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SAMMANFATTNING

Strongylus vulgaris (stor blodmask) ar den mest patogena parasiten hos hast i Sverige, redan
vid lag infektionsdos orsakar parasiten stor skada pa blodkérlen som forsorjer tarmen. Skadorna
kan ge upphov till allvarliga fall av kolik och tromboser. Prevalensen av S. vulgaris har stigit
fran 3 % i slutet av 90-talet till cirka 26 % vid senaste matningen 2016. En bidragande faktor
till den héar utvecklingen &r att Sverige for drygt tio ar sedan inforde sa kallad selektiv
avmaskning pa grund av en 6kande resistensutveckling mot anthelmintika hos Cyathostominae
(liten blodmask). Ett langsiktigt mal i ett doktorandprojekt vid Immunologiska enheten vid
Institutionen for biomedicin och veterindr folkhédlsovetenskap ar darfor att utveckla ett vaccin
mot S. vulgaris som alternativ till anthelmintika. | projektet studeras ett nytt adjuvans, G3, och
dess effekt pa cytokinproduktionen hos equina mononukleéra blodceller (eqMBC).

| detta examensarbete har G3 utvarderats vidare. EQMBC har odlats i narvaro av G3, liksom i
nérvaro av G3 tillsammans med ”Toll like receptor” (TLR) agonisterna Pam3SCK4 (Pam) och
FliC. Cytokininduktionen analyserades med qPCR (IL-10, IL-8 och IFN-y) och ELISA (IFN-
y). En metod att rena och strdla L3-larver i syfte att studera larvernas effekt pa
cytokininduktionen i kulturer av egMBC har utvecklats. En forsta cellinduktion i eqMBC med
dessa preparerade larver, tillsammans med G3 utféres och cytokininduktion (IFN-y, IFN-a,
TGF-, IL-10, IL-12 och IL-4) analyserades med qPCR.

G3 inducerade generna for IFN-y och IL-12 samt kunde inhibera uttrycket av generna for IL-
10 och IL-4. Né&r G3 tillsattes i kulturer av egMBC tillsammans med andra inducerare, var G3’s
effekt pa cytokinproduktionen dominant. Vid ett forsta cellinduktionsforsok med G3 och L3-
larver observerades att L3 larverna inducerar uttryck av genen for IL-4. Nédrvaro av G3 hindrade
det L3-inducerade uttrycket av IL-4 i egqMBC som istdllet uttryckte IFN-y och IL-12.

Olikt manga adjuvans pa marknaden tycks G3 starkt driva immunreaktionen mot TH1. Detta
gor G3 till ett mycket intressant adjuvans i framtida hastvaccin. Mgjligheten att anvdnda G3
tillsammans med L3 antigen i ett vaccin mot blodmask behdver studeras vidare. Metoden som
utvecklats i detta examensarbete att rena fram och strala L3 larver, anses fungera bra och
kommer tillampas i de fortsatta studierna med eqMBC.



SUMMARY

Strongylus vulgaris is considered to be the most pathogen parasite in Swedish horses. The
parasite causes severe damage to the vessels supplying the small and large intestine. This results
in arteritis, thrombosis and may cause severe colic. In Sweden, the prevalence of S. vulgaris
was about 3% in late 1990s but has according to a new study performed at SLU in 2016
increased to 26%. Most likely, this increased prevalence is due to a selective deworming
strategy imposed ten years ago because of signs of anthelmintic resistance in small strongyle
(Cyathostominae spp). In a PhD project at the Department of Biomedical Sciences and
Veterinary Public Health, SLU, the long-term goal is to develop a vaccine against S. vulgaris
using a new adjuvant designated G3. Effects of the adjuvant are so far analysed in cultures of
equine mononuclear blood cells (eqMBC).

In the present master project, the cytokine inducing capacity of G3 was further evaluated and a
method for isolation, purification and inactivation of L3 larvae stage of S. vulgaris was
developed. EQMBC were cultured in the presence of G3 and/or the TLR agonists FIiC and
Pam3SCK4 (Pam) and the induced cytokine profiles were determined using gPCR (IL-4, IL-8,
IL-10, IL-12, IFN-y, IFN-a, TGF-B) and ELISA (IFN-y). After being purified and UV-
irradiated, the L3 larvae were also included in the cytokine analyses.

The adjuvant G3 alone promoted a TH1 type of response inducing IL-12 and IFN-y that also
seemed to dominate when G3 was combined with other inducers. For instance, the expression
of MRNA for IL-10 was inhibited when FIiC or Pam were combined with G3. When tested in
cultures of eqMBC, the inactivated L3 larvae preparation induced IL-4, indicative of a TH2
type of immune response. Dual exposure of egMBC to both L3 larvae and G3 abrogated the
IL-4 induction and only expression of mRNA for IL-12 and IFN-y was detected. Thus, G3 seem
to be a TH1 promoting adjuvant in the horse with the potential to redirect a TH2 response
towards TH1. This makes G3 very interesting as an adjuvant in future equine vaccines. To
evaluate G3 as a potential adjuvant in a vaccine against S. vulgaris further studies are required,
applying the methods for purification and irradiation of larvae outlined in this project.
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INLEDNING

Detta examensarbete ingar i ett storre doktorandprojekt dar ett nytt adjuvans, G3, utvarderas
for anvandning i hast. Det langtgaende syftet ar att utveckla ett nytt vaccin mot infektion med
Strongylus vulgaris (stor blodmask) hos hé&st. S. vulgaris & en mycket patogen equin
inalvsparasit. Pa grund av risk for resistensutveckling mot anthelmintika hos Cyathostominae
(liten blodmask) gick Sverige ifran rutinmassig avmaskning for ca 10 ar sedan. En nyligen
utford kartlaggning visar tyvarr att prevalensen av infektion med stor blodmask okat kraftigt
sedan dess och ligger nu pa ca 26 % pa individniva jamfort med ca 3-5 % i slutet av 1990-talet.
Ett vaccin mot blodmask har potentialen att vara lésningen bade nar det géller att forebygga
sjukdom orsakad av stor blodmask samt att minska resistensutvecklingen mot anthelmintika.

Hittills i projektet har effekten av G3 utvarderats i kulturer av hastlymfocyter. Man har pa
samma satt aven testat tva stycken Toll-like receptor (TLR) agonister Pam3CSK4 (Pam) och
FliC’s effekt pd hastlymfocyter. TLR-agonisterna studeras for mojligheten att anvandas som
komplement till adjuvans i och med sin férmaga att binda till TLR-receptorer pa “antigen
presenting cells” (APC’s) och pa sa sitt paverka immunforsvarets riktning. Effekten av de olika
inducerarna har utvéarderats med hjéalp av qPCR for att mata vilka cytokingener som regleras
vid de olika behandlingarna. Att kartlagga cytokinprofilen for ett adjuvans ar ett viktigt férsta
steg for att s& smaningom kunna styra det immunologiska svaret mot antigenet i vaccinet.

Syftet var att i detta examensarbete ytterligare utvardera G3’s inverkan pa genuttrycket for olika
cytokiner (IL-12, IL-10, IL-8, IL-4, IFN-y, IFN-a och TGF-B), ensamt och tillsammans med
TLR agonisterna. For andamalet att vidare studera hur G3 tillsammans med L3-larver fran
blodmask paverkar cytokinproduktionen hos hast, utvecklades dven en metod att rena fram L3
larvpreparationer for att anvénda i cellinduktioner. Metoden kontrollerades genom ett forsta
cellinduktionsforsok med G3 och L3-larver.

LITTERATUROVERSIKT
Strongylus vulgaris — patogenes, prevalens och problematik

S. vulgaris ar den mest patogena inalvsparasiten hos hast i Sverige. Det dar en helmint som
orsakar vermings arterit hos ca 95 % av infekterade hastar (Duncan 1975). Framférallt drabbas
artarer som blodforsorjer tarmen, inklusive kraniala krésroten (Duncan 1975; McCraw et al.,
1976). Trombosbildning och fortjockade fibrotiska karlvaggar medfor kraftig paverkan pa
blodférsorjningen till hela tarmsegment. Ichemiska skador kan uppkomma som foljd av detta
med kraftiga koliksymtom och/eller endotoxinemi (Nielsen et al., 2015; Clifton et al., 1994;
Duncan 1975; McCraw et al., 1976; Nichol et al., 1987). Aven bakbenshaltor orsakade av
arteria iliaca tromboser har associerats med S. vulgaris infektioner. Andra symtom kan vara de
som forekommer vid parasitinfektioner generellt: forsamrad péalskvalité, viktnedgang och
nedsatt prestation. Anemi kan férekomma men &r ovanligt (Duncan 1975; McCraw et al.,
1976).

S. vulgaris har en prepatensperiod péa ca 6 manader (McCraw et al., 1976). Agg utséndras med
tracken och utvecklas, pa betet, till det infektiosa L3 stadiet under ca 14-28 dagar beroende pa
vader. Hastarna infekteras per oralt nar de betar. L3 larven adhererar till och penetrerar mukosa
och submukosa i ileum, ceacum och ventrala colon inom tva dagar fran infektion. I submukosan
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mognar L3 larven till L4 stadiet inom ytterligare 2-3 dagar (McCraw et al., 1976; Clifton et
al., 1994). Fran submukosan barjar larvens migration genom artarer till den framre krésroten.
Larven nar arterica mesenterica cranials mellan dag 14 och 19 post infektion (PI). Har stannar
larven tills den mognat ut till L5 stadiet, vilket sker mellan dag 90 och 120 P, larven &r da ca
18 mm lang (McCraw et al., 1976). L5 larven foljer sedan blodflodet genom karlen tillbaka till
grovtarmen. Konsmognaden samt &ggproduktion sker i lumen ca 150-180 dagar PI. Under
denna tid suger parasiten blod genom tarmslemhinnan.

Prevalensen av S. vulgaris infektion undersoktes i ett examensarbete vid SLU senast 2016 och
befanns da ligga pa 26 % pa individniva och 66 % pa gardsniva (Werell 2017). Det ar en kraftig
okning sedan den senaste matningen pa sent 1990-tal, da prevalensen pa individniva enligt
Statens Veterindarmedicinska Anstalt (SVA) lag pa 3-5 %. En méjlig orsak till 6kningen kan
vara att man for ca 10 ar sedan slutade avmaska rutinmassigt i Sverige och numera avmaskar
efter trackprov. Detta beslut togs pa grund av oro for parasitar resistensutveckling mot
anthelmintika. Vid trackprov analyseras egg per gram (EPG) fran bade stor och liten blodmask
tillsammans. Det har visat sig att de hastar med 1agt EPG oftare bar pa S. vulgaris, jamfort med
de som har héga EPG vérden och oftare enbart ar infekterade med lilla blodmasken (Werell
2017). Det ar darfor viktigt att odla ut trackprover dven fran hastar med laga EPG for att vara
saker pa att individen ej &r infekterad med stor blodmask.

Resistensutveckling hos héstens lilla blodmask (Cyathostominae spp) och spolmask
(Parascaris equorum) mot avmaskningsmedel &r ett vaxande problem runt om i vérlden
(Nielsen et al., 2014; Samson-Himmelstjerna 2011; Reinemeyer 2009; Lind et al., 2005). Annu
har ingen resistens rapporterats hos S. vulgaris (Matthews 2014). Mot bakgrund av den 6kande
resistensutvecklingen hos helminter hos hast, ar tanken pa immunisering mot parasiterna med
hjélp av vaccin hogst intressant. Hastar utvecklar immunitet mot P. equorum vid mellan 6 man
och 2 ars alder (Reinemeyer 2009). Hastar som ar aldre an sa ar mycket motstandskraftiga mot
infektionen som dock kan ge allvarlig sjukdom hos f6l (Clayton 1979; Reinemeyer 2009). En
liknande absolut immunitet utvecklas inte mot vare sig sma eller stora blodmaskar (Nielsen et
al., 2014; Duncan 1975; Samson Himmelstjerna 2011; Reinemeyer 2009; McCraw et al., 1976)
aven om ett visst aldersrelaterat skydd utvecklas (Klei & Chapman 1999). Aldre hastar far
generellt mildare kliniska symtom relativt infektionsbordan. De histologiska fordndringarna &r
dock desamma oavsett alder (Duncan 1975; McCraw et al., 1976; Clifton et al., 1994), vilket
tyder pa att hastarnas immunforsvar star tamligen handfallet infor parasiten.

Slemhinneimmunitet

Immunforsvaret i tarmen bestar dels av en funktionell barriér i form av enterocyter tackta av ett
mukuslager, dels av lymfoid vévnad. Ett enkelt lager enterocyter tacker tarmens yta mot lumen,
de ligger dikt an varandra med zona occludens (“tight junctions™) vilket gor det svart for
mikroorganismer och makromolekyler att ta sig in mellan cellerna (Aguilera Montilla et al.,
2004). Den lymfoida vavnaden i tarmen bestar av mesenteriska lymfknutor, peyerska plack och
diffus mukosa associerad lymfoid védvnad (Aguilera Montilla et al., 2004). | lamina propria
finns langs med hela tarmen rikligt med Antigen Presenting Cells (APC), fram for allt
Dendritiska celler (DC). Dessa har rikligt med Pattern recognition receptors (PPR) som hela
tiden kénner av sin omgivning och &r beredda att binda in och ta upp specifika antigen, generella



antigenstrukturer (pathogen associated molecular patterns; PAMP) eller kroppsegna alarminer
(damage associated molecular patterns; DAMP) fran vavnadsskador.

DC kan binda till och ta upp antigen fran tarmen dels direkt via lumen, som DC kan na med
hjalp av sina cytoplasmatiska utskott, dels via M celler (Aguilera Montilla et al., 2004). M celler
ar specialiserade enterocyter som ligger i anslutning till peyerska plack. M cellerna tar upp
antigen fran tarmlumen apikalt via endocytos och presenterar det for DC basalt mot lamina
propria. Nar en DC tagit upp frammande antigen sker aktivering av immunforsvaret i tre steg.

Signal 1: DC presenterar degraderat antigen bundet till MHC 11 molekyler for naiva THO celler
som ké&nner igen MHC ll-antigen komplexet med specifika receptorer (TCR). Bindningen
stabiliseras av CD4 molekyler pa THO cellen som binder till utsidan av MHC I1. Inbindningen
TCR-MHC II leder till 6kat uttryck av CD154 pa THO cellen.

Signal 2: Co-stimulatoriska molekyler pa DC binder till THO cellen. Viktigast &r konstitutivt
uttryckta CD40 pa DC som binder in till CD154 pa THO, samt CD80/86 pa DC, som binder in
till CD28 pa THO cellen.

Signal 3: Nar MHC 11 bundit till TCR och de co-stimulerande receptorerna bundit varandra
borjar DC producera cytokiner till THO cellen som nu kan stimuleras av cytokinerna och 6verga
till en effektor-TH cell. Vilka cytokiner som produceras av DC beror dels pa det anatomiska
laget men styrs framforallt av vilka pattern recognition receptors (PRR) som engagerats.
Beroende pa vilka cytokiner som produceras kommer TH cellen att differentiera ut till en TH1,
TH2, TH17 eller T regulatorisk (Treg) cell. Vidare aktiveras B lymfocyten som via sin unika
och specifika B-cells receptor (BCR) kanner igen oprocesserat (naivt) antigen, av cytokiner
fran effektor TH cellen samt av cytokinstimulering fran DC. Detta medfor att B lymfocyten
differentierar till plasmacell, switchar till lamplig immunoglobulinklass samt borjar sekreera
antikroppar.

Figur 1. Schematisk framstéllning av signal 1, 2 och 3 vid antigenpresentation.



Immunforsvar och Helminter

Skydd mot helminter som kommer i kontakt med mukosan innefattar 6kad mukusproduktion
och 6kad tarmperistaltik samt ett generellt TH2 svar (Mulcahy et al., 2004; Weinstock 2006).
TH2 svar till foljd av helmintinfektion associeras generellt med esinofili och hoga titrar 1IgE
antikroppar (Mulcahy et al., 2004; McSorley et al., 2013).

Eosinofilerna aktiveras ofta i tva vagor vid en parasitinfektion. Initialt av DAMP fran
vavnadsskador samt av inflammationsmediatorer fran degranulerade mastceller. En andra vag
av aktiverade eosinofiler rekryteras fran benmarg med hjalp av IL-5, en cytokin starkt
associerad med ett TH2 svar. Eosinofiler har visat sig vara mycket viktiga i skyddet mot S.
vulgaris (Klei et al., 1992; Swiderski et al., 1999; Klei och Chapman 1999; Dennis et al., 1993).
Vid S. vulgaris infektion anses aktiverade eosinofiler kunna uppreglera sitt uttryck av MHC 1.
In vitro har man ocksa sett att de kan avdoda L3 larver (Klei, 2000). IL-4 &r en annan viktig
TH2 cytokin som tycks leda till 6kning av antigen specifika IgE antikroppar och &r darfor
mycket viktig i det immunologiska svaret mot flertalet helminter, S. vulgaris inkluderat
(Swiderski et al., 1999).

Helminter har jamfort med andra typer av agens en val utvecklad immunmodulerande formaga
(Maizels et al., 2016; Hewitson et al., 2009; Weinstock 2006; McSorley et al., 2013; Mulcahy
et al., 2004), vilket ar viktigt for deras dverlevnad i varden. En immunmodulerande mekanism
anses vara helminternas formaga att uppreglera regulatoriska T celler (T reg) och
immunregulatoriska cytokiner som IL-10 och TGF-f (Hewitson et al., 2009; Favoretto et al.,
2014; McSorley et al., 2013; Weinstock 2006; Maizels et al., 1999; Mulcahy et al., 2004).

IL-10 &r en immunmodulerande cytokin som dels stimulerar T reg cellers proliferation och dels
nedreglerar TH1 svar och styr det mot ett TH2 svar. (Dowling et al., 2016; Burakova et al.,
2017). TGB-p produktion och uppreglering av T reg celler sker in vitro i kombinerade DC-TH
cellkulturer som exponeras for olika typer av parasiter, bland annat med T.spiralis, E.
multiocularis och S. mansoni (McSorley et al.,, 2013). Studier i manniska visar att
helmintinfektion av olika typ bland annat inducerar IL-10 produktion (Weinstock 2006). Till
exempel uppvisar manga patienter med T.solium infektioner 6kade IL-10 nivaer, nedreglering
av bade TH1 och TH2 cytokiner samt tendenser till 6kat antal T reg celler (Maizels et al., 2016).
In vitro studier visar att isolerade mononuklara immunceller fran lamnina propria producerar
bade TH2 cytokiner (IL-4 och IL-5) och regulatoriska cytokiner (IL-10 och TGFp) efter
helmint-exponering (Weinstock 2006). Musmodeller har visat att T reg knockout (KO) mdss
snabbt eliminerar Gl nematoder vid experimentell infektion (Maizels et al., 2016). Vidare har
man sett att parasitinfekterade ménniskor som &r kroniska, asymtomatiska bérare ofta utvecklar
ett TH2 svar med IL-4 produktion. IL-17 och IFNy inhiberas och IL-10 samt TGFp uppregleras
(Maizels et al., 2016; McSorley et al., 2013; Maizels et al., 1999). Patienter med symtomatisk
sjukdom har istallet ett mer uttalat TH1/TH17 svar som medierar kraftig inflammation i
infekterade vavnader (Maizels et al., 2016).

Parasiters immunmodulerande formaga bekraftas ytterligare av den nu allméant accepterade
hygienhypotesen. Hygienhypotesen innebar kortfattat att ett visst infektionstryck, av bland
annat parasiter, tidigt i livet stimulerar till ett battre reglerat immunforsvar (McSoley et al.,
2012). Fenomenet anses forklara det faktum att i lander med hogre prevalens av
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parasitinfektioner ar frekvensen autoimmuna tarmsjukdomar sasom Chrons och Ulcerds Colit,
allergier och astma betydligt lagre hos humanpopulationen &n i exempelvis véstvarlden
(Maizels et al., 2016; Weinstock 2006; Mulcahy et al., 2004). | ett férsok med gnagare har
parasitinfektion med T.muris, H. polygyrus eller S. mansoni en skyddande effekt mot
experimentellt framkallad TH1 colit (Weinstock 2006), bland annat genom att nedreglera den
TH1 associerade cytokinen IFN-y. Aven en minskad effekt av vaccination har observerats hos
humana patienter med kraftiga parasitbordor. Detta har forklarats med de hoga nivaer immun-
nedreglerande cytokiner som féljer parasitinfektioner, vilka forsamrar immunsvaret pa vaccinet
(Maizels et al., 2016; Mulcahy et al., 2004). Liknande observationer har gjorts i ett
vaccinationsforsok pa hast. Hastar med kraftig parasitbérda utvecklade bade samre antikropps-
och cellulart svar nar de immuniserades med heterologa protein. Hastarna med lag parasithérda
(behandlade med moxidectin innan immunisering) utvecklade hogre nivaer av IL-4 och IFN-y
(Edmonds et al., 2001). Hastar med hog parasitborda tycks alltsd vara mindre immun-
kompetenta. Vidare har man sett att patienter infekterade med Ascaris, Onchercera eller
Schistosoma utvecklar ett mindre effektivt TH1 svar vid infektion av Tetanus, diptheria eller
choleratoxiner (Mulcahy et al., 2004). Man har ocksa sett att moss infekterade med S.mansoni
producerar mindre TH1 cytokiner vid experimentella infektioner med andra antigen (Mulcahy
et al., 2004). Sammantaget indikerar dessa studier att parasitinfektioner av olika slag kan ha en
allmént immunsuppresiv effekt.

Att uppna skyddande immunitet

Parasiters immunmodulerande formaga ar en av utmaningarna nar det galler att ta fram ett
effektivt vaccin mot helmintinfektioner (Hewitson et al., 2014; Maizels et al., 1999). Nar det
géller infektion med S. vulgaris har flera forsék gjorts dar man forsokt immunisera hastar
genom upprepade, ofta orala, vaccinationer med stralade forsvagade L3 larver. Dessa hastar
visade reducerad parasitborda vid efterfoljande experimentell infektion och var skyddade mot
parasitorsakade kliniska symtom jamfort med kontrollgruppen (Hewitson et al., 2014;
Swiderski et al., 1999; Klei 2000; Monahan et al., 1994). Den skyddande effekten av
vaccinationen varade upp till ca 9 manader. De vaccinerade hastarna utvecklade eosinofili i
hogre utstrackning (Swiderski et al., 1999; Monahan et al., 1994; Klei 2000) samt antikroppar
mot ytantigen pa L3 larver till skillnad fran kontrollgruppen (Klei 2000). Enbart okade
antikroppstitrar tycks dock inte rdcka som skydd mot infektion. Hastar som behandlades med
hyperimmuniserad plasma visade inget tecken pa skydd mot experimentell infektion av L3
larver (Klei 2000). Metoden att vaccinera djur med stralade larver har aven tillampats med
framgang i andra djurslag. Nagra exempel & not som har immuniserats med av stralning
forsvagade larver av lungmask (Dictyocaulus viviparus) och hundar som har immuniserats med
av stralning forsvagade larver fran hakmask (Ancylostoma caninum) (Maizels et al., 1999;
Hewitson et al., 2014). Nackdelar med denna metod &r att den ar opraktisk da den kraver mycket
stora mangder larver for att kunna produceras kommersiellt och vara aktuell pa populationsniva.
Att identifiera parasitantigen som ger en immunreaktion och kan inkorporeras i ett
subenhetsvaccin kan d&rfor vara en l6sning.

Syftet med vaccination ar att uppna en skyddande immunitet mot det agens man vaccinerar mot
utan att orsaka sjukdom. Detta stéller stora krav pa vaccinet. Specifika antigen maste véljas ut
for att via antigenpresentation pa DC ge upphov till den mest lampliga TH profilen och
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skyddande immunsvar. Immunreaktionen maste dessutom ske “pa ritt stélle”. Exempelvis sa
kraver skyddande immunitet mot indlvsparasiter en aktivering av immunsvaret i
tarmslemhinnan. Adjuvans ar en immunstimulerande substans som ofta tillsatts i vaccin for att
forbéattra dess effekt. Adjuvans kan stimulera APC och bidra till cytokinsekretion (Burakova et
al., 2017; Reed et al., 2013). Trots svaga antigen kan man med hjalp av adjuvans uppna
tillracklig stimulering av immunforsvaret for att uppna immunitet (Burakova et al., 2017).
Adjuvans har en sarskilt viktig roll i subenhetsvaccin da antigen (subenheter av
mikroorganismen) kan inkorporeras i adjuvanset. Detta medfér att man ar mindre beroende av
hela antigen, vilket &r bra ur sékerhetssynpunkt. Vaccin med levande forsvagat antigen eller
avdodade hela antigen har hogre risk bade for biverkningar och for att framkalla sjukdom
(Burakova et al., 2017; Reed et al., 2013; Dowling et al., 2016).

Det finns en mangfald olika typer av adjuvans. Ett vanligt férekommande adjuvans ar saponiner
vars verkningsmekanism inte ar helt klarlagd (Reed et al., 2013). Saponiner ar amfifila &mnen
som aterfinns i vaxtriket och bland annat bestar av hydrofila glykosidmolekyler och lipofila
triterpene derivat (Burakova et al., 2017). En vanlig saponin att anvanda som adjuvans ar Quil
A, som utvinns ur barken av Quillaja saponaria, ett inhemskt trdd som odlas i Sydamerika.
Renade fraktioner av Quil A utgor tillsammans med kolesterol och fosfolipider adjuvanset
ISCOM som idag anvands i nagra av de vaccin som finns mot hastinfluensa och equint herpes
virus (EHV) (Burakova et al., 2017; Paillot 2014). ISCOM stimulerar effektivt bade TH1 och
TH2 svar med aktivering av Cytotoxiska T- Lymfocyter (CTL) och hdga antikroppstitrar som
foljd (Burakova et al., 2017, van de Sandt et al., 2014; Paillot 2014). | Sverige anvénds idag
ISCOM i Equilis Prequensa och Equilis prequensa-TE, samt Equip F och Equip FT (FASS
2017; Palliot 2014). |1 Duvaxyn F och FT anvénds i stallet Carbopol (en carbomer) som
adjuvans, i Proteq Flu samt Proteq Flu-Te anvdnds en annan carbomer (FASS 2017; Palliot
2014). | det i Sverige tidigare godkanda vaccinet mot EHV 1-4 (Duvaxyn EHV) anvands ocksa
Carbopol (Gildea et al., 2017). Carbomerer fungerar som adjuvans genom att bilda vesiklar
som omsluter antigenet. Vissa carbomerer, exempelvis Carbopol, har &ven
immunostimulerande egenskaper och driver immunforsvaret mot ett TH1 svar (Burakova et al.,
2017). Alum (alimuinium fosfat) anvands idag till hast i BotVax som &r ett vaccin mot Botulism
(produktinformationen Neurogen® Vet Botvax ®B). Alum ger fa vavnadsreaktioner och héga
IgG titrar hos hést (Stahl et al., 2009). Alum &r ett vanligt férekommande, vél beprévat adjuvans
till bade manniskor och djur som inducerar ett starkt TH2 svar med IL-4 sekretion, produktion
av 1gG och IgE samt rekrytering av eosionfiler (Burakova et al., 2017).

”Toll like receptor agonists” (TLR agonister) a&r molekyler vars immunstimulerande effekt
hittills framforallt studerats i experimentella vaccin. Hittills kdinda TLR & membranbundna,
antingen extracellulart i plasmamembranet eller intracellulart i endosomala membran. TLR
liksom andra PRR finns pa DC och andra APC, vissa typer av TLR aterfinns dven pa endotel
och epitelceller (Oliveira-Naschimento et al., 2012). Alla TLR har en viktig roll i
immunforsvarets forsta forsvarslinje da de kan binda in till PAMPs och DAMPs (Dowling et
al., 2016). Beroende pa vilken TLR som aktiveras produceras olika cytokinprofiler som
paverkar naiva THO celler att mogna ut mot en viss TH profil (Dowling et al., 2016; Burakova
etal., 2017; Reed et al., 2013). Generellt tycks signalering via TLR3, TLR 4, TLR7, TLR8 och
TLR9 ge ett TH1 svar medan aktivering via TLR2 och TLRS5 istéllet bidrar till ett TH2 svar

(Dowling et al., 2016). Pa detta satt kan man med hjalp av TLR agonister, som komplement till
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andra adjuvans, lattare styra dven det adaptiva immunsvaret for att uppna skyddande immunitet
mot specifika antigen.

| detta examensarbete provades ett nytt Saponin-adjuvans, G3, tillsammans med TLR
agonisterna FIiC och Pam3SCK4 (Pam) i hast. G3 liknar ISCOM men saknar fosfolipider vilket
gor att G3 &r lattare och billigare att producera samt att det gar latt att inkorporera andra
molekyler i G3 (van de Sandt et al., 2014). G3 har tidigare i musforsok visat sig 6ka APC’s
formaga att presentera antigen, stimulera mognad av DC, 6ka uttrycket av MHC I och Il pA DC
samt ge hoga antikroppstitrar. G3 ger &ven en tydlig stimulering av CTL riktade mot det
inkorporerade antigenet (i det aktuella fallet influensavirus) (van de Sandt et al., 2014). Aven
immunaktiverande molekyler kan inkorporeras i G3 (van de Sandt et al., 2014). TLR5 agonisten
FIiC &r ett rekombinant producerat flagellin protein fran Salmonella typhimurium. Precis som
de flesta TLR 5 agonister stimulerar FIiC immunfdrsvaret generellt genom att uppreglera co-
stimulerande molekyler pa DC, bidra till mognad av DC, T cells proliferation och produktion
av IL-10 (Dowling et al., 2016; Lopez-Yglesias et al., 2014). Det generas ett starkt T cells
medierat antikroppssvar (Lopez-Yglesias et al., 2014; Camacho et al., 2011), framforallt har
man sett att produktion av antigenspecifika 1gG och IgA antikroppar 6kar (Dowling et al.,
2016). Det syntetiska lipoproteinet Pam &r en TLR2 agonist. TLR2 agonister har tidigare
anvants vid vaccinframstélining (Dowling et al., 2016). Pam stimulerar immunforsvaret
generellt genom att uppreglera MHC 11 uttryck pa DC (Favoretto et al., 2014). Aktivering av
TLR2 receptorer generellt ger ett starkare TH2 an TH1 svar, TLR2 agonister ar ocksa ofta
daliga pa att inducera okade nivaer av CTL (Dowling et al., 2016). Signaleringen vid TLR2
aktivering verkar dock variera med den omgivande cytokinmiljon (Oliviera-Naccimento et al.,
2012). TLR2 agonisten Pam3CSK4 har i cellkulturer fran moss setts ge upphov till snabb och
kraftigt 6kad IFN-y produktion som associeras med TH1 svar (Tsolmongyn et al., 2013).

MATERIAL OCH METODER
Isolering av equina mononukleara blodceller (eqMBC)

Blod (40 ml) fran 6 hastar tappades i heparinrér med vacutainersystem. Blodet sedimenterade
under 15 minuter varefter all plasma samt vita blodkroppar pipetterades upp, lades pa Ficoll
(Ficoll-Paque), (Amersham, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) och centrifugerades (1700
rpm i 25 min). Cellerna separeras da beroende pa densitet och de mononukleéra cellerna blir
kvar pa ficollens yta. Cellerna flyttades till centrifugror som fylldes med fosfatbuffrad
koksaltlosing (PBS buffert). Cellerna tvattades genom upprepade centrifugeringar (1200 rpm i
8 min), vatskan avlagsnades och ersattes med ny PBS. Centrifugeringen upprepades tva ganger
(1000 rpm i 10 min), och efter sista tvatten tillsattes RPMI 1640 odlingsmedium supplementerat
med 2 % Hepes, 1 % PEST (Pencillin och Streptomycin), 1 % L-glutamin, 2-merkaptoetanol
(2-ME 50uM) och 5 % fetalt kalvserum (FCS). Cellerna spaddes 1:9 i Turks reagens och
raknades i mikroskop. Cellkoncentrationen justerades till 5-10 x10° celler/ml, varefter 1 ml
cellsuspension dispenserades per brunn i 6-brunns plattor. Cellerna inkuberades i 37°C, 6,5 %
CO2i 30-60 min.



Cellinduktion

Cellerna odlades i enbart medium eller i nérvaro av ett rekombinant framstallt flagellinprotein
FIiC (0.5 pg/ml VacciGrade™, InvivoGen, San Diego, CA), det syntetiskt framstallda
lipoproteinet Pam3CSK4 (0,1 pg/ml; VacciGrade™), adjuvanset G3 (1 pg/ml; MoreinX,
Uppsala, Sweden), eller i olika kombinationer av dessa.

I en brunn tillsattes G3 direkt tillsammans med FIiC och inkuberades i 18h. I en brunn tillsattes
G3 efter 6h och inkuberades sedan ihop med FIiC i ytterligare 12h. I en brunn tillsattes G3 efter
12h och inkuberades i ytterligare 6h tillsammans med FIliC. P4 motsvarande satt tillsattes G3
tillsammans med Pam3CSK4 (Pam) och inkuberades i 18h. | en annan brunn tillsattes G3 efter
6h och inkuberades sedan ihop med Pam i ytterligare 12h. 1 en brunn tillsattes G3 efter 12h och
inkuberades i ytterligare 6h tillsammans med Pam. | en kontrollbrunn inkuberades celler i
enbart medium i 18h. All inkubering skedde i1 37°C med 6,5 % CO. i luft. Efter inkubationstiden
som dr totalt 18h for alla brunnar skdrdades cellerna.

Skord av celler

Cellsuspensionerna fran varje brunn éverfordes till centrifugror, de centrifugerades vid 500g i
5 min och supernatanten avlagsnades. 1 ml Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) tillsattes i varje
rér. Roren frystes in i -80°C. Som kontroll skordades ocksa celler utan tillsats av FliC, Pam
eller G3 direkt efter cellisoleringen.

RNA isolering

Samtliga prover fran varje hast (totalt 8 ror per individ) preparerades samtidigt: Roren tinades,
innehallet blandades genom pipettering ca 10 ganger och inkuberades 5 min i rumstemp.
Kloroform tillsattes (200 pl), blandningen vortexades 15s, inkuberades 2 min och
centrifugerades (12000g, i 15 min, vid + 4°C). Kloroformfasen pipetterades upp och éverfordes
till ett eppendorfror tillsammans med lika méngd 70 % etanol. 600 ul av blandningen Gverfordes
till en RNAesay kolonn (Qiagen) i ett samlingsrér som centrifugerades (10000 RCF i 60s)
varefter vatskan avlédgsnades. Resterande kloroform/etanolblandning éverférdes till RNAeasy
kolonnen och centrifugerades (10000g i 60s). Kolonnen placerades darefter i ett nytt
samlingsror och 500 ul RNA wash buffer | adderades, roret centrifugerades (10000g i 60s)
varefter supernatanten avlagsnades. 500ul RNA wash buffer 1l adderades, roret centrifugerades
(10000g i 60s) och supernatanten avlagsnades. Denna process upprepades ytterligare en gang.
Kolonnen flyttades till ett nytt samlingsrér som centrifugerades (140009 i 2 min). Kolonnen
flyttades till ett eppendorfror, 25ul DEPC vatten tillsattes, roret inkuberades i 2 min i
rumstemperatur och centrifugerades sedan (14000g i 2 min). Kolonnen avlagsnades.
Koncentrationen av RNA samt forekomst av kontaminanter som eluerats fran kolonnen mattes
sedan med hjélp av en spektrofotometer (NanoDrop, NanoDrop Technologies, Montchann, DE)
dar koncentration av DNA och RNA (A2e0), protein (Azso) eller andra kontaminanter (Azzo)
bestamdes med hjélp UV ljus.



cDNA syntes

Prover fran en hast at gangen preparerades: RNA tinades och 0,5ug éverfordes till 8 stripsror
(mérkta RT+) dar de inkuberades i 30 min i 37°C tillsammans med 10xRxnbuffert, Dnase och
DEPC vatten. Dérefter tillsattes DNAs Stop vilket foljdes av ytterligare en inkubering (10 min
i 65 °C). Dessa steg gjordes for att avlagsna eventuellt genomiskt DNA som kan ha kommit
med vid RNA isoleringen. Darefter tillsattes primern OLigo DT och blandningen inkuberades
igen (5 min 70°C sedan 5 min pa is). Fran varje RT+ ror flyttades 0,0083 ug RNA till nya
8stripsror markta RT-. En ¢cDNA mastermix innehallande Goscript 5x Reaktionshuffert,
RNAsinhibitorn RNAsin, PCR nukleotid mix, nukleasfritt vatten och Goscript reverse
transkriptas tillsattes RT+ roren. En liknande cDNA mastermix men utan reverse trancriptas
tillsattes i RT- roren. Bada 8 stripsroren inkuberades i rumstemp i 5 min, sedan 60 min i 42°C,
darefter 15 min i 70°C och till sist 5 min pa is varefter de frystes in.

FOr att kontrollera att allt genomiskt DNA avlagsnats genomfordes en gPCR korning for genen
IFN-a. pa RT- proverna. Genen for IFN-o saknar introner. Om inget uttryck av IFN-o. kan
pavisas i franvaro av enzymet reverse transkriptas (RT-) vid syntesen av komplementart DNA
(cDNA) bor alltsa provet vara fritt fran genomiskt DNA.

SYBR green gPCR

Cellernas genuttryck av referensgenerna SDHA och RPL32 samt generna for de olika
cytokinerna (IL-10, IFNy, IL-8, IL-12, IL-4, TGF-$3 och IFN-a) bestdmdes med hjalp av SYBR
green gPCR. Prover av cDNA spéddes till 1:5 (8ul cDNA + 32 ul nukleasfritt vatten). En PCR
mix bestaende av Sybrgreen PCR mix, nukleasfritt vatten samt forward och reverse primers for
den gen man é&r intresserad av, blandades. En totalvolym pa 25 ul av Mix och utspatt cDNA
prov per brunn tillsattes i en 96 brunnsplatta. Vid alla PCR korningar kordes duplikat av varje
prov. Proverna kordes sedan i PCR maskinen som regelbundet hojer och sanker temperaturen i
ca 40 cykler for maximal replikation. DNA strangarna oppnas vid ca 95°C, sedan sénks
temperaturen och primrarna kan binda in (exakt temperatur da primrarna binder in varierar
beroende pa vilken gen som undersoks, endast gener dar primrarna har samma smaltpunkt kan
undersOkas samtidigt). Temperaturen hojdes darefter till ca 72°C, varvid polymeraset binder
till primrarna och replikationen pabdrjas. SYBR green ar ett fargamne (cyanin) som binder in
till dubbelstrangat DNA och da fluorescerar, flourescensen mats i PCR maskinen. For varje
cykel dubbleras replikaten. Ju mer uppreglerad genen é&r, desto fler replikat bildas. Flourescens-
signalen blir starkare och starkare ju fler replikat som bildas. PCR maskinen anger vérdet for
den cykel da en positiv flourescenssignal genereras som quantification cycle (Cq vérde). Cq
vardet fran genen som undersoks jamfors med Cq varden for referensgenerna SDHA och
RPL32 samt med Cq varden for mediumproverna. Utifran detta berdknas fold change (FC)
varden. FC vérdet anger hur mycket mer en gen uttrycks jamfort med mediumprovet. FC> 2
anger att genuttrycket har inducerats, FC< 0,5 anger att genuttrycket inhiberas.

ELISA

EqMBC fran fyra hastar isolerades och ytterligare en cellinduktion utférdes med G3 och Pam
likt den som beskrivits ovan. Som ett tillagg tillsattes &ven G3 som forsta inducerare vid Oh i
tva brunnrader, foljt av att Pam tillsattes efter 6h eller 12h. Cellinduktionen utférdes parallellt



i tvd 96 brunnsplattor, varav den ena inkuberades i 18 h och den andra i 48 h. Efter
inkuberingstiden samlades supernatanten fran brunnarna och frystes ner.

ELISA (Mabtech AB, Solna) anvéndes sedan for att mata mangden IFN-y i supernatanterna,
detta gjordes med hjalp av 2 st monoklonala antikroppar mot ekvint IFN-y. Proverna spaddes
1:20. Den ekvina IFN-y standarden spaddes i en spadningsserie 1:2. Plattorna “coatades” i
kylskap Gver natten med antikroppen MT166 spadd i inkubationsbuffer. Déarefter tvattades
plattan 5 ganger, proverna samt standarden tillsattes och inkuberades i 60 min i rumstemp.
Plattan tvattades darefter igen (5 ganger), den andra antikroppen tillsattes (MT13-biotin) och
plattan inkuberades ytterligare 60 min. Plattan tvattades darefter igen (5 ganger), sedan tillsattes
Streptavidin-HRP och plattan inkuberades ytterligare 60 min. Plattan tvattades sedan igen (5
ganger). Darefter tillsattes substratlosning, efter ca 4 min stoppades reaktionen med 10 % HCI
l6sning. Den optiska densiteten mattes sedan vid 450nm. Utifran vardena fran IFN-y
standardens spadningsserie gjordes en standardkurva i PRISM 5 (Graph Pad software), med
hjélp av denna berdknades mangden producerad IFN-y fran egqMBC. Detektionsnivan togs fram
med hjélp av standardkurvan och lag mellan 78 och 5000 pg/ml.

Rening och stralning av L3 larver

Innan cellinduktion med L3 larver fran stor och liten blodmask har larverna renats pa foljande
satt: L3 larver isolerades fran trackprov och forvarades i vatten i kylskap. Med hjéalp av
pipettering under mikroskop plockades ca 100 larver och tillsattes i 10 ml RPMI 1640
cellodlingsmedium supplementerat med 2 % Hepes, 1 % PEST, 1 % L-glutamin, 2-ME (50uM)
samt polymixin B 50mg/ml (63 ul per 200ml). Larverna inkuberades i medieti 24 h (37°Ci 6,5
% CO> i luft), darefter centrifugerades de (5min, 500g). Prov for bakterieodling togs fran
supernatanten, 6vrig supernatant avlagsnades. Larverna i pelleten analyserades i mikroskop
med avseende pa antal och rorlighet innan de aterigen inkuberades i cellodlingsmediumet med
Polymixin B 24 h (37°C i 6,5 % CO: i luft). Processen upprepades ytterligare en gang, totalt
inkuberades larverna 72h (3x 24h). Metoden utvarderades med avseende pa bakterievaxt,
eventuell L3 forlust och minskad rorlighet hos larverna. Bakterieproverna (ca 200 ul fran
supernatanten/prov) odlades pa notblodagar samt anaerobt pa Fastidious anaerobic agar (FAA).

De renade larverna stralades i UV ljus. Ca 25 larver stralades at gangen vid olika styrkor och i
olika tidsintervall. Metoden utvarderades sedan i syfte att hitta kortast stralningstid och lagst
styrka dar larverna slutar réra sig och darmed kan anses kraftigt forsvagade.

Cellinduktion med G3 och L3 larver

EgqMBC fran 4 olika hastar isolerades enligt ovan. Cellerna odlades i 6 brunnsplattor (5-10
miljoner celler/platta) i 37°C och 6,5 % CO>. De odlades i foljande kombinationer: enbart
medium; i ndrvaro av enbart ca 5 st L3 larver; i ndrvaro av enbart G3; i nérvaro av G3 samt ca
5 st L3 larver eller i ndrvaro av ca 5 st L3 larver samt polymyxin B.

Larverna som anvandes bestod av en blandning av L3 larvstadiet fran liten och stor blodmask
som utvunnits fran hasttrack. Samtliga larver som anvénts har renats som beskrivet ovan.
Darefter har de stralats i UV ljus, 50 MJ i 5 minuter.
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Efter 18h skordas cellerna enligt tidigare beskrivning. RNA isolering och cDNA syntes utfors
som beskrivet ovan. Cellernas cytokinproduktion utvéarderas sedan med hjalp av SYBR green
gPCR som beskrivet tidigare i texten.

Statistik

Med hjalp av statistikfunktionen i Graphpad Prism (Graphpad Software, California, USA)
beréknas om de skillnader i FC vérden som de olika inducerarna i kombination gett upphov till,
ar statistiskt signifikanta. Metoden som anvands ar parat t-test, dar FC varden fran olikt
behandlade cellkulturer, fran samma hast, jamfors med varandra. Nollhypotesen i detta fall
innebar att det inte finns nagon signifikant skillnad i FC vérden fran de olikt behandlade
cellkulturerna. Nollhypotesen forkastas om p vérdet< 0,05. P varden < 0,05 innebér saledes att
vi kan se en effekt av de forsok vi gjort. I resultatdelen anges statistisk signifikans pa foljande
sétt. *= p varde<0,05, **=p varde<0,01

RESULTAT

Tidsstudie av genuttryck for IFN-y, IL-10 och IL-8 i eqMBC odlade i olika
kombinationer av G3, FIiC och Pam

Med hjalp av gPCR mattes nivan av geninduktion for IFN-y, IL-10 och IL-8 i en tidsstudie med
eqMBC fran sex hastar som inducerats med G3, FliC och Pam i olika kombinationer. Pam eller
FIiC sattes till vid Oh, G3 har sedan antingen tillsatts tillsammans med Pam eller FIliC vid Oh
alternativt har G3 tillsatts efter 6 eller 12 timmars induktion. Cellerna i samtliga kombinationer
skordades efter 18h. For varje hést skordades samtidigt ett kontrollprov dar celler odlats i enbart
cellodlingsmedium.

IFN-y inducerades i eqMBC fran samtliga hastar som inkuberats i narvaro av bade Pam och
G3. Detta gallde alla kombinationer med ett undantag: Hast nr 2 nar G3 tillsattes efter 12h. FC-
vérdena nar Pam och G3 tillsattes tillsammans vid Oh var signifikant hogre (p<0,01) jamfort
med néar Pam tillsattes forst och G3 tillsattes efter 12h. Hos fyra av hastarna var skillnaden i
FC-varden mer an fordubblad. For tva av hastarna var FC-vardena hogst nar Pam tillsattes forst
och G3 tillsattes efter 6 timmar. Nar G3 kombineras med FIiC sags inga samband mellan
tidpunkten for tillsatts av G3 och hoga eller laga FC-vérden. Hos tre av hastarna inducerades
inte IFN-y alls i narvaro av FliC och G3.
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Figur 1: Induktion av genen for IFN-y i egqMBC som inducerats med Pam (a) eller FIiC (b) och G3 har
tillsatts vid 0, 6 eller 12h. Fold Change viirde, FC> 2 innebar att genen har inducerats. P& X-axeln
anges hur de olika inducerarna kombinerats. **=p<0,01

Nar Pam och G3 kombinerades uppnaddes alltid hogre FC varden jamfort med nar FliC och G3
kombinerades, oavsett tidpunkt.
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Figur 2. Jamforelse av induktion av genen for IFN-y i egqMBC nar Pam och G3 kombineras eller FIiC
och G3 kombineras. Pa Y-axeln anges Fold Change viirde, FC> 2 innebdr att genen inducerats. Pa X-
axeln anges hur de olika inducerarna kombinerats.

Nivaerna av genuttrycket for IL-10 nar Pam och G3 kombinerades, 6kade ju senare G3 tillsattes.
Detta géllde for samtliga hastar. Skillnaden mellan ndr G3 tillsattes vid Oh och 12h var
signifikant (p<0,05). En liknande effekt observerades nar FIiC kombinerades med G3, FC-
vardena Okade ju senare G3 tillsattes, &ven har var skillnaden signifikant (p<0,05).
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Figur 3. Induktion av genen for IL-10 i egMBC som inducerats med Pam (a) eller FIiC (b) och G3 har
tillsatts vid 0, 6 eller 12h. Fold Change viirden, FC> 2 innebar att genen inducerats. Pa X-axeln anges
hur inducerarna kombinerats. *= p<0,05

Genen for IL-8 inducerades i eqMBC hos hélften av hastarna ndr Pam och G3 tillsattes
tillsammans vid Oh. N&r Pam tillsattes vid Oh och G3 tillsattes vid 6 eller 12 timmar inducerades
genen for IL-8 i alla hastar. Hos fyra av de sex hastarna sags en trend att FC-véardena 6kade ju
senare G3 tillsattes, 6kningen var dock inte signifikant. FliC och G3 inducerade genen for IL-
8 i tre av de sex hastarna nar de tillsattes ihop vid Oh. Hos fyra av sex héstar inducerades genen
for IL-8 nar G3 tillsattes vid 6h och hos fem av sex hastar inducerades genen for IL-8 ndr G3
tillsattes efter 12h. Vilken kombination av FliC och G3 som gav hogst FC-varden varierade

FC varde

dock mellan de h&star som uttryckte genen for IL-8.
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Figur 4. Induktion av genen for IL-8 i egMBC som inducerats med Pam (a) eller FIiC (b) och G3 har
tillsatts vid 0, 6 eller 12h. Fold Change viirden, FC> 2 innebdar att genen inducerats. Pa X-axeln anges

hur inducerarna kombinerats.
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Sammanfattningsvis visar resultaten att G3 inducerar genen fér IFN-y men inhiberar uttrycket
av genen for IL-10. Pam bidrar till G3’s induktion av IFN-y medan viss indikation finns att FIiC
inhiberar densamma. Genen for IL-8 har inducerats i dessa forsok, men det gar inte att sédga
vilken av inducerarna som drivit induktionen.

Tidsstudie av IFN-y produktionen hos eqMBC fran hast odlade i narvaro av G3
och Pam

Mangden IFN-y som producerats av eqMBC fran fyra hastar mattes med ELISA. EQMBC
odlades i ndrvaro av G3 och Pam, var for sig och i olika kombinationer. Som kontroll odlades
aven egMBC fran varje hast i enbart cellodlingsmedium. Forsoket utfordes i tva 96 brunns-
plattor som inkuberades parallellt, en skordades efter 18h och den andra efter 48h.
Detektionsnivan for producerad IFN-y lag mellan 78 pg/ml och 5000 pg/ml.

Efter 18 h hade IFN-y producerats av egMBC i samtliga kombinationer for hast 2. Hogst véarden
for hast 2 uppnaddes nar G3 och Pam tillsattes samtidigt vid Oh, vardet var da mer an fordubblat
jamfort med nar Pam eller G3 tillsattes var for sig. EQMBC fran Hast 1 producerade inga
matbara nivaer av IFN-y i ndgon kombination. EQMBC fran Hast 3 producerade IFN-y nar
enbart G3 tillsattes, i 6vriga brunnar kunde ingen detekterbar produktion pavisas. EQMBC fran
Hést 4 producerade IFN-y ndr enbart Pam tillsattes, i dvriga brunnar kunde ingen produktion
pavisas.

Efter 48h kunde IFN-y produktion pavisas i samtliga kombinationer fran hést 2 och 4. Bada
dessa hastar uppnadde hogst varden nar G3 och Pam tillsattes tillsammans vid Oh. EqQMBC fran
Hast 1 producerade inga matbara nivaer av IFN-y. For Hast 3 producerades IFN-y i alla
kombinationer, utom de dar Pam tillsattes vid Oh och G3 adderades efter 6 eller 12 timmar
varvid ingen detekterbar produktion kunde pavisas. Daremot producerades IFN-y nar G3
tillsatts vid Oh och Pam adderades efter 6 eller 12 timmar. De hogsta véardena for hést 3
uppnaddes nar G3 tillsattes ensamt.

Tabell 1. Koncentration IFN-y som producerats efter 48h

48h Pam G3 Pam + Pam Oh Pam Oh G30h+ G30h+
G30h +G3 6h +G312h Pam6h  Pam 12h

Héast 1 < < < < < < <

Hast 2 10 346 11990 15018 13583 3435 5901 2318

Hast 3 304 2392 698 < < 474 751

Hast 4 1502 3956 7476 1652 975 2156 3458

< = under detektionsniva 78 pg/ml

Né&r vardena for hést 2 vid 18 och 48 timmar jamfors, observeras att ndr Pam och G3 tillsattes
var for sig kade nivan producerad IFN-y fran 18h till 48h. Det hoga vardet producerad IFN-y
som fas vid 18h nar G3 och Pam tillsattes samtidigt vid Oh, tycks ha sjunkit efter 48 timmar
inkubation.
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Tabell 2. Koncentration producerad IFN-y hos hdist 2, en jamforelse av nivan vid 18h och 48h

Hast 2 Pam G3 Pam+ Pam Oh Pam Oh +G3 G3 Oh+ G3 0h+
G30h +G3 6h 12h Pam 6h Pami2h

18h 4050 4966 22 469 6718 9711 < 3329

48h 10 346 11 990 15018 13583 3435 5901 2318

< = under detektionsniva 78 pg/ml

Pa proteinniva ses liknande resultat som pa mRNAniva, dvs. bade G3 och Pam inducerar IFN-
y produktion i eqMBC. Hogst produktion uppnaddes nér de tillsattes tillsammans vid
induktionens borjan. For hast 2 sags en synergieffekt i IFN-y produktionen nar G3 och Pam
tillsattes samtidigt vid Oh till egMBC som skordades efter 18h.

Larvrening infor cellinduktion

En metod for att rena L3 larver fran blodmask som utvunnits ur hasttrack har utvecklats i detta
forsok. Detta for att anvanda larverna i kommande cellinduktionsférsok. Larverna renades
genom att inkuberas i varmeskap 37°C (3 x 24h) i cellodlingsmedium med tillsatts av Polymixin
B. Proverna med larver i cellodlingsmediet (Prov 1 och 2) jamfordes med ett kontrollprov fran
larverna som forvarats i vatten i kylskap.

I kontrollprovet sags lindrig bakterievaxt bade vid aerob och anaerob odling. Redan efter 24h i
mediet var proverna negativa pa bakteriologisk odling. Proverna var fortfarande negativa efter
48h, varfor ingen ytterligare odling gjordes efter 72h. Innan forsta 24h inkuberingen rorde sig
ca 95 % av larverna. Antal larver som rérde sig nara halverades under den totala
inkuberingstiden pa 72h. Rérligheten for larverna sjonk mellan 10 % och 30 % mellan varje
inkubering. | prov 1 fanns fran boérjan ca 100 st larver, i prov 2 fanns fran bérjan ca 50 st.
Larvforlusten var totalt mellan 20 % och 30 % for hela inkuberingstiden. Resultaten visar att
24 htvatt i cellodlingsmediet kan vara tillrackligt for att forhindra bakterievéxt. Vidare kan man
se att rorligheten minskar och larvforlusten 6kar med varje 24-timmars inkubering.

UV-stralning av L3 larver

| detta forsok UV stralades L3 larver fran blodmask i syfte att hitta den mildaste stralningsdosen
som under kortast tid kraftigt forsvagar larverna. Detta for att i senare forsok kunna anvanda
forsvagade larver i cellinduktionsforsok.

Ca 25 st larver stralades at gangen, i ca 1-2 ml cellodlingsmedium i petriskdlar. Rorligheten
innan larverna utsattes for stralningen var ca 90 % i samtliga forsok.

Initialt testades att strala larverna 2x15 min i 50 Mj + 2x15 min i 125 MJ. Redan efter forsta 15
minuterna i 50 MJ stalning var rérligheten 0, inga larver lag ihoprullade och ca 40 % av larverna
lag helt raka, resterande latt bojda. Larvernas form forandrades inte namnvart under resterande
stralningar. Vidare testades att strala larverna med 50 MJ nagra minuter i taget for att se nar
rorligheten avtar. Aven stralning i 30 MJ 2 minuter i taget testades for att se om lagre
stalningsstyrka racker for att kraftigt forsvaga larverna.
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Tabell 3. Stralningsstyrkans och stralningstidens effekt pa L3 larver

50 MJ 30 MJ

50 MJ i 2 min Ca 5% av larverna ror sig 30 Mj i 2 min 30% av larverna ror sig.
langsamt

50 Mj i ytterligare 2 stycken larver i kanterna 30 MJ i ytterligare Endast 10 % ror sig

1 min av vattendroppen roér sig 2 min

mycket langsamt. Ingen
larv ligger ihoprullad

50 Mj i ytterligare 2min Ingen rorelse ses, ingen larv30 MJ i ytterligare Enstaka larver ror sig
ligger ihoprullad. De flesta 2 min langsamt
ligger mycket latt bojda.

30 Mj i ytterligare Ingen rorelse kan ses, ingen

6 min larv ligger ihoprullad, de
flesta ligger mycket I&tt
bojda.

Resultaten visar att efter 50 MJ stralning i totalt 5 min (2+1+2 min) férsvann rorligheten hos
larverna, majoriteten av larverna lag utstrackta, latt bojda och ingen larv lag ihoprullad. Detta
konfirmerades i ytterligare ett forsok dar larverna stralades i 50 MJ i 5 minuter. Langre tid och
hogre stralning andrade inte den mikroskopiska bilden namnvart, med undantag av att omkring
hélften av larverna lag helt raka istéllet for latt bojda. Lagre stralningsintensitet kravde langre
tid for att rorligheten skulle sjunka till néra noll. Storsta andelen larver vid 30 MJ
stralningsintensitet var stilla redan efter 2 min, men enstaka larver rorde sig fortfarande efter 6
min.

Cellinduktion med L3 larver och G3 — ett pilotforsok

EgqMBC fran fyra hastar inkuberades tillsammans med G3, L3 larver, G3 och L3 larver
kombinerat eller med L3 larver och Polymixin B kombinerat. Som kontroll anvéndes &ven ett
prov fran varje hast dar egqMBC inkuberades i enbart cellodlingsmedium. Cellerna i samtliga
cellkulturer skordades efter 18h. Efter mRNA isolering och cDNA syntes analyserades
cellernas genuttryck for IL-4, IFN-y, IFN-a, TGF-f, IL-10 och IL-12 med hjélp av qPCR.

Innan cellerna skérdades mikroskoperades samtliga brunnar med celler. | de brunnar dér det
skulle finnas L3 larver bekraftades minst tre L3 larver per brunn, celler sags ligga dikt an till
samtliga synliga L3 larver. Cellerna i alla brunnar med medium, G3, L3 samt G3 och L3
kombinerat sag vitala ut. | brunnarna med L3 larver och Polymixin B fanns en hég andel
cellaggregat med doda celler, detta géllde samtliga héstar. Resultaten fran dessa brunnar kan
darfor inte anses tillforlitliga och redovisas ej.

G3 inducerade 6kat genuttryck av IFN-y hos samtliga héstar. FC véardena nér G3 anvandes som
inducerare var signifikant hogre jamfort med nar L3 anvéndes som inducerare. G3 inducerade
aven IL-12 hos tre av fyra hastar. Vidare observerades trenden att G3 hammade IL-4 uttryck
(FC-vardet for 1L-4 <0,5 i tre av fyra hastar). G3 paverkade inte genuttrycket for IL-10, TGF-
B eller IFN-o.
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L3 inducerade IL-4 i tre av fyra héstar. L3 var den induceraren som gav upphov till hégst FC-
varden for IL-4. L3 var ocksa den av inducerarna som gav lagst FC-varden for IL-12 och IFN-

v. | detta forsok paverkade inte L3 genuttrycket for IL-10, TGF-B eller IFN-c.

Nér inducerarna L3 och G3 kombinerades, inducerades IL-12 och IFN-y medan FC-vardet for
IL-4 sjonk jamfort med nér L3 anvandes som ensam inducerare. Ingen geninduktion

observerades for IL-10, TGF- eller IFN-o..
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104
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Figur 5. Induktion av generna IFN-y(a), IL-12 (b) och IL-4 (c) nar egMBC induceras med
G3, L3 eller G3 och L3 i kombination. Fold Change virden, FC> 2 innebdr att genen
inducerats. Pa X-axeln anges hur inducerarna kombinerats.

Sammanfattningsvis observerades att G3 som ensam inducerare driver mot ett TH1 svar med
IFN- y och IL-12 produktion medan L3 som ensam inducerare ger upphov till ett TH2 svar med
IL-4. Vidare observerades att nar G3 och L3 kombineras tycks G3 dominera 6ver L3’s effekt
pa genuttrycket och driver reaktionen mot ett TH1 svar.
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DisKUSSION

En metod att preparera L3 stadiet av Strongylus vulgaris fran hasttrack sa att larverna kan
anvandas for att inducera cytokiner i kulturer av eqMBC har utvecklats. Cellinduktioner visade
att L3 inducerar uttryck av genen for IL-4. Cellinduktioner har ocksa gjorts med det nya
adjuvanset G3 som inducerade generna for IFN-y och 1L-12 men inte 1L-10, IL-4, TGF-f eller
IFN-a.. Prelimindra data visar ocksa att nar G3 tillsatts tillsammans med andra inducerare ar
dess effekt pa cytokinproduktionen dominant och G3 tycks kunna driva om det L3 inducerade
TH2 svaret mot TH1.

Undersokningarna av cytokinproduktionen nar G3 och Pam tillsatts i olika kombinationer vid
olika tider visade att G3 ar den av de tva inducerarna som ar viktigast for induktion av genen
for IFN-y liksom for produktionen av proteinet. Dock bidrar aven Pam till uppreglerat
genuttryck for IFN-y. Nar Pam och G3 tillsétts till eqMBC tillsammans okar nivaerna av
inducerat IFN-y, jamfort med nér Pam och G3 tillsétts var for sig. | en av tidsstudierna med G3,
Pam och TLR5 agonisten FIliC 0kade uttrycket av genen for IL-10 ju senare G3 tillsattes, vilket
visar att G3 inhiberar utryck av genen for IL-10. Nar G3 kombineras med FIiC eller Pam &r
G3’s inverkan pa cytokinproduktionen av IFN-y och IL-10 dominant 6ver de andra inducerarna.
Utifran dessa forsok gar det inte att dra ndgon slutsats om vilken av inducerarna som driver
induktion av genen for IL-8. Induktion av generna for IL-12 och IFN-y gor G3 till ett TH1
drivande adjuvans. Att G3 dessutom inhiberar IL-10 styrker detta da IL-10 &r en cytokin som
framforallt associeras med Treg celler (Leavings et al., 2002; Dowling et al., 2016; Burakova
etal., 2017).

Ett viktigt syfte med detta examensarbete har varit att hitta satt att rena och forsvaga L3 larver
for att sedan kunna anvénda dem i induktionsforsék med eqMBC. Detta medfor utmaningar
eftersom L3 larver ar stora agens med manga olika antigen, bade ytantigen och exkretoriska-
sekretoriska proteiner (Caffrey et al., 1994). Vidare utvinns L3 larverna fran hasttrack, som
innehaller en massiv bakterieflora och LPS. Nar L3 larver renades i medium innehallande
antibiotika kunde man se att proverna redan efter 24 h var negativa pa anaerob och aerob
bakterieodling. Antibiotikainnehallet i mediumet, streptomycin, penicillin och Polymixin B,
har effektivt avdddat de bakterier som fanns i kontrollprovet. Eftersom bakteriologisk odling
var negativ redan efter 24h kan man med anseende pa bakterieforekomst inte anses behdva
tvatta cellerna mer an 1 gang. Farre tvattar ar ocksa en fordel med tanke pa den ckande
larvforlusten nér larverna flyttades mellan tvattarna. Aven larvernas rorlighet minskade med
antalet tvattar, detta ar dock ett mindre problem eftersom larverna anda ska stralas till ororlighet.
L3 larverna blev kraftigt forsvagade vid 50Mj UV stralning under 5 minuter. Det ar svart att
saga om L3 larverna helt avdédades med denna stralning. For att vara saker pa att de dor skulle
man kunna stala dom under med hdgre energi under langre tid. Riskerna med 6kad stralning ar
att ytproteiner borjar denatureras eller att ytantigenet fordndras. Detta kan ge upphov till nya
antigenstrukturer vilket gor att det &r svarare att forutse antigenpresentationen samt dra
slutsatser av forsokens resultat. Vid mikroskopering efter 18h av de L3 larver som ingatt i L3
induktionen sags inga rorelser hos larverna alls, vilket tyder pa att de avdddats. Som kontroll
for kontaminanter i cellkulturerna eller cDNA.t undersoktes uttryck av genen for IFN-o i
eqMBC. IFN-a, som har en antiviral effekt kan vid cellodling induceras om cellkulturerna
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kontaminerats med nukleinsyra fran kontaminerande mikroorganismer. Genen for IFN-a
uttrycktes inte alls i egqMBC varken ndr G3 eller L3 larver anvénds som inducerare. Det visar
att reningsprocessen samt stralningen fungerat men ocksa att stralningen heller inte varit for
kraftig da L3 larverna forblivit intakta. For att ytterligare utvéardera reningsprocessen bér man
aven titta pa eventuell Lipopolysaccarid (LPS) forekomst hos de tvattade larverna. Den studien
har inte rymts i det har examensarbetet men bor goras innan ytterligare cellinduktioner med L3
eftersom LPS forekomst kraftigt kan paverka cellernas cytokinproduktion (Bonin et al., 2013).
Dock fanns en cellkultur med L3 larver kombinerat med Polymixin B med som en kontroll fér
varje hést vid L3 induktionen. Den koncentration Polymixin B som anvéndes tycks dock ha
haft negativ inverkan pa cellerna, mycket cellaggregat sags vid mikroskopering vilket tyder pa
att cellerna dott. Ska forsoket upprepas bor man testa andra metoder att spada den Polymixin B
som anvands vid cellinduktionen. Aven om larverna anses rena fran bakterier och
forhoppningsvis aven fran LPS f6ljer en del “mekaniskt” smuts med vid reningsprocessen som
kan ses som partiklar vid mikroskopering. Nagon typ av filtrering maste darfor laggas till i
reningsprocessen sa att sa lite som mojligt, forutom L3 larverna, ska paverka resultaten.

L3 stadiet av larver fran en blandning av liten och stor blodmask har anvants i
induktionsforsoket. Orsaken till detta ar att det ar svart att fa tag pa S.vulgaris L3 larver i
renkultur, detta bor dock dnda vara malet vid fortsatta forsok. Antal larver som anvandes (3-5
stycken) kan ocksa med fordel 6kas vid upprepade forsok eftersom man vid mikroskopering
kunde se att valdigt manga celler ej hade kontakt med larverna och saledes inte exponerades
for L3 larvernas ytantigen.

| ett forsta pilotforsok undersoktes om L3 larver inducerade nagra och i sa fall vilka cytokiner,
samt hur cytokinproduktionen paverkads nar G3 och L3 larver kombinerades. Eftersom
parasiter generellt ger upphov till ett TH2 svar kan man férvénta sig en stegring av IL-4 som ar
en typisk TH2 cytokin (Mulcahy et al., 2004; McSorley et al., 2013). Den trenden kunde ocksa
mycket riktigt ses hos alla fyra hastar néar L3 tillsattes till eqMBC. For IL-4 var FC> 2 i tre av
fyra hastar medan den fjarde lag mycket néra 2, darfér kan man saga att genen for IL-4 faktiskt
inducerats av L3. N&r L3 kombinerades med G3 sjonk FC vardena i tre av fyra héstar, vilket
tyder pa att G3 inhiberar IL-4 uttryck. Vidare observerades att for tre av fyra hastar lag FC-
vardet for IL-4 under 0,5 i proverna med enbart G3. Aven detta resultat indikerar att G3
inhiberar 1L-4 uttryck. G3 inducerade generna for IL-12 och IFN-y, bade nar G3 var ensam
inducerare och nar G3 kombinerades med L3. N&r L3 och G3 kombinerades inducerades med
andra ord cytokiner associerade med ett TH1 svar medan den TH2 associerade IL-4 inhiberades.
G3 kan alltsa, i detta forsok, anses dominant éver L3 som inducerare och styr cytokin-
produktionen mot ett TH1 svar. Detta stammer 6verens med resultat fran G3 i musstudier som
van der Sant et al., publicerat 2014. Varken generna for IL-10 eller TGF-f inducerades av L3
larver. | litteraturen anges att helminter ofta uppreglerar regulatoriska cytokiner som IL-10 och
TGF-B (McSorley et al., 2013; Weinstock 2006; Maizels et al., 1999; Mulcahy et al., 2004),
men det kan vi inte visa hér. Det kan vid fortsatta forsok vara intressant att odla cellerna under
en langre tid med L3 larver, da det ar mojligt att Treg induktion foljt av okat uttryck av
regulatoriska cytokiner sker i ett senare stadium (Leavings et al., 2002; McSorley et al., 2013).
Den storsta andelen Treg celler finns i lymfoid vévnad i tarmen (Sun et al., 2007) och endast
ca 5 % av de cirkulerande lymfocyterna utgors av Treg celler. Med bakgrund av detta kan man
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kanske inte heller forvanta sig induktion av generna IL-10 och TGF-B i detta forsok, dar vi
inducerar L3 larver i lymfocyter isolerade fran blod. Det vore darfor intressant att vid fortsatta
forsok tillsatta L3 larver till cellkulturer av lymfoida celler fran tarmen.

I cellinduktionsforsoken har varje hast varit sin egen kontroll. EQMBC fran varje hast har delats
upp i olika cellkulturer dar de olika inducerarna tillsatts. Cytokinuttrycket fran kulturerna har
sedan jamforts med varandra och &ven relaterats till referensgenerna SDHA och RPL32. Pa sa
satt kan antalet hastar minskas men resultaten anda vara tillforlitliga. Att varje hast varit sin
egen kontroll ar ocksa fordelaktigt eftersom det visat sig att hastarna sinsemellan varierar
mycket. Darfor ar det viktigt att se om hdstarna okar eller minskar sitt genuttryck snarare &n att
mata exakta mangden genuttryck. Att de varierar sa mycket sinsemellan kan bero pa olika saker.
Hastarna som anvands ar undervisningshéastar fran institutionen for kliniska vetenskaper och
aven om det ar en jamforelsevis isolerad population kan de inte anses vara helt skyddade fran
yttre stimuli. Det ar majligt att de traffat pa agens utifran som triggat igang deras immunforsvar
daven om de inte ar Kliniskt paverkade. Man vet ocksa att immunrespons och nivan av
cytokinproduktion varierar mellan individer, det finns sa kallade ”high and low responders”
(Schnabel et al., 2015). Ett eventuellt framtida vaccin kommer behéva kunna anvandas pa hela
den Kliniskt friska hastpopulationen med den variation i immunsvar det innebér. Det &r darfor
en fordel att variation férekommer dven bland héstarna som deltar i studien. | pilotstudien dar
L3 larver for forsta gangen anvants som inducerare, anvandes endast fyra hastar. Trots att
trender kan ses ar det svart att fa fram statistiskt signifikanta varden med endast fyra individer.
For fortsatta studier med L3 induktioner maste antalet hastar ckas vasentligt.

Att halla nere smittrycket och samtidigt minska resistens-utvecklingen mot anthelmintika ar en
av utmaningarna for dagens och framtidens veterinarer. Idag kombineras riktad avmaskning
med forebyggande atgarder som betesrotering, betesplanering och att avlagsna track fran hagar.
Dessa typer av atgarder ar dock inte maéjliga vid all hastverksamhet och pa alla ytor dar hastar
idag halls. Vi vet att nar det géller S. vulgaris racker en lag infektionsdos for att orsaka allvarlig
klinisk sjukdom, subklinisk ohélsa eller nedsatt prestation (Clifton et al., 1994; Duncan 1975;
McCraw et al., 1976; Nichol et al., 1987). De atgarder som gjorts hittills med krav pa trackprov
innan avmaskning har sannolikt bromsat resistensutvecklingen men har ocksa uppenbarligen
okat prevalensen av en mycket patogen parasit. | manga lander dar regelbunden avmaskning
forkommer ar prevalensen av S. vulgaris nara noll, har ligger den runt 26 % pa individniva och
66 % (1) pa gardsniva (Werell 2017). Det kan inte anses acceptabelt ur ett djurvalfards-
perspektiv, framforallt inte i Sverige som anser sig vara ett foregangsland nar det géller
djurskydd och djurhalsa. Med de hoga prestationskrav som stalls pA manga héstar idag finns
heller inget utrymme ens for nedsatt prestation orsakad av parasiter, &n mindre fullt utvecklade
sjukdomstillstand som exempelvis kolik. Att fortsatta med rutinmassig avmaskning ar heller
inget alternativ i langden. Det skulle innebdra att den resistensutveckling som redan setts hos
liten blodmask (Nielsen et al., 2014; Samson-Himmelstjarna 2011; Lind et al., 2005), riskerar
att 6ka eftersom samma preparat anvands mot bade liten och stor blodmask. Dessutom finns
risken att &ven S. vulgaris med tiden utvecklar resistens mot anthelmintika. Ett fungerande
vaccin kan minska sjukdomsforekomst hos enskilda héastar samt minska smittrycket i
populationen. Det skulle darfor kunna vara en mojlig l6sning pa resistensproblematiken. Att ta
fram vaccin mot parasiter ar en mycket stor utmaning och det finns fa lyckade exempel

(Hewitson et al., 2014). Det &r inte helt sakert att G3 &r det bésta adjuvanset att anvénda
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tillsammans med parasitantigen. G3 har visat sig vara en mycket stark inducerare av TH1 svar,
det aterstar att kartlagga om det ar det basta for att uppna skyddande immunitet mot S.vulgaris.
Att G3 ar intressant som adjuvans i sig star dock klart, detta pa grund av att det olikt manga
andra adjuvans pa marknaden just driver mot ett TH1 svar. Detta gor det hogst intressant som
adjuvans i vaccin mot en mangd virus och intracelluldara mikroorganismer. Man vet att manga
parasiter uppreglerar immunmodulerande cytokiner som IL-10 och TGF-B som en del i sin
overlevnadsstrategi (McSorley et al., 2013; Weinstock 2006; Maizels et al., 1999; Mulcahy et
al., 2004). Parasiternas formaga att inducera Treg celler och immunmodulerande cytokiner nar
de infekterar vérden, anses vara en av utmaningarna med att ta fram vaccin mot helminter
(Hewitson et al., 2014). Med bakgrund av detta r inhibering av genen for IL-10 nagot som
talar for G3 som mdjligt adjuvans dven mot helminter. Helminter som inducerar 1L-10 skulle
mojligvis lattare kunna bek&mpas av immunforsvaret om IL-10 induceringen hammades. Det
vore intressant att i framtiden testa hur immunsvaret ser ut om man i G3 inkorporerar ett
parasitantigen, exempelvis fran S. vulgaris. Vilket eller vilka av L3 larvens antigen som i sa fall
bor anvandas ar ytterligare en fraga for framtidens forskning. De olika antigen och dess
immunogena effekt bor kartlaggas, da de kan skilja mellan hur ytantigen och exkretoriska-
sekretoriska (ES) produkter stimulerar immunforsvaret. Manga ES produkter kan dessutom ha
en immunmodulerande formaga (Hewitson et al., 2009). Ett eventuellt framtida vaccin mot S.
vulgaris bor vara inriktat pa att oskadliggéra helminterna tidigt, helst i L3 stadiet innan de
penetrerat mukosan. Detta for att orsaka sa lite skada som mojligt. Vilken typ av immunsvar
som ar onskvart nar det galler att uppna ett langvarigt skydd mot just S. vulgaris &r &nnu inte
faststallt och behdver undersokas mer. Hittills har man associerat skydd mot S. vulgaris
infektion med eosinofili samt en stegring av IgE antikroppar (Klei et al., 1992; Swiderski et al.,
1999; Klei & Chapman 1999; Dennis et al., 1993). En cytokin som vore intressant att undersoka
narmare vid framtida L3 induktioner &r IL-5, eftersom cytokinen rekryterar eosinofiler. Man
vet att helminter, S. vulgaris inkluderat, ofta ger upphov till ett TH2 svar (Hewitson et al., 2014;
Mulcahy et al., 2004; McSorley et al., 2013). Om ett TH2 svar verkligen ar det mest effektiva
sattet for immunforsvaret att oskadliggora parasiterna eller om parasiterna sjalva styr
immunforsvaret i den riktning de bast kan hantera, ar heller inte helt klarlagt.

Sammanfattningsvis visar de forsok som gjorts i detta examensarbete att G3 har stora
mojligheter att bli ett anvandbart framtida vaccinadjuvans till hast. Fér att med hjélp av
vaccination uppna en skyddande immunitet mot S. vulgaris krdvs stora mangder av fortsatta
studier. Detta kommer forenklas av de metoder som introducerats i detta examensarbete, att
preparera L3 larver sa att de kan anvéandas vid cellinduktioner.
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