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1 Fontosabb roviditések jegyzéke
Bd — Batrachochytrium dendrobatidis

BdGPL — Bd global panzootic lineage = globalis panzootikus Bd-vonal
TBQ — total bufadienolide quantity = a mintaban talalhaté bufadienolidok mennyisége

NBC — number of bufadienolide compounds = a mintaban talalhat6 bufadienolid komponensek
szama

OD - optikai denzitas

EC50 — effective concentration 50% = a maximalis gatlds 50%-ahoz sziikséges
toxinkoncentracio

H — magyarorszagi szarmazas
U — angliai szarmazas

C — svdjci szarmazas

E — spanyolorszagi szarmazas
S — svédorszagi szarmazas
TK — tapfolyadékos kontroll
PK — pozitiv kontroll

NK — negativ kontroll



2 Bevezetés

A kétéltiek napjaink leginkdbb veszélyeztetett gerinces osztalya[l], populacioik
egyedszamai vilagszerte csokkend tendencidt mutatnak. Az IUCN Vords Listdja a kétéltiifajok
41%-4at a fenyegetett kategdridba sorolja[l]. Szdmos tényezd veszélyezteti Oket,
legjelentOsebbek az éldhelyek és szaporodohelyek besziikiilése és eltiinése, illetve a jarvanyos
fert6zo betegségek terjedése[2]. A legfontosabb fertézo kétéltiibetegség a kitridiomikozis, nevii
gombabetegség, melyet a Batrachochytrium genusba tartozo rajzosporas gombak okoznak. Ez
a betegség legaldbb 501 faj egyedszam-csokkenésében jatszott szerepet az elmult fél
¢vszazadban, ebbdl 90 faj feltételezhetéen ki is pusztult[3]. Ez a valaha dokumentalt
legnagyobb, korokozohoz kothetd biodiverzitas-veszteség[3].

A kétéltii-populaciok egyedszamcsokkenéseit olyan biodiverzitas-hotspotokon, mint
Kozép-Amerika vagy Ausztralia, mar a 20. szdzad utols6 évtizedeiben megfigyeltek a
herpetologusok, és sejtették is, hogy valamilyen fertézés allhat a pusztulds hatterében[4, 5].
Végiil Berger és mtsai 1998-ban tartak fel, hogy egy rajzospoéras gomba altal okozott betegség,
a kitridiomikozis okozza a kétéltiiek elhullasat[5]. Ez meglepd volt, hiszen ez volt az elsé ismert
példa arra, hogy egy rajzésporas gomba négylabu gerinces allatot parazitadljon[5]. A
Chytridiomycota torzsnek addig csak szaprotrdf, illetve alga-, gomba-, edényes ndvény-,
kerekesféreg-, fonalféreg-, rovar- és halparazita fajai voltak ismertek[5]. Az ekkor leirt
Batrachochytrium dendrobatidis (a tovabbiakban Bd) 15 évig a genus egyetlen fajanak
szamitott. A masodik fajt 2013-ban irtak le, Batrachochytrium salamandrivorans néven, miutan
foltos szalamandrak (Salamandra salamandra) tomeges elhullasat tapasztaltdk a faj nyugat-
eurdpai populacioiban[6]. Ez a gombafaj csak farkos kétéltiiekben okoz megbetegedést, mig a
Bd mindharom kétéltiirend fajaiban[7].

A kitridiomikdzis okozta karok mérséklése érdekében a konzervaciobiologusok szamos
természetvédelmi intézkedést, stratégidt és lehetséges gyogymodot felvetettek mar,
vakcinazastol ho- és vegyi kezelésen at a probiotikus kezelésig [8—11]. Annak megértésé¢hez,
hogy milyen modon érdemes beavatkozni a gazda-kérokozd kdolcsonhatasokba a
kitridiomikozis altal okozott karok minimalizalasahoz, kulcsfontossagi ezeknek a

kdlcsonhatasoknak, és a jarvanyok tér- és idobeli mintazatainak minél pontosabb megismerése.

2.1 Szakirodalmi attekintés
Jelen kutatds fokuszaban a Bd és a Bd okozta kitridiomikoézis all, igy a kdvetkezOkben
ennek a gombafajnak a bemutatasara szoritkozom. A Bd-re az aszexualis reprodukcio jellemzo,

szexualis szaporoddsa nem ismert[7, 12]. Ostorral aktivan mozg6, vizben terjedé zoospoérai a



kétéltiiek borének hamsejtjein tapadnak meg. Ezutan a spora elveszti ostorat, €s kitines sejtfal
szintetizalasaval cisztat képez. A ciszta tartalma egy tubulus segitségével bejut a mélyebben
fekvo rétegek hamsejtjeibe, majd a sejten beliil 1étrejott tallusz ijabb tubulusokkal egyre
mélyebb sejtrétegekbe vandorol. A tallusz mérete folyamatosan nd, végiil a stratum
germinativum sejtjeinek egyikében sporangiummaé alakul, és aszexudlis szaporodassal,
mit6zisok sorozataval zoosporakat hoz létre. Ezek éppen akkor érnek meg, és liriilnek a
kiilvilagba, amikor a sporangiumok a differencialédd epidermiszsejtekkel a borfelszinre
keriilnek. Mivel a sporangiumok érése a hamsejtek differencidlodasaval és felszinre kertiilésével
0sszehangoltan torténik, a Bd csak az elszarusodé hamsejtekben képes névekedni[7, 12]. Mivel
az ebihalak bdre nem szarusodik el, ezért a Bd egyediil a keratinizalt szajképletiikon tud
megtelepedni, ¢és datalakulaskor képes csak szétterjedni az egész testfeliileten. Ennek
kovetkezménye, hogy ilyenkor jelentdsen megnd a fertézésintenzitas, rdadasul a metamorfozis
nagy energiabefektetést igényel, és alatta az egyedek jellemzden immunszupresszalt allapotban
vannak, igy nem meglepd, hogy a mortalitas az atalakuldskor a legnagyobb[13, 14].

A fertézés okozta strukturdlis kéarosodasok a boér ateresztoképességének
megvaltozasaval, igy az allat viz- és soOhaztartasanak tonkretételével jarnak. A kétéltiiek
esetében a bor az elsddleges ozmoregulacioért felelds szerv, igy az ozmoregulacios képesség
sériilése miatt felborulhat a testfolyadékok ion-homeosztazisa, ami sulyos esetben a sziv
ledllasahoz vezethet. A bor integritdsanak sériilésével az allat tovabba rendkiviil kitett lesz a
bakterialis feliilfert6z6désnek, valamint a karosodasok a természetes ellenségek (mikrobak
¢loskodok ¢és ragadozok) elleni kémiai védekezés komponenseinek mennyiségét is
csokkenthetik[7, 15]. A betegség klinikai tiinetei sokfélék lehetnek, jellemz6 a rendellenes
vedlés, a hiperkeratdzis, a bor elszinezddése és a fekélyesedés[7].

A Bd-nek a tléléshez vizes, nedves kdzegre van sziiksége, a zoosporak a kiszaradastol
gyorsan elpusztulnak[7]. Tovabba a Bd hémérsékleti optimuma viszonylag alacsony, 17 és 25
°C kozott talalhato, a tartés 30 fok folotti hdmérséklet mar letalis szamara [16]. A kétélttiek
vizhez vald kotottségiik és valtozo testhdmérsékletiik miatt alkalmas gazdaszervezetei a
rajzosporas gombaknak[7].

A fertdzés elleni védekezés, illetve a ndvekedés, szaporodoképesség és egyéb fitnesz-
jellemzdk kozott jellemzden negativ kapcsolat (trade-off) all fenn[13]. A fertdzés megeldzése
¢s/vagy kontrolldlasa energiabefektetést jelent, tehat kevesebb allokdlhatdé forras marad a
fitneszkomponensek fenntartdsara, ami miatt az 4&llat kevésbé sikeres a fejlédésben,
novekedésben és a test integritdsdnak fenntartdsdban. Ezek kulcsfontossdguak a sikeres

tuléléshez, igy az allat talélési esélye még akkor is csokkenhet, ha legydzi a fertézést, és



kigyogyul a betegségbol[13, 17]. Ha egy fajndl nem tapasztalunk tomeges elhullast, a
szubletalis hatasok felgytilése akkor is hosszantartd negativ hatassal lehet a populacidira[18].

A Bd-nek hat {6 leszarmazasi vonala ismert, ezek koziil a legvirulensebb a legszélesebb
korben elterjedt a global panzootic lineage (GPL)[19]. Ismert, hogy a mar elvalt leszarmazasi
vonalak képesek rekombinalddni. Ennek sejtbioldogiai mechanizmusa még felderitetlen, de
feltehetden nem meiotikus rekombinécioval, hanem gametogamia nélkiil, paraszexualis uton
torténik[ 19, 20]. Eurépaban a BAGPL vonal a legelterjedtebb, de megtalaltak a kontinensen az
eredetileg Dél-Afrikdban leirt BACAPE, és a tobbitdl genetikailag nagyon tavol 4llo, eloszor
Svajcban izolalt BACH vonalat is. Egy 2018-as tanulmany 177 vilagszerte gylijtott Bd-izolatum
genomjanak szekvendldsaval ¢és Osszehasonlitdsaval deritette fel a fajon beliili pontos
leszarmazasi viszonyokat. Ugy talaltak, hogy egy Gjonnan leirt, a Koreai-félszigeten shonos,
hiperdiverz vonal, a BAASIA-1 4llhat a legkdzelebb a tobbi leszarmazési vonal 6séhez[20].
Ebbe a bazalis kladba illeszkedik bele a BACH izolatum is[20]. A BdASIA-1 fert6zés a
megfigyelések szerint nem okoz klinikai tiinetekkel jar6 megbetegedést. A tobbi Bd-vonal
divergenciaja a 20. szazad elejére tehetd, a hipervirulens BAGPL valésziniileg 50-120 éve valt
el a tobbi vonaltol, azbta terjedt el és okozott jarvanyokat vilagszerte[20].

A Bd térhoditasa tehat jelen tudasunk szerint Délkelet-Azsiabol indult, és foleg a
kétéltiiek fogyasztasi és hobbicélu kereskedelmének koszonhetd. Kiilondsen nagy szerepe volt
ebben az amerikai O0korbékanak (Lithobates catesbeianus) és az afrikai karmosbékanak
(Xenopus laevis) [7, 21]. Elobbivel foleg az élelmiszeripari, utobbival a labor- és hobbiallatként
valo felhasznalasa miatt kereskedtek. Mindkét fajt konnyen megfertdzi a Bd, &m ellenalloak a
betegséggel szemben, nem okozza az elhullasukat, igy kozvetitésiikkel a Bd konnyen és
¢szrevétleniil terjedhetett el. A Bd méara minden olyan kontinensen jelen van, ahol kétéltiiek
eléfordulnak, és Délkelet-Azsian kiviil, ahol stabil koegzisztencia figyelheté meg a kétéltiiek
¢s kitridgombak kozott, mindenhol jelentds hatdsa van a kétéltiiekre[20]. A pusztulas mértéke
azonban nem mindenhol ugyanakkora[3], a jarvanyok sulyossdgaban Eurdpan beliil is
viszonylag nagy kiilonbségeket tapasztalunk. Nyugat-Eurdpaban tobb kétéltiifajnal is tomeges
elhulldsokat és nagymértékli allomanycsokkenést figyeltek meg[22], Kozép- és Kelet-
Eurdpéaban viszont, bar széleskoriien eléfordul a korokoz6, nem dokumentaltak még tomeges
elhullasokat. Bd-hez kothetd fokozott pusztulast a régidban eldszor Magyarorszdgon, a Matra
hegységben, Pardd kozelében figyeltek meg, sargahast unka (Bombina variegata)
populédcidban[23]. Hozza kell tenni azonban, hogy a frissen atalakult, betegség kovetkeztében

elhullott egyedek tetemei nagyon aprok és gyorsan bomlanak, ezért az ilyen atalakuléskor



tapasztalt tomeges pusztulasokat rendkiviil nehéz detektalni, igy a veszteség a tapasztaltnal
nagyobb mértéki is lehet[23].

A kitridiomikozis-jarvanyok stlyossagaban lathatd foldrajzi variancia mogott harom 6
ok allhat. Egyrészt az él6hely klimatikus viszonyai hatassal lehetnek a betegség ¢és a jarvany
stlyossagara[24]. Masrészt a kiilonbozo régiokban eléforduld Bd-vonalak eltérd virulenciaja
¢s patogenitasa is allhat a kiilonbségek hatterében[25]. Harmadrészt szamos in situ megfigyelés
¢s laborkisérlet bizonyitja, hogy nemcsak kétéltiifajok kozott[26], de fajon beliil, a populaciok
kozott is lehetnek eltérések a Bd-re vald érzékenységben[27—-29], tehat a gazda oldalardl az
inter- ¢és intraspecifikus valtozatossadgnak is szerepe lehet a jarvanyok foldrajzi varianciajaban.
Emellett a Bd-nek ellenallo kétéltlipopulaciok a kérokozo rezervoarjaiként funkcionalhatnak,
segitve ezzel a korokoz6 fennmaradasat és az esetlegesen felépiild érzékenyebb populaciok
yjrafertdzddését. Egy masik elmélet szerint viszont €ppen ezek a populaciok tudjak biztositani
a faj feléptilését és az ¢€lohelyek rekolonizacigjat egy jarvany utan[29]. A kétéltiifajok
kiilonbozdé populacidinak és a Bd kiilonb6zd térzseinek vizsgalata segitségiinkre lehet a
jarvanyok dinamikajanak, a kivaltott adaptiv valaszok kialakulasanak és a betegség hatasara
torténd evolucids folyamatoknak megismerésében.

A Bd-t aszexudlis szaporodasa miatt sokaig genetikailag igen homogén fajnak
gondoltak, am mara bebizonyosodott, hogy ez egyaltalan nincs igy[30]. A korokozd gyors
globalis elterjedésének, klonalis expanzidjanak ellenére jelentds genetikai €s fenotipusos
variancia fedezheto fel nemcsak a 6 leszarmazasi vonalak kozott, de azokon beliil is[31, 32].
Egy tanulmanyban Dang és mtsai Eszak-Amerika négy kiilonbozé régiojabol szarmazé
BdGPL-izolatumokkal fertézték meg harom békafaj egyedeit, és koziilik az egyik faj
(Anaxyrus boreas) esetében szignifikans kiilonbséget taldltak a Bd-torzsek virulenciaja
kozott[33]. Egy masik tanulmanyban Fisher és mtsai Eurdpa kiilonb6z6 pontjain izolalt
BdGPL-torzseket hasonlitottak Ossze, és ugy talaltdk, hogy jelentdsen kiilonbéznek
fertdzoképességben €s bizonyos, a fertdzoképességgel dsszefiiggd tulajdonsagokban, példaul a
sporangium méretében[30]. A kiilonbdzd térzsek genomjanak és  proteomjanak
Osszehasonlitdsdval beazonositottak olyan géneket, melyek meghatarozzak a torzsek
fertdzOképességét. Refsnider és mtsai leirtdk, hogy kétéltlibdron vald tenyésztés soran a
fokozott génmiikddés mértéke szignifikans pozitiv kapcsolatot mutat a génben talalhatd
nukleotid-polimorfizmusok szdmaval[34]. A korokozé tehat genomi és fenotipusos szinten is
igen dinamikus valtozatossdgot mutat, mely nagy adaptiv potencialt biztosit szdmaéra. A
virulencia-shift, azaz a fert6z0képesség gyors megvaltozasa is jellemzd a Bd-re[34], ennek

genetikai hatterében valdsziniileg a kromoszomakdpia-szdm (chromosomal copy number -



CCN) megvaltozasa all. A CCN pozitivan korreldl a fert6zOképességgel, fenntartasa viszont
valészintlileg koltséges, hiszen azt figyelték meg, hogy mesterséges tenyészetben tartva,
szelekcios nyomds hijan a CCN lecsokken, s igy lecsokken a virulencia is, ami a torzs
koriilmények kozott tartott, sok atoltason atesett, attenudlodott torzs hasznalata a valésagot nem
tikroz6 eredményekhez vezethet a laborkisérletekben. Ha azonban fagyasztva tarolt
(cryopreserved) vagy frissen izolalt Bd-t hasznalunk, vagy ha a kisérlet el6tt a hasznalni kivant
torzzsel megfertdziink egy allatot, majd a fert6zott allatrol Gjraizolaljuk a korokozot, azzal
kikiiszobolhetjiik az attenudciot[35]. Jelen tudasunk szerint tehat a korokozo a virulencia-
asszocialt gének és a CCN megvaltozasaval[34], valamint az egymastol elvalt leszdrmazasi
vonalak rekombinacidjaval gyors adaptaciora képes, ami kulcsfontossagi abban, hogy ilyen
valtozatos ¢l6helyeken €s ilyen sok gazdafajban el6fordul[36]. Hogy jobban megértsiik, milyen
mechanizmusok allnak a patogén virulencidja mogott, vizsgalnunk kell a kiilonb6z6é Bd-torzsek
kozotti genetikai és fenotipusos kiillonbségeket, valamint azt, hogy ezek a kiilonbségek hogyan
befolyasoljak a gazda-patogén kolcsonhatasokat[30, 32, 37].

A korokozo mellett fontos sz6t ejteni a gazda védekezésérdl. A kétéltliek kitridgomba
elleni védekezésében mind a természetes, mind az adaptiv immunvalasz szerepet jatszik[28,
38]. Az adaptiv immunvalasz szerepe a kitridiomikézis elleni védekezésben joval nagyobb,
mint azt korabban gondoltak, és bizonyitott, hogy bizonyos MHC-konformaciok elterjedése a
populécidban egyiitt jar a Bd-vel szembeni ellenalloképesség ndvekedésével[28]. Mégis a bor
a kétéltiek els6é védvonala a fertdzésekkel szemben, és a borfeliiletre elvalasztott kémiai
anyagok jelentette természetes védelem kiemelten fontos részét képezi a kétéltliek
immunrendszerének — sokszor onmagaban elegend6 a Bd-fert6zés lekiizdéséhez[7, 38]. Ezek a
vegyliletek allanddan termelddnek, am termelésiik bizonyos hatarok kozott valtoztathatd a
kiils6 és belsd hatasok fliggvényében[39]. A termelt anyagok lehetnek antimikrobidlis peptidek
(AMP-k), sejtfalbonto lizozimek, a Bufonidae csaladba tartoz6 fajokndl pedig az alkaloidok és
a szteranvazas bufadienolid vegyiiletek jellemzOk[7, 40]. Szdmos tanulméany eredménye
bizonyitotta mar, hogy az AMP-knek fontos szerepiik van a Bd-fert6zés kontrollalasaban vagy
legy6zésében[41], a lizozimek, alkaloidok és bufadienolidok Bd elleni hatékonysagarol
azonban sokaig egyaltalan nem volt adatunk.

Ahogy fent is emlitettem, a kétéltliek kémiai védekezésérdl ismert, hogy bizonyos foka
fenotipusos plaszticitas érvényesiil benne[39], és az is, hogy a bor funkcidinak karosoddsaval
jaré  kitridiomikézis negativan  befolyasolja az  éllatok méregtermelését[15]. A

kitridiomikozissal kapcsolatban azonban arra is megfigyeltek mar példat, hogy Bd-fert6zésen



atesett egyedek nagyobb mennyiségben termelnek mérget, mint naiv fajtarsaik[42]. Arrdl
azonban, hogy a Bd-vel val6é koegzisztencia okozza-e egy populdcidban a kémiai védekezés
hatékonyabba valasat a termelt méregkeverék Osszetételének megvaltozasan keresztiil, nem
sokat tudunk. Egy 2018-as tanulméany Bd fert6zés kovetkeztében 6sszeomlott, majd felépiild
tropusi békapopulaciokat vizsgalt, és azt talalta, hogy a felépiilés nem a kérokozo attenuacidja,
hanem a békapopulaciok rezisztensebbé valasa miatt torténik[43]. A kémiai védekezés
megvaltozasanak vizsgalatahoz Bd-jarvanyon még nem, illetve Bd-jarvanyon mar atesett
populéciok egyedeinek borvaladékat gyiijtottek ossze, €s vizsgaltak ezeknek a szekrétumoknak
a Bd-gatl6 hatasat. Ugy talaltak, hogy a Bd-vel érintkezett populaciok egyedeinek bérvaladéka
szignifikdnsan hatékonyabb a Bd ellen. Ez a tanulméany azonban AMP-ket termel6 kétéltiieket
vizsgalt, ilyen adaptaciora bufadienolidokat termeld varangyok esetében még nem talaltak
bizonyitékot. Arrol, hogy a kétéltliek kémiai védekezeésével szemben ki tud-e alakulni adaptaciod
a Bd-torzsekben, és eltérd lehet-e kiilonb6z6 Bd-torzsek érzékenysége, egyeldre szinte semmit
sem tudunk. Fisher és mtsai egy fent mar emlitett tanulmanyukban egy altalanos gombaold
szerrel (caspofungin) szemben vizsgaltak kiilonb6zd Bd-izolatumok érzékenységét, €s nem
talaltak szignifikans kiilonbséget az izolatumok kozott[30].

Bufadienolidok sokfel¢ megtaldlhatbak a természetben, a varangyokon Kkiviil
novényekben is eléfordulnak. Ilyen vegyiiletek felelések példaul a korallvirdg ndévény
mérgezdségéért[44]. Toxikus hatdsukat a Na'-K'-ATP4z enzim blokkolasaval fejtik ki[44]. A
varangyfélék csaladjaba tartozd kétéltifajok de novo allitjak elé ezeket a szteranvazas
vegylileteket[44]. Amellett, hogy a ragadozok ¢és versenytarsak elleni védekezésben
bizonyitottan szerepet jatszanak, antimikrobialis hatasuk is bizonyitott[44]. Ennek a
mechanizmusa ugyan még nem ismert, de mar jo ideje leirtak kiilonféle baktériumok és
¢lesztdgomba esetében[44, 45]. Felmeriil tehat a gyanu, hogy ezek az antimikrobialis hatassal
is rendelkezd vegyiiletek tolthetik be az AMP-k korokozok elleni szerepét a varangyokban[42].
A bufadienolidokban a szteranvaz 17. szénatomjahoz egy két kettds kotést tartalmazo, hat
szénatomos laktongylirli, egy a-piron csoport kapcsolddik. Ehhez az alapvdzhoz sokszor
kiilonféle oldallancok kapcsolddnak, melyek befolydsoljak a vegytilet kémiai tulajdonségait.
Azokat a bufadienolidokat, amelyekben a szteranvaz harmadik szénatomjan szabad
hidroxilcsoport talalhatd, a bufageninek koz¢é soroljuk. A bufotoxin-tipust vegyiileteknél ezzel
szemben az alapvaz észterkotéssel konjugdlodik egy szulfathoz vagy dikarbonsavhoz,
utébbihoz pedig 4ltaldban egy aminosav oldallanc kapcsolodik[46]. Ezek a nagyobb
molekulatomegili bufadienolidok altalaban kevésbé potens toxinok, mint a bufageninek[44]. A

bufadienolidok bioszintézise koleszterinbdl indul ki. A szintézis pontos Utja és az atalakitast



végz0 enzimrendszer még nincs pontosan felderitve[44, 47], azonban ugy fest, hogy a
varangyok zomében a kevésbé veszélyes és vizben is jobban old6d6 bufotoxinok forméjaban
allitjak eld és taroljak a toxinokat, és csak a kivalasztas soran hidrolizalodnak ezek a vegytiletek
bufotoxin-hidrolaz enzimek hatasara[44, 47].

A bufadienolidokkal foglalkozé tanulmanyok zome human orvosi perspektivabol
vizsgalja ezeket a vegylleteket, példaul rak elleni szerként vagy antibiotikumok
helyettesitésének céljabol[48, 49]. Az egyetlen ismert tanulményban, ami a bufadienolidok Bd
elleni aktivitdsaval foglalkozik, azt taldltak, hogy az arenobufagin, gamabufotalin és
telocinobufagin nevii bufadienolid vegyiiletek rendelkeznek Bd elleni gétld hatassal[42]. A
harom altaluk vizsgalt vegyiilet esetén a maximalis gatlas 41,9%, 47,0%, illetve 52,5% volt, és
ez 12-50 uM-os toxinkoncentracidonal jelentkezett. A vizsgalt vegyliletek nem azonos
hatékonysaggal gatoltak a Bd novekedését, igy felmeriil, hogy az eltéré bufadienolidok eltérd
Bd-gatlo aktivitassal rendelkezhetnek. Azt mar szamos kutatds kimutatta, hogy az eltérd
szerkezetli bufadienolidok eltérd citotoxikus aktivitassal rendelkeznek rakos emldssejtekre
nézve[44], igy feltételezhetd, hogy a Bd ellen sem ugyanolyan gatloképességgel rendelkeznek
a kiilonb6z6 bufadienolidok. A vegyiiletek eltéré oldallancai eltéré hatékonysagot
eredményezhetnek egy-egy ragadozo, versenytars vagy korokozo ellen, €s az is valdszinii, hogy
egy sokkomponensli méreg szélesebb spektrumon nyujt védelmet az egyednek [44, 50]. A
a boron ¢€s a fiiltdmirigyben €16 mikroorganizmusoknak, hiszen ezek a baktériumok és egysejtii
gombak biotranszformacioval, a vegyiiletek atalakitdsaval jelentds hatdssal lehetnek a
toxinkeverék Osszetételére [44, 50]. Egy tanulmany szerint lehetséges, hogy mikrobidta
kiilonbozosége okozza a méregtermelésben tapasztalt kiilonbségeket az oridsvarangy (Rhinella
marina) ausztraliai és dél-amerikai populacioi kozott[50]. A mikrobiotanak a fertdzések
dinamikéjaban is fontos szerepe van, hiszen a patogénekkel valdé kompeticiotol, Bd-ellenes
metabolitok termelésén 4t a masodlagos fertdzések okozasaig igen sokféleképpen
befolyasolhatja azt. Ugyanakkor a kémiai védekezéssel az egyed is befolydsolhatja a
mikrobidta Osszetételét, igy a termelt vegyiiletek indirekt mddon is hathatnak a fertdzés

kimenetelére[41].
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3 Célkitiizés

Tanulmanyunkban arra kerestik a vdalaszt, hogy a varangyfélék bufadienolid
vegyiiletekbdl all6 mérge gatolja-e, s ha igen, milyen koncentracioban a Bd ndvekedését.
Tovabba azt is vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a kiilonbozé foldrajzi eredeti BAGPL-
izolatumok bufadienolidokkal szembeni érzékenységében, illetve egy varangyfajon belill a
kiilonb6z6 populéciok altal termelt mérgek Bd elleni hatékonysagaban.

Arra is kivancsiak voltunk, eltéré-e a Bd-izolatumok érzékenysége az azonos, illetve
mas eurdpai régiokbol szarmazd bufadienolid-szekrétumokkal szemben. Mivel a
koegzisztencia soran elképzelhetd, hogy szelekcios nyomas alé keriil a gazda védekezése, ill. a
korokozo ellenalloképessége, ezért azt vizsgaltuk, hogy megfigyelhet6-e valamiféle lokalis
adaptacid a varangyok méregtermelésében, ami a varangypopulédcioval egy helyen eléfordulo
Bd-vonal ellen leghatékonyabb méreg termelését okozza, vagy éppen a Bd adaptacioja miatt a

lokalis varangypopulacio mérge a legkevésbé hatékony a helyi Bd-vonal ellen.
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4  Anyag és modszer

4.1 A barna varangy (Bufo bufo s.l.) mint modellallat

Kutatasunkban a barna varangyot (Bufo bufo s.l.) valasztottuk modellallatnak a kémiai
védekezés foldrajzi valtozatossaganak felderitéséhez, és annak vizsgélatdhoz, hogy ez a
valtozatossag kapcsolatban all-e a lokalisan elterjedt Bd-vonalak bufadienolidokkal szembeni
érzékenységével. A barna varangy fajkomplex egy Eurdpaban széleskorlien elterjedt, kozeli
rokon fajokat tomorité fajcsoport. Magyarorszagon védett, az ITUCN listajan nem
fenyegetettként (LC) szerepel[1]. Szinte az egész kontinensen jelen van, csak néhany szigetrdl
¢€s ¢északi régiobol hidnyzik. Elterjedésének keleti hatarat Nyugat-Szibéridban és Kazahsztan
északkeleti részén éri el, valamint Eszak-Afrikaban és a pontokaszpikus régioban is talalhatoak
alloményai[51]. Hagyomanyosan egy fajnak tekintették, €s a torzsalak mellett harom alfajat
kiilonboztetik meg, melyek koziil a Bufo bufo spinosus és a Bufo bufo verrucosissimus altajokat
mara mar az 0 filogenetikai tanulmanyok alapjan kiilon fajként kezeljik[52]. Jelenlegi
tudasunk szerint Franciaorszag nyugati és déli részén, az Ibériai-félszigeten és Eszak-Afrikaban
az igy elkiilonitett B. spinosus faj fordul eld, a barna varangy (B. bufo) nem[52]. A rokon fajok
kozos Ose a kés6-kozép miocénban, kb. 12 milli6 évvel ezeldtt az Anatdliai-félszigetrdl indulva
kolonizalhatta Eurdpat, a Bufo spinosus faj levalasa 7-8 millio évvel ezeldtt tortént, ebben
feltehetden a glacialis idészakok alatti eltérd refugiumokba valo6 visszahuzodas €s a Pireneusok
jelentette barrier jatszottak kulcsszerepet[52]. Bar a két faj ivardeterminaciés mechanizmusa
kiilonb6zo (a Bufo bufora a ZW ivari kromoszéma rendszer, mig a Bufo spinosusra az XY
rendszer jellemzd), mégis képesek hibridizaciora, van is hibridzonajuk Franciaorszag délkeleti
részén[53]. Morfologiai alapi megkiilonboztetésiik a hibridzondban problémas, genetikai
modszerekkel viszont elkiilonithetd a két kozeli rokon faj[52].

Széles elterjedése miatt a barna varangy fajkomplex ideédlis modell a kémiai
védekezésnek és a Bd—varangyméreg kolcsonhatdsoknak foldrajzi valtozatossagat vizsgalo
kutatdsunkban. A faj filogeografidja viszonylag jol ismert [52, 54], illetve Eurdpa nagy részén
talalhatdak Bd-vel egyiitt ¢l6 populacidi, viszont a kiillonbozé régidk populacioibol gyiijtott
egyedeknél eltérd érzékenységet figyeltek meg a fertézéses laborkisérletekben[17]. Annak
ellenére, hogy csoportos pusztulast eddig egyediil Spanyolorszagban dokumentaltak naluk[55],
a populaciok egyedszamai szdmos helyen csokkend tendencidt mutatnak, a csokkenés
hatterében pedig akar a kitridiomikdzis szubletdlis, indirekt negativ hatdsai, vagy
kitridiomikozis okozta rejtett mortalitas is allhatnak. A Bd-fert6zés indirekt negativ hatdsat a

fitneszre tobb tanulmany is kimutatta mar a faj esetében.[13, 17]. Kémiai védekezésiiket a
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bufadienolidok termelése jelenti, ez a bér granuldris mirigyeiben torténik, melyekbdl kiillondsen
sok van a nagyméretii fiiltdmirigyekben. Egy korabbi tanulmany 22 kiilonb6z6 bufadienolid
vegyiilet el6fordulasat mutatta ki a szekrétumban[15]. A faj méregtermelése foldrajzi
valtozatossagot mutat, egy korabbi vizsgalat szerint ugyanarrél az éléhelyrdl gytjtott ebihalak
méregtermelése jobban hasonlit egymaséra, mint mas éléhelyek egyedeinek méregtermelésére,
ennek hatterében lokalis adaptacié allhat[56].
4.2 A méregmintak gyijtése és elokészitése
Ot orszagban (Egyesiilt Kiradlysag, Magyarorszag, Svajc, Svédorszag €s Spanyolorszag), barna
varangy (Bufo bufo és Spanyolorszagban B. spinosus) populaciokbol. A régidk allomanyaira a
tovabbiakban ,,f6ldrajzi populacidok™-ként hivatkozom. Mind az 6t orszagban, tehat minden
foldrajzi populacio esetén 3-3 varangypopulaciot mintdztunk meg. Ez aldl kivételt képez a
svajci foldrajzi populacid, mert ott 4 kiilonb6z6 populdciobdl voltak mintaink. A mintavétel
soran feljegyeztiik az allatok ivarat, tomegét, a labak nélkiili testhosszt (az orr és kloaka
tavolsaga - snout to vent length, SVL), valamint a fiilltdmirigy hosszat €s szélességét. Az allatok
bal fiiltémirigyébdl laboratdriumi papirkenddkbe nyomtuk ki a valadékot, majd a kendoket
etanollal feltdltott iivegekben szallitottuk a HUN-REN ATK NOVI Julianna majori kisérleti
telepére, ahol az eldkészitésig -20 °C-on taroltuk a mintdkat. A mintazas helyszineit az 1.
tablazatban foglaltam Ossze.

1. tablézat: A méregmintdk gyiijtésének helyszinei és a mintdzott egyedek szdma

helyszinek mintazott

egyedek szama

Svéjci foldrajzi  Itingen (N47,45962°; E7,78322°), 1
populécio Herzogenmatt (N47,53533°; E7,55138°), 3
Pratteln (N47,50692°; E7,68561°), 12
Tenniken (N47,43529°; E7,82367°) 9
Svédorszagi Kindbéicksmala (N56,50681°; E15,75408°), 15
foldrajzi Stjarnamo (N56,75688°; E16,06369°), 15
populécid Runtorp (N56,60855°; E15,95862°) 12
Spanyolorszagi Laguna Grande (N40,83977°; W-3,95715°), 10
foldrajzi Laguna de los pajaros (N40,86024°; W-3,94766°), 3
populacio Laguna Ercina (N43,26603°; W-4,98162°) 6
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Angliai Newport Canal (N52,77545°; E2,37186°), 15

foldrajzi Granwille Country Park (N52, 70671°; E2,41909°), 15
populacio Wrekin Reservoir (N52,68061°; E2,53816°) 15
Magyarorszagi = Apatkat-Pisztrangos (N47,76706°; E18,98153°), 15
foldrajzi Janos-t6 (N47,71371°; E19,01957°), 14
populacio Fels6-Hosszurét (N47,72682°; E19,01652°) 15

A méregminték elékészitésében és a mérések kivitelezésében Moricz M. Agnes (HUN-
REN, ATK, NOVI) volt segitségemre. A mintdkat tartalmazo iivegcséket kézzel, majd
ultrahangos szonikatorral (TeslaUCO005AJ1) raztuk. Ezutin ismert tomegli lombikba
pipettaztuk a lehetd legtobb folyadékot az iivegcsébdl. 5 ml metanolt mértiink bele az
iivegeseébe, majd Ujra ultrahangos szonikalast alkalmaztunk. Ismét atpipettaztuk a lombikba a
lehetd legtobb folyadékot az livegcsébdl. A kenddbdl steril csipeszek segitségével minél tobb
folyadékot kinyomkodtunk, majd a kendét kivettiik az iivegcsébdl, belehelyeztiik egy
fecskenddbe, €s a fecskendd segitségével a kendében 1évé maradék folyadékot a lombikba
facsartuk. Ezutdn az eredeti iivegcsébdl az Gsszes folyadékot atpipettdztuk a lombikba. A
lombik tartalmat desztillald késziilék segitségével (Biichi Rotavapor R-134) beparoltuk. A
lombikok tomegét (benniik a visszamaradt szarazanyaggal) lemértiik. A lombikban
visszamaradt szarazanyaghoz 1 ml metanolt adtunk, és ismét ultrahangos szonikalasnak
vetettiik ala. Végiil a lehet6 legtobb folyadékot felpipettaztuk, és egy 0,22 pm-es porusméreti
sziirén keresztiil 2 cm? térfogatil barna iivegcsébe fecskendeztiik.

Az ily modon elokészitett mintdk bufadienolid-tartalmat nagyhatékonysaga
folyadékkromatografiaval és tomegspektrometridval (HPLC-DAD-MS) hataroztuk meg. Az
altalunk hasznalt muszer (Shimadzu LC-MS 2020) binaris gradiens pumpabdl, vakuumos
gazmentesitobdl, termosztalt automata mintaadagolobol, flithetd oszloptérbdl, diddasoros
detektorbol  és  elektroporlasztasos  ionizacioval mikodd — egyszeres  quadrupol
tomeganalizatorbol (ESI-MS) allt. A kromatogramon a vegyiiletek UV-spektruma alapjan
azonositottuk be bufadienolid-csticsokat. Jellegzetesen 297 nm-nél (vagy ahhoz nagyon kozel)
talaljuk az abszorbancia-maximumot ezeknél a vegyiileteknél[50]. Osszehasonlitottuk tovabba
a tomegspektrumot és a retencids id6t nyolc ismert és parhuzamosan futtatott bufadienolid
standard adataival (marinobufotoxin, bufotalin, cinobufotalin, bufalin, bufogenin, cinobufagin,
telocinobufagin és arenobufagin). Igy ismeretlen bufadienolid vegyiileteket is tudtunk
detektalni, illetve az m/z érték (tomeg-toltés hanyados, gyakorlatilag a molekulatomeget

jelenti) és a retencios 1d6 alapjan el is tudtuk Sket kiiloniteni egymastol.
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A kromatografias elvalasztast 35 °C-on, Reprospher 100 C18-DE oszlopon (150 mm
hossz, 3 mm belsé atmérd, 5 pm szemcseméret, Dr. Maisch, Ammerbuch, Németorszag)
végeztik, 3 pl minta injektalasaval. Az analizishez acetonitrilt 0,1% hangyasavval (B)
alkalmaztunk a kovetkezd gradiens programmal: 0-9 perc: 25-30% B; 9-13,5 perc: 30-55%
B; 13,514 perc: 55-100% B; 14-17 perc: 100% B; 17-17,2 perc: 100-25% B; 17,2-20 perc:
25% B. Az aramlasi sebesség 0,8 ml/perc volt. A tomegspektrométert pozitiv moédban, ESI
forrassal hasznaltuk az aladbbi beallitasokkal: kapillaris (DL) homérséklet: 250 °C; porlasztasi
homérseklet: 400 °C; szarito N, gaz aram: 15 1/perc; porlasztd N> gaz aram: 1,5 l/perc. A
rendszer vezérlését és a mérések mennyiségi eértékelését LabSolution (Shimadzu, Kioto, Japan)
szoftverrel végeztiik kiilso kalibraci6 alkalmazaséaval.

A standardok segitségével meg lehet becsiilni adott bufadienolid-komponens relativ
lathato jel erdssége (vagyis a vegyiiletnek tulajdonithatd cstcs alatti teriilet) egyenesen
aranyosak egymassal, igy az ismert mennyiségben, higitasi sor szerint bemért standardokra ki
tudtuk szamolni az ardnyossagi tényezdiket. Mivel ezek kis mértékben eltérhetnek egymastol,
ezért a mintadkban talalt bufadienolid komponensek mennyiségének meghatarozasahoz a
mintdkban legnagyobb mennyiségben ¢és leggyakrabban el6forduld standard, a
marinobufotoxin aranyossagi tényezojét hasznaltuk.

Ezutan az egyes populaciokbol szdrmazdé mintdkat Gsszeontottiik, majd ezeken az
0sszedntott mintdkon megismételtiilk a HPLC-MS analizist, ezekben is meghataroztuk az egyes
higitottuk, majd orszagonként OsszeOntottiikk, igy az adott foldrajzi populacidkra jellemzd

bufadienolid-poolokat kaptunk. Ezeket hasznaltuk fel a kisérletekben.

4.3 Bd izolalasa és a tenyészetek fenntartasa

A Bd-t 2023-ban ugyanazokban a régidkban izolaltuk, ahonnan a méregmintdk is
szarmaznak. Az izolalashoz minden helyszinen annak a kétéltiifajnak az egyedeibdl vettiink
szovetmintat, amely a legnagyobb valoszintiséggel hordozza a Bd-t, vagyis amelybdl az izolalés
a legnagyobb hatékonysaggal kivitelezhetd. Mivel ezek a kétéltlifajok egyiitt élnek a barna
varangyokkal, ezért a rajtuk elforduldé Bd-torzsekkel nagy eséllyel a varangyok is taldlkoznak

az ¢l6helyeken. Az izolalas helyszineit és legfontosabb paramétereit a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat: A Bd izoldlasanak helyszinei és fontosabb paraméterei

helyszin mintazott mintazott = izolalas

kétéltiifaj egyedek  sikeressége
szama

Svijc: Ichthyosaura 15 La. és sikeres

Itingen (N47,45962°; E7,78322°), alpestris, Alytes 10 A.o. (4.0.-bol)

Herzogenmatt: (N47,53533°; E7,55138°) obstetricans

Svédorszag: Pelophylax sp. 44 sikertelen

Hosmo (N56,63905°; E16,24667°)

Spanyolorszag: Salamandra 30 sikeres

Laguna Grande (N40,83977°; W-3,95715°) salamndra

Laguna Ercina (N43,26603°; W-4,98162°)

Egyesiilt Kiralysag: Ichthyosaura 3 sikertelen

Canterbury (Nem érkezett be az adat a alpestris

leadasig)

Magyarorszag: Bombina 55 sikeres

Parad (N47.88646°; E20.00799°) variegata

Az allatokbol vett szovetmintakat antibiotikum (penicillin-G és sztreptomicin-szulfat
200-200 mg/l koncentraciéban) tartalmu szilard TGhL taptalajban (8 g tripton, 2 g zselatin-
hidrolizatum ¢és 4 g laktoéz 1 liter desztillalt vizben; + 10g agar) forgatva tisztitottuk, mely
fizikailag eltavolitotta és elpusztitotta a szovetek feliiletén taldlhatd mikroorganizmusokat, am
a hamsejtek belsejében talalhatdé Bd-sporangiumokat nem. A széllitishoz a mintakat
antibiotikum tartalmu folyékony tapoldatba (8 g tripton, 2 g zselatin-hidrolizatum és 4 g laktoz
1 liter desztillalt vizben; mTGhL) helyeztiik, majd a laborban steril taptalajra (agaros mTGhL)
helyeztiik at a szovetdarabokat és 20 °C-on taroltuk. Néhany nap elteltével fénymikroszkoppal
100%-o0s nagyitas mellett kerestiik a szovetminta koriil a mozgod zoosporakat. Az igy izolalt Bd-
torzseket aztin 25 cm?>-es flaskakban 10 ml folyékony taplevesbe oltottuk, tovabbi egy hétig 20
°C-on tartottuk, és szemmel lathato novekedés esetén 4 °C-ra helyeztiik. Ezeket a kultarakat 3
havonta oltottuk at Gjabb steril mTGhL-be. Az izoldlas és a kisérlet kozott minddssze 2-3
atoltasra volt sziikség. A kisérletben a H30 (magyar), SW14 (sv4jci) és E5 (spanyol) jelil
izoldtumainkat hasznaltuk. Mivel a Bd izoldlasa az angliai és svédorszagi él6helyekrol
szarmazo szovetmintakbol nem sikeriilt, igy korabban ugyanott izolalt térzseket hasznaltunk a

kisérletekben. Az SE248 (svéd) és U199 (angol) izolatumokat Dr. Matthew Fisher (Imperial
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College London, Egyesiilt Kiralysag) torzsgylijteményébdl kaptuk, elébbi zold varangybol
(Bufotes viridis) lett izolalva 2016-ban, utdbbi alpesi gbtébol (Ichthyosaura alpestris) 2014-
ben.

A kisérlet kezdete el6tt két héttel a tenyészetekbdl 2 ml-t 25 cm’-es flaskdkban 10 ml
folyékony TGhL taplevesbe oltottunk, és 20 °C-on taroltuk. Az igy felszaporitott
tenyészetekbol 400 pl-t 9 mm atmérdjii Petri-csészébe, 10% agar tartalmu szilard TGhL
taptalajra oltottuk ki, majd ujabb egy hétig 20 °C-on inkubaltuk. A kisérlet napjan a Petri-
csészeket 1%-os tripton oldattal (10 g tripton 1 1 desztillalt vizben) arasztottuk el, majd fél ora
elteltével Osszegytijtottiik a zoospordkat tartalmazo feliilluszot. A zoospora-koncentraciot
Biirker-kamra segitségével becsiiltiik, majd 10° zoospora/ml egységkoncentraciora higitottuk,

és ezt hasznaltuk fel a kisérletekben.

4.4 1In vitro kisérlet

Az in vitro kisérletet 96 welles microplate-eken végeztik. A gatlasi gorbe
megallapitasdhoz sziikséges koncentracio-tartomany meghatarozasahoz eldkisérleteket
végeztiink, melyeknek eredményeképpen a kovetkezd protokollt alkalmaztuk. A héttagn
higitasi sor 500 pg/ml koncentraciérol indult, és felezé higitast kovetett 7,81 pg/ml-ig. A

crer

megfeleld, egyre csokkend mennyiségeket pipettaval felvittiik a plate-re, majd hagytuk, hogy a
metanol elparologjon a wellekbdl. Ezutan a wellekhez 100 pl, 10° zoospdra/ml koncentraciojt
folyékony Bd tenyészetet adtunk. Pozitiv kontrollnak kezeletlen Bd tenyészetet, negativ
kontrollnak a teszteléshez hasznalt tenyészetbdl kivett, hovel el6lt Bd-t hasznaltunk (80 °C 30
percen keresztiil). Mivel egyes tanulmanyok szerint a metanolnak még a latszélagos elparolgas
ellenére is lehet hatdsa a Bd ndvekedésére[42], ezért mindkét kontrollbol csinaltunk olyan
ismétléseket is, amelyek wellébe eldzdleg metanolt tettiink, amit a tenyészet hozzdadasat
megeldzden a higitdsi sorokhoz hasonloan lepéaroltunk. Voltak olyan wellek is, amelyek csak
1% triptonos tapoldatot tartalmaztak, hogy megmeérjiik, mekkora optikai denzitasa van
magénak a plate anyagdnak és a benne 1év0 steril tapoldatnak. A plate-ek Osszeéllitasat az 1.
abra szemlélteti. Egy plate-en beliil csak egyféle Bd-izolatumot vizsgaltunk, hogy elkeriiljiik a

kereszt-kontaminéciot. Minden Bd-izoldtumhoz két plate-et allitottunk Ossze, igy minden

izoldtum—méreg kombinacidban koncentracionként 4, dsszesen 28 ismétlésiink volt.
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1. abra: A plate-ek elrendezése. Az U, H, C, E, S oszlopnevek a méregmintik szarmazasat jelolik. Az angliai
szarmazast ,,U”, a svajcit ,,C”, a svédorszagit ,,S”, a spanyolorszagit ,,E”, a magyarorszagit ,,H” betii jelzi. A
legfelsd wellekbe keriilt a legtoményebb toxin. MK a metanolos, K a metanol nélkiili kontrollok oszlopa. TK
Jjeloli a tapfolyadékos kontrollokat, U a nem hasznalt welleket.

A Bd novekedésének mértékét a folyadékkultirdk optikai denzitdsanak (OD) mérésével
vizsgaltuk. Ezt Multiskan MS 352 microplate reader segitségével mértiik le, el0szor kdzvetleniil
a plate 0sszerakésakor, majd egy egyhetes inkubacidt kovetden még egyszer. Az inkubdacio alatt
a plate-eket 20 °C-on tartottuk. Az 6sszeallitast kovetden mért adatokat csupan arra hasznaltuk,
hogy megbizonyosodjunk rdla, nem tortént-e hiba a plate Osszedllitdsa sordn, a statisztikai

elemzésekben az egy hét elteltével mért adatokat hasznaltuk.

4.5 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést az RStudio programban, r kérnyezetben[57] végeztem.

4.5.1 A méregmintdk foldrajzi valtozatossdgat jellemzo elemzések

Az egyedenként begylijtott méregmintdkra kiszamoltuk az Gsszes bufadienolid
mennyiségét (TBQ = total bufadienolide quantity) és a bufadienolid komponensek szamat
(NBC = number of bufadienolide compounds), illetve kiszdmoltuk a testtomegre korrigalt
TBQ-t is, majd anova, ill. Kruskall-Wallis tesztekkel megvizsgaltuk, vannak-e kiilonbségek a
kiilonb6zd orszagokbol szarmazd mintdk atlagos TBQ-jaban, testtomegre korrigalt TBQ-jaban

¢s NBC-jében. Vizsgaltuk azt is, van-e korrelacio a testtomeg és a TBQ, ill. NBC kozott. A
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mintdk mindségi Osszetételének Osszehasonlitasahoz nonmetrikus tobbdimenzids skalazast
(NMDS) alkalmaztunk, ehhez a vegan csomag metaMDS fliggvényét hasznaltuk. Ez a
tavolsagalapu ordindcidés modszer a mintak kozti kiilonbségekre fokuszal, eredményeként olyan
abrat kapunk, melyen annal kozelebb helyezkedik el két adatpont, minél kisebb koztik a
tavolsag az eredeti valtozok szerinti n-dimenzios térben. A leképezés dimenzidinak szamat 2-
re allitottuk be. Annal pontosabb a leképezés, minél kisebb az un. stresszérték. Kivancsiak
voltunk r4, hogy elkiiloniilnek-e egymastol a méregmintak aszerint, hogy melyik orszagbodl
szarmaznak. Készitettiink olyan 4brat, amin csak az adatpontok lathatoak, €s olyat is, amin csak
az egyes bufadienolid-komponensek is szerepelnek, ezek annal kozelebb esnek a
méregmintakhoz, minél tobbet tartalmaznak a mintadk az adott komponensbdl Azt is megnéztiik,
hogy az egyes fOldrajzi populdciokon beliil elkiiloniilnek-e egymastol a kiilonbozo
populéciokbol gytlijtott mintak.

Az orszdgonként Osszedntott keverékekre is kiszdmoltuk a TBQ-t és NBC-t, illetve a

benniik talalhat6 komponensek atlagos m/z értékét is.

4.5.2 Az OD adatok transzformaldsa

A folyadékkultura optikai denzitdsa (OD) egyenesen aranyos a wellben talalhato
gombasejtek szamaval, melyre a vizsgalat ideje alatt korlatlan populéciondvekedési modellt
feltételeziink, tehat N(t) = k * e", ahol k a kezdeti sejtszam, t az eltelt id6, r a ndvekedési rata,
¢s N(t) a sejtek szama t id6 elteltével. Az adatok transzformaldsakor el0szor az 6sszes mért OD
értékbol (mérget €s Bd-t is tartalmazd wellek, pozitiv kontroll wellek, negativ kontroll wellek)
kivontuk az 1% trypton-tapfolyadékos kontrollok (TK) atlagos OD értékét, hogy megkapjuk a
Bd jelentette OD-t. Mivel negativ kontrollnak (NK) hdvel elolt Bd-t hasznaltunk, amely nem
tudott szaporodni (r = 0), ezért a negativ kontroll wellekben a sejtek szama a kiindulési érték
(k) maradt. Igy, mivel az OD egyenesen ardnyos a sejtszammal, a szaporodoképes Bd-t
tartalmazé wellek OD értékeit a megfeleld Bd-izolatum negativ kontrolljainak atlagos OD
értekével elosztva €és a hanyadosnak logaritmusat véve megkapjuk a szaporodasi rata és az eltelt
1d6 szorzatat. A pozitiv kontroll (PK) wellekben a szaporodas elméletileg akadalytalan volt, igy
azokban maximalis szaporodasi rataval (rmax) szdmolunk. A méreggel kezelt Bd-t tartalmazo
wellek adatait a megfeleld Bd-izolatum pozitiv kontrolljainak atlagaval osztva tehat megkapjuk
a ténylegesen megfigyelt szaporodasi rata és a maximalis szaporodasi rata hdnyadosat. Ez lett
a célvaltozonk, hiszen ez megmutatja, hogy milyen iitemben szaporodott a Bd a maximalis
szaporodashoz képest, vagyis hogy mennyire gatolta a méreg a Bd-izolatum szaporodasat. A

transzformécio 1ényegét az 1. egyenlet mutatja be.
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1. egyenlet: Az OD adatok transzformalasa. A paraméterek jelentései a fenti bekezdésben olvashatok.

A doézis-hatas Osszefiiggés torvényszerliségei szerint a célvaltozonk nemlinedrisan,

crcr

logisztikus  (szigmoidalis) fliggvény szerint valtozik a gatlészer koncentracidjanak
logaritmusat hasznaltuk folytonos magyarazé véltozonak. Az illesztett logisztikus gorbe f6lsé
aszimptotaja 1, hiszen ha nincs jelen méreg, azaz a méreg koncentracidja 0, akkor r/rmax = 1. Az
also aszimptota (pl paraméter) értéke a maximalis gatldas mértékét mutatja meg, tehat azt, hogy
legfoljebb az rmax hanyad részére csokkenthetd a Bd szaporodéasi ratija a méreg
inflexids pontndl 1évé meredekséget, p4 az inflexids pont x koordindtdjat hatdrozza meg. Ez
utobbi paraméter egyben az EC50 (effective concentration 50%) érték logaritmusat is megadja,
mely érték azt jelzi, hogy milyen koncentracioban gatolja a méregminta a maximalis gatlas
50%-aval a Bd novekedését[59].

Tovabbi két magyarazo valtozénk a Bd-izoldtum szdrmazasa és a méreg szdrmazasa
voltak, mindketté Otszintii faktor. Kivancsiak voltunk arra, hogy befolyasoljdk-e ezek a
faktorvaltozok az illesztett logisztikus gorbe lefutasat, vagyis a Bd novekedésének
méregkoncentraciotol valo fiiggését. Ezt az EC50 érték segitségével tudtuk legjobban vizsgalni,

igy elemzésiinkben foként az inflexios pont koordinatajara koncentraltunk[60].

4.5.3 Explorativ elemzések

20 db adatpontot a plate 6sszeallitdsa soran tortént kontaminacio miatt ki kellett zarnom
az elemzésbdl. Az explorativ elemzésekhez abrazoltam az r/rmax adatokat a koncentracio
logaritmusanak fliggvényében, ezt az abrat elkészitettem a két szdrmazdsvaltozd (a méreg
szarmazasat a ,,country”, a Bd szarmazasat a ,,bd” valtozé mutatja, az angliai szarmazast ,,U”,
a svajcit ,,C”, a svédorszagit ,,S”, a spanyolorszagit ,,E”, a magyarorszagit ,,H” betli jelzi)
szétvalogattam az adatokat, igy 25 adatsorom lett. Mindegyik adatsorra logisztikus gorbét
illesztettem a minpack.lm csomag nlsLM fliggvényével az t/rmax ~ p1 + (1 - p1) / (1 + exp(-p3
* (logc - p4))) formula szerint. A gorbéket 95%-0s megbizhatdsdgu konfidenciasavval
abrazoltam (4. abra). A gorbék illesztése soran tovabbi 10 db miitermék eredetli torzitd

adatpontot detektaltam, melyek akadalyoztdk az iterativ gorbeillesztést. Ezeket kizartam a
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tovabbi elemzésbdl. A 25 modell paraméterbecsléseit a kiindulasi paraméterértékek becsléséhez

hasznaltam fel a tovabbi modellek készitésénél.

4.5.4 Osszetett modellek

Az egyes magyardzd valtozok szignifikancidjanak vizsgalatdhoz komplexebb
modellekre volt sziikség. A 25 kiilonvalogatott, torzitdé pontoktdl megfosztott adatsort wjra
Osszeillesztettem egy adattablaba, majd erre illesztettem kiilonféle modelleket. Az elsé modellt
a legegyszeriibb formula szerint illesztettem (r/rmax ~pl + (1 - p1) / (1 +exp(-p3 * (loge - p4)))),
majd egyre boOvitettem a faktorvaltozokkal, melyeket dummy (csak 1 és 0 értékeket felvevo)
valtozova alakitottam, hogy beleépithessem a modellekbe. Hogy az egyilittélés hatasat
vizsgaljam, 1étrehoztam egy olyan dummy valtozot is (,,szimpatrikus™ valtozo), amely azoknal
az adatpontoknal kapott 1-es értéket, ahol a Bd szarmazasa és a méreg szdrmazasa megegyezett.

A masodik modellben (r/tmax ~p1 + (1 -pl) /(1 +exp(-p3 * (logc - (p4 + p5 * countryH
+ p6 * countryC + p7 * countryE + p8 * countryU))))) feltételeztem a log(EC50) érték fiiggését
csak a méreg szarmazasatol, a harmadikban csak a Bd szdrmazasatol. A negyedik illesztett
modell t/tmax ~pl + (1 - pl) /(1 + exp(-p3 * (logc - (p4 + pS * countryH + p6 * countryC + p7
* countryE + p8 * countryU + p9 * bdh + p10 * bdc + p11 * bde + p12 * bdu)))) formuléval
rendelkezett, ebben mar mindkettd szarmazasvaltozo benne volt, ezzel ezen valtozok egyes
szintjeinek egy megvalasztott alapszinthez képesti hatasat tudtam vizsgalni az inflexids pont
helyzetére. Ezek mellett készitettem olyan modellt is, ahol az utobbi modellhez hozzaadtam a
»szimpatrikus” valtozot (1/tmax ~pl + (1 -pl) /(1 + exp(-p3 * (logc - (p4 + pS * countryH + p6
* countryC + p7 * countryE + p8 * countryU + p9 * bdh + p10 * bdc + p11 * bde + p12 * bdu
+ p13 * szimpatrikus))))). Ezzel azt is vizsgalni tudtam, hogy van-e interakci6 a szimpatrikus
méreg-izolatum parok kozott, mely ezekben az esetekben a méreg altalanos gatloképessége €s
az izolatum altalanos érzékenysége mellett befolydsolja a gatlas hatékonysagat. A fenti
formulaban a svédorszagi foldrajzi populaciobdl szarmazo méreg és a Svédorszagban izolalt
Bd az alapkombinacid, de atparamétereztem a modellt tobbféle alapszintre, hogy megtudjam,
van-e paronként szignifikéns kiilonbség a mérgek, illetve Bd-izoldtumok kozott. A tobbszords
Osszehasonlitdsok miatt p-érték korrekciot végeztem, ehhez a p.adjust fliggvényt hasznéaltam
FDR modszerrel[61]. A modelleket az AIC értékeik segitségével hasonlitottam dssze.

Az egyéb gylijtott adatokat, mint a szekrétum preparalas soran mért szdraztomege, SVL,
fiiltdmirigy méretei és ivar, késobbi elemzésekben fogjuk felhaszndlni, amelyek nem képezik a

jelen dolgozat részét.
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5 Eredmények

5.1 A méregmintikon elvégzett elemzések eredményei

A HPLC-DAD-MS elemzés segitségével a 175 mintankbdl dsszesen 59 kiilonbozd
bufadienolid vegytiletet tudtunk kimutatni. Ezek koziil nyolcat meg is tudunk nevezni, hiszen
a mért adataik megegyeznek az altalunk ismert standardok adataival. Ezek a marinobufotoxin,
bufotalin, cinobufotalin, bufalin, bufogenin, cinobufagin, telocinobufagin ¢s arenobufagin
voltak. A tobbi 51 komponensre csak ismeretlen bufadienolid vegyiiletként tudunk hivatkozni.
A kimutatott bufadienolidok analitikai tulajdonsagait €s gyakorisagukat a mintdkban a 3.
tablazatban foglaltam Ossze. A vegyiiletek 68%-a mind az 6t foldrajzi populacié mintaiban
eléfordult. Csak harom olyan bufadienolidot tudtunk kimutatni, amelyek exkluzivak voltak
egy-egy foldrajzi populaciora, tehat csak annak a mintaiban fordultak eld. Ezek koziil a C16
jeli és C26 jelli ismeretlen komponensek csak a spanyolorszagi, a C19 jelii ismeretlen
komponens csak a svajci mintdkban fordult el6. Négy olyan bufadienolidot mutattunk ki,
amelyek 2-2 foldrajzi populaciora voltak exkluzivak, ez a két foldrajzi populacid mind a négy
vegyiilet esetén a svajci és a spanyolorszagi voltak.
3. tabldzat: A bufadienolid vegyiiletek analitikai tulajdonsdgai és eléforduldsuk a kiilonbozé foldrajzi populaciok

mintdiban. C a komponens nevét, RT a retencids idot jelenti. Az m/z érték a tomeg/téltés hanyadost adja meg,

mely gyakorlatilag a molekulatomeget jelenti. Az AB rovidités az arenobufagint, a MBT a marinobufotoxint, a
TCB a telocinobufagint, a BT a bufotalint, a CBT a cinobufotalint, a B a bufalint, a BG a bufogenint, a CB a

cinobufagint jeletnti.
Cc RT m/z érték | gyakorisag | gyakorisag gyakorisag a gyakorisag a gyakorisag
(perc) azangliai | az magyarorszagi | spanyolorszagi | a svajci
mintakban | svédorszagi | mintakban mintakban mintakban
mintdkban
C1 2,08 475,00 100% 45% 86% 100% 100%
C2 2,13 687,00 9% 29% 43% 26% 0%
C3 2,20 647,00 13% 100% 73% 42% 52%
C4 2,23 701,00 31% 48% 50% 37% 20%
C5 3,00 701,00 9% 29% 45% 37% 0%
C6 3,01 715,00 47% 83% 75% 5% 64%
Cc7 3,40 731,00 51% 88% 82% 11% 76%
c8 3,73 713,00 7% 69% 59% 0% 36%
C9 3,85 643,00 53% 100% 80% 53% 92%
C10 | 4,13 729,00 98% 100% 100% 68% 96%
Cl1 | 4,28 715,00 11% 26% 41% 21% 0%
Cl2 | 4,45 685,00 49% 38% 23% 58% 80%
C13 | 4,47 687,00 24% 17% 5% 47% 24%
Cl4 | 4,78 685,00 51% 14% 39% 26% 60%
C15 | 4,78 663,00 47% 100% 80% 58% 92%
Cl6 | 4,85 743,00 0% 0% 0% 74% 0%
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C17 5,10 701,00 49% 36% 61% 0% 12%
AB 511 417,00 20% 100% 89% 37% 96%
C18 5,13 727 96% 100% 100% 32% 96%
C19 5,30 403 0% 0% 0% 0% 16%
C20 | 531 785 0% 0% 0% 68% 4%

C21 5,60 651 22% 93% 20% 42% 72%
C22 6,00 715 24% 0% 9% 0% 40%
C23 6,01 683 7% 40% 36% 47% 56%
C24 | 6,30 699 78% 43% 68% 26% 76%
C25 |6,31 729 96% 100% 100% 100% 88%
C26 6,51 741 0% 0% 0% 63% 0%

C27 6,78 651 91% 100% 93% 95% 92%
C28 7,16 715 100% 100% 100% 79% 96%
C29 7,16 415 2% 88% 59% 5% 68%
C30 | 8,20 627 73% 100% 84% 32% 92%
C31 8,27 649 91% 100% 93% 63% 92%
MBT | 8,60 713 100% 90% 98% 68% 96%
C32 8,62 743 96% 100% 98% 84% 92%
C33 8,77 771 0% 2% 0% 89% 4%

C34 | 8,87 671 100% 100% 100% 100% 92%
TCB | 9,68 403 9% 38% 34% 0% 36%
C35 10,45 647 9% 55% 16% 11% 52%
C36 10,70 711 11% 7% 34% 0% 44%
C37 10,83 755 64% 55% 55% 0% 36%
C38 11,10 671 96% 100% 98% 100% 92%
BT 11,11 445 42% 100% 98% 79% 96%
C39 11,12 486 29% 98% 73% 68% 96%
C40 11,15 757 100% 100% 100% 95% 96%
C41 11,25 779 98% 100% 100% 68% 96%
C42 11,47 669 96% 100% 100% 100% 92%
C43 11,70 727 2% 0% 0% 100% 4%

Ca4 12,17 635 78% 100% 95% 84% 88%
C45 12,17 401 20% 52% 66% 11% 96%
CBT | 12,20 459 0% 0% 0% 47% 4%

C46 12,22 699 98% 86% 100% 58% 84%
Ca7 12,27 771 80% 74% 68% 0% 84%
C48 12,40 741 80% 31% 61% 84% 56%
C49 12,82 633 47% 100% 95% 84% 72%
C50 12,85 697 69% 83% 93% 68% 56%
B 13,50 387 31% 100% 91% 79% 96%
C51 14,58 529 0% 0% 0% 95% 4%

BG 14,70 443 0% 0% 0% 63% 4%

CB 14,90 385 16% 95% 91% 53% 84%
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A f6ldrajzi populacidk szerinti atlagos TBQ, NBC, illetve testtomegre korrigalt TBQ
adatokat a 4. tablazat tartalmazza. Mindharom valtoz6 esetében szignifikans lett az anova-teszt,
am a modell altal megkovetelt szorashomogenitds egyediill az NBC-t vizsgald modellnél
teljesiilt (R*> = 0,29, p < 0.0001), igy a masik két véaltozora nemparaméteres Kruskall-Wallis
probat végeztiink, amely ugyancsak szignifikdns lett mindkét valtozo esetén (p < 0.0001

mindkét esetben).

4. tablazat: A foldrajzi populaciok szerinti atlagos TBQ, NBC és testtémegre korrigalt TBQ

atlagos TBQ (mg) =+ | atlagos NBC + SD atlagos
SD TBQ/testtomeg
(mg/g) = SD
S 16,8 £ 6,0 36,5+5.3 0,24 +0,2
H 28,6 15,7 35,6 £6,5 1,40 £0,8
C 9,7+5,3 36,8 £ 6,8 0,27 +£0,2
E 35,3+£26,0 30,4+59 0,63 +0,3
0] 3,7+3,1 27,2 £6,1 0,11 +£0,1

Meglepd modon sem az NBC, sem a TBQ nem korrelalt szignifikdnsan a testtomeggel
(r=0,086,p=0,257,1ll.r=-0,016, p = 0,836), tehat a nagyobb tomegi allatokbol nem tudtunk
sem szignifikansan tobb, sem szignifikdnsan diverzebb toxint kinyerni, mint a kisebb tomegii
fajtarsakbol.

Az NMDS elemzésbol harom kiugro, feltehetden miitermék eredetii adatpontot ki kellett
zarni, mert nagyon eltértek a tobbi adattdl, igy akadalyoztadk a valodi mintdzatokat megmutato
abrak készitését. Az Osszes adatot tartalmazo elemzésnél a stresszérték 0,148 volt, ami
elfogadhatonak szamit. A 2. dbra A paneljan csak az adatpontok szerepelnek, aszerint szinezve,
hogy melyik orszagbdl szarmazott a minta. Jol lathatd, hogy a spanyolorszagi foldrajzi
populaciobdl szdrmazoé mintdk markansan elkiiloniiltek a tobbitdl, de a magyarorszagi- és az
angliai foldrajzi populdcié mintai is elkiiloniiltek valamelyest. A 2. dbra B panelén az egyes
bufadienolid-komponensek is szerepelnek, ezeken megfigyelhetd, hogy mely komponensek
asszocidlodnak egyes foldrajzi populéciokkal. A 3. dbra minden f6ldrajzi populécio esetén a
harom-hdrom (svéjcinal négy) populacié mintait hasonlitja 6ssze. Ezeken latszik, hogy a mintdk
egyik foldrajzi populacio esetében sem kiiloniiltek el egyértelmiien populaciok szerint. A

foldrajzi populacionkénti elemzések esetén a stresszértékek 0,163 és 0,099 kozott voltak.
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2. dbra: NMDS analizis az egyes orszagokbol szarmazo varangyméreg-mintak osszetételére, az 6sszes minta
bevondsaval. Az A panelen az adatpontok, a B panelen az adatpontok és a komponensek lathatok. Az
adatpontok aszerint vannak szinezve, hogy melyik féldrajzi populaciobol szarmaznak.
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aszerint vannak szinezve, hogy melyik populdciobdl szarmaznak.
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A f6ldrajzi populacionként dsszedntdtt mintdkban mar csak 52 bufadienolid komponens
volt jelen detektalhatd mennyiségben. A bufadienolid komponensek szama (NBC) a
spanyolorszagi foldrajzi populaciobdl szdrmazd Osszedntott mintdban 36, a magyarorszagi
foldrajzi populaciobodl szarmazo 6sszedntdtt mintaban 30, a svédorszagi foldrajzi populéciobol
szarmazo OsszeOntott mintdban 26, a svajci foldrajzi populdciobol szarmazd Osszedntott
mintaban 36, az angliai foldrajzi populaciobol szarmazo dsszedntdtt mintaban 26 volt. Az egyes
keverékekben taldlhatdé komponensek atlagos m/z értéke a spanyolorszagi foldrajzi
populaciobdl szarmazo Osszedntdtt mintaban 710, a magyarorszagi foldrajzi populaciobol
szarmazd 0sszedntott mintdban 719, a svédorszagi foldrajzi populacidbol szarmazd dsszedntott
mintaban 702, a svajci foldrajzi populéciobol szarmazo 6sszedntdtt mintaban 705, az angliai

foldrajzi populaciobol szarmazé 6sszedntott mintaban 731 volt.

5.2 Az in vitro Kkisérlet eredményei

A metanolos és metanol nélkiili kontrollok kdz6tt nem talaltunk szamottevo kiillonbséget
(anova teszt, p = 0,33), igy a kétféle kontroll adatokat egyben kezelve hasznaltuk az adatok
transzformalasanal. A microplate-eken végzett tesztjeink jol mutattdk, hogy mindegyik méreg
rendelkezett gatld hatassal mindegyik Bd-izolatummal szemben. A két faktor szintjeinek mind
a 25 kombinacioja esetén sikeres volt a logisztikus gorbék illesztése az adatokra, ezen modellek
segitségével pedig meg tudtuk becsiilni a gorbe paramétereinek értékét a specifikus parositasok
esetén. Mar a gorbék lefutasanak 6sszehasonlitasanal is lathato volt, hogy kiilonbségek vannak
a mérgek gatloképességében ¢és a Bd-izolatumok ellenalloképességében. A 25 kombinacidra
illesztett gatlasi gorbéket a 4. dbra mutatja. A 25 kombinacid esetén becsiilt EC50 (pg/ml)

értékeket az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: EC50 becslések a 25 kombindcioban (ug/ml))

H méreg E méreg S méreg C méreg U méreg
CBd 239,03 240,31 116,66 42,68 15,48
S Bd 240,88 207,59 92,55 31,07 12,16
H Bd 233,57 170,63 48,37 32,00 10,95
U Bd 248,88 131,89 71,40 21,05 13,52
E Bd 128,99 111,34 54,33 18,35 2,75
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4. abra: Gatlasi gorbék a faktorvaltozok szintjeinek 25 kombindaciojara. Az 1/rmax a tapasztalt és maximalis
novekedési rdata hanyadosat, a log(c) a toxinkoncentracio (ug/ml) kettes alapu logaritmusdt jelenti. A gorbék
koré 95%-os konfidenciasavot abrazoltam.

A teljes adatsorra illesztett, a faktorvaltozokat tartalmaz6 modell AIC értéke -565,98
volt €s jobban illeszkedett az adatokra, mint a csak a méreg szarmazasat (AIC -374,35), csak a
Bd szarmazasat (AIC 305,37), vagy egyik faktort sem tartalmazo6 (AIC 337,15) modellek. Ha a
két otszintl faktor mellé a szimpatrikus valtozot is bevettem a modellbe, a modell illeszkedése
javult az AIC érték (-592,81) alapjan. Ez a modell és a szimpatrikus valtozot nem tartalmazé
modell is szignifikans kiilonbséget mutatott ki a log(EC50)-re gyakorolt hatasban paronként
majdnem az Osszes méreg, illetve a legtobb Bd-izolatum kozott, a bdvebb modellben ezek
mellett a szimpatrikus valtozo hatasa is szignifikdns lett. A mérgekre és izolatumokra vonatkozo
paronkénti kiilonbségek és a szimpatrikus valtozo6 hatdsdnak becsléseit a 6. tablazat tartalmazza.
A pl paraméterre adott becslés 0,19 + 0,01-nek, a p3 paraméterre -3,93 = 0,36-nak adodott. A
svédorszagi méreg—svédorszagi Bd parositdsban a log(EC50) értéket 6,45-nek becsiilte a
modell, ami 87,43 pg/ml-es EC50 értéknek felel meg. A modell alapjan tehdt mind a
varangyméreg, mind a Bd-izoldtum szdrmazasa, és az egyiittélés is hatdssal van arra, hogy

milyen koncentracional kezdi jelentdsen gatolni a méreg a Bd novekedését.
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6. tablazat: A mergekre és izolatumokra vonatkozo paronkenti kiilonbségek hatdsainak és a szimpatrikus valtozo
hatasanak becslései

Alog(EC50) becslése + | p-érték (FDR modszerrel

SE korrigalva)
H méreg — S méreg +1,41 £ 0,09 <0,00001*
C méreg — S méreg -1,19 £ 0,08 <0,00001*
E méreg — S méreg +1,24 + 0,08 <0,00001*
U méreg — S méreg -2,57 £ 0,08 <0,00001*
C méreg — H méreg -2,60 £ 0,08 <0,00001*
E méreg — H méreg -0,17 £ 0,09 0,056469
U méreg — H méreg -3,98 + 0,08 <0,00001*
E méreg — C méreg +2,43 + 0,08 <0,00001*
U méreg — C méreg -1,38 £ 0,08 <0,00001*
U méreg — E méreg -3,81 £0,08 <0,00001*
HBd-SBd -0,26 = 0,08 0,00168%*
CBd-SBd +0,23 £ 0,08 0,00727*
EBd-SBd -1,03 £ 0,08 <0,00001*
UBd-SBd -0,18 0,08 0,03542%*
CBd-HBd +0,48 £ 0,08 <0,00001*
E Bd-HBd -0,78 £ 0,08 <0,00001*
UBd-HBd +0,08 £ 0,08 0,29538
EBd-CBd -1,26 = 0,08 <0,00001*
UBd-CBd -0,40 + 0,08 <0,00001*
UBd-EBd +0,86 £ 0,08 <0,00001*
szimpatrikus +0,23 £ 0,07 0,00187*
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6 Diszkusszio

Az eredményeink igazoljak, hogy a bufadienolid toxinok gatoljak a Bd ndvekedését,
hiszen vizsgalt koncentraciotartomanyon beliil az 6sszes foldrajzi populacié mérge hatékonyan
gatolta az 6sszes Bd-izolatum novekedését. Az AMP-kkel végzett kisérletekkel 6sszehasonlitva
a hatékony gatlas hasonld koncentracidtartomanyban jelentkezett[62], igy arra
kovetkeztethetiink, hogy a bufadienolidok sikeresen tolthetik be az AMP-k szerepét a
varangyfélék Bd elleni kémiai védekezésében.

Nem tapasztaltuk, hogy az adott foldrajzi populaciobol szarmazd méreg az ugyanonnan
izolalt Bd-vel szemben rendre hatékonyabb lenne, mint a mashonnan szarmazo¢ izolatumokkal
szemben, €s azt sem tapasztaltuk, hogy a Bd-izoldtumok novekedését rendre az ugyanonnan
szarmaz6 méreg gatolnd a legkevésbé. Kimutattuk viszont, hogy a kiilonb6z6 foldrajzi
populéciokbol gylijtott varangymérgek gatloképessége jelentdsen eltér egymastol. Az angliai
foldrajzi populaciobdl gytijtétt méreg volt a leghatékonyabb, ezt a svéjci foldrajzi populacio
mérge, a svédorszagi foldrajzi populdcido mérge és a spanyolorszagi foldrajzi populécidé mérge
kovette, a legkevésbé hatékony a magyarorszagi foldrajzi populaci6 mérge volt. A
leghatékonyabb méreg esetén koriilbeliil tizenhatod akkora koncentracid kellett a maximalis
gatlas 50%-ahoz, mint a legkevésbé hatékony méreg esetén (Alog(EC50) = -3,98; 6. tablazat).
A Bd-izoldtumok érzékenységében is jelentds kiilonbségeket mutattunk ki. A leginkabb
ellenallo a svajci izolatum volt, ezt a svédorszagi izolatum, a magyarorszagi izolatum, majd az
angliai izolatum kovette, a leginkabb érzékeny a spanyolorszagi izolatum volt. A maximalis
gatlas 50%-ahoz a svijci izolatum esetén tobb mint kétszer akkora toxinkoncentracié kellett,
mint a spanyol izolatum esetén (Alog(EC50) = 1,26; 6. tablazat). A szimpatrikus valtozot
tartalmazo modellbdl az is kideriilt, hogy a maximalis gatlas 50%-ahoz kb. 1,17-szer akkora
toxinkoncentracio kellett az azonos szdrmazasu méreg-Bd parositdsok esetén, mint az
allopatrikus parositasokndl (Alog(EC50) = 0,23; 6. tablazat). Ez a hatas kisebb, mint a mérgek,
ill. izolatumok kozti kiillonbségek hatasainak legtobbje, mégis érdekes eredmény, hogy
szignifikansnak mutatkozott. Ez azt mutatja, hogy bar a méreg gatloképessége ¢és a Bd-izolatum
tliroképessége nagymértékben meghatarozta, hogy milyen koncentracional jelentkezik a gatlas,
a szimpatrikus kombinacidk esetén a gatlas mégis csak kicsivel (de szignifikdnsan) nagyobb
koncentracional jelentkezett, mint amire csupadn a méreg altaldnos gatloképessége ¢€s az
izolatum 4ltalanos tlir6képessége alapjan kovetkeztethetnénk. Mindezek alapjan folmeriil a
kérdés, hogy mi allhat a mérgek gatloképességében és az izolatumok érzékenységében
tapasztalt kiilonbségek, illetve a szimpatrikus kombinacidk esetén megfigyelt kevésbé hatékony

gatlas evolucios dkologiai és élettani-biokémiai hatterében.
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Mivel a mérgeket egységes toxinkoncentraciora vald higitds utdn hasznéltuk fel a
kisérletekben, ezért csak a mindségi Osszetételiikben kiilonbozhettek. Ez alapjan kijelenthetd,
hogy a toxinkeverék mindségi Osszetétele nagy hatdssal van a keverék gatloképességére, ez
pedig megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy variancia van az egyes bufadienolid
komponensek gatloképességében. A variancia okainak felderitéséhez fontos lenne ismerniink a
bufadienolidok antimikrobialis hatasanak mechanizmusat, err6l azonban szinte semmit sem
tudunk. Allati sejtekben ezek a vegyiiletek a Na*-K'-ATPaz enzimet blokkoljék, ez pedig
depolarizaciohoz, emelkedett sejten beliili Na” koncentraciohoz vezet[44]. Ezt kompenzalando
Ca?"-Na'-antiporterek kapcsolnak be, melyek miikodése miatt a sejten beliili Ca®’-szint
megemelkedik, mely aztan tovabbi folyamatokat indit el a sejtben. Ez a mechanizmus a felelds
a kardiotonikus szteroidok szivre gyakorolt hatasdért, valamint egyesek szerint a
bufadienolidok rakos sejtekre gyakorolt osztodasgatld, apoptozist indukald hatdsaért is[63].
Miésok szerint a bufadienolidok egy masik, Na'-tol fliggetlen jelpalyan keresztiil fejtik ki
citotoxikus hatdsukat, ahol a Na"-K'-ATP4z szignal transzduktorként funkcional, és a Na™-K'-
ATPaz gatlasanak mértéke nem korrelal a citotoxikus hatds mértékével[64—66].
kiilvilag kozti elektrokémiai gradienst szabalyoz6 enzimekre, igy nem lenne meglepd, ha a Bd
is rendelkezne valamiféle analog kationpumpaval[67], melyhez a bufadienolidok ko6tddni
képesek, és az enzim gatlasa vagy sejten beliili folyamatok elinditasa révén a sejt halalat vagy
szaporodoképtelenségét okozzak. Ha feltételezziik, hogy a bufadienolidok az allati sejtekhez
hasonléan a Bd ellen is valamely enzimhez valdé kotodésen keresztiil fejtik ki gatlo
hatasukat[44], akkor azok a méregkomponensek jarulnak hozzd leginkabb a hatékony
gatlashoz, melyek ehhez az enzimhez minél nagyobb affinitassal képesek kotddni. Lehetséges,
hogy vannak strukturalis jellemzok, melyek (a rakos sejtek ellen megfigyelt citotoxikus
aktivitashoz hasonloan) a bufadienolidok altaldnos aktivitasat befolyasoljak, és lehetnek olyan
modositasok is, melyek specifikusan a Bd enzim-konforméciodihoz biztositanak erdsebb
kotddést. A Bd részérdl ez esetben adaptivak lehetnek az olyan konformaciovaltozassal jaro
mutaciok, amely nem okozza az enzim funkcidjanak sériilését, de az 6sszes bufadienolid vagy
specifikus bufadienolidok kevésbé hatékony kotddését eredményezi. Allatok esetén ismert,
hogy a kiilonb6zé Na*™-K'-ATPaz valtozatokhoz eltéré mértékben kotédnek a bufadienolidok,
ezzel magyarazhat6 példaul az, hogy bizonyos kétéltii- ill. ragadozofajok érzékenyebbek, mig
masok rezisztensebbek, vagy akar immunisak a bufadienolid mérgekre (pl. vizisiklo, Natrix

crer

bekovetkezett valtozas képes rezisztenciat okozni a bufadienolid toxinokkal szemben[44, 68].

32



Elképzelheté tehat, hogy ehhez hasonldé mutaciok dallnak a Bd-izoldtumok eltérd
tliroképességének hatterében, és lehetséges, hogy annak hatterében is, hogy a gatlas kevésbé
volt hatékony a szimpatrikus kombinacidk esetén. Tudjuk, hogy a Bd véltozékony genommal
rendelkezik, a generacids ideje napokban, mig a varangyoké években mérhetd, és egy Bd
sporangium tobb tucat zoosporat is képes létrehozni. A varangyok méregtermelése bar
mennyis€ég tekintetében mutat fenotipusos plaszticitast[39], de a bufadienolid-készlet
valdszintileg csak joval lassabban képes megvaltozni, mint a Bd fehérjéi, és a korokozok mellett
a kompetitorok és ragadozok jelenléte is szelekcios nyomaést gyakorol ra. fgy nem meglepd,
hogy arra mutato jeleket talaltunk, hogy a kdlcsonds evolucios fegyverkezési versenyben a Bd-
vonalak jobban adaptilodtak specifikusan a szimpatrikus varangypopulaciok mérgének
eltlirésére, mint a varangyok méregtermelése specifikusan a szimpatrikus Bd gatlasara.
Erdekes mintazat, hogy azon foldrajzi populaciok mérgét talaltuk hatékonyabbnak a Bd
ellen, melyek egyedeibdl kevesebb bufadienolidot tudtunk kinyerni, tehat alacsonyabb volt a
mintak TBQ-ja. Bar a fiiltdmirigybdl valdo méreggytijtés hatékonysaga némileg eltérhetett az
egyedek kozott, mégis olyan nagy kiilonbségeket tapasztaltunk (csaknem tizszeres a
spanyolorszagi és angliai, csaknem nyolcszoros a magyarorszagi €s angliai foldrajzi populacio
kozott), hogy ez alapjan feltételezheté valamiféle negativ kapcsolat a termelt méreg
mennyisége ¢s hatékonysaga kozott. Felmeriil a gyanu, hogy vannak bufadienolidok, melyek
hatékonyabbak a gatlasban, de nagyobb koltséget is jelent a termelésiik, igy ezekbdl csak
kevesebbet képes termelni az egyed anélkiil, hogy a trade-off miatt jelentds fitneszveszteséget
szenvedjen el. Ebben az esetben a nagy mennyiségli, de kevésbé hatékony Osszetétell
méregkeverék, illetve a kisebb mennyiségili, de mindségi dsszetételébdl kifolydlag hatékonyabb
méregkeverék termelése eltérd allokacids stratégiak lehetnek. Ez 0Osszevadg azzal az
elképzeléssel, miszerint a toxinkeverékeken beliil eltérhet egymastol a kiilonbozo vegyiiletek
eldallitasi koltsége, igy a koltséghatékonysaguk és termelésiik fizioldgiai limitacioi is[47]. Az
eddigi tanulmanyok kifejlett barna varangy egyedeknél €s mas varangyfajokndl is talaltak
bizonyitékot trade-offra a méregtermelés €s a ndvekedés, ill. reprodukcios siker k6zo6tt[69, 70].
Arrdl viszont, hogy vannak-e kiilonbségek az egyes bufadienolid vegyiiletek szintézisének
fiziologiai koltségében, semmit sem tudunk[44]. Fontos lenne latni, hogy hol helyezkednek el
a kiilonb6zd bufadienolid vegyiiletek a bioszintetikus utvonalon, és mekkora kiilonbségek
vannak a szintézisiik koltségei kozott. Szem eldtt kell tartanunk azonban azt is, hogy a
bufadienolidok a varangyoknal nemcsak a korokozok elleni védekezést, hanem a ragadozok és
versenytarsak elleni kiizdelmet is szolgaljak[39, 71], igy csupan a Bd ellen tapasztalt gatlo

hatasuk alapjdn nem vonhatunk le talzottan messzemend kovetkeztetéseket. Az sem kizarhato,
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hogy eltér6 komponensek szolgaljak hatékonyan ezeket a kiillonbozd célokat, €s trade-off all
fenn a méregkeverék korokozo-, versenytars-, és ragadozoellenes hatékonysaga kozott. Erdekes
lenne megvizsgalni, gerincesekre nézve is mérgezébbek-e a Bd ellen nagyobb gatloképességet
mutatd mérgek, mint a Bd-vel szemben kevésbé potens keverékek.

A méregmintdk mindségi Osszetételének vizsgalatdra készitett NMDS elemzés
eredményébol latszik, hogy a spanyolorszagi foldrajzi populdcié varangyainak mérge
jelentdsen kiilonbozik Osszetételében a tobbi foldrajzi populacid mérgétol. A tébbi foldrajzi
populacié mintai kevésbé kiiloniiltek el egymastol, bar megfigyelhetd, hogy a magyarorszagi
foldrajzi populacié mintai €s az angliai foldrajzi populacidé mintadi valamelyest jobban
elkiilontilnek a svajci €s svéd mintdk halmazaitol. A spanyolorszagi foldrajzi populécio egyedei
a B. spinosus fajba tartoznak, mig a tobbi foldrajzi populdcio egyedei a B. bufo-ba, igy nem
meglepd, hogy bufadienolid-termelésiik jelentdsen kiilonbozik. A B. bufo f6ldrajzi populaciok
ponthalmazai kozotti tavolsagok viszont nem tiikrozik egyértelmiien sem a koztik 1évo
filogenetikai, sem a foldrajzi tavolsagokat[54]. Lehetséges, hogy a kiilonb6zd régiok
populéciodira kiillonb6zé mértékii nyomast fejt ki a versenytarsak, ragadozok és Bd jelentette
fenyegetés, és ezekre az eltérd koriilményekre adott eltérd lokalis adaptacidk allnak a mérgeik
kozotti mennyiségi és mindségi, ill. Bd elleni hatékonysagbeli kiilonbségek hatterében[56]. A
varangyok eltéré méregtermelése mellett a mikrobiota kiilonbozdségének is lehet szerepe a
mérgek Osszetételében tapasztalt kiilonbségekben, hiszen a varangyok fiiltdmirigyében
talalhatd  baktériumok  biotranszformacid utjan  hozzdjarulhattak a méregkészlet
diverzifikalasadhoz[44]. Errdl sajnos nincsen adatunk, érdekes lenne vizsgalni a kiilonbozo
populéciok egyedeinek mikrobidtajat, és a tapasztalt mintazatot Osszehasonlitani a
méregmintak kdzott tapasztalt kiilonbségekkel.

A varangypopulaciok mérgeinek hatékonysagaban tapasztalt markans kiilonbségek
mindenesetre alatdmasztjdk, hogy jelentds eltérések lehetnek akar fajon beliil is a kémiai
védekezés Bd elleni hatékonysdgaban, ami Osszefligghet a populacidk kitridiomikézissal
szembeni eltérd érzékenységével. Mivel nem tapasztaltuk, hogy a nyugat-eurdpai Bd-vonalak
rezisztensebbek lennének, sem azt, hogy a nyugat-europai f6ldrajzi populdciok mérge kevésbé
hatékony lenne, megallapithatjuk, hogy egyediil a méreg—Bd kolcsonhatasok nem magyarazzak
azt, hogy miért figyelhetiink meg Nyugat-Eur6paban sulyosabb kitridiomikézis-jarvanyokat,
mint Eurdpa mas részein, és az ottani populéciol egyedeivel végzett laborkisérletekben nagyobb
mortalitast, mint a mdas populaciok egyedeivel végzett kisérletekben[17, 30, 55].
Kutatocsoportunkban jelenleg zajlik egy kisérlet, melyben ugyanebbdl az 6t régiobol gyiijtott

varangyokat fert6ztiink meg ugyanezzel az 6t izolatummal, és vizsgaljuk, hogy milyen hatassal
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van a fertdz¢és a mortalitdsra és bizonyos életmenet-valtozokra a kiilonb6zé kombinécidkban.
A két kisérlet eredményeinek Osszehasonlitdsa fontos timpontot adhat majd a kitridiomikdzis
jarvanyok foldrajzi varianciajanak tovabbi vizsgalatahoz.

Az NMDS 4abran a magyarorszagi- és az angliai foldrajzi populacié elkiiloniilése
érdekes mintdzat, hiszen tiikkrozheti a két foldrajzi populacié mérgének gatldképessége kozotti
oriasi, kb. 16-szoros kiilonbséget. A méregmintak hatékonysagat és NBC-jét ill. a benniik
talalhatdé komponensek atlagos m/z értékét 0sszehasonlitva azonban sem az NBC sem az
atlagos m/z érték nem mutatott 6sszefliggést a Bd elleni hatékonysaggal. Az angliai méregben
volt a legkevesebb az NBC ¢és legnagyobb a komponensek atlagos m/z értéke. Ez egyrészt arra
enged kovetkeztetni, hogy a Bd ellen (egy bizonyos komponensszam folott legaldbbis) nem
feltétlentil jelent eldnyt a nagyobb komponensszam, masrészt arra, hogy nem csak az hatdrozza
meg a bufadienolidok Bd-gatl6 hatdsat, hogy konjugalt bufotoxinrol, vagy szabad bufageninrol
van-e sz0, hanem szerepiik lehet az egyéb kémiai modifikécioknak is. Arrdl azonban, hogy van-
e kiilonbség a bufageninek és bufotoxinok Bd elleni gatloképességében, ennyibdl még nem
vonhatunk le kovetkeztetést, mivel nem tudjuk, a keverékekben mely komponensek mennyire
jarultak hozza a gatlas hatékonysagahoz.

A jovében tervezziik, hogy HPLC segitségével elvalasztjuk egymastol a
méregkeverékek bufadienolid-komponenseit, és vizsgaljuk, hogy kiilon-kiillon mennyire
gatoljak a Bd novekedését, illetve talalunk-e kiilonbségeket az egyes Bd-izolatumok kozott az
adott komponensre valo érzékenységben. Ha sikeriil beazonositani a haté¢kony gatlasért felelds
komponenseket, akkor tomegspektroszkopidval meghatarozhatjuk szerkezetiiket. ¢és
megvizsgalhatjuk, milyen strukturalis jellemzoktdl fiigg a gatloképesség. Ezeket az
eredményeket az emldssejtek ellen tapasztalt citotoxicitdst meghatarozo jellemzokkel
Osszehasonlitva kozelebb keriilhetiink a bufadienolidok Bd-gatlé hatdsanak mechanizmusanak,
¢s a mérgek Osszetételében és hatékonysagdban tapasztalt kiilonbségek evolicids dkologiai

hatterének megértéséhez is.
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