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MODSZER ES KESZLET FOSZFATAZ-CELZO TOXINOK KIMUTATASARA,
VALAMINT A KIT ALKALMAZASA

KIVONAT
A taldlmany targyat foszfataz-célz6 toxinok kimutatasara szolgalé vizsgald
modszer, készlet, valamint a készlet alkalmazasa képezi. A taldlmany szerinti

vizsgalati modszer kuléndsen mikroalgak, igy példaul cianobaktériumok vagy

dinoflagellatak altal termelt toxin kimutatasara alkalmazhato.
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MODSZER ES KESZLET FOSZFATAZ-CELZ() TOXINOK KIMUTATASARA

A talalmany targyat jellegzetesen mikroalgak, igy példaul cianobaktériumok
vagy dinoflagellaték altal termelt foszfataz-célzd toxinok kimutatasara szolgalo
vizsgald médszer képezi.

A dinoflagellatak jellegzetesen egyseijtli, fotoszintetizalo, kétostoros algak.
Néhéany tengeri dinoflagellata (igy példaul Prorocentrum faj vagy Dinophysis faj)
foszfataz-célzé toxinokat, ugymint okadainsavat és dinophysis toxint termel, ame-
lyek emberbe jutva gasztrointesztinalis panaszokat okoznak. igy ezek az algak
problémakat okozhatnak, amennyiben megfertézik az etkezési kagyldk kérnyeze-
tét.

A cianobaktériumok, amelyek még kék-zéld algakként is ismertek, ugyan-
csak fotoszintetizalo szervezetek, amelyek féként vizi élélények és a partmenti
vizeket, nyilt tengeri vizeket és 6ceanokat, folydkat, tavakat és talajvizeket népesi-
tik be, de lehetnek szarazfoldiek is, amelyek az avarban és a talajban talalhaték.

A cianobaktériumok szamos fajtaja és torzse, kilénésen a Microcystis,
Aphanizomenon, Anabena, Nodularia és Oscillatoria fajok toxinokat termelnek,
amelyek emberekbe vagy mas emlésbe, madarakba vagy halakba jutva betegsé-
get okozhatnak. Az ilyen toxinok bevitele két f6 uton, igy fert6zétt viz ivasaval vagy
fert6zott tengeri allatok elfogyasztasaval mehet végbe.

A cianobaktériumok és dinoflagellatak a toxinok két fontos tipusat termelik.
Neurotoxinokat, igy példaul anatoxinokat és szaxitoxinokat, amelyek az aldozat
bénulasat okozzak, és ebbdl fakaddan az allapotot gyakran paralitikus kagylémeér-
gezésnek nevezik. Az ilyen neurotoxinok okozta fertdzés nagyon ritka, viszont
végzetes kimenetel(i lehet.

A toxinok masik formaja a protein-fdszfatéz enzimekhez kotédik, és befo-
lydsolja az enzimek protein szubsztratumokat defoszforilezO képességét, igy
inaktivaljak a testsejtekben levé enzimeket. Ezek a toxinok viszonylag elterjedtek,

és néhanyuk (ugymint a dinoflagelldta toxinok, igy az okadainsav vagy a
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dinophysis toxin) hanyingert, hanyast és hasmenést okozhat, és ebbdl fakadéan
az allapotot gyakran hasmenéses kagyldmérgezésnek nevezik. Néhany protein-
foszfataz-célzé toxin tumor promoter, és az ezekkel a toxinokkal valé érintkezés
rakhoz vezethet. Mas toxinok, példaul a mikrocisztin vagy a nodularin ciano-
baktérium-toxinok hepatotoxikusak és majkarosodashoz vezethetnek. A foszfataz-
célzo toxinok kézil a mikrocisztin, nodularin és okadainsav fordul el a leggyak-
rabban.

A dinoflagellata-toxin mérgezés leggyakoribb forrasa a kagylé és a halméj,
a cianobaktérium-toxin mérgezés leggyakoribb oka a fertézétt viz ivasa és/vagy a
fertézott vizben valéd furdés. Ugy a cianobaktérium-, mint a dinoflagellata-toxinok
kagyldban és vizben is eléfordulhatnak. Az alga-toxin mérgezésnek egy kulénésen
elterjedt forrasa az étkezési kagyld, mivel ezek toxin-termel0 algakkal taplalkozva
felhalmozzak a toxinokat. Mas kagyléféleségek, igy az osztrigdk, oriaskagylék és
féslikagylok ugyancsak mérgezettek lehetnek.

Tovabba az ivéviz, kuléndsen a talajvizbdl szarmazé készletek cianobakté-
riumokkal szennyezddhetnek, és igy a toxinbevitel kézvetlen forrasaként szolgal-
hatnak.

Ezért nyugtalanité, hogy a magas proteintartalmu egészséges taplalékként
és/vagy élelmiszeradalékként algakat és/vagy cianobaktériumokat fogyasztani.
Nem léteznek hivatalos utmutatok az 6sszegyljtétt cianobaktériumok és algak
toxintermeld térzsekkel valé fertézottségének folyamatos ellenérzésére, és kulén-
b6z6 fajok, igy példaul az Anabena vagy Aphanizomenon fajok piaci értékesitése
kuléndsen aggodalomra ad okot, mivel szamos toxintermeld térzs talalhatd kézot-
tak.

Amellett, hogy az algatoxinoknak valoé érintkezés révidtavu kellemetlensé-
geket, orvosi ellatasi koltségeket, a kagyléfeldolgozé-ipar jarulékos koltségeinek
novekedését, kiesé munkadrakat okoz, bizonyitott - amint azt mar a fentiekben

emlitettik —, hogy a foszfataz-célzé mikrocisztin és nodularin toxinok tumor-
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promoterek, és feltételezik, hogy a klinikai vagy szubklinikai toxinmennyiségnek
vald ismételt érintkezés, kuléndsen magas alkoholbevitellel vagy dohanyzassal
tarsulva rakhoz, féleg majrakhoz vezethet.

Jelenleg szamos kulénbdzd moédszer létezik az algakbol és ciano-
baktériumokbdl szarmazo foszfataz-célz6 toxinok kimutatdsara és mennyiségi
meghatérozasara. Egy szabvanyos maédszer szerint az étkezési kagylot vagy mas
potencidlisan foszfatdz-célzé toxint tartalmazo forrast megorlik, és az orélt kagylo-
szovet extraktumat egerekbe injektaljak. A foszfataz-célzd toxinnal valé szennye-
zettséget és annak sulyossagat az egerek tulélésének fuggvényeben hatarozzak
meg [lasd: Stabell és mtsai., Food. Chem. Toxicol. 30(2): 139-44 (1992)]. Nyilvan-
valod, hogy ez egy idépazarld, durva és kéltséges mddszer az ételek biztonsagi és
mindségi vizsgalatara.

Egy masik eljaras a hasmenéses kagylomérgezest okozé mergek (DSP,
Diarrheal Shellfish Poisons) azonositasara szolgalé médszerben[lasd: EP-A-
554458 (latron Laboratories Inc.) szabadalmi iratban] a toxin elleni elsédleges és
masodlagos antitest felhasznalasaval hagyomanyos szendvics modszert alkal-
maznak.

Egy tovabbi mddszer szerint kivulrél (exogén médon) bevitt foszfataz enzim
aktivitasanak csoékkenését mérik, igy azonositva a foszfataz-célzd toxinnak a je-
lenlétét a kagyléban. Ennek a médszernek a hatranya, hogy az étkezési kagyld
vagy mas kagyld széveteinek 6rlését igényli, igy az endogén foszfatazok is felsza-
badulnak, ezek interferalnak a bevitt foszfatazzal, és rontjdk a vizsgalat érzékeny-
ségét és hitelességét [lasd Sim és Mudge, Detection Methods for Cyanobacterial
Toxins, Eds. Codd, Jeffries, Keevil and Potter, Royal Society of Chemistry (1994),
valamint US-A-5180665 (Charles Holmes) szabadalmi iratot].

Fennall az igény tehat egy gyors, érzékeny és olcsé vizsgélatra vagy mod-
szerre a foszfataz-célzo toxinok kvantitativ és kvalitativ kimutatasara, kulénésen a

vizben, kagyldban és/vagy algak és cianobaktériumok ehetd termékeiben jelen



levd alga és cianobaktérium foszfataz-célzo toxinok kimutatasara. Kulénésen egy
olyan vizsgalati modszerre van igény, amely elég egyszerl ahhoz, hogy kevésbé
képzett vagy képzetlen személyek, igy példaul halészok vagy viztisztasagi sze-
mélyzet a helyszinen elvégezhesse, és a vizsgalat elvégzése nem igényel labo-
ratériumi felszerelést vagy kulénleges berendezéseket.

A taldlmany targya tehat egy vizsgalati modszer a protein-foszfatazokat
gatlé foszfatdz-célzé toxinok kimutataséra, amely szerint egy immobilizalt
ligandummal boritott szilard hordozét érintkezésbe hozunk

(i) egy feltételezetten toxinnal fertézétt mintaval és

(i) egy nem-immobilizalt ligandummal,
ahol a fenti immobilizalt ligandum képes legaldbb egy fenti toxinhoz, nem-
immobilizalt ligandumhoz vagy a toxin és a nem-immobilizalt ligandum komplexei-
hez kétédni, valamint a fenti nem-immobilizalt ligandum képes legalabb egy fenti
immobilizalt ligandumhoz, toxinhoz vagy a toxin és az immobilizalt ligandum
komplexeihez kétédni, és ahol az immobilizalt ligandum azon részaranya, amely a
toxinhoz, a nem-immobilizalt ligandumhoz vagy a toxin és a nem-immobilizalt
ligandum komplexeihez kétédétt, a fenti minta toxintartalmanak a fuggvénye; és
ahol a fenti immobilizalt ligandum képes kozvetlenll vagy kdézvetve egy detektal-
haté jelet létrehozni, amikor nincs komplexben vagy a fenti toxinnal, a fenti toxin
és nem-immobilizalt ligandum komplexével vagy a fenti nem-immobilizalt
ligandummal van komplexben, vagy a fenti nem-immobilizalt ligandum képes koz-
vetlenill vagy kézvetve egy detektalhato jelet Iétrehozni, amikor nincs komplexben
vagy amikor komplexben van;

elvalasztjuk a kotott frakciot a nem kététt frakceiotol; és

kozvetlenll vagy kézvetve meghatdrozzuk az immobilizalt ligandumhoz
kotott nem-immobilizalt ligandumot (kétott frakcid) vagy a vizes oldatban levd
komplexet nem képzé nem-immobilizalt ligandumot (nem-kététt frakceid);

ahol az (i) és (ii) 6sszetevoket kulén-kalén, egymas utan vagy egyidejlileg



vihetjuk fel a szilardhordozéra, és amennyiben kulén-kalon vagy egymas utan
visszik fel, azt tetszéleges sorrendben végezhetjik el.

A talalmany egyik kiviteli alakja szerint a toxin meghatarozasa magaba
foglalhatja az immobilizalt ligandumhoz kézvetlenul vagy kézvetve nem kétédott
nem-immobilizalt ligandum kimutatasat. Amennyiben a nem-immobilizalt ligandum
verseng a toxinnal az immobilizalt ligandumhoz valé kétédésért, a nem kotétt
ligandum magas szintje a magas toxinkoncentracié jelenlétét mutatja. Amennyiben
a nem-immobilizalt ligandum komplexet képez az immobilizalt ligandumhoz ké6té-
détt toxinnal, a magas nem koététt ligandum szint alacsony toxin koncentracio je-
lenlétére utal.

A talalmany egy masik kiviteli alakja szerint a toxin meghatarozasa maga-
ban foglalja az immobilizalt ligandumhoz kézvetlenll vagy kézvetve kétdédétt nem-
immobilizalt ligandum kimutatasat. Ahol a nem-immobilizalt ligandum verseng a
toxinnal az immobilizalt ligandumhoz valé kétédésért, ott a magas szintl kétott
ligandum az alacsony toxinkoncentracié jelenlétét mutatia. Ahol a nem-
immobilizalt ligandum komplexet képez az immobilizalt ligandumhoz ké&tédétt to-
xinnal, ott a magas kotétt ligandumszint magas toxinkoncentréacio jelenlétére utal.

Elénydsen a talaimany targyat egy a foszfataz-célzd toxinok, kuléndsen al-
ga- és cianobaktérium-toxinok kimutatasara szolgalé kompetitiv kétédési vizsgalat
képezi, ahol a mintaban levé toxinmolekulak a nem-immobilizalt ligandummal ver-
senyeznek az immobilizalt ligandum korlatozott szamu kétdhelyeiért, és az
immobilizalt ligandum kétéhelyeihez kotodétt vagy nem kétddoétt nem-immobilizalt
ligandum mennyiségéhez viszonyitva hatarozzuk meg a mintaban jelen levé bar-
mely toxint.

A leirasban hasznalt ,meghataroz’, ,kimutat” vagy ,vizsgal’ kifejezések
egyarant magukban foglaljak a mennyiségi meghatarozast, abban az értelemben,
hogy a mintaban jelen levd foszfataz-célzo toxinok mennyiségének abszolut érté-

két hatarozzuk meg, valamint magukban foglaljak a szemikvantitativ és kvalitativ



vizsgélatot vagy meghatarozast is. A jelen levé toxinok mennyiségét merészam-
mal, arannyal, szazalékkal vagy molaris mennyiséggel allapithatjuk meg vagy ki-
mutathatjuk a mintaban 1évé toxinok jeleniétét vagy hianyat is. A taldlmany egyik
elényés kiviteli alakja szerint a toxinok jelenlétének vagy hianyanak a kimutatasat
vagy a jelen levé toxin szemi-kvantitativ meghatarozasat valdsitjuk meg. Ebben az
értelemben a toxinok ,hianya” jelentheti azt, hogy a toxinkoncentracié a vizsgélat
kimutatasi hatara alatt, vagy egy biztonsagosnak vagy toleralhatonak itélt szint
alatt van.

A taldlmany szerinti vizsgalati médszerrel vizsgalt minta barmely olyan fel-
tételezetten foszfataz-célzo toxinnal fert6zott minta lehet, amely valoszindsithetd-
en foszfataz-célzd toxinokat termelé mikroorganizmusoknak térténé expozicié ré-
vén fertézddhetett. llyen mintak példaul viz, igy tengerviz, friss viz, talajviz, tavak-
bél, folydkbal, forrasokbdl, patakokbdl, tarolokbdl, ivéviz készletekbdl vett viz,
vagy egyszer( csapolassal vagy pipetta felhasznalasaval extrahalassal kagylobol
kivont nedvesség, kagylok aztatévize, vagy algakbdl vagy cianobaktériumokbdl
kivont valamilyen élelmiszer, élelmiszeradalék, taplalkozasi kiegészitd, alternativ
orvossag vagy hasonlo termék lehet. Abban az esetben, ha a kagyld (igy példaul
az osztrigak) szabad vizet tartalmaz, a vizsgalat soran egy abszorbens szubszt-
ratumot (a szilard alapvazat) meritink a szabad vizbe. Mas modszerként az ab-
szorbens szubsztratumot egyszerlien a kagylé nedves husdhoz nyomjuk, igy pél-
daul miutan nyilast térink a kagylon.

A talalmany elényés kiviteli alakja szerint a vizsgalt minta a kagylo felszine
vagy a kagylobdl szarmazé nedvesseg.

A taldlmany szerinti modszer barmilyen kagyléfajta, igy fésikagylok, gar-
néla rakok, étkezési kagylok vagy osztrigak, elénydésen étkezési kagylok vizsga-
latéra alkalmas. A talalmany egy masik elény0s kiviteli alakja szerint a vizsgalandé
minta az ilyen kagylok kérnyezetébdl vett vizminta, és egy tovabbi elonyds kiviteli

alak szerint a vizet ivoviz készletekbdl vesszik.



A vizsgalandd mintat alapjaban véve nem kezelt médon vagy kivant eset-
ben barmely ismert médszerrel szlrve vagy a vizsgalat elétt viz, puffer-oldat vagy
barmely vizes kbzeg hozzdadasaval higitva vizsgalhatjuk, vagy a vizsgalat el6tt
példaul hiitéssel vagy fagyasztassal tartosithatjuk.

Barmely toxinkétd ligandum felhasznélhatd a taldimany szerinti vizsgalati
médszerben, igy példéul immobilizalt vagy nem-immobilizalt ligandumokat, ugy-
mint antitesteket, amelyek lehetnek poliklonalisak vagy monoklonalisak, vagy an-
titest fragmentumokat, igy példaul F(ab), F(ab’), vagy F(v) fragmentumokat hasz-
nalhatunk. Az ilyen antitestek vagy antitest fragmentumok lehetnek egy- vagy
kétvegyértékiek és hibridoma technikaval allithatéak eld vagy szintetikus eredeti-
ek, igy rekombinans DNS technika vagy kémiai szintézis termékei lehetnek. Egy-
lancu antitestek vagy mas antitest szarmazékok vagy mimetikumok is felhasznal-
hatdéak. Az antitesteket vagy antitest fragmentumokat a foszfataz-célzé toxinok
barmely epitopja, 6sszetevdje vagy szerkezete ellen termelhetjuk vagy iranyithat-
juk. Mas modszerként a toxinhoz specifikusan kétdédni képes kis szerves molekulat
vagy peptidet, igy oligopeptidet vagy polipeptidet, a toxinhoz affinitassal rendelke-
z06, példaul kombinatorikus kémiaval vagy fag display kényvtarakbol kivalasztott
specifikus kotévegyuleteket vagy DNS vagy RNS specifikus kétdszekvencidkat
hasznalhatunk.

Elény6sen a taldimany szerinti toxinkétd ligandum egy protein foszfataz en-
zim, és még elénydsebben a vizsgalati médszerben kétd ligandumként a protein
foszfataz 2A-t (pp2A) hasznaljuk.

Ehhez hasonléan a talalmany szerinti mddszerben masodikként hasznailt
ligandum barmely a toxinhoz, az elsd ligandummal kompetitiv vagy nem-kom-
petitiv modon kétédd ligandum ‘Iehet. Mas moédszerként a masodik ligandum bar-
mely a toxinnal az elsd ligandumhoz val6 kétédéseért versengd ligandum lehet.
Elénydsen az els6 ligandum egy toxinkétd ligandum, még elényésebben egy pro-

tein foszfataz enzim. A két ligandum kézul az egyiket immobilizalni kell, mig a ma-



sik nem-immobilizalt kell, hogy legyen, és a ligandumok kézll legalédbb az egyik
kézvetlenll vagy kézvetve kimutathatd kell, hogy legyen. A talalmany egyik el6-
nyés kiviteli alakja szerint a nem-immobilizalt ligandum eleget kell, hogy tegyen
azoknak a funkcionalis kévetelményeknek, mely szerint kompetitiven gatolja a to-
xin kétddését az immobilizalt ligandumhoz, és kézvetlentl vagy kézvetve egy azo-
nosithato jelet bocsat ki. igy a nem-immobilizalt ligandum példaul egy olyan mole-
kula lehet, amelyet barmilyen ismert formaju kézvetlen vagy kézvetett jelet kibo-
cséato csoporttal jelélhetink meg. Ennek megfeleléen az ilyen ligandumok lehetnek
poliklondlisak vagy monoklonalisak antitestek vagy antitest fragmentumok, igy
példaul F(ab), F(ab’), vagy F(v) fragmentumok. Az ilyen antitestek vagy antitest
fragmentumok lehetnek egy- vagy kétvegyértékiek, és elballithatéak hibridoma
technikaval vagy szintetikusan, igy rekombinans DNS technika vagy kémiai szin-
tézis termékei lehetnek. Egylancu antitestek vagy mas antitest szarmazékok vagy
mimetikumok, valamint kombinatorikus vagy fag display kényvtarakbdl kivalasztott
kis szerves molekulak, peptidek, oligopeptidek vagy polipeptidek is felhasznalha-
toak. Az antitesteket vagy antitest fragmentumokat a foszfataz-célzé toxinok bar-
mely epitopja, 6sszetevéje vagy szerkezete ellen vagy a foszfataz-célzé molekulat
kétd ligandum ellen termelhetjuk vagy iranyithatjuk. Mas moédszerként a toxinhoz
vagy a toxint kété ligandumhoz affinitassal rendelkezé vegydletet, igy példaul a
toxint specifikusan koté kis szerves molekulat, peptidet, oligopeptidet vagy
polipeptidet, a toxint kétd ligandumot, igy példaul kombinatorikus kémiaval vagy
fag display kényvtarbdl kivalasztott kétdvegylletet vagy specifikusan kétodé DNS
vagy RNS szekvenciait hasznalhatunk.

Altalaban a jelz6csoportot hordozé ligandum a kézvetlentl kimutathaté cso-
port, példaul valamilyen fém kolloid (igy arany kolloid) koétéhelye, valamilyen
kromofér vagy fluorofér (igy példaul cianin, ftalocianin, merocianint, trifeniimetil,
ekvinansz stb.) [ldsd: Topics in Applied Chemistry, Infrared Absorbing
Chromophores, edited by Matsuoka, Plenum Press, New York, NY, (1990), Topics
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in Applied Chemistry, The Chemistry and Application of Dyes, Waring et al.
Plenum Press, New York, NY, (1990), valamint Handbook of Fluorescent Probes
and Research Chemicals, Haugland, Molecular Probes Inc. (1996) kényvekben]
radioaktiv izotoppal jelzett vegyulet, enzim, magneses részecske, zavarosodast
kelté anyag stb. vagy a kdzvetlendl kimutathatd csoportot eleve hordozé anyag
lehet. Amennyiben a jelzécsoportot az immobilizalt ligandum hordozza, az altala-
ban a kézvetlentl kimutathaté csoportot kétd helye lesz. Az ilyen kétéhely aktivalt,
vagy éltalanosabban - amikor a ligandum komplexet képez - inaktivalt allapotban
lehet.

Elénydsen a jelzécsoportot a nem-immobilizalt ligandum hordozza.

A taldimany elény6s kiviteli alakja szerint a nem-immobilizalt ligandum egy
jelzett, igy példaul enzim vagy kromofor vagy fluorofor jelzett hepatotoxin peptid,
igy példaul nodularin, mikrocisztin-LC vagy mikrocisztin-YR hepatotoxin vagy mas
modszerként okadainsav lehet.

Jollehet radioaktiv jelzés is alkalmazhatd, de mivel a mintat elsédlegesen
helyben, laikus felhasznalok altal térténd alkalmazasra szanjak, elénydsebb a
lathaté jelet add jelzécsoportok, igy példaul kromoférok, fluoroférok, foszforesz-
kalé csoportok, zavarosodast kelté anyagok, gazképzddeést keltd anyagok hasz-
nalata.

Amennyiben a jelet képezé csoport olyan anyag, amely csak az egyik
ligandum kétéhelyéhez kétédik, a kotétt frakcio és a nem-kététt frakcid elvalaszta-
sat kovetéen a megfeleld kotott vagy nem-kététt frakcidval hozhatd egyszer(
érintkezésbe.

Altalaban, amennyiben a jelet a kotott frakciobdl szarmaztatjuk, azt elényo-
sen a szubsztratumban, azaz a vizben hozzuk létre, igy a ligandum kimutatasa
vagy képzése és kimutatasa elétt a jel ledblithetd a nem-kététt frakeiorol.

A taldlméany szerinti médszerrel barmely foszfataz-célzo toxint termel6 alga

vagy cianobaktérium fajtat vagy térzset vizsgalhatunk, de a médszer kuléndsen a
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cianobaktérium toxint termelé térzsek, igy példaul a Microcystis aeruginosa,
Anabena fajok, Nodularis spuragena és Anabena flus-aquae vagy az algak toxint
termeld torzsei esetében alkalmazhaté. igy példaul a mikrocisztin-LR-t és a
mikrocisztin-YR-t a Microcystis fajok, a nodularin toxint a Nodularia fajok, és az
okadainsav toxint a Prorocentrum fajok termelik.

A taldlmany szerinti vizsgalati mddszerrel azonositandé toxin ennek meg-
feleléen barmely, algak vagy cianobaktériumok altal termelt toxin lehet, de a talal-
many elényds kiviteli alakja szerint a peptid toxinok lehetnek hepatotoxinok (ame-
lyek kézUl a mikrocisztin és a nodularin a leggyakoribbak) vagy okadainsav.

igy a legéltalanosabb értelemben a taldmany szerinti modszer a feltétele-
zett foszfataz-célzo toxinokkal szennyezett mintanak a toxinkété ligandummal és a
fenti toxinnal a ligandum kétdéhelyeiért egyidejlleg, sorban vagy kulén-kulén ver-
sengeni képes jelzdmolekulaval térténd egyszerli érintkezését foglalja magaban. A
jelzémolekulat kivant esetben a vizsgalandd mintaval valé érintkezését megel6z6-
en a kétéligandumhoz kapcsoljuk, majd a jelzémolekulat a szilard fazishoz kotott
vagy oldatban szabad forméban hatérozzuk meg.

A kotott frakciot a jelzémolekula vizsgalata elétt, szokasos modszerrel, igy
példaul kicsapassal, centrifugaldssal, szlréssel, kromatografidas modszerrel, ka-
pillaris mlvelettel vagy egyszer(i vizelvezetéssel elvélaszthatjuk a nem-kététt frak-
ciotol. A szilard fazis barmely ismert formaju mérépalca vagy szilard matrix, igy
példaul polimer vagy magneses gyéngydk, ugymint Dynabeads® (gyartd cég:
Dynal AS) formajaban lehet. A talalmany egyik eldnyds kiviteli alakjaban a toxin-
kété ligandumot immobilizald szilard fazis Dynabeads® formaban van.

Az alkalmazott, taldimany szerinti kiviteli alaktél fuggéen, a jelzémolekulat a
kotott vagy nem-kotétt frakcidban, de eldnydsen a kététt frakcidban hatarozzuk
meg.

Az immobilizalt molekulat barmely ismert médszerrel immobilizalhatjuk.

llyen médszer példaul az, amelynek soran a ligandumot valamely olyan ismert
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szilard hordozdhoz vagy matrixhoz kétik vagy kapcsoljak, amelyet elvalasztas
vagy immobilizalas céljabdl alkalmaznak vagy ajanlanak. igy példaul a szilard fazis
részecskék, lemezkék, gélek, szlrék, membranok, rostok vagy kapillarisok,
mikrotiter lemez, tubus vagy tébb lyuku lemez stb. formajaban lehet, és elényésen
tvegbdl, szilicum-oxidbdl, latexbél, polimer anyagbdl vagy magneses gydngyokbdl
készulhet. A ligandum kétédését a szilard anyaghoz a szakirodalomban jél ismert
és széles korben alkalmazott mddszerekkel végezhetjik el. A talaimany elényés
kiviteli alakjaiban a szilard fazis, amelyhez a foszfataz-célzd toxinkété ligandumot
immobilizaljuk, Dynabeads® formaban van.

A talalmany szerinti vizsgalati médszer elénye, hogy nem igényel bonyolult
laboratériumi felszerelést, és a szakterlleten kevésbé képzett vagy képzetlen
személy is végrehajthatja. A vizsgéalati modszer tovabba alkalmas otthoni, Gzlet-
ben térténd vagy helyszini hasznalatra, valamint fokozott laboratériumi munkat és
veszélyes vegyszereket nem igényel, gyorsan és egyszerlen végrehajthato.

A talalmany szerinti vizsgalati médszer egyedi elénye a nagyon magas ér-
zékenységi fok, amely kritikus jelentdségl, ha a toxinokat tartalmazé vizsgalandé
mintaban a toxin nagyon alacsony koncentracidban van jelen, igy példaul ivéviz
vizsgalatakor vagy foszfataz-célzé toxinokkal térténé szennyezés meghatarozasa-
kor. A vizsgélat jellegzetesen alkalmas pikomoléris, azaz legfeljebb 10 pmol/l kon-
centraciok kimutatasara. A vizsgalat elényésen 15 és 560 pmol/l k6z6tti koncent-
raciok kimutatasara alkalmazhato.

Az ismert modszerekhez képest a taldlmany szerinti vizsgalati modszer egy
tovabbi elénye az, hogy a vizsgalandd mintaban jelenlévé endogén foszfataz nem
befolyasolja. Az endogén foszfataz kulénésen a kagylobol kivont mintakban lehet
jelen.

A taldlmany egyik kiviteli alakjaban a protein-foszfatazt egy szilard hordo-
z6n immobilizaljuk, az immobilizalt foszfatazt érintkezésbe hozzuk a vizsgalando

mintaval, és a mintaban |évo foszfataz-célzé toxinok az immobilizalt foszfatazhoz
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kotédnek. A mintaba a toxinokkal a foszfatazkoté helyekért versengé jelzémole-
kula forrast is adagolunk. A jelzémolekulak olyan mértékben szoritjak ki a toxin-
molekulakat a kétéhelyekrél, ami a toxinmolekulak, valamint a jelzémolekulak kon-
centracidjatol fugg. A kotott jelzémolekulak kétédési aranya eldsegiti a vizsgalan-
dé mintaban jelenlévé toxin meghatarozasat. Elényds jelzések példaul a radioak-
tiv-, kromofér- (ideértve a fluorofér) jelzéseket és az enzimjelzés, amely igy
kromogén vagy fluorogén terméket eredményez. A jelzés szomszédsagaban
szcintillacio jon létre, és igy a jelzés a fényszdrasban mérhetd valtozast hoz létre,
amelyet figyelembe kell venni.

Egy masik kiviteli alakban a szilard hordozén immobilizalt jelzéssel blokkolt
foszfataz molekulakat érintkezésbe hozzuk a vizsgalandé mintaval, és a mintaban
jelenlévé barmely foszfataz-célzé toxin verseng a foszfatazhoz kotétt jelzémole-
kulakkal, és kiszoritja a szilard fazisrél a vizes fazisba, olyan mértekben, amely
aranyos a vizsgaland6é mintaban jelenlévd toxinmennyiséggel. A szilard fazisban
maradt kététt jelzémolekula mennyisége elésegiti a vizsgalandé mintaban jelenlé-
v toxin meghatarozasat.

A talalmany téargya még egy készlet, amely alkalmas cianobakterialis vagy
alga foszfataz célzott toxinok kimutataséara. A taldlmanynak megfeleléen a készlet
tartalmaz:

egy szilard fazist, amelyen immobilizaltuk a ligandumot;

egy nem-immobilizalt ligandumot, amely elénydsen vizes oldatban van vagy
az immobilizalt ligandummal komplexet alkot - ahol a nem-immobilizalt és az
immobilizalt ligandum mentesek barmilyen kézvetlenll vagy kézvetve kimutathatd
csoporttdl; barmilyen olyan jelzécsoporttdl, amely kétédve a nem-immobilizalt vagy
az immobilizalt ligandumhoz egy kimutathaté jelt hozna létre; elényGsen a kimu-
tathaté csoport vagy jel barmilyen laboratériumi eszkdztdl mentesen kozvetlendl
leolvashaté.

Az egyik elényds kiviteli alakban a talédlméany szerinti készlet tartaimaz:
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egy szilard fazist, amelyen immobilizéltuk a foszfataz-célzo toxinokat ko6to
ligandumokat;

jelzémolekulat, amely kompetitiv médon gatolja a foszfataz-célzd toxinok
kétodését a toxinkétd ligandumhoz és igy olyan jelet hoz létre, amely barmilyen
laboratériumi eszkéztdl mentesen kézvetlenul leolvashato.

Az egyik kulénésen elényés kiviteli alakban a talalmany szerinti készlet tar-
talmaz:

magnesesen elmozdithaté polimer mikrogbmbdéket, amelyen immobilizaltuk

a protein-foszfatazt;

arany-szdllal jelzett peptid hepatotoxin molekulakat, amelyek kompetitiv
médon gatoljék a cianobakterialis toxinok kétédését a protein-foszfatazhoz.

Egy tovabbi kulénssen elényds kiviteli alakban a talalmany szerinti készlet
tartalmaz:

magnesesen elmozdithaté polimer mikrogébmbdket, amelyen immobilizaltuk
a protein-foszfatazt,

arany-szdllal jelzett okadainsav molekulakat,amelyek kompetitiv. modon
gatoljak az algatoxinok kétédését a protein-foszfatazhoz.

A taldiméany targya még a készlett alkalmazasa, amelynek megfeleléen a
kompetitiven kétédd kromofér (vagy fluorofor stb.) csoporttal jelzett ligandummal
atitatott, a toxink6té ligandumot immobilizaléd pordzus cellulézhordozét vizes vagy
kagyléfolyadék mintaban péacoljuk, majd a telitett hordozét egy elére meghatéro-
zott ideig (kivéve a mintabdl, vagy a minta elére maghatarozott téerfogataban hagy-
va) inkubaljuk, eltavolitiuk a nem-kététt jelzett ligandumot, igy példaul a hordozot
kimossuk toxinmentes vizzel vagy a hordozot elére meghatarozott ideig elére
maghatarozott térfogatu toxinmentes vizben aztatjuk ugy, hogy a hordozo vagy az
aztatd viz szinét ellendrizzik. Kivant esetben a hordozét elénydsen egy olyan all-
vanyhoz rogzitjik, amelyet kalibraciés szinekkel jeloltink meg, elGsegitve a hor-

dozd vagy az aztatd viz szinének 6sszehasonlitasat, és igy meghatarozhatjuk a
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toxinkoncentraciét vagy azt, hogy a toxinkoncentracié egy vagy tébb kuszdberték
alatt vagy fellett van.

A tovabbiakban a talalmanyt az alabbi nem-korlatozé példakkal illusztréljuk.
Anyagok

A Mikrocisztin-YR-t, Mikrocisztin-LR-t, okadainsavat, nodularint, calyculin A-
t és tautomycint a Calbiochem (San Diego, CA, USA) cégtdl szereztuk be. A hor-
dozémentes Na'?’l-dot és [y-°P]JATP-t az Amersham (Little Chalfont, Nagy-
Britannia) cégtdl szereztik be. Az RIA tisztasadgu albumint, ammonium-acetatot,
Kloramin-T-t, dimetilszulfoxidot (DMSO), ditioeritritolt, EDTA-t, EGTA-t, glicerint,
Hepes-t, Histone 1I-AS-t, natrium-metabiszulfitot és tripszin inhibitort (szdjabab) a
Sigma (St Louis, MO, USA) cégtdl szereztik be. Az acetonitriit és a
trifluorecetsavat (TFA) a Rathburn (Walkerburn, Skécia) cégtdl szereztik be. A
részlegesen tisztitott protein foszfataz 2A-t az Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY, USA) cégtdl szereztik be, vagy pedig a tisztitott format Reskin és munkatar-
sai (Eur. J. Biochem., 133: 455-461 0. (1983)] eljarasa szerint allitjuk el.
Mikrocisztin-YR jodozasa

10 pg mikrocisztin-YR-t 1 mCi hordozémentes Na'®l-dal, kloramin T-
jelenlétében Ciechanover és munkatarsai [PNAS, 77: 1365-1368 (1980)] eljarasa-
val jddozzuk. A jodozasi reakciét kévetéen a maradék jodidot Runnegar és mun-
katarsai [Toxicon, 24: 506-509 (1986)] eljarasaval, Sep-Pak® Plus oszlopon
(gyarté cég: Waters, Milford, MA, USA) vélasztjuk el a ['**Imikrocisztin-YR-t6l. A
kapott ['ZIjmikrocisztin-YR-t acetonitril gradienssel elualva atfuttatjuk egy 3x250
mm-es Inertsil ODS-2 (gyartd cég: Chrompack, Raritan, NJ, USA) HPLC oszlopon.
Kompetitiv kotédési vizsgalat

A kompetitiv kétédési vizsgalatot 0,5 ml térfogatban vegezzik el, amelyet
50 mmol/l Hepes-sel (pH értéke 7,2), 1 mmol/l EDTA-val, 0,3 mmol/l EGTA-val, 1
mmol/l DTE-vel, 5 mmol/l MnCl,-vel, 0,5 mg/ml BSA-val és 0,2 mg/ml tripszin inhi-

bitorral puffereziink. A vizsgélati mintahoz 0 és 100 nmol/l kéz6tti koncentraciok-



15 . e

.
. oo
oo

ban 100%-0s DMSO-val higitott algatoxinokat adagolunk, ugy hogy a DMSO vég-
koncentracidja 10% legyen. A mintdhoz 1Ci/13ng fajlagos aktivitasu
['l)mikrocisztin-YR-t adunk, igy annak koncentraciéja 13 pmol/l. A végén 30
pmol/l protein-foszfataz-2A-t adagolunk, majd a reakcioelegyet egy éjszakan at,
jégfurds felett inkubaljuk. A protein-foszfataz-2A-hoz kétstt [2Ijmikrocisztin-YR-t
Sephadex® G-50 (gyarté cég: Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) toltettel toltstt
0,7x5 cm-es oszlopokat (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) alkalmazva gélszlréssel
vélasztjuk el a megmaradt szabad ['*Ijmikrocisztin-YR-t6l. A 4°C-on végrehajtott
elvalasztashoz 1 mmol/l EDTA-val és 0,3 mmol/l EGTA-val pufferezett 50 mmol/l
Hepes (pH értéke 7,2) oldatot haszndlunk. A protein-foszfataz-2A-hoz kotétt
['%])mikrocisztin-YR frakciét 6sszegyditiiik, és szcintillaciés detektorral meghata-
rozzuk radioaktivitasat. A ['?*lJmikrocisztin-YR nemspecifikus kétédését egy olyan
kontroll reakciéban hatarozzuk meg, ahol 1 umol/l-nyi feleslegben [évd
['%I)mikrocisztin-LR-t adagolunk.

1. példa

Magneses gyéngy6khoz kapcsolunk protein-foszfataz-2A-t (kozvetlenul a
gyéngyokhoz vagy a foszfatdz biotinezésével). Ezutan az immobilizalt protein-
foszfatazt, a mintat és a radioaktiv izotéppal jelzett toxinokat (példaul a
['®IJmikrocisztin-YR-t) 6sszekeverjik. A reakcidelegybdl magneses eré alkalma-
zasaval elkilénitjuk az immobilizalt protein-foszfatazt. A magneses gyongyokon
lév protein-foszfatazhoz tarsuld radioaktivitast szcintillacios méressel hatarozzuk
meg. A protein-foszfatazhoz tarsulé radioaktiv jelzés mennyisége a mintaban je-
lenlévo foszfatazkotd toxin fuggvényében csokken.

2. példa

Magneses gy6éngy6khoz kapcsolunk protein-foszfataz-2A-t (kozvetlenul a
gyongyokhéz vagy a foszfataz biotinezésével). Ezutan az immobilizalt protein-
foszfatazt 6sszekeverjik a mintaval, és a szines gyéngyokhéz kapcsolt toxinokkal.

A reakcidelegybdl magneses eré alkalmazasaval elkulénitjuk az immobilizalt pro-
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tein-foszfatazt. A magneses gyéngyokon 1évé protein-foszfatazhoz tarsuld szines
gyongyéket szemmel vagy kis nagyitasu mikroszképpal (példaul Nikon TMS) hata-
rozzuk meg. A (méagneses gyongyokhdz kapcsolt) protein-foszfatazhoz tarsuld
szines gyongyok szama a mintaban jelenlévd foszfatazkétd toxin flggvényében
csokken.

3. példa

Magneses gyongyokhéz kapcsolunk protein-foszfataz-2A-t (kozvetlenul a
gyéngyokhéz vagy a foszfatdz biotinezésével). Ezutan az immobilizalt protein-
foszfatazt 6sszekeverjiuk a mintaval és immobilizalt enzimet hordozé gyéngydkre
immobilizalt toxinokkal. Az enzim megfelelé kromogén- vagy fluorogén szubsztra-
tummal torténd inkubacidval alkalmas egy detektalhatéd (szines vagy fluoreszkald)
termék elballitasra. A reakcidelegybdl méagneses erd alkalmazasaval elkilénitjak
az immobilizalt protein-foszfatazt. A magneses gyéngyckén Iévo protein foszfa-
tazzal tarsuld szint vagy fluoreszcenciat spektroszkopiaval, illetve fluorometriaval
hatarozzuk meg. A magneses gyéngyokhéz tarsuld szin/fluoreszcencia a minta-
ban jelenlévé foszfatazkostd toxin fliggvényében csdkken.

4. példa

Szcintillacios vizsgalat

Streptavadinnal és szcintilldlléanyaggal el6zetesen bevont szondahoz (pél-
daul FlashPlate PLUS Streptavadin SMP103, gyartd cég: NEN) protein-foszfatazt
biotinezink és immobilizalunk. A szondakhoz adagoljuk a mintat és a
['®I]mikrocisztin-YR-t. Az immobilizalt protein-foszfatazhoz kotédé ['**Ilmikro-

cisztin-YR mennyiségét szcintillaciés szamlaloval hatarozzuk meg.
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5. példa

['25)1Mikrocisztin-YR protein-foszfataz-2A-hoz valé kétédésének blokkolasa

kllonbodzo toxinok jelenlétében

Vizsgalt vegyulet' ICs0” (pmol/l)
nodularin 15
mikrocisztin-LR 17
mikrocisztin-YR 75
okadainsav 100
calyculin-A 251
tautomycin 562

! A vizsgélt vegyuleteket a fentiek szerint inkubéltuk ['**lJmikrocisztin-YR-rel és

protein-foszfataz-2A-val.

2 A7 |C50 érték azt a koncentraciot jelenti, amely szikséges a protein-foszfataz-
2A-hoz kétédd ['ZI]mikrocisztin-YR 50%-0s bénitasahoz. A kapott értékeket a 3.
abran bemutatott eljarassal hataroztuk meg. A bemutatott értékek 3 kilénb6z6

vizsgalat eredményeinek atlagat jelenti.
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Exogén vegyuletek hatasa a kompetitiv kétédési vizsgalatra a

protein-foszfataz vizsgalathoz viszonyitva

Vizsgalt vegyulet'

% aktivitas?

Kompetitiv kétédési

Protein-foszfataz vizs-

vizsgalat galat
2 mmol/l ATP 103,3+0,2 9,8+3,4
0,5 mmol/l ATP 101,6+1,7 29,8456
0,05 mmol/l NaPPi 101,41+4,1 14,2+1,2
50 mmol/l NaF 101,5+1,9 7,714
5 mmol/l NaF 102,0+3,3 62,610,4
1 mg/ml kazein 98,6+4,5 3,440,2
0,02 mg/ml kazein 98,9+6,1 33,314,9
5 mg/ml hiszton-2A 91,9+1,8 1,4+0,1
0,002 mg/ml hiszton-2A 95,2+4,7 63,614,0
0,5 mol/l NaCl 41,240,7 44 4+1.6
Tengerviz 34,8+0,4 NA
10% tengerviz 87,3+0,4 NA
10% DMSO 72,8423 97,943,3
10% MeOH 73,940,5 87,4141
10% acetonitril 90,4454 88,2+2,7
0,4% Triton X-100 122,3+1,0 60,2t5,7
0,4% Nonidet P-400 106,0£2,0 61,1£1,3
0,4% CHAPS 90,949,9 138,0+34,4

' A protein-foszfataz-2A-t 30 percen at, jégfurdén elSinkubaljuk az 50 mmol/l

Hepes (pH értéke 7,2) pufferben oldott vegyuletekkel vagy csak a pufferrel
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(kontroll). A foszfataz aktivitast a fentiekben ismertetett foszformentesité vagy
foszfohiszton eljarassal hataroztuk meg. A % aktivitast a kontroll reakciéhoz vo-
natkoztatva hataroztuk meg.

2 A kompetitiv kétédési vizsgalatban az aktivitas a protein-foszfataz-2A-nak
['5])mikrocisztin-YR-hez valé kotddési képességét jelenti a pufferben oldott
exogén vegylilet jelenlétében a puffer oldathoz viszonyitva. A bemutatott érte-

kek 3 kulénbozé kisérlet eredményeinek atlagat +SEM jelenti.
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8. példa

Okadainsav ekvivalensek meghatarozasa HPLC vizsgalattal és protein-

foszfataz kotddési vizsgalattal kagyld extraktumokban

Extraktum'’ OA ekvivalens HPLC OA ekvivalens kéto-
vizsgélattal® dési vizsgalattal®

ug/g majpankreasz  nmol/l nmol/l

1 0 0 85

2 0 0 45

3 0 0 70

4 4 2480 2100

5 1,2 748 755

6 0,8 496 805

! Az extraktumokat norvég parton gy(jtétt étkezési kagylé majpankreaszabdl von-
tuk Ki.

2 Az extraktumok okadainsav ekvivalensét HPLC-vel vizsgaltuk.

3 Az extraktumokat 100%-0s DMSO-val higitottuk és a fentiek szerint vizsgéltuk a
['°I)mikrocisztin-YR-rel val6 versengd képességuket a protein-foszfataz-2A-hoz
vald kotédésben. Az okadainsav ekvivalens koncentraciékat 100 %-os DMSO-
ban oldott okadainsav szabvany gorbékkel valdé 6sszehasonlitassal hataroztuk
meg.

9. példa

A mellékelt dbrak

Az 1. abran protein-foszfatazt kétd toxinok meghatarozasara alkalmazhato
kompetitiv kotédési vizsgalat vazlatos abrazolasa lathato.

A protein-foszfataz-2A-val egyutt inkubaljuk a ['*°1]

mikrocisztin-YR-t és egy
masik protein-foszfataz-2A-hoz iranyitott toxint. A foszfatazhoz valé kétédésben a
toxin verseng a ['®Ilmikrocisztin-YR-rel. Tovabbi mennyiségl toxin adagolasa a

foszfatazhoz kétddd ['I]mikrocisztin-YR csékkenéséhez vezet és forditva. Miutan
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a kotédési egyensulyt elértik, a foszfatazhoz kétstt ['*°ljmikrocisztin-YR-t gél-
sziréses kromatografias modszerrel elvalasztjuk a szabad ['*°llmikrocisztin-YR-
tl. A foszfatazhoz koétott ['*l]mikrocisztin-YR-t tartalmazd frakciot 6sszegydjtjuk,
és a radioaktivitasat szcintillaciés szamlaléval hatarozzuk meg.

A 2. abran kulénbdzé algatoxinok névekvd mennyiségének a protein-
foszfatazt kétd ['2I)mikrocisztin-YR mennyiségére gyakorolt hatésa lathato.

30 pmol/l protein-foszfataz-2A-t 35 pmol/l ['**IImikrocisztin-YR (1Ci/13ng)
jelenlétében inkubalunk 0-100 nmol/l az dbrén bemutatott, kilonbszo algatoxinok-
kal. A protein-foszfataz-2A-hoz kétstt ['**limikrocisztin-YR-t gélsziiréses kromatog-
rafias modszerrel valasztjuk el, majd radioaktivitasat szcintillaciés szamléléval
hatarozzuk meg. Minden egyes gorbe legalabb 3 kilénbézé kisérlet atlagat jelenti.

A 3. abran a kompetitiv kétédési vizsgalattal meghatarozott ICso értékek lat-
hatdk a mikrocisztin-LR kétédése esetében.

A ['®IJmikrocisztin-YR protein-foszfataz-2A-hoz valé kétodését a nem kétott
['Z|mikrocisztin-YR (Co-Cx) és a kététt ['Ijmikrocisztin-YR (Cx) kézotti arany és
a mikrocisztin-LR koncentracié fuggvényében abréazoltuk. A Co mikrocisztin-YR
hianyaban kététt ['2°Ilmikrocisztin-YR mennyiségét jelenti, és a Cx kalénbézd kon-
centracioji mikrocisztin-LR jelenlétében kotstt ['ljmikrocisztin-YR mennyiségét
jelenti.

A 4. abrén a protein-foszfatazhoz kététt ['*lJmikrocisztin-YR stabilitasat
szemléltetjuk feleslegben 1évé mikrocisztin-LR jelenlétében.

1 nmol/l protein-foszfatdz-2A-t egy 6ra hosszat inkubalunk 100 pmol/l
['Bjmikrocisztin-YR jelenlétében. Egy 6ra utan, a 0 idépontban a reakcidelegyhez
2 pmol/l mikrocisztin-LR-t adagolunk. Az &brén megadott iddpontokban gél-
szliréses kromatogréafids modszerrel és szcintillacios szamlaldval, a fentiek szerint
meghatarozzuk a protein-foszfataz-2A-hoz kétstt ['*lJmikrocisztin-YR-t. Minden

egyes goérbe 4 kilénb6z6 kisérlet atlagat jelenti.
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Szabadalmi igénypontok

1. Vizsgélati modszer a protein foszfatazokat gatlo, foszfatdz-célzé toxinok
kimutataséara, azzal jellemezve, hogy valamilyen immobilizalt ligandummal boritott
szilard hordozét érintkezésbe hozunk

(i) valamilyen feltételezetten toxinnal fertézétt mintaval és

(i) valamilyen nem-immobilizalt ligandummal,
ahol a fenti immobilizalt ligandum képes legaldbb egy fenti toxinhoz, nem-
immobilizalt ligandumhoz vagy a toxin és a nem-immobilizalt ligandum komplexei-
hez kétddni, valamint a fenti nem-immobilizalt ligandum képes legalabb egy fenti
immobilizalt ligandumhoz, toxinhoz vagy a toxin és az immobilizalt ligandum
komplexeihez kétédni, ahol az immobilizalt ligandum azon részaranya, amely a
toxinhoz, a nem-immobilizélt ligandumhoz vagy a toxin és a nem-immobilizalt
ligandum komplexeihez kétédott, a fenti minta toxintartalmanak a figgvénye; és
ahol a fenti immobilizalt ligandum képes kézvetlenil vagy kdzvetve egy detektal-
hatd jelet létrehozni, amikor nincs komplexben vagy a fenti toxinnal, a fenti toxin
és nem-immobilizalt ligandum komplexével vagy a fenti nem-immobilizalt
ligandummal van komplexben, vagy pedig a fenti nem-immobilizalt ligandum ké-
pes koézvetlenul vagy kbzvetve egy detektalhaté jelet Iétrehozni, amikor nincs
komplexben vagy amikor komplexben van;

elvalasztjuk a kotott frakciot a nem kététt frakciotol, és

kozvetlenul vagy kézvetve meghatarozzuk az immobilizalt ligandumhoz
kotott (kétott frakcio) vagy a vizes oldatban levé komplexet nem képz6 (nem-kotott
frakcio) nem-immobilizélt ligandumot;
ahol az (i) és (ii) 6sszetevoket kulon-kildn, egymas utan vagy egyidejlleg vihetjuk
fel a szilard hordozora, és amennyiben kuldn-kulén vagy egymas utan visszik fel,
azt tetszéleges sorrendben végezhetjuk el.

2. Az 1. igénypont szerinti vizsgalati modszer, azzal jellemezve, hogy a
vizsgalando foszfataz-célzd toxin alga vagy cianobaktérium altal termelt toxin.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti vizsgalati modszer, azzal jellemezve,
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hogy a vizsgélando toxin hepatotoxin vagy okadainsav.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti vizsgalati modszer, azzal jelle-
mezve, hogy a vizsgalandé mintaban levé toxinmolekulék versenyeznek a nem-
immobilizalt ligandummal az immobilizalt ligandum korlatozott szamu kétohelyei-
ért, és az immobilizalt ligandum kétdhelyeihez kotodétt vagy nem-kotédott nem-
immobilizalt ligandum mennyiségéhez viszonyitva hatarozzuk meg a mintaban
jelen levé barmely toxint.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti vizsgélati modszer, azzal jelle-
mezve, hogy a vizsgélattal a foszfataz-célzo toxinok jelenlétét vagy hianyat hata-
rozzuk meg.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vizsgélati mddszer, azzal jelle-
mezve, hogy a kagylé felszinét, a kagylébdl szarmazo szabad nedvességet, a
kagylok kornyezetébdl vett vizmintat vagy ivoviz készletekbdl vett vizet vizsgalunk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti vizsgalati modszer, azzal jelle-
mezve, hogy immobilizalt vagy nem-immobilizalt ligandumkent antitestet vagy an-
titest fragmentumot hasznalunk.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vizsgélati médszer, azzal jelle-
mezve, hogy protein foszfataz enzimként a ligandum kétd protein foszfatdz 2A-t
hasznalunk.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti vizsgélati modszer, azzal jelle-
mezve, hogy valamely jelzdcsoportot hordoz6 immobilizalt vagy a nem-
immobilizalt ligandumot alkalmazunk.

10. A 9. igénypont szerinti vizsgélati médszer, azzal jellemezve, hogy vala-
mely jelzécsoportot hordozé nem-immobilizalt ligandumot alkalmazunk.

11. A 10. igénypont szerinti vizsgalati modszer, azzal jellemezve, hogy
nem-immobilizalt ligandumként jelzett hepatotoxin peptidet vagy jelzett
okadainsavat hasznalunk.

12. A 11. igénypont szerinti vizsgélati moédszer, azzal jellemezve, hogy

hepatotoxinként nodularint, mikrocisztin-LC-t vagy mikrocisztin-YR-t hasznalunk.
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13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti vizsgalati médszer, azzal jel-
lemezve, hogy szilard horddzéként mérdpalcat vagy szilard matrixot hasznalunk.

14. A 13. igénypont szerinti vizsgalati médszer, azzal jellemezve, hogy szi-
lard matrixként polimert vagy magneses gyéngyoket hasznalunk.

15. Protein foszfatazt gatld, foszfataz-célzé toxinok kimutatasara alkalmas
készlet, amely tartalmaz:

egy szilard fazist, amelyen immobilizalt ligandumot hordoz;

egy nem-immobilizalt ligandumot, amely elénydésen vizes oldatban van,
vagy az immobilizalt ligandummal komplexet alkot - ahol a nem-immobilizalt és az
immobilizalt ligandum mentesek barmilyen kézvetlentl vagy kézvetve kimutathato
csoporttdl; barmilyen olyan jelzécsoporttél, amely kétédve a nem-immobilizalt vagy
az immobilizalt ligandumhoz egy kimutathaté jelet hozna létre; kivant esetben a
kimutathatd csoport vagy jel barmilyen laboratériumi eszkéztél mentesen kozvet-
lentl leolvashatd.

16. A 15. igénypont szerinti készlet, ahol a kimutatando foszfataz-célzé to-
xin algak vagy cianobaktériumok altal termelt toxin.

17. A 15. vagy 16. igénypont szerinti készlet, amely tartalmaz:

egy szilard fazist, amelyen immobilizaltuk a foszfataz-célzé toxinokat kotd
ligandumokat;

jelzbmolekulat, amely kompetitiv médon gatolja a foszfataz-célzo toxinok
kotédését a toxinkétd ligandumhoz, és igy olyan jelet hoz létre, amely barmilyen
laboratériumi eszkéztél mentesen kdzvetlendl leolvashato.

18. A 15-17. igénypontok barmelyike szerinti készlet, amely tartalmaz:

magnesesen elmozdithatd polimer mikrogdmboéket, amelyen immobilizaltuk
a protein-foszfatazt;

arany-szollal jelzett peptid hepatotoxin molekulakat, amelyek kompetitiv
maédon gatoljak a cianobakterialis toxinok kétédését a protein-foszfatazhoz.

19. A 15-17. igénypontok barmelyike szerinti készlet, amely tartalmaz:

magnesesen elmozdithatd polimer mikrogémbdéket, amelyen immobilizaltuk
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a protein-foszfatazt;

arany-szollal jelzett okadainsav molekuldkat, amelyek kompetitiv mddon
gatoljak az algatoxinok kétddését a protein-foszfatazhoz.

20. A 15-19. igénypontok barmelyike szerinti készlet alkalmazasa foszfataz-

célzd toxinok kimutatasara.
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