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1. Roviditések jegyzéke

ATP: adenozin trifoszfat

C. elegans: Caenorhabditis elegans

cyp: citokrom P450 gén

CYP: citokrom P450 enzim

E. coli: Escherichia coli

GABA: Gamma-amino-vajsav (Gamma-amino butyric acid)
GluCl: Glutamat medialt kloridion csatorna

NGM: Nematoda Growth Medium

pgp: P-glikoprotein gén

PGP: P-glikoprotein (P-glycoprotein)



2. Bevezetés

Napjain egyik meghataroz6 kérdése a kiilonb6z6 antimikrobialis szerekkel szembeni
rezisztencia. Az antibiotikumokkal kapcsolatban a témaban mar szamtalan tanulmany
sziiletett, azonban nem szabad figyelmen kiviil hagynunk a férgek esetében az

anthelmintikumokkal szemben mutatott csokkent érzékenységet sem.

A kiilonbozo6 rendszertani besorolast férgek valtozatos korképeket okoznak vilagszerte
nemcsak az allatok, de az emberek €s ndvények esetében is. A fert6zések jelentds gazdasagi
karokat okozhatnak, kiemelten a gazdasagi haszonallatok és a termesztett novények
esetében. Ahhoz, hogy ezekkel szemben felvehessiik a harcot, a hatékony féregellenes
szerek kifejlesztése elengedhetetlen volt. A hatéanyagok kozott vannak endoparazitak ellen
hato és endectocid szereket egyarant. Ezek a hatéanyagokat mar évtizedek ota elterjedten
hasznaljak. Sajnos, tobb tényez6 egylittes hatasa miatt napjainkra kialakult veliikk szemben a
rezisztencia, amelynek eredményeképpen a korabban hasznalt hatéanyagok és alkalmazott
koncentraciok mar nem képesek ugyanazt a hatast kifejteni. A csokkend érzékenység egy

tulajdonsag, melyet a féreg generaciok egymas kozott akar at is orokithetnek.

Annak érdekében, hogy a csokkent érzékenység mértékét és terjedését képesek legyiink
minimalizalni, sziikkségszerli a rezisztencia modjanak €és mechanizmusanak vizsgalata és
megismerése. Ezt laboratoriumban végzett kisérletek soran, modellek segitségével
végezhetjiik, amelyek azonban sajnos nem teljes mértékben képesek lefedni a valdsagot

annak nagymértékii 6sszetettsége miatt.

cre

Kutatasunkban azt vizsgaltuk, hogy a sublethalis koncentracioju féregellenes hatéanyaggal
- jelen esetben ivermectinnel - kezelt allatokban milyen biokémiai valtozasok mennek végbe,
melyek befolydsoljdk a rezisztencia, illetve csokkent érzékenység kialakuldsat.

Kisérletiinkhoz a Caenorhabditis elegans modell férget hasznaltuk.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A nematodak kezelésére alkalmazott gyogyszerek

Az éllatorvoslasban az egyik legszéleskoriibben alkalmazott gyogyszerek a féregellenes
hatéanyagok (Abongwa és mtsi., 2017). Az anthelmintikum kifejezés azon hatéanyagokra
vonatkozik, melyeket a parazita férgek okozta fertézések kezelésére alkalmazunk (Holden-
Dye ¢és Walker, 2014).

A férgeknek harom nagy csoportja van: nematodak (fonalférgek), trematodak (mételyek) és
cestodak (galandférgek). Az elleniik alkalmazott szerek meg6lik vagy kihajtjak a férgeket a
gazda szervezetébdl, anélkiil, hogy abban jelentds kart okoznanak (Abongwa és mtsi., 2017).
Az anthelmintikumok tobbségének limitalt a hatasa a mételyek, fonalférgek és galandférgek
ellen. Egyediil bizonyos benzimidazolok (albendazol, fenbendazol) képesek mindharom
csoportra hatni, ezen beliil is inkabb a fonalférgekre, mint a mételyekre vagy galandférgekre
(Holden-Dye és Walker, 2014).

Jelenleg kis szamu féregellenes szercsoport elérhetd az allatok kezelésére. Ide tartoznak a
benzimidazolok, a makrociklusos laktonok, a tetrahydropyrimidinek, az amino-acetonitril
szarmazékok, a spiroindolok, az imidazotiazolok és a ciklikus octadepsipeptidek (Abongwa
¢és mtsi., 2017). Ezen hatéanyagok nagy része mar évtizedekkel ezeldtt bevezetésre kertilt
(Burns és mtsi., 2015).

Ezek koziil a leggyakrabban hasznalt féregellenes szerek a makrociklusos laktonok, a

benzimidazolok és a kolinerg agonistak (Fissiha és Kinde, 2021).
3.1.1. Makrociklusos laktonok

A makrociklusos laktonok olyan kémiai vegyiiletek, amelyek alapvegyiileteit talajlako
mikroorganizmusok, Streptomyces fajok termelik. Ezeket az 1980-as évektdl vezették be,
mint antiparazitikus szereket, melyek széles spektrummal rendelkeznek, igy hatékonyak
fonalférgek és izeltlabuak ellen is (Abongwa és mtsi., 2017). Emiatt az egyedi tulajdonsaguk
miatt, miszerint képesek belso és kiilsé é16skodok elpusztitasara is, nevezziik a hatdanyag

csoportot endektocid szereknek (Riviere és Papich, 2018).

A makrociklusos laktonokon beliil két csoportot kiilonithetiink el: az avermectineket és a
milbemycineket. A kereskedelemben elérhetd avermectinek koézé az ivermectin, az
abamectin, a doramectin és a selamectin, mig a milbemycinek k6z¢ a milbemycin oxim és a

moxidectin tartozik (Abongwa és mtsi., 2017).



3.1.1.1 Ivermectin

3.1.1.1.1. Eredet, szerkezet

1. abra Az ivermectin szerkezeti képlete (Shubin és mtsi., 2021)

Az ivermectin egy félszintetikus avermectin szarmazék. Az alapvegyiilet a Streptomyces
avermitilis fermentaciojabol szarmazik. Az ivermectin két, kémiailag modositott avermectin
keveréke (legalabb 80% 22-23 dihydroavermectin Bla és kevesebb, mint 20% 22-23
dihydroavermectin B1b) (Fisher és Mrozik, 1989).

Napjainkban az ivermectint haszonallatoknal, tarsallatoknal, vadallatoknal és az embernél is
eldszeretettel alkalmazzak. Injekcids, pour-on és ordlis formaban talalhatjuk meg az
allatorvosi gyogyszerkinalatban (Riviere és Papich, 2018). Erdekesség, hogy eredetileg
allatorvosi felhasznalasra fejlesztették ki, €s csak késObb engedélyezték hasznalatat a human
orvoslasban az onchocerciasis (folyami vaksag és a nyirokér filariosis kezelésére) (Abongwa
¢és mtsi., 2017).

Nagy lipofilitasa és széles spektrumu elnytjtott, erds hatasa kivételes a féregellenes szerek

kozott (Riviere és Papich, 2018).
3.1.1.1.2. Spektrum

Az ivermektin az endectocidok csoportjaba tartozik, igy kiilsé és belsé ¢€loskoddkkel
szemben is hatékony. A széles spektruma miatt alkalmazhat6 rovarok, atkak és nematodak
okozta fert6zések ellen, azonban anticestoda és antitrematoda hatassal nem bir. A nematodak
koziil nem csak az adultusokra, de a larvakra, és a hipobiotikus larvékra is hat (Riviere és

Papich, 2018).



3.1.1.1.3. Hatasmechanizmus

A paralitikus hatasat a ligand-koté kloridion csatornak szabalyozzak, vagyis a GABA
(gamma-aminovajsav) és/vagy glutamat-medialt kloridion (GluCl) csatornak, amiket az

idegrendszerben talalunk (Blackhall és mtsi., 2003).

Ahhoz, hogy a GABA-medialt-csatornan kialakuljon a hatas, jelentésen nagyobb
koncentraciora van sziikség, mint a GluCl esetében. Valdjaban azonban a GluCl-csatornahoz
igen nagy affinitassal kotddnek a molekulak, ami egy lassan kialakul6 irreverzibilis hatast
eredményez (Forrester €s mtsi., 2003). A két f6 kovetkezmény a hyperpolarizacio (a
postszinaptikus kloridion csatorndhoz val6 kotodés, csatorna nyitas és kloridion bearamlas

miatt) és a harantcsikolt izmok petyhiidt bénulésa (Martin és mtsi., 2002).

A glutamat-medialt kloridion csatorna egyediilalldan, csak a gerinctelenekben taldlhatok
meg (Choudhary és mtsi., 2022). A férgek koziil ez csak a nematodakra jellemzd, hiszen a
galandférgekben és a mételyekben nincsen meg ez a tipusu csatorna. A GluCl-csatorna
néhany tipusat tobbek kozott a szabadon €16 Caenorhabditis elegans-bdl is kimutattak, ami
jelentés mértékben eldsegitette a rezisztencia mechanizmusanak megértését (Forrester és
mtsi., 2003). Ezzel ellentétben a GABA-medialt kloridion csatornakat mar megtalaljuk a
gerincesekben is, és az arra érzékeny egyedekben (MDR1-mutacid, vér-agy gat) akar

mérgezést okozhat.

Az ivermectin a garat pumpa és a harantcsikolt izmok gatlasat, kozvetetten pedig a parazita
elhullasat, idézik eld. Ezeknek a tapanyagok felvételében, a helyben maradasban/helyhez
kotésben van jelentds szerepe (Geary €s mtsi., 1999; Riviere €s Papich, 2018). Ezen kiviil
gatld hatast fejt ki a néi szaporitoszervekben, igy a peték termelése is csokkenni fog

(Fellowes és mtsi., 2000).
3.1.1.1.4. Farmakokinetika

A makrociklusos laktonok klinikai hatékonysaga nagymértékben Osszefiigg a
farmakokinetikai tulajdonsagaikkal.

Az er6sen lipofil ivermectin nagymértékben megoszlik a kiilonbozé szovetekben a
vérpalyaba jutast kdvetden. A tipikus predilekcios helyeken/szovetekben, ahol a parazitdk
eléfordulnak - emésztécsatorna mucosdja, tiidé és bdr - sokkal nagyobb koncentraciot
mérhetiink, mint a plazméban (Riviere és Papich, 2018).

Az ivermectin kifejezetten hatékony a felnétt és a larva féregalakokkal szemben az

emésztOrendszer legtobb parazita Nematoddja és a Dictyocaulus viviparus tiidéféreg



tekintetében. Ennek oka a kedvezd megoszlasa €s a tiido szovetében, illetve a bélrendszer

mucosajaban valé magas koncentracidja (Lifschitz és mtsi., 2000).
3.1.1.1.5. Metabolizmus

Az ivermectin kis mértékii lebomlasa a majban torténik, és az epével és a bélsarral {iriil
valtozatlan formaban. Az ivermectin jelentds része az emlémirigyeken keresztiil a tejjel is

tavozik, igy ez a hatéanyag tejeld allatokon nem alkalmazhat6 (Riviere és Papich, 2018).
3.1.1.1.6. Felhasznalas

A makrociklusos laktonok vegyiiletei tobb, kiilonboz6 allatfajban is kivételes potenciallal és

széles nematoda és arthropoda ellenes hatassal birnak (Riviere és Papich, 2018).

Kér6dzoknél subcutan, oralisan és topicalisan lehet alkalmazni. Nematoddk tekintetében
tobbek kozott Ostertagia, Haemonchus, Cooperia, Nematodirus, Trichostrongylus,
Strongyloides, Bunostomum, Trichuris, Oesophagostomum, Dictyocaulus fajok, valamint
Chabertia ovina, izeltlabtiak tekintetében pedig atkak, kullancsok, boglyok és vérszivo

tetvek ellen igen hatékonyak (Riviere és Papich, 2018).

Sertéseknél subcutan és oralis forméban érhetdk el készitmények kiilsd és belsd é16skodok
ellen ivermectin hatéanyaggal, amik a fejlodo és feln6tt Ascaris suum, Hyostrongylus
rubidus, Strongyloides ransomi, Oesophagostomum spp., Metastrongylus spp., Stephanurus
dentatus, Trichinella spiralis, Trichuris suis alakjai, valamint vérszivo tetvek és atkak ellen
hatékonyak (Riviere és Papich, 2018).

Lovak esetében az ivermectint szdjon at, gél vagy paszta formdajdban hasznaljuk. Igen
hatasos Parascaris equorum, Oxyuris equi, Draschia megastoma, Habronema spp.,
Trichostrongylus axei, Strongyloides westeri, Draschia arnfieldi, Strongylus spp.,

Gasterophilus nasalis, Onchocerca spp. ellen (Riviere és Papich, 2018).

A kutydk és macskak esetében is alkalmazhatjuk a makrociklusos laktonokat kiilonféle
terapidkban. Teljes hatékonysaga és biztonsdga azonban nem érvényes kutydk esetében,
hiszen mar ismert, hogy a collie tipust, de akar egyéb fajtaju kutyak is kifejezetten
érzékenyek lehetnek az ivermectinre (Riviere és Papich, 2018). Terapias dozisban a
dirofilariasis megel6zésében hasznalhatjuk, hatékony a harmas és négyes stddiumi
Dirofilaria immitis larva ellen, am az ettdl eltéré alkalmazasa mar off label hasznalatnak
mindsiil (Campbell, 1989, Riviere és Papich, 2018). Szajon at adott magas dozis eredményes

tobbféle Nematoda féreg ellen is, tobbek kozott Ancylostoma caninum, Trichuris vulpis,



Toxocara canis, Capillaria aerophila (Riviere és Papich, 2018). Kiilonb6z6 tanulmanyok
azt is kimutattak, hogy kutyaknal mar ketté subcutan injekcio elég az Otodectes, Sarcoptes

¢és Notoedres riihosség megsziintetéséhez (Campbell, 1989).

3.2. Féregellenes szerekkel szembeni rezisztencia

A kiilonbo6zo férgek jelentds egészségiigyi problémat jelentenek az emberek és az allatok
szadmara is a Fold kiilonboz6 részein (Fissiha €s Kinde, 2021). A parazita nematodak a vilag
populaciojanak egy negyedét fertdzik. A ndvény- ¢€s allatdllomanyok széleskor
fertdzottsége kihatissal van az egész emberiségre, hatalmas gazdasagi karokat okoznak

globalisan (Burns és mtsi., 2015).

Napjaink siirgetd problémaja az antibiotikumok elleni rezisztencia kérdése, de nem
hagyhatjuk figyelmen kiviil a csokkend érzékenységet a féregellenes szerekre sem. Ez az
elmult években olyan nagy méreteket 61tott, hogy mar nem lehet tobbé figyelmen kiviil

hagyni (Kaplan és Vidyasshankar, 2012).

Az eldz6 évtizedekben rohamos emelkedés mutatkozott az anthelmintikus rezisztencia
mértékében ¢és elterjedésében is vilagszerte (Kaplan és Vidyasshankar, 2012). Ennek soran
a parazitdk korabbi érzékenysége az adott szerrel szemben nagymértékben lecsokken, akar
el 1s tinik. Ez genetikailag kodolt, a felndtt egyedek az utdd generacionak tovabbadjak a

tulajdonsagot (Fissiha és Kinde, 2021).

A rezisztencianak tobb tipusa is ismert, igy a keresztrezisztencia, a side resistance és a
tobbszoOrds rezisztencia. A keresztrezisztencia lényege, hogy a parazita mas kémiai
szerkezetli és mechanizmussal rendelkezé hatéanyagokkal szemben is ellenallo. A side
resistance hasonldé mitkkddésii, mig a tobbszords rezisztencia pedig kettd vagy tobb, hasonld
vagy mas mechanizmusu hatdanyaggal szembeni ellenallosagot jelent (Nipane és mtsi.,
2008). Sajnos a kutatasok azt bizonyitjak, hogy mar a hatéanyag elsé hasznalatatol szamitott

10 éven beliil megjelenik a rezisztencia (Fissiha és Kinde, 2021).

Az elmult évtizedekben a parazitdk gyogyszeres kontrollja igen hatékonynak bizonyult,
koszonhetben a széles terapias savnak és spektrumnak, illetve a megfizethet6 arnak (Fissiha

és Kinde, 2021).

Ugyanakkor, sajnalatos modon a férgesség kezelésére hasznalt gyogyszerek tilzo, kimeritd,
gyakori hasznalata, a rosszul megbecsiilt testtomeg miatti aluladagolds, a parazitak

genetikdja, a helytelen gydgyszerbeaddas, valamint a tdmegkezelések komoly rezisztencidhoz



vezettek szinte valamennyi féregcsoportban. A f6 mechanizmusok, amelyek eldsegitették a
csokkent érzékenység kialakulasat, a parazitak sejtjeiben a fokozott efflux tevékenység, a
megemelkedett aktivitast gyogyszer metabolizmus, a receptor kotohelyek megvaltozasa és
csokkend szama volt, azonban ez nagyon Osszetett. A gazda, a parazita, a gyogyszer tipusa
¢s hasznalata, az allatok menedzsmentje és a klimatikus viszonyok is nagyban befolyasoljak

a folyamatot (Fissiha és Kinde, 2021).

Az ATP-kot6 kazetta vagy ABC transzporter csalad génjeinek kifejezddésében bekovetkezo
valtozasok Osszefiiggnek a féregellenes rezisztenciaval. Itt kiemelhetjik a PGP (P-
glikoprotein) géneket, melyeket efflux pumpaként is ismeriink. Ez az efflux pumpa felel6s
a gyogyszermolekulak eltavolitasaért a sejt belsejébdl, ezzel megakadalyozva azt, hogy

elérjék a célhelyiiket és kifejtsék hatdsukat (Dube és mtsi., 2023).

A CYP 450 enzimek szupercsaladja, melyet szinte minden ¢€l6 organizmusban
megtalalhatunk (Laing és mitsi., 2015), illetve ezek a gydgyszerek metabolizmusanak
¢lvonaldban vannak jelen (Yilmaz és mtsi.,, 2019). A CYP enzimek szamos reakciot
katalizalnak; kozremiikddnek a szteroidok, retinoidok, prosztaglandinok, zsirsavak
gyogyszerek, inszekticidek). A CYP enzimek a metabolizmus elsé fazisanak {6 enzimei. A
C. elegans genomja 80 CYP enzimet kodol (Laing és mtsi., 2015). Emellett ezek az enzimek
fontos szerepet toltenek be a gyogyszer rezisztenciaban daganatellenes €s rovaritd szerek
esetében. A kozelmultban a makrociklusos laktonok elleni csokkent érzékenységet is

Osszefiiggésbe hozzak ezekkel az enzimekkel (Yilmaz és mtsi., 2019).

Az ATP-kot6 kazetta vagy ABC transzporter csalad génjeinek kifejezddésében bekdvetkezd
valtozasok Osszefliggnek a féregellenes rezisztenciaval. Itt kiemelhetjik a PGP (P-
glikoprotein) géneket, melyeket efflux pumpaként is ismeriink. Ez az efflux pumpa felelds
a gyogyszermolekuldk eltavolitasaért a sejt belsejébdl, ezzel megakadalyozva azt, hogy

elérjék a célhelyiiket €s kifejtsék hatasukat (Dube és mtsi., 2023).

A CYP 450 enzimek szupercsalddja, melyet szinte minden ¢€l6 organizmusban
megtalalhatunk (Laing és mtsi., 2015), illetve ezek a gyogyszerek metabolizmusanak
lényeges enzimei (Yilmaz és mtsi., 2019). A CYP enzimek szamos reakcidt katalizalnak;
kozremiikddnek a szteroidok, retinoidok, prosztaglandinok, zsirsavak bioszintézisében és

crer

inszekticidek). A CYP enzimek a metabolizmus els6é fazisanak f6 enzimei. A C. elegans



genomja 80 CYP enzimet kodol (Laing €s mtsi., 2015). Emellett ezek az enzimek fontos
szerepet toltenek be a gyogyszer rezisztencidban daganatellenes és rovaritd szerek esetében.
A kozelmultban a makrociklusos laktonok elleni csokkent érzékenységet is Osszefliggésbe
hoztak ezekkel az enzimekkel (Yilmaz és mtsi., 2019). Els6sorban, a lovak, kecskék, juhok
¢s szarvasmarhdk emésztOszervi parazitdit érinti a probléma. A ndvekvo rezisztencia igy
nem csak az dllomany egészségét, de a termelést is nagymértékben befolyasolja (Fissiha €s
Kinde, 2021). A vilag tobb részén talalhatunk multirezisztens parazitakat, illetve sajnos ma
mar az sem ritka, hogy olyan juh vagy kecske gazdasagot talalunk, ahol az 6sszes elérhetd
anthelmintikus hatéanyaggal szemben kifejlédott rezisztencia. Osszességében a lovak és
szarvasmarhdk esetében szerencsére kevésbé sulyos a helyzet, de néluk is jelen van, sét,

sulyosbodni latszik (Kaplan és Vidyasshankar, 2012).

A féregellenes szerekkel szembeni csokkent érzékenységet tobb mddszerrel vizsgélhatjuk,
am ahhoz, hogy kijelenthessiik valodi rezisztencia all fenn, szamos kritériumnak teljesiilnie
kell. Az “in vivo” és “in vitro” eljarasok mind a rezisztencia kimutatasa, mind pedig

monitorozasa soran felhasznalhatoak (Fissiha és Kinde, 2021).

A rezisztencia kialakulasanak és terjedésének megakadalyozéasa kihivasokkal teli folyamat,
foként a szamos faktor figyelembevétele €s az 1) hatéanyagok fejlesztési nehézségei (lassu
¢és draga) miatt. A parazita nematoddk Osszetett ¢letciklusa, illetve az, hogy a
szaporodasukhoz gazdaszervezetre van sziikségiik megneheziti a hatéanyag molekulak altal
kifejtett hatasok vizsgalatat. A szabadon él6 nematoda, a Caenorhabditis elegans azonban
egy konnyen alkalmazhato, j6 alternativ modellrendszer azon 4j vegyiiletek kutatasara, amik
specifikusan gatoljak a nematodakat. A forgalmazott féregellenes szerek tobbsége a C.
elegans-on is hasonlo hatast valt ki. Ezen modellallatok alkalmazasa nagyban hozzajarult a

hatéanyagok miikodési elvének megértéséhez (Burns és mtsi., 2015).

Az egységes kezelési megkozelités nehézkes, aminek tobb oka is van, , példaul nagy tertileti
eltérések lehetnek a kiilonb6z6 parazitafajok elterjedtségében, a gazdaallatfajok és -fajtak,
az éghajlati viszonyok, az ¢l6skodok jarvanytana, az adllomany nagysaga, a menedzsment

kivitelezése és az allattartasi tradiciok kozott (Kaplan és Vidyasshankar, 2012).

Mindezek mellett természetesen sziikség van a gyogyszerek megfeleld/szabalyszerii
alkalmazasara, kombinalt kezelésekre, a rezisztencia folyamatainak alland6 nyomon
kovetésére, a hajlamositd tényezok részletes ismeretére és egyeéb alternativak hasznalatara is

(Fissiha és Kinde, 2021).
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3.2.1. Rezisztencia ivermectinre

A parazita ellenes stratégidk szinte kizardlag a kémiai anyagok felhasznéaldsén alapulnak.
Ezt azonban a nematoda parazitaknal kialakuld rezisztencia fenyegeti, most mar beleértve a
makrociklusos laktonokat is. Ezen hatdéanyagok gyakori alkalmazasa nagy szelekcios
nyomast gyakorolt az emésztérendszeri nematoddkra, ami igy hozzdjarult az ellendllo

képességiik novekedéséhez (Riviere és Papich, 2018).

A rezisztencia a makrociklusos laktonokra, igy az ivermectinre, keresztrezisztenciat

jelenthet a benzimidazolokra és a levamizolra.

A glutamat-mediélt kloridion csatorndk szerkezetében bekovetkezett —strukturalis
valtozasnak ¢és a kiilonbozo, gyogyszer efflux fehérjék - PGP -megndvekedett

expresszidjanak szintén szerepe van a rezisztencia kialakulasaban (Riviere és Papich, 2018).

Kezdetben a makrociklusos laktonokkal (ezen beliil is leginkdbb az ivermectinnel) szemben
mutatott rezisztencia a juhok és kecskék nematodainal volt megfigyelhetd, foképp a
Haemoncus contortus-nadl, de azéta mar mas Nematoda fajoknal is megjelent. A
Teladorsagia circumcincta és Teladorsagia columbriformis esetében az ivermectinre adott

csokkent érzékenység vilagszerte kimutathato (Riviere és Papich, 2018).

Ezeken feliil, az elmult kozel 40 évben, az ivermrectin 1980-as évek eleji bevezetése ota a
rendkiviil intenziv globalis hasznalat miatt a szarvasmarhdk nematodaiban is kialakult
rezisztencia - tobbek kozott Cooperia, Trichostrongylus és Ostertagia fajok esetében is
(Riviere és Papich, 2018).

Osszességében tehét az élelmiszertermeld allatok esetében a szelekcids nyomas csdkkentése,
az éves kezelések szdmanak minimalizaladsa €s az egységes féregellenes stratégia kialakitasa
sziikséges annak érdekében, hogy a széles spektrumu makrociklusos laktonokat tovabbra is

eredményesen tudjuk hasznalni (Riviere és Papich, 2018).

Szerencsére, kutydk esetében a havi haszndlat ellenére - a szivférgesség megeldzése
érdekében - még nincs kialakult rezisztencia (Riviere és Papich, 2018). Nem csak belsd, de
kiilsé ¢él6skodok esetében is megfigyelhetd a csokkent érzékenység, igy példaul a

Rhipicephalus microplus-nal (Perez-Cogollo és mtsi., 2010).

3.3. Caenorhabditis elegans modell féreg

A Caenorhabditis elegans egy talajban, szabadon él6, nem parazita féreg, amely a vilag

minden részén megtaladlhatdo (Meneely és mtsi., 2019). Foként bomld novényi részeken -
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gyumolcsok, virdgok, szarak - fordul eld, ahol mikrobdkat, kisméretii eukariotikat,
gombakat, baktériumokat fogyaszt. A tapldlkozds nem csak egyirdnyt a féreg és a
zsakmanya kozott, hiszen, ha a feln6tt allatok eldregszenek, maguk is eleségiil szolgalnak a

mikroorganizmusok szamara (Frézal és Félix, 2015, Herndon és mtsi., 2017).

Ezt a Nematoda féregfajt, a Caenorhabditis elegans-t kedvezd tulajdonsagai miatt
valasztottak ki laboratoriumi modellként. E16sz6r 1963-ban Sydney Brenner volt az elsd, aki
a kisérleteiben baktériumok és bakteriofadgok utdn mar inkabb allatokat hasznalt. Szamos
organizmust vizsgalt meg, miel6tt dontése a Caenorhabditis elegans-ra esett volna, melyet

ma mar csak “a féreg”-ként emlegetnek (Meneely és mtsi., 2019).

A Caenorhabditis elegans egy fontos genetikai modell organizmus, kdszonhetéen szamos
hasznos tulajdonsaganak. Ami igazan vonzéva és hatékonnyé teszi az az, hogy nagyon
konnyli vele laboratériumi koriilmények kozott dolgozni, hiszen minimalis tapanyag és
novekedési sziikséglete van, gyors a fejlddése, néhany napon beliil nagy mennyiségii, azonos
genotipusu utoédot termel onmegtermékenyitéssel, konnyli a fenntarthatésaga, genetikailag
konnyen modosithatd, anatomijat, élettandt részletesen ismerjiik (Park és mtsi., 2017,

Meneely és mitsi., 2019).

A C. elegans a kornyezetben foként nedves, mérsékelt éghajlatu teriileteken talalhatdé meg.
Eredetileg tapanyagban dis talajbol, komposztbdl izolaltak Oket, ahol leginkabb a nem
taplalkozo, dauer formaban vannak jelen. A kozelmultban viszont taplalkozo és szaporodo
alakjait talaltak meg bomlo novényeken, mint gyltimolesok és lagyszara novények. Ezek az
anyagok a rothadas késdi szakaszdban bdséges taplalékot biztositanak a férgek szdmara a

baktériumok miatt (Frézal és Félix, 2015).

A C. elegans a kornyezetben izeltlabuakkal, mas mikroorganizmusokkal (fakultativ és
obligat parazita baktériumok, gombak, virusok, mikrosporidiumok) és gerinctelenekkel,
beleértve egyéb Nematoda fajokat (Oscheius, Pristionchus, Panagrellus, Caenorhabditis

fajok) él kapcsolatban (Frézal és Félix, 2015, Herndon és mtsi., 2017).

A parazitak legvédtelenebb részeken keresztiil képesek fertdzni a férget; a kutikula és a
bélcsatorna feldl. Néhany nem invaziv baktérium kozvetleniil kapcsolodik a
kutikularéteghez, igy biofilmet 1étrehozva azon. Mas baktériumok a féreg tdpcsatornajaban
szaporodnak, melyek igy constipatiot okoznak és gatoljak/ gyengitik a tapanyag felvételét
(Frézal és Félix, 2015).
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Tobb, mint 50 év alatt, a laboratoriumi bevezetését kovetden széleskoriien és sokoldaluan
hasznalt modell a biologiai és genetikai kutatasokban. Ez volt az elsé olyan tobbsejtii

¢lolény, melynek teljes genomjat megszekvenaltak (Meneely €és mtsi., 2019).
3.3.1. Felépitése

A Caenorhabditis elegans a Nematodik, vagyis a fonalférgek torzsébe tartozik. Az osztalyon
beliil két csoportot is elkiilonithetiink; lehetnek szabadon é16k vagy parazitak, talajban vagy
vizben ¢l6k. A nematodak vilagszerte nagy szamban jelen vannak a természetben, illetve
mint emberi, allati vagy ndvényi parazitak is (Wixon és mtsi., 2000).

A fonalférgek teste nem szegmentalt, henger alaku, ami a végeken elvékonyodik (Altun és
Hall, 2009). A felné6tt példanyok minddssze 1 mm hossztak (Corsi és mtsi., 2015). Kis
méretilk miatt a genetikai kisérletekben elvégezhetjik a férgek vizsgalatit egy
sztereomikroszkop segitségével (Meneely és mtsi., 2019). A 2. abran, sajat képen C. elegans

férgeket lathatunk, a fénymikroszkopban fényképezve.

-y

2. abra Caenorhabditis elegans férgek fénymikroszkopos képe

A férgek teste atlatszo, ami igy lehetdvé teszi belsd szerveik j6 megfigyelhetdségét. Az elsd
stadiumu larva 558, mig a felndtt hermaphrodita 959, a felnétt him pedig 1031 sejtbdl all
(Altun és Hall, 2009).

A Caenorhabditis elegans idegrendszere a garatideggytirti, amely egy kezdetleges agyat

formal, és a testen végigfutd hasi és hati duclancokbol all (Wixon és mtsi., 2000).
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A feln6tt hermaphroditdknak 302 neuronja és 56 gliasejtiik van. A testiik falanak izmait
motoros neuronok idegzik be (Meneely és mitsi., 2019). A subdorsalisan és subventralisan
0sszekotott 4 izomcsoport segitségével mozog. Az izmok valtakozo Gsszehuzodasa és

elernyedése dorsoventralis hullamokat idéz ¢l6 a testen (Wixon és mitsi., 2000).

A féreg szajnyilasat kemoszenzoros neuronok szegélyezik, melyek koziil néhanyat gliasejtek
vesznek kortil, néhany pedig kozvetlentil érintkezik a kiilsé kdrnyezettel. Mas érz6 neuronok
képesek érzékelni ¢és elkiiloniteni az érintésben, fényben, hoémérsékletben,
sokoncentracioban vagy egyéb koriilményekben bekovetkezd valtozasokat (Meneely és
mtsi., 2019). A feji és a farki végen érzékszervek talalhatok, amelyek izekre €s szagokra
reagalnak, illetve képesek érzékelni a homérsékletvaltozast €s az érintést. A férgeknek nincs

szemiik, de kismértékben reagalhatnak a fényre (Wixon és mtsi., 2000).

Az 6kologiai szerepiik nagyrészt ismeretlen. F6ként, mint “héziasitott”, vagy laboratoriumi
egyedként hasznaljuk 6ket, de ezek a példanyok eltérnek a vadon €16 egyedektdl (Meneely
¢és mtsi., 2019).

3.3.2. Szaporodasa

A C. elegans populacioit az onmegtermékenyitésre képes, ketté X kromoszomat hordozo
hermaphroditdk ¢és a sokkal ritkabban el6forduld, X kromoszoéma nondiszjunkcioval
keletkezd, egy X kromoszomat tartalmazo himek alkotjak. Gyorsan szaporodik; a 3,5 napos
reproduktiv ciklus alatt nagyjabol 300 utodot termel szobahdmérsékleten. Nem csak
onmegtermékenyitéssel, de a hermaphroditdk és a himek egymas kozott is képesek

szaporodni (Meneely és mtsi., 2019).

A hermaphrodita egyedek tulajdonképpen ndstényekként foghatok fel, melyek termelnek
spermiumot is. A nagyjabol egy oras spermiumtermelés utan a spermatogenesis leall, az
oogenesis pedig elkezdédik. A petesejtek termelése mindaddig tart, ameddig van jelen
spermium. A hermaphrodita allatokban van egy tigynevezett spermatheca, amely a sperma
tarolasara szolgdl, illetve ezen haladnak at az érett petesejtek, amik igy megtermékenyiilnek

(Meneely és mtsi., 2019).

A megtermékenyiilés utan a petesejtben sejtosztddas megy végbe, kialakul a zigéta és az
embrid, melyet a morphogenesis és a differenciacio kovet, majd elsé stadiumu larva fog

kikelni (Wixon és mtsi., 2000).
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A kornyezeti feltételektdl fliggden a fertilizaciot kovetden 2 Oran beliil a peték mar lerakésra
keriilnek, majd a teljes embriogenesis lezajlasa utan, 12 6ra mulva, a larvak kikelnek a
petékbdl. A frissen kikelt L1 larvaalaknak nagyjabol a hossza ¢és a szélessége is “s-a a
felndttekének. A felndtt hermaphrodita kifejlddése utan mar 12 oraval elkezdi lerakni a
petéket (Meneely és mtsi., 2019). A 3. dbran fénymikroszkopos képek segitségével végig

kovethetjiik a féreg fejlodését, és annak kiilonbozo alakjait.
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3. abra C. elegans fejlodése fénymikroszkopos képekkel illusztralva (Corsi és mtsi. 2005-
2018)

A C. elegans egyedfejlodése soran dsszesen négy larvastadiumon megy keresztiil, amiket
egy-egy vedlés valaszt el egymastol, mieldtt a kifejlett felnott 1étrejon (Meneely €s mtsi.,
2019, Wixon és mtsi., 2000). A 4. abran lathatjuk a kiilonboz6 fejlédési szakaszokat, illetve

az azokhoz sziikséges 1dot.

Ha a larvalis fejlédés soran nem megfeleldek a koriilmények (alacsony taplalék ellatottsag,
magas homérséklet, magas feromon koncentracio, zsufoltsag), akkor az L2-es larvaalak/
vagy L2d pre-dauer alak atalakul egy alternativ L3, ugynevezett dauer formava. Ezek az
egyedek vékonyabbak és sotétebbek is az ellenallo kutikularétegiik miatt a normal tarsaikhoz
képest. Ha a koriilmények javulnak, akkor a dauer larva éatalakul L4 alakka (Meneely és

mitsi., 2019, Ow és Hall, 2015).
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4. abra A C. elegans fejlédési stadiumai és az ahhoz sziikséges id6 (Herndon és mtsi., 2017)

A rezisztens dauer L3 larvaalak taplalkozas nélkiil, a fejlddésben megrekedve,
stresszrezisztens modon akar honapokig is képes talélni. Bar korabban azt gondoltak ez egy
nyugvo/alvo allapot, a mai kutatdsok mar bizonyitottdk, hogy ez egy igen dinamikus forma.
Jelent6s valtozasok figyelhetok meg a génexpresszioban, az sRNS (small RNS)
mennyiségében, a kromatin allomanyban, illetve idegi atépiilés is 1athato (Ow és Hall, 2015).
A dauer allapotban 1év6 larvak aktivan mozognak, illetve van egy jellegzetes viselkedésiik
is, amit ,,nictationak” hivnak. Ennek soran a férgek a farkukon ,,allnak”, testiiket pedig a
levegdben lengetik/ lebegtetik. Rendkiviili médon ezek a dauer larvak Ossze is gylilhetnek
egy helyre, hogy oszlopot formaljanak, egy csoportként. Ez a viselkedés valoszintileg abban
segiti a férgeket, hogy az elhaladd gerinctelen gazdédkat — csigak, daszkarakok,
meztelencsigdk — megtalaljak, melyek hozzajarulasaval igy képesek szétszorddni (Frézal és

Félix, 2015).

Meglepd modon azok a felndtt egyedek, amelyek keresztiilmentek a rezisztens L3
larvaalakon, fenotipusosan és viselkedésben is kiillonboznek normalisan kifejlédott
tarsaiktol. Tobbek kozott megfigyelhetok naluk a kromatin alloméany valtozasai az egész
genom szintjén, nagyobb az ivadékaik mérete, illetve az atlagos élettartamuk is hosszabb

(Ow és Hall, 2015).
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A reprodukcié utdn a sziild oregedni kezd, amit az energia csokkenése is jelez, majd

elpusztul. Az atlagos élethossz minddssze csupan 2-3 hét (Wixon és mtsi., 2000).

Az Oonmegtermékenyiilés eredménye az erdsen beltenyésztett vonal, ami a homozigota
torzsek, akar mutansok, konnyl laboratériumi fenntartasat eredményezi. Elég egyetlen
hermaphrodita egyedet az agarra helyezni, ami majd létrehozza a kdvetkezd generaciot

(Meneely és mtsi., 2019).

A him egyedek spontan alakulnak ki az egyik X kromoszoma elvesztésével. Az arany
megkozelitéleg 1 him 600 egyednél. Ezt az aranyt tudjuk ndvelni, ha a germatogenesis soran
néhany oran keresztiil kissé magasabb hémérsékletet biztositunk, mint a normal (a normal,
15-25 °C kozotti homérséklettél eltéréen, 30 °C-on inkubaljuk az L[4 stadiumu
hermaphroditakat 4-6 6ran keresztiil, majd visszahiitjikk a lemezeket 20 °C-ra) (Meneely és
mtsi., 2019).

A himeket konnyedén el lehet kiiloniteni a hermaphroditaktol a farok alakja és a
viselkedésiik alapjan. Himeket szegregald torzseket is ki tudunk alakitani egy him és egy
hermaphrodita keresztezésével, hiszen az F1 generdcioban a himek aranya joval magasabb,
50% lesz. A keresztezés, és igy a himek segitségével 0j allélok vihetok be a hermaphrodita
torzsekbe (Meneely és mtsi., 2019).

3.3.3 Tenyésztésiik, fenntartasuk

A Caenorhabditis elegans kivalo tulajdonsagai miatt a laboratoriumban egyszeriien tarthato
¢és tenyészthetd. Rovid a szaporodasi ideje, emellett jo a tarolhatosdga is (Frézal és Félix,
2015). A laboratoriumban koleszterollal kiegészitett agar taptalajon kivalodan tarthato és
tenyésztheté 15-25 °C kozott E. coli-val etetve (Meneely és mtsi., 2019, Frézal és Félix,
2015). Ha azonban a hémérséklet folyamatosan 25°C felett van, az allatok sterillé valnak

(Corsi és mtsi., 2015).

Emellett a féreg képes tulélni a fagyasztast is; ez lehet6vé teszi, hogy hosszu ideig -80 °C-
on vagy folyékony nitrogénben, -196 °C-on taroljuk, ami egy rendkiviil hasznos tulajdonsag
a genotipusok tarolasa és a kutatasok tervezésekor is (Frézal és Félix, 2015). A sikeres
fagyasztas kulcsa, hogy a férgek megfeleld fejlédési stadiumban legyenek, adagoljunk
glicerint a fagyasztd kozeghez, illetve, hogy fokozatosan hiitsiik -80°C-ig. Az éheztetett,
fiatal larvak (L1, L2) ¢lik tal legjobban, mig a jol taplalt allatok, a felnottek, peték és dauer
larvak a legkevésbé a fagyasztast (Stiernagle, 2006).
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A C. elegans petéinek burka természeténél fogva ellenalld tobb kornyezeti stresszhatassal
szemben is, ezaltal alkalmazhato esetiikben a bleaching. A bleaching egy széles korben
alkalmazott eljaras a laboratériumokban. Ezt a miiveletet azonban egy populacion beliil csak
az embriok képesek talélni. Ennek segitségével lehetséges a szinkronizacio és a mikrobialis

kontaminécio eltavolitasa (Frézal és Félix, 2015).

A férgeknél tobbféle torzstipus érhetd el torzsbankokbdl; tobbek kozott Bristol N2 - vad
tipus, AVR-14/AVR-15/GLC-1 tripla mutans torzs, PGP delécios torzs.

Taptalaj tekintetében hasznalhatunk szilardat (NGM, LB) vagy akar folyékonyat (S
Medium) is (Stiernagle, 2006).

Taplalasukhoz nem patogén Escherichia coli baktériumtorzseket lehet hasznalni.
Mindennapos hasznalatban leginkabb az EP/OP50-es, uracil auxotroph E. coli torzseket
hasznaljak (Stiernagle, 2006). Néhany helyen streptomycinnel kezelt taptalajt, illetve
streptomycin-rezisztens, OP51-es torzset alkalmaznak a bakteridlis kontaminacid

csokkentése érdekében (Meneely és mtsi., 2019).
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4. Célkitiizések

A parazitaellenes szerekkel szembeni rezisztencia terjedése ndvekvd gond vilagszerte.
Hatékony kezelés hidnyadban a parazitdk okozta fert6zések ¢és azok kovetkezményei

(csokkent immunvalasz, masodlagos fertdézések) jelentds gazdasagi kart okozhatnak.

Szamos esetben nem valodi rezisztencia, hanem csokkent érzékenység all a féregellenes
szerek hatékonysaganak csokkenésében. Azonban, a pontos mechanizmus, amely az
antiparazitikumok hatastalansagat okozza, ismeretlen. Vizsgélataink soran a nematodak
ezen mechanizmusait szeretnénk feltarni, elsésorban a transzportmechanizmusaikra és a

lebonto6 folyamataikra 6sszpontositva.

A Caenorhabditis eleganst alkalmazzuk a korokozd parazitdk modelljeként
vizsgalatainkban. A felndtt egyedeket a makrociklusos laktonok csoportjdba tartozo
ivermectinnel kezeljiik, majd vizsgaljuk a kivalasztott transzportereket és metabolikus

enzimeket kodolo gének kifejezodését.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Caenorhabditis elegans fenntartasa

A kisérlet soran a féregtorzsek koziil az N2, vagyis a vad, Bristol tipust hasznaltuk.

A C. elegans tenyészeteket NGM taptalajokon tartottuk, melyekhez OP50 Escherichia coli

baktérium szuszpenziét adtunk, majd 15 °C-on taroltuk.

Az NGM taptalaj elkészitéséhez (500 ml, 20 db Petri-csésze) 1,5 g NaCl-ot, 1,25 g bacto
peptont, 487,5 ml desztillalt vizet, 10 g Bacto-Agart kevertiink 6ssze, amit ezutan autoklavba
raktunk. A sterilizalas utan 50 °C-ra hiitve 12,5 ml 1 M, pH 6, KPO4 puffert, 0,5 ml 1 M
CaClz-ot, 0,5 ml 1 M MgSOgs-ot és 0,5 ml, 5%-0s koleszterint adtunk. Ezutan 20 db, 60 mm

atmérdju Petri-csészébe ontottiik az agart €s hagytuk megszilardulni.

A baktériumokat LB  (Luria-Bertani) folyékony taptalajpban  neveltik. A
baktériumtenyészetet  tartalmazdé  folyékony  szuszpenzidt pipetta  segitségével

racseppentettiik az NGM téptalajokra, majd a csészéket megdontve eloszlattuk a feliileten.
Az egyes férgeket egy platina tl segitségével helyeztiik az NGM taptalajokra.

5.2 Hatéanyag, koncentracio

A kisérlet soran a kivalasztott hatdanyag az ivermectin volt. A kezeléshez 2,5 nM
ivermectin-tartalmi NGM agarlemezeket hasznaltunk. Az ivermectint izopropil-alkoholban
oldottuk fel, ezt kdvetden az autoklavban sterilizalt majd 50 °C-os homérsékletre hiitott
tapoldathoz adtuk. A 10 pM koncentracioji ivermectin oldatbol 125 pl-t mértiink 500 ml
NGM oldathoz, majd alaposan elkevertiik miel6tt 60 mm atmérdjli Petri-csészébe ontottiik.

A lemezeket tovabbi felhasznalasig hiitében taroltuk.

5.3 A kezelés

A kezelés elott mintanként 20 lemezt alkalmaztunk, minden lemezre 25 allatot raktunk le,
melyek 6 oran keresztiil leraktdk a petéiket, ezutan a felndtt allatokat eltavolitottuk a
lemezekrél. Ezzel egy szinkron kultirat hoztunk 1étre, csak a tojasok/embriok maradtak a
lemezeken, melyeket L4 larvastadiumig novesztettiink. Ezeket az L4 stadiumu allatokat
mostuk at a 2,5 nM ivermectint tartalmazo lemezekre, illetve a kontroll allatokat NGM
lemezre helyeztiik. A kezelést 5 6ran keresztiil 23 °C-on végeztiik, majd az inkubacids ido
elteltét kovetden lemostuk és fagyasztocsovekbe mértiikk at az egyedeket, és az RNS

1zolalasig -80°C-ra helyeztiik dket.
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5.4 RNS izolalas

A C. elegans mintakat tartalmazé fagyasztocsoveket (4 kezelt és 4 kontroll mintat) jégen
kiolvasztottuk, majd 3000 x g-vel lecentrifugaltuk a cséveket. Ezutan a felsé tapfolyadék
réteget eltavolitottuk roluk, majd csovenként 1 ml RNAzol® RT (Sigma-Aldrich) izolalo
folyadékot mértiink rajuk. Minden mintat 30 masodpercig 820-as fordulatszamon Potter-
Elvehjem (Schuett-Biotech) késziilékkel homogenizaltunk. Ezt kvetden a gyartoi leirasnak

megfelelden hajtottuk végre az RNS kinyerését.

5.5 Reverz transzkripcio és kvantitativ PCR

A reverz transzkripcibhoz a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-et
(ThermoScientific) hasznaltunk. Ehhez minden mintab6ol 1000 ng mRNS-re volt sziikség. A

cDNS, ugynevezett komplementer DNS, szintézise soran a gyarté utasitasait kovettiik.

A kvantitativ PCR analizist a CFX Opus Real-Time PCR System (Bio-Rad) segitségével
végeztiik. A végso reakcioelegy, amelynek mennyisége 20 ul volt, 0,2 uM koncentracioban
oldott SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix-et (Bio-Rad) tartalmazott. 2 ul cDNS
mintat adtunk kézvetleniil a PCR reakcidelegyhez minden alkalommal. Az ehhez sziikséges

primerek szekvencia adatait megtalaljuk az 1. tdblazatban

A PCR reakcio folyamata soran eldszor egy hosszabb, 3 perces inkubacio zajlott le 95 °C-
on, majd ezt kovette 40 ciklus; 95 °C 20 masodperc, 60 °C 30 masodperc 72 °C 30
masodperc. Minden egyes ciklus végén egy 10 madsodperces fluoreszcens leolvasast

végeztiink, a 40 ciklusbol allo rész utan pedig olvadasgorbe analizist hajtottunk végre.

5.6 Statisztikai analizis

A kivélasztott gének relativ expresszios szintjeit, illetve a statisztikai analizist a CFX
Maestro Software 2.3-mal végeztiik. A kozépértékek kozotti kiilonbségek kiértékelését
egyszempontos varianciaanalizissel végeztik (ANOVA), majd ezt kdvetden a ,,post hoc”
Osszehasonlitashoz Tukey ’Honest Significant Difference’ moddszerét alkalmaztuk. A

kiilonbséget akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05 (p<0,05).
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1. tablazat A qPCR soran hasznalt primerek szekvencia adatai

Gén Kodolt fehérje primer bp Forras

actin-4 Actin 4 F CGAGCGTTTCCGTTGC 176 referencia  Ardelli et al. 2009.
R CGGCGATTCCTGGGT

cypl3Al1l2 Cytochrome P450 CYP13A12 F TGGCAACTCACCCAAAGGTT 244 teszt Sajat
R TGAAGTGTCCATGTGTCGCA

cypl3B1  Cytochrome P450 CYP13B1 F CTTGAGAGCTTTGGCATCGC 189 teszt Sajat
R GGTTGCCCCATAGCAAGTCT

cyp33C9  Cytochrome P450 CYP33C9 F CGGGGACTTTGAGTCGTTCA 187 teszt Sajat
R GTTGATGTGTCGCTCGCTTC

pgp-1 Multidrug resistance protein pgp-1 F GTTTAGCACCTGAAGATGTCC 210 teszt Avrdelli et al. 20009.
R CGGTAATAACTGCGACGAGAG

pgp-5 Multidrug resistance protein pgp-5 F AGGAGCTCAACTTTCGGGTG 193 teszt Ardelli et al. 2009.
R TGTGGACAATCTGTGGGCAA

pgp-12 Multidrug resistance protein pgp-12 F TCCGTTGAGAACCTTTACC 225 teszt Ardelli et al. 2009.
R ATGCTCATTGGTGCCTAC

pgp-13 Multidrug resistance protein pgp-13 F TGCTTTGATCAGAGGGCTCG 234 teszt Sajat
R TTTCGAAAAGCAGCAACCCG

Roviditések: cyp: citokrom P450; pgp: P-glikoprotein, bp: bazispar, F: forward, R: reverse



6. Eredmények

A kisérlet soran kivalasztottunk 3 db cyp gént (cypl3al2, cypl3bl, cyp33c9) és 4 db pgp-
t (pgp-1, pgp-5, pgp-12, pgp-13).
A kapott eredményeket oszlopdiagramon abrazoltuk (5. és 6. abra). Mindkét abra esetében

az els6 oszlop jeloli a kontroll, mig a masodik oszlop az 5 6ran keresztiil, 2,5 nM

ivermectinnel kezelt mintdk eredményeit. Azokat az eredményeket, amelyek

szignifikansan megvaltoztak, tehat a P értéke kisebb volt, mint 0,05, azokat csillaggal (*)
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5. abra A Kkiilonb6z6é CYP450 (cyp) gének expresszioi ivermectinnel torténé
kezelés utan. Sziirke szinnel a kontroll, fehér szinnel a 2,5 nM ivermectinnel 5 6ran
keresztiil kezelt csoportok vannak jeldlve. *p <0,05

jeldltiik.

Az 5. ébran lathatjuk, hogy a cyp gének koziil mindharom, tehat a cyp13A12, cypl3B1 és
a cyp33C9 is szignifikansan csokkent az ivermectin kezelés hatasara a kontroll csoporthoz

képest.

Az pgp gének esetében az eldzdektdl eltérd eredményt kaptunk. Ebben az esetben vagy

nem volt valtozas, vagy emelkedés volt megfigyelhetd.



A 6. abrardl leolvashatjuk, hogy a pgp-1 és a pgp-13 kapcsan nem volt eltérés, mig a pgp-
5 és a pgp-12 szignfikansan emelkedett.
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6. abra A kiilonb6z6 P-glikoprotein (pgp) gének expresszioi ivermectinnel
torténd kezelés utan. Sarga szinnel a kontroll, z6ld szinnel a 2,5 nM
ivermectinnel 5 6ran keresztiil kezelt csoportok vannak jeldlve. *p<0,05

Tovabba, vizsgaltuk a pgp-7 gén kifejez6dését is, azonban ebben az esetben nem kaptunk
értékelhetd eredményt, mivel a PCR reakcié soran nem képz6dott termék. E miatt ennek

a génnek az adatait nem mutattuk be a dolgozatban.
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7. Megbeszélés

A parazitikus nematodak veszélyt jelentenek az emberek és allatok egészségére egyarant,
mikozben a makrociklusos laktonok (tobbek ko6zott az ivermectin) ellen kialakuld
rezisztencia csak tovabb sulyosbitja a helyzetet. Ezért is dontd fontossagu a rezisztencia

alapjaul szolgalé molekularis folyamatok megértése (Dube és mtsi., 2023).

Azok a f6 mechanizmusok, melyek szerepet jatszanak a csokkent érzékenység
kialakulasaban, tobbek kozott a fokozott efflux tevékenység a parazitdk sejtjeiben, a
gyogyszer metabolizmus emelkedett aktivitdsa, a receptor kotohelyek megvaltozasa ¢és

csokkend szama (Fissiha és Kinde, 2021).

A gyobgyszer rezisztenciat 0sszekapcsoltak a fokozott gyogyszer effluxszal, ami az ABC
transzporter génjeinek fokozodo aktivalodasanak koszonheté. Néhany makrociklusos
lakton, koztiik az ivermectin is az ABC transzporterek egyik jelentds szubsztratja. Ezen
transzporter gének szelektelodasa Gsszefiiggésben van szamos parazitikus nematoda faj

esetében az ivermectin elleni rezisztenciaval (Yan és mtsi., 2012).

Az ABC transzporterek koziil kiemelendé a PGP (P-glikoprotein), amely efflux
pumpaként felelds a gyodgyszermolekuldk eltavolitasaért a sejt belsejébdl (Dube és mtsi.,
2023). Egyes pgp gének megndvekedett expresszidjanak eredménye a fokozott
rezisztencia volt az ivermectinnel szemben. Mas részrél a pgp-1, -5, -6, -12 és -13 gének
inaktivalasa novelte az érzékenységet az ivermectinnel szemben (Holden-Dye és Walker,

2014).

A CYP 450 (citokrom P450) enzimcsaldd tagjait szinte az dsszes €16 organizmusban
megtalalhatjuk (Laing és mtsi., 2015), emellett pedig fontos szerepiik van a gyogyszerek
metabolizmusanak folyamataiban (Yilmaz és mtsi.,2019). A kivalasztott 3 db cyp gén
(cypl3Al12, cypl3Bl, cyp33C9) mindegyikénél szignifikans csokkenést tapasztaltunk.

A cyp géneket a parazitikus nematodak esetében kevéssé vizsgaltak, illetve eddig nincs
egyértelmii bizonyiték arra, hogy ezeknek a géneknek egyaltalan szerepiik lenne a
makrociklusos laktonok metabolizmusaban (Yilmaz és mtsi.,2019). Tudomasunk szerint,
a féregellenes szerekkel kapcsolatban a CYP 450 enzimcsalad génkészletének valtozasat

eddig még nem irtak le C. elegans fajban.

A pgp-7 esetében azért nem kaptunk értékelhetd eredményt, mivel az a him farok régioban

fejezddik ki (Bygarski és mtsai. 2014), azonban a mi vizsgélataink soran, a hermaphrodita
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azaz ndstény egyedek voltak tobbségben, igy a him farok régiobol valoszinlileg nem

képzddott értékelheté mennyiségli RNS.

A tovabbi két pgp gén a pgp-1 és a pgp-13 esetén nem volt valtozds az MRNS
mennyiségben, hasonldé eredményre jutottak Ardelli és Prichard (2013) is, ebben az
esetben a 2,5 oras ivermectin kezelésnek nem volt hatasa ennek a két pgp-nek a
kifejez6désére vadtipustt C. elegans-ban, azonban a pgp-5 szignifikansan emelkedett.
Eredményeink 6sszevethetdek egy masik hasonlé kutatassal, melynek soran a masfél oran
at tartd ivermectin kezelés mind a négy altalunk is vizsgalt pgp kifejezodését megemelte
a kezeletlen kontroll allatokkal 6sszehasonlitva, a Bristol N2 torzsben (Bygarski és mtsai.,
2014). A mi vizsgalatunkban az 5 6rés ivermectin kezelés a pgp-1 és -13 esetében nem
okozott génexpresszio novekedést, mig a pgp-5 és pgp-12 esetében szignifikans emelkedés

mutatkozott.

Tobb kutatas soran ivermectin-rezisztens C. elegans torzseket hasznalnak az
ivermectinnel, vagy mas féregellenes hatoanyaggal torténd kezelés soran (Yan és mtsai.,
2012, Ardelli és mtsai., 2009, Janssen ¢és mtsai., 2013). Mi a vizsgélataink soran azért a
vadtipussal dolgoztunk, mert a fenotipusos csokkent érzékenységrdl szerettiink volna
informaciot gylijteni, az ivermectin-rezisztens torzsekben azonban mar genotipusos
valtozasok akadalyozzak az ivermectin hatékonysagat. Az ilyen torzseket a mar rezisztens

korokozo féregfajok modelljeként lehetne alkalmazni.

Eredményeinket szeretnénk igazolni parazita féregfajokban is. Azonban, ezek a parazitdk
bar begytjthetoek, rajtuk in vitro kezelést mar nem tudunk végezni, hiszen ezek Petri-
csészében nem élnek tal. A csokkent érzékenységre a gazdaallat kezelési protokolljanak

megismerésével kovetkeztethetnénk.

Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalataink jo kiindulopontot szolgaltatnak az
elkovetkezend6kben majd mas hatéanyagok vizsgélatara, hiszen az altalunk alkalmazott
kisérleti elrendezésben a szakirodalomban megjelent adatokkal Osszevethetd

eredményeket kaptunk.

Elmondhatjuk, hogy kutatasunk a féreghajtokkal szembeni rezisztencia kialakuldsarol és
terjedésérdl vilagosabb informaciok megszerzését segiti eld. Ezen ismeretek segitségével
hosszu tavon, akar a féreghajtok megfelelobb alkalmazasa érhetd el. Ezen tilmenden 1j,
kizardlag a fonalférgekben specifikusan jelenlevé mechanizmusokat célzé féreghajto

hatéanyagok kifejlesztése is lehetségessé valhat.
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8. Osszefoglalas

A haszonallattartasban a kiilonb6z6 parazita férgek okozta fertézések vilagszerte jelentos
gazdasagi kart okoznak. A modern féregellenes hatdéanyagok rendszeres alkalmazasa
jelentdsen mérsékelte a termeléskiesést €s a fertdzott egyedek elhullasat. Azonban tartos
adagolasuk klinikailag is jelent6s mértékii rezisztencia kifejlddését és elterjedését okozta
a napjainkban rendelkezésre allo gyogyszerekkel szemben. Ennek kialakuldsaban a
talhasznalat mellett a szakszeriitlen adagolas (pl. alul dozirozas), és nem megfeleld
hatoanyag valasztasa (pl. téves diagnozis) is szerepet jatszik. Napjainkra az antimikrobialis
szerekkel szembeni rezisztencia mellett, a féreghajtokkal szembeni fokozott ellenallas

jelenti a masik szamottevo kihivast az allatorvosok és allattartok szamara.

Vizsgalatunkban célul tliztik ki annak vizsgalatat, hogy a szubletdlis ddézisban adott
ivermectinnek — mint a gyakorlatban az egyik leggyakrabban alkalmazott nematoda-
ellenes szernek - milyen kozvetlen hatasa lehet a kezelt nematodéakra. A kisérleteinket a
Caenorhabditis elegans nevi talajféreggel (Ordo: Rhabditida) végeztik. Konnyl
tenyésztése és fenntartdsa miatt ez a faj a nemzetkdzi tudoményos ¢életben elfogadott és
gyakran hasznalt modellallat, beleértve a parazitikus nematodakkal kapcsolatos

vizsgalatokat is.

A kisérletek soran Bristol N2 vadtipusu C. elegans torzset alkalmaztunk, melyeket NGM
(nematode growth medium) taptalajon tartottunk fent és E. coli OP50 baktériumtorzs
tenyészetével taplaltuk. A kezeléshez 2,5 nM ivermectin-tartalmi NGM agarlemezeket
hasznaltunk. A kezelés elott szikrontenyészetet hoztunk létre, tehat minden lemezen L4
larvakat tartottunk fent. Ezeket az allatokat mostuk at az ivermectint tartalmazo lemezekre,
valamint a kontroll allatokat ivermectint nem tartalmazo NGM agarlemezekre. Az 5 oras
inkubécio eltelte utan a kontroll és a kezelt csoportokbol mRNS-t nyertiink ki. Majd harom
kivalasztott cyp (Citokrom P450) gén, illetve négy pgp (P-glikoprotein) gén kifejezodését
vizsgaltuk qPCR moddszerrel.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ivermectin kezelés hatasara a cyp13A12 és a cypl3B1
gének expresszidja lecsokkent, valamint a pgp5 és a pgpl2 transzporterfehérjét kodolo
gének kifejezddése megemelkedett. Mind a lebontd enzimek mennyiségének ¢és
aktivitdsanak csokkenése, mind a szallitd6 molekuldk megndvekedett mennyisége €s

aktivitasa csokkent gydgyszerhatashoz vezet.
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Vizsgalataink eldsegithetik, hogy pontosabb informaciot kaphassunk a féregellenes
szerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsdrol ¢és terjedésérdl. Ezen ismeretek
segitségével szakszerlibb féregellenes gyogyszerhasznéalat érheté el, tovabba 1j

tamadaspontu €s hatdsmechanizmusu antiparazitikumok fejlesztése valik lehetdveé.
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9. Summary

In livestock production, infections caused by different parasites lead to major economic
loss worldwide. The regular use of modern anthelmintic drugs significantly reduced the
production loss and the lethality of infected animals. However, the permanent use of these
drugs that are available nowadays led to clinically significant evolvement and spread of
resistance. Besides the overuse, the inappropriate dosing (e.g., underdosing) and choice of
medications (e.g., improper diagnosis) also play important role in the development of
resistance. Nowadays the increased resistance against the anthelmintics alongside the
antimicrobial resistance cause a considerable challenge for the livestock farmers and

veterinarian practitioner as well.

In our study, we aimed to investigate the direct impact of sublethal dose of ivermectin on
the treated nematodes, because ivermectin is one of the most frequently used
antinematodal drug in the veterinary practice. During the experiment we used a soil
worm/free living nematode called Caenorhabditis elegans (Ordo: Rhabditida). Because
of its easy culturing and maintenance this species is an accepted and frequently used model
in the international scientific research including studies in connection with parasitic

nematodes.

During the experiment we used the wild type C. elegans strain, Bristol N2. They were
maintained on NGM (nematode growth medium) substrate feeding on a bacteria strain that
we cultured, called E. coli OP50. For the treatment we used NGM agar plates containing
2.5 nM ivermectin. Before the treatment we created a synchronized culture, which means
that we maintained L4 larvae on each plate. These nematodes were washed onto plates
containing ivermectin, and the other, control worms onto NGM plates without ivermectin.
After the 5 hours long incubation we extracted mRNA from both groups — the control and
the treated. After that the expression of 3 of the cyp (cytochrome P450) and 4 of the pgp
(P-glycoprotein) genes were chosen to be examined by gPCR method.

Results showed that the expression of cyp13A12 and cyp13B1 genes decreased, while the
expression of the pgp-5 and pgp-12 transport protein genes increased. The decrease of the
quantity and the activity of the drug metabolizing enzymes together with the increase of
the quantity and the activity of the transport molecules may lead to reduced efficacy of the

drugs.
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Our research promotes to obtain clearer information of the development and spreading of
the resistance to anthelmintic drugs. With the help of these knowledge a more appropriate
use of the anthelmintic drugs can be achieved. In addition, development of new
anthelmintics targeting mechanisms exclusively present in nematodes might be also

possible.
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