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SAMMANFATTNING

Makrocykliska laktoner (ML) &r ett viktig anthelmintika som anvands mycket. Den utbredda
anvandningen har lett till att nematoder har utvecklat lakemedelsresistens. For att bekdmpa det
maste nya metoder tas fram for att hitta genetiska markdrer som pa ett tidigt stadie kan
identifiera resistenta nematoder. Darfor pagar mycket forskning om bakomliggande
mekanismer for resistens mot ML hos parasiter. Syftet med det har litteraturarbetet &r att ta reda
pa vilka mekanismer for resistens mot ML som nematoderna Caenorhabditis elegans, Cooperia
oncophora och Haemonchus contortus har utvecklat. Jag kommer dven att jamféra om det finns
ett samband for hur dessa tre nematoder utvecklar resistens. C. elegans som &r en frilevande
nematod och &r latt att odla i laboratoriemiljo, och anvénds déarfér som en modellorganism. C.
oncophora och H. contortus ar parasiter som infekterar notkreatur och far och de kan inte odlas
i laboratoriemiljo. Arbetet jamfor &ven olika mekanismer for resistens mot ivermektin (IVM)
och moxidektin (MOX) som é&r tva olika substanser inom ML-gruppen.

ML verkar genom att binda till glutamatreglerade kloridjonkanaler (GluCl) och leder till paralys
hos nematoden genom influx av kloridjoner. GIuCl &r en jonkanal som finns hos nematoder och
den bestar av fem olika subenheter som kodas av fem olika gener. Forskarna antar att GluCl ar
en mojlig mekanism for resistens eftersom det ar en verkningsmekanism for ML. Flera studier
pa detta har visat att det &r vissa gener som ar mer relevanta som mekanism for resistens &n
andra. De &r framfor allt genen avr-14 hos de tre nematoderna och daven generna avr-15 och glc-
1 hos C. elegans och glc-5 hos H. contortus.

ATP-binding cassette (ABC) transportdrer transporterar olika substrat éver membran. Det finns
manga olika gener som styr ABC transportorer. Det antas att ABC transportorer &r en mekanism
for resistens dad de pumpar ML Over membranet och darigenom  sanks
lakemedelskoncentrationen och nematoderna klarar av behandlingen. Det har visats att ML ar
ett utmarkt substrat for dessa ABC transportorer. Studier visar att det ar manga ABC
transportor-gener som har koppling till resistens genom att uppregleras vid behandling med
ML.

Né&r mekanismerna for resistens jamfors mellan nematoderna ses ett litet samband mellan C.
elegans och C. oncophora, vilka delar gemensamma mutationer bade pa GIuCl som leder till
att ML inte kan binda in och utdva sin effekt. C. elegans och C. oncophora visar &ven en
uppreglering avsamma ABC transportorer. H. contortus daremot delar inte samma mekanismer
nar det kommer till GIUCI. Det ar svart att jamféra vissa ABC transportérer da det inte finns
lika mycket forskning inom det omradet hos H. contortus.

Nar IVM och MOX jamfors ser man tydligt att det ar skillnad mellan dessa substanser med
avseende pd mekanismer for resistens. Dock &r studierna som det grundar sig pa gjorda pa C.
elegans och C. oncophora men inte H. contortus. Det skulle darfor vara intressant om det
gjordes fler studier pa det.

Min slutsats &r att mer forskning behovs pa nematoderna och de olika substanserna inom ML-
gruppen separat da det finns skillnader mellan dem. Samtidigt tycker jag att GIuCl och ABC



transportdrerna borde studeras gemensamt da jag tror att de bada ar viktiga mekanismer och att
de sékert samspelar vid resistens hos nematoder.



SUMMARY

Macrocyclic lactones (ML) are an important anthelmintic with high usage. The high usage has
led to nematodes developing drug resistance. To combat this new methods are needed to find
genetic markers that can identify resistant nematodes at an early stage. Because of this a lot of
research is done on the underlying mechanisms of resistance to ML in parasites. The purpose
of this review is to ascertain the mechanisms of resistance against ML that Caenorhabditis
elegans, Cooperia oncophora and Haemonchus contortus have developed. | also compare these
mechanisms to ascertain if there are any connections between how the three nematodes develop
resistance. C. elegans is a free living nematode that is easy to grow in a laboratory environment,
and is therefore used as a model organism. C. oncophora and H. contortus are parasites that
infect cattle and sheep and cannot be grown in a laboratory environment. This review also
compares ivermectin (IVM) and moxidectin (MOX) which are substrates in the ML-group.

The mode of action of ML is through glutamate-gated chloride channels (GIuCl) and leads to
paralysis in the nematode through influx of chloride ions. GIuCl is an ion channel found in
nematodes and it consists of five different subunits encoded by five different genes. The
scientists assume that GIuCl is a good candidate of resistance because that is the binding site of
ML. Studies have shown that there are some genes that are more relevant as a mechanism of
resistance than others. These are in particular the gene avr-14 in all three nematodes and also
the genes avr-15 and glc-1 in C. elegans and glc-5 in H. contortus.

ATP-binding cassette (ABC) transporters transport different substrates over membranes. There
exists many different genes that control ABC transporters. It is assumed that ABC transporters
are a mechanism of resistance because they pump ML across the membrane and thereby lower
the drug concentration in the parasite and the nematodes survive the treatment. It has been
shown that ML is an excellent substrate for these ABC-transporters. Studies show that many of
the ABC transporter genes have a connection to resistance by increased expression during
treatment with ML.

When the mechanisms of resistance are compared between the nematodes a small connection
can be seen between C. elegans and C. oncophora. They share mutations both on GIuCl and
increased expression of the same ABC transporters. H. contortus on the other hand does not
share the same mechanisms when it comes to GIuCl. It is hard to compare ABC transporters
because there is not as much research on some of the ABC transporters on H. contortus.

When IVM and MOX are compared there is a clear difference between mechanisms of
resistance for these two substances. However the studies this is based on are done on C. elegans
and C. oncophora but not H. contortus. It would therefore be interesting if more studies were
done on this.

My conclusion is that we should do research on nematodes and the different substances within
the ML group separately since there are differences between them. At the same time | think
GluCl and ABC transporters ought to be studied collectively because | think they are both
important mechanisms and they probably interact in the resistance of nematodes.



FORKORTNINGAR
ABC — ATP-binding cassette

C. elegans — Caenorhabditis elegans
C. oncophora — Cooperia oncophora
GluClI — Glutamatreglerad kloridjonkanal
H. contortus — Haemonchus contortus
haf — Half transporters

IVM — lvermektin

ML — Makrocykliska laktoner

MOX — Moxidektin

mrp — Multidrug resistance protein
NBD — Nukleotidbindande domaner
pgp — P-glykoprotein

TMD — Transmembrana doméaner



INLEDNING

Makrocykliska laktoner (ML) &r en viktig substansgrupp inom anthelmintika eftersom ML har
en hog effekt och brett spektrum (McCavera et al., 2007). Hog anvéandning av ML har lett till
utbredd resistens hos Haemonchus contortus hos far och Cooperia oncophora hos nétkreatur
(Rezansoff et al., 2016; EI-Abdellati et al., 2011). Parascaris equorum och cyathostominerna
hos hastar har ocksa pavisats ha resistens (Matthews, 2014). Det har dven borjat uppkomma
resistens hos parasiter hos manniskor (Glendinning et al., 2011).

Det ar viktigt att behandla ratt sa att resistensen inte blir varre. For att kunna behandla ratt maste
man veta om parasiterna &r resistenta eller inte. De metoder som finns idag for att upptacka
resistens ar inte tillrackligt snabba eller kansliga men det forskas pa nya molekylara metoder
for snabb detektion av resistenta gener. For att fa fram dessa metoder pagar det intensiv
forskning pa att forstd vilka gener som styr mekanismerna for resistens hos parasiten (El-
Abdellati et al., 2011; McCavera et al., 2007).

Syftet med det hér litteraturarbetet ar att ta reda pa vilka mekanismer parasiterna C. elegans, C.
oncophora och H. contortus har utvecklat for att éverleva en behandling med ML. For att se
om det finns ett samband hos resistensutvecklingen kommer mekanismerna hos dessa tre
nematoder att jamforas. Aven olika substanser inom substansgruppen ML kommer att jamféras
med avseende mekanismer for resistens. Orsaken till att endast C. elegans, C. oncophora och
H. contortus anvands i det har litteraturarbetet ar for att det har gjorts mest forskning pa dem.

MATERIAL OCH METODER

Databaserna Web of science, Pubmed, Scopus och Google scholar anvandes for att soka
litteratur. S6korden som anvéindes var: ("macrocyclic lactones” OR ivermectin OR moxidektin)
AND (nematode* OR helminth*) AND (resistance OR “anthelmintic resistance”) AND
(mechanism). Aven referenslistor i reviewartiklar som hittades via sokning anvandes for att fa
fram ytterligare litteratur.

LITTERATUROVERSIKT
Makrocykliska laktoner

Makrocykliska laktoner (ML) ar endektociner som anvands mot nematoder och artropoder
(Reinemeyer & Courtney, 2001). ML delas in i tva grupper, avermektiner och milbemyciner. |
gruppen avermektiner ingar till exempel ivermektin (IVM) och i gruppen milbemyciner ingar
till exempel moxidektin (MOX) (Ardelli et al., 2009).

Glutamat som ir den naturliga liganden har affinitet for B-subenheten pa glutamatreglerade
kloridjonkanaler (GIuCl). ML binder till a-subenheterna pa GIuCI. (Martin et al., 2003). Nar
ML binder till GIuCl blir det ett influx av kloridjoner som orsakar hyperpolarisation i
postsynaptiska nervceller, vilket gor att transmissionen av signaler stoppas. Det leder till
paralys hos nematoden. Vid tillrackligt hég koncentration binder ML &ven till GABA-
receptorer (Reinemeyer & Courtney, 2001).



Nematoder
Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ar en frilevande nematod, den &r alltsa inte en parasit. Den
finns i stora delar av varlden. C. elegans bor i marken och lever d&r av mikrober (Edgley, 2015).
Den har blivit en modellorganism da den ar latt att odla i laboratoriemiljo. Livscykeln &r
dessutom komplett efter tre och en halv dag. Det finns ocksa manga olika genetiska stammar
tillgangliga for forskare (Janssen et al., 2013).

Cooperia oncophora

Cooperia oncophora (C. oncophora) finns dver hela vérlden och ar en av de vanligaste
nematoderna hos nétkreatur i Sverige (SVA, 2017; Taylor et al., 2007). Varddjuren &r framfor
allt notkreatur men kan ocksa vara sma idisslare (Taylor et al., 2007). Symptomen vid infektion
med C. oncophora ar oftast sdmre tillvaxt men kan vid hogt smittryck aven vara diarré,
viktminskning och nedsatt allmantillstand (SVA, 2017).

Haemonchus contortus

Haemonchus contortus (H. contortus) finns i hela varlden och prevalensen Okar i Sverige och
ligger nu pa 25 %. Far ar det primara varddjuret men aven getter och notkreatur kan bli
infekterade (SVA, 2016; Taylor et al., 2007). Ofta ar infektion med H. contortus subklinisk
eller sa &r enda symptomet diarré. Anemi, 6édem i kaftgropen och plétsliga dodsfall ar
symptomen vid allvarligare sjukdom. Hogdraktiga tackor kan bli extra paverkade (SVA, 2016).

Glutamatreglerade kloridjonkanaler

Glutamatreglerade jonkanaler (GIuCl) finns endast hos nematoder, insekter och kraftdjur
(Martin et al., 2003) och aterfinns i muskelceller i pharynx och i nervsystemet (Wolstenholme
& Rogers, 2005). GluCl har en bred funktion da de styr rorelse, fodointag och formedlingen av
sensorisk stimulans (Wolstenholme, 2012).

GIuCl &r vél studerat hos C. elegans dar de fem generna avr-14, avr-15, glc-1, glc-2 och glc-3
kodar for fem subenheter i jonkanalen. De subenheterna ar GluCla3, GluClo2, GluClal,
GIuCIB och GluClo4 (Cook et al., 2006). Hur dessa fem subenheter bildar en jonkanal &r inte
helt klarlagt men det antas att fem subenheter bildar en kanal genom membranet da andra
ligandreglerade jonkanaler i samma familj, som kallas Cys-loop, gor sa (Se figur 1)
(Wolstenholme & Rogers, 2005). GluCl kan besta av bara a-subenheter eller bara -subenheter
och kallas da for en homomer eller en kombination av de bada subenheterna och kallas da for
en heteromer (Martin et al., 2003). Det finns homologer, vilket &r gener med samma ursprung
hos olika organismer, till ndgra av dessa GIuCI gener hos nematoderna men det finns ocksa
betydelsefulla skillnader. Till exempel har H. contortus inte homologer for avr-15 och glc-1
men har gener som C. elegans inte har, ndmligen glc-5 och glc-6. De flesta nematoder har dock
en homolog for genen avr-14 (Se tabell 1) (Glendinning et al., 2011; McCavera et al., 2007;
Cook et al., 2006).



Tabell 1. Vilka gener hos C. elegans, C. oncophora och H. contortus som kodar for respektive
subenheter

Gen
Subenhet C. elegans C. oncophora H. contortus
GluCIp Glc-2 Glc-2 Glc-2
GluClal Glc-1 - -
GluClo2 Avr-15 - -
GluCla3 Avr-14 Avr-14 Avr-14
GluClo4 Glc-3 - -
- - - Glc-5
- - - Glc-6

Figur 1. Exempel pa hur GIuCl kan se ut, tre av fem subenheter syns (8, a1 och a2).
ABC transportorer

ATP-binding cassette (ABC) transportorer ar proteiner som sitter i lipidmembran och
transporterar manga olika substrat. Det finns tva olika typer av ABC transportorer, de som
importerar substrat och de som exporterar substrat. Eukaryoter har endast de som exporterar
substrat. ABC transportorer bestar av tva nukleotidbindande doméaner (NBD) och tva
transmembrana doméner (TMD) (Se figur 2). ATP binder till NBD och férandrar utseendet pa
TMD. Det gor sa att substratet antingen kan binda eller inte kan binda till ABC transportoren
(Hollenstein et al., 2007).

C. elegans har manga gener som kodar for olika ABC transportorer. Det finns 15 p-glykoprotein
(pgp), 8 multidrug resistance protein (mrp) och 9 half transporters (haf) (Sheps et al., 2004).
Hos C. oncophora har man hittat vissa homologer till de gener som C. elegans har. Hittills har
det hittats sju homologer till pgp-gener (pgp-1, pgp-2, pgp-3, pap-9, pgp-11, pgp-12 och pgp-
16) (De Graef et al., 2013). De Graef et al. (2013) studerade ABC-gener hos C. oncophora och
fann 5 haf-gener (haf-2, haf-3, haf-4, haf-7 och haf-9) och 3 mrp-gener (mrp-1, mrp-4 och mrp-
7). Aven H. contortus har visats ha homologer till ABC-gener hos C. elegans. Det finns nio

homologer till pgp-gener. De &r pgp-1, pgp-2, pgp-3, pgp-4, pgp-9, pgp-10, pgp-11, pgp-12 och
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pgp-14 (Williamson & Wolstenholme, 2012). Dock har H. contortus endast en homolog till haf
och tva till mrp som har hittats (Se tabell 2) (Lespine et al., 2008).

Tabell 2. Vilka ABC transportdr-gener som &r identifierade hos C. elegans, C. oncophora och H.
contortus

Gen
ABC transportor C. elegans C. oncophora H. contortus
pgp 1-15 1,2,3,9 11,12, 16 1,2,3,4,9 10,11, 12,
14
mrp 1-8 1,4,7 2 st (ej namn)
haf 1-9 2,3,4,7,9 1 st (ej namn)

YT
I AL
SHES

Figur 2. Exempel pa hur ABC-transportérer kan se ut med NBD intracellulart.

Mekanismer for resistens
Strukturella forandringar och nedreglering av GluCl

Da GIuCl ar den receptor som ML verkar genom har forskarna antagit att strukturella
forandringar och nedreglering av dem skulle kunna vara en mekanism for resistens hos
nematoderna (Glendinning et al., 2011; Njue et al., 2004).

Dent et al. (2000) visar att det maste ske mutationer i de tre generna avr-14, avr-15 och glc-1
for att det ska bildas hog resistens mot ML men att det racker med tva av de tre for att det ska
bli Iag till mattlig resistens. Studien ar utférd pa C. elegans i laboratoriemiljo. Det visade sig
att C. elegans klarar av att 6verleva i laboratoriemiljo med dessa mutationer men klarar sig inte
i sin naturliga miljo (McCavera et al., 2007). Ytterligare en studie av Ardelli et al. (2009) styrkte
att mutationer i generna avr-14, avr-15 och glc-1 var av betydelse for resistens mot IVM, men
de visade ocksa att det var skillnad i resistensmekanismen mellan IVM och MOX. For resistens
mot MOX var mutation i genen glc-2 mer relevant. En annan studie har kommit fram till att det
racker med en mutation i glc-1 (deletion av fyra aminosyror) som leder till en funktionslos
subenhet for att fa resistens mot IVM (Ghosh et al., 2012).
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Njue et al. (2004) visar att avr-14 (GluCla3) dven har betydelse for resistens mot IVM och
MOX hos C. oncophora. En mutation gor att det sker ett byte av aminosyror fran leucin till
fenylalanin (L256F) vilket gor att bindningen mellan IVM/MOX och receptor blir sémre. Om
det &r en direkt eller indirekt paverkan ar oklart. Samma studie kom ocksa fram till att MOX
binder béattre d&n IVM till den resistenta receptorn. MOX binder lika bra till den resistenta
receptorn som IVM binder till den kansliga receptorn. En annan studie av EI-Abdellati et al.
(2011) hittade daremot inte denna mutation hos C. oncophora. De sag dock att C. oncophora
hade en selektionspress pa den genen da allel-diversiteten var forminskad hos resistenta
stammar. Det betyder att det finns tecken pa att L265F mutationen snart kan finnas dven hos
dessa stammar. Den studien fann istéllet en skillnad i genuttryck hos de olika subenheterna.
Subenheten som genen avr-14 kodar for var nedreglerad och subenheten som genen glc-2 kodar
for var uppreglerad. De observerade skillnaderna i genuttryck kan leda till férandringar som
paverkar kansligheten for IVM.

McCavera et al. (2009) studerade L256F mutationen i subenhet GluCla3 (avr-14) hos H.
contortus. Forfattarna kom fram till att IVM har dalig affinitet till GluCla3 med mutationen,
vilket kan vara en mojlig forklaring till resistens. De testade dven att byta ut leucin mot andra
aromatiska aminosyror och fick da samma resultat. De studerade dven mutationen T300S, dar
treonin byts ut till serin. Det bytet ledde till att det inte bildades en funktionell jonkanal.

En annan gen som paverkar strukturen pa GIuClI hos H. contortus ar glc-5 (Beech et al., 2010).
Studien undersokte dock inte hur forandringarna ser ut. Aven Williamson et al. (2011) visar att
glc-5 har en roll i resistens da de sdg att genen var nedreglerad hos resistenta H. contortus.
Studien visade dock inte ndgon skillnad strukturellt mellan resistenta och kénsliga stammar. De
visade dven att glc-3 skulle kunna vara viktig da aven den nedreglerades. Williamson et al.
(2011) kom dock fram till att det inte fanns en 6kning av uttryck av avr-14 hos resistenta H.
contortus.

Rezansoff et al. (2016) har gjort en studie med backcross experiment dér man studerade flodet
av gener mellan generationer. De kollade pa en mikrosatellit och sex gener som tidigare artiklar
har tagit fram som kandidater for resistens mot ML hos H. contortus. De fann att generna avr-
14 och glc-5 hos H. contortus inte var signifikanta vid resistens mot ML. Studien kom fram till
att genmarkdoren mikrosatelliten Hcms8a20 var kopplat till resistens hos H. contortus
(Rezansoff et al., 2016). Hcms8a20 kan studeras noggrannare for att hitta specifika mutationer
som kan vara kopplade till resistens (Redman et al., 2012).

P-glykoprotein och andra ABC transportorer

Flera studier visar att pgp har stor paverkan pa kanslighet for ML. Pgp ar nematodens sétt att
gora sig av med toxiska substanser. DA det ar visat att ML binder till pgp formodar forskarna
att detta skulle vara en mekanism for resistens hos nematoder (Raza et al., 2015; AlGusbi et al.,
2014; Janssen et al., 2013).

James and Davey (2009) studerade bara pgp-1 och pgp-2 och mrp-1, mrp-2, mrp-5 och mrp-6
i sin studie. De visade att hos resistenta C. elegans utrycktes hogre del pgp-1, mrp-1 och mrp-
6. Yan et al. (2012) styrker de fynden och visar dessutom pa att det utrycks hogre del pgp-4,
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pgp-12, pgp-14, mrp-4, mrp-5, mrp-7, haf-1, haf-2 och haf-3. De drar dock slutsatsen att mrp-
1 och haf-2 skulle ha mest paverkan. En annan studie studerade alla 15 pgp-gener hos C. elegans
(Ardelli & Prichard, 2013). Den studien visade att inaktivering av pgp-2, pgp-5, pgp-6, pgp-12
och pgp-13 ledde till 6kad kénslighet for IVM. Janssen et al. (2013) visade i sin studie att C.
elegans med icke fungerande pgp-1, pgp-3, pgp-8, pgp-9, pgp-11, pgp-12, pgp-14 och pgp-15
blev kansligare mot IVM men speciellt de med icke funktionellt pgp-11 och pgp-14. Till
skillnad fran de andra studierna anvander den har studien flytande agar istallet for fast.
Forfattarna argumenterar att det skulle vara battre da IVM é&r utblandat ordentligt. De anvande
aven fler maskar for experimentet vilket de tycker ger en battre relevans (Janssen et al., 2013).

En studie har jamfort uttryck av pgp-gener hos C. elegans mellan IVM-behandling och MOX-
behandling. Efter behandling med IVM i tva och en halv timmar ckade uttrycket av pgp-4, pgp-
7, pgp-11, pgp-14 och pgp-15 och efter behandling av MOX under samma tid 6kade uttrycket
av pgp-1, pgp-5, pgp-6, pgp-12, pgp-14 och pgp-15. Over hela experimentets gang uttrycktes
pap-4, pgp-7, pgp-11, pgp-13 hogre endast vid behandling av IVM och pgp-6 uttrycktes hogre
endast vid behandling av MOX (Bygarski et al., 2014).

Studier pa C. oncophora av De Graef et al. (2013) visade att pgp-11 uppreglades hos vuxna
maskar vid behandling av bade IVM och MOX, medan pgp-12 uppreglerades vid behandling
av MOX men inte IVM. De visade ocksa att mrp-1 och pgp-11 var uppreglerade hos L3 som
var resistenta. Ytterligare en studie styrker att mrp-1 var uppreglerat hos resistenta individer
och pavisade att d&ven pgp-16 var relevant (Tyden et al., 2014). Det finns dven studier som har
undersokt pgp-2, pgp-3 och pgp-9. Dessa tre &r troligtvis inte relevanta for resistensbildning
(Areskog et al., 2013; Demeler et al., 2013).

Hos H. contortus har pgp ocksa en roll. Williamson et al. (2011) sag att det utrycktes hogre
andel pgp-2 och pgp-9 hos resistenta stammar, vilket stimmer Overens med tidigare
publikationer (Blackhall et al., 1998; Xu et al., 1998). De sag dock att pgp-1 utrycktes mindre
hos resistenta stammar. Aven Rezansoff et al. (2016) studerade pgp-2 och pgp-9 hos H.
contortus. De kom fram till att pgp-2 kunde ha en inverkan hos en av stammarna som anvéandes
i studien. De sag dock inte att pgp-9 skulle ha nagon relevans for resistens.

Andra mekanismer med betydelse

Hos C. elegans &r unc-7 och unc-9 gener som kodar for innexiner. Innexiner &r subenheter som
bygger upp gap junctions. Dessa gap junctions finns i interneuron mellan pharyngeala och
extrapharyngeala neuron. Forfattarna tror att dessa gap junctions gor att hyperpolarisationen
fran IVM kan ta sig till celler som inte har GIuCl och gor att effekten av IVM blir bredare.
Mutationen i dessa gener skulle gdra att hyperpolarisationen inte sprids lika mycket och att det
da skulle bli en samre effekt av IVM (Dent et al., 2000).

Osm-1 &r en Dye filling defective (Dyf)-gen som visats ha effekt pa resistensbildning hos C.
elegans. Dyf-gener med mutationer gor att fluorescerande férg inte kan tas upp via amphid
sensory neurons, darfor tror forfattarna att permeabiliteten for IVM minskar hos masken (Dent
etal., 2000). Unc-7, unc-9 och osm-1 ger i samverkan med avr-14 och avr-15 en hogre resistens.
Urdaneta-Marquez et al. (2014) visade i sin studie att dyf-7 hos H. contortus och C. elegans &r
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en del av resistensbilden mot ML. Dock hittade Rezansoff et al. (2016) ingen koppling mellan
Hco-dyf-7, som &r dyf-7 genen hos H. contortus, och resistens.

DISKUSSION
Glutamatreglerade jonkanaler

Ett syfte med den har litteraturstudien var att jamfora olika mekanismer for GIuCl hos de tre
nematoderna. Det &r tydligt att genen avr-14, som kodar for en subenhet i GIuCl, &r involverad
i resistens hos C. elegans och C. oncophora (Njue et al., 2004; Dent et al., 2000). Det finns
aven en studie som visar att avr-14 ar en del av resistensen hos H. contortus (McCavera et al.,
2009). En forklaring till resistens &r en mutation i avr-14 som leder till att leucin byts ut mot
fenylalanin (L256F) och darmed forhindrar att ML kan binda till receptorn och utdva sin effekt.
Det verkar vara samma mutation, L256F, som ligger bakom det hos C. oncophora och H.
contortus (McCavera et al., 2009; Njue et al., 2004). Detta ar ganska forvantat da avr-14 ar en
gen som utvecklades tidigt i evolutionen och alla tre nematoderna har den genen (McCavera et
al., 2007).

For C. elegans och C. oncophora &r det flera studier som visar att genen avr-14 &r viktig for
resistens (El-Abdellati et al., 2011; Ardelli et al., 2009; Njue et al., 2004; Dent et al., 2000).
Men hos H. contortus &r forskarna inte lika 6verens. Det finns en studie som styrker att genen
avr-14 ar orsaken till resistens (McCavera et al., 2009) och tva studier som visar att avr-14 inte
ar orsaken till resistens (Rezansoff et al., 2016; Williamson et al., 2011). Dock spekulerar
Rezansoff et al. (2016) att det &r olika stammar och att det kan vara sa att det ar skillnader aven
mellan olika stammar i samma art. Forfattarna tror dock att genen avr-14 inte har med resistens
att gora (Rezansoff et al., 2016). Det kan tyda pa att genen avr-14 inte spelar en lika stor roll
for resistens hos H. contortus som hos de andra tva nematoderna.

ABC transportorer

Det finns manga gener som kodar for ABC transportorer och de flesta uppregleras vid resistens.
C. elegans och C. oncophora har ndgra gemensamma ABC transportorer som kan forklara
resistens mot ML. Bade C. elegans och C. oncophora har visat ett uppreglerat genuttryck for
ABC transportdrerna mrp-1, pgp-11 och pgp-12 hos resistenta stammar (Bygarski et al., 2014;
Tyden et al., 2014; Ardelli & Prichard, 2013; De Graef et al., 2013; Janssen et al., 2013; Yan
et al., 2012; James & Davey, 2009). | studier pa C. elegans ¢kar antingen uttrycket av pgp-1
(Bygarski et al., 2014; Yan et al., 2012; James & Davey, 2009) eller sa ar stammar med
inaktiverad pgp-1 kansligare for ML (Janssen et al., 2013). Hos resistenta C. oncophora ar pgp-
1 inte uppreglerad (De Graef et al., 2013).

| studier pa H. contortus ser man istallet minskat utryck av pgp-1 i resistenta stammar. De ABC
transportdrer som uttrycks hos resistenta H. contortus ar pgp-2 och pgp-9 (Williamson et al.,
2011). Hos C. oncophora &r pgp-9 inte kopplad till resistens (Areskog et al., 2013) och De
Graef et al. (2013) sag ingen okning av uttryck av pgp-2 hos resistenta C. oncophora. Hos C.
elegans &ar pgp-2 och pgp-9 endast uppreglerade i en studie vardera (Ardelli & Prichard, 2013;
Janssen et al., 2013). | kontrast har andra ABC transporttr-gener visats vara uppreglerade i flera
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studier pa C. elegans (Bygarski et al., 2014; Ardelli & Prichard, 2013; Janssen et al., 2013;
James & Davey, 2009).

Hos H. contortus har forskarna hittat tva homologer till mrp (Lespine et al., 2008). Dock finns
det inga studier som har visat om dessa tva mrp &r involverade i resistens. Det skulle kunna
vara mojligt att dven mrp, speciellt da mrp-1, hos H. contortus ocksa spelar roll vid resistens
mot ML. Det skulle darfor vara intressant om det bade hittades fler homologer och om det skulle
komma mer studier pa mrp hos H. contortus.

Jamforelse mellan IVM och MOX

Det finns tydliga skillnader mellan IVM- och MOX-resistens. Ardelli et al. (2009) visar att avr-
14, avr-15 och glc-1 ar viktiga mekanismer vid IVM-resistens men att glc-2 &r viktig vid MOX-
resistens. Det dr intressant da glc-2 ar den gen som kodar for GluCIpB, som ar den subenhet som
den naturliga liganden glutamat har affinitet for (Cook et al., 2006; Martin et al., 2003). Detta
stiller fragan vilken affinitet MOX har for GluCIp respektive GluCla. Idag tror man ndmligen
att ML verkar genom GluClo (Martin et al., 2003).

Njue et al. (2004) studerade endast genen avr-14, och sag att MOX hade hogre affinitet till
GIluCl hos resistenta C. oncophora jamfort med IVM. Dock var det svarare for MOX att binda
till GIuClI hos resistenta maskar an GIuClI hos kansliga maskar. Det borde tyda pa att MOX-
resistens styrs av andra mekanismer &n IVM. Om det var samma mekanismer skulle det vara
lika stor resistens hos MOX som hos IVM. Det skulle kunna forklaras av att MOX och IVM
binder till olika stéllen pa GIuCl. Det behévs mer forskning om hur IVM och MOX binder till
GIluCl, eftersom det ar en viktig komponent for att forstd bade verkningsmekanism och
mekanismer for resistens.

Aven olika pgp-gener utrycks mer vid IVM- och MOX-resistens (Bygarski et al., 2014).
Forfattarna visade att det fanns likheter och skillnader mellan mekanismer mot IVM och MOX
hos C. elegans. Bade pgp-14 och pgp-15 utrycktes mer vid behandling av bade IVM och MOX,
medan pgp-4, pgp-7, pgp-11 och pgp-13 generna utrycktes mer vid IVM-behandling men inte
vid MOX-behandling. Generna som kodar for pgp-6 utrycktes mer vid MOX-behandling men
inte vid IVM-behandling (Bygarski et al., 2014). De Graef et al. (2013) studerade skillnad pa
IVM och MOX pa C. oncophora. De kom fram till att pgp-11 uppreglerades vid behandling av
bada substanserna, medan pgp-12 endast uppreglerades vid behandling av MOX. Bada dessa
studier har endast studerat pgp-gener. Det skulle vara intressant att se skillnader mellan IVM
och MOX pa andra ABC-transportérer. Dessa studier omfattar endast C. elegans och C.
oncophora och det skulle darfor vara bra om det gjordes studier pa skillnaden mellan IVM och
MOX pa fler nematoder.

Jag tycker det ar viktigt att man fortsatter att forska pa bade IVM och MOX i framtiden d& man
kan se att det &r olika mekanismer som styr IVM- och MOX-resistens. Om man bara forskar pa
IVM, vilket verkar vara det som gors da manga av artiklarna i det har arbetet ar gjorda pa IVM,
far man inte med de mekanismer som styr MOX-resistens och darmed far man inte hela bilden
av ML-resistens. Det kan dven vara bra att studera andra substanser i substansgruppen ML da
aven de kan ha olika mekanismer som styr resistens.
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Ytterligare diskussionspunkter

C. elegans ar en modellorganism som man anvénder mycket i forskningen om mekanismer for
resistens (Janssen et al., 2013). Fragan ar hur bra den & som modellorganism da jag har sett i
mina jamforelser att det inte finns sa mycket gemensamt nar det kommer till mekanismer for
resistens mellan de tre nematoderna. Det betyder att studier borde goras pa varje nematod for
sig da det ar svart att dra slutsatser om andra nematoder nar de inte ar sa jamforbara som man
kanske tanker sig.

Ytterligare en punkt som har med vilka nematoder som anvdnds &r hur de parasitira
nematodstammarna halls vid liv. For att foroka sig maste de ga genom levande djur, till exempel
C. oncophora genom kalvar (De Graef et al., 2013). Det blir inte lika kontrollerat som in vitro
studier pa C. elegans. Det kan vara ett argument for att anvanda C. elegans nar man studerar
mekanismer for resistens.

| de publikationer som har anvants i det hér litteraturarbetet ha endast polymorfism i en gen,
alltsa olika former av genen i populationen, studerats. Det skulle kunna vara s att resistens mot
ML &r polygenetiskt, alltsa att det ar flera gener som samverkar (McCavera et al., 2007).
Forskarna delar aven upp mekanismerna i GIuCIl och ABC transportorer. Aven i de studier som
studerar bade GIuCl och ABC transportorer diskuterar forfattarna inte om det skulle kunna vara
ett samspel av dessa mekanismer som leder till resistens. Jag tror att bada dessa mekanismer ar
viktiga och att det kan vara ett samspel mellan dem.

Slutsats

Néar man jamfor C. elegans och C. oncophora verkar det finnas ett litet samband mellan
mekanismer for resistens. Speciellt nar GIuCl jamfors, dar avr-14 har visats vara en del av
resistensen hos bada nematoderna. Aven nar ABC transportorer jamfors ser man samband
mellan C. elegans och C. oncophora, da generna mrp-1, pgp-11 och pgp-12 utrycks hogre hos
bada. H. contortus verkar ha en annan molekylar forklaring till resistens. Dock saknas det
mycket grundforskning, till exempel vilka gener som finns hos de olika nematoderna och
verkningsmekanismen for ML. Detta gor att det fanns vissa svarigheter nar jag gjorde min
jamforelse. Det behdvs mer forskning pa fler ABC-transportdrer an pgp for att ge en bredare
bild av hur resistens uppstar. Det ar tydligt att det finns skillnader mellan IVM och MOX. Detta
maste tas i atanke nar man fortsatter att forska pa resistens mot ML i stort och det maste forskas
mer specifikt pa det omradet. Jag tror att bade GIuCl och ABC transportorer ar viktiga
mekanismer for resistens hos nematoder.
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