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SAMMANFATTNING

Lakemedelsresistenta parasiter &r ett allvarligt globalt problem. Laget ar framfor allt kritiskt
inom gruppen gastrointestinala nematoder hos sma idisslare, vilka ofta uppvisar resistens mot
bredspektrumverkande anthelmintika. Resistensproblematiken resulterar i en forsamrad
djurvalfard och lagre produktionsnivaer. Det har visat sig vara svart att reda ut de exakta
orsakerna till lakemedelsresistens da flera olika mekanismer ofta samverkar. Cytokrom P450-
systemet (CYP) ingar som en del av xenobiotikametabolismen pa cellniva hos bade varddijur
och parasiter och kan ha betydelse for saval utveckling som undvikande av anthelmintika-
resistens.

For att optimera anthelmintikaanvandningen och utveckla hallbara behandlingsstrategier
kravs kunskap om vérddjurets metabolism av xenobiotika samt vavnadsdistribution av aktiva
metaboliter. Det krdvs aven kunskap om helminternas livscykel, predilektionsstéllen och
xenobiotikametabolism. Hos helminter av veterindrmedicinsk betydelse, vilka uppvisar
resistens eller minskad kanslighet mot anthelmintiska preparat, kan befintliga lakemedels
effekter potentieras genom inhibering av CYP-systemet.

Det ar idag svart att utréna hur stor del av metabolismen av anthelmintika som beror pa
varddjuret eller pa parasiten avseende mdjligheten att inhibera CYP. Effekterna av CYP &r
artberoende och varierar dven pa individniva. Mer forskning kravs pa omradet for att 6ka
kunskapen om lakemedelsinteraktioner och synergieffekter hos helminter. Eftersom
utvecklingen av nya anthelmintiska preparat gar langsamt ar det viktigt att varna om de
lakemedel som finns idag. Ett sétt att bibehalla den antiparasitara effekten hos befintliga
ldkemedel kan vara genom att inhibera CYP-systemet. Mdojligen ar det en snabbare och
effektivare vag att ga i jamforelse med att utveckla nya preparat och darmed ocksa ett satt att
kringga eller atminstone fordroja resistensutvecklingen.



SUMMARY

Drug-resistant parasites are a serious global problem. The situation is particularly critical
within the group of gastrointestinal nematodes in small ruminants that often show resistance
against broad-spectrum anthelmintics. Anthelmintic resistance (AR) results in impaired
animal welfare and lower production levels. It has proven to be difficult to find out the exact
cause of AR, as several different mechanisms often interact. Cytochrome P450-system (CYP)
is included as a part of the xenobiotic metabolism at a cellular level in both host and parasites,
and may play a major role in the development as well as the avoidance of AR.

To optimize the use of anthelmintic drugs and develop sustainable treatment strategies,
knowledge of the host animal’s metabolism of xenobiotics and tissue distribution of active
metabolites is required, as well as information of the helminthic life cycle, preferred sites and
xenobiotic metabolism. In helminths of veterinary importance, that exhibit resistance or
reduced susceptibility to anthelmintic drugs, existing drug effects may be potentiated by
inhibition of the CYP-system.

In present time it is difficult to determine to what extent the metabolism of anthelmintics are
due to the host or to the parasite regarding the possibility to inhibit CYP. The effects of CYP
are highly species dependent and even vary at an individual level. More research is required
in this area to increase the knowledge of drug interactions and synergies in helminths. Since
the development of new anthelmintic drugs is slow, it is important to protect the drugs that are
currently working. One way to maintain the antiparasitic efficiency of existing drugs may be
to inhibit the CYP-system. It might be a faster and more efficient way to go in comparison to
the development of new drugs and thus also a way to circumvent or at least delay the
development of resistance in the longer term.



INLEDNING

Cytokrom P450-systemet (CYP) ingar som en del av xenobiotikametabolismen pa cellniva
hos bade varddjur och parasiter och antas spela en stor roll for anthelmintikaresistens-
utvecklingen (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009). Denna litteraturéversikt fokuserar pa
metabolismen av anthelmintika bade hos olika parasiter och dess varddjur. Fas I-reaktioner pa
cellniva, dar CYP-systemet ingar, kommer att beskrivas liksom dess inblandning vid
utvecklingen av anthelmintikaresistens hos olika parasiter av veterindrmedicinsk betydelse.
Fragestallningen riktar in sig pa vad CYP-systemet ar, vad det gor och var det finns samt hur
det fatt sitt namn och kan utnyttjas for att optimera effekten av befintliga anthelmintiska
preparat.

Nar tidigare effektiva lakemedel upphor att avddoda parasitiska maskpopulationer vid
terapeutiskt rekommenderade doser sags anthelmintikaresistens vara etablerad (Jabbar, Igbal,
Kerboeuf, Muhammad, Khan, & Afaq, 2006). Lakemedelsresistenta parasiter ar ett allvarligt
globalt problem och laget ar framfor allt kritiskt for gastrointestinala nematoder hos sma
idisslare, vilka ofta uppvisar resistens mot bredspektrumverkande anthelmintika (von
Samson-Himmelstjerna & Blackhall, 2005). Resistensproblematiken resulterar i en forsamrad
djurvéalfard och lagre produktionsnivaer.

Utvecklingshastigheten av anthelmintikaresistens varierar med geografi, klimat, parasitart och
behandlingsstrategier i respektive region. Generellt gar resistensutvecklingen langsammare i
tempererade zoner pa norra halvklotet jamfort med den snabbare utvecklingstakten pa sodra
halvklotet (Jabbar, Igbal, Kerboeuf, Muhammad, Khan, & Afag, 2006). De viktigaste
identifierade orsakerna som bidrar till anthelmintikaresistens ar behandlingsintensiteten, dar
frekvent och ensidig anvéndning av avmaskningsmedel ur samma grupp leder till selektion av
lakemedelsresistenta maskpopulationer. Detta innebdr att de starkaste parasiterna Gverlever,
sprider sina resistensgener vidare till ndstkommande generation (Jabbar, Igbal, Kerboeuf,
Muhammad, Khan, & Afaq, 2006).

Biotillgangligheten hos olika vérddjur spelar in néar det galler dosering av anthelmintika.
Utover behandlingsintensiteten ar suboptimal doserering en starkt bidragande faktor till 6kat
selektionstryck och resistensutveckling. Den individuella lakemedelsmetabolismen hos
respektive djurart, anda ner pa individniva, dr av stor betydelse (Jabbar, Igbal, Kerboeuf,
Muhammad, Khan, & Afaq, 2006). Exempelvis har bade bensimidazoler och levamisol lagre
biotillganglighet hos getter an hos far. Det ar dessutom en mer utspridd anthelmintikaresistens
hos getter an hos far, vilket formodligen beror pa skillnader i ldkemedelsmetabolismen hos
dessa djurslag (Jabbar, Igbal, Kerboeuf, Muhammad, Khan, & Afaq, 2006).



MATERIAL OCH METODER

Informationssokning via databaserna Scholar Google, sékord anthelmintic+resistance+P450;
Science Direct, sokord anthelmintic* and resistance and P450 och Primo Central, sokord
anthelmintic resistance P450. Vid sokningar i Science Direct har dven forslag till relaterade
artiklar anvants. Kursbdcker i parasitologi och farmakologi, FASS 2012 och FASS VET.
2012 har ocksa utnyttjats samt muntlig och skriftlig information fran handledarna Johan
Hoglund och Eva Tydén.

LITTERATUROVERSIKT
Helminter
Nematoder

Nematoder delas in i bursogena och icke bursogena, vilka kan ha direkt eller indirekt
livscykel och kallas vardagligt for rundmaskar. Det finns manga arter som &ar av stor
veterinarmedicinsk betydelse, sasom exempelvis Haemonchus, Ostertagia, Dictyocaulus,
Strongyloides och Ascaris. Nematoderna lever antingen av innehdllet i varddjurets mag-
tarmsystem, av den intestinala mukosan eller av kroppsvétskor. For att kunna oxidera
kolhydrater kravs ett elektrontransportsystem som hos nematoder utgérs av cytokrom och
flavoproteiner. Syre tas upp antingen genom diffusion éver kutikulan och/eller via tarmen for
vidare transport ut i nematodens olika vavnader. Energimetabolismens olika restprodukter
utsondras via anus/kloak eller genom diffusion Gver kroppsvéggen. Maskarnas oxidativa
metabolism av kolhydrater skiljer sig en del fran varddjurens energiomsattning och &r ett av
malen for anthelmintiska lakemedel.

Haemonchus contortus

Parascaris equorum

Fig. 1 Foto: Ylva Lagervall Fig. 2 Foto: Ylva Lagervall
Anthelmintikaresistens pavisas mestadels hos strongylida maskar (framforallt Haemonchus), héstens
sma blodmaskar (Cyathostominae) och spolmaskar (Parascaris) (Hoglund, 2011).



Trematoder

Digena trematoder, eller sugmaskar, ar av stor veterindrmedicinsk betydelse. De adulta
maskarna kallas vanligen for flundror, tack vare sitt tillplattade utseende. Exempel pa digena
trematoder &r Fasciola, Dicrocoelium och Schistosoma. Det ar i synnerhet stora leverflundran
(Fasciola hepatica) ur denna maskgrupp som uppvisar resistens mot anthelmintika (Hoglund,
2011). Flundrorna lever framforallt i gallgangar och mag-tarmkanalen samt i det vaskulara
systemet hos varddjuren dar de livnar sig pa blod- och vavnadsdebris. Digestionssystemet &r
enkelt uppbyggt och slutar blint i grenade intestinala ceaca och energimetabolismen antas i
forsta hand vara anaerob. Exkretionen sker genom ett tubulisystem som stralar samman i en
gemensam Oppning till utsidan av parasiten.

Cestoder

Cestoder kallas aven for bandmaskar och har en tillplattad, segmenterad kropp och ar
vanligtvis kansliga for anthelmintika (Hoglund, 2011). Kedjan av proglottider (segment) kallas
strobila och huvudregionen for scolex. De har en indirekt livscykel, vanligen med en
mellanvard och aterfinns oftast i tunntarmen hos slutvarden. Exempel pa cestoder av
veterinarmedicinsk betydelse kan namnas Taenia och Echinococcus. De saknar mag-
tarmkanal och all naring tas upp transtegmentellt. Exkretionen sker via efferenta kanaler
genom strobila och utsondras fran det terminala segmentet.

Anthelmintika och dess verkningsmekanismer

| Sverige anvénds vanligen avmaskningspreparat ur nagon av de fyra stora kemiska grupperna
bensimidazoler (BZ; albendazol, febantel, triklabendazol med flera), makrocykliska laktoner
(ML; doramektin, eprinomektin, ivermektin och moxidektin), tetrahydropyrimidiner
(morantel och pyrantel) och kinolderivat (prazikvantel) eller kombinationer av dessa.
Samtliga grupper har mer eller mindre bredspektrumeffekt och varierande verknings-
mekanismer (H6glund, 2011).

Bensimidazoler (BZ)

Hos varddjuret metaboliseras bensimidazoler (BZ) i levern av bland annat CYP (Kotze,
Dobson, & Chandler, b, 2005) och elimineras till allra storsta delen via avforingen samt till en
liten del via urin och mjolk (FASS VET. 2012, 2011). BZ binder till B-tubulin hos parasiten,
vilket interfererar med polymerisation av mikrotubuli i absorberande celler och forstér dess
struktur. Hos nematoder ar det framfor allt tarmcellerna som paverkas medan det hos
bandmaskar och flundror ar de tegmentella cellerna som paverkas. BZ blockerar celldelning
hos utvecklande maskégg genom interferens av mikrotubuli-uppbyggnaden precis som hos
vuxna maskar. BZ hammar ocksa enzym som paverkar glukosupptaget vilket ger naringsbrist
hos parasiten som till slut dor. Gastrointestinala nematoder ar den priméra maltavlan fér BZ
med undantag for albendazol, som har effekt pa alla helminter och triklabendazol som endast
har effekt mot flundror (F. hepatica) (FASS VET. 2012, 2011).



Makrocykliska laktoner (ML)

Makrocykliska laktoner (ML) metaboliseras i levern hos varddjuret av bland annat CYP
(Kotze, Dobson, & Chandler, b, 2005). Substansen distribueras systemiskt, elimineras
langsamt och har effekt mot endoparasiter (eg. nematoder) samt aven effekt mot vissa
ektoparasiter (endektocid) (FASS VET. 2012, 2011). Hos parasiten interagerar ML med
GABA och glutamatreglerade kloridjonkanaler, vilket 6ppnar kanalerna postsynaptiskt varvid
kloridjoner strommar in i cellerna. Det uppstar da ett irreversibelt vilotillstind och férlamning
hos parasiten som dor (FASS VET. 2012, 2011).

Tetrahydropyrimidiner

Pyrantelpamoat &r en relativt ol6slig substans som absorberas i ringa omfattning av
varddjuret. Det som absorberas metaboliseras och elimineras snabbt (FASS VET. 2012,
2011). Tetrahydropyrimidiner verkar som potent acetylkolinagonist pa kolinerga neuron
vilket ger en depolariserande neuromuskulért blockerande effekt och darmed en utdragen
spastisk paralys hos parasiten (FASS VET. 2012, 2011).

Kinolderivat

Kinolderivat (eg. prazikvantel) metaboliseras i levern hos vérddjuret och elimineras framfor
allt via urin och till viss del via avforing (FASS VET. 2012, 2011). Hos parasiten férandras
Ca’*-permeabiliteten i membran och substansen fordelas jamt Gver parasitens yta. Ytterhdljet
skadas vilket ger sammandragningar och forlamning hos parasiten samt stor
energimetabolismen genom att hdmma glukosupptaget, vilket i sin tur leder till néringsbrist
och dod. Endast cestoder och trematoder paverkas (FASS VET. 2012, 2011).

Farmakologisk effekt — upptag hos helminter

For att uppna en farmakologisk effekt kréavs att de anthelmintiska lakemedelsmolekylerna nar
till receptorer i malparasiten (Alvarez, Mottier, & Lanusse, 2006). Detta sker antingen genom
oral ingestion av varddjurets blod och/eller gastrointestinalinnehall och/eller genom
transtegmentell diffusion, som hos cestoder och trematoder, samt genom transkutikular
diffusion hos nematoder. Bade oral ingestion och diffusion kan férekomma samtidigt och i
varierande grad mellan olika parasitarter (Mottier, Alvarez, Ceballos, & Lanusse, 2005).
Speciella energikrdvande transportprocesser 6ver cellmembran &r relativt selektiva for
lakemedelsmolekylernas kemiska egenskaper och dr en méattnadsbar process. Hur stor del av
upptaget som sker via aktiva respektive passiva transportmekanismer finns &n sa lange inte
definierat i litteraturen (Mottier, Alvarez, Ceballos, & Lanusse, 2005).

Omfattningen av den passiva diffusionen av sma lakemedelsmolekyler éver cellmembran hos
helminter beror dels pa den diffunderande ytans utseende, koncentrationsgradienten éver
membranet, pH/pK-relationen och hur pass lipofila molekylerna &r. Detta regleras av
lipoproteiner eller filtration genom aquaporer i membranet (Mottier, Alvarez, Ceballos, &
Lanusse, 2005). Lakemedlets effekt beror dven pa exponeringstiden och dess koncentration.
Tiden som parasiten exponeras for lakemedlet &r avgorande for den anthelmintiska effekten.
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Resistensmekanismer

Det finns tva typer av resistensutveckling hos helminter:

1) Farmakokinetiskt medierade — innebér ett minskat upptag av anthelmintika, accelererande
lakemedelsefflux och/eller 6kande lakemedelsinaktivering. Den intracelluldra koncentrationen
av aktiva ldkemedelssubstanser i parasiten sjunker vilket gor att farre lakemedelsmolekyler
kan binda till malmolekylerna och lakemedlets effekt minskar darmed. Detta kan motverkas
genom att administrera hogre lakemedelsdoser (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009).

2) Farmakodynamiskt medierade — innebar bildande av ett Okat antal malmolekyler,
forandring i malmolekylernas struktur och/eller reduktion av lakemedlets effektivitet. Fler
malmolekyler eller med en forandrad struktur gor att lakemedelsmolekylerna inte kan binda in
och utdva sin effekt i normal omfattning. | detta fall av resistens ar hogre lakemedelsdoser
ineffektivt (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009). BZ-resistens anses framforallt bero pa
forandringar i malmolekylernas struktur (Sangster, 1996). Det ar i regel svart att reda ut en
exakt orsak till lakemedelsresistens da flera olika mekanismer ofta samverkar (Cvilink,
Lamka, & Skalova, 2009).

Xenobiotikametabolism hos varddjur och parasiter

Xenobiotika ar frammande &mnen som tas upp i kroppen, exempelvis anthelmintika som ar
lipofila. Xenobiotikametaboliserande enzymer (XMEs) fungerar som ett effektivt cellférsvar
och verkar genom att skapa poléra (vattenlosliga) metaboliter av lipofila &mnen som da lattare
elimineras fran kroppen. Till XME raknas oxidas, reduktas, hydrolas och transferas (Cvilink,
Lamka, & Skalova, 2009). Xenobiotikametabolismen &r inte enbart detoxifierande da det
ibland skapas reaktiva intermedidra metaboliter som i vissa fall & mer toxiska &n
modersubstansen. Effekten pa varddjuret och/eller parasiten beror pa metaboliternas
molekylara stabilitet (Nebbia, 2001). Avmaskningsmedlets effektivitet paverkas bade av
varddjurets och de infekterande parasiternas XMEs. Vid 6kad kontakt med anthelmintika 6kar
exempelvis XME-uttrycket, vilket resulterar i forhdjd metabolism och sjunkande
plasmanivaer hos varddijuret. Detta leder i sin tur till att den dos som parasiterna exponeras for
blir verkningslés och darigenom Overlever parasiterna behandlingen. Induktion av vardens
XMEs bidrar saledes indirekt till utveckling av anthelmintikaresistens hos parasiter (Cvilink,
Lamka, & Skalova, 2009).

Xenobiotikametabolismens olika faser
Fas I) Funktionella reaktioner

Vid fas I-reaktioner tillfors funktionella grupper till xenobiotikamolekylerna genom
exempelvis oxidation, reduktion och/eller hydrolys (Nebbia, 2001). De funktionella grupperna
fungerar sedan som fastpunkter for endogena substanser vid fas Il. Syftet med fas | ar att
minska modersubstansens lipofilicitet, genom att 6ka amnets poléritet och darigenom dess
vattenlosligheten, vilket underlattar eliminering fran cellen. Ibland skapas toxiska
intermedidrer under detta steg. CYP-systemet &r en viktig del av fas I-metabolismen (Cvilink,
Lamka, & Skalova, 2009).



Fas Il) Konjugeringsreaktioner

Vid fas Il konjugeras fas I-metaboliter med endogena substanser som exempelvis glutation,
glukuronsyra, aminosyror och sulfater, (Nebbia, 2001). Genom att koppla pa dessa amnen
skapas stabila vattenlosliga molekyler som oftast ar inaktiva och darmed kan utsdndras via
urin eller galla fran vérddjuret samt genom aktiv eller passiv uttransport fran parasiten
(Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009).

Fas Ill) Aktiv transport

Vid fas Il sker en aktiv transport av metaboliter, konjugat och substrat genom cellmembran.
Transporten medieras av speciella proteintransportorer och kraver energi i form av
adenosintrifosfat (ATP ) (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009).

Anthelmintika
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Fig. 3 Figur av: Ylva Lagervall, kalla; www.biology-online.org, Cytochrome P450
Exempel pa Fas | -metabolism av xenobiotika hos daggdjur.

CYP-systemet

Cytokrom P450 (CYP) ar ett sa kallat hemoprotein som finns hos ett stort antal levande
organismer (Nebbia, 2001) (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009). Fler &n tusen varianter av
CYP ar identifierade, vilka delas in i familjer och subfamiljer baserat pa gensekvenshomologi
(Nebbia, 2001). Varje djurart har sin specifika CYP-numrering (Riviere, 2009). CYP anger
det enzym eller den gen som det kodar for och foljs av en eller flera siffror som indikerar
genfamilj (Nebbia, 2001). En versal indikerar den subfamilj som avses och ytterligare en
siffra anger den enskilda genen (Nebbia, 2001). Ett exempel &r enzymet CYP2E1 som é&r
inblandat i paracetamolmetabolismen hos daggdjur (Sjoqvist, 2011) (Nebbia, 2001).




Namngivningen cytokrom P450 betyder fritt versatt fran latin “férg i cell” och P:et star for
”pink” eftersom enzymet tillsammans med koloxid bildar en rosafdrgad férening (Rang, Dale,
Ritter, Flower, & Henderson, 2012). Benamningen 450 kommer fran den reducerade
jarnatomen i proteinet som absorberar ljus av vaglangden 450 nm (Rang, Dale, Ritter, Flower,
& Henderson, 2012). Vanligen katalyserar CYP fas I-reaktioner i form av monooxygenation
av substrat, dar en syreatom fran molekylart syre infogas till ett organiskt substrat medan den
andra syremolekylen reduceras till en vattenmolekyl. Enzymet kan ocksa agera som peroxidas
eller reduktas beroende pa tillgangen av molekylart syre (Nebbia, 2001). CYP-systemet ingar
aven som en del i den endogena metabolismen av steroider, fettsyror och prostaglandiner
(Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009).

Priméart & CYP membranbundna proteiner i det endoplasmatiska nétverket men finns &ven i
viss utstrackning i mitokondrier. CYP & NADPH/NADH-beroende och kan i allménhet
metabolisera olika substrat genom sin relativt ospecifika bindningsformaga (Nebbia, 2001).
Vanligen forknippas CYP med levermetabolism hos daggdjur, men det finns i stort sett i alla
vavnader som kan metabolisera frammande substanser (inklusive huden, olika vavnader i
mag-tarmkanalen, luktslemhinnor, hjarta, lungor, hjarna, njurar, gonader och benmargen)
(Nebbia, 2001). CYP-funktionen anses essentiell for normal cellmetabolism hos alla levande
organismer (Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012). Aven hos helminter har CYP-kodande
gener identifierats (Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012). | vilken omfattning systemet
anvands vid metabolism av anthelmintika hos veterinarmedicinskt betydelsefulla maskar ar
dock oklart i dagslaget (Cvilink, Lamka, & Skalova, 2009).

CYP hos helminter — vara eller inte vara

Enligt aldre litteratur saknas CYP-systemet hos helminter (Precious & Barrett, 1989) vilket ar
anmarkningsvart da det utdver daggdjur har identifierats hos de flesta organismer inklusive
svampar, bakterier och protozoer (Precious & Barrett, 1989). Evolutionen fran ett gemensamt
ursprung skulle enligt artikelforfattarna da kunna ifragasattas for helminter. Mojligen kunde
den skenbara avsaknaden av CYP-system tillskrivas otillrackliga detektionsmetoder (Precious
& Barrett, 1989).

Samma forfattare (Precious & Barrett, 1989) presenterar nagra olika teorier om varfor
helminter skulle ha en annorlunda xenobiotikametabolism &n 6vriga organismer. Enligt en
teori skulle dessa parasiter ha adapterats till att vara beroende av vérddjurets XME-system
istallet for att ha utvecklat ett eget. Alternativt skulle den intestinala miljon vara for syrefattig
for att helminterna skulle kunna utnyttja CYP, vilket kraver tillgang till syre, alternativt att
CYP-systemet skulle vara till nackdel genom sin medverkan vid bildandet av instabila
intermediarmolekyler som kan skada parasiten. Avsaknaden av CYP skulle alltsa vara ett
slags skydd bade for att undvika varddjurets immunforsvarsreaktioner och for att forebygga
eventuella toxiska skador vid nedbrytning av xenobiotika (Precious & Barrett, 1989).
Forfattarna konstaterar dock att ingen av dessa teorier pa ett tillfredsstallande satt forklarar
varfor CYP-systemet och dess oxidationsreaktioner skulle saknas hos helminter (Precious &
Barrett, 1989).



Parasiternas xenobiotikametabolism intresserade artikelforfattarna da okad kunskap skulle
kunna leda till en langsammare resistensutveckling mot anthelmintika jamfort med
motsvarande lakemedelsresistensen hos insekter, som ofta ar kopplad till en 6kning i CYP-
systemets kapacitet (Precious & Barrett, 1989). Ett sétt att potentiera anthelmintikans effekt
skulle kunna vara genom att inhibera parasiternas XMEs selektivt (Precious & Barrett, 1989).

| en artikel fran slutet av nittiotalet skriver Kotze (1997) att man genom genetiska analyser,
funnit bevis for CYP-geners existens hos den frilevande nematoden Caenorhabditis elegans
(Kotze, a, 1997) och att man &ven lyckats demonstrera monooxygenas-aktivitet hos den
parasitiska nematoden Heligmosomoides polygyrus (Kotze, a, 1997). Dessutom har forfattaren
detekterat CYP-aktivitet i mikrosomer hos L1 och L3-stadier av Haemonchus contortus
liksom en l&gre aktivitetsgrad hos adulter (Kotze, a, 1997). H. contortus dr den mest patogena
nematoden hos far en av de arter som uppvisar resistens. Skillnaden i CYP-aktivitet mellan
frilevande och parasitiska stadier tillskrivs syretillgangen. Paralleller dras mellan grisens
spolmask Ascaris suum som uppvisar bade aerob och anaerob energimetabolism, dar CYP-
aktiviteten ar lagre utan tillgang till syre (Kotze, a, 1997).

I en senare skriven artikel fran 2000-talet, dar hela genomet for C. elegans har sekvenserats,
visar det sig att uppat 80 olika CYP-kodande gener finns representerade och att det i olika
grad &r mojligt att inducera matbar CYP-aktivitet (Menzel, Bogaert, & Achazi, 2001). Genom
att utsétta C. elegans for kdnda CYP-inducerande xenobiotika som till exempel B-naftoflavon,
PCB52 och fenobarbital lyckades forfattarna, med hjalp av olika matmetoder samt mérkning
av celler med gront flourecerande protein (GFP), pavisa intestinal CYP-aktivitet under
kontrollerade laboratiorieforhallanden hos nematoden (Menzel, Bogaert, & Achazi, 2001).
Helminters CYP-aktivitets vara eller inte vara beror saledes pa artiklarnas alder och den
slutsats som kan dras med dagens kunskap &r att systemet verkar finnas — om &n i oklar
omfattning.
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Fig. 4 C. elegans, kalla: www.thescientificcartoonist.com

Inhibering av CYP-systemet

Det finns flera olika CYP-inhibitorer dar exempelvis piperonylbutoxid (POB) &r ett valként
preparat. POB 4r ett semisyntetiskt derivat fran safrol vilket ar en naturligt forekommande del
av essentiella oljor fran olika véaxter, som till exempel Sassafras albidum (Svensk
Kulturvéxtdatabas (SKUD), 2012) och har ingen anthelmintisk effekt i sig (Benchaoui &
McKellar, 1996). Daremot anvands POB ofta tillsammans med olika insekticider, exempelvis
rotenon, for att potentiera den insekticida effekten via inhibering av insekternas CYP-system
(Kotze, Dobson, & Chandler, b, 2005).
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Effekt av CYP-inhibering hos varddjuren

I en engelsk studie behandlades getter samtidigt med POB och fenbendazol (ett BZ-preparat)
vilket resulterade i att biotillgédnglighet av fenbendazol o6kade i jamforelse med enbart
behandling med fenbendazol (Benchaoui & McKellar, 1996). Aven andra farmakokinetiska
parametrar sasom Cmax och mean residue time (MRT) oOkade signifikant vid
samadministrering med POB, vilket indikerar en potentierad anthelmintisk effekt da
parasiterna exponeras for storre lakemedelsdoser under en langre tidsperiod jamforelsevis
med enbart behandling med fenbendazol (Benchaoui & McKellar, 1996).

| samma studie avmaskades far som var infekterade med BZ-resistenta Teldorsagia
(Ostertagia) circumcincta och H. contortus med enbart fenbendazol, vilket resulterade i en
minskning av antalet T. circumcincta med 7,9% och H. contortus med 84,8% (lag grad av
resistens). Vid samtidig behandling med POB och fenbendazol minskade antalet T.
circumcincta med 97,8% och H. contortus med 99,0% (Benchaoui & McKellar, 1996).
Administrering av enbart POB hade ingen anthelmintisk effekt vilket tolkades som att CYP-
systemet medverkade i metabolismen (Benchaoui & McKellar, 1996). Da CYP-systemet annu
inte har bekraftats hos helminter var det enligt forfattarna oklart om det endast var varddjurets
xenobiotikametabolism som inhiberats eller om sambehandlingen &ven paverkade
parasiternas metabolism (Benchaoui & McKellar, 1996). Slutsatsen var att samadministrering
av POB och fenbendazol hade en signifikant effekt pa den farmakokinetiska dispositionen av
anthelmintika och gav en potentiering av den antinematoda aktiviteten (Benchaoui &
McKellar, 1996).

Effekt av CYP-inhibering hos parasiterna

Rotenon &r ett naturligt forekommande véxtgift som &r toxiskt for insekter och fiskar.
Substansen inhiberar mitokondrie-respirationen och metaboliseras av CYP (Kotze, Dobson, &
Chandler, b, 2005). | Australien anvands rotenon mot ektoparasiter sdsom flugor och ldss
(Kotze, Dobson, & Chandler, b, 2005). | en studie (Kotze, Dobson, & Chandler, b, 2005)
undersoktes dels den anthelmintiska effekten av rotenon hos larver och adulta H. contortus
samt Trichostrongylus colubriformis och dels rontenons synergieffekt med CYP-inhibitorn
POB. Rotenon visade sig vara toxiskt for larver av bada parasitarterna samt nedsatte
motiliteten hos adulta H. contortus. De toxiska effekterna av rotenon Okade signifikant vid
sambehandling med POB, vilket enligt artikelforfattarna visar pa att CYP-systemet anvands
av dessa nematoder for att detoxifiera rotenon. JAmfort med 6vriga anthelmintiska preparat,
som exempelvis thiabendazol, levamisol och ivermektin, uppvisade dock rotenon 103-10°
ganger lagre grad av toxicitet for parasiterna. Sakerheten for varddjuret ar otillracklig for att
utnyttja preparatet som avmaskningsmedel da riskerna for att rotenon kommer ut i véarddjurets
blod och orsakar skador anses vara for stora (Kotze, Dobson, & Chandler, b, 2005).

I en studie ex vivo uppvisade triklabendazolresistenta leverflundror (F. hepatica) dveruttryck
av CYP (Devine, o.a.,, 2010). Flundrorna var dock k&nsliga for enzyminhibering vid
sambehandling med POB och triklabendazol (TCBZ) (Devine, o.a., 2010). Med hjélp av
elektronmikroskop studerades flundrornas tegment for att avgora graden av ytférandringar,
vilket kopplades samman med effekten av behandlingen. Allvarligare ytférandringar syntes
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vid samadministration av POB och TCBZ i jdmforelse vid enbart behandling med TCBZ
(Devine, o0.a., 2010). Hos kansliga F. hepatica-stammar sags endast en begransad
anthelmintisk potentiering vid sambehandling av POB och TCBZ, vilket enligt artikel-
forfattarna visar pa att en okad lakemedelsmetabolism ar en del av de multifaktoriella
mekanismerna vid anthelmintikaresistens (Devine, o.a., 2010).

DISKUSSION

For att optimera anthelmintikaanvéndningen krévs kunskap om vérddjurets metabolism av
avmaskningsmedel och vavnadsdistribution av aktiva metaboliter. Det behovs ocksa dkade
kunskaper om helminternas xenobiotikametabolism. Dessa faktorer ar avgorande for att
minimera resistensutvecklingen och bibehdlla djurvélfarden. Genom att inhibera CYP-
systemet hos varddjuret sa utsatts parasiterna for en stérre dos anthelmintika under en langre
tid, vilket ger en dkad antiparastar effekt. Aven om parasiterna utvecklat en farmakokinetiskt
medierad resistens &ar det rimligt att anta, i enlighet med genomgangna resultat i
litteraturstudien, att den athelmintiska effekten gar att potentiera genom sambehandling med
en CYP-inhibitor och de avmaskningsmedel som idag finns att tillga. Resultaten fran de fa
studier som finns publicerade pa omradet visar att dven inhibering av parasiternas eget CYP-
system leder till en 0kad antiparasitar effekt. Mojligen &r det en snabbare och effektivare vag
att inhibera CYP-systemet i jamforelse med att utveckla nya anthelmintiska preparat. Pa sa
satt kan resistensutvecklingen kringgas eller atminstone fordrojas, ungefar pa liknande satt
som gjorts med samadministrering av insekticider och CYP-inhibitorer mot resistenta
artropoder.

Tidigare studier har inte varit sa inriktade pa oxidativa XMEs (CYP) hos helminter da deras
existens inte gick att pavisa (Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012). Det har darmed varit
svart att hitta information om CYP-systemets betydelse for resistensutvecklingen hos
parasiter. De studier som finns publicerade visar ocksd pa brister med att anvanda
experimentella laboratioriemodeller istallet for kliniska forsék. Genom att jamfora
xenobiotikametabolismen hos den vadvnadslevande parasiten Brugia malayi och den
frilevande nematoden C. elegans har det visat sig att den forstnamnda har svarare att
oskaddliggdra toxiska amnen (Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012). Detta skulle kunna
harledas till det naturliga urvalet dar en frilevande nematod ar i storre behov av ett brett
detoxifieringsforsvar i jamforelse med en som lever i en mikromilj0 inom ett varddjur
(Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012). Dessutom &r syretillgangen ytterst begransad for
intestinala parasiter vilket kan vara en bidragande faktor till att det finns skillnader i uppmatt
CYP-aktivitet mellan frilevande larvstadier och adulta maskar av samma art (Kotze, Dobson,
& Chandler, b, 2005). Blodlevande nematoder som exempelvis H. contortus kan mojligen
utnyttja syre fran varddjurets hemoglobin och pa sa vis utnyttja aerob metabolism (Kotze,
Dobson, & Chandler, b, 2005). Frilevande helminter som C. elegans skulle saledes inte vara
en hallbar modell for hur anthelmintika metaboliseras av parasitiska helminter och eventuell
resistens som utvecklingsféljd (Brophy, Mackintosh, & Morphew, 2012).
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Enligt min mening ar det i dag svart att bringa klarhet i hur stor del av xenobiotika-
metabolismen hos veterinarmedicinskt betydelsefulla helminter som utférs av CYP-enzymer.
Med hjéalp av DNA-analyser har man kommit en bit pa vag da flera CYP-syntetiserande gener
har identifierats, men eftersom bade artvariationen och den individuella variationen &r stor
avseende CYPs effekter ar det svart att avgora vad detta har for konsekvenser pa klinisk niva.
Den slutsatsen som jag har kunnat dra ar att det finns majlighet att inhibera CYP-systemet pa
olika nivaer och pa sa satt uppna en béttre anthelmintisk effekt. Vilket av alternativen, pa
varddjurs- eller parasitniva eller en kombination av bada, som ger bast effekt av de
anthelmintiska preparaten vid inhibering av CYP aterstar att forska i.
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