4 5

LOG10 kencentraciju ekstrakta [Hg/ml]

Anabaena C2 - 16h svetlost / 8h tama

100
[ﬁ @ 24h izlagenja

= 48h izlaganja

~
@

Mortalitet (%)
g

~
&

0 1 2 3 4 5
LOG10 koncentracija ekstrakta [Ha/mi]

Anabaena C5 - 8h svetlost / 16h tama

100
* 24h Izlagania

= 46h zlagana

24h LC50 = 9057.32 pg/ml
48h LC50 = 8709.63 pg/ml

~
Ed

Mortalitet (%)
u|
g
—_—

o
@

R S A S

[ 1 3 4 5
LOG10 koncentracija ekstrakia [pg/mi]

~ -

Anabaena C5 - 12h svetlost/ 12h tama

100

® 24h izlaganja

& 48h izlaganja

= 24h LC50 = 5357.96 pg/ml
£ /
§ ? 48h LC50 = 4187.93 |g/ml
25
0% T T T T 1
Q 1 2 3 4 5

LOG 10 koncentracija ekstrakia [Hg/ml]

Anabaena C5 - 16h svetlost / 8h tama

100 am
f & 24h izlagania

s | -m 4Bh izlagania
= [
3

50 | 24h LC50 = 1167.01 Jg,/ml
5 48h LC50 = 1167.01 pg,/ml
= 25

’ T * T 1
0 1 2 4 5

LOG10 kancentracija ekstrakta [Hg/mi]

[ FE—

Microcystis PCC 7806 8h svetlost / 16h tama

100 L]
o 24h izlaganja

= 4Bh izlaganja

-
&

24h LCS0 = 645.65 pg/ml

4Bh LC5D = 633.86 g /ml

Mortalitet (%)
2

)
&

' ™ T T T
o 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakia [Hg/ml]

Microcystis PCC 7806 - 12h svetlost / 12h tama
100 am

- & 24 izlagarja

-&- 4Bh izlogonia

~
]
e

Mortalitet (%)
g

N
&

T T T T 1
0 1 2 3 4 5

LOG10 kancentracija ekshakta [lig/mi]

Microcystis PCC 7806 - 16h svetlost / 8h tama

100 L
- & 2dh lzlaganj

= 48h izlagenja

24h LC50 = 1253.14 Wg/ml
/}/ / ABh LC5Q = 535.79 pa/ml

LOG10 koncentracijn ekstrakta [Pg/ml]
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Nostoc 251 8h svetlost / 16h tama

Montalitet (%)
a 9w B2
3 & 3

N

LOG10 kencentracija ekstrakta [Hg/ml]

& 24 izlaganjo

- 48h izloganjo

24h LC50 =10000 g /ml

Nostoc 251 - 12h svetlost / 12h tama

100
~ 75
g
il
= 50
] /
$
= 25 -
L]
:
r T T - T T 1
0 1 2 3 4 5

LOG10 koncentracija ekstrakta [jig/mi]

® 24hizlagania
& 48h izlaganja

24h 150 = 5861.38 pg/ml
480 LC50 = 3235.93 pg/ml

Nostoc 281 - 16h svetlost / 8h tama

& 24h izlagenjn

& 48h izlaganjo

24h LCS0 > 10000 pg/ml
48h LC50 > 10000 pg/ml
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LOG10 koneentracija ekstrakta [Hg/ml]
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= 48h iZlagenja

24h LC50 = 6835.11 pg/ml

48h LC50 = &123.50 g,/ml

Nostoc LC1B - 16h svetlost / 8h tama

100 = L
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Oscillatoria DTD-Becej 8h svetlost / 16h tama

Oscillatoria DTD-Becej - 12h svetlost/ 12h tama

Oscillatoria DTD-Becej - 16h svetlost / 8h tama

100 ] 100 100 e
- ® 24h izlaganja ®  24hizlagenja s ®  24h izlaganja
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2 g g
£ 24 150 510000 vaird
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H 3 b |
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Tabela 4. Ispitivanje uticaja faze rasta na toksiénost odabranih sojeva u biotestu Artemia salina

Anabaena C2 [7 dana] Anabaena C2 [21dan] Anabaena C2 [ 35 dana ]
100 100 100
¢ 24h izlaganja ®  24h izlaganja & 24hizlaganja
75 B 48h izlagania 75 - 48h izlaganja 15 & 48hizlaganja
g g i £
3 I 2
% 50 24h LC50 > 10000 pg,/ml % 50 24h LCS0 = 8729.71 pg/ml —é 50 F 24h LC50 = 9120.10 pg/ml
H A 48h LC50 > 10000 yg,/ml H 2 - 48h LC50 = 6456.54 pg/ml
= 2 / ]2 25 L 25 .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 2 5 0 1 2 3 4 5
LOG10 kencentracija ekshrekia [g/mi] LOG10 koncentracija ekstrakta [Hg/mi] LOG10 koncentracija ekstralda [Hg/ml]
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100 100 100 sl .
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z ] 2 g |
i | 3 2 .
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25 /
' A ¢ = s
L 7
" T ¥ 1 T 1 o4 : = : : ' T * T T )
0 1 2 3 ) 5 ] 1 2 3 4 5
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£ * < [ 2 ¥
3 | 5 £ 50 24 LC50 = 348.33 g /mil|
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/s L4 T o
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_ 15 ® 48h izloganjo 1 | u 48h izlaganje 15 B 48h izlaganja
) = | £
Z % > P z _ ; g > ;
3 . * 24h LC50 > 10000 pg//ml H 50 24h LC50 = 872971 g/ml ; 24h LC50 > 10000 g /ml
= 5 ; = L Kg/ml = Hg/ml
_— s ¥
: T ¥ T T 1 : - | ’ T i T T |
0 1 2 3 4 5 0 1 5 0 1 2 3 4 5
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Nostoc 253B [ 7 dana ] Nostoc 283B [21dan] Nostoc 2S3B [35dana]
100 100 100
*  24h mlagania * 24h izlaganja © 24h izlagenia
~ 15 m 48h izlaganja 75 ®- 48h izlaganja 75 & 48h izlagenje
2 2 g
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100 100
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g g
% 24h LC50 > 10000 pg,/ml 50 { 24h LCS0 = 4216.96 pg/ml § 50 24h LC50 = 2735.26 jg/ml
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i 4 i
# S T T 1 0% ' . —
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100 - 100 [l 100 =
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15 & 48h ilagarja 15 = 48hizlaganja T Vs B 48h izlaganja
£ & 7 8 =
3 ] .
% 50 | 24h LC50 > 10000 g/mi 3 50 f 24 LC50 = 1610.64 pag/ml % 50 } 24h LC50 = 1091.44 pig/ml
K] + 48h LC50 = 5236 pg/ml 2 2 48K LCS0 = 1267.65 Ligfml k]
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: b s
L 0% T T T T 1 [1] Ed
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Oscillatoria K3 - 6g K;HPO,

Oscillatoria K3 - 2g K,HPO,

Oscillatoria K3 - 4g K,HPO,

100 . 100 ] 100 .
) ; = ® 24h iwagania ) . & 240 izlagenia | & 24h izloganjo
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& / £ F /
3 ‘ 3 3 |
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MNnaH TPEeTMaHa nogaTtakKa

,» JOKCMYHOCT 0/[abpaHKX cojeBa IujaHoOakTepuja y in Vivo u in Vitro recroBrma‘

a) Yuusepsuter y HoBom Cany, [IpuponHo-matematiuku dakynrer, JlenaptMan 3a OHOIOTH]Y
U €KOJIOTH]Y

0) IlIxomna Ouonomkux Hayka, YHuBep3uteT y Ksuncnenay, St. Lucia, Ayctpanuja

B) Hay4nu uHCTHTYT 32 BeTepuHapcTBo ,,HoBu Can‘

a) IIporpam Hay4YHOMCTPa)XWBAYKOr paga MUHHCTAPCTBA HAayKe, TEXHOJOIIKOT Pa3Boja H
uHoBauyja Penyonuke Cpouje (EB.Op. 451-03-47/2023-01/200125)

0) ,,Molecular Methods for Supporting Microalgae as Biofactories” (MORAB) Bpoj npojexra
6445349. ®onp 3a Hayky PC — IIporpam capaame cpricke Hayke ca aujacnopoM: Bayuepu 3a
pa3meHy 3Hama, yuecHuIM [IM® (Hoeu Can) u Illkona GMONOMIKMX HayKa, YHHUBEP3UTET y
Ksuncennny, Aycrpanuja. Tpajame: 2021.-2023. PykoBoguian;: Jenuna CumeyHoBuh.

1.1 Bpcra cryauje

VY okBHpY CTyAH]je Cy KOpHIITheHH IN VIVO TeCTOBH TOKCHYHOCTH ca OeckruumMermaukuM (Artemia
salina, Daphnia magna) u kuumemaukum (Danio rerio) akBaTHYHKUM MOJIEN OpPraHU3MHUMa ca
IJbEM JETEeKIHje M KapakTepusaluje aKyTHe TOKCHYHOCTH eKcTpakara ojaadpaHux
nujaHoOakTepujckux cojeBa. CrmpoBeseHe cy IN VItro aHanmu3e penaTUBHUX MHPOMEHA Y
eKCIpecHju oabpaHux reHa Ko Mojen opranuzama Daphnia magna u Danio rerio, kako 6u ce
NPUKYIUIN TIOAAIU O OJrOBOPY aKBaTHYHHMX OpraHM3amMa Ha TOKCHYHOCT Ha MOJICKYJapHOM
HuBoy. [Ilopenq Tora je wWcnMTAaH UUTOTOKCHYHM M HEYPOTOKCHYHHM  MOTCHIIMjall
[I1jaHOOAKTEPHjCKHX COjeBa y TECTy ca henmjckoM JIMHUjOM XyMaHOT HeypoOiacToma, Kao H
YTHUIIA] PEIeBAaHTHUX EKOJIOMIKKUX (hakTopa u (a3a pacta Ha TOKCHYHOCT cojeBa y Artemia salina
ouotecty. Y IHIbY KapaKTepH3allHje HCIUTUBAHUX €KCTpaKaTa U yTBphuBame MoTeHIIMjana 3a
OPOJYKIMjy MO3HATUX IHjaHOTOKCHHA, npuMereH je EJIMCA TecT M CeKBEHIHMpaHH Cy U
OKapaKTepUCaHU '€HOMH COjeBa y3 MPUMeHy OMOMH(POPMATHYKHUX ajiaTa 3a UACHTH(OUKAIH]Y U
UCTIUTHBaKkE OMOCHHTETCKUX FCHCKUX KIIacTepa.

1.2 Bpcre nonaraka
a) KBAHTUTATUBHHU

0) KBAJIUTATUBHHU




1.3. Haunn npukyIbama rnojaraxka

dotorpaduje MTEeTHUX MPOMEHA PETUCTPOBAHUX KOJI H3JIOKEHUX EKCIIEPUMEHTAITHHX jEIMHKH,
3alMCU HAKOH Mepema IPOMEHE peaTHBHE EKCIpecHje reHa Ha oaroBapajyhem ypebhajy,
3aITUCH ca CIIEKTPO()OTOMETAPCKUX Mepema, , MPETJe]l JOCTYITHEe HAyYHe JTUTeparType.

1.3 ®opmar noxparaka, ynorpeOsbeHe cKaje, KOJIMYMHa oJaTaKa

1.3.1 Ynotpebsberu copTBep u hopMaT 1aTOTEKE:
a) Excel ¢aji, narorexa .xIsx

b) SPSS dajn, naroreka

c) PDF dajn, natoreka

d) Tekcr ¢ajia, natorexa .doc

e) JPG ¢aja, natoreka .jpg

f) Ocrauo, naroreka .png; .svg

1.3.2. bpoj 3anuca (ko KBAaHTUTATUBHUX T0/IaTaKa)
a) Opoj Bapujabmu: og 4 10 15 y 3aBUCHOCTH O] METOJIE

6) Opoj Mepewa (MCHHMTAaHUKA, MPOLIEHA, CHUMaKa U CJ.): Mepeme CBakor mnapamerpa je
U3BPIIEHO Ca TPU WMJIM YETUPH peIuIuKaTa, JAOK je Opoj UCIHUTAHMX jeIUHKHU MO PEeIUINKATy
n3Hocuo 3 110 20 y 3aBUCHOCTH OJ1 yOTPEOIhEHE METOIE.

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHA
a) na
0) He

Hamnowmene:

Ha nu hopmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u 0yeopouHy 8aiuoOHOCm nooamaxa?

a) /Jla




0) He

2.1 Meronomnoruja 3a NpUKyTJbamke/TeHEPHUCAkhE TT01aTaKa

2.1.1. Y okBuUpPY KOT UCTPAKMBAUKOT HAI[PTa Cy MOAALM MPUKYTIILEHU?

a) eKCIepuMEeHTH, KBaHTH(DUKAIIKja ITETHUX MPOMEHA HACTAJINX HAKOH M3JIarama 01a0paHux
MOJIeTI OpraHu3amMa JejCTBY IIHjaHOOAKTEPHjCKIX EKCTpaKaTa, aHalIu3a MPOMEHA Y eKCIIPECHju
reHa KBaHTUTATUBHOM ,,real time® PCR (RT-PCR) meromom, criekTpodoToMEeTpHjcKa aHaIu3a
MOTEHIMjalTHe HUTOTOKCUYHOCTH W HEYPOTOKCHMYHOCTH €KCTpakara ojabpaHux cojeBa,
UCIUTHBAKE TOKCUTCHOT MOTEHIIMjala UCIIMTUBAHUX COjeBa MPUMEHOM MMYHOJIOIIKOT eceja
Ka0 W OHOMH(POPMATHYKOM aHAJIM30M TEHCKHX KJacTepa OATOBOPHHX 33 CHHTE3Y
[[1jaHOTOKCHHA.

2.1.2 Hasecmu eépcme MepHUX UHCMPYMEHAMA UIU CMaHoapoe nooamaxa cneyuuuHux 3a
00peheny nayuHy OUCYunIuny (ako nocmoje).

cnektpodoromerap, ypehaj 3a mepeme penatuBHe ekcrnpecuje reHa (qPCR), mporpamcku
MaKeTH 3a OMOMH(POPMATHUKY

2.2 KBanuteT nmojataka u CTaHIapau
2.2.1. Tperman HegocTajyhux nmoparaka

a) [la 1 matpuna caapxxu Hepoctajyhe nogarke? Jla He

2.2.2. Ha xoju HauWH je KOHTPOJMCAH KBAJIHUTET IMo1aTaKa?

KBanurer nmojgaraka je KOHTPOJHMCAH CTaTUCTUYKUM aHalM3aMa, KOpHIIhemeM KOHTPOIHUX
eKCTIepUMeHaTa U rmopehemeM J00HjeHnX pe3yliTara ca JOCTYITHUM JIUTePaTypHUM MoIaliMa
U3 peJIeBaHTHUX U3BOPA.

2.2.3. Ha xoju Ha4¥H je U3BpIIeHa KOHTPOJIa YHOCA T0IaTaka y MaTPHILy?

ITopehemem n06HjeHNX MMoAaTaKa ca JOCTYIHUM JUTEPATypHUM I01aIUMA.




3.1. Tperman u YyBambe mojiaTaka

3.1.1. llooayu he oOumu oenonosanu y Pemno3uTopujyMy ITOKTOPCKHUX JUCEpTanuja y
VYuusep3utery y HoBom Cany (CRIS) u 3ajeqHIYKOM MOPTaTy CBUX JOKTOPCKHUX JHCEpTaIlnja
Y W3BEIITaja KOMUCH]a O BbUXO0BO] OIleHU Ha YHHBep3uTeTuMa y Cpouju (NARDUS).

3.1.2. URL adpeca https://www.cris.uns.ac.rs/index.jsf u https://nardus.mpn.gov.rs/
3.1.3.DOl: /

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopernom npucmyny?

a) Jla
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

3.1.5. Ilooayu nehe bumu denonosanu y penosumopujym, aiu he bumu yyganu.
Obpasznoocere

JlokTopcka amcepranuja ca npuwiorom he 6utu aemnoHoBaHa y Peno3utopujymy DOKTOPCKUX
miceprauuja y YauBepsutrery y HoBom Cany (CRIS) m 3ajeqHuukoM mopTainy CBHUX
JOKTOPCKUX JUCEepTalHja W W3BEIITaja KOMHCHja O FHUXOBOj OLIEHH HAa YHHBEP3UTETHMA Y
Cp6uju (NARDUS).

3.2 Meramnoany 1 JOKyMEHTAIlHja [o1aTaka
3.2.1. Koju cranmapy 3a metanozgarke he outu npumemeH?

3.2.1. HaBecTu MeTamno/iaTKe Ha OCHOBY KOJUX CY TIOJAIH ICTIOHOBAHU Y PEMO3UTOPH]YM.

3.3 Crpareruja u cTanfap/iu 3a 4yBame MojiaTaka

3.3.1. Mo xor nepuoja he nomany OUTH UyBaHHU y PEMO3ZUTOPUjyMY? HEOTPAHUUYEHO

3.3.2. Jla ntu he nogauu 6utH nenonoBanu nox mudpom? la He

3.3.3. la 1 he mmdpa Outu noctymnna oapeheHom kpyry uctpaxkubauda? Jla He

3.3.4. la 1u ce moaany MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIA ITOCIIE U3BECHOT BpeMeHa?
Ja He

O6paznoxutu

| 4. Besbeariocr nogataa v sawvTa nosepronemx nbopwawia |




OBaj ogesbak MOPA Outu momymeH ako Balld MOJald YKJbY4yjy JIMYHE MOJATKE KOJU Cce
OJJHOCE Ha YYECHUKE Yy HCTpaKMBamy. 3a JIpyra HUCTpakuBama Tpeda Takohe pasMOTpHTH
3alITUTY U CUTYpPHOCT IO/IaTaKa.

4.1 ®opmanHu cTaHIapAu 3a CUTYpHOCT HH(OpMaIija/moiaTaka

HcTrpaxkuBaun KOju CIIPOBOJIE UCIUTHBAKA C JbyAUMa MOpPajy Ja ce MpUIpkaBajy 3akoHA O
3allITUTHU ImoaarTraka 0 JINYHOCTHU
(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u oxarosapajyher
HHCTUTYLHUOHAJIHOT KOACKCA O aKAACMCKOM MHTCIPUTCTY .

4.1.2. la 1u je uctpaxkuBame 0100peHo o1 cTpane etuuke komucuje? [la He

4.1.2. Jla m1 nojany ykJbyuyjy JINUHE NIOJaTKe yuecHHKa y uctpaxkuBamwy? Jla He

5.1. Ilooayu he bumu

a) jaeno oocmynHnu

0) docmynHu camo yCKom Kpyey ucmpaxcueaya y oopehenoj Hayunoj ooracmu
y) 3ameopeHu

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu oumu apxueupaHu.
AyTOpCTBO — HEKOMEPITUjaIHO — Oe3 Ipepaje

6. vnore woprosoprocr |
6.1. Hasecmu ume u npesume u mej aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa

[Merap Jdasunosuh; davidovicpetar93@gmail.com; petar.davidovic@dbe.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocode Koja o0picasa mampuyy ¢ nooayuma
[Merap Jdasunosuh; davidovicpetar93@gmail.com; petar.davidovic@dbe.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe xoja omozyhyje npucmyn nooayuma opyaum
UCMpaNicueayuMa

IMerap aBumosuh; davidovicpetar93@gmail.com; petar.davidovic@dbe.uns.ac.rs



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

