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Sammanfattning

Under det senaste decenniet har ett nytt forskningsomrade vuxit fram som handlar om kartlaggning
av extracelluldra vesiklar (EV) fran parasiter samt hur de kan paverka varddjurets immunférsvar.
EV ar lipidmembranférsedda blasor innehéllande bland annat proteiner och nukleinsyror och som
anvénds for cellkommunikation. Parasiter kan anvdnda EV for att kommunicera med vérddjurets
celler och modifiera dem till sin fordel.

Da fler och fler parasiter utvecklar resistens mot anthelmintika ar det 6nskvart att hitta ett alternativt
behandlingsséatt. Ett alternativ som diskuteras inom forskarvarlden &r att rikta ett vaccin mot para-
sitens EV, vilket skulle blockera EV:s inverkan pa varddjuret och i langde forhindra en parasit-
infektion.

For att kunna skapa ett vaccin krévs dock gedigen grundforskning. | detta arbete tas ett forsta steg
att undersoka EV fran Parascaris univalens (hastens spolmask). Ett av huvudsyftena med arbetet
var att visa att EV fran P. univalens larver gar att rena fram i in vitro kultur. Detta lyckades fastslas
genom att detektera specifika gener for Parascaris, ”glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase”
(GPD-1) och aktin, i framrenade EV.

| arbetet undersoktes dven hur P. univalens-larver och deras exkretoriska/sekretoriska produkter
(ESP), innehallande bland annat EV, paverkar hastens immunceller. Med hjalp av gPCR studerades
genuttrycksférandringar hos dual specificity protein phosphatase 1 (DUSP1), en gen som paverkar
’mitogen-activated protein” (MAP)-kinas signalering. Resultatet visar att DUSP1 6kar i uttryck hos
immunceller utsatta for P. univalens-larver. Resultaten &r dock osékra och det krévs flera liknande
forsok for att sdkerstalla sambandet.

Utover detta utformades dven ett protokoll for att skapa bakteriefria larvkulturer av P. univalens,
vilket framéver kommer underlétta vid cellkultursforsék med parasitlarver. Arbetet ledde dven till
modifiering av protokoll for larvutveckling p& grund av upptackten att larvutvecklingen forsamras
nar for manga agg inkuberas tillsammans. Basta resultaten sags nar farre &n 10 000 &gg inkuberades,
i 15 ml vatten.

Den lyckade framreningen av EV, P. univalens larvers paverkan pd DUSP1:s genuttryck samt
utformningen och modifieringen av protokoll rérande hantering av P. univalens-larver lagger grun-
den for fortsatta studier av EV fran Parascaris. Forhoppningen &r att detta i framtiden kan leda till
upptackten av en lamplig vaccinkandidat mot parasiten.

Nyckelord: Extracelluldra vesiklar (EV), Parascaris univalens, hastens spolmask, ST2, DUSP1,
PCR



Abstract

In the last decade, research on how extracellular vesicles (EV) from parasites can affect the host has
become an increasing area of research. EV are lipid membrane vesicles containing proteins and
nucleic acids among other things and are used for cell-cell communication. Parasites” EV are used
by the parasite to communicate and modify the host’s immune system.

As an increasing number of parasites develop resistance to anthelmintics, it is desirable to find an
alternative treatment. An alternative that is being discussed within the research community is to
target a vaccine against the parasite's EV and thus block their impact on the host animal and in the
long run prevent a parasitic infection.

In order to create a vaccine, however, basic research is required. In this work, a first step is taken to
investigate EV from Parascaris univalens (the equine roundworm). One of the main purposes of the
work was to show that EV from P. univalens larvae can be purified in in vitro culture. This was
established by detecting specific genes for Parascaris, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GPD-1) and actin, in purified EV.

The work also investigated how P. univalens larvae and their excretory/secretory products (ESP),
containing EV among other things, affect equine immune cells. By using gPCR, changes in gene
expression were studied in dual specificity protein phosphatase 1 (DUSP1), a gene that affects
mitogen-activated protein (MAP) kinase signaling. The results show an increase expression of
DUSP1 in immune cells exposed to P. univalens larvae. The results, however, are uncertain and
further cell culture experiments are needed to ensure the correlation.

In addition, a protocol was designed to create bacteria-free larval cultures from P. univalens, which
in the future could be of use for cell culture experiments with parasitic larvae. The work also led to
modification of protocol for larval development of P. univalens, due to the discovery of poor larval
development when too many eggs were incubated together. The best results were seen when less
than 10 000 eggs were incubated, in 15ml of water.

The successful purification of EV, P. univalens larvae's impact on DUSP1 gene expression and the
design and modification of protocols for the management of P. univalens larvae, lay the foundation
for further studies of Parascaris” EV. Hopefully, in the future, it may lead to the discovery of a
suitable vaccine candidate against the parasite.

Keywords: Extracellular vesicles (EV), Parascaris univalens, equine roundworm, ST2, DUSP1,
PCR
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1. Inledning

Okad resistensutveckling mot antibiotika hos bakterier ar ett valkant problem. Att
resistens mot olika anthelmintika hos parasiter ocksa ar ett alltmer vaxande problem
ar kanske inte lika valkant. Till exempel uppvisar hastens spolmask Parascaris
univalens idag multiresistens mot alla tre klasser av anthelmintika (Martin 2021).

Parascaris ar en rundmask som orsakar problem och sjukdom hos f6l och éaringar
(Nielsen et al. 2014). | Sverige anses prevalensen av héstens spolmask vara hog och
pa nio svenska gardar som Lind & Christensson (2009) undersckte 1ag prevalensen
pa 48 % bland folen. Det sker ofta en rutinavmaskning av fol utan att forega track-
provsundersokning vilket annars &r standard for annan avmaskning hos vuxna
hastar (SVA 2020). Ett 6veranvandande av avmaskningsmedel har resulterat i ldke-
medelsresistens och ett alternativt behandlingssatt mot spolmaskinfektion &r darfor
onskvart.

Ett alternativ till avmaskning skulle vara att vaccinera varddjuret mot parasiten. Pa
senare ar har sa kallade parasitara extracellulara vesiklar (EV) diskuterats som ett
mojligt mal for ett vaccin (Eichenberger et al. 2018a; Sotillo et al. 2020; Sanchez-
Lopez et al. 2021). EV ar sma lipidmembranférsedda blasor som anvénds av celler
fran alla olika domaner, for cellkommunikation (Deatherage & Cookson 2012).
Parasiter anvander sig av EV for att kommunicera med och manipulera varddjurets
celler och darigenom forbéttra parasitens chans till éverlevnad (Sanchez-Lopez et
al. 2021). Pa sa vis skapas tolerans for parasiten vilket mojliggor kronisk infektion.

Syftet med detta arbete ar att kartlagga de an sa lange outforskade EV fran hastens
spolmask. Malet &r att rena fram EV fran P. univalens-larver. Darefter att undersoka
larvernas och de utsondrade produkternas (daribland EV) immunmodulerande
formaga in vitro. Detta skulle lagga grunden for fortsatta studier som i langden kan
leda till en l&amplig vaccinkandidat.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Parascaris spp.

Parascaris tillnor familjen spolmaskar, Ascarididae, och infekterar héstar (Lind &
Christensson 2009). Andra arter av spolmaskar ar exempelvis Ascaris suum (gri-
sens spolmask), Ascaris lumbricoides (manniskans spolmask) (Bradley & Jackson
2004) och Toxocara canis (hundens spolmask) (Gillespie 1988). Dessa tre infek-
terar framfor allt gris, ménniska och hund, men kan &ven vara zoonotiska (Gillespie
1988; Bradley & Jackson 2004). De finns tva olika arter av Parascaris; Parascaris
equorum som har raknats som den traditionella hastspolmasken, och Parascaris
univalens (Goday & Pimpinelli 1984) som pa senare tid visats vara den huvud-
sakliga arten som infektera hastar (Nielsen et al. 2014; Martin et al. 2018). Det som
framst skiljer dessa arter fran varandra ar att P. equorum har tva par kromosomer
medan P. univalens har ett par. De gar dock inte att skilja dessa arter at makro-
skopiskt och Nielsen et al. (2014) havdar att om en artidentifiering inte ar gjord bor
hastens spolmask betecknas som Parascaris species (spp.) och &r anledningen
varfor det framdver i litteraturéversikten kommer bendmnas Parascaris spp.

Parascaris spp.:s livscykel bestar av ett oralintag av dgg innehallande det infektidsa
larvstadiet L2 fran miljon (Burk 2013). Efter att dgget klackts tar sig larven igenom
tunntarmens slemhinna till blod- eller lymfkarl fér vidare transport till levern (Clay-
ton & Duncan 1979). Val i levern migrerar larven genom parenkymet i ca en vecka
vilket ger upphov till lesioner och senare fibros. Larvutvecklingen da L2 blir till L3
ar inte klarlagt &n men Burk (2013) resonerar att det sker innan larverna nar levern.
Fran levern tar sig larverna till lungan och aterfinns dér ca tva veckor efter aggin-
taget (Clayton & Duncan 1979). Larverna kommer darefter migrera upp i trakea,
bli upphostade till svalget, for att sedan svéljas ner och atervanda till tunntarmen
(Burk 2013). I tunntarmen utvecklas de forst till L4 och sedan till vuxna maskar.
Som vuxna maskar fortplantar de sig och utsondrar stora mangder agg som foljer
med avforingen ut i miljon och utvecklas till infektionsdugliga larver i &gget, vilket
under optimala forhallanden tar runt 10 dagar (Burk 2013).
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Spolmaskinfektion brukar betraktas som de ungas infektion da de verkar vara mer
mottagliga (Holland 2009; Gazzinelli-Guimarées et al. 2013). Detta géller &ven for
Parascaris spp., da infektion framst utgér ett problem bland fél och unghastar
(Nielsen et al. 2014). Infektionen kan ge upphov till allt fran milda respiratoriska
sjukdomstecken sasom hosta och bilateralt nasfléde och mer diffusa kliniska tecken
sasom trotthet, viktnedgang och forsamrad tillvaxt, till allvarliga fall dar parasit-
bordan av vuxna maskar i tarmen blivit sa stor att den leder till obstruktion (Clayton
& Duncan 1978). | varsta fall kan tarmen rupturerat, vilket kan vara fatalt (Cribb et
al. 2006).

Lind & Christensson (2009) undersokte prevalensen av Parascaris spp. bland ol
pa nio svenska gardar och kom fram till en prevalens pa 48 %. Det kan jamforas
med en prevalens mellan 31-58 % internationellt (Martin et al. 2018). Prevalensen
bland &ldre hastar ar betydligt lagre. | Relf et al. (2013) studie sags en prevalens pa
4 % vid 1 ars alder som sjonk till 3 % i aldern 2—4 ar och sedan 1 % vid 5-14 ar.

Eftersom prevalensen ar hdg och att en infektion med Parascaris spp. kan ha en
dodlig utgang avmaskas fol oftast rutinmassigt i Sverige (SVA, 2020). Sveriges
veterindrmedicinska anstalts (SVA) rekommenderar behandling med anthelmintika
vid 8-10 veckors alder och sedan igen vid 16-18 veckors alder. Konsekvensen av
en rutinmassig 6veranvandning av ldkemedlen &r en 6kad resistensutveckling och i
Sverige finns utebliven effekt rapporterad for alla tre anthelmintika klasser (Martin
2021).

2.2. Immunforsvar mot gastrointestinala helminter

En generell term for parasitara maskar som infekterar varddjuret genom tarmkana-
len &r gastrointestinala helminter (Avila & Isaac 2013). De inbegriper nematoder
(rundmaskar), trematoder (plattmaskar) och cestoder (bandmaskar). Vérddjurets
immunologiska svar mot parasiter kommer hér beskrivas generellt for gastro-
intestinala helminter och endast i vissa fall lyfta fram immunsvar mot spol-
maskar/Parascaris. Det beror dels pa att immunforsvaret mot gastrointestinala
helminer i generella drag ar lika varandra, dels pa grund av att det endast ar fa
studier (till exempel Srihakim & Swerczek 1978; Clayton & Duncan 1979) som
belyser hastens immunforsvar vid en Parascaris-infektion.

De flesta studier som finns kring varddjurets forsvar mot gastrointestinala helminter
ar gjorda pa moss (Anthony et al. 2007). For specifikt spolmaskinfektion har framst
grisens spolmask A. suum anvants och da aven det pa musmodeller (Gazzinelli-
Guimarées et al. 2013). Mycket av denna kunskap kan med stor sannolikhet extra-
poleras dven pa hastens forsvar mot Parascaris.

13



Spolmaskinfektion rdknas som kronisk till sin natur (Holland 2009), till exempel
kan A. suum infektion paga i 1-2ar (Midttun et al. 2018). En spolmaskinfektion kan
darmed delas upp i en akut och kronisk fas (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman
2018). Dessa tva faser har tva olika immunsvar. For att bast ga igenom dessa reak-
tioner kommer det har folja parasitens vag genom kroppen och vilken respons det
genererar i de olika vavnaderna, med borjan i tarmen.

2.2.1. Tarmens akuta immunsvar

Under den akuta fasen, nar parasitlarven kommer till tarmen och pabérjar sin
migration genom vavnaden aktiveras ett T-hjélparcell 2 (Th-2) svar (Bradley &
Jackson 2004). Det genererar i sin tur ett lokalt svar i den aktuella vdvnaden. Th2-
svar karaktariseras av aktivering av IgE producerande B-celler, eosinofiler, mast-
celler samt basofiler (Anthony et al. 2007) och ar kopplat till stora extracelluléra
patogener samt allergier (Abebe & Bjune 2009; Vivier et al. 2018). Till skillnad
fran T-hjalparcell 1 (Th1) -svar som snarare aktiverar cytotoxiska T-celler, neutro-
filer och makrofager (Anthony et al. 2007) och bekampar framfor allt intracellulara
patogener i form av bakterier, virus och tumdorceller (Abebe & Bjune 2009; Vivier
et al. 2018).

Aktiveringen av Th-2 svaret sker genom att epiteliala sensoriska celler, sa kallade
tuftceller, detekterar helminterna i tarmen och skickar ut alarminer, det vill saga
cytokiner som slar larm (Cortés et al. 2017). De framsta alarminerna som skickas
ut ar interleukin (IL)-25, IL-33 och ”thymic stromal lymphopoietin” (TSLP), vilka
far typ 2 celler att aktiveras och differentiera. Med typ 2 celler menas i detta fall
celltyper som aktiveras och skickar ut typ-2 associerade cytokinerna, IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13 (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Det innefattar Th-2, som
tillhor det forvarvade immunforsvaret, och ”innate lymfoid cell” (ILC)-2, vilket till-
hor det medfodda immunforsvaret. ILC1, 2, 3 &r relativt nyupptéackta celltyper och
kan liknas med det medfédda immunférsvarets variant av Thl, Th2 och Th17 (Vi-
vier et al. 2018). ILCs saknar de antigenspecifika receptorer som Th-cellerna har
men kan uppticka forandringar i mikromiljon och aktiveras av alarminer, neuro-
transmittorer, och komponenter fran nutrition och mikroorganismer (Panda &
Colonna 2019).

Frisattningen av typ-2associerade cytokiner far flera foljder for tarmen. Detta leder
dels till vad som brukar kallas for “weep and sweep response” (von Moltke et al.
2016) och som innebar en hyperplasi av bagarceller och tuftceller i tarmen, 6kad
utséndring av mukus, 6kad omséttning av epitelceller och 6kad kontraktion av
glattmuskulaturen (Sorobetea et al. 2018). Allt detta for att forsoka skoélja ut
parasiterna. Denna reaktion uppréatthalls och forstarks ocksa av en positiv feed-
backloop mellan ILC2 och tuftceller (von Moltke et al. 2016). Likt ILC celler &r
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tuftceller ocksa relativt outforskade, trots att de upptacktes for mer an 50 ar sedan.
De har dock visat sig ha en viktig funktion mot gastrointestinala helminter i det att
de ar den primara kallan till IL-25 som initierar den positiva feedbackloop (von
Moltke et al. 2016).

Utover tarmens “weep and sweep respons” leder de typ 2-associerade cytokinerna
ocksa till en proliferation av mastceller, eosinofiler, basofiler i tarmvaggen samt far
makrofager att differentiera ut till alternativt aktiverade makrofager (AAM) (Allen
& Maizels 2011). Vid en helmintinfektion har AAM visat sig framja ett Th2 svar,
samt kontrollera pro-inflammatoriska- och Thl-reaktioner och hjalper till i l&k-
ningsprocessen (samanstallt i Kreider et al. 2007).

2.2.2. Leverns och lungornas immunsvar

Stora delar av leverns immunsvar till spolmaskarnas migration utgor an sa lange en
kunskapslucka (Else et al. 2020). VVad man vet &r att infektion med Ascaris spp.
leder till stark inflammatorisk respons med hdg infiltration av granulocyter, sa som
eosinofiler (Srihakim & Swerczek 1978) och makrofager (Dold et al. 2010).
Migrationen genom leverparenkymet leder dven till 6kade nivaer av fria syreradi-
kaler och proteiner kopplade till komplementsystemet (Deslyper et al. 2016).

Nér Ascaris larverna senare migrerar till lungorna ses en delvis snarlik respons som
I tarmen genom att ge upphov till neutrofil-, makrofag- och eosinofil infiltration.
Gazzinelli-Guimarées et al. (2013) visade att i samband med att de forsta larverna
anlander till lungorna stiger nivaerna av IL-5 (dag 4 efter infektion) hos maoss
infekterade med A. suum. Forfattarna resonerar att det har som funktion att locka
dit eosinofiler och att en mojlig kélla for IL-5 aven har kan vara ILC-2 da epitel-
cellerna, eller snarare tuftceller (von Moltke et al. 2016), i lungorna kan skicka ut
IL-25 och IL-33 som aktiverar ILC-2. Vidare visar Gazzinelli-Guimardes et al.
(2013) studie att nar det var som flest larver i lungorna (kring dag 8 efter infek-
tionsstart) skedde en 6kad infiltration av neutrofiler. Detta foljdes lite senare av en
infiltration av makrofager och eosinofiler. 1 Nogueira et al. (2016) studie sags dock
eosinofil- och lymfocytinfiltration frdmst hos mdss som utsatts for upprepad
infektion med A. suum medan bronkoalveolart lavage (BAL)-skéljvatskan fran en-
gangsinfekterade moss endast hade 6kad mangd protein och erytrocyter. De visade
att vid upprepade infektioner fick méssen starkare immunrespons i lungorna och
farre larver lyckades migrera ut fran lungorna.

Det finns &ven en del studier specifikt gjorda pa Parascaris spp. som visar att infek-
terade fol far 6kad mangd eosinofiler i lungorna och levern (Srihakim & Swerczek
1978) samt i blodet (Clayton & Duncan 1979). Clayton & Duncan (1977) visade
ocksa en koppling mellan 6kad mangd eosinofiler och aterinfekterade individer.
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2.2.3. Kroniskt immunsvar

Né&r Ascaris spp. slutligen kommer tillbaka till tarmen etablerar de en kronisk
infektion som kannetecknas av immunfdrsvarbild som ér tilldtande mot parasiten.
Th2 svaret moduleras till att vara mer tolerant for parasiter genom proliferation av
regulatoriska T-celler (Treg), immunmodulerande monocyter (sasom toleranta
dendritiska celler och AAM) och ¢kade méngder av IL-10 och “transforming
growth factor-beta” (TGF-f), som dr immunhdmmande cytokiner (Eichenberger et
al. 2018a). Forutom att det leder till en parasittolerans sa hindrar det dven en Gver-
reaktion av immunforsvaret sdsom vid allergier och autoimmuna sjukdomar. Av
den anledningen diskuterats helminter som ett mojligt sétt att behandla dysfun-
gerande immunfdrsvar som en form av immunoterapi, vid till exempel Crohns
sjukdom (Maizels 2016).

2.3. Extracellulara vesiklar (EV) och deras
immunmodulerande férmaga

Parasiter har utvecklat satt att undvika upptackt av varddjurets immunforsvar och
modulera det till parasitens fordel (Sotillo et al. 2020). Ett satt ar att utséndra olika
substanser, sa kallade exkretoriska/sekretoriska produkter (ESP). ESP inbegriper
dock allt som parasiten utsondrar till sin omgivning, det vill sdga bade “avfalls-
produkter” och aktivt utsondrade funktionella molekyler sasom specifika proteiner,
lipider, metaboliter och nukleinsyror samt extracelluldra vesiklar (EV) (Sotillo et
al. 2020; Sanchez-Lopez et al. 2021).

EV ar sma lipidmembranforsedda blasor som innehaller en rad olika molekyler
sasom proteiner, nukleinsyra, lipider och olika metaboliter (Tritten & Geary 2018).
Formagan att utsondra EV &r konserverad bland alla domaner av organismer; fran
bakterier och arkéer till eukaryoter sasom djur- och vaxtceller, och anvéands bland
annat for cellkommunikation (Deatherage & Cookson 2012). EV kan delas upp i
tre olika undergrupper beroende pa deras ursprung och storlek; exosomer, mikro-
vesiklar och apoptotiska kroppar (Yafiez-Mo et al. 2015). Exosomer definierades
for forsta gangen pa 1980-talet och har sedan dess studerats flitigt pa djurceller och
inom cancerforskning (Zhang et al. 2020). Det ar forst under det senaste decenniet
som parasiters EV har borjat karaktériseras (Sotillo et al. 2020) och hittills har inte
nagon funktionell skillnad pavisats mellan de olika subtyperna av parasiternas
vesiklar (Sanchez-Lépez et al. 2021).

Parasit EV innehall pa proteiner och mikroRNA (miRNA) ar bast utforskat bland
helminter och det som tros ha storst inverkan pa varddjurets celler, d&ven om lipider
ocksa visat sig ha viss inverkan (Eichenberger et al. 2018a). miRNA &r en konser-
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verad klass av sma, icke-kodande, 21-24 nukleotider lang RNA-molekyl som
kontrollerar genuttryck genom att binda in till specifika mal-mRNA (”messenger-
RNA”) och férhindra transkriptionen av dessa till protein (Sotillo et al. 2020). Pa
sa vis kan parasitens miRNA styra vilka proteiner som kommer till uttryck hos
varddijurets celler. Att EV fran nematoder har en immunmodulerande funktion har
flera studier visat (Buck et al. 2014; Coakley et al. 2017; Hansen et al. 2019).

Buck och medarbetare visade att EV miRNA fran Heligmosomoides polygyrus ned-
reglerar generna ”Dual specificity protein phosphatase 1” (DUSP1) och Stimula-
tion-2 (ST2) in vitro (Buck et al. 2014). DUSP1 reglerar mitogen-activated protein
(MAP)-kinas. Aktivering av genen leder till 6kade nivaer av IL-10 (som brukar
kopplas till immuntolerans), men minskad mangd av IL-6 och 6kade kvaveoxid-
nivaer; en profil som &r forknippat med parasitutdrivning (Eichenberger et al.
2018a). ST2 &r receptorn for alarminet IL-33 och signalering via ST2 leder till
aktivering av ILC2. ILC2 i sin tur utsondrar IL5, vilket ar ett kemokin for eosino-
filer. Pa sa vis leder en aktivering av ST2 bland annat till eosinofili. H. polygyrus:s
inhibering av ST2-receptorn och DUSP1 blockerar Th2-svarets eosinofili, vilket &r
fordelaktigt for parasiten (Lee & Rosenberg 2013). Buck et al. (2014) visar éven
att H. polygyrus EV kan in vivo hdamma ILC2:s utsondring av IL-5 och IL-13, vilket
ledde till ett reducerat antal eosinofiler hos moss som pa konstgjord vag fatt lung-
eosinofili. EV fran H. polygyrus har dessutom visat sig kunna inhibera aktivitet av
typ 1 (proinflammatoriska) och typ 2 (AMM) makrofager (Coakley et al. 2017).
Detta verkar dock inte gélla alla nematoder da EV fran Brugia malayi i stallet
framkallar aktivering av typ 1 makrofager (Zamanian et al. 2015).

Hansen et al. (2019) analyserade EV-innehall hos olika larvstadier samt vuxna mas-
kar av A. suum och identifierade miRNA som potentiellt kan ha alarminerna IL-25
och IL-33 samt typ 2 cytokinet I1L-13 som mal. De identifierade dven en rad
proteiner som kan paverka immunférsvaret at olika hall. Exempelvis proteinaser
som tros kunna bryta ner immuncellers receptorer (Eichenberger et al. 2018b) samt
olika heat shock proteins (HSP) som kan fungera som alarminer fér immunforsvaret
(Eichenberger et al. 2018a). Studien av Hansen et al. (2019) visade ocksa att EV-
innehallet skiljer sig till viss del at hos olika larvstadier respektive vuxna maskar
av A. suum. Vart att notera &r att det infektitsa stadiet L3 av A. suum hade flest uni-
ka miRNA, i jamforelse mot de andra larvstadiernas och vuxna maskarnas EV.

Sa vad kan okad kunskap kring EV eventuellt leda till? Pa grund av EV immun-
modulerande formaga diskuterar forskningsfaltet idag foljande: om EV kan
anvandas vid immunterapi eller som mojligt diagnostiskt verktyg for enkel detek-
tion av parasitinfektion 1 blodprov, samt om EV kan fungera som ”blue-print” vid
vaccin-formulering (Eichenberger et al. 2018a; Sotillo et al. 2020; Drurey &
Maizels 2021). Sa kallade “’single-antigen”-vacciner mot parasiter har historiskt sett
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visat sig ge ett undermaligt skydd mot infektion (Gu et al. 2013). Genom att
anvinda sig av ’genomic-led reverse vaccinology” dér hela genomet hos parasiten
jamfors mot andra parasitarters genom kan flera konserverade gener identifieras
och véljas ut som lampliga vaccinkandidater (Autheman et al. 2021). D4 parasiter
ar komplexa organismer kan ett multi-peptidvaccin ocksa diskuteras for att ge ett
tillr&ckligt brett immunsvar.
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3. Studiedesign

Parascaris-aggen som anvands i forsoket kommer fran hastar som varit del i Frida
Martins forsdk och ar artbestamda som P. univalens.

Huvudsyftena med detta arbete &r att visa att EV fran P. univalens gar att rena fram
och darefter undersoka deras inverkan pa immunceller. For att pavisa Parascaris-
EV i proverna kommer housekeeping”-gener GPD-1 och aktin fran Parascaris
anvandas. “Housekeeping”-gener ar gener som haller ett stabilt uttryck i alla celler
pa grund av att de har en grundlaggande funktion i cellen (Kozera & Rapacz 2013).
Exakt hur cellen distribuerar RNA-innehallet i EV ar inte klarlagt (Singh et al.
2021). Har utgas det ifran att housekeeping gener med storre sannolikhet kan hittas
I EV jamfort med andra gener.

For att undersoka P. univalens larvernas och deras EV:s formaga att modulera im-
munceller kommer genuttryckforandringar att studeras for ST2 och DUSP1. Dessa
gener véljs pa grund av Buck med medarbetare (2014):s upptéckt att EV fran Helig-
mosomoides polygyrus bade i in vitro och in vivo kan forandra genuttrycket hos
epitelceller hos mus. Hypotesen &r att &ven P. univalens kan ha denna inverkan pa
immunceller. ST2, som &r receptorn till IL-33 och som kan initiera ett Th-2 svar,
finns i stor utstrackning hos immunceller (Griesenauer & Paczesny 2017). Bade hos
celler i medfodda immunsystemet och i det forvéarvade. Darfor anses chanserna att
se en genuttryckforandring hos ST2 vara stora. DUSP1 & sin sida, var den gen som
Buck med medarbetare (2014) hade sett storst forandringar i genuttryck hos och
darfor ar ocksa den intressant att studera.

Under studiens gang utformades en delstudie som inte var med i ursprungliga
planen for arbetet. Nar dggen renats fram och star under utveckling att bli larver,
studerades larvutvecklingen. Syftet var att undersoka om sattet dggen lagrats pa
innan larvutvecklingen paborjas samt om &ggkoncentrationen under larvutveck-
lingen kan ha en inverkan pa larvutvecklingen.
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4. Material och metod

4.1. Rening av parasitagg

Parascaris-aggen renades fram fran hasttrack som aven varit del i Frida Martins
forsok och dar de artbestamdes som P. univalens. Det anvéndes dven dgg som Frida
Martin redan filtrerat fran tracken och som sedan lagrats i vatten under ett ar i kyl.

Parasitdgg renades fram enligt protokollet i bilagal. Hasttrack lostes upp i vatten
och filtrerades i fyra olika steg; genom 1,4 mm sil (W.S. Tyler incorporated), 150
um sil (Retsch®), 110 um och 70 um ”pitchford funnels”, cylinderformade filter.
Aggen eluerades fran filtret och natriumhypokloridlésning (Milton-2 16sning,
natrium-hypoklorit 2 % v/v i natriumklorid 16,5 %) tillfordes for att fa dggen att
flottera. Pa sa satt kunde alla partiklar som inte flotterar selekteras bort. Lésningen
har dven en bakteriedddande effekt. Aggen tvattades fem ganger for att bli av med
natrium-hypokloriden.

Slutligen beraknades dggkoncentrationen i 10 pl (x3) i mikroskop. Aggmangder
>30 000 agg i 15 ml spaddes till 10 000, 20 000 eller 30 000 &gg i 15 ml. Aggen
inkuberades i 15 ml vatten i ett 50 ml ror (Falcon®) i 28 °C for att utvecklas till
larver i minst 14 dagar, men ofta langre tid.

4.2. Klackning av agg och hantering av parasitlarver

Larvutvecklingen i dggen foljdes i mikroskop. Andelen &gg som innehdll larver
beréknades genom att rdkna totala antal 4gg och larvutvecklade &gg i 10 pl (x3) i
mikroskop.

Nar larverna beddmdes vara klackningsredo behandlades &ggen med 1 % formalin
i 24 h (for att avdoda bakterier och svamp). Aggen tvattades med autoklaverat
vatten for att bli av med formalinet och klacktes mekanisk med hjalp av en Kimble®
Kontes® 15 mL glashomogenisator enligt beskriven teknik i Martin et al. (2021).
De framklackta larverna tvattades fyra ganger med autoklaverat vatten samt tva
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ganger med cellmediumet Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 + Gluta-
MAX (Gibco®), bada innehallande penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich®, 50
enheter/ml respektive 50 pg/ml) samt fungizone (antimykotikum, 1ug/ml).

Efter tvattningen forvarades larverna i 5 ml RPMI 1640 media i 15 ml-ror (Sar-
stedt). Utdver den antibiotikan och antimykotikumet som ndmnts ovan tillférdes
aven polymyxin B (Sigma-Aldrich®, 1 mg/ml) under forsta dygnet. Antal larver
berdknades i 10ul (x3) i mikroskop. Larverna inkuberades i 37 °C (0 % COy).

Supernatant (med formodat innehallande EV) samlades in antingen var 24 h eller
efter 72 h (efter en helg) genom centrifugering i 1409 g i 5 min. Supernatant
filtrerades genom 1,2 um (Whatman Puradisc) och foérvarades i -80 °C infor senare
analys. Nytt media tillfordes till larverna och inkuberades pa nytt i 24 eller 72 h.
Sammantaget samlades supernatant pa detta vis tre ganger, darefter anvéandes
larverna till att stimulera cellkulturer.

En mer exakt beskrivning av utférande finns i bilaga 1.

4.3. Cellkulturforsok

Bronkoalveolart lavage (BAL)-celler fran tva olika astmatiska hastar tvattades fyra
ganger med Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS utan Fenylrétt fran SVA). Varje
BAL-skéljning innebar olika innehallsfordelning av celler:

o Cellprofil for BAL-skoljvatska 1: Neutrofiler 15 %, Lymfocyter 24 %,
Makrofager 58 %, Eosinofiler 0 %, Mastceller 3 %.

o Cellprofil for BAL-skoljvatska 2: Neutrofiler 3 %, Lymfocyter 44 %,
Makrofager 49 %, Eosinofiler 0 %, Mastceller 4 %.

Cellfordelningen raknas manuellt i mikroskop pa cytospinprepatat av personal pa
Institutionen for kliniska vetenskaper, SLU.

De inkuberades 24 h i 37 °C pa en 12-brunnsplatta, dar BAL-cellerna fran vardera
hést delats upp pa fem brunnar med 2 miljoner celler i varje brunn (2 ml per brunn).
| de aterstaende tva brunnarna pa plattan tillfordes endast 2 ml HBSS som en
negativ kontroll. Efter 24h tillférdes antigen P. univalens larver eller supernatant,
formodat innehallande larvernas exkretoriska/sekretoriska produkter (ESP) och
EV, till BAL-cellerna enligt figur 1. Innan tillférsel till brunnarna centrifugerades
vatskan med larverna i 1409 g i 5 min. Darefter tillfordes brunnarna 500 pl
supernatant alternativt ca 1000 larver per brunn, enligt figur 1. | forscket fanns tva
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negativa kontroller; brunn 5 med enbart BAL-celler och brunn 6 med endast 2 ml
HBSS (Figur 1). 12-brunnsplattan inkuberades dérefter i 37 °C och 5 % CO..

1 BAL-celler 1 9 3 BAL-celler 2 4
A @ ‘ @ ‘
Negativ Negativ Negativ Negativ
kontroll kontroll kontroll kontroll
BAL-celler HBSS BAL-celler HBSS

g Created in BioRender.com bio

Figur 1. 12-brunnsplattans innehall under cellkulturforsoket.

Efter 24 h skdrdades cellerna, larverna och supernatanten, genom att pipettera upp
vatskan i brunnarna och centrifugera den (1409 g i 5 min). Mestadels av de
adherenta BAL-cellerna férmodades da vara kvar pa plattan medan larverna foljde
med vatskan. 500 pl TRIzol (ambion®) tillfordes till vardera cellinnehallande-
brunn for att lysera cellerna. Lésningen flyttades sedan till ett 1,5 ml rér, och
lagrades i -20 °C innan RNA-extraktion och cDNA syntes utférdes, vilket kravs for
senare analys med hjélp av quantitative polymerase chain reaction” (QPCR).

Supernatanten i réren innehallande vatskan fran brunnana flyttades 6ver till nya ror.
Detta lagdes sedan i -80 °C for att senare anvandas i analyser utanfor detta examens-
arbete.

Pelleten som blivit kvar efter att supernatanten forflyttats, och som tros innehalla
mestadels larver, flyttades till 1,5 ml rér och 500 ul TRIzol tillsattes. Proven lagra-
des sedan i -20 °C, men kommer dven det anvandas i analyser utanfor detta
examensarbete.

4.4. Isolering av RNA fran EV och celler

For att isolera RNA fran EV anvandes exoRNeasy Midi kit (Qiagen ®) och utférdes
enligt tillverkarens protokoll. Vid RNA-isolering fran BAL-celler anvéandes
Invitrogens protokoll med TRIzol (ambion®).
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Koncentrationsbestamning av RNA gjordes pa NanoDrop™ enligt tillverkarens
instruktioner.

4.5. Primerdesign

4.5.1. Primer for RT-PCR av EV-prover

Primerparen som anvéandes fér RT-PCR av EV-proverna var GPD-1 (glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase) och aktin som ar housekeeping”-gener for
P. univalens-larver, samt 16S, en universal primer for bakterier. Dessa fanns redan
till forfogande. FOr primersekvenser samt produktlédngd se tabell 1 l&ngre ner.

4.5.2. Primer for gPCR av cellkultursprover

Till gPCR av cellkulturproverna anvéandes primerpar for DUSP1, ST2 samt
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) och RPL32 (Ribosomalt
Protein L32) som "housekeeping”-gener for hast. GAPDH och RPL32 fanns redan
till forfogande, medan DUSP1 och ST2 designades fran grunden.

Primerpar for DUSP1 och ST2 designades genom en kombination av tre olika satt;
dels genom att manuellt underséka lamplig basparskombination i gensekvensen
som hamtats fran “The National Center for Biotechnology Information” (NCBI
2021a); dels genom att soka i artiklar efter vad andra anvant for primerpar och
slutligen genom att anvdanda NCBI:s “primer BLAST” (NCBI 2021b). Sek-
venserna kontrollerades &ven mot NCBI:s ”nucleotide BLAST” (NCBI 2021c) for
att sakerstalla att den utvalda sekvensen var unik for just hast/hastdjur och darmed
minimera risken att fa ett felaktigt resultat pa grund av felaktigt inbindande till
nukleotidkontamination fran andra arter. Krav som stalldes pa primerparen var att
forward-primern och reverse-primern skulle ligga i olika exoner med ett intron
emellan sig. Detta for att minimera risken att det bildas produkt om genomisk DNA
kontaminerar provet da det skulle bildas en sa stor produkt att den har svart att
konkurrera med den 6nskvarda produkten. For primersekvenser samt produktlangd
se tabell 1. Vid utprovning av primerpar och upptackt av felaktig produkt skapades
nya primerpar. For ST2 anvéndes i slutdndan tva olika forward primers, dven den
inkluderad i tabell 1.
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Tabell 1. Primsekvenser samt genproduktstorlek i antal baspar. F=forward och R=reverse.
Y(Hjertner et al. 2013), 2(Martin et al. 2021), 3(Strub et al. 2007)

Gennamn/familj Primersekvens (5°—3°) Produktsstorlek (bp)

GPD-1? F:ACAGTGGAGAGATGGACGTG 116
R: GCCATGCCAGTCAGTTTACC

Aktin? F-TCGTTTTTAGGGGAGGGATG 137
R: AAACACCGAGCAAAATGGAG

16S* F:TCCTACGGGAGGCAGCAGT 466
R: GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

DUSP1 F:GCGCACGTCTTCTTCCTCAAAG 224
R: GAAGCATGGTATGCACTGCCC

ST2 F1.GGGACTTTGGCGAAGCAAGAATTCAAGAG | Parl:74
F2.TCCAGTAATTATAGCCCCTCCAC Par 2: 217
R: GAGACAAGTCATCTCATTGCTGG
F:ATCTGACCTGCCGCCTGGAG

GAPDH! R: CGATGCCTGCTTCACCACCTTC 68
F:AGCCATCTACTCGGCGTCA

RPL32" R: TCCAATGCCTCTGGGTTTC 144

4.6. cDNA syntes

For att kunna gora “Reverse Transcriptase” PCR (RT-PCR) och sedan “quanti-
tative” PCR (gqPCR) fran provernas RNA kravs det att RNAt forst omvandlas till sa
kallat “complementary” DNA (cDNA). Detta utférdes enligt radande praxis, se
protokoll i bilaga 2. Proverna DNas-behandlades (Ambion™ DNase 1) for att bryta
ner eventuellt medféljande genomisk DNA (gDNA) som kan stora resultatet. Dar-
efter addera byggstenarna till processen att géra om RNA:t till DNA i form av
dNTP, Hexa och Oligo dT. Tva reaktioner skapas sedan fran varje RNA-prov. Ett
som tillfors enzymet “reverse transkriptase” (SuperSkript™ IV) och kallas da RT+
och ett utan enzymet (RT-). Reverse transkriptas omvandlar RNA till DNA och RT-
provet anvands da som en negativ kontroll for att detektera kontaminerande gDNA.

Den RNA mangd som anvéandes for proverna fran cellkulturforsoket var 300 ng
medan for EV-proverna var det mellan 40-110 ng (se tabell 2 i resultatdelen).
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Det gjordes dock en justering av protokollet vid cDNA syntesen av RNA-proven
fran EV. For de forsta proverna utfordes inte DNas-behandlingen, da protokollet
till exoRNeasy-metoden angivit att det inte & nddvéndigt. Detta justerades dock
tillbaka for till sista omgangen RNA-prover och DNas-behandling genomfordes.
Anledningen var upptackten av en artikel som visar att EV innehaller gDNA (Hur
& Lee 2021). En annan justering till ursprungliga cDNA-protokollet som gjordes
var att adderalpl av revers-primer for generna GPD-1 och aktin under syntesen.
Det gjordes for att 6ka detektionschansen for generna av intresse.

4.7. RT-PCR

RT-PCR gjordes dels for utprovning av primerparen for ST2, DUSP1, GAPDH och
RPL32 for senare anvandning i qPCR; dels for att pavisa “housekeeping”-generna
GPD-1 och aktin hos framrenade P. univalens EV. RT-PCR genomfdrdes enligt
protokollet i bilaga 2 med PCRBIO Ultra Polymerase (Techtum) vid bada till-
fallena.

For samtliga gener i de bada forsoken (ST2, DUSP1, GAPDH, RPL32 samt GPD-
1 och aktin) gjordes ett prov med RT+ cDNA, vilket utgjorde provet av intresse,
samt ett RT- prov. RT- provet fungerade som negativ kontroll och méjliggjorde
detektion av kontaminerande nukleinsyror i provet. Proverna koérdes darefter i en
PCR maskin (iCycler BIO RAD) med ett sa kallad touchdown” program. Det
innebdr att temperaturen borjar 6ver den optimala temperaturen for primerparen
och stegvis gar nedat (Korbie & Mattick 2008). Detta Okar specificiteten,
sensitiviteten och produktutbyte. RT-PCR programmet for de olika generna ater-
finns i bilaga 2.

Specifikt for RT-PCR av EV-proven var att en universal bakterieprimer for 16S
lades till i forsoket. Detta gjordes for att detektera bakteriell kontamination i larv-
kulturen, da det misstanktes vara ett problem. cDNA fran P. univalens-larver an-
vandes som positiv kontroll av GPD-1 och aktin.

Produkterna fran samtliga RT-PCR kdérdes slutligen ut pa en 2,5-3 % agaros gel
med hjélp av elektrofores under en spanning pa 100 mV. Detta for att storleks-
bestdmma produkterna.

4.8. gPCR

gPCR genomfordes pa cDNA fran cellkultursforsoket. iQ SYBR® Green Supermix
(BIO RAD), innehallande bland annat polymeras, fordelades pa en 96-brunnsplatta
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tillsammans med cDNA och primerparen fran respektive gen (GAPDH, RPL32,
ST2 och DUSP1). Varje gen fick brunnar med samtliga RT+ cDNA fran
cellforsoket, samt tre av RT- proven for GAPDH och samtliga 10 RT- cDNA for
Ovriga tre gener. Detta utgjorde en typ av negativ kontroll. En annan negativ
kontroll utgjordes av PCRmix tillsammans med vatten i stéllet for cONA, en sa
kallad ”No template control”. Som positivkontroll anvandes cDNA fran BAL-celler
som anvants vid utprovning av primerparen. Protokollet som anvandes aterfinns i
bilaga 2.

Proverna kordes pa CFX96™ Real-Time System (BIO RAD). PCR programmet
som anvandes borjade med ett denatureringssteg vid 95 °C i 15 min. Detta foljdes
av cykel med 15 sek pa 95 °C, féljt av en sankning till primer-specifik annealing-
temperatur i 30 sek och slutligen ett elongeringssteg pa 72 °C for insamling av
fluoroscensdata. Denna cykel utfordes totalt 40 ganger. Programmet avslutades
med en 5 sek 0,5 °C stegvis temperaturokning fran 65 °C till 95 °C for att etablera
en smaltkurva for PCR-produkten. Fo6ljande annealingtemperaturer anvandes; 59
°C for RPL32, ST2 och DUSP1 samt 64 °C for GAPDH.

4.9. Berakning av relativt genuttryck och statistisk
analys

Berékning av relativt genuttryck gjordes i Microsoft Excel 2016 med hjéalp av
AACg-metoden (Livak & Schmittgen 2001). Genom att anvanda provernas “’cycle
quantification” (Cq)-varde, det vill sdga hur manga PCR-cykler det tar for provet
att skdra ett satt troskelvarde, for varje gen kunde ACq och AACq beréknas.
Malgenen DUSP1 sattes i relation till referensgenerna RPL32 och GAPDH for att
avgora om cellerna éndrat sitt genuttryck av DUSP1. Statistisk analys i form av ett
Brown-Forsythe och Welch ANOVA test, utfordes med hjalp av GraphPad Prism
9.1.0.
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5. Resultat

5.1. Larvutveckling

Under larvutvecklingen berdknades andelen dgg som utvecklades till klackdugliga
larver. De dgg som renats fram direkt fran track som lagrats i 6 °C 1ag mellan 82—
100 % utveckling. Agg som filtrerats fran track for ca ett ar sedan och darefter for-
varats i vatten i 6 °C hade 34-55 % utveckling. De som fOrvarats i vatten i kyl inne-
holl ett hogt antal &gg, ca 269 000 dgg. Dessa spaddes till bestamda koncentrationer
pa 10 000, 20 000 och 30 000 agg i 15 ml.

Da larvutvecklade agg i % sétts i relation till antal 4gg i provroret sags en forsamrad
utveckling hos dggen vid hogre koncentrationer. | figur 2 ses andel larvutvecklade
agg i % i relation till totalt antal &gg i roret. En trendlinje ar ritad for de tva olika
grupperna. Linjens lutning (k-vérde) for “direktrenade dgg fran track” ar -0,0014
och -0,0009 for agg lagrade i vatten”.

Andel larvutvecklade &gg

Direktrenade agg fran
track

- Agg lagrade i vatten

Andel larvutvecklade égg i %

0 10000 20000 30000
Total antal &gg

Figur 2. Larvutveckling i % i relation till totalt antal &gg.
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5.2. Utformning av nya metoder

Denna studie var ett pilotforsok med mal att rena fram EV samt undersoka vad som
sker hos hastens immunceller vid direktkontakt med P. univalens respektive dess
utsondrande produkter. Under vagens gang tillstétte en rad problem som var
tvungna att lésas genom att utforma nya metoder. Ett av dessa problem var att fa
larverna tillrackligt rena fran bakterier och svamp. Till en borjan forsoktes att
endast tvattas dem med PBS fyra ganger och cellmedium innehallande penicillin,
streptomycin och fungizone tva ganger. Det ledde till stora forluster av larver da de
inte formade en tillrackligt stabil pellet under centrifugeringen och pipetterades bort
tillsammans med supernatanten. Tvattningen av larverna visade sig dven vara
otillracklig da larvkulturerna efter ett par dagar fick en dvervaxt av bakterier eller
svampar.

Efter att ha testat olika metoder utformades protokollet med formalinbehandling,
autoklavering av redskap, flera tvattar av bade agg och larver och addering av en
tredje antibiotika, polymyxin B (se bilaga 1). For att kontrollera bakteriefrekomst
sattes en bakterieodling fore och efter formalinbehandling samt efter polymyxin B
behandling. Det vaxte endast pa plattan fran obehandlade prover, det vill sdga innan
formalinbehandlingen.

Vid byte av provror fran 50ml polypropylen ror (Falcon®) till ett 15ml polystyren
ror (Starstedt) formades en mer stabil pellet. Dd&rmed minskade forlusterna av larver
drastiskt och mojliggjorde centrifugering.

5.3. RT-PCR resultat

RT-PCR anvéndes till utprovning av primers samt detektion av Parascaris gener i
EV. Vid utprovning av primerpar sags tva produkter hos ST2 och DUSP1, dar den
kortare produkten hade ratt storlek. Nya primerpar skapades genom att designa en
ny “forward primer” som lag tva exon bort fran “reverse primer” for vardera gen.
Detta Ioste problemet for DUSP1 som fick 6nskvérd produkt, medan ST2 fort-
farande bildade tva produkter. Denna gang var den langre produkten av rétt storlek.

For att bevisa framrening av EV fran P. univalens utfordes RNA-extraktion av EV
fran P. univalens pa 4 olika prover, har bendmnda efter datumet da supernatanten
samlades fran larverna; 5/10, 15/10, 28/10 och 1/11. De tva forsta proverna utférdes
pa supernatant fran larver som ej behandlat med formalin och polymyxin B. Antal
larver som supernatanten samlades fran, tid mellan insamlingar av supernatant,
RNA-koncentration samt méngd av provet som anvénts till cDNA syntes ses i tabell
2.
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Tabell 2. EV-prover; Datum for insamlad supernatant och bendmningen av provet, antal laver
som supernatanten samlades fran, tid i timmar larverna fatt pa sig att producera EV (tid mellan
insamlingar), RNA-koncentration avrundat i heltal samt mangd av provet som anvants till cDNA

syntes.
Datum for Antal larver Timmar mellan | RNA- Maéngd anvénd
insamlad insamling av koncentration till cDNA (ng)
supernatant supernatant (ng/ul)
5/10 8300 24 13 65
15/10 240 24 22 110
28/10 6000 24 25 40
1/11 6000 72 8 40

Proverna kordes darefter ut pa agarosgel for att avgora storleken av produkterna
fran RT-PCR. Resultaten fran gelerna ses i figur 3 och tyder pa produkt for GPD-1
och aktin hos 1/11-provet men inte hos dvriga tre prover. Bakteriegenen 16S
utgjorde kontroll for kontamination av bakterier och dar samtliga prover fick pro-
dukt i bdde RT+ och RT-, bortsett fran 28/10 som inte hade produkt i RT-.

For proverna 28/10 samt 1/11 gjordes tva olika cDNA-synteser; forst utan en DNas-
behandling och senare en med DNas-behandling. Den enda skillnaden som sag var
att produkterna i 1/11-provet blev svagare pa gelen efter DNas-behandlingen, med
andra ord hade det bildats mindre mangd produkt.
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5/10-provet 15/10-provet Positiv kontroll 5/10-provet  15/10-provet

- ’w.

GPD-1  GPD-1  Aklin  Aktir GPD-1 GPD-1  Aklin  Aktin GPD-1  GPD-1  Aktin Aktin 165 165
RT+ RT- 4 RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT-

28/10-provet Figur 3. Produkterna for GPD-1, aktin och 16S

fran EV-proverna utkdrda pa agarosgel
tillsammans med PCRBIO Ladder 111 (storlek
50-1500baspar). Positiv kontroll for GPD-1 och
aktin utgjorde cDNA fran P. univalens larver.
Ovre bilden visar resultatet for proverna 5/10
samt 15/10. Nedre bilden till vénster visar
resultatet for proverna 28/10 och 1/11. Storleken
i antal baspar &r utskriven bredvid stegen.

Positiv
kontroll

GPD-1 GPD-1 Aktin 165 165
RT+ RT-  RT+ RT+  RT-

1/11-provet

Positiv
kontroll

GPD-1 GPD-1 Aktin A 165 165  Aktin
RT+ RT-  RT+ RT- R
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5.4. gPCR resultat

Resultatet fran gPCR av BAL-cellerna tydde pa vis problematik. For det forsta fick
generna GAPDH, RPL32 och ST2 produkt i de negativa kontrollproven RT-.
DUSP1 var med andra ord den enda genen som inte fatt produkt i RT-. Att det
skapas produkt i RT- tyder pa en DNA kontamination av proverna. Produkterna for
GAPDH och RPL32 kordes ut pa gel och visade pa samma (ratta) storlek for RT+
som for RT-. Data fran gPCR visade dock att RT- har ett ca 5,5 till 7,7 enheter
hogre Cg-varde jamfort med RT+ for bada generna. Av den anledningen bedomdes
de bada generna dnda kunna anvandas i den statistiska undersokningen. En narmare
forklaring varfor aterfinns i diskussionen.

For det andra gav ST2's bada primersuppsattningar upphov till tva produkter under
gPCRnN. Dessutom gav ST2's RT- produkter ett liknande Cg-varden som RT+.
ST2’s data forkastades och ingick inte i statistiska undersékningen.

Cg-varderna for RT+ proverna for GAPDH lag mellan 23,8-27,7 cykler, RPL32
mellan 24,1-27,6 cykler och DUSP1 mellan 28,9-33,6 cykler.

Utrakning av AACq for DUSP1 som malgen jamfort med GAPDH och RPL32 som
referensgener visade pa en signifikant sékerstélld 6kning (p=0,0457) av genuttryck
for DUSP1 hos celler stimulerade med larver jamfort med ostimulerade celler. Se
figur 4. Ingen signifikant skillnad sags hos celler utsatta for supernatant.

*
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% 24} =A...
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-
0
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Figur 4. Férandring i DUSP1 genuttryck jamfort mellan kontrollgruppen och grupperna celler
stimulerade med supernatant respektive larver. *p<0,05, ns=not significant.
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6. Diskussion

6.1. Larvutveckling

Under projektets gang tillkom vissa delstudier sasom undersokningarna kring
larvutveckling hos P. univalens. Uppfattningen bland de som jobbat med P. univa-
lens-agg och -larver pa SLU (sdsom Eva Tydén och Frida Martin) ar att d&ggen tycks
fa en hammad larvutveckling om det finns ett hogt antal 4gg pa en liten yta. Detta
undersoktes genom att berdkna andelen utvecklade &gg hos prover inne-hallande
olika mangder &gg. Detta gjordes pa tva olika grupper dgg; agg direkt renade fran
track samt agg som filtrerats fran track och sedan lagrats i vatten i kyl. Fér bada
grupper-na agg sags en forsamrad larvutveckling nar antalet agg i provroret okade
(se figur 1), vilket da forstarker den ovan namnda uppfattningen.

En annan sak som blev uppenbar vid berdkning av andelen utvecklade &gg var att
agg renade direkt fran track hade en hogre utvecklingsprocent dn de som filtrerats
och lagras i vatten i kyl under ett ar. De dgg som forvarats i track hade 82—100 %
utvecklade 4gg medan &gg lagrade i vatten hade 34-55 %. Det ar alltsa battre att
forvara dggen kvar i tracken i stéllet for i vatten fram tills larvutveckling ska
paborjas.

Det upptécktes ocksa att det finns en stor osakerhet vid rakning av &gg och larver
da upprepade rakningar kunde ge skillnader pa flera 1000. Trots noggrann bland-
ning och pipettering samt berékning av dgg/larver i flera droppar kunde detta inte
frankommas. Darmed bor antal d4gg och larver endast ses som ett ungefarligt vérde
och inte ses som det sanna vérdet.

6.2. Metodproblem

Hur mycket man an tanker och planerar innan ett projekt ar det svart, om inte
omojligt, att undvika problem helt. Detta galler speciellt pilotprojekt dér det ibland
kan vara lattare att I6sa problemen nar de uppstar snarare an att lyckas férutspa dem
innan. Det storsta problemet detta projekt stotte pa var att larvkulturerna efter ett
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par dagar fick en dvervéxt av bakterier eller svampar. Det gjorde proverna obruk-
bara da det skulle ge upphov till falska resultatet. Dels eftersom bakterier och
svampar ocksa producerar EV (Deatherage & Cookson 2012), dels att det inte
skulle ga att avgora vilken av de tre patogenerna det ar som paverkar cellerna under
ett cellkulturférsok. Problem l6stes genom att ldgga till formalinbehandling av
aggen, utbkad tvattningssteg, autoklavering av redskap samt ytterligare antibiotika-
behandling till protokollet. Att det fungerade konfirmerades genom bakterieodling
efter varje avslutat steg.

Ett annat problem som tillkom tidigt var att larverna inte formade en stabil pellet
vid centrifugering. Det omojliggjorde tvattningen av larverna utan att gora stora
forluster. Det spekulerades kring olika orsaker kring detta. Bland annat att tvatt-
ningsmediets saltbalans gjorde att larverna lattare flot i vatskan, eller att larverna
fastnade pa pipettspetsarnas plast som byttes mellan varje tvétt. Dock férsvann
problemet nér 50 ml polypropylenrér byttes mot 15 ml polystyrenror. Det tycks
som att den smalare botten-konan skapar en stabilare pellet alternativt att materialet
polystyren & mer gynnsamt vid centrifugering av P. univalens-larver.

6.3. EV extraktion

Det framsta malet med detta arbete var att undersoka om det var mojligt att rena
fram EV fran P. univalens. Ett kit fran Qiagen som &r avsedd att rena fram RNA
fran exomer fran manniskor anvandes for detta andamal. Jamfort med ultra-
centrifugering, som ar den vanligaste anvanda metoden vid extraktion av EV fran
helminter (Sotillo et al. 2020), ar detta kommersiella kit mer tid- och kostnads-
effektivt. Ett liknande kit fran Qiagen, exoEasy, som renar fram EV men inte lyserar
dem, har anvands av Zhou med medarbetare (2019). De renade fram EV fran
Echinococcus granulosus, hundens dvédgbandmask, med lyckat resultat. Det finns
aven en studie av Enderle med medarbetare (2015) som jamfor exoRNeasy mot
ultracentrifugering och konstaterar att kittet isolerar RNA fran EV likvardigt eller
till och med béttre &n ultracentrifugering. Under ultracentrifugeringen finns en risk
for kontamination av extracellulara miRNA da det inte renats bort innan isolerings-
processen. Det bor dock ndmnas att forfattarna bakom artikeln &r anstéllda av
Qiagen, men att foretaget inte ska ha haft nagot inflytande 6ver studie-design,
datainsamling och analys, eller publicering.

For att pavisa EV fran P. univalens i proverna anvandes Parascaris “house-
keeping”-gener GPD-1 och aktin. Det utgicks ifran att housekeeping gener med
storre sannolikhet skulle hittas i EV:na, da de har ett stabilt uttryck i celler (Kozera
& Rapacz 2013) och har storre chans att distribueras i EV. | var studie hittades
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GPD-1 och aktin i ett av proven, vilket stodjer denna teori. Att Ovriga tre prover
inte hade produkt fran PCR kan ha manga forklaringar. Antingen fanns inte EV i
proverna utan koncentrationen RNA kom fran nagot annat, till exempel konta-
minerande bakterier, eller sa fanns inte “housekeeping”-generna i just dessa prover
da RNA distribueringen kanske skiljer sig at mellan EV. En annan forklaring ar om
RNA:t fran EV:na var delvis denaturerat, vilket lett till att primerparen inte kunnat
fasta in och bilda produkt under RT-PCR.

Né&r det kommer till den universala primerparet for bakterier 16S lades den till i
arbetet efter framreningen av proverna 5/10 och 15/10. Anledningen var att dessa
prover inte hade produkt fran GPD-1 och aktin trots att det fanns en RNA kon-
centration. RNA:t misstanktes dd harstamma fran bakterier och 16S primerparet
lades till.

Resultatet blev att samtliga RT+ prover gav produkt for 16S, &ven i de prover dér
protokollet for att desinficera 4gg och larvkulturerna inforts och som dessutom fatt
negativa bakterieodlingar (proverna 28/10 och 1/11). Aven alla RT- 16S prover,
forutom 28/10-provet, fick produkt. Dock om &n svagare utslag pa gelen &n RT+
(se figur 3).

En mojlig forklaring till produkt i mer eller mindre samtliga prover (bade RT+ och
RT-) ar att polymeras, och &ven andra enzymer som anvéands vid PCR, kan vara
kontaminerat med bakteriell gDNA (Philipp et al. 2010). Det innebér att det kan
bildas produkter fran 16S primers utan att bakteriella gener ursprungligen funnits i
proverna. Det skulle kunna forklara varfor det blivit produkt i 16S RT+ dven efter
att de antibakteriella atgarderna satts in. Det skulle dven kunna forklara varfor RT+
proverna har mer produkt (starkare utslag pa gelen) an RT-, da flera enzym, sdsom
“reverese transcriptase”, anvints i RT+ proverna och darmed fatt mer konta-
minerande bakteriell DNA. Vad denna teori dock inte kan forklara ar varfor 28/10-
provet inte har produkt i RT- nér alla dvriga prover har det. Samma PCR mixer
anvéndes till den som till de andra proverna. Oavsett blir slutsatsen kring resultatet
fran 16S att primerparet har ett begransat varde vid detektion av bakteriell konta-
mination i larvkulturen.

6.4. Design av primerpar

Vid utprovning av primerparen for DUSP1 och ST2 skapades tva produkter under
RT-PCR. Den kortare bedomdes vara den korrekta produkten da den hade ratt
storlek jamfort med stegen. Bada genernas primerpar hade designats sa att ett intron
skiljde forward och reverse at. Intronen i fraga var relativt korta for bada generna
(91bp fér ST2 och 367bp for DUSP1) och den andra produkten som bildats
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bedomdes vara en amplifiering av bade exon och intron da det stamde storleks-
massigt. Teorin var att det antingen fanns med kontaminerande genomisk DNA
eller att sa kallade pre-mRNAn med i proven. Pre-mRNA & mRNA som inte
genomgatt splicing an och darfor fortfarande innehaller intron (Green 1986).

For att komma runt problemet designades nya forward-primers for bada generna.
Forward primern placerades tva exon bort fran reverse sa att paren skiljdes at med
tva intron och en exon och darmed 6ka avstandet mellan forward och reverse. Detta
skulle minska risken att en extra, icke dnskvard produkt skulle bildas da den skulle
bli for lang for att hinnas bildas under PCR-cyklerna. For DUSP1 fungerade stra-
tegin men for ST2 bildades fortfarande en extra produkt. Denna gang kortare an
den rétta produkten, vilket gjorde att uttrycket av ST2 inte kunde analyseras. Vad
denna extra produkt &r har inte &n listats ut, men primerdimer har diskuterats som
en mojlig forklaring. En primerdimer &r ndr primerparen binder in till varandra
istallet for cONA och skapare en felaktig produkt (Poritz & Ririe 2014). Om mer
tid funnits hade annu ett primerpar tagits fram och testats for ST2 for att fa battre
och sékrare resultat i qPCR. Trots problemet med dubbla produkter provades ST2
pa cellforsoksproverna i qPCR, men var tvungen att forkastas pa grund av den
felaktiga korta produkten som upptradde i alla prover, bade RT+ och RT-. Narmare
beskrivning av anledning aterfinns i 5.5 qPCR resultat och genuttryck.

6.5. gPCR resultat och genuttryck

Buck med medarbetare (2014) visade att EV fran den gastrointestinala muspara-
siten Heligmosomoides polygyrus kan inhibera genuttrycket av IL-33 receptorn
ST2 samt MAP-kinas signaleringen genom genen DUSP1. Med detta i atanke
gjordes hér ett cellkulturforsok med bade larver och supernatant fran P. univalens,
for att undersoka genuttrycksforandringar i ST2 och DUSP1.

qPCR resultatet fran cellkulturforsoket visade dock pa problem med produkt i
negativa kontrollen RT- for ST2 samt referensgenerna GAPDH och RPL32.
Produkterna for samtliga tre gener hade samma storlek i RT- jamfort med RT+.
Proverna kordes om efter att ha tagit nytt PCR-mix, nukleasfritt vatten och primers
for att fa bort en eventuell kontamination med nukleinsyror fran hést. Da dven dessa
gav produkt i RT- drogs slutsatsen att felet lag i cDNA syntesen och skulle behéva
goras om for sakra resultat. Detta fanns det dock inte tid for.

Cg-vérderna for RT- hos GAPDH och RPL32 var 5,5-7,7 enheter hogre an RT+,
vilket innebdr att den DNA som fanns i RT- provet tog langre tid att skapas och
darfor ar av betydligt lagre koncentration. En mojlig forklaring till detta & om
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pseudogener fanns med i provet. Pseudogener ar naturligt existerande sekvenser
som liknar funktionella gener och som visat sig kunna ge falska utslag i RT-
(Javadirad et al. 2020). GAPDH &r en sadan gen som visat sig ha problem med
pseudogener hos manniska och det &r inte otankbart att problemet aven strécker sig
till héstens GAPDH eller for den delen RPL32. Av den anledningen beddmdes
dessa referens-gener dnda kunna anvandas for statistisk analys av forandrat
genuttryck. ST2 forkastades dock da dess RT- Cg-varden var likvardiga med RT+.
Dessutom gav bada primerparen for ST2 tva produkter, dar det andra primerparet
gav en felaktig kort produktstorlek (mdjligen en primerdimer), vilket gor resultatet
obrukbart. DUSP1 & andra sidan hade ingen produkt i RT- och bedémdes kunna
analyseras mot referensgenerna for att undersoka foréandrat genuttryck.

Vid statistisk analys av genuttryckférandring hos DUSP1 sags en signifikant 6kning
hos gruppen celler som utsatts for larver jamfort mot kontrollgruppen. Det innebar
att uttrycket av den MAP-kinas styrande genen DUSP1 o6kar hos immunceller som
utsatts for P. univalens larver. Detta ar motsatsen till vad Buck med medarbetare
(2014) visade hande for celler utsatta for EV fran H. polygyrus. Det bor dock
papekas att utformningen av forsoken skiljer sig mycket at. De anvande sig endast
av framrenade EV samt stimulerade mustarmceller (cellinje), medan har anvandes
bade larver och supernatant innehallande ESP/EV for att stimulera priméara immun-
celler (BAL-celler). Buck et al. (2014) anvénde &ven andra analysmetoder som
bland annat mgjliggjorde métning av cellernas upptag av EV.

Man bor ocksa vara forsiktig med att dra for stora slutsatser fran den statistiska
analysen, da det finns en rad osédkerhetsfaktorer. Dels hade det varit 6nskvart att
gora forsoket storre sa att mer data erhallits och fler matvarden kunnat anvéndas.
Dels skulle cDNA syntesen goras om for att forhoppningsvis inte fa produkt i RT-
proverna under gPCR och pa sa vis erhalla mer trovardiga RT+ resultat. Dock hade
det inte 16st problemet med ST2s kortare, felaktiga produkt om det nu rér sig om
en primerdimer.

Det sags ingen signifikant forandring i genuttrycket hos celler som endast utsattes
for supernatant fran larvkulturerna. Supernatanten formodades innehalla larvernas
ESP men det var inget som undersoktes och faststalldes. Det gar da inte att dra
nagra slutsatser rorande ESP, da det &r okant om provernas faktiskt inneholl ESP.
Dessutom sa utgjorde gruppen med supernatant-stimulerande celler endast tva
brunnar i forsoket, vilket ger fa matvarden och forsvarar detektionen av mindre
foréandringar.
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6.6. Konklusion

Denna studie har tagit de forsta stegen for att utforska EV fran P. univalens samt
utformat metoder for att mojliggora det. Ett protokoll har utformats for larvhan-
tering infor cellforsok samt bevisat att det ar majligt att rena fram EV fran P.
univalens med hjalp av exoRNeasy kit. Cellkulturforsoket som genomforts ger en
indikation pa att genuttrycket av DUSP1 gar upp hos celler vid kontakt med
larverna.

Sammantaget finns det mycket kvar att undersoka nar det kommer till EV fran P.
univalens, daribland att sekvensera RNA- och proteininnehallet i vesiklarna, gora
fler cellstimuleringsforsok for att undersoka genuttryckférandringar, samt utforska
om infekterade héstar utvecklar ett antikroppsvar mot EV. Denna kunskap skulle
kunna anvéndas i framtiden till att skapa ett vaccin riktat mot parasitens EV och
forhoppningsvis komma runt det vdxande problemet med multiresistens mot
anthelmintika.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Hastens spolmask, Parascaris univalens, &r en vanlig forekommande tarmparasit
hos fol och unghéastar. Den kan orsaka allt fran luftvagsproblem med hosta och
nosflode, till mer diffusa sjukdomstecken som forsamrad tillvéaxt, trétthet och vikt
nedgang. | varsta fall kan en stor parasitborda leda till en blockering av tarmen
vilket kan fa tarmen att till slut spricka och djuret dor om det inte atgardas i tid.

Da foljderna av en spolmaskinfektion ar sa allvarliga rekommenderar Statens vete-
rindrmedicinska anstalt (SVA) att avmaska fol &ven om ingen undersokning av
parasitférekomst har gjorts innan. Det ar annars ett krav for att fa avmaska mot
tarmparasiter hos vuxna héstar. Risken med att 6veranvanda avmaskningsmedel &r
att parasiten kan utveckla resistens mot lakemedlen, varpa medlen tappar sin effekt.
Detta &r ett vaxande problem hos just hastens spolmask. En 6nskvérd vag runt detta
problem skulle vara att utveckla ett vaccin mot parasiten i stallet.

Inom forskningsvarlden diskuteras for narvarande parasitens sa kallade extracellu-
lara vesiklar (EV) som ett eventuellt lampligt mal att rikta ett vaccin emot. EV &r
sma blasor fyllda med bland annat proteiner, fetter och genetiskt material i form av
olika typer av RNA. EV anvands fér kommunikation mellan celler. Parasitdra EV
har upptackts kunna paverka varddjuret immunceller till parasitens fordel. Det &r
bland annat av den anledningarna varfor EV diskuterats som ett lampligt mal for ett
vaccin.

Syftet med detta arbete har darfor varit att kartlagga de &n sa lange outforskade EV
fran hastens spolmask. Det skulle lagga grunden for fortsatta studier pa spol-
maskens EV och i langden forhoppningsvis leda till upptickten av en lamplig
vaccinkandidat. Av den anledningen har syftet med arbetet dven varit att undersoka
hur larver och deras utséndrande produkter, daribland EV, kan paverka immun-
celler fran hést.

Vigen till att uppna dessa mal har inneburit framrening av spolmaskégg, satta upp
larvkulturer och samlat in och rena EV fran dem. Det har kravts vis justering av
befintliga protokoll for uppfodning av larver samt utformning av egna protokoll for
att fa a4gg och larver bakteriefria, sa att inte bakterier paverkar resultatet. Det har
aven inneburit anvandning av PCR for att detektera hastspolmaskspecifika gener
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for att bevisa att de framrenade EV:na tillhor héstens spolmask. For att undersoka
hur hastens spolmask och dess utsondrande produkter paverkar immunforsvaret hos
hast har immunceller stimulerats, antingen med larver eller larvernas utséndrade
produkter (daribland EV) i cellférsok. Genom PCR har sedan forandringar i
cellernas genuttryck av DUSP1 och ST2 forsokts studeras. Dessa tva gener har
namligen visat sig uttryckas i lagre grad hos tarmceller hos mdss utsatta av mus-
tarmparasiten Heligmosomoides polygyrus:s EV i cellférs6k. Hypotesen var att
samma sak skulle ske hos celler utsatta for hastens spolmask.

Studien lyckades med att pavisa spolmaskgener i EV och pa sa vis bevisa att de EV
som renats fram tillhérde spolmasken. Resultatet fran cellforsoket indikerade att
immuncellers genuttryck av DUSP1 snarare stiger vid kontakt med larver, i motsats
till resultatet gallande paverkan av EV fran Heligmosomoides polygyrus. Gallande
ST2 gick resultatet inte att anvanda da det uppstod problem bland annat med dess
negativa kontroll. Om mer tid funnits hade detta forsokts rattas till samt mer data
hade samlat in fran flera forsok, vilket skulle leda till sakrare resultat.

UtOver dessa resultat ledde arbetet aven till 6kad kunskap kring spolmaskens
larvutveckling. Detta var inte med i ursprungssyftet med arbetet men blev som en
delstudie under studiens gang. Det hade som syfte att ge en béttre forstaelse kring
uppséttning av larvkulturer. Resultatet visade att fler &gg utvecklas till larver om de
ar farre som forvaras tillsammans (under 10 000st i 15ml vatten). Dessutom har
hanteringen av &ggen innan de renas en betydelse for larvutvecklingen. Det ar battre
att lata aggen vara kvar i hastbajset fram till larvutveckling an att filtrera dem fran
bajset och lagra dem i vatten i stéllet.

Sammanfattningsvis har detta arbete tagit de forsta trevande stegen for att under-
sOka hastens spolmasks EV. Det finns dock fortfarande mycket kvar att utforska
innan ett vaccin mot spolmaskens EV kan bli en verklighet. En kartldggning av
innehallet i EV:na, storre utforskning av deras effekt pa varddjuret samt om héastar
infekterade med spolmask utvecklar antikroppar riktade mot EV, ar bara nagra
exempel pa vad fortsatt forskning kan fokusera pa.
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Bilaga 1 — Hantering av parasitagg och
larver

10.

Protokoll for rening av parasitégg:

5 dI track blandas med ca 5 dl kranvatten. Blandningen mixas med stav-mixer
och eventuellt mer vatten addera for att underlatta filtrering.

Filtrering: Vatskan filtreras forst genom 1,4 mm sil och sedan en 150 pum sil.
Darefter filtreras véatskan genom tva pitchford funnels”, cylinderformade filter;
110pum som &r placerad i det lite storre 70 pum filtret.

Filtrerade vétskan tappas upp i en 50 ml ror. Resterande del av roret fylls upp
med vatten till 50 ml.

Vatskan centrifugeras i 425 g under 3 min och Oversta vétskan pipetteras bort
sd att det ar 10ml kvar i botten och centrifugerar pa nytt (425 g i 3 min).
Supernatanten pipetteras bort sd endast 10ml aterstar och 40 ml natrium-
hypoklorid-l16sning (Milton-2 16sning, natriumhypoklorit 2 % v/v i natrium-
klorid 16,5 %) tillfors. VVatskan blandas om innan centrifugering (425 g i 3 min).
(Aggen flotterar nu i vatskan pa grund av natriumhypokloridlosningen.) Super-
natanten med &ggen pipetteras upp i fyra 50 ml rér med 10 ml i vardera ror
—>totalt tas 40 ml av supernatanten. Vardera av de fyra roren fyll upp med 40
ml vatten och centrifugeras (425 g i 3 min).

(Det har nu vant pa proportionen vatten jamtemot natriumhypokloridlésning
vilket far dggen att bilda en pellet. Aterstdende steg gér ut pa att tvatta bort
natriumhypokloriden.) Supernatanten pipetteras bort sa att endast 5 ml aterstar
i botten pa alla fyra réren. Vétskan blandas om och polas i ett av roren vilket
ger ca 20 ml vétska i ett ror.

Roret fylls upp med kranvatten till 50 ml och centrifugeras (425 g i 3 min).
Foregaende steg upprepas Ytterligare tre ganger och ger totalt fem tvattar.
Vitska pipetteras bort sa endast 15 ml aterstar = volymen dggen inkuberas i.
Aggen far sedan utvecklas under minst tva veckor i 28 °C varmeskap.

Man kan med fordel ta en droppe vatska och kolla i mikroskop med jadmna
mellanrum, ndrsomhelst under processen, for att kontrollera att &ggen ar dar man
forvantar sig att de ska vara.
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Protokoll for att fa en bakteriell- och svampfri larvkultur

Formalinbehandling av dggen:

1.

Vatskan med &dggen filtreras genom 40 um filter (dggen ar forstora att
passera och kommer bli kvar pa filtret). Filtret vands upp och ner pa en
petriskal och dggen spolas av fran filtret med 7,5 ml autoklaverat vatten. De
7,5 ml agginnehallande vatskan flyttas till ett nytt 50 ml rér och 2,5 ml 4 %
formalin tillfors, vilket ger en formalinkoncentration pa 1 %.

Aggen inkuberas i 24 h i 28 °C.

Formalinet tvattas bort genom att pa nytt fanga upp aggen pa ett 40 um filter
och skélja dem med ca 250 ml autoklaverat kranvatten. Aggen extraheras
fran filtret genom att vanda det upp och ner pa en petriskal och skélja med
5ml autoklaverat vatten.

Kléackning av dgg:

1.

De 5 ml vatska med behandlade agg flyttas till en autoklaverad mekanisk
klackare (Kimble® Kontes® 15 ml glashomogenisator).

Glasstaven fors ned 6-7 ganger och en droppe av vitskan tas till ett
mikroskop for att kontrollera om klackningen varit lyckad eller om fler slag
med staven behdvs.

Vatskan flyttas till ett 15 ml ror.

Tvattning av larver:

1.
2.
3.

15 ml-réret med nykléackta larverna centrifugeras i 1409 g i 5 min.
Supernatanten pipetteras bort.

Roret fylls med autoklaverat kranvatten med penicillin (50 enheter/ml),
streptomycin (50 pg/ml) och fungizone (1 pug/ml).

Steg 1-3 upprepas fyra ganger.

Larverna tvattas ytterligare tva ganger med cellmediet RPMI-1640
innehallande penicillin, streptomycin och fungizone (samma koncentra-
tioner som ovan).

Efter sista tvatten Idmnas larverna i 5 ml cellmedium och 150 pl polymyxin
B (1 mg/ml) adderas.

Larverna inkuberas i 37 °C tills det ar dags att samla EV efter 24 eller 72 h.
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Bilaga 2 — cDNA syntes och PCR

cDNA syntes

Utfors i ”Clean room” — skapar mixerna:
e DNas mix (x antal RNA-prover + 1-2 extra) total volym 12 pl per
prov:
e 1,2 pl 10x xRxn Bufferr
e 1,2l DNase |
e X ul nukleasfritt vatten:
0V Total DNas mix = Vbuffert - VDNas - VRNAprov
o =12 |J.|-1,2-1,2 - VRNAprov (OBS' tillfors i templet
rum och &r beroende av RNA-koncentrationen av
provet)
e Master Mix | (x antal RNA-prover + 1-2 extra):
o 1 u| dNTP
e luloligodT
e 1 pulHexa
e Gillande EV-RNA:
o 1 pulavvardera reverse primer (aktin och GPD-1)
—>totalt 2 pl
e Blanda Master Mix 2 (x antal RNA-prover + 1-2 extra):
e Gillande EV-RNA
o RT+ (skabli 11pl i slutdanden per prov):
e 4 ul Buffert (5x First-Strand)
e 1ulDTT(0,1M)
e 1 pul SuperScript IV
o 5 ul nukleasfritt vatten
o RT- (skabli 3 pl i slutdnden per prov):
e 0,8 pl Buffert (5x First-Strand)
e 0,2ulDTT (0,1M)
o 2 pl nukleasfritt vatten
e OBS! Ingen SuperScript
e Gallande Cell-RNA:
o RT+ (ska bli 7 pl i slutdnden per prov):
e 4 pl Buffert (5x First-Strand)
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e 1ulDTT(0,1M)
e 1 pl SuperScript IV
e 1 ul nukleasfritt vatten
o RT- (skabli 1,4 pl i slutdnden per prov):
e 0,8 pl Buffert (5x First-Strand)
e 0,2l DTT (0,1M)
e 0,4 pl nukleasfritt vatten
e OBS! Ingen SuperScript
“Template room” — Dér proverna tillfors och reaktionerna utfors:
e DNas behandling:
o Blanda:
e X ul RNA-prov (beror pa RN-koncentrationen)
o Cell-RNA méngd: 300ng
= -rakna ut beroende pa koncentration vilken
volym som ska tillforas
e X pl DNas-mix
o 12 u| - VRNnA
o Inkubera i 15 min i rumstemperatur
o 1,2 ul EDTA tillfors for att stoppa reaktionen
o Inkubera 70 °C i 10 min och sedan pa is i minst 1 min.
e Master Mix | blandas med provmaterial:
o EVprov:
e 5l Master Mix |
e X pl RNA-provmaterial

o EV-RNA:
= 5/10 och 15/10: 5 ul - 65 ng av 5/10 och 110
ng av 15/10
= 28/10 och 1/11: 40 ng = 1,6 pl av 28/10 och 5
plav 1/11
e Slutvolym ska vara 10 pl = 3,4 pl nukleasfritt vatten till 28/10

o Cellprov:
e 3 ul Master Mix |
e 13,2 ul RNA prov
e Inkubera 16sningen i 59 °C i 5min = sétt pa is i minst 1min
e Master Mix Il blandas med provmaterial (blir 2 mixer per analysprov):
o RT+ (totalt 20pl i slutet)
e 9 ul RNA-behandlade prov
e 11 pl RT+ Master Mix Il
o RT- (totalt 4 pl i slutet)
e 1 ul RNA-behandlade prov
e 3 ul RT- Master Mix Il
e Inkuberar provernai:
o => i rumstemperatur i 15 min
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o =2 155°C160 min
o =2 170°C1i 15 min (inaktiverar reaktionen)
e Spad proverna 5 ganger:
o RT+ provet: Addera 80 pl nukleasfritt vatten till 20 ul prov - totalt
100 pl
o RT- provet: Addera 16 ul nukleasfritt vatten till 4 pl prov - totalt 20
pl

RT-PCR

Utfors 1 ”’Clean room””:
e Blanda PCR Mix:
o Berékna antal reaktioner som ska koras for att multiplicera med
receptet nedan (en gen=tva reaktioner per analysprov)
o Blanda:
= 0,5l dNTP (10 mM)
= 5 pl buffert (A 5%, 1,5 mM + MgCly)
= 0,1 ul polymeras enzym
= 16,4 pl nukleotidfritt vatten
e Placera ut primer i 8-strips provror (ett primerpar X tva ror(=RT+ och RT-)
per analysprov)
o 1 pl forward primer
o 1 plreverse primer
Utfors i "Template room”:
e 1l cDNA RT+ i hélften av roren
e 1l cDNA RT- i andra halften av roren
o 22 ul PCR-Mix i varje ror
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RT-PCR program

Tabell 3. RT-PCR program for GAPDH och RPL32 samt inom parentes justeringarna gjorda for
ST2, DUSP1, GPD-1 och aktin.

Steg Temperatur °C Tid Antal upprepningar
GAPDH, RPL32
(ST2, DUSP1, GPD-1 och aktin)

1 95 5min x1
2 95 30sek x3
58 (62) 30sek
72 30sek
3 95 30sek X3
57 (59) 30sek
72 30sek
4 95 30sek X3
54 (56) 30sek
72 30sek
5 95 30sek X26
57 (59) 30sek
72 30sek
6 72 10min x1

7 4 Haller
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gPCR

e Berdkna antal reaktioner som ska koras per gen
e Clean room
o PCR-mix (x antal reaktioner) = en mix per gen
= 12,5 pl Sybr Green mix
= 1 ul reverse primer
= 1 ul forward primer
= 8,5 ul nukleasfritt vatten
e Templete room:
o Paen 96-brunnsplatta (Bio-Rad white plate) placeras:
= 23 pl PCR-mix i varje brunn
= 2 ulRT+cDNA
= Negativkontrollbrunnar:
e 2 ul nukleasfritt vatten eller RT- cDNA
= Varje prov gors i duplikat
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