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Sammendrag

Cyanobakterier produserer et mangfol-
dig spekter av kjemiske forbindelser
med biologisk aktivitet. Stgrst opp-
merksomhet er rettet mot de bioaktive
forbindelsene som har toksinvirkning
pé dyr og mennesker. Forekomst av
disse cyanotoksinene i vann og ne-
ringsmidler kan gi giftvirkninger. Ved
kvantitativ pavisning av toksinene be-
nyttes standarder framstilt fra opp-
dyrkede organismer. Bioaktive stoffer
med toksisk effekt pa cellekulturer, vi-
rus, sopp og bakterier (cytotoksiner) har
fanget interesse i farmasgytiske miljger.
Slike stoffer kan danne utgangspunkt
for framstilling av legemidler. Egne
undersgkelser har dokumentert at ek-
strakter fra cyanobakterier i kultur-
samlingen ved Norsk institutt for vann-
forskning, NIVA, har antibakterielle
egenskaper. For videre identifisering av
ulike kjemiske komponenter i ekstrak-
tene er det ngdvendig med fraksjone-
ring og opprensing. Cyanobakterier er
en aktuell kilde for «nye» bioaktive
stoffer, og algekulturteknologien vil
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middelhygiene, Norges veterinerhggskole.

vere et viktig verktgy for produksjon
av slike stoffer i stgrre skala.

Innledning

Det er en gkende aktivitet innen omré-
det isolering og framstilling av biolo-
gisk aktive stoffer fra naturlige kilder,
blant annet mikroalger(1) og hgyere
planter (2). Flere arter av mikroalger
som tilhgrer gulalger, grgnnalger, kisel-
alger og blégrgnnalger (cyanobak-
terier), har evne til produksjon av stof-
fer som gir biologiske effekter (1,3). En
viktig gruppe bioaktive stoffer er
potente toksiner, og best beskrevet er
cyanotoksinene (toksiner produsert av
cyanobakterier). Cyanotoksinene kan
inndeles i to hovedgrupper; biotoksiner
og cytotoksiner (4). Denne inndelingen
er basert pa hvilke typer biotester som
benyttes for & synliggjgre toksin-
virkninger. Biotoksinene kan forérsake
forgiftninger med dgdelig utgang hos
flercellete organismer, herunder patte-
dyr og mennesker. Biotester basert pa
dyr; mus og akvatiske invertebrater er
benyttet. Cytotoksinene viser effekter
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1 biotester som omfatter enkeltceller
eller cellegrupper. De cytotoksiske ef-
fektene kan vere rettet mot mikroor-
ganismer (virus, sopp og bakterier) el-
ler cellekulturer (f. eks. kreftceller).
Veldokumenterte effekter overfor for-
skjellige mikroorganismer og kreft-
celler har fgrt il at cytotoksiner inngér
1 flere farmasgytiske selskapers arbeid
med utvikling av nye legemidler.

Biotoksiner

Biotoksiner produsert av cyanobakter-
ier er potente giftstoffer. Det er beskre-
vet flere typer biotoksiner, og de fleste
av dem tilhgrer gruppene hepatotok-
siner og nevrotoksiner (5).

Hepatotoksiner virker spesifikt mot
leverceller, og microcystiner er best
beskrevet. Microcystiner er sykliske
heptapeptider med molekylvekter fra
900-1100 d. Akutt toksisitet (LD, ip,
mus) er angitt fra 60-250 pg/kg. 1 for-
skjellige eksperimentelle systemer er
det vist at microcystiner kan medvirke
til utvikling av kreft. Som en fglge av
dette vil det vare ngdvendig & gjennom-
fgre flere undersgkelser for & klarlegge
eventuelle langtidseffekter av disse
toksinene.

Nevrotoksiner angriper nerveceller,
og anatoksin-a er en typisk represen-
tant for gruppen. Anatoksin-a er et tok-
sin av alkaloid-typen med angitt akutt
toksisitet (LD, , ip, mus) fra 20-200 pg/
kg.

Flere grupper av biotoksiner er pa-
vist i norske og utenlandske vann-
forekomster som benyttes til drikke-
vann. Undersgkelser tyder pa at
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akvatiske organismer som lever i slike
vannforekomster kan akkumulere tok-
siner. Toksinproduserende cyanobak-
terier kan derfor utgjgre en potensiell
helsefare for dyr og mennesker. P4 bak-
grunn av foreliggende toksikologiske
data har Verdens helseorganisasjon,
WHO, anbefalt en forelgpig grense-
verdi pa 1 pg/l for ett av biotoksinene,
microcystin LR, i drikkevann.

Overvaking av vannkilder for inn-
hold av biotoksiner og gjennomfgring
av en risikovurdering knyttet til bruk
av slike vannkilder til forskjellige for-
mal forutsetter kvantitative undersgkel-
ser av toksininnhold i vann og akva-
tiske organismer. Kvantitative analyser
baseres pa bruk av veldefinerte standar-
der med kjent toksininnhold. For &
framskaffe standarder av cyanotok-
siner er algekulturteknologi ett av hjel-
pemidlene.

Undersgkelser foretatt av cyanobakt-
erier fra Steinsfjorden i Buskerud inne-
holdt flere biotoksiner (6). En micro-
cystinvariant, 3-demethyl-micro-cystin
LR, dominerte i planktonmater-iale fra
denne lokaliteten. Planktonsamfunnet
var dominert av cyanobak-terier tilhg-
rende slekten Planktothrix. Det viste
seg umulig & framskaffe kommersielt
tilgjengelige standarder for dette toksi-
net. Planktothrix spp. isolert fra Steins-
fjorden ble dyrket i kultur pd NIVA.
Kulturene produserte ogsé 3-demethyl-
microcystin LR, og fra frysetgrket opp-
dyrket materiale ble det framstilt en
standard av dette toksinet. Denne stan-
darden ble benyttet ved kvantitative
undersgkelser av toksininnhold i fisk fra
Steinsfjorden (6).
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Vire erfaringer med kvantitative un-
dersgkelser for biotoksiner understre-
ker behovet for & gke tilgjengeligheten
av veldefinerte standardmaterialer. Den
muligheten som ligger i bruk av alge-
kulturteknologi til dette formélet bgr
viderefgres.

Cytotoksiner

Borowitzka (1) og Patterson m. fl. (7)
beskriver flere mikroalger med evne til
produksjon av cytotoksiske stoffer.
Cytotoksiner er ikke toksiske overfor
dyr, men cytotoksiske effekter er do-
kumentert i en lang rekke in vitro
biotester (4). Slike tester omfatter celle-
kulturer med pattedyrceller, i fgrste
rekke kreftceller, og mikroorganismer
med forskjellige typer bakterier, sopp
og virus. Det er imidlertid stor forskjell
pé dokumenterte effekter in vitro og
registrerte effekter in vivo. Borowitzka
(1) beskriver 385 ekstrakter med anti-
bakteriell effekt in vitro. Bare 11 av
disse (3%) hadde antibakteriell effekt
in vivo.

I det siste tidrene har det veert lett et-
ter cytotoksiske stoffer med effekt pa
kreftceller og virus. Cytotoksinet
cryptophycin-1, produsert av Nostoc
sp., har vist god in vivo-effekt mot tu-
morer. En syntetisk analog, crypto-
phycin-52, er na til klinisk utprgving
mot kreftsjukdom p& menneske (8).
Cyanovirin-N, produsert av Nostoc
ellipsosporum, viser antiviral effekt
overfor HIV-virus in vitro (9).

Disse eksemplene illustrerer at pa-
viste cytotoksiner kan danne grunnlag
for produksjon av legemidler. Ved
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screeningundersgkelser av bioaktive
stoffer fra cyanobakterier har det vist
seg at pavisning av «nye» stoffer fore-
kommer oftere enn fra andre mikroor-
ganismer, f. eks. aktinomyceter(4).
Cyanobakterier blir sett pa som orga-
nismer med et godt potensiale for a
framskaffe «nye» farmakologisk aktive
stoffer.

Egne undersokelser

Gjennom et samarbeid mellom Norges
veterinerhggskole og NIVA har ek-
strakter fra cyanobakterier blitt under-
sgkt for antibakterielle effekter (10).
Antibakterielle effekter synliggjgres i
biotester der bakterier er test-
organismer. Vann- og metanolekstrakter
er undersgkt i 6 forskjellige biotester.
Til na er 43 kulturer undersgkt, og det
er pavist antibakteriell effekt i 33 av
dem. Vann- og metanolekstrakter fra
cyanobakterier har gitt antibakterielle
effekter i 5 av 6 ulike bakterietester
(Tabell 1). De mest fglsomme bio-tes-
tene har veart basert pa bakteriene
Aeromonas hydrophila, Bacillus
subtilis og Bacillus cereus. Ingen av de
undersgkte cyanobakterieekstraktene
har vist antibakteriell effekt i biotetsen
basert pa Micrococcus luteus. Denne
testbakterien var imidlertid fglsom for
fire veldefinerte antibakterielle stoffer
som er i terapeutisk bruk (10). Disse
observasjonene tyder pa at ekstraktene
fra de undersgkte cyanobakteriene kan
inneholde andre bakteriehemmende
stoffer enn de fire terapeutiske stoffene.
Cyanobakterieekstraktene viste dessu-
ten forskjellige antibakterielle effekter
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Tabell 1.

Antall vann- og metanol-
ekstrakter fra 43
cyanobakterier med pavist
antibakteriell effekt

Tabell 2.

Antibakteriell effekt av ekstrak-
ter fra 27 kloner av toksiske og
ikke-toksiske cyanobakterier.

Type ekstrakt Antibakteriell effekt
Testsystem  Vann Metanol  Toksisitet Positiv  Negativ
ML/MH 0 0 Toksisk
BS/M5 7 22 (n=18) 13 5
BS/M8 6 16
BC/M8 13 27 Ikke-toksisk
AH/M8 10 27 (n=9) 4 5
EC/TAB 0 5
Sum 36 97 holder flere kjemiske forbindelser med
Totalt 258 (1 4%) 258 (38%:) antibakteriell aktivitet.

ML/MH: Micrococcus luteus inn-
stgpt i Mueller Hinton Agar

BS/MS5:  Bacillus subtilis innstgpt i
Antibiotic Medium 5
(pH 7.9)

BS/M8:  Bacillus subtilis innstgpt i

Antibiotic Medium 8
(pH 5.85)

BC/M8:  Bacillus cereus innstgpt i
Antibiotic Medium 8

AH/MB8: Aeromonas hydrophila
innstgpt 1 Antibiotic
Medium 8

EC/TAG6: Escherichia coli Bayer
innstgpt i Testagar pH 6.0

overfor testbakteriene. De 33 kulturene
med antibakteriell effekt fordelte seg pa
18 forskjellige mgnstre. Disse observa-
sjonene kan tyde pa at ekstraktene inne-
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Effekten av ekstraktene er ogsé sam-
menlignet med standarder av cyanotok-
sinene tubercidin og microcystin LR og
RR. Disse toksinene viste ingen tyde-
lig effekt 1 bakterietestene (10). Fore-
tatte undersgkelser over antibakterielle
egenskaper i ekstrakter fra 27 definerte
kloner av biotoksiske og ikke-bio-
toksiske cyanobakterier tyder pa at det
ikke er noen klar sammenheng mellom
produksjon av biotoksiner og produk-
sjon av stoffer med antibakteriell effekt
(Tabell 2). Det synes derfor som om
bioaktive stoffer med antibakteriell ef-
fekt virker pa en annen méte enn de
undersgkte cyanotoksinene.

Kommersielt potensiale

Ved hjelp av algekulturteknologi kan
mikroalger dyrkes i tilstrekkelige
mengder til undersgkelser for produk-
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Figur 1. Flytskjema som viser en framgangsmdte ved undersgkelse for
bioaktive stoffer fra mikroalger (Etter: Borowitzka, 1995).
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sjon av bioaktive stoffer. Fra et under-
sgkt raekstrakt med biologisk aktivitet
er det imidlertid en lang vei fram til
framstilling av et produkt som kan ha
kommersiell interesse. En skisse som
viser en mulig framgangsmate er gjen-
gitt i Figur 1. Det er mange muligheter
for a falle fra underveis, men potensia-
let for & oppdage «nye» stoffer er til
stede. P4 veien gjennom flere
fraksjoneringer, separeringer, opp-
rensinger, isolasjon og utprgving av rent
stoff kan flere forhold gjgre seg gjel-
dende:

- Pavist og isolert stoff er kjent fra for.

- Stoffet kan ha god effekt in vitro, men
darlig effekt in vivo.

- Stoffet kan ha for store bivirkninger
til at en terapeutisk anvendelse er ak-
tuell.

Farmasgytisk industri sgker etter nye
substanser og kjemiske strukturer som
kan danne grunnlag for framtidige le-
gemidler. Undersgkelser av cyanobak-
terier og andre mikroalger kan danne
grunnlag for pavisning av cytotoksiner
med kommersiell interesse. I en slik
sammenheng vil algekulturteknologi
vare et viktig verktgy.

Avslutning

Algekulturteknologi kan benyttes til
masseproduksjon av mikroalger. Bio-
logisk aktivitet i raekstrakter kan lede
til pavisning og framstilling av kje-
miske stoffer og strukturer som kan ut-
nyttes kommersielt. Egne undersgkel-
ser har vist at en rekke cyanobakterier i
kultur har evne til produksjon av stof-
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fer med antibakteriell effekt. En vide-
refgring av dette arbeidet vil omfatte
fraksjonering og identifisering. Dette
vil bidra til a kartlegge det potensialet
som ligger i cyanobakterier som kilde
til nyttige biologisk aktive stoffer.
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