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ABSTRACT

This review is an attempt to summarize the available information about toxin
producing blue-green algae (Cyanoprokaryota). A detailed description of the best
known cyanotoxins, their mode of action with particular attention to the human health
and ecological risks, distribution as well as their detection and quantification by
different assays (biological, biochemical, immunological, physicochemical) are
presented.

Key words. Cyanoprokaryota, cyanotoxins, methods for detection, ecological
risk, human health.

1. Allgemeine Char akteristik der Cyanopr okaryota

Cyanoprokaryota sind prokaryotische Algen. Es sind mit den Bakterien
verwandte autotrophe Mikroorganismen, Vertreter der atesten Organismen der Erde,
der Prokaryota. Die Cyanoprokaryota besitzen gemeinsame Merkmale mit den
Eubakterien, sie haben eine feste Zellwand, die Murein enthdlt, und sind durch das
Fehlen eines differenzierten Zellkerns charakterisiert. Andererseits haben die
Cyanoprokaryota Photosynthese wi e die Rot- und Grinalgen, d.h., sie geben freies
O, ab (CASTENHOLZ & WATERBURY, 1989). Das bestimmt ihre grof3e Bedeutung fur
die Entwicklung hoherer Organismen auf der Erde. Ihre hohe 6kologische Plastizitét
und die Fahigkeit, unglnstige Bedingungen jahrelang als Sporen zu Uberleben,
ermoglicht ihre kosmopolitische und unspezifische Verbreitung. Blaualgen kommen
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in den verschiedensten Biotopen vor — St3wasser- und Meereshabitate, Boden; in
heiRen Thermalquellen wie in den Gletschern der Antarktis. Vertreter der
Cyanoprokaryota konnen okologische Nischen einnehmen, die fur andere Algen
unzuganglich sind (beispielsweise eine Wassertiefe von 7 bis 15 Metern), und
vermeiden auf diese Weise die fur die oberen Wasserschichten reiner Gewasser
charakteristische Nahrstoffkonkurrenz. Die Cyanoprokaryota sind einzellige,
koloniale oder fadenformige Organismen. Einige fadenférmige Gattungen besitzen
spezifische No-bindende Heterozysten. Ein Teil der Cyanoprokaryotaarten besitzen
Gasvakuolen, die ihnen die Mdglichkeit bieten, ihre Position im Gewasser zu
regulieren, was unzweifelhaft ein VVorteil gegentiber den anderen Planktonarten ist.

Die Vertreter der Cyanoprokaryota produzieren eine Rehe von
Sekundarmetaboliten, charakterisiert durch verschiedene biologische Aktivitéat wie
auch Cytotoxizitdt, |mmunosuppression; antifungale, antivirale, enzyminhibitorische
oder Cardioaktivitat (NAMIKOSHI & RINEHART, 1996). Die von den Cyanoprokaryota
gebildete Gruppe von Sekundarmetaboliten umfasst Stoffe, die als Hormone,
Antibiotika, Allelochemikalien und Toxine wirken.

Gleichzeitig mit der positiven Rolle in der Okologie, die die Cyanoprokaryota
spielten und spielen, kdnnen die Vertreter der Cyanoprokaryota auch eine echte
Gefahr fur Flora, Fauna und den Menschen darstellen, da ein grof3er Teil von ihnen
hochaktive Toxine bildet, die Cyanotoxine. Bisher wurden 150 Gattungen
Cyanoprokaryota mit 2000 Arten festgestellt, von mindestens 40% von ihnen ist die
Produktion von Cyanotoxinen bekannt (SKULBERG et al.,1993), wobel die Anzahl von
Mitteilungen Uber nachgewiesene Cyanotoxine im Weltmal3stab ununterbrochen
zunimmt. (Abb. 1). Die Cyanotoxine sind Teil der Gruppe der sogenannten
,Biotoxine", die in den Oberflachenschichten von Meeres- und SlRwasserbecken
gefunden werden. Seit Jahren werden von alen Teilen des Planeten von
Cyanotoxinen verursachte Todesfalle von Saugetieren, Vdgeln und Fischen, sowie
Erkrankungen von Menschen mitgeteilt (CARMICHAEL, 1988, 1994; BELL & CoDD,
1994; RAaO et al., 1994; SIVONEN, 1996; HITZFELD et a., 2000). Von der ersten
Mitteilung Uber eine durch Massenentwicklung der Gattung Nodularia verursachte
Wasserkontaminierung in Australien (FRANCIS, 1878) Uber die Mitteilung von durch
Verschmutzung des Trinkwassers mit Hepatotoxinen verursachten gehauften
Auftreten von Leberkrebsfallen in China, bis zum tragischen Tod von 60 Patienten im
Hamodialysezentrum Caruaru in Brasilien, wo bel der Dialyse mit Microcystinen
kontaminiertes Wasser verwendet wurde (JOCHIMSEN et al., 1998; PouRIA, 1998) —
die Liste ist lang und zeigt unzweideutig, welche Gefahr die Cyanotoxine in
Okologischer Hinsicht darstellen kénnen.
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Abb 1. Berichte Gber Cyanoprokaryota ,, Wasserbltihen und gemessenen Cyanotoxinen in
Gewassern von ver schiedenen geogr afischen Breiten.

Eine Massenentwicklung von Cyanoprokaryota (sogenannte Wasserbl (ite) ist die
Hauptursache der Kontaminierung von Gewassern mit Cyanotoxinen. Wenn die
Umweltbedingungen eine Massenentwicklung von Cyanoprokaryota ermoglichen,
kann es zu einer gefahrlich hohen Konzentration von Cyanotoxinen in den Gewassern
kommen Aul3er, dass die ,, Wasserbllte” zu einer schnellen sichtbaren Toxizitét in
den betroffenen Organismen fihrt, beweisen auch eine Relthe von Daten, dass
langandauernde und haufige Expositionen bel niedriger Konzentration von
Cyanotoxinen zu chronischen Gesundheitsschaden fuhren kdnnen, deren Ursachen in
der Folgezeit schwer feststellbar sind. Ein Beispiel dafir ist das in bestimmten
Gebieten Chinas haufig festgestellte Vorkommen von niedrigen Konzentrationen des
Cyanotoxins Microcystin im Trinkwasser. Es wird angenommen, dass das
Microcystin die Ursache fur die wachsende Zahl von Leberkrebsfallen unter der
Bevolkerung dieser Gebiete ist (CARMICHAEL, 1997).

Leider wurden die zur Haufung von Fallen der Blaualgenmassenentwicklung
sowie von Cyanotoxinen fuhrenden Ursachen noch nicht gentigend gut untersucht. Es
wird angenommen, dass Faktoren wie das Vorkommen von Stickstoff und Phosphor,
Temperatur, Licht, Spurenelemente (Fe, Mo), pH-Wert und Alkalitét, hydrologische
und meteorologische Bedingungen Einflu3 auf die Wasserblite haben. Obwohl
gesagt werden kann, dass diese Faktoren direkt mit der Wasserbl(ite verbunden sind,
so gilt das nicht fir die Beziehung Zellenanzahl/I — Toxinniveau im Wasser. Einige
Autoren meinen, dass eine beispielsweise zur Wasserbl (te flihrende Eutrophisierung
der Gewasser grundsétzlich durch lokale Bedingungen bestimmt wird und héufig
durch anthropogene Faktoren bedingt ist. Neben den lokalen bestehen auch eine
Reihe von globalen Faktoren, die im Weltmaldstab zur Erh6éhung der
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Cyanotoxingefahr fuhren. Dazu gehdren die globale Erwarmung des Planeten, die
eine Wasserbl tite begUnstigt, sowie die Herausbildung von Megastadten, was zu einer
intensiven Nutzung von begrenzten Wasservorréten fihrt.

2. Cyanotoxine — allgemeine Charakteristik, Klassifizierung

In den meisten Fallen sind die Cyanotoxine Sekundarmetabolite aus dem
Stoffwechsel der Cyanoprokaryota, die vorlaufig in drel grof3e Gruppen unterteilt
werden: Hepatotoxine, Neurotoxine und Dermatotoxine. Die bekanntesten Vertreter
der Hepatotoxine sind Microcystine und Nodularine (zyklische Peptide), sowie
Cylindrospermopsin, nach der chemischen Struktur ein Alkaloid. Zu den
Neurotoxinen gehdren die Alkaloide Anatoxin-a, Anatoxin-a(s), Homoanatoxin und
Saxitoxine. Als Dermatotoxine werden Lyngbyatoxin und Aplysiatoxin klassifiziert.
Nach ihrer funktionellen Wirkung klassifizieren die Autoren die Cyanotoxine als
Hepatotoxine, Neurotoxine und Cytotoxine. AulRerdem produzieren einige
Cyanoprokaryota in geringer Menge die Toxine LPS (Lipopolysaccharide,
Endotoxine) und eine Reihe anderer Sekundarmetabolite, die potentiell
pharmakologisch genutzt werden kénnen. Nach der biologischen Wirkung und der
chemischen Struktur werden die Cyanotoxine in drei Gruppen unterteilt:

» Zyklische Peptide (Hepatotoxine — Microcystine, Nodularin)
* Alkaloide (Neurotoxine — Anatoxine, Saxitoxine)
 LPS — Lipopolysaccharide (Endotoxine)

Die drei toxischsten Cyanoprokaryotagattungen sind Microcystis, Nodularia
und Oscillatoria, und die am haufigsten as Toxinproduzenten genannten
Cyanoprokaryota-Arten sind  Microcystis aeruginosa, Oscillatoria  sp.,
Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-aquae, Planctothrix agardhii und

Lyngbya sp.

2.1. Toxinproduktion

Obgleich die Umweltbedingungen, unter denen Cyanoprokaryota Toxine
produzieren, relativ wenig untersucht wurden, ist die Art der Synthese dieser Toxine
etwas Klarer. Ihre seltene Aminosauren enthaltende zyklische Struktur von Kkleiner
GrofRe zeigt, dass diese Peptide aulRerhalb der Ribosomen synthetisiert werden
(DITTMANN €t al., 1997). Die an der aul3erribosomalen Peptidsynthese teilnehmenden
Enzyme — die Peptidsynthetasen - sind moduldr, und jedes Modul enthdlt die
Information fir ein einzelnes Teil der Peptidsynthese.

Molekulargenetische Untersuchungen von toxischen und nichttoxischen
Populationen von Microcystis aeruginosa zeigen, dass einzig die toxischen
Populationen die Gensequenzen fir Peptidsynthetasen enthalten. Die Mdglichkeit,
dass eine Cyanoprokaryotaart Toxine produziert, wird durch die Anwesenheit dieser
Gene bestimmt, sowie von ihrem Ausdruck unter bestimmten Umweltbedingungen.
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2.2. Cyanotoxine — chemische Struktur, Wirkungsmechanismus

Die Neurotoxine (Anatoxine, Saxitoxine) wirken auf die Funktionen des
Nervensystems und bewirken haufig einen schnellen Tod, da sie zur Paralyse der
Atemmuskulatur  fuhren. Die Hepatotoxine (Microcystine,  Nodularin,
Cylindrospermopsin) sind Gifte, die hauptsachlich die Leber betreffen und schadigen.
Bei den betroffenen Organismen tritt der Tod im Resultat der Fullung der Leber mit
Blut ein. Dieser Bluterguss fihrt zu einem fatalen Kreislaufschock, was nach einigen
Stunden oder Tagen (abhangig von der Organschadigung) zum Tode fihrt.

2.2.1. Neurotoxine

Die wichtigsten chemischen Strukturformeln der héufigsten Neurotoxine zeigt
Abb.2. Vier Arten von durch Cyanoprokaryota produzierten Neurotoxinen wurden im
Detail untersucht: Anatoxin-a, Anatoxin-a(s), Saxitoxine und Neosaxitoxin.

Anatoxin-a  Homoanatoxin-a Anatoxin-a(s) Saxitoxin

Abb 2. Neurotoxine (Strukturformeln).

Wie es scheint, kommen Anatoxin-a und Anatoxin-a(s) einzig und streng
gpezifisch nur bei Cyanoprokaryota vor. Die anderen zwei Arten von Neurotoxinen
(Saxitoxin und Neosaxitoxin) oder das sogenannte paralytic shellfish poison (PSP)
sind unspezifisch und konnen auch von anderen Organismen produziert werden
(Dinoflagellaten), und das haufiger in Salzwasserbecken.

Anatoxin-a. Es ist das erste aus einer St3wasser - Cyanoprokaryotaart isolierte
Cyanotoxin, das chemisch und funktionell definiert ist. Seine Produzenten sind
verschiedene St3wasserarten, wie Anabaena flos-aquae und einige andere Arten der
Gattungen Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis und seltener
Microcystis (CARMICHAEL et al., 1975; PARK et a., 1993; SIVONEN, 1996). Seine
neurotoxische Wirkung imitiert den Effekt von Azetylcholin mit einer mittleren
Letaldosis (LDsp) von 200-300 pg/kg Korpergewicht reinem Cyanotoxin, injiziert i.p.
bei Mausen (CARMICHAEL et a., 1975). Normalerweise verbinden sich die
Azetylcholinmolekile getrennt von den Neuronen mit dem Azetylcholinrezeptor der
Muskelzellen, wobei sie ein Zusammenziehen der Zellen verursachen. Danach
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zersetzt das Enzym Azetylcholinesterase das Azetylcholin, und die Muskelzelle kehrt
auf diese Weise in den Ruhezustand zurlick. Das Anatoxin-a imitiert die Wirkung
von Azetylcholin. Es verbindet sich ebenfalls mit dem Azetylcholinrezeptor der
Muskelzellen und ruft eine Kontraktion hervor, kann jedoch nicht durch
Azetylcholinesterase oder ein anderes Enzym bei den Eukaryoten abgebaut werden.
Die Intoxikationen mit Anatoxin-a bewirken eine Paralyse. Sind die Atemmuskeln
betroffen, so werden durch den das Gehirn erreichenden Sauerstoffmangel
Konvulsionen hervorgerufen. Bis jetzt ist kein Antidot des Anatoxin-a bekannt.

Homoanatoxin-a ist ein homologes Cyanotoxin des Anatoxin-a mit einer LDs
von 250 pg/kg Korpergewicht, intraperitoneal bei Mausen injiziert. Es wurde aus der
Blaualgenart Oscillatoria formosa isoliert und bestimmt (SKULBERG et al., 1992).

Anatoxin-a(s) ist ein natlrliches Organophospat, das aus Anabaena flos-aquae
und Anabaena |lemmermannii isoliert wurde (MATSUNAGA et al., 1989). Es ist eine
hochtoxische Substanz mit der mittleren Letaldosis (LDsg) von 20 pg/kg
Korpergewicht, i.p. injiziert bei Mausen (CARMICHAEL et a., 1990). Bei den
behandelten Tieren verursacht es Speichelfluss, was es von den anderen
Cyanotoxinen unterscheidet. Die von diesem Cyanotoxin hervorgerufenen Symptome
ahneln denen von Anatoxin-a. Anatoxin-a(s) hat jedoch eine andere chemische
Struktur als das Anatoxin-a und ruft die fir die Intoxikation mit dieser Toxingruppe
charakteristischen Symptome durch einen anderen Mechanismus hervor
(CARMICHAEL et a., 1994). Wahrend das Anatoxin-a den Abbau von Azetylcholin
bei den Neuronen durch dessen Imitation inhibiert, so inhibiert das Anatoxin-a(s) die
Azetylcholinesterase. Anatoxin-a(s) wirkt mehr indirekt. Es stort die Verbindung des
Azetylcholins mit den Rezeptoren nicht. Bel dieser Verbindung wird eine
Kontraktion der Muskelzelle hervorgerufen, aber in der Folge wird die
Azetylcholinesterase blockiert, wodurch das Azetylcholin nicht abgebaut werden
kann. Im Ergebnis arbeitet der Neurotransmitter ununterbrochen und bewirkt eine
Praestimulation der respiatorischen Muskulatur.

Saxitoxine _und Neosaxitoxin. Diese beiden Cyanotoxinarten werden von
SiRwasserarten der Gattungen Anabaena und Aphanizomenon, Cylindrospermopsis
und Lyngbya gebildet (HUMPAGE et al., 1994; CARMICHAEL et a., 1997; ONODERA et
a., 1997). Ein grol3er Teil der Mitteilungen nennt jedoch als Produzenten von
Saxitoxinen und Neosaxitoxin Dinoflagellaten — Salzwasseralgen, die die sogenannte
»rote Wasserblite* hervorrufen. Tatsache ist, dass alle Neurotoxine die Funktionen
des Nervensystems schadigen, indem sie die , Kommunikation* zwischen Neuron
und Muskelzelle stéren, jedoch auf verschiedenen Wegen. Saxitoxine und
Neosaxitoxin unterbrechen die Ubertragung des Nervenimpulses durch Verhinderung
des freien Ubertritts von Na" in die Neuronen und Blockierung der Nervenkangle. Im
Ergebnis werden die M uskelzellen nicht stimuliert, und es tritt Paralyse ein.
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2.2.2. Hepatotoxine

Wahrend die cyanoprokaryotische Neurotoxine als Verursacher von Todesféllen
von Tieren und Intoxikationen von Menschen besonders in Nordamerika,
Grof3britannien, Australien und den skandinavischen Landern festgestellt wurden, so
wird die andere grof3e Gruppe von Cyanotoxinen, die Hepatotoxine — Microcystine,
Nodularin, Cylindrospermopsin (Abb. 3) mit Vorfdlen von Intoxikationen
buchstablich von jedem Punkt des Planeten verbunden.
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Abb 3. Hepatotoxine (Strukturformeln).

Microcystine _und_Nodularine sind von Blaualgen produzierte zyklische
Heptapeptide mit cancerogener Aktivitdt durch Inhibierung der Proteinphosphatasen
1 und 2A (PP1 und PP2A) (FALCONER, 1999; FUDJKI & SUGNUMA, 1999).
Microcystine und Nodularine sind weit verbreitete Hepatotoxine. Sie werden bei
» WasserblUten” in SlURwasser- und Meeresbecken gefunden. Die Produktion von
Microcystinen  wird von Vertretern der Gattungen Microcystis, Anabaena,
Planctothrix, Nostoc beschrieben, wahrend Nodularin einzig in der Gattung
Nodularia gefunden wurde. Bis jetzt wurden 60 Strukturformen von Microcystin
beschrieben. Diese zyklischen Peptide sind kleine Moleklle mit einem
Molekulargewicht zwischen 800 — 1000 Da. Die meisten Microcystine sind
hydrophil, und insgesamt sind sie nicht in der Lage, die Zellmembran von
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Wirbeltieren zu durchdringen, weshalb sie einen ATF-abhangigen Transporteur
bendtigen, um in die Zelle einzudringen. Im Ergebnis ist die toxische Wirkung von
Microcystine und Nodularin begrenzt auf Organe, die einen nichtidentifizierten
organischen Anionentransporteur auf ihren Zellmembranen zeigen, wie zum Beispiel
die Leber. Das ist eine der Ursachen, weshalb diese Cyanotoxine bei Intoxikationen
hauptsachlich die Leber schadigen.

Cylindr ospermopsin ist ein in tropischen und subtropischen Wasserbecken von
Australien entdecktes Cyanotoxin, das sich strukturell von den anderen
Hepatotoxinen unterscheidet (HAWKINS et al., 1985). Dieses Alkaloid (Abb. 3) ist ein
Cyto- und Hepatotoxin, das hauptsachlich von Cylindrospermopsis raciborskii
produziert wird, jedoch auch von Aphanizomenon ovalisporum und Umezakia natans.
Beobachtet wurde eine starke toxische Wirkung bei weiRen Mausen nach
intraperitonealer Injektion von Cylindrospermopsin mit einer mittleren Letaldosis
(LDsg) von 2 pg/kg nach 24 Stunden. Die am haufigsten festgestellte Wirkung dieses
Cyanotoxins ist Hepatotoxizitét, es schadigt jedoch auch Nieren, Herz und
Thymusdriise der Versuchstiere. Versuche mit Cylindrospermopsin in vitro zeigen,
dass dieses Cyanotoxin einen stérkeren toxischen Effekt auf primére Hepatozyten
von Ratten im Vergleich zu anderen Zellarten hat.

2.2.3. Dermatotoxine
Zu dieser Cyanotoxingruppe gehdren Lyngbyatoxin und Aplysiatoxin (Abb. 4).

H+C CHy
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CH;
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ADbb 4. Dermatotoxine (Srukturformeln).

Sie wurden oft nach ,, Wasserbl(te” durch Salzwasserarten von Cyanoprokaryota
gefunden. Beschrieben werden Dermatotoxine als cancerogen und Aktivatoren der
Proteinkinase C. Diese Toxine konnen bei Hautkontakt akute  Dermatosen
hervorrufen, bei Oralkontakt auch gastrointestinale Entzindungen (MOORE et d.,
1993). Bis jetzt wurde als Produzent von Lyngbyatoxin A und Aplysiatoxin die
Salzwasserart Lyngbya majuscula erwahnt (CARDELINA et al., 1979; OSBORNE et al.,
2001), als Produzent von Aplysiatoxin Schizothrix calcicola (SIVONEN, 1996).
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2.2.4. LPS— Lipopolysaccharide (Endotoxine)

Cyanoprokaryota bilden Lipopolysaccharide als wichtigen Bestandteil ihrer
Zellwand. Die cyanobakteriellen LPS unterscheiden sich von den meisten
bakteriellen LPS durch das Fehlen von Phosphat im Kern des Lipids A (KELETI &
SYKORA, 1982). Bel Tierversuchen erwies sich das cyanobakterielle LPS im
Vergleich zum enterobakteriellen als 10-fach schwécher toxisch (CobbD, 1984). Die
Ergebnisse Uber das Auftreten von Endotoxinwirkung bei der Injektion von Mausen
sind widersprichlich. Bei einigen Untersuchungen wurde keine Wirkung beobachtet
(WEISE et a., 1970; KELETI et al., 1979), wahrend andere letale Wirkung zeigten,
einschliel3lich einer positiven Schwarzmannreaktion (KELETI & SYKORA, 1982).

3. Blaualgen als Quelle von biologisch aktiven Substanzen

Cyanoprokaryota sind eine reiche Quelle von biologisch aktiven Peptiden,
Makroliden, Alkaloiden, Schwefelverbindungen, Cytotoxinen, Fungiziden und einer
Reihe von Enzyminhibitoren (OkiNO et al.,, 1992; FuJkl et a. 1993).
Bekanntgemacht wurde ein breites Spektrum biologisch aktiver cyanobakterieller
Peptide, einschlielllich solcher mit zelldifferentieller Wirkung (Microcystilid A),
fungizider Aktivitdt (Laxophyzin A und B) und immunosuppressive Lipopeptide
(Microcolin A und B). Die Blaualgen erzeugen eine Reihe von
Serinproteaseninhibitoren, wie zum Beispiel Trypsin, Plasmin, Elastase und
Chimotrypsin. OSTENSVIK et a. (1998) berichten tber Aphanizomenon flos-aquae als
Produzent von Stoffen mit antibakterieller und mutagener Aktivitat auf ein
Salmonella typhimurium — Testsystem. Polysaccharide, Sulfolipide und andere aus
Blaualgen isolierte Stoffe besitzen antivirale Aktivitét, einschliefflich Anti-HIV-
Aktivitdt in vitro (SHAEFFER et al., 1999; AYEHUNIE et al., 1998), und von
Aphanizomenon flos-aquae wird auch die Produktion von Galaktolipiden mit
antikanzerogener Wirkung mitgeteilt (SHIRABASHI et a., 1996). Andere durch
antikanzerogene Wirksamkeit charakterisierte Stoffe sind die aus Nostoc sp.
isolierten Kryptophyzine (EGGEN & GEORG, 2002).

4. Nachweis der Cyanotoxine

Die Nachweismethoden der Cyanotoxine unterteilen sich in biologische,
physikochemische und immunologische (Tabelle 1). Nach ener anderen
Klassifizierung werden sie in biologische, physikochemische und biochemische
unterteilt, wobei zu den biochemischen die immunologischen gehtren. Tabelle 1
zeigt die wichtigsten Nachweismethoden fur Cyanotoxine.
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Tabelle 1. Wichtigste Methoden des Cyanotoxinnachwel ses.

_ . . Physikochemische | mmunologische
Cyanotoxine Biologische M ethoden (Apparate-) M ethoden
M ethoden
invivo Tests HPLC - UV ELISA
Microcystine mit: invitro Tests HPLC - PDA | Protein-
- Méausen mit LC/MS Phosphatasen
- Artemia Zdlkulturen MALDI-TOF Inhibierung
- Daphnia
invitro Tests HPLC
Anatoxin-a mit LC/MS
Zdlkulturen GC-ECD
GC/IMS
invivo Tests HPLC Enzymatische
Anatoxin-a(s) mit LCIMS Methoden
Mausen
invivo Tests Rezeptorische HPLC - FL
Saxitoxine mit Untersuchungen LC/MS ELISA
Mausen
Cylindr osper mopsin HPLC - UV
LCIMS
k}[;?}?g g? ;)(()ixr']n in vivo Tests mit Mausen und histopathol ogische Analyse
Endotoxine (L PS) LAL (Limulus Amebocyte Lysate) Test, in vitro Tests mit Zdlkulturen

4.1. Biologische Methoden
Diese Anaysemethoden fir Cyanotoxine bieten die Mdaoglichkeit der
Feststellung ihres toxischen Potentials in vivo und in vitro.

In vivo — Untersuchungen bei Mausen sind gewohnlich der erste Test fir die
Toxizitat von Wasserproben, Laborkulturen oder Zellextrakten von Cyanoprokaryota.
Den Versuchstieren wird meist intraperitoneal Cyanobakterienextrakt oder
gereinigtes Cyanotoxin injiziert. Danach wird das Verhalten der Versuchstiere
beobachtet, um eventuelle Vergiftungserscheinungen festzustellen. Die Zeit bis zum
Todeseintritt und die Dosis werden festgehalten. Auf diese Art wird auch die LDs
des jeweiligen Cyanotoxins bestimmt. Oft wird auch der Gewichtsunterschied der mit
dem jeweiligen Cyanotoxin behandelten Mause im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe von Versuchstieren bestimmt, denen zum Beispiel PBS injiziert
wurde. Nach Abschluss des Versuchs konnen Leber, Nieren, Magen und andere
Organe fur eine histopathologische Analyse isoliert werden, um eventuelle toxische
Effekte zu bestdtigen oder festzustellen (ITo et a., 2002). Zum Beispiel rufen
Hepatotoxine in den Regel eine Lebervergrof3erung und Blutfillung des Organs
hervor. Die in Leberproben von behandelten Tieren beobachteten histopathologischen
Effekte beim Vorhandensein von Hepatotoxinen sind Erhdhung der Anzahl sich
teilender Hepatozyten (Mitosen), Blutfillung der Sinusoide,
Entzindungserscheinungen und Gewebedegeneration. Oft wird aus der Leber
behandelter Tiere DNS isoliert,um eine eventuelle Fragmentation der DNS oder als
Effekt der Einwirkung eingetretene M utationen festzustellen (SHEN et al., 2002). Ein
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Nachteil dieser Methode ist zum Ersten die Verwendung von Versuchstieren und zum
Zweiten die Unmoglichkeit, damit niedrige Cyanotoxinkonzentrationen in den
Proben festzustellen (RAO et al., 1996).

In_vitro — Methoden zur Untersuchung des toxischen Potentials und der
Giftwirkungsmechaismen der von Cyanoprokaryota produzierten Cyanotoxine und
anderen biologisch aktiven Stoffe wurden entwickelt, um die Verwendung von
Versuchstieren zu vermeiden (Tabelle 2).

Tabelle 2. In vitro Methoden zur Untersuchung der Cyanotoxinwirkung.

Cyanotoxine Zelkulturen
Grabow et al., 1982. Appl. Environ. Micrabioal., 43(6): 1425-1433.
e Microcystine - human hepatoma cell lines PLC/ PRF/5
e LPS - chinese hamster ovary cell line CHO-K1

- human cervical carcinoma cell lineHelLa

« Khanetal., 1995. Natural Toxins 3;: 119-128.

- Primére Hepatozyten der Ratte

- rat skinfibroblasts (ATCC 1213)

Microcystin-LR - rat kidney epithelial cells (ATCC 1571)

*  Wickstrom et al., 1995. Toxicol Pathol 23: 326-337.

- hepatocyte und nonhepatocyte cell lines (rat rental epitheial cells,
fibrablasts)

e Henning et a., 1992. JVet Med B, 39: 307-310.
chang liver ceIIs

e Microcystin Matsushl ma et a., 1990. Biochemical and Biophysical Research
e Nodularin Communications. 171(2): 867-874.
- mouse skin and fibroblasts

* Heinzeet al., . In: Cyanotoxin Occurrence in Freshwaters Chorus, 1., (Ed.)
2001, Capitel 8: 317-324.

- chinese hamster ovary cell line CHO-K1

Cyanoprokaryotaextrakt |- VERO cell line

- L929cdl line

* Tenevad al., 2003. Environ. Toxicoal., 18(1): 9-20.

- RTL-W1 (Zdllinie aus der Leber eines Fisches, Oncorhynchus mykiss)

- Zdlinien von Sdugetieren

» Kogureet al., 1988. Toxicon 26: 191-197.

- N2A Neuroblastomen-Zdllinie

PSP Toxine (Saxitoxine) |«  Jellett et al., 1992. Toxicon 30: 1143-1156.

- N2A Neuroblastomen-Zdllinie

o Gallacher & Birkirk, 1992. FEMS Microbiol. Lett. 92: 1289-1291.
- N2A Neuroblastomen-Zédllinie

Primarkulturen

* Aune& Berg. 1986. Journal Toxicol Environ Health, 19: 325-336.
_ . « Aunee al., 1991. Journal Toxicol Environ Health 34: 1-9.
Microcystine - Hepatozyten der Ratte

« Mankiewich et al., 2001. Environ Toxicol, 16: 225-233.
- Hepatozyten der Ratte
menschliche Lymphozyten

Microcystin- LR Li et al., 2001. Environ Toxicol, 16: 517-522
- Hepatozyten des Karpfens
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Die in vitro — Untersuchungen unterteilen sich in funktionelle und
immunbiologische. In beiden Féllen basiert der Cyanotoxinnachweis auf der
Einwirkung auf ein , Erkennungselement. Bei den funktionellen Methoden ist das
Erkennungselement ein pharmakologischer Rezeptor, der das erste ,Ziel* der
toxischen Substanzen bei den Untersuchungen mit Tieren ist. Bei den
immunbiologischen Methoden ist das Erkennungselement die von den Tieren als
Immunologischen Schutz gegen das Cyanotoxin produzierten Antikorper.

Zum Nachweis der verschiedenen Cyanotoxine wurden drei Gruppen von
funktionellen Methoden  ausgearbeitet: enzymatische, rezeptorische und
Zellmethoden.

Enzymatische Untersuchungen basieren auf der Inhibition der Synthese eines
bestimmten Stoffes und werden fir Hepatotoxine und Anatoxin-a verwendet.

Rezeptorische Untersuchungen baseren auf der konkurrierenden Inhibition von
Radioligandenbindungen unter gleichen Bedingungen. Diese Untersuchungsmethode
wird fir PSP-Toxine, darunter Saxitoxine, angewendet.

Zelluntersuchungen bestimmen morphologische Veranderungen der Zellen,
Cytotoxizitét oder Genaktivierung.

Sie basieren grundsétzlich auf einer Zellreaktion, die sowohl Bindung an einen
Rezeptor, als auch intrazellulére Signalisierung umfalt.

Die Tests auf Cytotoxizitét sind ein Teil der Gruppe der Zellmethoden wodurch
die Fahigkeit toxisch wirkender Substanzen, Zellen zu téten, keine toxische Wirkung
auszuiben oder sogar ihre Entwicklung zu stimulieren, untersucht wird. Daftr
werden verschiedene Farbstoffe verwendet, wie zum Beispiel Alamar Blue, MTT,
CFDA-AM, Neutral Red. Diese Farbstoffe unterstitzen die Feststellung der
Einwirkung von toxischen Substanzen auf die Mitochondrien, und genauer die
Elektronentransportkette (Alamar Blue, MTT), die Zellmenbran (CFDA-AM), wie
auch auf die Lysosomen (Neutral Red).

Die Verwendung von Neutral Red und den Fluoreszenzfarbstoffen Alamar Blue
und CFDA-AM bel in vitro Untersuchungen mit Zelllinien von Fischen wurde von
SCHIRMER et al. (1998) ausgearbeitet. Zelllinien von Fischen haben eine Reihe von
Vorteilen gegentiber den Zelllinien von Saugetieren bei in vitro Untersuchungen der
Cyanotoxine (besonders beim Studium von Temperatureinflissen auf ihren
cytotoxischen Effekt), da Fischzellen in einem weiteren Temperaturbereich kultiviert
werden konnen (TENEVA et al., 2003).

Alamar Blue: Das Wirkungsprinzip dieses Stoffes betrifft besonders die
mitochondriale Elektronentransportkette. Der Farbstoff tritt in die mit der
experimentellen Testsubstanz behandelten Zellen ein. In Abhéngigkeit von dem
Grade, bis zu dem die schadlichen Substanzen die Mitochondrien nicht gechadigt
haben, verwandelt sich Alamar Blue durch Reduktion in einen fluooreszierenden
Stoff . Die Fluorszenz wird bei einer Extinktions/Emissionswellenlénge von 530/595
nm gemessen.

CFDA-AM : Das Wirkungsprinzip dieses Stoffes betrifft besonders das Enzym
Elastase und die Zellmembran. Der Stoff dringt schnell in die Zellen ein, im
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Endeffekt verwandelt sich CFDA-AM von unspezifischen Esterasen in einen polar
fluoreszierenden Stoff (Carboxyfluoreszein) in Abhéngigkeit vom Stadium der
Unversehrtheit der Zelle. Wenn die Zellmembran intakt ist, kann der Farbstoff erneut
langsam  ausgeschieden werden. Die Messung efolgt be  einer
Extinktions/Emissionswellenlénge von 493nm/541nm.

Neutral Red ist ein schwach kationischer, wasserloslicher Supravitalfarbstoff.
Er diffundiert durch die Plasmamembran und konzentriert sich in den Lysosomen, wo
er sich durch elektrostatische hydrophobe Verbindungen mit den Anionenabschnitten
der Lysosomenmatrix verbindet. Das Wirkungsprinzip dieses Stoffes beruht auf
seiner Akkumulation in den Lysosomen. In intakten Zellen wird dieser Stoff von den
Lysosomen gebunden. Ist die Zelle geschadigt, bleibt NR nicht in den Lysosomen
und verlddt die Zelle. Der Uberschiissige oder nicht gebundene Farbstoff wird in
einem Arbeitsschritt durch Auswaschen entfernt. Die Messung erfolgt bei einer
Extinktions/Emissionswellenlange von  530nm/595nm.  Zellvitalitét, Zelltod,
fuktionelle Zellaktivitdt, Dynamik des Plasmalemmas und Unversehrtheit der
Lysosomenmembranen stehen in direkter Verbindung mit der in den Zellen
angereicherten Farbstoffmenge. Das ist die Grundlage der empfindlichen
zytotoxischen Tests zur Beurteilung des Zustands der Zelle.

MTT-Test: MTT  [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-
bromid] ist ein l6sliches Tetrazoliumsalz das eine gelb gefarbte Losung bildet. Das
geloste MTT verwandelt sich beim Zerreilen des Formasanringes durch
Dehydrogenasen-Enzyme in unl6sliches purpurnes Formasan. Die aktiven
mitochondrialen Dehydrogenasen der lebenden Zellen fihren diese Umwandlung
durch. In toten oder fixierten Zellen kann die Umwandlung nicht stattfinden.

Durch die Tests fir Cytotoxizitat bei Benutzung von Zelllinien von Saugetieren
und Fischen kann das toxische  Potential von  Wasserproben,
Cyanoprokaryotaextrakten, Cyanotoxinen oder von Cyanoprokaryota produzierten
biologisch aktiven Stoffen untersucht werden. Cytotests werden oft mit Licht - oder
Elektronenmikroskopie kombiniert, wobei Anderungen der Morphologie und
Organisation der Zelle as Ergebnis der Enwirkung bestimmt werden. Auf diese
Weise wurde zum Beispiel festgestellt, dass Microcystine die Microfilamentstruktur
der Zelle zerstbren. PSP-Toxine (Saxitotine) blockieren, wie bereits erwéhnt, die
Nervenkanale und verhindern so den freien Durchgang von Na'. Das Prinzip ihrer
toxischen Wirkung ist die Grundlage einer Reihe von Untersuchungen auf
Cytotoxizitét. KOGURE et a. (1988) berichten Uber die Untersuchung der
Cytotoxizitét von PSP-Toxinen auf eine N2A Neuroblastomen-Zelllinie von Méausen,
die auf der Fahigkeit von PSP-Toxinen beruht, das Zellwachstum zu beeinflussen
sowie ihre Lysierung als Reaktion auf das Eindringen von Na' in die Zelle durch
Einwirkung mit Veratridin (Na'-Kanal-Aktivator) und Oubain (Inhibitor der Na'/K*-
Pumpe). zu verursachen. Diese Untersuchung wurde durch JELLET et al. (1992),
GALLACHER et a. (1992) und MANGER et a. (1993) zum automatischen Ablesen
modifiziert und basiert auf der Akkumulation des Farbstoffs Kristallviolett (JELLET et
a., 1992) und Neutralrot (GALLACHER & BIRKBECK, 1992) oder der Umwandlung
des gelben Mitochondrien-Farbstoffs MTT in blaue Formasankristalle (MANGER et
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a., 1993). Die quantitative Bestimmung erfolgt mittels Spektrophotometer. Tabelle 2
zeigt einige Beispiele fur in vitro Untersuchungen von Cyanotoxinen unter
Benutzung von Zelllinien und priméren Zellkulturen. Die Tests auf Cytotoxizitat
konnen mit in vivo Untersuchungen von Mausen und immunbiologischen Methoden
(EL1SA) kombiniert werden.

4.2. Biochemische Methoden. | mmunologische Methoden

Die biochemischen Nachweismethoden fir Cyanotoxine ersetzen die
biologischen als schnelle Screeningprozeduren mit dem Vorteil, dass sie viel
empfindlicher sind (ppb — ppt). Zu dieser Gruppe von Methoden gehoren die
immunologischen (ELISA) und die enzymatischen Untersuchungen (Inhibierung der
Proteinphosphatasen und Azetylcholinesterasen). Die biochemischen Methoden sind
im Vergleich zu den physikochemischen viel empfindlicher und schneller, weshalb
sie zum Screening von Natur- und Wasserproben gut geeignet sind.

ELISA (Enzyme Linked | mmunosor bent Assay)

Die Grundlage dieser Tests ist die Antigen-Antikorper-Reaktion. Sie wurden fir
kommerzielle Zwecke ausgearbeitet (als monoklonale und polyklonale ELISA-Kits)
und zum Nachweis von Microcystinen, Nodularinen und PSP-Toxinen angepasst und
werden in den letzten Jahren erfolgreich angewendet.

ELISA-Test auf Microcystine/Nodularin. Die erste Mitteilung Uber festgestellte
polyklonale Antikdrper gegen Microcystin-LR bei Kaninchen stammt von CHU et al.
(1989). Die erste erfolgreiche Isolierung von monoklonalen Antikorpern von
Microcystin-LR wird von NAGATA et a. (1995, 1997) mitgeteilt, und die erste
erfolgreiche Anwendung von antimikrozystin-monoklonalen Antikérpern wurde von
KFIR et al. (1986) mitgeteilt. Die beiden Typen von Antikdrpern zeigen eine gute
Kreuzreaktion mit den meisten Microcystinen und Nodularinen (AN & CARMICHAEL,
1994). Eine diese Antikorper nutzende ELISA-Methode zum Nachweis von
Microcystinen und Nodularinen in Wasserproben wurde von CHuU et al. (1990)
vorgeschlagen. Die Empfindlichkeit dieser Methode liegt in der Grof3enordnung von
0,05 ppb bis 0,5 ppb. Anti-Microcystin-Antikorper wurden  erfolgreich zur
Untersuchung von Trinkwasser verwendet (UENO et al.,1996; CARMICHAEL et al.,
1998). Maodifikationen und Ergéanzungen der bereits ausgearbeiteten Methoden zum
immunologischen Nachweis von Microcystinen sowie zur Reinigung des Toxins
werden von NAGATA et a. (1999) und KoNDO et a.(2000) mitgeteilt.

Direkter konkurrierender ELISA-Test unter Benutzung von polyklonalen
Antikdrpern. Bei dieser Untersuchung ist der anti-Microcystin-Antikorper mit der
festen Phase verbunden (gewdhnlich eine Mikrotiterplaite mit hochbindender
Fahigkeit), und als Standard wird Microcystin-LR verwendet. Microcystin-LR-
Peroxydase konkurriert mit Microcystin-LR um die Verbindungsabschnitte der
Antikorper, die ihrerseits an die Platte gebunden sind. Der Farbwechsel ist der
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Microcystinkonzentration umgekehrt proportional, d.h. eine dunklere Farbe beweist
eine niedrige Microcystinkonzentration, eine hellere Farbe eine hohere.

Indirekter konkurrierender ELISA-Test unter Benutzung von monoklonalen
Antikdrpern. Bei dieser Methode ist Microcystin-LR-Albumin aus Kalbsserum (M C-
LR-BSA) an die Mikrotiterplatte gebunden. Microcystin-LR wird als Standard
benutzt. Monoklonale Antikdrper von Microcystin-LR (primérer Antikorper)
konkurrieren mit dem Microcystinen in den Proben um die Bindung an die mit MC-
LR-BSA beschichtete Platte. Zum Nachweis werden HRP-(horseradish peroxidase)
markierte anti-Mause 1gG Antikorper benutzt. Der Farbwechsel ist der
Microcystinkonzentration umgekehrt proportional, d.h. eine dunklere Farbe beweist
eine niedrige Microcystinkonzentration, eine hellere Farbe eine hohere.

ELISA-Test auf Saxitoxine. Es wurden eine Reihe von ELISA-Methoden zum
Nachweis von PSP-Toxinen unter Benutzung von polyklonalen Antikorpern
mitgeteilt (CHU et a.,1985; DAvIO et al., 1984; CEMBELLA et a., 1990; USLEBER et
a.,1991). Auf der Basis der letzteren beiden Methoden wurden kommerzielle Tests
zum Saxitoxinnachweis entwickelt: Saxitoxin Test™ (Institut Armand-Frapier,
Quebec, Canada) und Ridascreen™ Test Kit (R-Biopharm, Darmstadt, Germany).

Prinzipien beim Testen mit Ridascreen™ Test Kit. Der Boden der
Mikrotiterplatte ist bei diesem Kit mit einer Schicht von Antikorpern gegen
Saxitoxine bedeckt. Standards, die Probe und enzymmarkierte Saxitoxine werden
zugesetzt. Das freie und das enzymmarkierte Saxitoxine konkurrieren um die
Verbindungsstellen der Antikorper. Das ungebundene enzymmarkierte Saxitoxine
werden bei einem Arbeitsgang ausgewaschen. Der Beweis fir die Anwesenheit
dieses Cyanotoxins in den Proben wird duch Zugabe von Substrat und Chromogen
geftihrt. Das gebundene Enzymkonjugat verwandelt das farblose Chromogen in ein
farbiges Endprodukt. Die photometrische Messung wird bei 450 nm durchgefihrt.
Die Extinktion der Losung ist der Toxinkonzentration in der Probe umgekehrt
proportional.

Enzymuntersuchungen
PPI A-(Protein Phosphatase I nhibition Assay) M ethode.

Es wurde festgestellt, dass die Microcystine und Nodularine zu den starksten
nattrlichen Inhibitoren der Protein Serin/Threonin-Phosphatasen PP1 und PP2A
gehoren (YosHIZAWA et al., 1990; HONKANEN et al., 1990; MACKINTOSH et al.,
1990). Mitgeteilt wird, dass die chemische Struktur der Microcystine und Nodularine,
ihre Natur als zyklische Peptide und [3-Aminosauren (kurz Adda) im Wesentlichen
ihre inhibitorische Aktivitét gegen PP1 und PP2A bestimmt (HONKANEN et al., 1990;
MACKINTOSH et al., 1990). Die Proteinphosphatasen kdnnen p-Nitrophenylphosphat
(PNPP)  dephosphorilieren, wobei sie gewohnlich as Substrat akalische
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Phosphatasen benutzen. Auf dieser Grundlage erarbeiteten TAKAI & MIESKES (1991)
eine Methode zur Untersuchung des Inhibationseffekts der Okadainsdure, einer aus
Dinoflagellaten isolierten Polyether-Fettsaure, auf PP1, PP2A und PP2C. SIMON &
VERNOUX (1994) benutzen diese kolorimetrische PPIA-Methode zur quantitativen
Bestimmung der Okadainsaure in Extrakten von Muscheln und Wasserproben. AN &
CARMICHAEL (1994) adaptieren diese Methode unter Benutzung der katalytischen
Untereinheit von PPl zur inhibitorischen Untersuchung von Microcystinen und
Nodularinen. Finf Formen Microcystin und zwei Formen Nodularin wurden auf den
inhibitorischen Effekt auf PP1 bei Nutzung von pNPP als Substrat getestet. Die
festgestellte lineare Abhangigkeit der Inhibition von PPl bel verschiedenen
Konzentrationen von Microcystin-LR in den getesteten Ldsungen liegt zwischen 1
und 25 pg.L™. Diese Untersuchung zeigt, dass die Nachweisgrenzen bei der
Inhibition von PP1 den Nachweisgrenzen von Microcystinen und Nodularinen bei
den ELISA-Tests entsprechen. Der grof3e Vorteil der PPIA-Methoden gegentiber von
ELISA ist, dass durch PPIA der Nachweis der Bioaktivitat von Microcystin-LR und
Nodularin moglich ist. Der Nachweis von Microcystinen und Nodularinen auf der
Basis ihrer funktionellen Aktivitét ist also dem Nachweis von Strukturkomponenten
vorzuziehen. AuRBerdem ist bei dieser Nachweismethode die Toxizitat der
untersuchten Cyanotoxine ihrer inhibitorischen Aktivitéat gegen Proteinphosphatasen
direkt proportional. Andere Autoren berichten ebenfalls Uber die erfolgreiche
Anwendung des PPIA-Nachweises sowohl unter Benutzung von kolorimetrischen
Methoden (RIVASSEAU et al., 1999; WONG et al., 1999), als auch von radioaktiven
Substraten (HOLMES, 1991; SERRES €t al., 2000).

Sowohl die kolorimetrische PPIA-Methode (AN & CARMICHAEL, 1994), als auch
die - radioaktive P*>-Methode (LAMBERT et a., 1994) wurden erfolgreich fiir den
Nachweis und die quantitative Bestimmung von Microcystinen und Nodularinen in
Naturproben adaptiert. Das Hauptproblem bei dieser Nachweismethode ist die
Moglichkeit von falschen Positiven durch andere Proteinphosphatasen. In diesem
Zusammenhang ist ein Arbeitsschritt wie zum Beispiel die Methanolextraktion der
Naturprobe vorzuziehen.

Das Prinzip des PPIA-Tests. Die Microcystine und Nodularine verbinden sich
unldslich und ohne Konkurrenz kovalent mit der katalytischen Untereinheit der
Proteinphosphatase (PP1 und PP2A). Je gréfRer die Menge der Microcystine und
Nodularine in der Probe ist, desto mehr PP1 und PP2A werden inhibiert. Die
Proteinphosphatasen dephosphorilieren pNPP und produzieren Paranitrophenol, ein
gelb gefarbter Stoff. Die Proteinphosphataseaktivitét gegentber pNPP wird durch
Messung der Intensitéat bei 405 nm bestimmt. Eine dunklere Farbe bedeutet niedrigere
Konzentration des Cyanotoxins oder mehr gebildetes Nitrophenol (hthere PP-
Aktivitét). Eine hellere Farbe bedeutet hdhere Konzentration des Toxins oder weniger
gebildetes Nitrophenol (schwéachere PP-Aktivitét).
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Rezeptorische Untersuchungen

Viele Toxine zeigen ihre biologische Aktivitat auf Zellniveau mittels Bindung
an Rezeptoren. Die PSP-Toxine binden sich zum Beispiel an Rezeptoren in der
Nachbarschaft von Na'-Kandlen. Die rezeptorische Nachweismethode von
Cyanotoxinen wurde urspringlich  zum Zweck der Charakteristik des
Zusammenwirkens verschiedener Liganden (einschlief3lich einer Reihe von die
lonenkanéle beeinflussenden Neurotoxinen) mit Membranrezeptoren ausgearbeitet.
Diese Methode macht eine quantitative Beurteilung des gesamten toxischen
Potentials von eine Gruppe von Cyanotoxinen enthaltenden Proben moglich, denn sie
ale binden sich an einen und denselben Rezeptor, und die relative Affinita der
Bindung korreliert mit ihrem relativen toxischen Potential. Die Nachweisgrenze liegt
im Rahmen von pmol, denn die Bindungsfahigkeit der Cyanotoxinen an diese
Rezeptoren liegt in den Grenzen von nM. Als Nachteil diesser Methode kann
angesehen werden, dass sie sehr arbeitsaufwendig und langsam ist. Die Modifikation
der traditionellen Protokolle der Nutzung von Mikrotiterplatten kann die Analysezeit
um 3 Stunden reduzieren (VAN DOLAH et al., 1994). Die Verwendung von radioaktiv
markierten Cyanotoxin-Analogen begrenzt die Mdglichkeiten der Methode auf das
jeweilige Laboratorium. Modifizierungen der Methode in Richtung kolorimetrische
oder fluorometrische Markierung reduzieren die Bindungsneigung des Cyanotoxin -
Analogs an den Rezeptor bedeutend.

Diese Nachweismethode basiert auf der konkurrierenden Bindung des
Cyanotoxin-Standards oder der ein Toxin-Analog enthaltenden Probe an einen
bekannten Cyanotoxinrezeptor. Die gebundenen oder nicht gebundenen Toxine
werden durch Zentrifugieren oder Filtrieren getrennt und die im Gemisch gebildete
Menge radioaktiver Komplex wird durch Messung der Szintillation nachgewiesen.
Die Bestimmung der Toxinmenge in den Proben geschieht nach einer Standardkurve,
die auf der Basis eingetragener Konzentrationsgrade des nicht markierten Toxins in
Bezug auf den Komplex Rezeptor - markiertes Cyanotoxin-Analog aufgestellt
wurde.

4.3. Physikochemische (Apparate-) Methoden

Physikochemische (Apparate-) Nachweismethoden von Cyanotoxinen sind
HPLC, GC-ECD, MALDI, LC-MC ua (CopbD et a. 1994). Die meisten
analytischen Untersuchungen von Cyanotoxinen betreffen Microcystine und
Nodularine (CopbD et a., 1994; BELL & CobD, 1996, HARADA et al., 1999).
MERILUOTO (1997) fasst die chromatographischen Analysemethoden flr
Microcystine und die Mal3nahmen fir Extraktion und Reinigung der Proben
zusammen. Die Analysemethoden fir Microcystine sind insgesamt auch auf
Nodularine anwendbar. Anfang der achtziger Jahre machte die Chromatographie
einen Fortschritt, als alle chromatographischen Methoden sowohl fir die Zwecke, als
auch fur vorbereitende Maldnahmen (wie Reinigen und Separieren) und zur Analyse
adaptiert wurden und anwendbar sind.
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Die am haufigsten angewandte Apparate-Analysemethode zum Nachweis von
Microcystinen und Nodularinen ist HPLC — High Performance Liquid
Chromatography (Tabelle 3). Die Cyanotoxine werden voneinander und den Ubrigen
zusammen mit ihnen ausgezogenen Komponenten durch Benutzung verschiedener
Saulen (Cig, Ci6, lonenaustauscher usw.) und eine Methanol oder Azetonitril
enthaltende mobile Phase getrennt (KRISHNAMURTY et al., 1986; HARADA et al.,
1988a,b; LAWTON et al., 1994).

Tabelle 3. HPLC — Methoden zum Zyanotoxinnachweis

Cyanotoxin Literatur zur Methode

Microcystine Lawton et al., 1994. Analyst 119: 1525-1530.
Sullivan J. et a., 1987. Proceedings of an International Symposium Coordinated
by the University of Alaska, Anchorage, USA, p. 357.
PSP (Saxitoxine) « Lawrence & Menard, 1991. J Assoc Off Anal Chem., 74, p. 1006.
Thidlert G. 1993. Ph D Thesis, University of Hohenheim, Stuttgart, Germany
Oshimaet a., 1993. In: Smayda Tj, Shimizu Y (eds), Toxic Phytoplankton in the
Sea. Elsevier B.V. Amsterdam: p. 9.
OshimaY. 1995. JAssoc Off Ana Chem., 8, p. 2.

Yu et al., 1998. Chromatographia 48: 671-676.
Anatoxin-a

Homoanatoxin James & Sherlock, 1996.Biomed Chromatogr., 10: 46-47.
Cylindrospermopsin Hawkins et al., 1997. Toxicon 35(3): 341-346.

Sind die Cyanotoxine getrennt, folgt ihre Bestimmung. Der Nachwelis ist ein
kritischer Punkt, und es sollten spezifische und fir das jeweilige Cyanotoxin
empfindliche Prozeduren verwendet werden. Koextrahierte Stoffe (meist organische
Beimengungen) konnen den Nachweis der Cyanotoxine maskieren, weshalb
zusétzliche Reinigungsmal3nahmen empfohlen werden (TsuJ et a., 1994; HUMMERT
et al., 1999). Die Grenzen des Nachweises sind abhéngig von der Toxinkonzentration
in der Probe und der analysierten Menge, wobei der Nachweis am haufigsten durch
Messung der UV-Absorption durchgefihrt wird. Die meisten Microcystine und
Nodularin haben ein UV-Absorptionsmaximum bei 238 nm (LAWTON et al., 1994,
1995). Die Anwesenheit von Cyanotoxinen in der untersuchten Probe wird durch
Vergleich der Verweilzeit (retention time) des Piks in Probe und Standard bestimmt.
Diese Werte konnen nicht zum Nachweis von Cyanotoxinen mit ahnlicher Struktur
verwendet werden, da zum Beispiel die verschiedenen Microcystine ahnliche
Absorptionsspektren haben, wenn sie bei 238 nm mit HPLC analysiert werden
(HARADA et al., 1990, 1991). Der HPLC-Nachweis mit PDA (Photodiode Array) ist
wahrscheinlich die beste Kombination zur Bestimmung von verschiedenen
Microcystinformen. Dieser Nachweis zeichnet nicht nur die UV-Absorption bei einer
Wellenlange auf, sondern auch das Spektrum der getrennten analysierten
Bestandteile. Cylindrospermopsin kann ebenfalls mit HPLC mit einer Wellenlange
von 262 nm nachgewiesen werden (HARADA et al., 1994).
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Die Dunnschichtchromatographie ist eine relativ billige und elementare
Methode, mit der Microcystine und Anatoxin-a bei Benutzung von Cyg und Silikagel
isoliert werden konnen (PooN et al., 1987, HARADA et a., 1988). In letzter Zeit
wurde diese Methode zur Analyse von Microcystinen und Nodularinen durch OPLC
(Overpressured Layer Chromatography) adaptiert. Die Nachweisgrenze von
Microcystinen wird durch die Anwendung von UV -Nachweis reduziert (PELANDER et
al., 1998).

Flissigchromatographie (LC, Liquid Chromatography) ist die am haufigsten
verwendete Methode =zur Trennung und quantitativen Bestimmung von
Microcystinen und Nodularinen unter Benutzung einer Cig-Saule mit umgekehrter
Phase und UV-Nachweis. MERILUOTO (1997) diskutiert die Mdglichkeiten der
Anionenaustausch- und Innenoberflachen- Flissigchromatographie mit umgekehrter
Phase, wobei er auch die Neuheiten bei Analyse und Reinigung von Microcystin aus
Naturproben beschreibt. Die Anzahl von beschriebenen Microcystinformen, die
hinsichtlich der Struktur und Zusammensetzung aller 7 Positionen im zyklischen
Heptapeptid variieren, ist nach neuesten Angaben 67. Hinsichtlich der zahlreichen
und haufig auftretenden Microcystinformen und der Variationen ihres UV-
Absorptionsspektrums ist der Photodiodennachweis (PDA) dem Nachweis bei einer
Wellenlange vorzuziehen. Die LC-PDA-Methode sowie die Vorbereitung der Proben
und ihre Extraktion zur Analyse von intra- und extrazelluldren Microcystinen und
Nodularinen war Objekt einer Interlaboratoriums-Standardisierung der Britischen
Analysekommission. Diese Methode wird in Grof3britannien bei der Analyse von
Labor- und Naturproben erfolgreich angewendet (BELL & CobpD, 1996; LAWTON et
a., 1994), und mit kleinen Variationen auch andernorts (HARDING et a.,1995;
FASTNER et a., 1999). Vorzuziehen ist die Befolgung der urspringlichen LC-PDA-
Methode (LAWTON et al., 1994) bei Laboratoriumsanalysen mit Modifikationen, falls
das erforderlich ist. Die auf der Anziehung der zyklischen Strukturen an eine glatte
Kohlenstoffelektrode bei angelegter Spannung basierende elektrochemische LC-
Nachweismethode ist zur Analyse von Arginin und Tyrosin enthaltenden
Microcystinen geeignet, wie zum Beispiel RR, -LR und —-YR, sowie fir Nodularine
(von denen die meisten Arginin enthalten). Bei Benutzung der Methode zur Analyse
von Naturproben sind diese vorher zu reinigen (MERILUOTO et al., 1998). LC- und
UV-Nachweis wird erfolgreich bei der Bestimmung von Anatoxin-a angewendet, da
dieses Cyanotoxin eine hohe Absorption bel 227 nm hat (EDWARDS et al., 1992;
HARADA et al., 1989). LC-PDA wird zum Nachweis von Cylindrospermopsin
angewandt, das ein Absorptionsmaximum bei 262 nm hat. Die bei der Analyse von
PSP in Meeresproben angewandten Flissigchromatographie-Methoden sind auch auf
von Cyanoprokaryota in SiRwasserbecken produzierte Saxitoxine anwendbar
(OsHIMA et al., 1993; OsHIMA, 1995).

Die Massenspektrometrie (MC) bietet als Nachweismethode (nach HPLC-
Trennung) eine wesentlich bessere Losung der strittigen Punkte bel der Bestimmung
der Microcystinformen (YUAN et al., 1998, 1999a,b), da die Microcystine in ihren
M assenspektren spezifische lonen bilden.
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In den letzten Jahren werden zur Analyse von Cytotoxinen Kombinationen
verschiedener physikochemischer Methoden angewandt (LC-MSMS; LC-TSP-MS,
CE-ESI-MS; MMPC-GC/MS; EI-GC/MS u.a.): Erhdhtes Interesse besteht an der
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorbtion/lonisation Time-of-Flight) -
Nachweismethode, mit der Hepatotoxine erfolgreich bestimmt werden. Die Methode
ist jedoch zum Nachwels niedermolekularerer Cyanotoxine (zum Beispiel Anatoxin-
a) nicht zu empfehlen.

Als genauester und sicherster Nachwels der von Cyanoprokaryota produzierten
Cyanotoxine gilt bis auf Weiteres die Kombination von einigen Arten
immunbiologischer Untersuchungen (ELISA) mit der auf der Inhibierung der
Proteinphosphatasen beruhenden Untersuchung (AN & CARMICHAEL, 1994,
TsuTsuMI et al., 2000a,b).

5. Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit

Die Félle von Intoxikationen, Laboruntersuchungen Uber die Toxizité der
Cyanotoxine sowie auch Beobachtungen und Schlussfolgerungen aus den Wirkungen
dieser Toxine fihren zu dem Schluss, dass die Cyanotoxine eine Gefahr fir die
menschliche Gesundheit darstellen, wenn diese Toxine in Trinkwasser oder in Bade-
und Erholungsgewassern vorkommen. Die Cyanotoxine konnen relativ schnell starke
Wirkungen haben, wie Gastroenteriten, allergische und krankhafte Reaktionen,
Pneumonie-imitierende Symptome und  Hepatoenteriten. Manchmal  sind
Hepatotoxine (Mikrozystine) die Ursache fir Langzeitwirkungen (zum Beispiel
Leberschadigung oder kanzerogeneEffekte) bei andauernder Einwirkung, auch in
kleinen Dosen (FALCONER, 1991; CARMICHAEL & FALCONER, 1993; CHORUS et 4.,
2000). Die von Cyanoprokaryota produzierten Neurotoxine konnen durch die
Nahrungsketten weitergegeben werden und bei Menschen nach dem Konsumieren
von mit Cyanotoxinen kontaminierter Nahrung Intoxikationen hervorrufen.

5.1. Mit der Nahrung verbundene Krankheitserscheinungen

Die meisten Mitteilungen von mit Cyanoprokaryota -Toxinen verbundenen
Erkrankungen von Menschen sind Félle von Gastroenteritis, die durch die
Anwesenheit von Cyanotoxinen im Trinkwasser oder der Massenerholung dienenden
Gewassern verursacht werden. Die Bevolkerung der Kistenregionen von Polen und
Schweden zum Beispiel zeigt nach der Konsumierung von Fisch (besonders der
Leber) aus Gewassern, in denen Wasserblite beobachtet wurde, Symptome einer
Erkrankung, die spéter Haff-Krankheit genannt wurde. Die bei den Erkrankten
beobachteten Symptome sind braunschwarze Farbung des Urins, Muskelschmerzen
und gefahrliche bis tédliche Atemhemmungen. TURNER et al. (1990) teilen mit, dass
Kontakt mit toxischen Microcystis-Arten das Auftreten von Blasen auf den Lippen
verursachen kann.

Der Verbrauch von getrockneter Spirulina und anderer Cyanoprokaryotaarten ist
durch ihre Anpreisung als gesunde Nahrung und Nahrungszusatz weit verbreitet. Die
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Aufnahme solcher Tabletten birgt jedoch ein Risiko wegen der Moglichkeit ihrer
Kontaminierung mit einigen toxischen Arten oder Stémmen.

5.2. Allergische und krankhafte Reaktionen

Durch Cyanoprokaryota hervorgerufene Allergien sind eine relativ haufige
Erscheinung. Ihr Auftreten wurde meistens nach Kontakt von Schwimmern in
SiRwasser- oder Meeresbecken im Augenblick von Wasserbl(te beschrieben. Eine
der ersten Mitteilungen, die Cyanoprokaryota als Verursacher von allergischen
Reaktionen beschreiben, nennt als Symptome Asthma, das bel Schwimmern auftrat,
die mit einem durch Oscillatoria kontaminierten Gewasser in Kontakt gekommen
waren.

MITTAL et a. (1979) beschreiben allergische Einwirkungen durch aus
Luftproben isolierte  Cyanoprokaryota. Eine Reihe von  SlRwasser-
Cyanoprokaryotaarten (darunter Aphanizomenon, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria
und Gleotrichina) verursachen Kontaktdermatiten mit verschiedenem Grad der
Hautschadigung. Die am haufigsten mitgeteilte und am besten dokumentierte, von
einer Meeres-Cyanoprokaryotaart verursachte toxische Reaktion ist die sogenannte
>swimmer's itch”. Esist eine starke Hautentziindung, die einer Verbrennung éhnelt,
gefolgt von Blasenbildung und Schélung der Haut. Diese Dermatitis ist das Resultat
der Einwirkung von zwei Stoffen: DebromoAplysiatoxin und Lyngbyatoxin-A,
isoliert aus Lyngbya majuscula.

5.3. Lebererkrankungen

Beweise fir einen Zusammenhang zwischen Leberschadigungen bei Menschen
und Cyanotoxinen wurden von FALCONER (1991) mitgeteilt. Ergebnisse eines
Routinetests der Leberfunktion von Patienten eines Krankenhauses in Armidale
(Australien) zeigen statistisch signifikant eine saisonal auftretende lokale
Aktivitétserhohung des Leberenzyms y-Glutamyltransferase, die zeitlich immer mit
dem Vorkommen der Hepatotoxin produzierenden Cyanoprokaryotaart Microcystis
aeruginosa im Trinkwasserreservoir zusammenféllt. Der frappanteste Fall von
Vergiftung durch Cyanotoxine, die den Tod von Menschen zur Folge hatte, wird aus
Brasilien mitgeteilt. Nach TEIXERA et al. (1993) ist eine massive Wasserblite von
Anabaena und Microcystis in Itaparzia Dam die Ursache von etwa 2000
Gastroenteritisfallen vor allem bei Kindern, davon 88 tédlich. Im Jahre 1996 wurden
L eberschadigungen und 60 Todesfalle von Patienten des Dialysezentrums in Karuaru
(Brasilien) durch bei der Dialyse verwendetes mit Microcystin kontaminiertes \Wasser
beobachtet. Die Symptome waren hohe Mengen von Bilirubin, alkalischen
Phosphatasen und erhdhte Menge Leberenzyme (JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et
al., 1998).
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5.4. Kanzerogene Wirkung

Hepatotoxine sind eine potentielle Gefahr fir die menschliche Gesundheit
wegen ihrer kanzerogenen Wirkung. Sie tritt gewohnlich nach Hautkontakt beim
Baden in offenen Gewassern auf oder nach langerdauernder Einwirkung der
Cyanotoxine auf Substratniveau durch das Trinkwasser.

Microcystine und Nodularine sind bekannt als starke Inhibitoren der
Proteinphosphatasen 1 und 2A, sowie als tumorverursachende Stoffe mit oder ohne
Beteiligung von Initiatoren (MACKINTOSH et al., 1990). Mitgeteilt wird, dass Extrakte
aus Cyanoprokaryota oder die Anwesenheit von Microcystin-LR im Trinkwasser bel
Ratten und Mausen nach Initiierung mit 7,12-Dimethylbenzanthrazen Hautkrebs
verursacht (FALCONER & HUMPAGE, 1996). Es wurde festgestellt, dass Microcystine
und Nodularin den Ausdruck von TNF-a induziert, sowie der an der Primarantwort
teilnehmenden Gene (c-jun, jun B, jun D, c-fos, fos-B, fra-1) in Rattenleber und
Hepatozyten (SUEOKA et al., 1997). Mutationen des K-ras Kodon 12 in der Rsa
Zelllinie (Suzuki et al., 1998) und DNS-Fragmentation werden nach intraperitonealer
Injektion von Cyanoprokaryotaextrakt oder Microcystin-LR bei Mausen mitgeteilt
(RAO & BHATTACHARYA, 1996; RAO et al., 1998). Diese in vitro und in vivo-
Ergebnisse kdnnen mit den in China beobachteten sich hdufenden Leberkrebsféllen
nach Aufnahme von mit Microcystinen verschmutztem Wasser in Verbindung
gebracht werden (Y u, 1989; UENO et al., 1996).

Die von der Salzwasserart Lyngbya majuscula produzierten Lyngbyatoxin A
und Aplysiatoxin, die bei Kontakt Hautschdden verursachen, werden auch als
tumorbildende Cyanotoxine charakterisiert.

Das durch die sich in den letzten Jahren haufenden toxischen Wasserbltten
entstehende ©6kologische Risiko besonders fir Flora, Fauna und Bevdlkerung der
betroffenen Gebiete ist gro. Das erfordert die Notwendigkeit zukunftiger
Untersuchungen hinsichtlich der Verhinderung von  Wasserbliten und
Wasserreinigung, sowie die Ausarbeitung von genaueren und zuverldssigen
Nachweismethoden der Cyanotoxine.
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(Summary)

Blue-green algae (Cyanoprokaryota) are increasingly gaining importance in
view of health hazards and ecological risks caused by secondary metabolites with
toxic properties named “cyanotoxins’. More than 40 Cyanoprokaryota species are
capable to form blooms and produce cyanotoxins. The most common and well
studied producers of cyanotoxins are Microcystis aeruginosa, Aphanisomenon flos-
aquae, Anabaena flos-aquae, Cylindrospermopsis raciborskii, Planktothrix agardhii,
Lyngbya majuscula, Nodularia and Oscillatoria. This review contains background
information on the biology of Cyanoprokaryota and summarizes what is known
regarding the most common cyanoprocariotic neurotoxins (anatoxin-a,
homoanatoxin-a,  anatoxin-a(s),  saxitoxins,  neosaxitoxins),  hepatotoxins
(microcystins, nodularin, cylindrospermopsin), dermatotoxins (lyngbyatoxin-A,
aplysiatoxins) and lipopolysaccharides, their mechanisms of action in general and
with specific emphasis on the human health effects. Biological (in vivo and in vitro
assays), biochemical/immunological (ELISA, enzyme and receptor assays) and
physicochemical (HPLC, GC-ECD, LC-PDA, LC-MS, MALDI-TOF MS) methods
for detection and identification of cyanotoxins are reviewed and discussed.
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