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A jelen talalmany vegyuletek potencialis farmakologiai aktivitasanak
szkrinelésére szolgald eljarast biztosit nematoda fonalférgeket
alkalmazva, els6sorban, de nem kizardlag C. elegans nematodat
hasznalva. Részletesebben, a jelen taldlmany olyan nematddak
alkalmazasaval kapcsolatos, melyeket ugy médositottunk, hogy bizonyos
tulajdonsagokkal rendelkezzenek, mely tulajdonsagok elényt jelentenek a
vegyulet szkrinelésben, példaul folyamatos garat pumpalassal, fokozott
bél permeabilitassal vagy megvaltozott bél molekularis transzporttal
jellemezheték. A megfeleléen modositott nematédak nematdda

populaciobdél valé kivalasztasara szolgaldo médszert is biztositunk.
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A jelen talalmany a genetikai farmakologia teriiletéhez tartozik,
kdloéndsen vegylletek potencialis  farmakologiai aktivitasanak
nematodakat alkalmazo szkrinelésével kapcsolatos, a nematdda féként,
de nem kizardlagosan Caenorhabditis elegans. Részletesen, a jelen
talalmany olyan nematédak alkalmazasaval kapcsolatos, melyeket ugy
maodositottunk, hogy olyan tulajdonsagokkal rendelkezzenek, mely
tulajdonsagok a vegytlet szkrinelésben felhasznalhatok, valamint biztosit
egy a megfeleléen modositott nematédak nematéda populaciobdl valo
kivalasztasara szolgalé6 modszert.

A Caenorhabditis elegans egy a talajpan természetesen eléforduléd
nematéda, mely kénnyen tenyésztheté laboratériumban a taplalékat
jelentd baktériumokkal, elényésen E. coli-val inokulalt tapagaron vagy
folyékony tapkdzegben. Minden nematdda koérulbelil harom nap alatt
fejlédik embrié allapotbdl 1 mm hosszusagu felné6tt fonalféregge. Miutan
élete minden fazisaban teljesen atlatszo, a sejtosztodas, a migracio és a
differnecialodas is lathato az él6 allatokon. Ezenkivil, bar anatémiaja

egyszer(i, szomatikus sejtjei a leginkabb differencialédott szévet tipusokat



képviselik, példaul az izmokat, neuronokat, belet és az epidermiszt.
Ennek megfelelben, a vad tipusu nematodakétdl eltérd fenotipusos
kulonbségek  konnyen  megfigyelhetdk  kozvetlen  mikroszkopos
megfigyeléssel, vagy szelektiv festési eljarasokkal. Szamos C. elegans
mutanst azonositottak és fenotipusaikat leirtak, példaul C. elegans Il ed.
Riddle, Blumenthal, Meyer and Priess, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1997. Ezenkivl, standard eljarasok ismertek a mutans nematodak
el6allitasara, amit a szelektalt C. elegans gének mutaciojaval érink el,
lasd példaul J. Sutton and J. Hodgkin "The Nematode Caenorhabditis
elegans”, ed. Wiliam B. Wood and the Community of C. elegans
Researchers CSHL, 1988, 594-595; Zwaal et al., "Target - Selected Gene
Inactivation in Caenorhabditis elegans by using a Frozen Transposon
Insertion Mutant Bank", 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7431-7435;
Fire et al., Potent and Specific Genetic Interference by Double-Stranded
RNA in C. elegans 1998, Nature 391:860-811.

A C. elegans genomot teljesen megszekvenaltak és rendelkezésre
all egy nyilvanos adatbazisban: http://www.sanger.ac.uk/projects/c
elegans. A C. elegans genom szekvenalasi projectnek kdszénhetden
kiderult, hogy a C. elegans olyan génekkel rendelkezik, melyek
ekvivalensei a legtébb vagy az sszes allatban, ideértve az embert is,
megtalalhatok. |

Azt a lehet6séget, hogy a C. elegans hasznos lehet kilsé
molekulak és specifikus gének kézétti kdlcsonhatasok megallapitasara a
C. elegans fenotipusok - melyeket az adott vegyuleteknek valé exponalas
es a kivalasztott mutaciok hoznak létre - 6sszehasonlitasa révén Rand és
Johnson vette figyelembe (Methods of Cell Biology, Chapter 8., vol. 84,
Caenorhabditis elegans : Modern Biological analysis of an Organism ed.
Epstein and Shakes, Academic Press, 1995 és J. Ahringer in Curr. Op. in
Gen. and Dev. 7:410-415, 1997).


http://www.sanger.ac.uk/projects/c_

Rand és Johnson nevezetesen olyan vegyilet szkrinelési
eljarasokat irtak le, melyekben a tesztelendé vegyilet kilénbszd
koncentracioit adtdk tapagarhoz vagy tapleveshez, melyet azutan
bakteriummal oltottak be, majd a nematodakkal inokulaltak. A nematéda a
vegyiletnek valé exponalas eredményeként bekovetkezd barmilyen
fenotipusos valtozasat megfigyelték.

Bar a nematodak, kiulénésen a C. elegans hatékony és eredményes
eszko6zt biztosit a farmakoldgiai szempontbol aktiv  molekulak
azonositasaban vagy felfedezésében, a jelenleg ismert vegyillet
szkrinelési technikaknak vannak hatranyaik is. Egy adott probléma az,
hogy a C. elegans, a magasabbrend( szervezetekhez hasonléan olyan
fiziolégiai korlatokkal van megdaldva, amik megakadalyozzak vagy
minimalizaljak az idegen és potencialisan veszélyes anyagok behatolasat.
Miutan normalisan a piszokban él, ez a nematéda nagyszamu pgp €s mdr
gent (2. tablazat) fejlesztett ki magaban, ennél fogva magas detoxifikacios
kapacitassal rendelkezik, ami a laboratériumi szer feltarasi célok
szempontjabol hatranyos. A multban ezen akadalyok legy6ézésének
egyetlen modja az volt, hogy a nematédakat a tesztelendé vegyiilet nagy
koncentracidinak tették ki, példaul millimolaris mennyiségeknek. Ez azért
nem megfeleld, mert sok a C. elegans-ban szkrinelendd vegyiilet csak
mikromolaris mennyiségben szerezheté be, vagy gazdasagilag nem
megvaldsithatd az ennél magasabb, barmilyen koncentracioban valé
alkalmazas. Ezenkivil, a vegyiiletek magasabb koncentraciéi a
baktériumok elpusztuldsat és ezen keresztil a nematodak éhezését
okozhatjak. Azt is megfigyelték, hogy a vegyuletek kikristalyosodnak, ha
nagyobb koncentraciékban alkalmazzak Sket.

Ha a vegyulet egy adott célt kell elérien a C. elegans -ban, le kell
kiizdje a garatban, a bélben és/vagy a kutikulaban talalhato akadalyokat.
A C. elegans ugy taplalkozik, hogy felveszi a taplalékat (példaul a
baktériumokat) tartalmazé folyadékot. Ezutan kikopi a folyadékot,



0sszezuzza a tapanyag részecskéket, majd a bélcsatornaba tovabbitja.
Ezt a folyamatot a garat izmai végzik. A folyadék felvételt és az azt kévetd
kikopest garati pumpalasnak nevezik. Miutan ezt a pumpalasi folyamatot
elsésorban a tapanyag jelenléte serkenti, a garat nem pumpal
folyamatosan a vad tipusu C. elegans-ban. Ennek eredményeként, ha a
nematddakat folyadek tenyészetbe helyezzik egy festékanyag
jelenlétében, lassu felvételt és nagy eltéréseket taldlunk az egyes
megdfigyelt nematddak kozott.

Ha a teszt vegyilet bekeril a bélcsatornaba, maga a bél jelenti a
kévetkez6 akadalyt, ami megakadalyozhatja, hogy a teszt vegyiilet elérje
a nematodan belili cél helyet. Ez a bélben levé mddosito és detoxifikalo
enzimeknek kd&szonhetd, példaul ezek kb6zé tartoznak a multi-szer
rezisztencia fehérjék (P-glikoproteinek) és a multi-szer rezisztenia rokon
proteinek.

Végll, a C. elegans rendelkezik egy a kilvilag anyagaival szembeni
természetes akadallyal, a kutikulaval. Kutikula boritia a nematéda
legkiilsé felszinét és ez boritia a garatot és a végbelet is. Féként
kollageébdl all, és Iényegében impermeabilis.

A jelen talalmany leiréi olyan vegyilet szkrinel6 modszereket
fejlesztettek ki, melyekben a vegyilet felvétel ezen korlatait eltavolitottak
vagy csOkkentették. Ezek a modszerek nagyobb érzékenységl vegyiilet
vizsgalati modszereket biztositanak, mikézben csokkentik a vegyiilet
altalaban hasznalandd mennyiségét.

igy, a jelen talalmany elsdé aspektusaval Osszhangban olyan, a
vegyulet farmakologiai aktivitasanak szkrinelésére szolgald, modszert
biztositunk, ami a koévetkez6kbd! all: megfigyeljik a nematddaban az
emlitett vegylletnek valo kitétel hatasara bekovetkezdé fenotipusos
valtozast, melynek soran az emlitett nematéda folyamatos garati

pumpalast mutat.



A "folyamatos garati pumpalason" azt értjuk, hogy folyamatos
pumpalas tapasztalhatd a kulsé vagy a belsd stimulusoktol fuggetlendl,
amik normalis esetben indukalnak vagy korlatoznak az ilyen pumpalast.

A nematoda esetleg folyamatos garati pumpalast mutat a megfelel®
génben valo, mutacid eredményeként, vagy masik lehetéségként
tartalmazhat egy transzgént, ami el6segiti ezt a fenotipusos hatast.
Ezenkivul, a nematéda rendelkezhet mas mutacidékkal vagy
transzgénekkel, ami mas fenotipusos jellemzé manifesztalédasat
eredmeényezheti, amire a tesztelend® vegyiilet lehet hatassal.

A Caenorhabditis elegans a legelénydsebb nematdda a jelen
talalmany modszerében valo alkalmazashoz. Azonban el kell fogadni,
hogy a modszer elvégezhetdé mas nematodakkal is, kilénésen mas
mikroszkopikus nematodakkal, elényésen a Caenorhabditis nemzetségbe
tartozo mikroszkopikus nematodakkal. A talalmany szerinti hasznalatban
a "mikroszkopikus" nematoda olyan nematddakat jelent, melyek
megkozelitben C. elegans méretliek, melyek felnétt allapotukban
kérulbelul 1 mm hosszusaguak. A kérulbell ilyen méreti mikroszkopikus
nematodak kivaloan alkalmasak a kdzepes- nagy Iléptékd
szkrinelésekben, miutan ezek konnyen szaporithatok az ilyen szkrinelés
soran a tudomany e teruletén alkalmazott tipusd, tébb-uregli lemez
uregeiben.

Ahogy korabban emlitettiik, a garat pumpalast a C. elegans -ban a
garat izmok segitik el6 és ezen izmok 6sszehiizdédasat egy sor neuron
szabalyozza.

A garattal és a garat pumpalassal kapcsolatban allé 37 neuron
és/vagy strukturalis sejt listajat a 4. tablazatban mutatjuk be. Egy az ezen
neuronok vagy sejtek egyikében vagy tébbjében megvaltozott funkciot -
ami folyamatos garat pumpalast eredményez - mutatd nematdda
eldnydsen alkalmazhaté a jelen talalmany modszereiben. Ezen médszer

bizonyos kiviteli alakjaiban olyan nematédak hasznalatat részesitjik



elényben, melyben egy vagy tébb neuron megvaltozott funkcioval
rendelkezik, melyek jele a C. elegans nomenklaturaja szerint MC, M3, M4
és az NSM. Ezekrdl a sejtekrdl kimutattuk, hogy sorrendben a pumpalasi
sebességet, az izom relaxacio idbzitését, a sziikileti perisztaltikat és a
tapanyag észlelést szabalyozzak.

A garat jeladasban részt vevé 6 neurotranszmittereket
acetilkolinkent as szerotoninként azonositottak, melyek sorrendben az MC
es az NSM neuronokban funkcionalnak. Mas neurotranszmitterekrél, mint
peldaul a glutamatrél, az oktopaminrol, a dopaminrél, a y-aminobutiratrol
(GABA) és az FMRF-rél szintén kimutattak, hogy szerepet jatszanak a
pumpalasban. Ennek megfeleléen, az ezen neurotranszmitterek
egyikének vagy tobbjének megvaltozott szintjeit mutato barmely mutans
vagy transzgenikus nematoda alkalmas a jelen talalmany szkrinelési
mobdszerében valé alkalmazasra. Példaul, a szerotonin megnoévekedett
szintejeirdl tudott, hogy fokozza a garat pumpalast.

A folyamatos garat pumpalast mutaté nematdoda alkalmazasanak
alternativajaként a vegyilet szkrinelési vizsgalatok elvegezheték ugy,
hogy a garat pumpaldas szempontjabdl vad tipusti nematodat a
tesztelendd vegyiletnek és egy olyan vegyilletnek tessziik ki, mely
indukalja vagy fokozza a garat pumpalast. Egy a garat pumpalast
indukalo vagy fokoz6 vegyulet lehet egy a fenti listan szerepld
neurotranszmitter vagy ezen neurotranszmitterek barmely agonistaja vagy
antagonistaja, peldaul egy szerotonin agonista. '

A folyamatos garat pumpalast mutaté nematdda, vagy az olyan
nematéda, mely tovabbi indukalt garat pumpalast mutat, vegylulet
szkrinelési vizsgalatban valé alkalmazasanak elénye az, hogy a
nematoda tobb tapkézeget vesz fel a bélcsatornajaba az ido
fuggveényében, a tapkézegben levd tapanyag jelenlététsl fuggetlenul. Sét,
a tapkozegben oldott vegytletbél tobb keriil majd be a bélcsatornaba. igy

nagyobb koncentracié all rendelkezésre ezen a terileten a fent targyalt



bél korlatok legy6zésére. Tovabbi elény, hogy a folyamatosan pumpald
garattal rendelkezd C. elegans populacié sokkal inkabb szinkronban
fejlédik a tapkézegben, mivel tapanyag felvételilk sokkal szabalyozottabb.
Ez egyszerlibbe teszi a vegyllet szkrinelés miatt elvégzendd fenotipusos
medgfigyelést.

A jelen talalmany egy masodik aspektusaval ésszhangban, egy
vegyulet potencialis farmakoldgiai aktivitasanak szkrinelésére szolgalo
modszert biztositunk, melynek soran megfigyeljik egy nematédaban az
emlitett vegyuletnek valé kitétel hatasara bekévetkezd fenotipusos
valtozast, ahol az emlitett nematdda fokozott bél permeabilitast vagy a
bélfalon keresztuli fokozott idegen molekula felvételt mutat. A nematoda
elonyésen  egy  mikroszképikus  nematdda, ahogy  korabban
meghataroztuk, még elényésebben egy Caenorhabditis faj és lehet egy
mutans vagy egy transzgenikus nematéda, ami egy vagy tébb olyan
mutacidoval vagy transzgénnel rendelkezik, ami fokozza a bél
permeabilitast vagy felvételt, es felelés lehet egy a tesztelendd vegytilet
céljaval oOsszefuggésben  levé, masik  fenotipusos  jellemzd
manifesztaldédasaert is.

Léteznek tobbszérés tényezdk, melyek hatassal vannak a
bélcsatornabdl a kérnyezd szévetbe térténd vegyiilet felvételre. Ezek kozé
tartoznak a multi-szer rezisztencia proteinek (a P-proteinek) és a multi-
szer rezisztencia rokon proteinek (MRP-k), valamint mas enzimek és
mechanizmusok is rendelkezésre allnak a bél falon keresztili molekula
transzporthoz. Mivel a teszt vegylletek csak a bélcsatornat érik el a
garaton keresztil, elé6nyds, ha az idegen vegylletekkel szemben fokozott
bél permeabilitdst vagy fokozott bél transzportot mutatdé nematodak
folyamatos garat pumpalast is mutatnak, igy a teszt vegyiilet
megnovekedett mennyisége keril be a bélcsatornaba és

transzportaklodik a kérnyez6 szévetkebe.



Az idegen vegyuletekkel szemben fokozott bél permeabilitast vagy
fokozott bél transzportot mutatdé nematddak alternativ alkalmazasaként a
vegyulet szkrinelési vizsgalat elvégezhet6 ugy, hogy a bél permebilitas és
felvétel szempontjabdl vad tipusi nematddat kitesszik a tesztelendd
vegylulet hatasanak és egy olyan vegyuletnek, mely indukalja vagy
fokozza a bél permeabilitast vagy a bél felvételt. Egy ilyen vegyilet olyan
vegyllet lehet, mely gatolja vagy csdkkenti a multi-szer rezisztencia
proteinek vagy multi-szer rezisztencia rokon proteinek vagy a
detoxifikacioés proteinek aktivitasat. Ezekre példa a ciklosporin A, ami
gatolja a multi-szer rezisztencia proteinek aktivitasat.

Az olyan nematddak, kaléndsen a mikroszkdpikus nematddak, mint
példaul a C. elegans , melyet ugy modositottunk, hogy fokozzuk a kilsé
kutikula premeabilitasat, szintén hasznosak a vegyullet szkrinelési
vizsgalatokban. A fokozott kutikula permeabilitas lehet olyan
nematodakban manifesztalddott tulajdonsag, mely nematodak folyamatos
garat pumpalast és fokozott bél permeabilitast vagy az idegen molekulak
megnovekedett bél felvételét is mutatjgk. A fokozott kutikula
permeabilitassal rendelkezé nematddak lehetnek transzgenikus vagy
mutalt nematdédak, melyeket a korabban emlitett moédon nyertnk, vagy
~hozunk létre, vagy masik lehetéségként ugy hozhatok |étre, hogy a
‘nematodak kulsé kutikulajat azzal az anyaggal kezeljiuk, ami kutikula
permeabilitast indukal, példaul kollagenazzal vagy fehéritészerrel.

Egy kiviteli alakban a vizsgalatok elvégezheték ugy, hogy a vad
tipusi nematodat a tesztelendd vegyilet és egy olyan enzim vagy egy
masik megfeleld vegyllet hatasanak tesszuk ki, amikutikula permeabilitast
hoz létre, vagy indulkal.

El kell fogadni, hgy a fent leirt modositasokkal rendelkezd
nematoédak szignifikans elényt jelentenek a vegyulet szkrinelési

vizsgalatokban, mivel ezek t6ébb vegyuletet tudnak felvenni, igy fokozzak
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a vizsgalat érzékenységét, mikdzben csokkentik a vegyllet
felhasznalandd mennyiségét, igy a kéltseget.

A "vegyulet" kifejezésen barmilyen olyan idegen molekulat értunk,
ami normalisan nem talalhat6 meg a nematdédakban, vagy, amivel a
nematodak normalisan életciklusuk soran nem talalkoznak. Példaul, a
nematddak kitehetdk egy a gyogyszerkdnyvben felsorolt, ismert
farmakologiai aktivitasi vegyillet hatasanak. Masik lehetdségként, a
vegyulet lehet olyan anyag, melyrél tudott, hogy kélcsénhatasba lép egy
adott biokémiai rekaciouttal vagy génnel. Tovabbi alternativ lehetéség a
nem ismert biologiai aktivitasu, ismert molekuldk, vagy a teljesen (j
molekulak, vagy molekula konyvtarak, melyek példaul létrehozhatok
kombinatorikai vegyészettel, tesztelése. Nincsenek kizarva az olyan
vegyilletek sem, mint a DNS, RNS, PNS, polipeptidek vagy proteinek
sem. A vegyuletnek valé kitétel hatasara megvaltozott fenotipussal
rendelkezé nematdédak fénymikroszképpal, fluoreszcensz mikroszkop
immunokémiai detektalas, kalorimetrias detektalas vagy fluoreszcensz,
lumineszcensz vagy radioaktiv jeldlés detektalasa is alkalmazhato.
Bizonyos esetekben a megvaltozott tulajdonsagok esetleg csak biokemiai
valtozasokat jelentenek, és példaul a szaporité tapkézeg pH értékében
valé valtozassal vagy az elektromos potencial valtozasaival detektalhatok.
A kulénb6zd tulajdonsagokat esetleg a nematéda fejlédési ciklusanak
kulénb6zd idépontjaiban kell meghatarozni.

A fent leirtak szerint a fokozott vegyilet felvételhez megfeleld
tulajdonsagokkal rendelkezd C. elegans mutansok a C. elegans mutans
gyljteménybdl szerezheték be a C. elegans Genetic Center-tdl, University
of Minnesota, St. Paul, Minnesota, de eléallithatok standard modszerekkel
is. llyen médszereket irt le Anderson a Methods in Cell Biology-ban (vol.
48, "C. elegans: Modern biological analysis of an organism" p:31-58). A

PCR technika szamos szelekciés lepése hajthatd végre egy kivant
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génben delécidval rendelkezé mutans nematoda szelektalasara. A célzott
defektes gén expresszioval jellemezhetd mutans mas eléallitasi
modszereit Sutton és Hodgkin, Zwaal és munkatarsai és Fire és
munkatarsai irtak le, ahogy azt korabban emlitettiik.

Ahogy korabban emlitettiik, a bélen keresztiili fokozott vegyilet
felvetellel jellemezhetd nematodak elballitasahoz a mutacio, delécio vagy
az egyéb modon tértend kiiktatas céljait jelentd bizonyos gének, olyan
gének, melyek multi-szer rezisztencia proteineket és multi-szer
rezisztencia rokon proteineket kodolnak.

A folyamatos garat pumpalast mutatdé mutans nematddak
létrehozasat illetben a médositashoz valo célzott gén olyan gén, ami az
acetilkolin, szerotonin, glutamat, oktopamin, dopamin, GABA vagy FMRF
neurotranszmitterek egyikének vagy akar tSbb neurotranszmitter
feldolgozasaval kapcsolatos reakcioutban szerepet jatszé proteint kodol,
ezek szintjeinek megvaltoztatasa céljabol.

A ‘"feldolgozas" kifejezésen a felsorolt neurotranszmitterek
szintézisét, transzportjat, tarolasat, felszabaditasat, ujra felvételét vagy
lebontasat értjik.

A mutacio alternativajaként, megfelel6 tulajdonsagokkal rendelkezé
transzgenikus nematodak is létrehozhatok. A transzgenikus nematodak
létrehozasahoz vald moédszerek jol ismertek a tudomany e tertletén, és
foként Craig Mello és Andrew Fire irtak le (Methods in Cell Biology, Vol.
48. Ed., H.F. Epstein and D.C. Shakes, Academic Press, 452-480).

A fent leirtak szerinti vegyllet felvétel fokozasat célzé vonatkozd
modositasok |étrehozasahoz a nematdédan valé beavatkozasok utan
szlkség van arra, hogy a kivant tulajdonsagu, kilonosen a kivant
tulajdonsagot a legeré6sebben mutatd, nematodakat kénnyen azonositani
lehessen. A tudomany e teruletén rendelkezésre allnak a mutans
nematodak azonositasara szolgalé maodszerek, példaul azok, amelyeket

mar felsoroltunk. Masik lehetdségként, genetikai analizis is alkalmazhato.
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Azonban kiléndsen kivanatos egy a fokozott vegyulet felvételt mutato
nematodak detektalasara specifikus moédszer a.

A jelen talalmany leir6i kifejlesztettek egy gyorsabb és sokkal
érzékenyebb moédszert a kivant mérték( garat pumpalast, fokozott bél
vagy kutikula permeabilitdst vagy vegyilet felvételt demonstralo,
modositott nematddak detektalasara.

igy, a jelen taldimany egy harmadik aspektusaval 6sszhangban
modszert biztosit az olyan mutans vagy transzgenikus nematédak
azonositasara, melyek a potencialis farmakolégiai aktivitasra tesztelendé
vegyulletek garaton és/vagy bélen és/vagy kutikulan keresztili fokozott
felvételet mutatjak, a mddszer abbdél all, hogy az emlitett nematédat
kitesszlk egy a nematoda altali felvétel hatasara detektalhato jelet
biztositd marker molekulat magaba foglald vegyilet hatasanak, és
Osszehasonlitijuk az emlitett jel er6sségét a vad tipusu, és az emlitett
marker molekulanak kitett nematédabdl kapott jel erésségével.

Elényésen, a marker molekult magaba foglalé vegyiilet olyan
vegyiletet jelent, ami akkor bocsat ki detektalhato jelet, ha mar bekerilt a
nematddaba, példaul ha egy nematéda enzim hasitotta vagy ha olyan
kérnyezetbe keril, ami csak a nematédan belul talalhato.

Egy kulonos kiviteli alakban a jelen talaimany leirdi azt talaltak,
hogy a Molecular Probes Europe BV-t6l (The Netherlands) beszerezhet6
fluoreszcens festék prekurzor kalcein-AM a garaton keresztil kerul a
nematdédaba és ezt kévetéen, az AM egység lehasitasa utan, a
bélcsatornaban és/vagy a koérnyezé sejtekben fluoreszkal, ha atjut a bél
korlaton. A fokozott garat pumpalas miatt tébb festéket felvenni képes
nematdédak nagyon erésen fluoreszkalnak az ilyen tulajdonsaggal nem
rendelkez6 nematdda populaciéban és ezért kdénnyen azonosithatok.
Ezenkivll, a fluoreszcencia szintie a tudomany e teriiletén atlagosan
képzett szakember szamara ismert médszerekkel hatarozhatdé meg, igy a

leger6sebb garat pumpalast mutaté nematdédak azonosithatok.
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Miutan a kalcein olyan erésen fluoreszkal, nehéz megmondani,
hogy az Osszes fluoreszkalo anyag a bélcsatornaban marad-e, vagy
valamennyi atkerll-e a kérnyezd sejtekbe, tehat atkerult a bélfalon. Egy
masik kiviteli alakban a talalmany leiréi egy eltéré fluoreszcens probat, a
Molecular Probes-t6l (Europe BV, The Netherlands) beszerezheté
BCECF-AM-et, hasznalnak. Ez a festék csak akkor valik fluoreszkalova,
ha az észterazok hasitjak és 6 pH érték felett tartjak. A bélcsatorna pH
értéke altalaban 5 vagy ez alatti. igy a garaton at a bélcsatornaba kertilt
barmely BCECF-AM nem fluoreszkal addig, mig nem hasitédnak és a
hasitott rész be nem kerll a bélcsatornat kérulvevé sejtekbe, ahol a pH
érték magasabb. igy ez a festék szintén gyorsan azonosithatja azokat a
mutansokat vagy a masként modositott nematodakat, melyek fokozott bél
transzporttal vagy permeabilitassal rendelkeznek. A belet kérulvevd
szbvetekben a fluoreszcencia fokozatosan né, mikézben a bélcsatorna
s6tét marad. A fluoreszkalas 485 nm gerjesztési és 530 nm emisszids
hullamhosszon detektalhato.

A fluoreszkald jelet add, markert vagy jelet add molekulakat
magaba foglalé mas vegylletek kozé tartoznak a fluoreszcein-difoszfat
(FDP) és a CMB-leu, melyek sorrendben az alkalikus foszfat és az
endoproteazok szubsztratjai.

Masik lehetéségkeént a marker molekula lehet lumineszcensz, mint
peldaul az AMPPD vagy egy szines jelet add glikuronidaz szubsztrat,
példaul az 5-bromo-4-kloro-3-indolil glukuronsav (X-gluc). A marker
molekulakat magaba foglalé 6sszes ilyen vegyillet beszerezhetdé a
Molecular Probes Europe BV-tél (The Netherlands).

A fokozott bel felvételt mutatdé mutans C. elegans térzsek (a
késObbiekben gun mutans térzsként hivatkozunk rajuk) BCECF-AM
marker festéket hasznal6 izolalasi modszerét a csatolt példakban irjuk le.
Az ezen eljarast hasznalva izolalt specifikus gun mutans térzset, a bg85-

6t 1999 december 23-an deponaltdk a Mikroorganizmusok
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deponalasanak nemzetkézi elismerésére vonatkozé Budapesti Szerz6dés
rendelkezéseivel 6sszhangban a Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms-BCCM LMBP-Collection-nél (Universiteit Gent, K.L.
Ledeganckstraat 35, B-9000, Gent, Belgium) az LMBP 5334CB
katalogusszamon.

Egy folyamatos garat pumpalast mutatd C. elegans torzset, a HD8
vagy bg46 vagy hdr(bg46) jelslésii térzset, lasd az 1. példaban lent, 2000
februar 9-én deponaltak a Mikroorganizmusok depondlasanak nemzetkozi
elismerésére vonatkozé Budapesti Szerzdédés rendelkezéseivel
0sszhangban a Belgian Coordinated Collections of Microorganisms-
BCCM LMBP-Collection-nél (Universiteit Gent, K.L. Ledeganckstraat 35,
B-9000, Gent, Belgium) az LMBP 5447CB katalégusszamon.

A jelen taldlmany negyedik aspektusaval 0sszhangban fokozott
vegyllet felvételt mutatd C. elegans mutans létrehozasara szolgalé
modszert biztositunk, ami a kdvetkezd lépésekbdl all:

(a) egy olyan mutans nematodat biztositunk, melyben az anabolikus

reakcioutban részt vevs enzimet expresszalo gen defektes és ez

Jellemezhetd fenotipust eredményez

(b) az emlitett mutanst egy a fenotipus kivédésére képes vegyliletet

tartalmazé tapkézegben szaporitjuk, olyan koncentracioban, ami

~nem elegendd a mutans fenotipus kivédéséhez

(c) mutagenezist alkalmazunk az emlitett mutansok egy

(d) kivalogatijuk azokat a mutansokat, melyek lényegében

visszaalltak a vad tipusu fenotipusra.

Az itt leirt felvételi vizsgalatokat hasznald tovabbi jellemzések
felhasznalhatok annak eldéntésére, hogy vajon a szenzitivitas
novekedése altalanos, a megnévekedett vegyllet felvételnek készénhetd

tulajdonsag-e, vagy a kérdéses neurotranszmitter jellemzgje.
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Egy specialis kiviteli alakban a talalmany leiroi a cha-1 (cn101ts) C.
elegans mutanst hasznaljak, mely a kolin acetiltranszferazt koédolo
genben rendelkezik mutaciéval. Egy hé szenzitiv muticio lassu
pumpalast, gyengult mozgast és lassi noévekedést mutat. A hatas
kivedhet6, ha a nematodakat acetilkolin hatasanak tesszilk ki a
tapkézegben. Ez a mutans az acetilkolin véds mennyiségei alatti
koncentracié mellett szaporithatd, azaz olyan koncentracioban, ami csak
kevéssé alacsonyabb, mint a védd koncentracio. Barmilyen tovabbi
mutacio, amit a tudomany allasa szerinti hagyomanyos mutagenezissel
indukalunk, fokozhatia a cha-1 mutacio, a tapkézegben alacsony
koncentracioban levé acetilkolinnal szembeni erzékenységét, és igy
jelentésen fokozza a szaporodasi ratat. lly modon, a neurotranszmitterrel
szemben érzékeny mutans nematodak szelektalhatok.

Egy utolsé aspektusban a jelen talalmany tovabba biztositja az
olyan C. elegans torzsek toxicitasi szkrinelésben valo alkalmazasat,
melyekre fokozott garat pumpalas és/vagy fokozott bél felvétel és/vagy
csékkent szer metabolizmus jellemz®, ahogy azt korabban leirtuk.
Részletesen, a jelen talalmany potencialis toxicitassal rendelkez6é
vegylletek tesztelésére szolgald6 moédszereket biztosit, melynek soran
megfigyeljik a fenotipusos valtozast egy nematodaban, ha azt az emlitett
vegyulet hatasanak tesszik ki, és ahol a nematéda fokozott vagy
folyamatos garat pumpalast, fokozott bél permeabilitast vagy bél
molekularis transzportot vagy fokozott kutikula permeabilitast mutat.

A megnoévekedett permeabilitasi (azaz defektes a kutikula vagy a
bel gat), fokozott garat pumpalasi aktivitasu, vagy a xenobiotikumok
intracellulrais részecskékbdl a bélcsatornaba térténéd eltavolitasara vagy
metabolizmusara, a vad tipusi nematodakhoz képest, csokkent
képességl nematddak altalaban nagyobb érzékenységet mutatnanak a

toxikus vegyuletekkel szemben. Az ilyen "szenzitizalt" nematddaknak
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nevezett nematdédakat  vegyilletek  toxicitasanak  szkrinelésére
hasznalhatjuk.

A ketelyek eloszlatasara, ahol a nematédak specialis jellemzdit
vagy tulajdonsagait viszonylagos fogalmakkal irjuk le, példaul "fokozott"
vagy "megndvekedett" vagy "csokkent®, ezt ugy kell értelmezni, hogy a
vad tipushoz képest fokozott, megndvekedett vagy csokkent. A C.
elegans esetében, a vad tipust az N2 térzsként hatarozzuk meg, amit a
C. elegans Genetic Center-t6l szerezhetiink be (University of Minnesota,
St. Paul, Minnesota, USA).

A vad tipusu nematodak természetes kérnyezetitkben szoros
kapcsolatban élnek a talajban levd gombak, baktériumok és névények
altal szintetizalt és/vagy szekretalt xenobiotikumokkal, éppen ezért
hatékonyan képesek védekezni a kilonb6z6 kémiai szerkezeti,
potencialisan toxikus vegyuletek széles skalajaval szemben, igy azok
nem jutnak be a nematdda test belsé alkotorészeibe. igy, a széleskor
védekezés (szerkezetileg értelmezve) ezen mechanizmusainak
kiiktatasaval lehetség van a nematddak teste belsé részeinek (ahol a
toxin molekularis céljai talalhatok) kémiai szerkezetek széles skalaja eléti
megnyitasara.

A szer felfedezési folyamatban az in vitro farmakolégiai szkrinelés
utan szelektalt vegyuleteketet altalaban széleskoérii  szekunder
vizsgalatoknak vetjuk ala. Ezek a vizsgdlatok azt célozzak, hogy ne
csupan a farmakokinetikai paramétereket hatarozzuk meg, de (1)
értékeljik ezek farmakolégiai specifitasat és (2) bizonyitsuk a toxicitas
hianyat is. Ezek a tesztek altalaban in vitro citotoxicitasi vizsgalatok, ahol
a sejtek éltebenmaradasat értékeljik, vagy a sejt életképességgel -
peldaul az apoptozis, a nekrézis, a DNS szintézis, a protein szintézis, a
szabad gyokok keletkezése vagy a redox szint - kapcsolatos specifikus
mechnanizmusaikat hatarozzuk meg még pontosabban. A szenzitizalt

nematodak multicellularis €l6 modellekként hasznalhatok az olyan aktiv
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vegyuletek szeles korének tesztelésében, melyek a barmilyen toxicitas
metabolikus vagy farmakologiai, primer tesztelésébdl mar kikeriiltek. Sét,
a toxikus vegyuletek altal létrehozott fenotipus specifikus metabolikus
vagy farmakologiai reakcidttakkal kapcsolhatok Gssze, igy bepillantast
engednek a toxicitds mechanizmusaba.

A Caenorhabditis elegans az elényben részesitett nematoda a jelen
talalmany toxicitast tesztel6 modszereiben. Azonban el kell fogadni, hogy
a toxicitasi tesztelés elvégezhetd mas nematodakkal is, kulénésen mas
mikroszkopikus nematodakkal, elényésen a Caenorhabditis nemzetségbe
tartozé mikroszkopos nematddakkal. A talalmany szerinti hasznalatban a
"mikroszképos" nematoda megkézelitéen a C. elegans méret(i
nematodakat foglalja magaba, melyek a felnétt allapotban 1 mm
hosszusaguak. Az ilyen megkézelitd méretd mikroszképos nematédak
kiemelkedéen alkalmasak a kozepes és nagy teljesitményd
szkrineléshez, mivel kénnyen szaporithatok az olyan sokuregli lemez
uregeiben, mely lemezeket az ilyen szkrinelések alkalmazasaban hasznal
a tudomany.

A nematodak elényésen mutans nematodak, vagy transzgenikus
nematodak, melyek a kivant tulajdnsagokkal rendelkeznek, példaul
fokozott vagy folyamatos garat pumpalassal, fokozott bél
permeabilitassal, stb. A jelen taldlmanyban korabban leirt ilyen
mutansokra és transzgenikus nematddakra specifikus példak, amik
peldaul a vegyilet szkrinelésben hasznalhatok, hasznosak a toxicitasi
tesztelésben is.

A toxicitasi tesztelési célokhoz, a tesztelt vegylletet elénydsen 0,1 -
100 uM koncentracidban vizsgaljuk. Tipikusan a vegyuletet szamos
ktldnb6z6 koncentraciokban teszteljilk ezen a hataron belil, az elényés
hatar 1 - 10 uM.

A toxicitasi vizsgalat leolvasasi vagy végpontja a szaporodas

leadllasa vagy a letalitas lehet, vagy lehet egy specifikus fenotipus, ami a
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nematéda toxikus vegyiletnek vald kitevésével kapcsolatos. A toxikus
vegyuletnek vald kitetellel kapcsolatos fenotipusok megallapithaték, ha a
nematddat egy ismert toxikus aktivitast vegyiilet hatasanak tessziik ki és
feliegyezzilkk a nematdéda fenotipusos valtozasait. Ez a fenotipus azutan

felhasznalhat6 a toxicitasi vizsgalat végpontjaként.

A jelen talalmanyt a kovetkezékben az alabbi abrakra és példakra
vald hivatkozassal irjuk le:

Az 1. abra a C. elegans fényképe, ami kalcein-AM-mel valo
bélcsatorna festédését mutatja.

A 2. abra a C. elegans fényképe, a belet koriilvevd sejtek és nem a
bélcsatorna festédését mutatjia, BCECF-AM hasznalata mellett.

A 3. abra szamos C. elegans gun mutans térzs fokozott szer
szenzitivitasat mutatja. Az X tengely a chloroquine koncentraciot (mM), az
Y-tengely a %-os tulélést mutatja (n=8).

A 4. abra a fokozott garat pumpalast mutatja kulénb6z6 "folyaszto"
mutans C. elegans torzsek esetében, standard garat pumpalasi
vizsgalatban kalcein-AM-et hasznalva. A fluoreszcencia intenzitast az Y
tengelyen mutatjuk be. A vizsgalat elvégzéséhez M9 tapkézegben levé 50
nematédat adunk egy 96 dregi lemez iregeihez, haromszoros
ismétlésben, és a nematodakat két és fél éran keresztil inkubaljuk 5 uM
kalcein-AM-mel. A fluoreszcencia méréseket 1 masodpercig végezziik
kalcein standardeket hasznalva. A kalcein fluoreszcencia mérhetd
standard fluoreszcensz sok-treges lemez leolvaséban Ex/Em =485/530
értékeken. Bar a vad tipusu kontrollt (N2 térzs) nem mutatjuk be, az

ertékeket a vad tipus feletti értékekként kell értelmezni.

Altalanos modszerek

A C. elegans nematédak manipulélasa elvégezheté a Methods in

Cell Biology-ban (vol. 84., Caenorhabditis elegans: modern biological
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analysis of an organism, ed. Epstein and Shakes, Academic Press, 1995)
leirt technikakat hasznalva, vagy a jelen talalmanyban leirt moédszereket

hasznalataval kisebb modositasokkal.

1. példa

Koralbeltl 2000 késéi, negyedik larvaallapotu (L4) C. elegans (N2
térzs) hermafrodita nematédat mutagenezisnek vetiink ala 50 nM EMS-
nek valo 4 oraig, 20 °C hémérsékleten, razatas mellett vald kitevéssel. A
mutagenezisen atesett nematddakkal ezutan 10 cm-es tapkézeg agar
lemezeket inokulalunk. Az F1 utédokbdl petéket gyujtiink és ezeket
hagyjuk kikelni az agarlemezeken. A fiatal F2 felnétt hermafrodita
nematddakat ezutan arra szkrineljilk, hogy képesek-e kalcein-AM-mel
megfestédni. Azokat az egyedeket, melyeknél a bél 15 percen belil
megfestddott, szelektaljuk. Ezek a nematodak folyamatos garat
pumpalast mutatd mutans nematdédak, és egy példat mutatunk be az 1.
abran. Azoknal a nematodaknal, ahol a test telies egészében
megfestédik, kimutattuk, hogy defektesek vagy a kutikula
permeabilizalodott. Az eredményeket az alabbi 1. tablazatban mutatjuk
be.

1. tablazat

C. ~ elegans |folyamatos |koordinalat egyeb a testlreg
nematoda garat lan megfigyelések |teljes

pumpalas |mozgas festédése
N2 - - - -
(vad tipus)
Unc-31 (€928) +++ ++ - -
(gydjtemeényi
térzs)
Lon-1 + - - -
(gyljteményi
térzs)




19

9B2 (bg44) + peték, -

termekenyseg+
3D5 + - -/+
HD8 (bg46) +++ peték, -

termékenység-
9BR2 + - ++
3D5.FB + - ++
Srf-3 - - ++
(gyljteményi

torzs)
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2. példa

A C. elegans bél korlat genetikaja és a detoxifikaciés mechanizmus

1. P-gliikoproteinek

A Pgp-k szer rezisztenciat kdzvetitenek azaltal, hogy ATP-fugg6
kiaramlo pumpakent mikddnek, eltavolitva kilénb6zd lipofil citotoxikus
vegylleteket, az alabbi jellemzdkkel (nem szamitva a nehézfém

specifikus Pgp-ket):

. legalabb egy, elényésen tobb egy sikban fekvé aromas gydrus
szerkezet

o kationos téltés fiziologiai pH mellett, és

. a molekulatémeg kérulbelul 400, vagy magasabb.

Mig emberekben két Pgp-t kodolo kodold gén ismert, kézilik az
MDR1 a multi-szer rezisztenciaban vesz részt, a C. elegans szekvenciaja
15 Pgp gént fed fel, sok kozuluk klaszterban helyezkedik el az X

kromoszéman.
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2. tablazat
Gén Elhelyez- |Expresszio |Mutacié |Funkcio
kedés
Pgp-3 |X 3,3 a bélsejtek | pk18 multi-szer rezisztencia: a
ZK 4557 |és delécios mutacio 8-
F42E11 kivalasztod szorosara fokozza a
sejt kolchicinnel szembeni
apikalis erzékenységet, 3-szorosra
membran- a chloroquine-nel szembeni
ja érzékenységet, az emetin
nem nd, az ivermectine nem
nd
Pgp-4 |X 3,3 kivalaszté
F42E11 sejt
Pap-1 [IV 6,0 bél sejtek |pk17 nehézfém rezisztencia
KO8E7
Pgp-2 (104
C34G6
Pgp-5 [X 7,6
F22E10
Pgp-6 [(X76
F22E10
Pgp-7 |X7,6
F22E10
Pgp-8 [X 7,6
F22E10
Pgp-9 (11 0,6
DH11
Pgp- [X-2
10 C54D1 1
Pgp- [X2,3
11 T21E8
Pap- [X2,3
12 T21ES8
Pgp- (X2,3
13 T21E8
Pgp- (X2,3
14 T21E8
Pgp- |V 15
15 C47A10

Az in vivo expresszio festéssel felfedte a C219 monoklonalis antitesttel
rendelkezé transzgének tllexpresszalasat
Mutacio transzpozonos inzertacioval és delécios szkrinelés
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2. Multi-szer rezisztencia rokon protein

Az MRP-k szer rezisztenciat kézvetitenek oly maodon, hogy a

glutation kapcsolt vegyuleteket (GSH-konjugatumok) ATP-fiiggé modon

transzportaljak. A szubsztrat specifitas a kdévetkezoket foglalja magaba:

. Pgp-kként némelyikik nehézfém specifikus

. csupan alacsony szintli Pgp specifikus szubsztratok, mint a

kolhicin, a paklitaxel, taxol, mitoxantron

. hidrofob anionos szubsztratok széles spektruma
o a human MRP-hez valé legismertebb szubsztrat a leukotrién, négy
szénatomos (LTC,), egy endogén médon aktiv glutation-S-
konjugatum
3. tablazat
Gén Elhelyez- |Expresszio Mutacié | Funkcié
kedés
mrp-1 | X-19,4 garat, garat-bél | pk89 nehézfém rezisztencia
F57C12,5 |szelep, elobél,
vulva, bél-végbél
szelep
mrp-2 | X
F57C12 4
mrp-3 | X 22,4
E03G2
mrp-4 | X 1,23
F21G4
mrp-5 (X 19
F14F4
mrp-6 (X -8
F20B6
mrp-7 {V 21,9
Y43F8
mrp-8 [l 16,2
Y75B8
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4. tablazat:
A garat izom funkciok (pumpalas) szabalyozasaban szerepet jatszo

neuronok (22) és szerkezeti sejtek (15)

Garat neuronok (20, a garatban helyezkednek el)

garati szenzoros interneuronok, 11 macula communicans-ok (gap
junctions) az extragarati RIP-hez
1ML, MR, I12L, I2R, 13, 14, 15, |6

garati motoros neuronok, az M3 relaxaciot szabalyoz, az M4 a szikuleti
perisztaltikat szabalyozza, az M3 glutamat transzmitterként funkcional,
masok kolinerg hatasuak

M1, M2L, M2R, M3L, M3R, M4, M5

garati motoros neuronok, melyek a marginalis sejtekhez kapcsolodnak, a
pumpalas sebességét szabalyozzak
MCL, MCR

garati motoros/interneuron
mi

garati neuroszekréciés motoros neuron, a tapanyag jelenlétét érzékeli,
szerotonerg

NSML, NSMR

Garati struktur sejtek (15), (elektromos kapcsolatok)

garati marginalis sejtek (9), melyek szinaptikus inputtal rendelkeznek az
MC motoros neuronoktél és macula communicans-okkal a garat
izmokhoz. Feltehetéen az izgatast elektromosan vezetik a garat

izmokhoz, mint a Purkinje rosotok a gerinces szivben.
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mc1DL, mc1DR, mc1V, mc2DL, mc2DR, mc2V, mec3DL, mc3DR, mc3V

Garati lemezes sejtek (6), melyek vékony hengeres lemezt képeznek a
garat €s a kézponti ideg gy(r(i k6zétt. Macula communican-ok az izom
karokkal és az RME testi idegi motoros neuronokkal, nyulvanyokat
kuldenek a fej csticsaba.

GLRDL, GLRDR, GLRL, GLRR, GLRVL, GLRVR

neuronok (2) melyek a kdzponti ideg gy(r(itél a qarathoz kapcsolddnak

macula communicans-ok az |1-hez
RIPL, RIPR

jelmagyarazat:
D dorzalis

V ventralis

L bal

R jobb

3. példa
A C. elegans mutansok fokozott bél felvételre (gun) valo szelektalasa a

BCECF-AM marker festék és hattérként az unc-31 hasznalataval.

A szkrinelést unc-31 (€928) mutans hattérben végezzik el, hogy a
festéket nagy mennyiségben biztositsuk a bélcsatornaban, mivel az unc-
37 mutaciok folyamatos garat pumpalast mutatnak. A Molecular Probes-
tol kapott festéket (BCECF-Am-et: 2'7' bisz(2-karboxi-etil)-5-(és-6)-
karboxi-fluoreszcein, acetoxi-metil-észter) az intracellularis észterazok
hasitjak. A fluoreszcencia akkumulalodik a bél sejtekben az apikalis bél

membranon vald athaladas kévetkeztében.
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Mutagenezis

1. nap: unc-31 L4 allapoti nematodakat mutagenezisnek vetiink ala EMS-
sel (a végsd koncentracié 50 mM), 4 6ran keresztil

2. nap: a PO-t szamos nagy agar lemezre osztjuk szét

6. nap: az F1-eket 6sszegytijtjik és nagy lemezekre cseppentjuk. Az F1?-
ek altal rakott peték szamat minden éraban ellenérizziik és az F17-
eket eltavolitjuk, amikor F1-enként 10-20 petét szamolunk meg

10. nap: F2 felnétt egyedeket gydjtiink éssze és szkrineliink BCECF-AM-
mel. A mutaciokat a bél sejtek 15-30 percig végzett fokozott

festésével szelektaljuk és kis agar lemezekre helyezziik egyesével.

Korulbeldl 50 kezdeti pozitiv egyed eredményez utddokat, melyeket
ujra tesztelink BCECF-AM-mel (2x) és leucin CMB-vel (1x), az 50
torzsbdl 9-et tartunk meg (2 térzs: 3-szor pozitiv, 7 masik térzs: kétszer

pozitiv)

5. tablazat

A mutacidk izolalasa a BCECF-AM-mel tortént fokozott festésre

Telies PO |Teljes F1 |[Telies F2 |szkrinelt az izolalt térzsek

kromoszémak |szama

(szamolt) |(becsult) |(szamitott) |(becsiilt) (szamolt)

2251 55618 222472 100000 9
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Keresztezés, visszakeresztezés és kétszeres szerkesztés

1. visszakeresztez6 unc-31; gun --> unc-31; gun

- unc-31; gun x WT himek

- egyeduli 2 x 5 WT hermafroditak F 1-ek (unc-31/+;gun/+)

- egyeduli 50 WT hermafroditak F2-6k (1/4 homozigéta)

- az 1/4 unc szegregalddé torzsek szelekcioja

- az unc térzseket BCECF-AM-mel festjiik

- a pozitiv térzsekbdl izolaljuk az unc homozigotakat

- a maradek 100 % unc térzseket BCECF-AM-mel Ujra teszteljilk

- 1 térzset megtartunk (visszakeresztezett)

2. az unc-31 hatteret keresztezzik-->+; gun

- unc-31; gun x WT himek

- egyeduli 2 x 3 WT hermafroditak F1-ek (unc-31/+;gun/+)

- egyeduli 50 WT hermafroditak F2-6k (1/4 homozigéta)

- a tobbet nem szegregal6dé unc F3 térzseket szelektaljuk

- a nem unc toérzseket BCECF-AM-mel festjiik

- 7 pozitiv torzset ujra tesztelink BCECF-AM-mel és végiil 1 térzset

szelektalunk és tartunk meg (keresztezett)

3. +;,gun (1x keresztezett) kétszer visszakeresztezett-->+;gun (3x
visszakeresztezett)

- gun x WT himek

- WT hermafroditak x F1 himek (gun/+)

- egyeduli 10 WT hermafroditak F2-6k (1/2 heterozigéta)

- egyeduli 50 WT hermafroditak F3-ak (1/8 homozigéta)

- a torzseket BCECF-AM-mel festjiik, a pozitivakat Ujra teszteljik BCECF-

AM-mel, és vegll 1 torzset szelektalunk és tartunk meg.
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4. a gun-t (3x visszakeresztezett) nuc-1(X) mutanssal keresztezziik-->
qun; nuc-1

- gun x WT himek

- nuc-1 x gun/+ himek

- nuc-1 x gun/+; nuc-1/0 vagy +/+; nuc-1/0 himek

- egyeduli 10 WT hermafrodita utod (nuc-1 homozigéta, 1/2 heterozigoéta
gun)

- egyeduli 40 WT hermafrodita utod (1/8 homozigéta agun)

- a torzseket megfestjik BCECF-AM-mel

- Ujrateszteljuk a pozitivakat BCECF-AM-mel és végul 1 torzset
kivalasztunk és megtartunk.
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6. tablazat

A gun mutacidékbol szarmazo torzsek

gun |unc-31;, gun |unc-31;qun +:gun gun;
nuc-1
eredeti visszakeresztezett | kikersztezett 3xb.c. |a
izolatum (1x) (1x) 3xb.c.
-bél
allél || T [ T I T T T
szam |szam |[szam |[szam szam |[szam szam |szam |szam
bg77 (31,4 |UG 314461 |UG 31.4.34 |UG UG UG
510 556 563 |674 |777
bg78 (37,5 |UG 37.546.4 |UG 37.5.15 |UG UG -
511 557 564 |675
bg83 |10,2 |UG 10.2.11 UG 10.2.21 |UG uG -
543 600 586 |[676
bg84 |7,2 UG 7.2.10 UG 7215 |UG UG UG
544 601 589 677 |774
bg85 (11,5 [UG 11.5.29.2 |UG 2xb.c. uG 717 UG
545 602 775
bg86 (42,1 |[UG 42145 UG 42118 |{UG UG UG
546 603 587 |678 |776
bg87 |7,1 UG 7.1.8.3 UG 7.1.22 UG UG -
547 604 585 (679
bg88 |5,3 uG 5.3.9 UG 5.3.18 |UG UG -
548 605 584 680
bg89 (234 |[UG 23.4.135 |UG 2343 UG UG -
549 606 588 (671

A gun mutansok szer szenzitivitasa

Cel: teszt, hogy meglassuk, hogy a gun mutansok érzékenyebbek-e a

szerekkel szemben, mint a vad tipus. Chloroquine-t (C-6628, Sigma)

hasznalunk szerként

és NL

131-et

(pgp-3

kontrollként (EMBO J. 1995 majus 1; 14(9):1858-66).

Chloroquine szenzitivitasi vizsgalat:

- vastag torzslemezekre van sziikség 3 nappal az L1-ek el6tt

"knockout") hasznalunk
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- S-pufferben 6sszegydijtjitk a nematddakat

- centrifugaljuk a nematéda szuszpenziét 1300 rpm értéken, 3 percig

- Osszeallitjuk a sziiré berendezést (11 pm-es sz(irét hasznalunk)

- @ nematéda szuszpenziét a szlrdre tessziik és néhanyszor S-pufferrel
atmossuk

- az L1-ek atmennek a sz(irén

- lecentrifugaljuk az L1 szuszpenziét 1300 rpm értéken, 3 perc alatt

- eltavolitjuk a felGluszot, amig +2 ml nematéda szuszpenzié marad

- hozzaadunk Uregenként 30 L1-t egy 96 reg(i lemezhez, nematoda
adagolo keésziléket hasznalva (példaul a késziilék beszerezhets az Union
Biometrica-tél, Inc. Somerville, MA, USA, melynek az aramlasi
citométerekkel, példaul a fluoreszcensz aktivalt sejt szkenneld és
osztalyozo keszilékekkel (FACS), analdg tulajdonsagai vannak)

- S-puffert adunk hozza, hogy a teljes térfogat 100 pl legyen

- az oszlopokhoz hozzaadunk chloroquine higitasokat (8 ismétlés az
egyes koncentraciokhoz)

- hozzaadunk 1 pl E. coli -t, a HB101-et, (bakterialis tapanyag forras)

- a lemezeket 20°C hémérsékleten inkubaljuk 3 napig és megszamoljuk a

feln6ttek szamat

7. tablazat
A gun térzsek megntvekedett szer szenzitivitasa
Toérzs genotipus a szenzitivitas névekedése a
WT-hez viszonyitva
NL131 | pgp-3 (pk18) 3,9
CB928 |unc-31 (€928) 2,0
UGS88 |gun (bg89) 1,6
UG606 |unc-31; gun(bg89) 10,3
UGS85 |gun (bg87) 1
UG604 | unc-31,gun(bg87) 45
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A 3. abra egy sor gun mutans térzs megndvekedett szer
szenzitivitasat mutatja, a vad tipust, N2 nematddakhoz viszonyitva.
Altalaban megfigyeltiik, hogy a gun mutansok sokkal erzékenyebbek a
chloroquine vegyilettel szemben, ami toxikus a nematddakra. Ez a
megfigyelés azt jelzi, hogy a gun mutansok sokkal erzékenyebbek a
vegyuletekkel szemben, ami a jobb vegyiilet felvétel elvét bizonyitja. A
toxikus vegyuletekkel szembeni, megnévekedett érzékenységik miatt a
gun mutansok hasznos eszkozt jelentenek a teljes szervezetes in vivo

toxicitasi vizsgalatok elvégzéséhez.

A meghatalmazott
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy vegyulet potencidlis farmakolégiai aktivitasanak
szkrinelésére szolgalo eljaras azzal jellemezve, hogy megfigyeljik egy
nematodaban az emlitett vegyuletnek valo kitétel hatasara bekovetkezd
fenotipusos valtozast, ahol az emlitett nematéda folyamatos garat

pumpalast mutat.

2. Egy vegyllet potencidlis farmakolégiai aktivitisanak
szkrinelésére szolgalo eljaras azzal jellemezve, hogy egy nematodat az
emlitett szkrinelendé vegyilet hatasanak és egy olyan vegyuletnek
tesszilk ki, ami az emlitett nematdédaban indukalja vagy fokozza a garat
pumpalasat, és az emlitett nematodan a fokozott garat pumpalason kiviili

barmilyen fenotipusos vagy fizioldgiai valtozast medgfigyeljik.

3. Egy vegyllet potencialis farmakolégiai aktivitasanak
szkrinelésére szolgal6 eljaras azzal jellemezve, hogy megfigyeljik egy
nematédaban az emlitett vegytletnek vald kitétel hatasara bekévetkezd
fenotipusos valtozast, ahol az emlitett nematéda fokozott bél

permeabilitast vagy megvaltozott bél molekularis transzportot mutat.

4. Egy vegyllet potencidlis farmakoldgiai aktivitasanak
szkrinelésére szolgald eljaras azzal jellemezve, hogy egy nematodat az
emlitett szkrinelendé vegyiilet hatasanak, valamint egy masodik, a bel
permeabilitast vagy a bélen keresztuli felszivodast fokozo, vegyulet
hatasanak tesszik ki, és az emlitett nematodaban a fokozott bél
permeabilitastol eltérd barmilyen fenotipusos vagy fiziologiai valtozast

medgfigyellnk.
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5. Egy vegyulet potencialis toxicitdsanak tesztelésére szolgalo
eljaras azzal jellemezve, hogy megfigyeljik egy nematddaban az emlitett
vegyuletnek vald kitétel hatasara bekovetkez6 fenotipusos valtozast, ahol

az emlitett nematéda fokozott garat pumpalast mutat.

6. Egy vegyulet potencialis toxicitdsanak tesztelésére szolgalé
eljaras azzal jellemezve, hogy megfigyeljik egy nematddaban az emlitett
vegyuletnek valé kitétel hatasara bekévetkezd fenotipusos valtozast, ahol
az emlitett nematdda fokozott bél permeabilitast vagy megnovekedett bél

molekularis transzportot mutat.

7. Az 1 - 6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras azzal
jellemezve, hogy az emlitett nematdda fokozott cutikula permeabilitast is

mutat.

8. Egy vegyllet potencidlis farmakolégiai aktivitasanak
szkrinelésére szolgal6 eljaras azzal jellemezve, hogy egy nematédat az
emlitett szkrinelend6 vegyulet hatasanak, valamint egy masodik, kutikula
permeabilitast fokozd vegylilet hatasanak tesszik ki, és az emlitett
nematdodaban a fokozott kutikula permeabilitastél eltéré barmilyen

fenotipusos vagy fizioldgiai valtozast megfigyeliink.

9. Egy vegyilet potencidlis toxicitdsanak tesztelésére szolgald
eljaras azzal jellemezve, hogy megfigyeljik egy nematédaban az emlitett
vegyuletnek vald kitetel hatasara bekévetkezé fenotipusos valtozast, ahol

az emlitett nematdda fokozott kutikula permeabilitast mutat.

10. Az 1 - 9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras azzal
jellemezve, hogy az emlitett nematéda egy mutans, transzgenikus

nematodat jelent.
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11. Az 1 - 10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras azzal
jellemezve, hogy az emlitett nematéda egy mikroszkopikus nematodat

jelent.

12. A 15. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a

mikroszkopikus nematoda a C. elegans-ot jelenti.

13. Egy potencialis terapias hatasra tesztelend® vegyulet a garaton
és/vagy a bélen és/vagy a kutikulan keresztiili fokozott felvételét mutatod
mutans vagy transzgenikus nematdda azonositasara szolgald eljaras
azzal jellemezve, hogy az emlitett nematodat kitesszik egy olyan
vegyllet hatasanak, mely magaba foglal egy marker molekulat, mely
detektalhato jelet biztosit, ha a nematoda felveszi, és az emlitett jel
erosségét az emlitett marker molekulat tartalmazé emlitett vegyilletnek

kitett vad tipust nematodabdl szarmazo jel erésségével 6sszehasonlitjuk.

14. Egy folyamatos garat pumpalast mutatd mutans C. elegans
létrehozdsara  szolgdld  eljaras azzal jellemezve, hogy a
neurotranszmitterek, példaul az acetilkolin, a szerotonin, a glutamat, az
oktopamin, a dopamin, a GABA és az FMRF, egyikének vagy tobbjének
feldolgozasaval kapcsolatos reakcidutban szerepet jatszo proteint kodoléd

gént modositunk oly médon, hogy annak szintjeit megvaltoztassuk.

15. Fokozott bél permeabilitassal vagy fokozott bél molekularis
transzporttal jellemzett mutans C. elegans létrehozasara szolgalo eljaras
azzal jellemezve, hogy egy multi-szer rezisztencia proteint vagy egy multi-

szer rezisztencia rokon proteint kodold génben defektet hozunk létre.
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16. A potencialis farmakologiai aktivitasra tesztelend®d vegyulettek
hatasara fokozott kutikula permeabilitast mutatdé C. elegans létrehozasara
szolgalo eljaras azzal jellemezve, hogy az emlitett C. elegans-t a kutikula

permeabilitdst néveld anyagok hatasanak kitesszziik.

17. Fokozott vegyllet felvételt mutatdé C. elegans mutans
leétrehozasara szolgalé eljaras azzal jellemezve, hogy

a) egy olyan mutans nematdédat biztositunk, mely defekttel

rendelkezik egy anabolikus reakcidutban részt vevd enizmet

expresszal6 genben, ami jellemezhetd fenotipust eredményez,

b) az emlitett mutanst olyan tapkézegben szaporitjuk, ami olyan
koncentracioban tartalmazza a fenotipust megmenteni képes
emlitett vegyuletet, mely koncentracié nem elegendé ahhoz, hogy a

mutans fenotipust megmentse,

d) a Iényegében a vad-tipus fenotipusara visszaallitott mutansokat

kivalasztjuk.

18. Egy nematdda alkalmazasa azzal jellemezve, hogy a
nematodak folyamatos garat pumpalast mutatnak vegytuletek potencialis

farmakologiai aktivitasanak szkrinelési médszerében.

19. A 18. igénypont szerinti alkalmazas azzal jellemezve, hogy a

vegyuletek szkrinelési modszerét automatizalt médon végezzik.
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20. A 18. vagy a 19. igénypontok szerinti alkalmazas azzal
jellemezve, hogy vegylletek szkrinelési moédszerét egy sok-lUreges

formaban végezzik.

21. A 18 - 20. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas azzal
jellemezve, hogy a vegyuletek szkrinelési modszerét folyékony

tapkézegben végezzik.

22. A 18 - 21. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas azzal

jellemezve, hogy a nematoda C. elegans-t jelent.
23. A 18 - 21. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas azzal
jellemezve, hogy a nematdda vad-tipusu C. elegans-t, vagy egy mutans

vagy transzgenikus C. elegans-t jelent.

A meghatalmazott
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