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SAMMANFATTNING

Manga parasiter, framforallt arter som lever sondoparasiter i syrefattiga miljéer som
varddjurets tarm, har anaerob respiration undesaviler flera av sina utvecklingsstadier.
Den anaeroba respirationen hos parasiten skilgep&imanga satt ifran varddjurets aeroba
respiration och dessa skillnader utgor potentielé vid anthelmintikabehandling.

Enzymet fumaratreduktas ar ett exempel pa ett $adah Fumaratreduktas finns inte hos
varddjuret men hos manga parasiter fyller dettaymnen nyckelfunktion dels i den anaeroba
elektrontransportkedjan och dels da glukos katebds i den anaeroba
kolhydratmetabolismen via fosfoenolpyruvatkarboxys-succinat-vagen. Hos
benzimidazolerna, som ar en flitigt anvand gruppaathelmintika (avmaskningsmedel) hos
manga djurslag, ar den huvudsakliga verkningsmekaem att det sker en inhibering av
mikrotubulipolymeriseringen, men flera studier tydéven pa att fumaratreduktas utgor
ytterligare en potentiell verkningsplats.

Samtliga studier som redovisas i detta arbete yd&aatt benzimidazoler har en inhiberande
effekt pa fumaratreduktasaktiviteten hos de undeéasparasiterna. Den hammande effekten
som uppmattes varierade emellertid kraftigt mellalika benzimidazolpreparat. Aven
effekten for samma preparat varierade i vissai falika studier. Att resultaten varierar for de
olika benzimidazolpreparaten ar vantat da det tafitsror sig om olika preparat med olika
potens. Att resultatet ocksa varierar for sammaama i olika studier kan eventuellt bero pa
skillnader i hur forsoken genomfordes, men ocksgeuietiska skillnader mellan de parasiter
som anvéandes i de olika studierna. Aven om den dgtpneffekten skilier sig en del mellan
studierna pekar trots allt resultaten fran samttigadier som redovisas i detta arbete anda i
samma riktning, namligen att benzimidazoler uppvisainhibitorisk effekt pa aktiviteten hos
fumaratreduktas. Huruvida det ror sig om en dirdkdimmande effekt pa sjalva
fumaratreduktaset eller om den inhiberande effekippstar sekundart som en foljid av
inhiberingen av mikrotubulipolymeriseringen ar damkart. Oklart &r ocksd om den effekt
som uppmattsn vitro ocksd uppstar hos parasiten vivo. For att svara pa dessa fragor
behdvs mer forskning.



SUMMARY

Many parasites, especially species living as endgjtas in low oxygen environments such
as the host animal’s intestine, have an anaereBjination during one or more stages of their
life cycle. The anaerobic respiration of the paeagiiffers in many ways from the host's

aerobic respiration and these differences reprgs®antial targets for anthelmintic attack.

The enzyme fumarate reductase is an example of autdrget. The host doesn’t have
fumarate reductase but in many parasites this eeahan a key function both in the anaerobic
electron transport chain and in the phosphoenoy@acarboxykinase-succinate-pathway in
anaerobic glucose catabolism. The main mechanisastain of the benzimidazoles, which is

a widely used group of anthelmintics, is by inhdmt of the microtubule polymerization, but

several studies also indicate that fumarate redadtaan additional site of action.

In all of the studies presented in this work, teazmidazoles showed an inhibitory effect on
the activity of fumarate reductase in the parasigamined. However, the measured
inhibitory effect varied considerably between diffiet benzimidazole drugs. In some cases
the effect also varied for the same drug in diffieitudies. That the result varies between the
different benzimidazole drugs was expected siney tafter all are different drugs with
different potency. That the result also varies tloe same drug in different studies could
possibly be due both to differences in how the @rpents were carried out and to genetic
differences between the parasites that were useeh Ehough the measured effect differs
somewhat between the studies, it is nonethelessetithat the results from the studies
presented in this work all point in the same dimttnamely that the benzimidazoles really
would seem to have an inhibitory effect on the\aistiof fumarate reductase. It is, however,
unclear whether the measured inhibitory effectlonfumarate reductase activity is due to a
direct inhibition of the enzyme itself or whethéris a secondary effect that arises as a
consequence of the inhibition of the polymerizatddmicrotubule. It is also unclear whether
or not the effect that has been measureditro also happens in the parasitevivo. To
answer these questions, more research is needed.



INLEDNING

Ar 1961 lanserades tiabendazol som den forsta iésazolen. Man hade da inte klart for sig
hur detta bredspektrumanthelmintikum verkade utan wmsste helt enkelt baratt det hade
effekt. | tiabendazols fotspar foljde sedan und€- @&ch 70-talet en hel rad nya
benzimidazolpreparat. Det var da fortfarande ame kant hur benzimidazolerna verkade
utan dessa preparat togs fram genom s.k. "trialeanal”; man genomférde helt enkelt Bn
vivo parasitologisk screening av tusentals olika mdialykombinationer och tittade pa vilka
kombinationer som hade effekt och vilka som intéehdet (Lacey, 1988).

Under arens lopp har flera olika verkningsplatseln werkningsmekanismer foreslagits for
benzimidazolerna. Ett spar som manga forskare rvae pa framforallt i slutet av 70- och
borjan av 80-talet var att atminstone vissa av ineidazolerna verkade genom att stora
energimetabolismen hos parasiten via inhiberingvesga reaktionssteg som saknas hos
varddjurets energimetabolism. Framforallt lades keydokus pa enzymet fumaratreduktas,
ett enzym som ar viktigt i den anaeroba respiratiomos manga olika parasiter.

Idag verkar forskarvarlden dock vara ense om atizio@dazolerna huvudsakligen verkar
genom att binda tilp-tubulin och darmed inhibera polymeriseringen akrotubuli. Dock
finns det studier som tyder pa att benzimidazalésyer inhiberingen av mikrotubuli, ocksa
har en hammande effekt pa enzymet fumaratredukbedta arbete ar fokuserat pa
fumaratreduktas och den huvudsakligen &ldre forgkesom har gjorts pa detta enzym som en
potentiellytterligare verkningsplats for benzimidazolerna.

En stor del av fokusen i detta arbete ligger og&att ge en bild av vad fumaratreduktas ar
och hur det passar in i den anaeroba respiratidi@natt arbetet inte ska bli alltfér spretigt
har forfattaren valt att begransa sig till bararieter.

MATERIAL OCH METODER

De databaser som anvandes for att soka vetenskagtitklar var framst PubMed och
ScienceDirect. For att hitta artiklar med studied @mm benzimidazoler paverkar
fumaratreduktas kombinerades soktermer som “bedaoies”, “thiabendazole”,
"cambendazole”, "albendazole” o.s.v. med sokterrsem t.ex. "fumarate reductase”,
"carbohydrate metabolism”, “energy metabolism”, &darobic respiration”, “enzyme
activity”, "electron transport chain”, "complex [I""site of action” och "mechanism of
action”. En del av dessa soktermer anvandes ocksiitfsoka efter fakta om fumaratreduktas
och anaerob respiration. Aven en del bocker i @#tigi och parasitologi har anvants for att
fa en bild av amnet.



LITTERATUROVERSIKT

Manga parasitarter, framforallt de som lever i faftega miljoer som t.ex. varddjurets tarm,
uppvisar anaerob (syrefattig) respiration undesavistadier av sin utveckling. Den anaeroba
respirationen skiljer sig pa manga satt ifran vindds aeroba respiration och det gar darmed
att hos dessa parasiter hitta en del reaktionswddaenzymer som inte finns hos varddjuret.
Dessa utgor potentiella mal vid anthelmintikabeliagd(Saz, 1981). Vissa benzimidazoler
har i studier (Malkin & Camacho, 1972; Prichard7/39Romanowski et al., 1975; Rahman &
Bryant, 1977; Barrowman et al., 1984; Criado-Famet al., 1990; Armson et al., 1995) visat
sig inhibera enzymet fumaratreduktas som ingar sayokelenzym i den anaeroba
respirationen hos manga parasiter.

Fumaratreduktas och den anaeroba respirationen

Fumaratreduktas ar ett enzym som katalyserar remhéat av fumarat till succinat i
fosfoenolpyruvatkarboxykinas-succinat-vagen (seurfid, 2 och 3), forkortat PEPCK-
succinat-vdgen, som ar den vag som glukos kata&batis i den anaeroba
kolhydratmetabolismen hos manga olika parasitez,(8281; Kita et al., 2002).

Fumaratreduktas ar inte bara ett viktigt enzym PEE-succinat-vagen utan fyller ocksa en
funktion i den anaeroba (syrefattiga) elektrontpamtkedjan. Fumaratreduktas utgor
namligen en del av quinol:fumarate reductase (QFSYM ar den anaeroba

elektrontransportkedjans version av elektrontrarikpmplex Il. QFR &r narbesléaktad med

succinate:ubiquinone reductase (SQR) som ar debaelektrontransportkedjans version av
komplex Il (Kita et al., 2002). Den aeroba elektransportkedjan beskrivs i figur 4 och den
anaeroba elektrontransportkedjan beskrivs i figuigur 6 fortydligar hur aktiviteten hos den

anaeroba elektrontransportkedjans version av komipleQFR, skiljer sig fran den aeroba

elektrontransportkedjans version av komplex I, SQR

Den anaeroba elektrontransportkedjan och PEPCKirmtecdgen hanger ihop med varandra
vid steget dar fumarat reduceras till succinat siigitsom NADH oxideras till NAD.
Fumaratreduktas, som en del av komplex Il i elektamsportkedjan, katalyserar detta steg
(figur 7). Utan ett fungerande fumaratreduktas awsar foljaktligen bade
elektrontransportkedjan och PEPCK-succinat-vageta @ al., 2002).
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Figur 1. Oversiktshild éver likheter och skillnadeellan varddjurets aeroba metabolism och

parasitens anaeroba. | parasiten kataboliseras gukia PEPCK-succinat-vagen och den anaeroba

elektrontransportkedjan. Varddjuret kataboliserstdllet glukos via glykolysen och den aeroba
elektrontransportkedjan. Den forsta halvan av PEP€LKcinat-vagen, fran glukos ned till

fosfoenolpyruvat, ar gemensam med varddjurets blgk&az, 1981; Kita et al., 2002; Alberts et al.,

2009). For mer detaljer pA PEPCK-succinat-vagefigar 2 och 3.




Den forsta halvan av PEPCK-succinat-
vagen kataboliserar glukos via

glykolysen; det &r exakt samma
reaktionsvag fran glukos ned till

fosfoenolpyruvat i PEPCK-succinat-
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varddjuret. Fosfoenolpyruvat, som ar
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alltsa skiliepunkten dar parasitens oc
varddjurets kolhydratmetabolism skilj
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| varddjuret omvandlas
fosfoenolpyruvat till pyruvat med
hjalp av enzymet pyruvatkinas.

=

[72)

ZMO<rOR<T Q@

P e e f o f s | |

Pyruvatet gar in i mitokondrien
dar det omvandlas till
acetyl CoA som sedan i sin tuf
gar vidare in i citronsyracykeln|.
Citronsyracykeln genererar
NADH och FADH, som Pyruvatkinas
fungerar som bréansle i

elektrontransportkedjan.

| parasitens cytoplasma
saknas enzymet
Fosfoenolpyruvatkarboxykinas pyI’UV&tki nas OCh
fosfoenolpyruvatet kan
darmed inte omvandlas
till pyruvat. Det
omvandlas istéallet till
P it oxaloacetat via en
karboxyleringsreaktion
\ L \AD* katalyserad av enzymet
Pyruvat Malatdehydrogenas fOSfO eno Ipyr uvat-
karboxykinas

Fosfoenolpyruvat

co,

Malat

Oxaloacetatet reduceras till malat mgd \

hjalp av enzymet malatdehydrogenas. | Malatet g&r in i

reaktionen férbrukas NADH som har mitokondrien och resten au
genererats vid ett av reaktionsstegen| i PEPCK-succinat-vagen
glykolysen. Det aterbildade NATkan sker sedan inne i
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anvandas dar igen.

Figur 2. Forsta halvan av PEPCK-succinat-vagen. Siganreaktioner som visas i figuren ager rum iagtasman (Saz, 1981; Kita et al., 2002; Alberts et
al., 2009)
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Figur 3. Andra halvan av PEPCK-succinat-vagen. Sigateaktioner som visas i figuren ager rum inuitokondrien (Saz, 1981, Kita et al., 2002).
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Figur 4. Den aeroba elektrontransportkedjan (Allsegt al., 2009)

| samband med elektronéverféringen vid komplexlloth 1V
pumpas protoner, Hut ur mitokondrien och pa sa vis byggs det
upp en protongradient éver mitokondriemembranet.

Denna protongradient kan sedan driva ATP-syntegbdet
membranbundna komplexet ATP synthase




Anaerob Vid komplex Il dverfors elektronerna till

_ Fumar atreduktas ingar den slutgiltiga elektronmottagaren som
elektrontransportkedja som en del av komplex Il ar fumarat. Fumaratet bildas fr&n malat
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Figur 5. Den anaeroba elektrontransportkedjan pumpas protoner, Hut ur mitokondrien och pa sa vis elektrontransportkedjan ar
) byggs det upp en protongradient Over mitokondrie- > mindre energigivande an den

(Kita et al., 2002 membranet. Denna protongradient kan sedan driva ATH aeroba da Hbara pumpas ut vid

syntesen vid det membranbundna komplexet ATP sga ett komplex istallet for vid tr
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Aerob elektrontransportkedja

Fumarat Succinat

Komplex Ii Komplex Il Komplex "0
SQR e ua Cyt.c v
Y

[Komplex | a”

NADH naDt

Anaerob elektrontransportkedja

NADH  NAD*

Fumarat

/ Succinat

Komplex Il
Komplex | ) ( QFR

Figur 6. | den aeroba elektrontransportkedjan kgsarar komplex Il elektrondverforingen fran
succinat till ubikinon (UQ) varpa succinat oxiderdsfumarat och den frigjorda elektronen fortsgtt
vidare i elektrontransportkedjan via komplex 11hoky/ bort till den slutgiltiga elektronmottagaren
som ar syre. | den anaeroba elektrontransportkeft@alyserar komplex Il det omvanda
elektronflodet, dvs. fran rhodokinon (RQ) till furag fumarat fungerar som slutgiltig
elektronmottagare och reduceras till succinat. Ainiegen till att komplex Il kan katalysera
elektronflodet i tvd motsatta riktningar beroendegm det sitter i den aeroba eller i den anaeroba
elektrontransportkedjan ar att det finns tva olfeamer av detta komplex: SQR som finns i den
aeroba elektrontransportkedjan och QFR som fingen anaeroba elektrontransportkedjan.
Fumaratreduktas ingar som en del av QFR (Kita gt2002).
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Figur 7. Den anaeroba elektrontransportkedjan och PEPCK-matevagen hanger ihop med varandra vid stegetfdérarat reduceras till succinat
samtidigt som NADH oxideras till NADFumaratreduktas, som en del av komplex Il i ebektansportkedjan, katalyserar detta steg (Kitakt 2002).
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Studier pa hur benzimidazoler paverkar fumaratreduk  tas

Detta arbete kommer att ta upp sju olika studieredéeller flera benzimidazolers paverkan pa
aktiviteten av fumaratreduktas har undersokts:

» Tre av studierna — Malkin och Camacho (1972), Rnigi{1973) samt Romanowski et
al. (1975) — har undersokt effekten av tiabend&ZBlZ) och cambendazol (CBZ) pa
fumaratreduktas i benzimidazol(BZ)-resistenta oehzimidazol(BZ)-kansliga isolat
av adultaHaemonchus contortu®richard undersokte ocksa effekten av mebendazol
(MB2).

> Rahman och Bryant (1977) studerade effekten av GBZMBZ pa fumaratreduktas
och andra delar av energimetabolismen hos bandmasieiezia expansa

» Barrowman et al. (1984) undersokte hur fumaratreshdktiviteten hos adul#@scaris
suumpaverkas av benzimidazolerna albendazol (ABZeradlazolsulfoxid (ABZSO),
MBZ, fenbendazol (FBZ), oxfendazol (OFZ) och TBZndaprobenzimidazolen
febantel. Aven en del av de anthelmintiskt inaktiveetaboliterna till dessa
benzimidazoler samt amnet colchicine testades

» Criado-Fornelio et al. (1990) undersokte vilka lEokska effekter luxabendazol
(LBZ) har i muskelstadiumlarver avrichinella spiralis Bland annat understktes
effekten pa fumaratreduktas.

» Armson et al. (1995) genomférde en studie av hikacdlektrontransportinhibitorer
och TBZ paverkar fumaratreduktas i L3-larver$tvongyloides ratti.

Undersodkningsmetoder som har anvants i studierna

Fumaratreduktas katalyserar, som tidigare nammtdyuktionen av fumarat till succinat;
samtidigt oxideras ocks& NADH till NAD For att méata aktiviteten av fumaratreduktas kan
man antingen mata mangden succinat som producellas & kan man mata
oxidationshastigheten av NADH (nmol NADH som ox@eper min per mg protein).

| de studier som tas upp i det har arbetet haraftanna i de flesta fall valt att mata
oxidationshastigheten av NADH. | samtliga fall i@ en spektrofotometrisk analys anvants.
NADH har ett absorptionsmaximum vid 340 nm medanDNAaknar absorbans vid denna
vaglangd; detta betyder att oxidationen av NADH kéiljas med hjalp av en
spektrofotometer eftersom absorbansen vid 340 nmskar i takt med att NADH omvandlas
till NAD *. Grundreaktionsmixen som man i allmanhet har tigdin i dessa forsok har sett
aningen olika ut i de olika studierna, men gemershan varit att mixen har innehallit
framrenade mitokondrier fran parasiten. | flerasxdierna har mitokondrierna brutits upp till
s.k. submitokondriella partiklar med hjalp av samikg. For att underséka om en vald
benzimidazol verkar inhiberande pa fumaratreduktasoxidationshastigheten for nar enbart
NADH och natriumfumarat tillsatts till reaktionsnem jAmforts med oxidationshastigheten
for nar man, utéver NADH och natriumfumarat, avilsatt benzimidazolen. Man har alltsa
raknat oxidationshastigheten som uppmatts for aéa INADH och natriumfumarat tillsatts
som full enzymaktivitet hos fumaratreduktaset, <«.v.100 % aktivitet, och
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oxidationshastigheten som blir nar man ocksa tisébenzimidazolen som en procent av
detta. Ett litet rakneexempel for att fortydligan mxidationshastigheten ar 80 nmol/min/mg
protein for nar enbart NADH och natriumfumarat Haisatts till reaktionsmixen och
oxidationshastigheten ar 60 nmol/min/mg protein fd@&r man, utdver NADH och
natriumfumarat, ocksa har tillsatt en benzimidagknar man att fumaratreduktasaktiviteten
har sjunkit fran 100 % i franvaro av benzimidazot#n75 % (60/80 = 0,75) i narvaro av
benzimidazolen, d.v.s. benzimidazolen har inhiberaymaktiviteten hos fumaratreduktas
med 25 % (100 % - 75 %).

Forsoket med MBZ i Prichards studie (1973) ochdkesn med MBZ och CBZ i Rahman och
Bryants studie (1977) ar de enda undantagen iutkestsom redovisas i detta arbete dar man
inte har matt oxidationshastigheten av NADH. | degsok anvande man sig istallet av en
radioisotopmetod i vilken'*C-fumarat tillsattes och bildandet aVC-succinat mattes.
Kortfattat gar metoden ut pa att fumarat marks gerat byta ut vissa av de stabila
kolatomerna i molekylen mot den radioaktiva isotogéC. Sedan inkuberas det isotop-
markta fumaratet tillsammans med framrenade mitdkenfran parasiten och NADH. Under
inkubationstiden kommer, om fumaratreduktas &rvgkiilet isotop-markta fumaratet att
omvandlas till succinat. Eftersom det succinat dwildas ocksa kommer att innehalla de
radioaktiva kolisotoperna ar det mojligt att rakndur manga succinatmolekyler som bildats.
Detta forfarande upprepas darefter med en reaktionsom, utéver de 6vriga amnena, ocksa
innehaller den benzimidazol som man vill testa.afettbildade succinatmolekyler i de bada
forsoken kan sedan jamféras och man kan pa destafavien uppfattning om huruvida
benzimidazolen har inhiberat fumaratreduktaset @ite och i sa fall med ungefar hur manga
procent.

Resultat frAn studierna

Alla de sju olika studierna fann i nastan samtliesok en tydlig inhiberande effekt for
benzimidazolerna pa fumaratreduktasaktiviteten ugersokta parasiterna. Det enda forsok
dar ingen inhiberande effekt kunde uppmatas vaokiat med MBZ i Prichards studie (1973)
av Haemonchus contortusl denna studie kunde ingen signifikant inhibering a
fumaratreduktas pavisas for MBZ hos vare sig BZskga eller BZ-resistenta isolat. Prichard
skriver emellertid att den uteblivna effekten itehover betyda att MBZ inte har nagon
effekt pa fumaratreduktas utan att resultatetlestékulle kunna bero pa att MBZ, till skillnad
fran de 6vriga tva benzimidazolerna i hans studhe for svarlosligt for att anvandas som en
l6sning och istallet maste undersokas i susperfsions | dvriga studier dar MBZ testades
fann man en tydlig inhibitorisk effekt pa fumaralnétas aven for denna benzimidazol;
Rahman och Bryant (1977) pavisade en inhiberinG$&bo for MBZ och Barrowman et al.
(1984) pavisade en inhibering pa 32 % for MBZ.

| de studier dar flera olika preparatkoncentratiomar testats for de olika benzimidazolerna
sags en positiv korrelation mellan preparatkonegioin och uppmatt inhibitionsgrad.
Resultaten skiljer sig dock en del mellan olikadgu bade vad géller den grad av inhibition
som uppmattes for de olika benzimidazolerna ochmeparatkoncentration som kréavdes. |
tabell 1 pa nasta sida har resultaten fran de stikdierna sammanfattats.
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Tabell 1. Sammanfattning av resultaten fran deadditudierna. Inhibitionsgraden definieras som det
antal procent som aktiviteten av fumaratreduktasskade i narvaro av det testade preparatet jamfort
med franvaro av preparatet. Observera att prepasatientrationerna for studierna Rahman och
Bryant (1977) och Barrowman et al. (1984) har rédenam fran procent respektiyg/ml till mol/l.
Benzimidazolernas molmassor hamtades fran httgfpem.ncbi.nim.nih.gov/

Preparat och koncentration

M =mol/l

I nhibitionsgrad

Malkin och Camacho (1972)

BZ-ké&nsliga
Haemonchus contortus
(adulta)

BZ-resistenta
Haemonchus contortus
(adulta)

Prichard (1973)

BZ-kénsliga
Haemonchus contortus
(adulta)

BZ-resistenta
Haemonchus contortus
(adulta)

Romanowski et al. (1975)

BZ-ké&nsliga
Haemonchus contortus
(adulta)

TBZ-5,0x 10 M
TBZ-5,0x 10 M
CBZ-1,0x 16 M

CBZ-1,0x1d M

TBZ-1,0x 1GM
CBZ-1,0x1GM

TBZ-1,0x 10 M
TBZ-1,0x 10" M
TBZ-1,0x 1GM

CBZ-12x10M
CBZ-25x10M
CBZ-6,0x 16 M
CBZ-15x10M
MBZ - 2,5 x 1G M

TBZ-1,0x 1GM
TBZ-2,0x 1G M
CBZ-12x16M

CBZ-25x16M
CBZ-6,0x10M
CBZ-1,5x10M
MBZ - 2,5 x 1G M

TBZ-1,0x 1GM
TBZ-1,0x 10 M
TBZ-5,0x 10M

TBZ-1,0x 1GM

14

49 %
100 %
52 %
92 %

5%
32%

6 %
32%
85 %
29 %
46 %
67 %
91 %
Ingen signifikant effekt

0 %
0 %
0 %
4%
38 %
62 %
Ingen signifikant effekt

9%
17 %
32%
45 %



BZ-resistenta
Haemonchus contortus
(adulta)

Rahman och Bryant (1977)

Moniezia expansa

Barrowman et al. (1984)

Ascaris suum
(adulta)

Criado-Fornelio et al. (1990)

Trichinella spiralis
(muskelstadiumlarver)

Armson et al. (1995)

Strongyloides ratti
(L3-larver)

CBZ-1,0x16M
CBZ-1,0x 1dM
CBZ-5,0x1d M

TBZ-1,0x 1M
TBZ-1,0x 10 M
TBZ-5,0x 10M

TBZ-1,0 x 1GM
CBZ-1,0x10M
CBZ-1,0x 1dM
CBZ-50x10M

CBZ-2,6 x 1GM
MBZ — 2,7 x 10M

TBZ-5,0x10M
ABZ -3,8x 10 M

ABZSO -3,6 x 10M

MBZ - 3,4 x 10 M
FBZ-3,3x10M
OFZ-3,2x10M

Febantel — 2,2 x 10M
- efter 24 h inkubering

LBZ-1,0x 1M

TBZ - 4.6 x 10M

20 %
31 %
50 %

0%
0%
0%
6 %
0%
0%
10 %

60 %
38 %

37 %
33 %
44 %
32%
40 %
38 %
30 %
58 %

24 %

50 %
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Malkin och Camacho (1972), Prichard (1973) och Ruomasski et al. (1975) visar att aven
resistensstatus hos parasiten verkar ha betyd@saHibitionsgraden; bade TBZ och CBZ
hade i deras studier en betydligt samre inhiberaffiddt pa fumaratreduktas i BZ-resistenta

isolat jamfort med BZ-kansliga (figur 8 och 9).

TBZ
100 A
A Malkin & Camacho (1972)
80 £ - BZ-kansliga isolat
= A Prichard (1973)
s - BZ-kénsliga isolat
g 60 Romanowski et al. (1975)
2 Fa - BZ-kénsliga isolat
_5 40 ® Malkin & Camacho
ol N - BZ-resistenta isolat
= ® Prichard (1973)
20 - BZ-resistenta isolat
Romanowski et al. (1975)
A - - BZ-resistenta isolat
O - — L L L . L L L L = } L = L
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002
Preparatkoncentration (mol/l)

Figur 8. Askadliggor skillnaden i inhiberande effélr TBZ p& fumaratreduktas i de BZ-resistenta
isolaten av Haemonchus contortus jamfort med dé&@liga i studierna Malkin och Camacho

(1972), Prichard (1973) och Romanowski et al. (0975

CBz
100
A 5 I
A Malkin & Camacho (1972)
80 + - BZ-kansliga isolat
< A Prichard (1973)
% A ° - BZ-kansliga isolat
g 607 Romanowski et al. (1975)
? AA - BZ-kansliga isolat
2 40 = ® Malkin & Camacho (1972)
ks ~ - BZ-resistenta isolat
= A e Prichard (1973)
20 - BZ-resistenta isolat
- Romanowski et al. (1975)
o - BZ-resistenta isolat
O =) L } L } L L L L } L L L L } L L L L } L
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
Preparatkoncentration (mol/l)

Figur 9. Ask&dliggor skillnaden i inhiberande effélr CBZ p& fumaratreduktas i de BZ-resistenta
isolaten av Haemonchus contortus jamfort med dé&@&liga i studierna Malkin och Camacho
(1972), Prichard (1973) och Romanowski et al. (0975

| studien som genomfordes av Barrowman et al. (L8&tades forutom benzimidazolerna
ABZ, ABZSO, MBZ, FBZ, OFZ och TBZ ocksa nagra avrake anthelmintiskt inaktiva
metaboliter samt probenzimidazolen febantel. Sgatlestade benzimidazoler liksom deras
metaboliter visade sig kunna inhibera fumaratreasikEebantel uppvisade en relativt lag grad
av inhibering, 30 %. Man testade darfor att forEmgkuberingsperioden for denna substans
fran 0,5 h vid 37C till 24 h vid 4C varpa inhiberingsgraden steg till 58 %. Forfattaskriver

att en majlig forklaring till detta ar att febantehder denna tid féormodligen hade hunnit
omvandlats fran probenzimidazol till benzimidaadfgot som ar sarskilt intressant att notera
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for resultatet i denna studie ar att det inte figahdgon skillnad mellan anthelmintiskt aktiva
och anthelmintiskt inaktiva substanser; bada typénhiberade fumaratreduktas i ungefar lika
hog grad (tabell 2). En mdjlig forklaring som angesatt de inaktiva metaboliterna bildas
genom vardens levermetabolism och darfor kanske ansamlas i parasiten vivg, for de
inaktiva metaboliterna uppnas alltsa aldrig samanadilanderin vivo som de som man hade
in vitro i denna studie.

Tabell 2. Sammanfattning av resultaten for de thstaenzimidazolerna och deras metaboliter samt
probenzimidazolen febantel fran studien Barrowmaale(1984). Inhibitionsgraden definieras som

det antal procent som aktiviteten av fumaratredsiktanskade i narvaro av preparatet jamfért med
franvaro av preparatet

Terapeutiskt Preparatkoncentration Inhibitionsgrad

Albendazol Ja 0,1 33
Albendazolsulfoxid Ja 0,1 44
Albendazolsulfon Nej 0,1 39
Albendazol 2-amino-sulfon Nej 0,1 43
Mebendazol Ja 0,1 32
Hydroxymebendazol Nej 0,1 51
Fenbendazol Ja 0,1 40
Oxfendazol Ja 0,1 38
Fenbendazol 2-amino-sulfoxid Nej 0,1 39
Fenbendazol 2-amino-sulfon Nej 0,1 40
Tiabendazol Ja 0,1 37
Febantel Nej 0,1 30

- efter 24 h inkubering 58

For att ta reda p& om benzimidazolernas inhibeminfumaratreduktas kan kopplas till deras
inhibering av mikrotubulipolymerisering testade Bavman et al. (1984) colchicine som ar
ett annat amne som ocksa binder till tubulin odfiiarar polymeriseringen av mikrotubuli

(Alberts et al., 2009). Benzimidazoler antas bitilaamma bindningsstalle pa tubulin som
colchicine (Lacey, 1988). Da det visade sig attcligine inte inhiberade aktiviteten hos
fumaratreduktas talar detta for att den effekt soppmatts for benzimidazolerna pa
fumaratreduktas inte ar ett resultat av att bergaaolerna binder till tubulin och inhiberar

polymeriseringen av mikrotubuli.
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DISKUSSION

Benzimidazoler har i flera olika studier visat sigppvisa en inhibitorisk effekt pa
fumaratreduktas. Den grad av inhibition som uppsnkttr emellertid varierat kraftigt bade
mellan olika preparat inom samma studie och medamma preparat i olika studier. Att
resultaten varierar for olika benzimidazoler artatuda det trots allt rér sig om olika preparat
med olika potens. Att resultatet ocksa varierarsiimma preparat mellan olika studier kanns
inte heller helt ovéantat och kan ha flera olikakféringar. En mdjlig forklaring ar att det
skulle kunna bero pa genetiska skillnader mellarpaesiter (dels mellan olika arter men
ocksd mellan olika isolat inom samma art) som muéats i de olika studierna. En annan
mojlig forklaring ar att det helt enkelt skulle knmbero pa skillnader i hur forséken utfordes.
| vissa fall skiljer det sig helt vilken detektionstod som har anvants — spektrofotometrisk
metod eller radioisotopmetod. | andra fall, n&r sendetektionsmetod har anvants, finns det,
trots att utforandena i stora drag ar snarlika,dévidsa skillnader t.ex. nar det galler vilka
volymer som har anvants, vad man har haft for teatpe och om férsoket har genomforts
under aeroba eller anaeroba forhallanden. Averfanfattarna anger att de har anvant exakt
samma metod sa ar det i praktiken anda inte a#tidtt forsoken ar identiskt utforda da det ar
olika personer som har genomfort forséken och delika laboratorier och olika utrustning
som har anvants.

Aven om den uppmétta effekten skiljer sig mellaikaoktudier kan man likval konstatera att
de resultat som avhandlas i detta arbete trotsiatli pekar i samma riktning, namligen att
benzimidazoler uppvisar en inhibitorisk effekt panfaratreduktasaktiviteten. Att det ror sig
om flera olika studier gjorda av olika forskare aoled olika parasiter och med mer eller
mindre dverensstammande resultat far mig att tratpdet faktiskt finns en effekt vitro pa
fumaratreduktas for atminstone vissa benzimidazéleruvida dessa benzimidazoler sedan
har en effekt pa fumaratreduktas awervivo ar en annan fraga. Jag tror att svaret pa denna
fraga framforallt beror pa hur mycket av preparatehin vivo nar fram till fumaratreduktaset

i parasitens inreln vitro har man inte genomfort forsoken pa hela parasii@n istallet pa
framrenade mitokondrier fran parasiter. | flera favsoken har dessutom mitokondrierna
brutits upp till s.k. submitokondriella partiklaremh hjalp av sonikering. Man har darmed
kunnat vara ganska séker pa att det mesta av ptephar natt fram till fumaratreduktasket.
vivo daremot ar det osakert dels hur val benzimidazaléan sig in i intakta mitokondrier,
men ocksd hur mycket av preparatet som kommer atsig hela vagen fram till
mitokondrierna istéllet for att binda sig till mtkubuli 1angs vagen.

Om man nu utgar ifran att den effekt som uppmigttsitro ocksa uppstamn vivo ar det
intressant att fraga sig hur mycket en sadan effs&tfall bidrar till den terapeutiska effekten
vid behandling med benzimidazoler. Da fumaratreasi&r ett centralt enzym bade i PEPCK-
succinat-vagen och i den anaeroba elektrontrarisgmjan borde en hdog grad av inhibering av
detta enzym fa stora negativa konsekvenser foretiengiproduktion som sker via dessa tva
vagar. Energimetabolismen skiljer sig emellertidb@tie mellan olika parasitarter och mellan
olika livsstadier inom samma art; medan vissa [i@rakelt forlitar sig pa PEPCK-succinat-
vagen och den anaeroba elektrontransportkedjasifitenergimetabolism sa finns det andra
parasiter som inte alls anvander sig av dessa v&gaenergimetabolism eller som kan nyttja
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alternativa véagar vid ett eventuellt stopp (Sa881)9Inhibering av fumaratreduktas behover
darfor inte betyda samma sak for en parasit sonericannan. Av detta féljer att man, for att
besvara fragan om hur stor betydelse en inhibesingumaratreduktas har for parasiten,
darfor forst maste besvara fragan om hur stor leésgd PEPCK-succinat-vagen och den
anaeroba elektrontransportkedjan (och darmed oéks@ratreduktas) har for just den
parasitens energimetabolism. Ju storre betydelselessa vagar ar, desto storre borde ocksa
effekten av en inhibering bli. Hur mycket en stéigniav energimetabolismen via inhibering
av fumaratreduktas sedan betyder for den totalaapéettiska effekten vid
benzimidazolbehandling jamfort med den effekt somppnés genom inhibering av
mikrotubulipolymeriseringen ar det daremot svartt stara pa. Nagot som darfér vore
intressant att titta vidare pa ar om benzimidanaenar en battre terapeutisk effekt pa de
parasiter som har en fumaratreduktasberoende emstaholism jAmfort med de parasiter
som saknar eller som inte &r sa beroende av furedtitas.

En annan intressant fraga ar huruvida benzimidazalbar en direkt inhiberande effekt pa
fumaratreduktaset eller om den inhiberande effeldgtiet uppstar sekundart som ett resultat
av att benzimidazolerna inhiberar polymeriseringemmikrotubuli. Lacey (1988) havdar att
samtliga effekter som man har kunnat notera forzioeazoler, t.ex. en inhibering av
glukosupptaget och en minskad fumaratreduktasédtjvikan sparas tillbaka till
benzimidazolernas inhibering av mikrotubulipolynseringen, d.v.s. att dessa effekter alltsa
uppstar sekundart som en folid av effekten pa miknali. Enligt Lacey ar mikrotubuli
involverat, antingen pa ett direkt eller indirekitts i nastan allt som sker pa cellniva och en
inhibering av uppbyggnaden av mikrotubuli lederndéd till vad han beskriver soma”
cascade of direct and indirect biochemical/physyidal changes resulting in the loss of
cellular homeostasis (fritt oOversatt: en kaskad av direkta och indiek
biokemiska/fysiologiska forandringar som resultéran férlorad cellhomeostas). Utifran det
jag har kunnat lasa under detta arbete sa haudeit§ saker som har talat bade for och emot
Laceys teori.

Nagot som talar emot Laceys teori &r sattet sosokin har utforts pa i de olika studierna.
Om effekten pa fumaratreduktas endast hade tgsdat®la, intakta celler fran parasiten sa
hade jag accepterat Laceys teori utan att tvekg.fidaer det daremot svart att se hur en
inhibering av polymeriseringen av mikrotubuli slkeukunna ligga bakom den paverkan pa
aktiviteten av fumaratreduktas som man har uppirsittiana forsok dar inte hela celler utan
istallet submitokondriella partiklar har anvanth atéir man dessutom har tillsatt bade NADH
och fumarat. | vilka processer skulle mikrotubutider dessa forhallanden behovas for att
uppratthalla aktiviteten av fumaratreduktas? Deméiligt att mikrotubuli antingen direkt
eller indirekt &ar av betydelse for aktiviteten avrfaratreduktas daven under dessa forhallanden
men inget av det som jag hittills har last harttagip en sadan funktion. Ytterligare en sak
som talar emot Laceys teori ar att man i ett agdken aven testade colchicine, ett &mne som
antas binda till samma stalle pa tubulin som beitdmolerna och som ocksa utévar en
inhiberande effekt pa mikrotubulipolymeriseringenan att se nagon som helst effekt pa
fumaratreduktas (Barrowman et al., 1984). Om effiekpa fumaratreduktas hade varit
sekundar till effekten pa mikrotubuli sa borde nuamla rimligtvis ha kunnat se en paverkan
pa fumaratreduktas @ven nar colchicine anvandes.
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Nagot som daremot skulle kunna tala fér Laceysi t@oatt man i flera forsok har kunnat se
en stor skillnad i inhiberande effekt for benzinddeer pa fumaratreduktas i BZ-resistenta
isolat jAmfort med BZ-kansliga. De enda mutatiosem man hittills, till min vetskap, har
hittat som formedlar resistens mot benzimidazokar Varit i genen foB-tubulin (Gilleard,
2006; Beech et al., 2011). Jag utgar darfor ifthBA-resistensen aven i dessa fall var knuten
till mutationer iB-tubulin. Om det &r sa att Laceys uppfattning Kiigj d.v.s. att effekten pa
fumaratreduktas uppstar som ett resultat av iniigen av mikrotubulipolymeriseringen, sa
skulle ju skillnaden som setts mellan resistenta kiinsliga isolat latt kunna forklaras: i de
resistenta parasiterna forhindrar da mutation@iubulin benzimidazolerna fran att binda in
till tubulinet och de kan darmed inte inhibera poériseringen av mikrotubuli varfor ocksa
effekten pa fumaratreduktas, som en konsekvens edta,dblir lagre for de resistenta
parasiterna. Om det istallet ar sa att benzimidammal utovar en direkt effekt pa
fumaratreduktas gar inte skillnaden mellan reststeth kansliga isolat att forklara med
mutationen B-tubulinet utan det maste i sa fall ha skett yigare en mutation i de resistenta
isolaten som gor fumaratreduktas mindre kansligpfiverkan fran benzimidazoler. Att det i
en och samma parasit skulle ha skett bade en mitiatibulingenen och en mutation i genen
for fumaratreduktas och att detta dessutom skwdl@gprepat sig i alla de tre olika isolaten
som anvandes i dessa forsok ar mindre troligt oalar tdarfor for att effekten pa
fumaratreduktas skulle vara en sekundar effekt spmstar till foljd av inhiberingen av
mikrotubulipolymeriseringen.

For att forsoka avrunda arbetet staller jag migigea fraganhar benzimidazolerna, utéver
mikrotubuli, ocksa fumaratreduktas som en ytterkgpotentiell verkningsplats@tifran det
jag har last under detta arbete verkar det som enzitmidazolerna utdvar en effekt pa
fumaratreduktas atminstorie vitro. Daremot verkar det inte som om jag, bara utifran de
information som jag har lyckats leta upp till dettidoete, verkar kunna komma fram till om
det ror sig om en direkt eller sekundar effekt oo effekten ocksa uppstér vivo. For att
fullt ut besvara fragan skulle mer forskning bergva
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