Cianotoxinok idegélettani hatasainak vizsgalata egy
gerinctelen modellrendszer segitsegevel

Dr. Pirger Zsolt

Okofiziologiai és Koérnyezettoxikoldgiai Kutatocsoport
Balatoni Limnologiai Kutatointézet
Tihany

Nemzeti
Agykutatasi
rogram 3.0

. BALATONI
. LIMNOLOGIAI
") KUTATOINTEZET

Tihany, 2023. julius 14.



ALGAVIRAGZAS — Harmful Algal Blooms (HABs)

Globalis probléma. Altaldban cianobaktériumok (kékalgak) dominancijaval
kialakuld, er6sen iddjaras és hémeérseklet fuggd tomegprodukcid, amely a sés- és

édesvizekben egyarant el6forduld jelenség.

Miért nem orulunk ennek:

1) tobbségeben ,toxin"termel6 fajok — részben meég ismeretlen idegrendszeri
(neuralis) és gyomor-bélrendszeri (gastrointestinalis) hatasokkal

2) fotoszintetizalo prokariota szervezetek, a Gram-negativ baktériumokhoz
hasonldan lipopoliszacharid (LPS, endotoxin) tartalmuk van — bér- és nyalkahartya
irritaciot okozhatnak
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ALGAVIRAGZAS — Harmful Algal Blooms (HABs)

A globalis klimavaltozassal, a vizek atlaghOmeérsékletének és antropogén
tapanyagterhelésének emelkedésével az egyre gyakoribb cianobaktérium
dominanciaju algaviragzas nemcsak a Balatonban, hanem vilagszerte az édesvizi
tavakban és az oOceanokban, tengerekben is rendszeresen el6forduld

potencialisan kockazatos jelenség, eddig ismeretlen, vagy csak részben ismert

idegrendszerre gyakorolt hatasaik okan.

2022, Balaton 2022, Erie-t6 (Eszak-Amerika)



Cianotoxinok es gerinctelen modellek

Cyanobacterial oligopeptides:
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Egyed szintl viselkedeési mintazatok — kozvetlen idegi hatasok nem vizsgalhatok!



Hipotézis:

- a cianotoxinok befolyasolhatjak az idegrendszer mikodését
- a cianotoxinok hasonlé hatassal bir a gerinctelen és gerinces idegrendszerben,

beleértve az embert is

A cianobakterialis toxinok idegrendszerre gyakorolt potencialis hatasait egy tobb
célbdl hasznalhato édesvizi gerinctelen modellallat, a nagy mocsari csiga (Lymnaea
stagnalis), jol ismert és részleteiben jellemzett egyszerlibb idegrendszerének

segitségével viszonylag konnyedén fel tudjuk tarni, meg tudjuk ismerni.

‘Lymnaea stagnalis




Megvalaszolando6 kérdésunk:

Hogyan hatnak az olyan mar ismert, algaviragzasokban el6forduld algatoxinok,
mint a saxitoxin (STX), a B-N-metilamino-L-alanin (BMAA), a cianopeptidek, az
mocsari csigara) a 1) viselkedési mintazatok, 2) az idegi halézatok, 3) az
azonositott kulcs idegsejtek és 4) a jelatvitelben résztvevd molekulak, molekularis

utvonalak szintjen?



Cianobaktérium toxinok ismert neurobiolégiai hatasokkal

STX - feszliltségfiiggé Na*-csatorna blokkold + kolcsdnhatasba lép a csatorna
alegységeivel és szinergikus modédon meghosszabbitia az érzéstelenités
id6tartamat, ha mas helyi érzéstelenitdkkel (pl. lidokain) kombinaljak azt

BMAA - nem proteinogén aminosav, atjut a vér-agy gaton, kapcsolatba
hozhato olyan emberi neurodegenerativ korképekkel, mint az amyotroph lateral
sclerosis (ALS), Alzheimer kor (AD), vagy a Parkinson kér (PD).

Cianopeptidek — nem riboszomalis peptidek, melyeket a peptid-szintetazok
készitenek. A mikrogininek linearis peptidek, amelyek oktansav, vagy dekansav
a-hidroxi-B-amino-szarmazeékai. Ezek a peptidek a cink metalloproteazok és
aminoproteinazok inhibitorai. A cirkularis hexapeptid anabaenopeptinek a
proteaz enzimek (pl. tripszin, kimotripszin, karboxipeptidaz) inhibitorai -
befolyasoljak a protein-foszfatazt, az agyi foszfodiészterazt és a
plazmamembran tipusu Ca?* -ATPazt is (pl. a 2022-es Microcystis
algaviragzasban leginkabb ezek a cianopeptidek voltak a jellemzbek)

Anatoxin-a (VFDF) — kompetitiv agonistaja a nikotinos acetilkolin-receptornak
- mimikalja az ACh kotédését + blokkolja az idegsejtekben a Ca?*-csatornakat.




Lymnaea, mint gerinctelen modellallat a neorutoxinok vizsgalataban

Lymnaea stagnalis pl. Taplalkozas Taplalkozasi neuralis halozat
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- 1970-es évektdl - neurobioldgiai, neuroendokrinologiai €s okotoxikologiai modellallat

- egyszerlbb idegrendszer — felszinen elhelyezkedd, narancsosan pigmentalt, kisszamu (~25
ezer), altalaban nagymeéreti (30-60 pm, akar 150 um) idegsejtek

- gerincesekhez hasonld viselkedési mintazatok (pl. taplalkozas), ezek hatterében allé ismert
neuralis haldzatok, azonositott kulcsneuronok, evoluciésan konzervalt szignaltranszdukcios
utvonalak

Kemenes & Benjamin (2009) Curr Biol, Pirger et al., (2010) J Neurosci; Pirger et al., (2014) Curr Biol; Fodor et al., (2020) eLife;
Rivi et al., (2020) Neurosci Biobehav Rev; Fodor et al., (2021) J Gerontol A; Pirger et al., (2021) Curr Biol
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Kisérleti paradigma

Teszteljuk a cianotoxinok (mind a nyers kivonatok, mind az azokbdl tisztitott toxinok)
kulonbdzé koncentracidinak akut és kronikus hatasat fiatal (3-4 hénap) és felnétt (6-7 hdnap)
allatokon (12 allat/csoport). A vizsgalandd koncentracidokat irodalmi adatok alapjan
édesvizekre jellemzd toxinkoncentraciok alapjan allitjuk be — analitikai és metabolomikai
vizsgalatok a BLKI laborjaban is torténnek Vasas Gabor (DE, Novénytani Tanszek)
iranyitasaval és Riba Milan (DE, Novénytani Tanszék) segitségével.
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1) Cianotoxin hatasara megvaltozo egyed szinti viselkedési mintazatok

Taplalkozasi magatartas — a reszel6 nyelv (radula) oltogetésében megvaldsulo, az
idegrendszer taplalkozasi haldézatanak azonositott sejtjei altal szabalyozott
viselkedési mintazat
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A kisérletek soran szamoljuk az adott idéegyseg (pl. 2 perc) alatt megvaldsuldé harapasok
szamat, mind a kontroll (kezeletlen), mind a (toxin) kezelt csoportok egyedeiben.



1) Cianotoxin hatasara megvaltozé6 egyed szinti viselkedési mintazatok

Tanulas és memoéria — a taplalkozasi
viselkedésre épuld, egyszeri tarsitasos,
jutalmazasos kondicionalas utan lejatsz6do
ismert molekularis folyamatok 0sszesseége,
mely az idegrendszer plaszticitasa alapjan
uj sejt-sejt kapcsolatok kialakulasat is
kialakul az

generalja. Eredményekeént

emléknyom (memoria), amely bizonyos

kémiai stimulusokkal (pl. amil-acetat)

el6hivhato.
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Viselkedési és halozat szintl indukalt valtozasok vizsgalata
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2) Cianotoxin hatasara bekovetkezo sejtszintii valtozasok

A Lymnaea pofaduca (BG) a B3 motoros idegsejtekkel.

A Lymnaea 11 idegducbdl e =40 T o
(ganglionbdl) allé kdzponti ‘ _ A CGC
idegrendszere. : : B~

150 pm

Ezekben az azonositott
idegsejtekben (B3, CGC, RPeD1,
VD1) elemi idegjelenségeket,
feszultség-vezeérelt ion aramokat
illetve sejt-sejt kapcsolatokat
vizsgalhatunk elektrofiziologiai
modszerekkel, 6sszehasonlitva a
kezeletlen és a cianotoxin kezelt
egyedek idegsejtiének mukodeseit.



3) Cianotoxin hatasara bekovetkezo molekularis valtozasok
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A CGC-ben a tanulas és memodriafolyamatok evoluciosan konzervalt molekularis kaszkadja. A piros
csillagok jeldlik azokat a feltételezett tamadaspontokat, ahol a cianotoxinok (pl. BMAA) kifejthetik
hatasukat a tanulas és memadria molekularis kaszkadjaban.



A cianotoxin kezelés hatasara kialakulo molekularis szintl valtozasok vizsgalati
lehetbsege azonositott idegsejtekben: egy-sejt mintavételezéssel kapcsolt MS

Zhang et al., (2018) Sci Rep

Metabolit-peptid profil 6sszehasonlitasa
kontroll és kezelt allatok azonositott sejtjeibdl
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Wood et al., (2021) Front Mol Neurosci



Mire j6 mindez? — végszo helyett

A gerinctelen modellrendszerink segitségével, az emlitett idegélettani,
mikroelektrofizioldgiai, tomegspektrometriai modszerek hasznalataval relativ
konnyen vizsgalni tudjuk a toxinok lehetséges komplex idegrendszeri hatasait
egyed, sejt és molekularis szinteken.

Eredményeink ismeretében ajanlasokat, prognozisokat tudunk megfogalmazni a
dontéshozok felé, amelyek egy lokalis algaviragzas esetében segitik Oket a

szukséges intézkedések meghozasaban.
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