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Sammandrag

Malaria &r en av vérldens dodligaste sjukdomar och ar 2012 intraffade det uppskattningsvis
over 600 000 dodsfall. Myggsléktet Anopheles sprider den eukaryota encelliga parasiten
Plasmodium varav den dodligaste arten ar Plasmodium falciparum. | sin livscykel genomgar
parasiten olika stadier dar den infiltrerar hepatocyter och erytrocyter vilket framkallar symtom
hos varden. Sjukdomen delas upp i tva kategorier, icke-komplicerad och komplicerad malaria.
Flera olika typer av lakemedel anvands mot malaria och de verkar genom att angripa
parasiten under de olika stadierna. Ett vaxande problem &r att P. falciparum utvecklat
resistens mot antimalariska l&dkemedel, bland annat chloroquin, ett vanligt férekommande
lakemedel. Det enda kvarstaende effektiva lakemedlet mot P. falciparum ar artemisinin.
Manga av parasitens intracellulara processer ar fortfarande okanda, framfarallt exakt hur
lakemedelsresistens uppstar. Studier pa P. falciparums genetik har kommit fram till att tva
gener ar viktiga i denna process, PFCRT och PFIMDR1. Dessa gener orsakar att mindre av
lakemedlet ansamlas i parasitens digestiva vakuol. Genernas exakta roll i
resistensutvecklingen ar an oklar men manga studier som observerat mutation i dessa
konstaterar att de &r av betydelse.

Inledning

Bakgrund om sjukdomen

Malaria &r idag k&nd som en av vérdens dodligaste insektsspridda sjukdomar. Enligt
varldshalsoorganisationen uppskattades éver 600 000 manniskor ha omkommit ar 2012
(World Health Organization 2013), men tidigare ar har sa manga som 6ver tva miljoner
dodsfall uppskattats (Holt et al. 2002). Sjukdomen sprids av myggsléktet Anopheles (Holt et
al. 2002) av vilket det finns 6ver 400 arter (Sinka et al. 2012). Ungefar 70 av dessa har
formagan att bara pa mansklig malaria men vanligtvis ar det runt 40 arter som sprider
sjukdomen (Sinka et al. 2012). Myggan bér pa den encelliga parasiten Plasmodium, en
eukaryot som, utéver manniskor, dven har formaga att smitta andra djur, daribland faglar,
reptiler och &ven andra déggdjur (Centers for Disease Control and Prevention). Under sin
livscykel har plasmodium-parasiten tva vardar, en mygga till vektor och ett ryggradsdjur dar
cellen utdvar sin patogena verkan. Malaria finns 6ver hela varlden men frodas huvudsakligen
i de tropiska regionerna. 90 % av dddsfallen sker i Afrika, séder om Sahara och de flesta
offren ar barn under fem ar (Holt et al. 2002). Aven gravida kvinnor ar i en hogre riskzon for
malariadddlighet (Lindsay et al. 2000). Ekonomiska faktorer spelar &ven stor roll i det htga
dodsantalet. Manga omkommer av sjukdomen pa grund av att de inte har tillgang till lamplig
sjukvard (Gardner et al. 2002).

Det ar huvudsakligen fyra arter i slaktet Plasmodium som smittar ménniskor. Dessa innefattar
P. falciparum, P. malariae, P. ovale, samt P. vivax. En femte art, P. knowlesii, har, enligt
rapporter fran sydostra Asien, ocksa pavisats orsaka sjukdom hos manniskor, men inte i lika
stor utstrackning. Denna kannetecknas annars av sin formaga att smitta apor, daribland slaktet
Macaca (Lee et al. 2011). Av de manniskosmittande parasiterna ar det P.falciparum och
P.vivax som orsakar flest infektioner (Wangmaung et al. 2014) och P. falciparum &ar den
dddligaste varianten (Rasti et al. 2004). Den fraémste vektorn av P. falciparum &r myggan som
tillhor slaktet Anopheles gambiae (Holt et al. 2002). | 6stra delar av Asien sa sprids P. Vivax
huvudsakligen av myggarten Anopheles sinensis (Ree 2005, Sinka et al. 2011) medan
myggarten A. Darlingi &r den huvudsakliga vektorn i neotropiska regionen (Syd- och
Centralamerika) (Marinotti et al. 2013) dar den sprider bade P. vivax och P. falciparum
(daSilva-Nunes et al. 2012). Trots att dven A. darlingi pastas vara sérskilt mottaglig for P.
falciparum (Girod et al. 2008) sa sprids inte denna parasit med samma intensitet i
neotropikerna som den gor i andra varldsdelar (Sinka et al. 2010).
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Vektorkontroll &r en nédvandig metod att bek&mpa malaria. Det innebéar att man forsoker
eliminera patogenernas vektorer, i detta fall Anopheles-myggan. Innan det neurotoxiska
bekampningsmedlet DDT forbjods runtom i varlden sa anvandes det under andra varldskriget
for att bekdmpa malaria hos soldater. Det férbjods pa grund av sin potentiella toxiska effekt
mot manniskor (World Health Organization, National Pesticide Information Center 1999,
Davies 2007). Senare infordes anvandningen av pyretroider som verkade pa liknande sétt men
hade |ag toxicitet hos vertebrater (Schleier 111 & Peterson 2011). Darfor anvands pyretroider
an idag i vektorkontroll, till exempel genom att impregnera myggnét (Kanza et al. 2013).

Pa 1950 och 1960- talet lanserade varldshalsoorganisationen en kampanj for att bekampa
malaria dar lakemedel utnyttjades i kombination med vektorkontroll. Sjukdomen bekdmpades
framgangsrikt i Europa och andra delar av vérlden. | USA hade ett liknande program inférts
nagra ar tidigare och gett liknande resultat. | dessa kampanjer anvande man sig av chloroquin,
ett lakemedel mot malaria som &n idag anvands. (Centers for Disease Control and
Prevention, Holt et al. 2002).

Ett problem som pa sistone uppstatt &r malariaparasitens resistens mot ett flertal av dagens
lakemedel. Chloroquin &r ett av de vanligaste lakemedlen pa marknaden och man har
observerat att P. falciparum, den dddligaste parasiten, har utvecklat resistens mot det (Trape
et al. 1998). Studier har &ven visat resistens hos P. falciparum mot det effektivare lakemedlet
artemisinin (Dondorp et al. 2009). Detta, i kombination med att vektorn &ven utvecklat
resistens mot bekampningsmedel (YYadouleton et al. 2010), har lett till en 6kad dodlighet, da
bade behandling av insjuknade, samt vektorkontroll har forsvarats.

Det huvudsakliga problemet tycks vara hur komplicerad parasitens resistensmekanism &r. Det
an oklart exakt hur den uppstar och det studeras i stor utstrackning. En viktig aspekt ar hur
genetiken ger upphov till resistensen. Det tros vara manga gener som ligger bakom. Vad som
ofta har noterats &r att det finns en koppling mellan tva gener, PFCRT och PfMDR1, och
resistensen mot lakemedel som chloroquin. Studierna undersoker hur mutationer i dessa gener
paverkar resistensen (Gresty et al. 2014). Med avseende pa detta ar syftet med féljande artikel
att undersoka hur stor roll PFIMDR1 majligen kan ha i P. falciparums formaga att utveckla
denna lakemedelsresistens genom att forsoka besvara fragestallningen: Har mutation av
malariaparaisten P. falciparums gen PFMDR1 en avgorande roll i hur resistent den &r mot
antimalariska lakemedel som artemisinin och chloroquin?



Patogenes

Parasitens generella livscykel

Plasmodiumparasiten genomgar manga stadier under sin livscykel. Den befinner sig i
sporozoit form nar méanniskan infekteras (Mota et al.2001). Sporoziten utvecklas i myggans
spottkortlar fran gametocyter (reproduktiva malariaceller som myggan tagit upp fran en
smittad vard). Nar myggan dricker blod s injicieras saliv i varden vilket forhindrar
koagulering av blodet (Singh & Mann 2013). Sporozoiten tar sig in i blodomloppet genom att
folja med saliven. Val inne i kroppen soker sig sporozoiten till levern och infiltrerar vardens
hepatocyter (leverceller) (Figur 1A) (Mota et al. 2001).

[A] Exo-erytrocytiska cykeln
\ (1) Myggan injicierar sporozoiter i vérden som soker sig till
3 |leverceller. (2) De bildar en schizont och (3) fardkar sig vilket ger
upphov till ett flertal merozoiter. (&) Dessa bryter is&r schizonten och
|&pps sedan ut i blodomloppet.

[C] Sporogoniska cykeln
(9) Gametocyterna tas upp av en fédande mygega
och genomgar sexuell férdkning i myggans buk.
(10} Honliga gametocyter befruktas av hanliga och
bildar en zygot som sedan, genom flera steg,
utvecklas till en cocyst. (11) Inom cocysten
utvecklas flera sporozoiter som (12) frisl&pps nar
oocysten blivit tillrdckligt stor. Dessa sidker sig till
pottkértlar fir att eventuellt injicieras i en ny
ard.

[B] Den intra-erytrocytiska cykeln

[5) Merozoiterna infiltrerar erytrocyter och [6) mognar till schizonter. (7) De
trokar sig och ger upphov till fler morozoiter som bryter is&r erytrocyten
och frigtrs for att infektera nya erytrocyter. (8) Visza merozoiter
differentieras till kénliga gametocyter.

Figur 1. Schematisk illustration av malariaparasitens livscykel. Omritad efter Kim (2013).

I hepatocyterna bildar sporozoiten en struktur som kallas schizont dar den forokar sig. Det ger
upphov till dotterceller som kallas merozoiter. Drygt en vecka in i férokningsperioden sa
bryts hepatocyten isar av det hdga antalet merozoiter som sedan frigors. De soker sig darpa
till erytrocyter (roda blodkroppar) dar de aterigen forokar sig asexuellt och det ar vid detta



stadium som offret insjuknar (Figur 1B) (Marti et al. 2004).

Beroende pa vilken typ av parasit det ar kan tiden att fullborda livscykeln i erytrocyten
variera. For P. falciparum tar det cirka 48 timmar (Orjih 2014). Erytrocyten lyseras nér
tillrackligt manga merozoiter har bildats, vilket sedan frigér dem. De nya merozoiterna soker
sig aterigen till en ny och frisk blodkropp dar processen paborjas ater (Gaur et al. 2003). |
levern kan sporozoiter av typen P. vivax och P.ovale aven ga in i ett vilostadium dar de kallas
hypnozoiter. Dessa kan ateraktiveras flera veckor (Imwong et al. 2007) efter den primara
infektionen vilket da leder till aterfall av insjuknandet (Mekonen et al. 2014). Vissa
merozoiter utvecklas till gametocyter, konscellerna som absorberas nér en ny vektor dricker
blod. Gametocyterna forekommer i hanlig och honlig form och nér dessa forokar sig sexuellt
sa bildas en zygot som, via meios, bildar en ookinet som i sin tur utvecklas till en oocyst
(Figur 1C) (Kumar et al. 2014). Dessa omvandlingar sker i myggans buk och slutligen bildas
sporozoiten som eventuellt kommer infektera en ny vard (Bobenchik et al. 2013, Centers for
Disease Control and Prevention).

Vidhéaftningsmekanismer

Infiltration av hepatocyter

For att ta sig in i hepatocyterna utnyttjar sig parasiten av ligander pa ytan for att binda till
receptorer pa hepatocyten och detta mojliggor vidhaftning. Studier har visat att en
anmarkningsvard molekyl i denna process ar parasitens ytprotein ”circumsporozoit protein”
(CSP). Denna binder till receptorn "heparan sulfat proteoglykan” pa hepatocyten och ar en
vital molekyl i processen (Coppi et al. 2005, Ménard et al. 1997).

Infiltration av erytrocyter

Mekanismen bakom erytrocyt-infiltrationen &r ocksa ligand- och receptorinteraktion men det
ar an oklart just vilka molekyler pa merozoitens ytlager som kanner igen blodkroppen (Gaur
et al. 2003). P. vivax kan bara infiltrera reticulocyter (ofullstandigt utvecklade blodkroppar).
Utover detta sa ar P. vivax dven begransad till att bara angripa blodkroppar som innehar
sarskilda glykoprotein pa cellytan. Dessa glykoprotein kallas Duffy-antigener och agerar som
receptorer for P. vivax att kanna igen och binda till (Russell et al. 2011). En stor del av
befolkningen i véstra Afrika, samt de som harstammar darifran saknar dessa antigen pa sina
blodkroppar och ar darmed resistenta mot P. vivax infektion (Culleton et al. 2008).

Till skillnad fran P. vivax har P. falciparum olika metoder att infiltrera erytrocyter och &r
darfor effektiv pa att ta sig in i alla sorters erytrocyter. Parasiten binder till sialoglykoprotein
(En sammansittning av glykoprotein och sialinsyra) pa erytrocytens membran som kallas
glykoforiner. Huvudsakligen binder den till typen Glykoforin A men den kan dven binda till
andra varianter, till exempel Glykoforin B (Gaur et al. 2003).

Nar merozoiten har infiltrerat erytrocyten har parasiten natt trofozoit-stadiet. Har bildar den
en ring-struktur och modifierar blodkroppen till en form genom vilken molekyler kan
transporteras ut och in. Den livnar sig pa blodkroppens bestandsdelar genom att endocytera
stora mangder cytosol. | processen konsumeras blodkroppens hemoglobin som sedan bryts
ned till aminosyror och en hemgrupp. (Hosseini & Feng 2012, Saliba et al. 2002, Sharrock et
al. 2008) Dessa lagras i parasitens digestiva vakuol, ett utrymme med sur miljo. (Saliba et al.
2002). Hemgruppen bestar av en porfyrinring, ett flertal cykliska organforeningar som
tillsammans binder en metalljon i centrat, exempelvis jarn. Hos manniskan &r den viktig i
biokemiska processer da den binder till syre och koldioxid som blodkroppen transporterar
(Hardison 2012). Hemgruppen &r potentiellt toxisk for malariaparasiten och darfor maste



parasiten oskadliggora den. Detta sker genom att den kristalliseras till den icke toxiska
formen hemozoin som &ven kallas malariapigment. Peptiderna som lagrats anvénds som
naringskélla (Saliba et al. 2003, Dasari et al.2011).

Endotelcellvidhaftning

Till skillnad fran andra manniskoinfekterande Plasmodium-parasiter har P. falciparum den
unika formagan att fasta sig till endotelcellerna (det tunna cellager som utgér den inre
gransen) i vardens blodkarl. Processen kallas ”cytoadherens” och organ som drabbas av detta
kan vara hjértat, hjarnan, lungor och moderkakan (Piper et al. 1999, Maubert et al.2000,
Storm & Craig 2014). Cytoadherens mojliggdrs genom att parasiten omvandlar erytrocyternas
yta till en form som bestar av utvéxter och det &r dessa utvéxter som &r beréringspunkter vid
fastandet. Under det tidiga utvecklingsstadiet innehar dven gametocyterna denna férmaga.
Parasiten drar nytta av vidhaftning da den skyddas fran att forstoras av kroppens
immunsystem (Yipp et al. 2000, Morahan et al. 2011).

Mekanism

Den generella mekanismen bakom endotelcell-vidhéftningen &r lik erytrocyt- och
hepatocytvidhaftning, det vill séga ligander binder till endotelcellernas receptorer (Yipp et al.
2000). Ett sarskilt proteinutskott pa erytrocytens yta som studeras ar ”P. falciparum
erythrocyte membrane protein 1” (PfEMP1). Proteinet, som kodas av genfamiljen var,
mojliggor bindning till alla de olika receptorerna pa endotelcellerna och skyddar parasiten
fran att rensas bort av mjalten (Piper et al. 1999, Maubert et al.2000, Storm & Craig 2014,
Miller et al. 2013). Det &r dn oklart exakt vilka molekyler som &r inblandade i vidhaftningen
men det visats att PFEMP1 bland annat binder till vardreceptorerna ICAM-1, CD36 och
thrombospondin pa endotelcellerna (Yipp et al. 2000, Morahan et al. 2011). Dess uttryck
uppregeleras nar erytrocyten befinner sig i omraden dar andra parasiter har vidhéftat sig (Idro
et al. 2010). Det indikerar att endotelvidhaftning sannolikt sker i storre utstrackning i
omraden dar det redan finns vidhaftade parasiter. Utdver detta sa kan infiltrerade erytrocyter
aven klumpa ihop till en stor massa av endotelvidhaftande parasitinfekterade erytrocyter.
Effekten pa varden av denna bindning ar forsamrad perfusion (tillférsel av blod in i organ)
och hypoxi (syrebrist) (Idro et al. 2010).

Symtom

Tva sorter av malaria

Sjukdomen delas upp i tva kategorier. Den forsta benamns icke-komplicerad malaria dar
markbara symtom innefattar feber, koldkénslor, huvud- och kroppsvark, illamaende,
svettningar och krakningar. Icke-komplicerad malaria orsakas av P. falciparum, P. malariae,
P. ovale, och P. vivax. Den andra kategorin &r komplicerad, “allvarlig” malaria vilket &r det
stadium som uppnas da fel borjar uppsta i vitala organ (Centers for Disease Control and
Prevention). Det orsakas av P. falciparum och framkallar huvudsakligen neurologiska skador
i form av cerebral malaria, acidos (férsurning av blodet), andndd, samt anemi (blodbrist)
(Miller et al. 2013). Vanligt hos barn &r anemi och cerebral malaria (Schellenberg et al.
1999). Utdver dessa symtom uppstar dven foljande: hemoglobinuria (tillstand dar hemoglobin
finns i blodet), ovanlig blodkoakulering, hypoglykemi (Iagt blodsocker), hyperparasitemi
(Parasitfrekvens éver 5 % i blodkroppar), akuta besvar med njurar och lagt blodtryck (Centers
for Disease Control and Prevention). Symtomen sker under stadiet da merozoiterna asexuellt
forokar sig i den intra-erytrocytiska cykeln (Figur 1B) (Miller et al. 2013).



Komplicerad malaria: Cerebral

Cerebral malaria, som anses vara P. falciparum’s allvarligaste form av neurologisk paverkan,
ar dodlig om inte patienten behandlas. Det cerebrala blodflédet 6kar hos de som drabbats och
orsaken tros vara att kroppen 0kar behovet av metabolism, samt néring och syre (Trampunz et
al. 2003). Barn drabbas av cerebral malaria barn i storre utstrdckning &n vuxna och ar
dessutom mer benagna att fa langvariga hjarnskador. Drabbade barn lider vanligtvis av anfall
och det har observerats att permanenta nervskador sker i samband med att dessa anfall ar
varaktiga (Idro et al. 2010). Det &r vanligt att medvetandet hos de som drabbas kan forsvagas
till den grad att de hamnar i koma och detta tros orsakas av endotelcell-vidh&ftning. Daremot,
med hjélp av specifika antimalariska medel sa gar detta att reversera (Idro et al. 2010).
Dondorp et al. (2005) utférde en studie i Sydostasien dar man fann att intravends tillférsel
(sprutad direkt in i blodet genom blodadran) av lakemedlet artesunat (beskrivs i avsnitt
”Lé&kemedel”) fungerar som en effektiv behandling mot komplicerad malaria.

Komplicerad malaria: Anemi

Anemi &r ett vanligt symtom hos barn och gravida kvinnor. Vid P. falciparum-infektion
arbetar kroppen for att gora sig av med parasitinnehallande erytrocyter. Problemet ligger i att
kroppen aven eliminerar sa mycket som 90% av de erytrocyter som inte infekterats och att
denna forlust inte kompenseras pa grund av fel i benmargen. Darfor har antimalariska
lakemedel ingen signifikant paverkan i behandlingen av anemi (Ekvall 2003). Det &r inte helt
klart exakt varfor en dverdriven eliminering sker men Ekvall (2003) pastar aven att en
bidragande faktor kan vara att erytrocyt-membranet forandrats. Vid en malariainfektion
producerar kroppen cytokiner och det tros att dessa ar inblandade i den elimineringen. Detta
orsakar att makrofager frigor kvéave- och syreradikaler som bade angriper infekterade och
icke-infekterade erytrocyter. Radikalerna utsatter erytrocyterna for oxidativ stress vilket sliter
pa deras membran och darmed leder till en 6kad rensning av dessa blodkroppar.

Komplicerad malaria: Acidos

Acidos ar ytterligare ett dodligt symtom. Hos barn &r acidos-forknippad dodlighet
huvudsakligen kopplat till fel i metaboliska processer. Vuxna kan aven fa besvar med
blodcirkulationen och njurar (Day et al. 2000).

Behandling med hjalp av lakemedel

Innan lakemedel utvecklades anvande man extrakt fran vaxter for att behandla malaria
(Aguiar et al. 2012, Centers for Disease Control and Prevention). Idag har det utvecklats en
rad olika typer av lakemedel som verkar pa olika satt och placeras in i olika kategorier utifran
detta (Tabell 1).

Lakemedel

Quinolinderivat

Quinolinderivat verkar genom att angripa parasiten efter att den infiltrerat erytrocyten.
Dessutom kan primaquin, ett quinolinderivat, &ven angripa den nar den &r i gametocyt form
eller befinner sig inuti hepatocyter. Den generella mekanismen foér quinolinbaserade
lakemedel ar att de ansamlas i den digestiva vakuolen och interfererar med nedbrytning av
hemgruppen (En mer detaljerad beskrivning ges i avsnittet om chloroquinresistens)
(Travassos & Laufer 2014). Primaquin, anvénds aven mot hepatocyt-invaderande parasiter. |
detta avseende verkar den genom att eliminera P. ovale och P. vivax hypnozoiter som legat
vilande i hepatocyterna i syfte att forebygga aterfall (Travassos & Laufer 2014).



Antifolater

Antifolater ar en klass av antimalariska lakemedel som verkar genom att paverka bildandet av
folsyra. Interferens med folsyraproduktion leder till att DNA-syntesen paverkas. P.
falciparum har utvecklat resistens mot dessa genom att mutera gener som ger upphov till
lakemedlens malenzym, "Dihydrofolate reductase” (DHFR) och ”Dihydropteroat syntas”
(DHPS) (Travassos & Laufer 2014).

Antimikrobiella &mnen

Antimikrobiella &mnen &r ytterligare lakemedel mot malaria som verkar genom att stéra den
prokaryota proteinsyntesen. Det har pavisats att dessa angriper apikoplasten, en organell som
sdgs vara ett arv fran en endosymbiont. Den &r involverad i syntesen av vissa fettsyror som
parasiten inte sjalv kan syntetisera och behovs for att parasiten ska kunna Gverleva i
erytrocyt- och hepatocyt-stadierna (Kalanon & McFadden 2010). Eftersom att
antimikrobiella &mnen verkar langsamt anvénds de ofta i samband med en snabbverkande
motpart, till exempel quinin. Man har &n inte pavisat nagon resistens mot antimikrobiella
amnen (Travassos & Laufer 2014).

Tabell 1. Klassifikation av antimalariska lakemedel

Kategori av Quinolinderivat | Antifolater Antimikrobiella | Artemisininderivat

lakemedel amnen

Verkningsmekanism | Angriper Interfererar | Paverkar Bryter ner
parasiten under | med prokaryot- peroxidbryggor
det bildandet av | proteinsyntes inom den digestiva
erytrocytiska folsyra vakuolen
stadiet

Lakemedel som Quinin Sulfonamider | Tetracyklin Artemeter

ingar Chloroquin, Pyrimetamin | Docycyklin Acrteeter
Primaquin, Proguanil Clindamycin Dihydroartemisinin
Mefloquin, Dapson Artesunat
Halofantrin

Lumefantrin

Artemisinin

Det var under 90- talet som parasitens resistens mot chloroquin bérjade utbreda sig i stor
utstrackning. Detta orsakade ett behov av ndgot mer effektivt och det var da artemisinin
borjade anvandas som alternativ. Fordelen med detta lakemedel var dess kraftfulla verkan,
samt formagan att verka pa manga former av malaria (Ashley et al. 2014). Den behandling
som an idag anvénds kallas Artemisininkombinationsterapi (AKT) och anses vara den mest
effektiva behandlingen (Patra & Srivastava 2014). Det innebdr att artemesinin eller nagon av
dess derivat anvands tillsammans med ett annat antimalariskt lakemedel. Exempelvis
anvénder man artesunat, ett artemisininderivat, som anvands tillsammans med
quonolinderivatet mefloquin (Ashley et al. 2014). Travassos & Laufer (2014) havdar att
artemisininderivat bor intas i kombination med andra lakemedel. Syftet ar att undvika att
parasiten utvecklar resistens och detta ar sarskilt viktigt da artemisinin ar det sista effektiva
lakemedlet mot P. falciparum.

Verkningsmekanismen hos artemisininbaserade lakemedel &r att binda till jarn och bryta ner
peroxidbryggor inom den digestiva vakuolen. Detta ger upphov till skadliga fria radikaler
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som paverkar parasitens proteiner (Eckstein-Ludwig et al. 2003). Artemisinin verkar mot
samtliga medlemmar av Plasmodium-sléaktet genom att angripa parasiten under stadiet da den
befinner sig i blodet. Det verkar snabbt och anvénds darfor tillsammans med ett lakemedel
som verkar langsammare. Effekten av denna behandling &r att artemisinin snabbt slar ut
majoriteten av parasiterna medan motparten slar ut resten av dverlevarna.

Kombinationsterapin innebar aven att artemisinin inte maste tas i lika hog dos. Dess snabba
verkansperiod innebér att parasiterna inte exponeras for artemisinin tillrackligt lange for att
resistens ska kunna uppna. Daremot, pa grund av artemisinins korta verkansperiod maste det
mojligtvis tas oftare, vilket skulle kunna vara en bidragande faktor till att parasiten blir
resistent. (Travassos & Laufer 2014). Studier som genomforts i Kambodja har pavisat att P.
falciparum dven kan vara mindre mottaglig an vanligt for artemisinin. Beviset fOr detta &r att
kroppen tar langre tid pa sig att rensa bort parasiten efter behandling och detta ar kopplat till
mutationer i K13 genen (Ariey et al. 2013). Genen kodar for ett protein som kallas Kelch K13
och man har funnit att det & mutationer i proteinets propellerdomén som &r kopplade till
artemisininresistensen (Ariey et al. 2013). Trots detta ar den exakta mekanismen bakom
denna resistens an oklar (Travassos & Laufer 2014).

Resistens

Resistens mot nastan alla lakemedel har observerats hos P. falciparum enligt Lukens et al.
(2013) men resistens &r inte enbart gynnsamt for parasiten. Lukens et al. (2013) havdar att
populationens fitness paverkas av chloroquinresistens, da poulationen aterigen utvecklar
mottaglighet for drogen i dess franvaro. En rapport om chloroquinresistens i Malawi bekraftar
detta pastaende, da parasiten aterigen blev mottaglig for chloroquin, 12 ar efter att
anvéandning av drogen upphdrde (Laufer et al. 2006)

Chloroquinresistens och genetik N
Verkningsmekanismen for chloroquin ~d
Den kemiska strukturen for chloroquin ar en svag,

diprotisk bas (Fig 2). Lakemedlet angriper NS
parasiten genom att ansamlas i den digestiva

vakuolen dér den tros binda till hematin, en

hydroxidform av hemgruppen som bildats via HNY\/\N/\
nedbrytning av hemoglobin. Detta forhindrar sedan k
kristalliseringen till hemozoin. Resultatet blir att

hemgruppen istéllet paverkar parasitens

enzymatiska processer och skadar parasitens Figur 2. Kemiska strukturen fér chloroquin,
membraner (Hayward et al. 2006, Fidock et al. ett vanligt forekommande ldkemedel mot
2000). malaria.

PfCRT

Manga ar dverens om det finns en koppling mellan chloroquinresistens och mutationer i
parasitens gen ”P. falciparum chloroquine resistance transporter” (PfCRT), som sitter pa
membranet av den digestiva vakuolen (Johnson et al. 2004). Mekanismen bakom
chloroquinresistensen ar inte helt kdnd men det har upptackts att resistenta P. falciparum
visar lagre nivaer av chloroquin i den digestiva vakuolen. Fidock et al. (2000) framfor fyra
olika anledningar till hur dessa nivaer halls laga i vakuolen.

1) Nar parasiten befinner sig i blodkroppen kan den forandra hur effektivt chloroquin tas upp



eller strommas ut genom sitt cytoplasmiska membran.

2) Parasiten &ndrar flodet av chloroquin eller vateprotoner genom den digestiva vakuolens
membran.

3) Chloroquin kommer inte enkelt at hematin i den digestiva vakuolen.

4) Komplexet som bildas mellan chloroquin och hematin i den digestiva vakuolen avgiftas
mer effektivt, med hjalp av enzymet glutation.

PfMDRL1 likt mdrl

PfCRT &r inte den enda genen som kan ge upphov till resistens. Man har visat att &ven andra
gener ligger bakom (Valderramos et al. 2010, Setthaudom et al. 2011). En annan gen som det
sker mycket studier pa heter Plasmodium falciparum multidrug resistance protein 1
(PfMDR1). Man har visat att det sker ett samspel mellan PFCRT och PFMDRL1 nér parasiten
utvecklar resistens. PFIMDR1 ar parasitens homolog till den manskliga genen MDR1
(Duraisingh & Cowman 2005). Hos manniskan kodar denna gen for ett protein som heter P-
glykoprotein (PGP) och det reglerar vilka molekyler som tar sig genom blodhjérnbarriéren.
Exempelvis mojliggor proteinet att glukos kan transporteras in medan toxiska &mnen
inhiberas. Daremot ar ett problem med detta att PGP dven kan blockera terapeutiska
lakemedel (Michael Williams, muntligen). Studierna &r ense om att PFMDR1 har formagan
att reglera till vilken grad parasiten blir chloroquinresistent (Babiker et al. 2001).

Hos P. falciparum kodar PFMDR1 for ett protein som kallas P-glykoprotein homolog 1
(PGHZ1). Det sitter pa membranet av den digestiva vakuolen hos mogna P. falciparum och
tros ha funktionen att transportera in och ut molekyler, bland annat restprodukter av nedbrutet
globin som parasiten anvander till energiforsorjning. Manskliga tumorceller med MDR1 far
ett dveruttryck av PGP och detta leder till att cellen blir resistent mot toxiska d&mnen.
Tumorcellerna kan na olika nivaer av resistens vilket beror pa graden av PGP-uttryck
(Cowman et al. 1991). Till skillnad fran manskliga tumérceller har graden av PGH1-uttryck
inte samma betydelse hos P. falciparum. Cowman et al. (1991) h&vdar att det sker liknande
uttryck av PGH1 hos bade chloroquinresistenta och chloroquinmottagliga parasiter. Ur detta
resonerar de att ett Overuttryck av PGH1 hos P. falciparum inte ar essentiellt for att parasiten
ska bli resistent (Cowman et al. 1991, Gresty et al. 2014).

Resistensframkallande mutation

Studier har visat att chloroquinresistens ofta ar kopplat till att kodon nummer 76 i PfCRT
muterats till K76T déar lysin omvandlas till treonin. Man har kommit fram till att innehav av
K76T ar nddvandigt men fortfarande inte tillréckligt i resistensutveklingen (Gresty et al.
2014, Lakshamanan et al. 2005, Berry et al. 2004). Gresty et al. (2014) havdar att mutationer
i PFCRT skulle pa ena sidan kunna bidra till resistens mot ett visst lakemedel men oka
mottagligheten for ett annat. Det har visats att parasiten blir mer mottaglig for det quinolin-
baserade ldkemedlet lumefantrin efter mutationen fran kodon 76 till K76T (Sisowath et al.
2009).

I syddstra Asien &r resistensutvecklingen som stérst. Mot P. falciparum har chloroquin ingen
signifikant verkan och darfor har lakemedlet begrénsats till att bekdmpa P. malariae, P. ovale
ocrh P. vivax. Detta gor artemisinin, det sista effektiva lakemedlet, ytterst viktig da
befolkningen i dessa omraden &r starkt beroende av det (Price et al. 2004). Flera studier har
utforts i dessa omraden dar man fann en koppling mellan multi-drogresistens och amplifiering
av genen PFMDR1 (Pickard et al. 2003, Price et al. 1999, Wilson et al. 1993).



En studie genomfordes dar man undersokte den huvudsakliga faktorn bakom
mefloquinresistens bade in vitro och in vivo (Price et al. 2004). | studien testades dven
resistensen mot andra antimalariska medel av vilka nagra har liknande verkningsmekanism.
Flera isolat av P. falciparum isolerades in vitro och en real-time Polymeras kedjereaktion®
genomfordes for att amplifiera PIMDR1. Man jamforde sedan parasiter med fler PIMDR1-
kopior och parasiter med en enstaka kopia och hur lakemedel paverkar respektive parasit.
Isolaten delades in i tva kategorier. Kategori 1 bestod av isolat dar P. falciparum endast hade
en kopia pa PFIMDR1-genen medan kategori 2 bestod av isolat dar den hade flera kopior pa
genen. Price et al. (2004) lyckades sekvensera parasitgenomet ur 187 in-vitro isolat och fann
att antalet PFIMDR1-kopior varierade fran ett till fem (Figur 3).

M En kopia

M Tva kopior
Tre kopior

B Fyra Kopior

B Fem kopior

Figur 3. Fordelningen av PFMDR1-kopior fran 187 isolat av malariaparasiten P.
falciparum. En in-vitro studie utférdes av Price et al. (2004) dér parasiterna
genomsekvenserades och ett samband letades mellan antalet PFMDR1-kopior och
parasitens mottaglighet for lakemedel.

Foljande lakemedel tillsattes till varje isolat: mefloquin, artesunat, dihydroartemisinin, quinin,
chloroquin och ytterligare halofantrin. Hos bada typerna analyserades den inhiberande
koncentrationen 50 (ICsp) for varje lakemedel.

Resultaten visade en hogre I1Csq hos isolaten inom den andra kategorin (Tabell 2), nagot som
enligt utdvarna av experimentet (Price et al. 2004) tyder pa att P. falciparum med ett flertal
kopior av PFMDR14r mindre mottagliga for lakemedel. Exempelvis minskade mottagligheten
for mefloquin 40 ganger.

Tabell 2. Sammanstéllning av medelvarden pd inhibitoriska koncentrationen (ICs,) som erholls efter att ha
exponerat malariaparasiten Plasmodium falciparum for olika typer av l&kemedel. ICsy beskriver koncentrationen
av en given substans som kravs for att inhibera biokemiska processer hos 50 % av populationen. Tva kategorier

! Real time PCR &r en variant av PCR dir man observerar det amplifierade DNAt i ”verklig tid”, allts& under
procedurens gang, till skillnad fran att observera det vid procedurens slut. Metoden &r ett satt att bestimma
urpsrungskoncentrationen av en specifik DNA sekvens
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av preparat undersoktes, en dér parasiten endast hade en kopia pa pfdmrl genen och en dar parasiten hade fler
kopior. P vérdet visar ifall det fanns signifikant skillnad pa varden mellan de olika kategorierna. Omritad efter

Price et al. 2004.

Lakemedel Medelvarde pa ICso | Medelvarde pa ICs, | P varde
(ng/mL) Enstaka (ng/mL) Okat antal | I.S. = Icke signifikant
PfMDR1-kopia PfMDR1-kopior

Mefloquin 18, 70 64,30 <0,001

Artesunat 1,360 2,380 <0,001

Dihydroartemisinin 1,040 1,750 0,02

Quinin 292,5 556,8 <0,001

Chloroquin 170,0 1279 IS

Halofantrin 3,200 13,20 <0,001

de Souza et al. (2014) utférde en studie dar de analyserade hur olika typer av
chloroguinanaloger som verkat mot malariainfektion hos madss skulle verka mot den
manniskoangripande P. falciparum. | analogerna fanns det diaminealkyn och diaminedialkyn
som extra sidokedjor och de visade sig verka mot chloroquinresistenta P.falciparum parasiter.
Ur detta drog de slutsatsen att variation av sidokedjor pa den verkande molekylen kan vara av
betydelse for att bekdmpa chloroquinresistens.

Det &r an oklart exakt hur PFMDR1 paverkar parasitens lakemedelsresistens men det har
observerats att mutationer i kodon 86, 184, 1034, 1042 och 1246 sker i samband med det
(Gresty et al. 2014). Det verkar finnas enighet att en mutation pa kodon 86 till N86Y dar
asparagin omvandlas till tyrosin har en roll i utvecklingen av chloroquinresistens (Bin Dajem
& Al-Qahtani 2010, Chen et al. 2002).

Trots att P. falciparum har borjat utveckla resistens, sa anvands chloroquinin fortfarande i
stor utstrackning i Afrika, sder om sahara. Detta tros vara pa grund av lakemedlets formaga
att temporért h&mma symtomen, samt att det inte kostar for mycket pengar (Valderramos et
al. 2010).

Resistensspridning i en plasmodium-population

Evolutionéra aspekter

En viktig aspekt att ta hansyn till nar resistens ska bekampas ar forstaelse av hur den sprids.
Kim (2013) havdar att laborationsexperiment har visat att resistensinducerande mutationer i
en population sker med en hastighet p& 107 per replikation. Detta innebar att en population pa
10" parasiter skulle innehalla 100 resistenta individer. Hos en infekterad vard som behandlats
med lakemedel skulle detta antal 6ka pa grund av att dessa individer selekteras. Slutsatsen
som drogs utifran detta var att ett lakemedel som inférs i ett omrade dér parasiten ar endemisk
framkallar nya, resistenta parasiter. Problemet med denna teori var att den inte tog hansyn till
hur komplex malariaparasitens livscykel ar och hur lakemedel skulle verka med avseende pa
detta. Vad som har visats ar att trots det htga antalet merozoiter som replikeras sa &r det
endast ytterst fa av dessa som bildar gametocyter. Darmed ar sannolikheten att finna
resistenta individer bland dessa liten (Kim 2013).

Kim (2013) havdar aven att lakemedelsresistens inte enbart garanterar skydd mot att férgoras.

Fullkomlig resistens astadkoms inte endast av en mutation i en gen. Det ar snarare en process
dar flera mutationer successivt dger rum. Icke-resistenta parasiter som erhaller en resistent
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gen via mutation blir forvisso mer resistenta &n icke-muterade individer, men under normala
koncentrationer av lakemedel ger dven dessa efter. Kim (2013) pastar att "intermediara”
koncentrationer later resistenta parasiter frodas medan mottagliga parasiter drabbas av
lakemed]et.

Efter dosering kommer ldkemedelskoncentrationen avta med tiden. Detta innebdr att htga
koncentrationer, som annars skulle doda parasiten, sa smaningom kommer na
den”intermediara nivan”, dar resistenta parasiter frodas. Det blir da gynnsamt for resistenta
parasiter om lakemedlet elimineras langsamt. De far mer tid att etablera sig i kroppen medan
de mottagliga parasiterna dor. Kim (2013) foreslar att detta kan forklara varfor artemisinin
var ett sa pass effektivt lakemedel i 6ver 20 ar i Sydostsien, da det elimineras snabbt (Kim
2013, Hastings et al. 2002)

Konkurrens med icke-resistenta individer ar ytterligare en utmaning for resistens att utvecklas
i en population i stor utstrackning. Muterade parasiter konkurreras ut av icke-muterade om
varden inte behandlats med nagot lakemedel.

En slutsats som kan dras fran detta ar att varden maste ha behandlats med lakemedel for att
resistenta parasiter ska kunna frodas. Hos en icke-behandlad vard 16per de stor risk att
utkonkurreras av icke resistenta parasiter (Kim 2013).

Det ar viktigt att veta hur snabbt resistensen sprids for att utveckla en effektiv
behandlingsmetod. Kim (2013) framfor att detta undersdks med hjalp av evolutiondr genetisk
modellering dar man forsoker forsta de olika faktorerna som paverkar hastigheten med vilken
resistens sprids. Dessa innefattar bland annat geografiska variabler som hur snabbt vektorn
migrerar (vilket ger en forstaelse av hur snabbt sjukdomen éverférs mellan olika individer)
och aven patientens motstandskraft.

Diskussion

Ett flertal studier pekar pa att det sker ett samspel mellan PFMDR1 och PfCRT men det ar an
svart att avgora hur stor betydelse PFMDR1 har i resistensutvecklingen. Den exakta
mekanismen bakom manga av parasitens processer ar fortfarande okand vilket onekligen &r
ett stort hinder i utvecklandet av effektiva lakemedel som kan évervinna parasitens resistens.
En av svarigheterna med att 6verkomma problemet &r att forsta exakt hur parasitens alla
gener samspelar med varandra for att framkalla resistensen och det kan méjligen droja flera ar
innan ett faststallt svar hittas, en tid under vilken sjukdomen hinner skérda manga fler liv.
Déremot &r ett viktigt framsteg att man i alla fall k&nner till hela genomet hos P. falciparum
(Cox 2010).

PfMDRL ar viktig i samband med PfCRT

Studien som genomforts av Price et al. (2004) bekréftar att PIMDR1 har betydelse i
parasitens resistensutveckling. I sin diskussion hévdar de att det finns en koppling mellan
parasitens mottaglighet for artemisinin och 6kade antal PFIMDR1-kopior. Eckstein-Ludwig et
al. (2003) har visat att artemisinin angriper ett enzym som kallas ’sarco/endoplasmatisk
retikulum Ca®*-ATPas (SERCA) och kodas av genen PFATP6. Hos manniskor har SERCA
funktionen att transportera calcium i muskelcellen nér muskeln slappnar av. | samband med
PfMDR1 studerade aven Price et al. (2004) polymorfism hos PFATP6 och hur det paverkade
mottagligheten for artemisinin. Deras resultat visade att polymorfism hos PFATP6 inte
orsakade nagra ICso- forandringar nér parasiten exponerades. Ur detta drogs slutsatsen att
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antalet PFIMDR1-kopior &r den huvudsakliga regulatorn i hur mottaglig parasiten &r for
artemisinin. Berry et al. (2004) h&vdar att mutation av kodon 76 i PFCRT &r nodvandigt men
racker inte for att utveckla fullstandig resistens. Detta kan indikera att parasiten ar starkt
beroende av PfMDRL for att utveckla resistens.

Laufer et al. (2006) forklarade att chloroquin aterigen borjat verka i Malawi tolv ar efter att
dess anvandning upphdrde. Detta fenomen skulle kunna vara viktigt i kampen mot
resistensutvecklingen. Det tyder pa att resistens inte ar varaktigt om férutsattningarna andras
under tillrackligt lang tid. I detta fall férsvann det resistensinducerande lakemedlet och
darmed parasitens behov att bli resistent. Daremot &r det opraktiskt att vanta i tolv ar att bli av
med resistens och denna metod &ar bara rimlig i teorin.

Ett lovande fenomen &r anvandning av chloroquinanaloger som de Souza et al. (2014)
rapporterade om. Dessa analoger, med sidokedjor bestaende av de organiska féreningarna
diaminealkyn och diaminedialkyn, kan vara viktiga i denna fraga da de visat sig verka pa
chloroquinresistenta parasiter.

Som nédmnt har det observerats att P. falciparum kan utveckla resistens mot artemisinin. |
vastra Kambodja har man observerat en minskad effektivitet av AKT dar artesunat
kombinerades med mefloquin. Man noterade att det fanns en koppling mellan ett 6kat antal
PfMDR1-kopior och den minskade effektiviteten. Detta indikerar ytterligare att PFIMDRL1 kan
ha en viktig roll i resistensutvecklingen. Dondorp et al. (2009) antyder att det kan bero pa att
man i det omradet lange anvant artemisinin som inte kombinerats med ett annat lakemedel.
Det ar majligt att artemisininresistensen framover kanske inte helt gar att undvika men med
kontrollerat bruk av artemisinin, framforallt i kombinationsterapi, kan den méjligen regleras
till viss del.

Chloroquin anvéndes i stor utstrackning vilket tros var en anledning till varfor P. falciparum
utvecklade resistens (Wellems & Plowe 2001). Detta kan &ven likstéllas med problemet att
bakterier utvecklat antibiotikaresistens, sakerligen pa grund av tillgangligheten. Med tanke pa
detta finns det anledning att tro att parasiten med tiden aven kommer kunna sta emot
artemisinin lika effektivt. Detta ar forvisso en véldigt komplicerad fraga som troligen endast
kan besvaras med héansyn till en stor mangd olika faktorer.

Som med andra sjukdomar forsoker man idag framstalla ett vaccin mot malaria. An s lange
finns det inget effektivt vaccin mot den méanskliga varianten men i nulaget haller man pa
utveckla ett som hittills gett lovande resultat. Detta vaccin, RTS,S/ASO1E, baseras pa protein
som uttrycks under sporozoit-, samt merozoit-stadiet, exempelvis CSP (som medierar
hepatocyt-infiltrationen) (Aguiar et al. 2012). Enligt Bejon et al. (2011) k&nner man dven till
att antikroppar mot antigenen som parasiten har vid merozoitstadiet inhiberar erytrocyt-
infiltrationen, dock géller detta in vitro.

Ut6ver vad som tagits upp i denna artikel finns det extremt manga komplicerade fenomen om
malariaparasiten som det sker studier pa. Det & mycket som fortfarande &r oklart och det
finns sakerligen mycket mer att lara sig om P. falciparum. Daremot, utan de framsteg som
gjorts och den kunskapen som hittills fatts ar det troligt att dodsantalet vore annu hogre an
vad det redan ar idag.
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Malariaparasitens resistens mot lakemedel: etisk bilaga
William Ondusye
Sjalvstandigt arbete i biologi 2014

Huvudsakliga etiska problematiken

Malaria har lange varit ett problem och annu vérre &r att parasiten nu utvecklat resistens mot
vanliga lakemedel som chloroquin. Jag anser att den huvudsakliga etiska fragan handlar om
problemet med att fattigt folk drabbas hardast av malaria.

Manniskans ansvar

Det sker mycket studier kring chloroquin, ett ldkemedel som den dédligaste varianten av
malaria (P. falciparum) utvecklat resistens mot. Artemisinin anvénds som det sista effektiva
lakemedlet mot denna parasit och det stora problemet ligger i att manga inte har rad till det.
Detta ar ett bra exempel pa hur rika manniskor har ratten till lamplig vard medan de fattiga
manniskorna dor. A andra sidan &r det forstaerligt att ett 1akemedel som kostar mer att
framstalla kommer bli dyrare for konsumenten, framférallt i en vinstorienterad varld.

Globalt

Ur ett globalt perspektiv kan man dven ifragasatta vilket ansvar vastvarlden har i det hela.
Stora insatser gjordes pa 50-talet for att utrota sjukdomen fran vasterlandska lander och
resultatet blev framgangsrikt. Nufortiden ar problemet som storst i afrika och det ar séllan
som vastvarlden forknippas med termen *malaria’. Av ren medmaénsklighet anser jag att
vastvarlden har ett ansvar att bidra till att 16sa problemet. Ingen véljer att fodas under svara
omstandigheter men alla kan bidra till att latta pa dem. Sedan &r vissa lander aven viktiga for
export av mat och ravaror vilket kan vara en anledning att se till deras valmaende.

Forskning

Man har hittat kopplingar mellan olika gener och resistens mot dessa lakemedel men det
aterstar fortfarande mycket att forsta kring den exakta resistensmekanismen, da den visat sig
vara ytterst komplicerad. Jag anser att myndigheter bor ta ansvaret att lagga ner pengar pa
forskning kring parasitens genetik, da svaren pa oklarheterna méjligen finns just dar. Det kan
ta ett tag innan ett konkret svar faststallts men om det ar mojligt att latta pa situationen for
framtida generationer anser jag att det &r en klar nédvéandighet.

Forskningsetik

Fragan jag har valt att undersoka (huruvida en specifik gen har paverkan i malariaparasitens
resistensutveckling) ar valdigt komplicerad och maste troligen besvaras med hansyn till flera
olika aspekter. Darfor har jag anvant mig av valdigt manga kallor for att gra en rimlig
beddmning av olika processer. Databaser som anvants ar Web of Science och Pubmed som
ofta hanvisar till valkanda tidsskrifter sisom Nature, Science och, sarskilt relevant for detta
amne, Malaria Journal. Oversiktsartiklar har jag anvént for att ge en inblick i hur processer
som till exempel livscykeln funkar och detta har de tidsskrifter som namnts ovan publicerat
valdigt bra 6versiktsartiklar pa. Manga av oversiktsartiklarna hanvisar ofta till kainda namn
inom amnet vilket bidrar till trovardigheten. Utover detta har jag aven anvant mig av
orginalartiklar for att granska data direkt fran studier.
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