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Sammanfattning

Infektioner orsakade av spolmaskar drabbar bade ménniskor och djur vérlden Over.
Spolmaskinfektioner hos djur innebér bade hialsoméssiga bekymmer och ekonomiska forluster. Med
nuvarande behandlingsmetoder riskerar dessa problem att oka pa grund av vidxande
resistensutveckling. Behovet av nya, alternativa behandlingsmetoder har dkat intresset for vaccin
riktat mot infektiosa larvstadier. Mal for framtida vaccin skulle kunna vara peptider som maskarna
utsondrar via sina exkretoriska sekretoriska produkter (ESPs), i syfte att ddmpa vdrdens immunsvar.
1 ESP innefattas extracelluldra vesiklar (EVs), som é&r lipidmembranbeklddda vesiklar innehallandes
bland annat proteiner och miRNA.

Vi har i den hér studien initierat en karaktérisering av proteinerna i EVs utsondrade fran L3-
larver av spolmasksarterna Toxocara canis och Parascaris univalens i syfte att finna proteiner
involverade i maskens 6verlevnad i varddjuret. Flera av de proteiner vi identifierade i ESP/EVs har
tidigare identifierats i ESP/EVs utsondrade av andra helminter. Manga av proteinerna har potential
att modulera vardens immunsvar och pa s vis gynna maskens dverlevnad. Heat shock proteiner,
transthyretinlika proteiner och koppar/zink-superoxiddismutaser &r exempel pd proteiner som
urskilts i ESPs/EVs i flera studier, inklusive var, och som skulle kunna vara av intresse som mal for
ett framtida vaccin. P4 grund av stora kunskapsluckor krdvs dock fler studier pa de utsondrade
proteinernas funktion i virddjuret innan det gér att avgora deras relevans i friga om utvecklingen
av ett vaccin. Ytterligare studier om spolmaskars genom &r ocksa av stor vikt, eftersom det finns
indikationer péa att flera av de utsondrade proteinerna kodas for i hyperdivergenta regioner i
arvsmassan. Dessa regioner ger maskarna en god anpassningsformaga, och ett vaccin riktat mot ett
protein kodat for i en hyperdivergent region riskerar dérfor att driva resistens.

Den sammanstéllda slutsatsen ar att spolmaskars ESP och EV-utsondrade proteiner &nda utgor
potentiella vaccinkandidater, men att vigen till ett vaccin fortfarande ar 1ang och kanske inte helt
spikrak.

Nyckelord: spolmask, extracelluldra vesiklar, Parascaris univalens, Toxocara canis, vaccin



Abstract

Infections caused by roundworms affect both humans and animals worldwide. Roundworm
infections in animals pose concerns for both health and economic losses. Due to growing resistance
development, these problems are at risk of increasing. The need for new, alternative treatment
methods has raised interest in vaccines targeting infectious larval stages. Targets for future vaccines
could include peptides that the infectious worms secrete via their excretory-secretory products
(ESPs), in order to suppress the host's immune response. ESPs include extracellular vesicles (EVs),
which are lipid membrane-encapsulated vesicles containing proteins and miRNA, among other
components.

In this study, we initiated a characterization of proteins in ESP/EVs secreted from L3 larvae of
the roundworm species Toxocara canis and Parascaris univalens to identify proteins involved in
the worm's survival in the host animal. Several of the proteins identified in ESP/EVs have previously
been identified in ESP/EVs secreted by other helminths. Some of these proteins have the potential
to modulate the host's immune response and thus promote the worm's survival. Heat shock proteins,
transthyretin-like proteins, and copper/zinc superoxide dismutases are examples of proteins
identified in ESP/EVs by several studies, including ours, that could be of interest as vaccine targets.
However, due to gaps in knowledge, further studies on the function of the secreted proteins in the
host animal are required before their role in the development of a vaccine can be determined. Further
studies on the genomes of roundworms are also crucial, as there are indications that several of the
secreted proteins are encoded in hyperdivergent regions of the genome. These regions play a role in
the worms’ adaptability, and a vaccine targeted against a protein encoded in a hyperdivergent region
risks driving resistance.

In conclusion, the secreted proteins of roundworms' ESPs and EVs represent potential vaccine
candidates, but the path to a vaccine is still long and most likely not straightforward.

Keywords: roundworm, extracellular vesicles, Parascaris univalens, Toxocara canis, vaccine
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Tabellforteckning

Tabell 1. Ett urval av proteiner som identifierades vid protomikanalysen



Forkortningar

AGO
DMEM
Duspl
ESPs
EVs
HSP
IFN

Ig

IL

ILC
JAK/STAT-signalvigen

MAP-kinassignalvigen
miRNA
NLM
OLM
PBMCs
PBS
PEST
PRX
ROS
SEP
SOD
STAT6
SVA
Th-cell
TLP
TNF
Treg

Alternativt aktiverad makrofag
Argonautprotein

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dual specificity protein phosphatase 1
Exkretoriska sekretoriska produkter
Extracelluldra vesiklar

Heatshockprotein

Interferon

Immunoglobulin

Interleukin

Innate lymphoid cell

Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription-signalvigen
Mitogen-activated protein-kinassignalvigen
MikroRNA

Neural larva migrans

Okular larva migrans

Mononukledra celler

Phosphate Buffered Saline
Penicillin/Streptomycin Solution
Peroxiredoxin

Reactive oxygen species

Swine enzootic pneumonia
Superoxiddismutas

Signal transducer and activator of transcription 6
Statens Veterindrmedicinska Anstalt
T-hjalparcell

Transthyretinlikt protein

Tumor necrosis factor

Regulatorisk T-cell



TRP Transthyretinrelaterat protein

TTR Transthyretin
TSLP Thymic stromal lymphopoietin
VLM Visceral larva migrans



1. Inledning

Parasitmaskinfektioner &r vanliga hos ménniskor och djur globalt (Eichenberger et
al. 2018), och spolmaskar (honans, grisens, hundens, hdstens och ménniskans) stéar
for en betydande del. Spolmaskinfektioner dr ofta asymptomatiska, men hog
parasitborda kan ge forsdmrad tillvéxt, tarmvred, ileus och luftvigssymptom bade
hos ménniskor (Folkhdlsomyndigheten 2015) och djur (Thamsborg et al. 2013;
SVA 2022, 2023a). I Sverige utgor sporadiska humana spolmaskinfektioner inget
storre hdlsoméssigt bekymmer (Folkhidlsomyndigheten 2015). Husdjur och
produktionsdjur drabbas desto mer, vilket kan vara ekonomiskt kdnnbart. Till
exempel riskeras fol-hédlsan pd grund av multiresistenta Parascaris univalens
(Martin et al. 2018), och kottproducenter drabbas péd grund av tillvaxtproblematik
och kassering av organ vid slakt (Vlaminck et al. 2015).

Nya alternativa och effektiva behandlingsmetoder, till exempel vacciner, riktade
mot de infektiosa larvstadierna, skulle kunna motverka dagens
spolmaskinfektionsproblem. Utsondrade produkter frdn parasitmaskarna, till
exempel extracelluldra vesiklar (EVs), har pa senare tid identifierats som potentiella
vaccinkandidater (Coakley et al. 2017). EV-baserade vaccin verkar kunna forhindra
maskens etablering 1 varddjuret genom att “stora ut” parasit-vard-interaktionen. |
denna studie har vi initierat en karaktérisering av proteinerna i ESP/EVs utsondrade
frdn L3 larver av Toxocara canis och Parascaris univalens. Syftet &r att jimfora
vara resultat med befintlig litteratur och diskutera olika EV-proteiners potential som
vaccinkandidater. Dértill diskuteras spolmaskinfektioner ur ett One Health-
perspektiv for att belysa behovet och nyttan av nya alternativa behandlingsmetoder.
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2. Material och metoder

2.1 Litteraturoversikt

Litteratursokning gjordes i databaserna PubMed, Scopus, Web of Science, Primo
och Google Scholar. Sokord som anvédndes var exempelvis “immune”,
“prevalence”, resistance”, och “extracellular vesicles” kombinerat med Toxocara
canis”, Parascaris, Ascaris, nematode” eller “helminth” genom att anvinda
”AND?”. I forsta hand har vetenskapliga artiklar anvénts. Bocker, encyklopedier och
oversiktsartiklar har anvints di det ansetts 1dmpligt, till exempel for att beskriva

omraden av stor bredd.

2.2 Framrening av EVs for proteomik

Agg fran Toxocara canis och Parascaris univalens renades fram fran hund- och
héstfaeces. Hundfaeces med konstaterad forekomst av spolmaskédgg mottogs fran
SVA, och héstfacces hdmtades frdn gardar med sedan tidigare kénd
spolmasksproblematik.

Faeces och kranvatten mixades med stavmixer. Blandningen silades sedan
genom grovre sil for att f4 bort stora partiklar, for att sedan silas med en 150
mikrometers sil. Ytterligare filtrering genom ett 110-mikrometersfilter gjordes och
dggen fangades samtidigt av ett 75 mikrometers filter med tappkran. Genom
tappkranen samlades dggen i 50 mL-ror, vilka fylldes upp med kranvatten och
centrifugerades i 425 g i 3 minuter. Aggen samlades i pelletten, supernatanten
avldgsnades och roret fylldes upp med nytt kranvatten och centrifugerades igen.
Detta gjordes flera gdnger for att fa bort sd mycket faeces, grus och annan ’smuts”
som mojligt. Efter 5—6 tvittar flotterades dggen 1 10 ml kranvatten med 40 ml
Milton-2-16sning (natriumhypoklorit 2 % v/v 1 natriumklorid 16,5 %). Efter
flotationen tvittades Milton-2-16sningen bort genom samma princip som vid
tidigare beskrivna tvitt.

Aggen forvarades i virmeskdp héllandes 26-28 grader i cirka tre veckor for
embryonering och utveckling till L3-larver. Dagen innan kldckning tillsattes
formalin i sddan miingd att koncentrationen blev 1% procent. Aggen klicktes
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dérefter mekaniskt med sju fulla slag i en glas-homogenisator i 10 ml PBS +0.01%
Tween. De nykldckta L3-larverna fick migrera 6ver ett 3D printat 25 mikrometers
filter for att skilja dem fran doda larver och dggskal innan de tvittades med vatten
(fyra génger) och DMEM-medium + PEST (fyra ganger). Detta gjordes genom
centrifugering i 3000 rpm innan de férvarades i 5 ml DMEM-medium + PEST 1 ett
37 graders varmeskap.

Konditionerat medium samlades frén larverna med 24 h eller 48 h intervall och
anvéndes fOr att rena fram extracellulédra vesiklar med hjdlp av QIAGENs ExoEasy
kit. T det steg dédr de extracelluldra vesiklarna separerades frn resten av den
exkretoriska sekretoriska produkten sparades “flowthrough” innehallandes ESP-
resterna. Prover innehallandes EVs, ESP (konditionerat medium) och
“flowthrough” skickades till SciLife Lab i Uppsala for proteomik-analys.

Ett urval av de identifierade proteinerna diskuteras i uppsatsen. Proteiner med
eventuella immunosuppressiva egenskaper och proteiner unika for nematoder
valdes ut efter att ha slagit upp proteinerna i UniProt, PubMed och Scopus. Urvalet
begrinsades ytterligare av méngden befintlig litteratur.
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3. Litteraturoversikt

3.1 Taxonomi

Infektiosa maskar, eller helminter, kan delas upp 1 tre fyla: Acanthocephala
(hakmaskar), Plathyhelminthes (plattmaskar), vilka 1 sin tur delas upp 1 Cestoda
(bandmaskar) och Trematoda (sugmaskar), samt Nematoda (rundmaskar)
(Ballweber & Messonnier 2001a). Till rundmaskarna hor familjen Ascarididae
(spolmaskar, dven kallade ascarider), vilka sldktena Parascaris, Toxocara och
Ascaris ligger under. Aven sliktena Toxascaris och Baylisascaris hor till
ascariderna (Artfakta u.a.)

Vér studie fokuserar pad Toxocara canis, hundens spolmask, och Parascaris
univalens, hiistens spolmask. Aven Ascaris suum, grisens spolmask, och Ascaris
lumbricoides, méanniskans spolmask kommer att beskrivas i litteraturdversikten
eftersom kunskaper om dessa kan vara relevanta &dven for 7. canis och P. univalens,
tack vare deras sléktskap och liknande parasitéra egenskaper.

Béde Parascaris univalens och Parascaris equorum forekommer i litteraturen.
Eftersom det pd senare tid har konstaterats att Parascaris univalens dominerar
globalt (Nielsen et al. 2014; Martin et al. 2018) kommer Parascaris spp i den har
uppsatsen att benimnas Parascaris univalens.

3.2 Ascariders livscykler

Alla nematoder, och saledes alla ascarider, har samma utvecklingsstadier; dgg,
larvstadierna L1, L2, L3 och L4, omogen adult och mogen adult (Ballweber &
Messonnier 2001a). Livscykeln {or Ascaris suum, Parascaris univalens och
Toxocara canis ar till stora delar mycket lika och kommer att beskrivas
Overgripande nedan.

Spolmasklivscykeln borjar da fertiliserade dgg foljer med varddjurets faeces ut i
miljon. I 4ggen ndr larverna det tredje, och infektidsa, utvecklingsstadiet (L3) efter
cirka fyra veckor. Aggen smittar nista vird fekal-oralt, och klicks sedan i
virddjurets tunntarm (Ballweber & Messonnier 2001b; ¢; CDC 2019). Hundar och
méanniskor kan dértill smittas av Toxocara canis genom att &dta infekterade
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parateniska virdar, vilka utgdrs av flera figel- och déggdjursarter. Tikar kan
dessutom fora smittan vidare till sina valpar intrauterint och galaktogent (CDC
2019).

Nér dggen har klackts penetrerar de tunntarmsvdggen och pabdrjar sin
hepatotracheala vandring. Via levern tar sig larverna till hjdrtat och vidare till
lungorna. Fran lungkaviteten tar sig larverna till pharynx via trachea, varefter de
svéljs och nédr tunntarmen igen. Diar mognar de forst till L4:or innan de blir
agglaggande adulter (Ballweber & Messonnier 2001c; Mehlhorn 2016a; CDC
2019). Prepatensperioden vid fekal-oral smitta dr ungefdar tvd méinader for bade
Toxocara canis, Parascaris univalens och Ascaris suum (Ballweber & Messonnier
2001c, b; d)

Det ér fradmst i unga djur som larverna kan 6verleva och fullfolja sin livscykel
(Ballweber & Messonnier 2001b; c; CDC 2019). Toxocara canis kan dock ligga
sig vilande i1 olika vdvnader hos den vuxna hunden efter att ha penetrerat
tarmvédggen. Vid dréktighet kan larverna reaktiveras och pa sé vis orsaka tidigare
ndmnda galaktogena och intrauterina overforing (CDC 2019).

3.3 Prevalens, behandlingsmetoder och resistens

Detta avsnitt fokuserar pd de arter som ingick i var studie — Parascaris univalens
och Toxocara canis. Ascaris spp ndmns medvetet inte hér eftersom extrapolering
till de for studien relevanta arterna inte ar mojlig.

3.3.1 Parascaris univalens

Prevalens

Ar 2009 undersoktes spolmaskprevalensen hos fol pa nio svenska stora stuterier.
Studien visade att 48% av de provtagna folen var infekterade (Osterman Lind &
Christensson 2009). Globalt redovisas liknande siffror: 38% 1 Storbritannien (Relf
etal. 2013), 53% i Saudiarabien (Alanazi et al. 2017), 58% 1 Australien (Armstrong
et al. 2014) och 30,5% i Frankrike (Laugier et al. 2012).

Behandlingsmetoder

Fol fodda pé stuterier ska avmaskas med avseende pd spolmask vid 8—10 veckors
alder enligt rekommendation av Sveriges Veterindrmedicinska Anstalt (SVA). Vid
16-18 veckors alder ska folen avmaskas igen, och 1 januari-februari
rekommenderas trickprov for att undersdka om ytterligare behandling behovs. 1
forsta hand ska fenbendazol eller pyrantel anvéndas, da resistensen mot ivermektin
och moxidektin dr mer utbredd (SVA 2022).
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Resistens

Ivermektinresistens hos Parascaris univalens sdgs vid fem av sex svenska stuterier
1 en studie av Osterman Lind och Christensson (2009). Nagra ar senare
rapporterades ocksa resistens mot pyrantel och tendenser till forsamrad effektivitet
av fenbendazol (Martin et al. 2018). Resistens mot dessa substanser har ocksa
uppmarksammats globalt. Ivermektin- och fenbendazol-resistens har till exempel
rapporterats 1 Saudiarabien (Alanazi et al. 2017) och i1 Australien, ddr man ocksa
har sett pyrantelresistens (Armstrong et al. 2014).

3.3.2 Toxocara canis

Prevalens

Rostami et al. (2020) undersokte 1 en metaanalys prevalensen av Toxocara canis
hos hundar 1 olika delar av virlden. I Europa lag prevalensen pd 10,8%, vilket
ungefdr motsvarar den globala prevalensen pa 11,1%. Hogst prevalens sags i1
Mellandstern (19,2%) och i Afrika (18,5%) (Rostami et al. 2020).

Rostami et al. (2019) har ocksa undersokt seroprevalensen av Toxocara spp hos
minniskor 1 en metaanalys. Globalt lag seroprevalensen pd 19%. Nagon
uppskattning av den globala seroprevalensen av specifikt 7. canis hos médnniskor
finns dnnu inte (Gazzinelli-Guimaraes och Nutman 2018).

Behandlingsmetoder

Valpar uppfodda pa kennel ska frdn och med andra till tredje levnadsveckan
avmaskas med benzimidazolpreparat var fjarde vecka (ex. fenbendazol (FASS
u.d.)) eller med pyrantel varannan vecka enligt SVAs rekommendationer (SVA
2023a). Tiken avmaskas i samband med valparnas avmaskning for att bryta
smittcykeln valp och tik emellan. Detta gors tills valparna lamnar uppfodaren.
Trackprov fran valpen kan tas da den &r fyra veckor for att forsékra sig om att den
ar fri fran spolmask om man inte avmaskar rutinméssigt. Preparat godkdnda for
avmaskning av hundar med avseende pa spolmask &r, forutom benzimidazoler och
pyrantel, makrocykliska laktoner (ex. moxidektin) (SVA 2023a).

Resistens

Utbudet av studier som undersoker anthelmintikaresistens hos hundens spolmask
tycks vara obefintligt. Anda finns teorier om forekomsten av anthelmintikaresistens
hos Toxocara canis. Von Samson-Himmelstjerna et a/ (2021) menar att selektionen
for resistens kanske dr mindre hos Toxocara canis &n hos Parascaris univalens.
Detta eftersom valpar ror sig pa en mer begrinsad yta &n fol och ofta 1
inomhusmiljo, vilket underldttar saneringen av en ny, eventuellt resistent,
generation av dgg. Emellertid persisterar (multi)-resistenta Parascaris univalens-
agg pa betena och kan darfor spridas vidare (von Samson-Himmelstjerna et al.
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2021). Huruvida detta dr en sanning &r svart att avgora eftersom resistenslaget hos
Toxocara canis ar okéant.

3.4 One Health-aspekter

Helmintinfektioner dr ndgra av de vanligaste infektionerna globalt hos ménniskor
och djur (Eichenberger et al. 2018). Nedan beskrivs hur infektioner av
spolmaskarna Parascaris univalens, Toxocara canis och Ascaris spp. paverkar
djurhédlsan, den humana hilsan, ekonomin och den biologiska méngfalden. Ascaris
spp. inkluderas hér for att dess likhet till de andra spolmaskarterna kan ge ledtrddar
om egenskaper man dnnu e har utforskat i P. univalens och T. canis. Dartill &r
Ascaris spp. viktiga ndr human hélsa kopplad till spolmaskinfektioner diskuteras.

3.4.1 Djurhalsa

Spolmaskinfektioner ger oftast milda symptom hos véara djur. Fol infekterade med
Parascaris univalens kan ha délig tillvixt och aptit, ruggig pils och hingbuk.
Dartill kan larvernas migration genom lungan ge nésflode och hosta. Om
parasitbordan dr hog, kan obstruktion eller ruptur av tunntarmen férekomma (SVA
2022). Valpar infekterade med Toxocara canis och grisar infekterade med Ascaris
suum visar liknande symptom (Thamsborg et al. 2013; SVA 2023a)

Forutom att orsaka sjukdom péverkar spolmaskar immunforsvarets funktion.
Till exempel minskar effekten av vaccin mot Mycoplasma hyopneumoniae hos
grisar infekterade med 4. suum (Steenhard et al. 2009). Mycoplasma
hyopneumoniae orsakar Swine Enzootic Pneumonia (SEP), vilket d4r en mycket
smittsam, men séllan dodlig, luftvigssjukdom som korrelerar med délig tillvéxt hos
unga grisar (SVA 2023b).

Djurhélsan paverkas ocksa av den anthelmintikaresistens som idag ses globalt
hos Parascaris univalens (Laugier et al. 2012; Armstrong et al. 2014; Alanazi et al.
2017; Martin et al. 2018). Om véira medicinska metoder for behandling av
spolmaskinfektioner blir verkningsldsa dventyras djurhélsan.

3.4.2 Human halsa

Aven den humana hilsan paverkas av parasitmasksinfektioner. Cirka 24% av
virldens befolkning uppskattas vara smittade av jordoverforda, intestinala
parasitmaskar. De flesta smittade ar barn i 1dginkomstomraden med dalig tillgdng
till rent vatten (WHO 2023). Ar 2021 estimerades 732 miljoner minniskor i
endemiska omrdden vara infekterade med Ascaris spp. (Holland et al. 2022).
Spolmaskinfektion hos méinniska ger liknande symptom som hos djuren; oftast
inga alls, men nédringsbrist och tarmvred eller ileus forekommer. Dértill kan
astmaliknande  symptom ses ndr larverna vandrar genom lungan
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(Folkhélsomyndigheten 2015). Vid toxocariasis kan visceral (VLM), okulidr (OLM)
och neural (NLM) larva migrans forekomma. Larvernas viscerala invasion ger
feber, viktnedgang, hosta och utslag, deras okulédra invasion kan ge synskador, och
den ovanliga, neurala invasionen kan orsaka eosinofil meningoencephalit och
dodsfall (CDC 2019).

Spolmaskinfektioner orsakar ocksa indirekta hélsoeffekter hos ménniskor.
Korrelation mellan pdgdende infektion av Ascaris lumbricoides och dkad risk for
astma har pavisats i en meta-analysstudie av Leonardi-Bee et al/ (2006). En annan
meta-analysstudie visar pd mer positiva effekter av pagdende A. suum-infektion,
ndmligen en minskad risk for hudsensibilisering av vanligt forekommande
allergener (Feary et al. 2011).

Spolmaskinfektioner paverkar vacciners effekt &dven hos ménniskor.
Mononukledra celler (PBMCs) fran koleravaccinerade personer infekterade med
Ascaris lumbricoides producerar mindre IL-2 vid exponering for kolera-antigen
jamfort med PBMCs frin vaccinerade icke-infekterade individer. Detta tyder pé en
sdmre effekt av vaccinet hos den infekterade gruppen och visar pé ascariders
immundimpande egenskaper (Cooper et al. 2001). Aven immunsvaret mot olika
infektiosa agens kan pédverkas av en pagdende spolmaskinfektion. Till exempel
uppfordkas denguevirus mer i mastceller som behandlats med ESPs frén Parascaris
univalens eller Ascaris suum an icke-behandlade mastceller (Wiharta et al. 1985).

3.4.3 Ekonomi

Spolmasksinfektioner medfor ocksd ekonomiska bekymmer. Ascaris suums
vandring genom levern ger upphov till partier med fibros, sa kallade white spots”
(Ballweber & Messonnier 2001b) och forekomsten av dessa dr negativt korrelerad
med daglig tillvaxt hos tillvixtgrisar (Vlaminck et al. 2015). En langsammare
tillvaxt innebér antingen att grisen behover fodas ldngre, eller att grisen skickas till
slakt vid en ldgre vikt, vilka bdda innebér en ekonomisk forlust for djurhallaren.
Dessutom kasseras “white spots’-levrar pa slakteriet (se artikel 45 1 EU-
kommissionens genomforandeférordning (2019/627)) vilket ger ytterligare
forluster.

Forutom att spolmaskinfektioner hos produktionsdjur innebir ekonomiska
utmaningar for ménniskan, kan en svéar ekonomisk situation vara associerad med
okad risk for spolmaskinfektion hos ménniskor. Dhaka et al (2020) visade en
korrelation mellan socioekonomisk status och helmintférekomst hos indiska barn.
Prevalensen av intestinala parasiter var hogre hos barn med en socioekonomiskt
svar bakgrund, jamfort med barn fran “Overklassen” och “6vre medelklassen”
(Dhaka et al. 2020).
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3.4.4 Biologisk mangfald

Avermektinet ivermektin dr en substans som anvinds for behandling av spolmask
och andra, bade invértes och utvértes, parasiter hos husdjur (FASS u.4.). Rester av
substansen kan folja med faeces fran behandlade djur ut i miljon (McCracken
1993). Detta har visat sig affektera bdde dyngbaggar och viaxter.

Hos dyngbaggen Scarabaeus cicatricosus paverkar ivermektinet, pa ett
dosberoende vis, luktsinne, kommunikation och rorelseformaga, vilket orsakar
paralys och dod (Verdu et al. 2015). Minskad sensorisk kapacitet ses redan vid
exponering for lagre doser ivermectin dn de nivaer som tidigare uppmaitts i gddsel
frén notkreatur behandlade med substansen. Forfattarna forutspér att dven andra
dynglevande insekter hotas av substansens forekomst i miljon (Verdu et al. 2015).

Aven viixter paverkas av ivermektin. Minskad rottillviixt hos modellviixten
Sinapis alba har pavisats och ivermektins pdverkan pa andra vixter, sérskilt
betesvixter, bor darfor undersokas vidare. Eftersom ivermektin kan persistera lang
tid 1 miljon riskerar kontamination av betena att ge negativa effekter pa betesfloran
pa sikt (Vokial et al. 2019).

3.5 Varddjurets immunsvar mot helmintinfektioner

Fa studier dr gjorda pa histens immunsvar mot Parascaris univalens. Ascaris suum
och Toxocara canis ér mer studerade, bade i musmodeller (exempelvis Pecinali et
al. 2005; Enobe et al. 2006; Gazzinelli-Guimaraes et al. 2013) och i deras respektive
varddjur (exempelvis Junginger et al. 2012; Midttun et al. 2018). Immunforsvaret
star infor en utmaning nédr det kommer till att bekdmpa helminter, d& de ofta
migrerar genom kroppen och uttrycker olika antigen i samband med att de byter
utvecklingsstadium (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Det typ 2-svar som
generellt forknippas med helmintinfektioner kommer beskrivas nedan. Dartill
diskuteras, pa grund av {3 kéllor, kort det specifika immunsvaret mot spolmask.

3.5.1 Inre faktorers paverkan pa immunsvaret

Medfodda egenskaper sasom kon, dlder och genetisk bakgrund péverkar hur
effektivt vardens immunsvar mot en spolmaskinfektion ér.

Toxocara canis utnyttjar den honliga reproduktiva cykeln genom att reaktiveras
frén sitt vilande tillstdnd i vivnaden hos den dréktiga tiken (CDC 2019). Prolaktin-
injektioner till icke-draktiga moss triggar en migration av larver fran hjdrna och
skelettmuskulatur till mammarkortlarna. Detta tyder pa att atminstone galaktogen
overforing beror pa hormonella fordndringar hos modern (Jin et al. 2008).

Aldersrelaterad immunitet ses mot patent infektion av bade Parascaris univalens
hos héstar (Clayton & Duncan 1979) och Toxocara canis hos hundar (CDC 2019).
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Patent infektion i vuxen dlder kan férekomma hos hund vid immunosuppression,
orsakad av exempelvis stress eller tumdrer (SVA 2023a).

3.5.2 Immunsvar mot larver i tarmen

Niér helmintlarver fir kontakt med tarmepitelet startar ett akut inflammatoriskt svar.
Epiteliala celler frisitter alarminerna TSLP, IL-25 och IL-33 (Gazzinelli-
Guimaraes & Nutman 2018). Aven mastceller utsondrar dessa alarminer i den
akuta fasen av en helmintinfektion (Vukman et al. 2016). Detta inducerar ett typ
2-immunsvar som 1 ett akut skede drivs av ”innate lymphoid cells” typ 2 (ILC2s)
genom utsondring av cytokinerna IL-4, IL-5, IL-9 och IL-13. Dessa cytokiner
driver eosinofili, alternativ aktivering av makrofager (AAMs) (Gazzinelli-
Guimaraes & Nutman 2018) och differentieringen av Th2-celler. Differentierade
Th2-celler utsondrar ockséd typ 2-cytokiner och driver B-cellernas "switch" till
produktion av IgE-antikroppar och plasmacells-utmognad. Ett typ 2-svar drivet av
Th2-celler, med tillhoérande IgE-antikroppar, kriavs for att kroppen ska kunna géra
sig av med larverna (Anthony et al. 2007).

IgE-antikroppar binder till Fc-receptorer pd mastceller och eosinofiler, vilka
degranulerar da antikropparna binder antigen. Mastceller frisédtter histamin och
prostaglandin, vilket leder till ett influx av vétska i tarmen och 6kad kontraktilitet i
tarmvéiggen. Larverna skoljs dd ut ur tarmen (Anthony et al. 2007). Eosinofiler
frisdtter bland annat eosinofilt peroxidas, eosinofilt katjoniskt protein och oxidanter
da de binder antigen. Dessa skadar eller dodar vissa, men inte alla, helminter (Shin
et al. 2009). Dértill utsondrar eosinofiler flera proinflammatoriska cytokiner,
exempelvis IL-1, IL-4, IL-6, TNFa och GM-CSF (Shin et al. 2009). Utsondring av
IL-4 bidrar till rekrytering och utmognad av Th2-celler (Gazzinelli-Guimaraes &
Nutman 2018). Pa sa vis hjdlper eosinofiler till att bygga upp ett starkt typ 2-svar.
Aven AAMs bidrar till ett forstirkt Th2-svar genom att trycka ner Th1l och Th17 -
svaret. AAMs skyddar ocksd tarmen genom éateruppbyggnad av skadad vdvnad
(Anthony et al. 2007) och utsondring av antiinflammatoriskt IL-10 (Coakley et al.
2017).

Eftersom Th2-celler inte aktiveras i den akuta fasen hos en naiv infekterad
individ, hinner larverna vandra vidare genom kroppen innan typ 2-svaret med IgE-
antikroppar hunnit bildas. Expulsion av larver sker séledes framst vid upprepad
infektion, tack vare Th2-cellminnet (Anthony et al. 2007).

3.5.3 Immunsvar mot larver i lungorna

Effekten av Ascaris suums migration genom lungorna har undersokts i musmodeller
(exempelvis Enobe et al. 2006; Gazzinelli-Guimardes et al. 2013) varfor
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spolmaskars effekt pd immunsvaret i lungorna kommer beskrivas med Ascaris
suum som exempel.

Antalet Ascaris suum-larver i lungorna hos infekterade moss nér sin topp 8 dagar
efter infektion. Toppen dalar dock fort, da inga, eller ndstintill inga, larver aterfinns
dag 14 (Enobe et al. 2006; Gazzinelli-Guimaraes et al. 2013). Storst forekomst av
eosinofiler i lungorna ses dag 14, och da dr ocksa eosinofilin och celltalet i det
bronkeoalveoléra lavaget (BAL) som hdgst. En kraftig lokal inflammation (typ 2)
foljer alltsa piken av antalet larver i lungorna (Enobe et al. 2006).

Cytokinprofilen i lungorna domineras av IL-6, IL-5 och TNF hos infekterade
moss. IL-5 Okar forst och tros ligga bakom rekryteringen av eosinofiler till
lungorna. Den troligaste kéllan dr ILC2s eftersom Th2-celler inte har hunnit
aktiveras. En stark positiv korrelation mellan IL-6 utsondrat av neutrofiler och
antalet larver 1 lungorna ses (Gazzinelli-Guimardes et al. 2013). Nar larverna
lamnar lungan ersétts de av AAMs och eosinofiler, vilka skyddar mot reinfektion
och bidrar till reparation av den skadade vdvnaden (Gazzinelli-Guimaraes &
Nutman 2018).

En kraftigare inflammation i lungan hos mdss ses vid upprepad infektion med
Ascaris spp. Detta resulterar forvisso i en 6kad eliminering av larver fran lungorna,
men sker pa bekostnad av lungfunktionen (Nogueira et al. 2016). Ett kraftigare
immunsvar sker som tidigare nimnt ocksa i tarmen vid reinfektion, vilket Anthony
et al. (2007) kopplar till Th2-cellminnet.

3.5.4 Immunsvar mot adulter i tarmen

Nir larverna dterkommer till tunntarmen utvecklas de till adulter och infektionen
Overgér fran akut till kronisk (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Infektionen
kan bestd i flera ar — Ascaris suum kan till exempel 6verleva i upp till tva &r i tarmen
hos infekterade grisar (Midttun et al. 2018)

Helminters kroniska uppehille i tarmen mojliggdrs genom att det akuta svaret
styrs om till ett modifierat Th2-svar. Det modifierade Th2-svaret leder till en
expansion av regulatoriska T-celler (Tregs) och att B-celler genomgar klassbyte till
att producera IgG4 (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Att reaktionsschemat
giller dven for spolmask har visats i hundar infekterade med Toxocara canis.
Infekterade hundar har en signifikant hogre niva av den till Tregs relaterade
transkriptionsfaktorn Foxp3 i duodenala villi &n friska hundar (Junginger et al.
2012). Reaktionsschemat gar troligtvis att extrapolera dven pd andra
spolmasksarter.

Tregs utsondrar det antiinflammatoriska cytokinet IL-10, vilket ddmpar bade det
medfodda och adaptiva immunsvaret (Anthony et al. 2007). Miljon blir mer
tillatande for masken. Forutom en expansion av Tregs till f6ljd av ett modifierat
Th2-svar, sa leder etableringen av adulter i tunntarmen till en f{Oridndrad
komposition av mikrobiotan. Detta resulterar i en storre population av bakterier som
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producerar short chain fatty acids (SCFAs), vilka ytterligare bidrar till en
expansion av Tregs (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018).

3.6 Exkretoriska sekretoriska produkter och
extracellulara vesiklar

Helmintinfektioners kroniska natur dr en effekt av virdens och parasitens co-
evolution. Viérdens Overlevnad ligger inte bara i dess eget intresse, eftersom
parasitens dr beroende av sin vird (Anthony et al. 2007).

Helminter har utvecklat olika strategier for att overleva i varddjuret. Till exempel
kan Toxocara canis undvika eosinofiler genom att dmsa sitt antikroppsbeklddda
ytskikt (Maizels 2013). Helminterna dr ocksé drivande i immunosuppressionen som
mojliggor kronisk infektion (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Midttun et al
(2018) visade till exempel att flera gener kopplade till inflammation hos grisar
nedreglerades i intestinala celler vid kronisk Ascaris suum-infektion (Midttun et al.
2018).

Helminters immunomodulerande férmaga har kopplats till utsondrandet av vissa
lipid-, protein- och kolhydratskomponenter i deras exkretoriska och sekretoriska
produkter (ESPs). Extracelluldra vesiklar (EVs) dr lipid-membran-omgérdade
vesiklar innehéllandes mRNA, mikroRNA (miRNA), proteiner och DNA (Marcilla
et al. 2014) och har pa senare tid uppmérksammats som en del av helminters ESPs
(Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Vesiklars/exosomers roll 1 cell-
cellkommunikationen hos ddggdjur har linge varit kind (Buck et al. 2014), men
kunskapen om EVs roll i kommunikationen mellan parasit och vérd ér desto nyare
(Gazzinelli-Guimaraes & Nutman 2018). Nedan ges exempel pd hur EVs kan
modulera immunsvaret vid olika typer av helmintinfektioner och hur EVs kan ha
en roll i framtida vaccin.

3.6.1 miRNA nedreglerar genuttryck kopplade till immunsvaret

miRNAs ir korta, icke-kodande RNA-sekvenser som kan trycka ner translation av
mRNA (Svensk MeSH u.4.). Buck et al. (2014) fann miRNA i vesiklar fran den
icke-migrerande intestinala nematoden Heligmosomoides polygyrus. Flera
identifierade miRNAn forutspdddes utifrdn sin sekvens binda till och degradera
flera olika mRNAn om de togs upp av celler. Ett upptag av EVs frén H. polygyrus
visades didrefter 1 en in vitro-modell med murina epiteliala tunntarmsceller.
Upptaget av EVs resulterade i1 en signifikant nedreglering av generna I1133r och
Duspl i tunntarmscellerna (Buck et al. 2014).

Flera miRNAs som direkt riktar in sig pa genen for Duspl identifierades i
vesiklarna. Duspl &r en regulator av MAP-kinassignalvédgen, vilken bidrar till
uppreglering av IL-10 och nedreglering av IL-6 (Buck et al. 2014). Ett omvént
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forhdllande av dessa cytokiner har tidigare visat sig gynnsamt for H. polygyrus
(Smith & Maizels 2014).

Hansen et a/ (2019) var forst med att visa att ocksa Ascaris suum utsondrar EVs.
I dessa identifierades miRNAn som tros nedreglera flera olika gener kopplade till
viardens immunsvar, exempelvis generna for IL-13, IL-25 och IL-33 (Hansen et al.
2019). En utslickning av dessa skulle kunna gynna maskens &verlevnad, da
effekten blir ett fordrojt och svagare typ 2-svar, oférmoget att generera en
urskoljning av maskarna fran tarmen.

3.6.2 Proteiner dampar immunsvaret och mojliggoér migration

Aven proteiner har identifierats i EVs. Fran H. polygyrus har bland annat
tetraspaniner, heatshock-proteiner (HSPs) och argonautprotein (AGO), proteiner
homologa med proteiner i EVs utsondrade av ddggdjursceller, identifierats (Buck
et al. 2014). HSPs, exempelvis immunddmpande HSP70, har ocksd isolerats fran
EVs fran Ascaris suum. Ascaris suum utsondrar ocksa proteaser, vilka foreslas vara
involverade 1 larvernas migration, samt vara immunmodulerande d4 de kan bryta
ner vdvnad, intestinala muciner och ytreceptorer pa immunceller. Dartill utsondrar
Ascaris suum kinaser, oxidaser, reduktaser och peptidaser, samt galectin (Hansen
et al. 2019), en lektin med immunmodulerande egenskaper (Liu 2005).

3.6.3 Plasticitet hos masken kan paverka ESPs innehall

Ferguson et al. (2023) visar 1 en studie att vdrddjurets immunmiljé péverkar
hakmasken Nippostrongylus  brasiliensis  transkriptionella landskap. En
nedreglering av gener kopplade till N. brasiliensis immunsupprimerande
egenskaper sags efter 15 generationers uppehille 1 STAT6-knockoutmdss — moss
inkapabla att generera ett starkt typ 2-svar. Flera av proteinerna som dessa gener
kodar for, exempelvis transthyretinlika proteiner, aterfinns i ESPs (Ferguson et al.
2023).

Hakmaskar anpassade till immunmiljon i STAT6-fria moss 1 24 generationer
genererade ett starkare immunsvar i vildtypsmdss dn hakmaskar anpassade till
vildtypsimmunmiljéon. Trots det &verlevde och reproducerade sig de
knockoutanpassade maskarna lika bra som de vildtypsanpassade. De
knockoutanpassade maskarnas transkriptionella landskap ateranpassades néstan
helt till vildtypsimmunmiljon efter en enda exponering. Dessa fynd tyder pé att N.
brasiliensis, och kanske dven andra helminter, dr plastiska och anpassningsbara till
den milj6 de befinner sig (Ferguson et al. 2023). Maskarna verkar helt enkelt inte
slosa resurser pd immunosuppression nir de inte behover det, och anpassar darfor
snabbt sina ESPs efter rddande omstandigheter.

Forutom plasticitet pa transkriptionsniva har en genetisk anpassningsforméga
pavisats 1 bade H. polygyrus (Stevens et al. 2023) och den frilevande nematoden
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Caenorhabditis elegans (Lee et al. 2021). Genetisk drift till trots har den
sjalvforokande C. elegans och den pé laboratorium méangérigt inavlade H. bakeri (i
annan litteratur felaktigt bendmnd som H. polygyrus, enligt Stevens et al (2023))
hyperdivergenta, heterozygota regioner i genomet (Lee et al. 2021; Stevens et al.
2023). Hyperdiversiteten 1 C. elegans genom finns i regioner som kodar for
proteiner involverade i sensorisk perception och respons pa patogener och stress,
vilket tyder pa att hyperdiversiteten har varit avgorande for dess goda
anpassningsformaga (Lee et al. 2021).

Hyperdivergenta regioner kan paverka innehallet i helminters ESPs. I H. bakeris
hyperdivergenta regioner finns gener for transthyretin-lika proteiner (TLPs), vilka
verkar immunomodulerande genom att binda cytokiner. Aven koppar- och
zinksuperoxiddismutaser (Cu/Zn SODs) kodas for i dessa regioner. Dessa skyddar
H. bakeri mot reactive oxygen species (ROS) frén virddjurets immunsvar. Bade
TLPs och Cu/Zn SODs ér en del av H. bakeri ESPs (Stevens et al. 2023).
Hyperdiversitet i delar av genomet som dr involverade i immunmodulering kan
tankas vara viktig for co-evolutionen med viarddjuret.

3.6.4 Extracellulara vesiklar som vaccinkandidater

Med insikten att antikroppsbundna EVs inte inaktiverar AAMs gjorde Coakley et
al (2017) ett lyckat forsok att immunisera moss med ESPs, ESP-supernatant och
EVs fran H. polygyrus. Vaccinering med EVs gav antikroppar korsreaktiva med
produkter i ESP och ESP-supernatant, men ocksa EV-specifika antikroppar, vilka
hade kapacitet att stoppa infektionen. EVs utgér dirmed en kandidat till framtida
vaccin mot helmintinfektioner. Aven enskilda EV-antigen kan utgdra mojliga
vaccinkandidater (Coakley et al. 2017). Stevens et als (2023) tidigare nimnda
upptickt av hyperdivergenta regioner i H. bakeri genom talar dock for att vaccin
mot EV-antigen kan bli en utmaning. Att rikta ett vaccin mot proteiner som kodas
for 1 hyperdivergenta regioner skulle kunna innebédra risk for snabb
resistensutveckling (Stevens et al. 2023). For att i framtiden kunna rikta vaccin mot
EV-antigen kodade for i mer konserverade regioner krdavs mer kunskap om olika
helminters genom.
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4. Resultat

Proteomikanalys av EVs, konditionerat medium (ESP) och ESP utan EVs
(flowthrough) utséndrade av Parascaris- och Toxocara-L3:or gjordes vid tva olika
tillfillen. Vid forsta analysen hade endast de tvd av flowthrough-proverna
tillrackligt hog proteinkoncentration, och vid det andra tillféllet kontaminerades
proverna av en okédnd polymer, vilken storde analysen. Trots detta erholls resultat
frdn det andra forsokets samtliga prover, men troligtvis finns fler peptider i
proverna én vad resultatet visade. I tabell 1 presenteras ett urval av de peptider som
aterfanns 1 EVs, ESP och flowthrough fran Toxocara canis och Parascaris
univalens. Dessa peptider jaimfors med befintlig litteratur och diskuteras sedan med
fokus pa deras potentiella roll i ett framtida vaccin.

Tabell 1. Ett urval av proteiner som identifierades vid protomikanalysen.

Identifierade peptider ESP EVs Flowthrough
Transthyretin-likt protein 15 (ttr-15) P
Transthyretin-likt protein 46 (ttr-46) T T
Cu/Zn SODs T P+T
14-3-3 domain-containing protein P
HSP70 T

ESP/EVs/Flowthrough anger vilken fraktion proteinet dterfanns i. P=Parascaris univalens,
T=Toxocara canis
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5. Diskussion

5.1 Transthyretin-lika proteiner

Transthyretin-lika proteiner (TLPs) &r unika for nematoder och har fitt sitt namn
av deras strukturella likhet till didggdjursproteinet transthyretin (TTR) (Sauer-
Eriksson et al. 2009). 57 gener for TLPs (TTR-1 till TTR-57) forekommer hos
nematoden C. elegans. En viss begreppsforvirring rader kring TLPs, som ibland
bendmns som transthyretinrelaterade proteiner (TRPs). TRPs forekommer hos
mikrober, vaxter och djur och har storre strukturell likhet till TTR &n vad TLPs har
(Sauer-Eriksson et al. 2009).

TTR, TRPs och TLPs har vitt skilda funktioner. TTR, ocksa kédnt som
prealbumin, transporterar framforallt skoldkortelhormon (Richardson & Cody
2009). TRPs ér involverade i nedbrytningen av puriner, men bidrar inte till
hormontransport, trots sin strukturella likhet med TTR. TLPs biologiska roll &r inte
identifierad, men man vet att deras aminosyrasekvens och struktur skiljer sig mer
frdn TTR &n vad TRPs gor (Sauer-Eriksson et al. 2009).

TLPs finns hos ménga andra nematoder och visade sig i vart forsok utsondras av
L3-larver av bade Parascaris univalens och Toxocara canis. Transthyretin-likt
protein 15 (ttr-15) aterfanns 1 ESP frdn Parascaris univalens och transthyretin-likt
protein 46 (ttr-46) aterfanns bade i flowthrough (ESP utan EVs) och EVs fran
Toxocara canis. Hansen et al (2019) fann flera TLPs utsondrade av adulta Ascaris
suum 1 sin studie. De undersokte proteininnehallet 1 hela ESP, i EVs och 1 EV-
depleted supernatant (motsvarande vér flowthrough). I alla tre fraktioner fanns bade
ttr-15 och ttr-46, tillsammans med flera andra TLPs (Hansen et al. 2019).
Funktionen av TLPs diskuteras inte av Hansen et al. (2019), men andra studier
indikerar en immunmodulerande roll. Ett TLP, HcTTR, utsondrat av nematoden
Haemonchus contortus kan binda till cytokinen IL-4 och blockera IL-4-inducerad
proliferation av mononukleéra celler (Tian et al. 2019).

I jakten pé en vaccinkandidat skulle TLPs kunna vara ett mal, men kunskapen
om TLPs dr fortfarande sparsam varfor det krévs fler studier om deras funktion.
Nagot som talar emot TLPs vaccinkandidatpotential &r att flera proteiner i den
transthyretin-lika familjen ligger i hyperdivergenta regioner hos H. bakeri (Stevens
et al. 2023). Om detta géller &ven for TLPs hos Parascaris univalens och Toxocara
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canis innebdr det att vaccin riktade mot dessa proteiner riskerar att driva pa
mutationsfordndringar och gora vaccinen overksamma.

5.2 Koppar- och zinksuperoxiddismutaser

Koppar- och zinksuperoxiddismutaser (Cu/Zn SODs) ér antioxidanter som bidrar
till neutraliseringen av superoxider. Superoxider och andra reaktiva syreradikaler,
“reactive oxygen species” (ROS), bildas i1 aeroba organismer vid exempelvis
mitokondrierespiration och metaboliska reaktioner. ROS kan skada DNA och andra
makromolekyler. Enzymer som neutraliserar ROS dr darfor viktiga for alla aeroba
organismer (Henkle-Diihrsen & Kampkotter 2001).

Eosinofiler, neutrofiler och monocyter/makrofager anvénder sig av ROS for att
forsvara sig mot infektidsa agens, inklusive nematoder. SODs har hittats i ESPs
frdn flera nematoder och forutsitts utgora ett forsvar mot virdens ROS (Henkle-
Diihrsen & Kampkétter 2001). SODs omvandlar superoxid till véteperoxid, en
annan ROS, och kan séledes inte ensamt oskadliggora effekten av ROS. Med hjélp
av peroxiredoxiner (PRX) kan dock viteperoxid reduceras till vatten (Henkle-
Diihrsen & Kampkotter 2001).

L3:or av Parascaris univalens och Toxocara canis visade sig 1 vart forsok
utsondra Cu/Zn SODs. Vi fann SODs i EVs och flowthrough fran 7. canis och 1
flowthrough fran P. univalens. Hansen et al (2019) redovisar inte i sin studie att
adulta Ascaris suum utséndrar SODs. Daremot fann de ett formodat PRX i 4. suums
extracelluldra vesiklar (Hansen et al. 2019). Négot PRX éterfanns inte 1 véra prover.

Precis som TLPs, kodas Cu/Zn SODs for i hyperdivergenta regioner i H.
polygyrus genom (Stevens et al. 2023). Om Cu/Zn SODs skulle visa sig vara
mojliga vaccinkandidater aterstar fragan ifall de skulle vara ldmpliga, 1 och med
risken att driva resistens om samma hyperdiversitet ses i spolmaskarnas genom.

5.3 14-3-3 domain-containing protein

Gadahi et al. (2016) fann att Haemonchus contortus 14-3-3 domain-containing
protein paverkade cytokinuttrycket i blodmonocyter fran getter in vitro. Ju hogre
koncentration av 14-3-3 domain-containing protein som monocyterna utsattes for,
desto ldgre blev produktionen av IL-4, medan produktionen av IL-10, IL-17 och
IFN-y 6kade (Gadahi et al. 2016).

Det 14-3-3-domain-containing protein som Gahadi et a/ (2016) undersokte har
enligt databasen UniProt 90% sekvensidentitet med det 14-3-3 domain-containing
protein vi fann 1 EVs frdn Parascaris univalens. Endast fem aminosyror skiljer
proteinerna &t lingdsmaéssigt, vilket tillsammans med dverensstimmelsen i sekvens
indikerar liknande funktion proteinerna emellan.
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Eftersom 14-3-3 domain-containing protein ddmpar IL-4, som é&r drivande i
utvecklingen och rekryteringen av Th2-celler (Gazzinelli-Guimaraes & Nutman
2018), finns skal att tro att ett vaccin riktat mot proteinet skulle ha ringa effekt mot
en akut, primédr infektion. Detta eftersom Th2-cellerna aktiveras efter att larverna
har ldmnat tarmen. Fordelaktigt 4r om ett framtida vaccin mot spolmask kan
mojliggéra expulsion av L3-larver redan innan de paborjar sin hepatotracheala
vandring.

5.4 Heat shock-proteiner (HSPs)

Heat shock proteiner dr konserverade proteiner som finns hos alla organismer. De
ar chaperoner, och har som frimsta funktion att vika proteiner i celler (Zininga et
al. 2018). De viker nysyntetiserade peptidkedjor under fysiologiska forhéllanden
och uppritthéller cellfunktionen genom att vika om felvikta proteiner under
patologiska forhallanden. Lange ansdgs HSPs endast forekomma intracellulért,
men det har visat sig att de ocksé utsondras vid cellstress (Kravats et al. 2022).

Forutom att vara chaperoner, sa kan HSPs ha en roll i immunsvaret. HSP70 har
till exempel visat sig vara badde inflammatoriskt och antiinflammatoriskt. Det har
kopplats dels till 6kad utsondring av de proinflammatoriska cytokinerna TNF-a,
IL-1B och IL-6 fran PBMCs (Asea et al. 2000), dels till expansion av IL-10-
utsondrande Treg-celler (Wieten et al. 2007). Dértill frisatter HSP70-aktiverade
mastceller kymaser, vilka bryter ned HSP70 och alarminerna IL-33 och HMGBI.
P& sa vis kan mastcellskymas, och indirekt HSP70, bidra till en ddmpning av
immunsvaret vid akut cellskada (Roy et al. 2014).

Expansionen av Tregs som svar pd HSPs utsondrade av stressade celler tros bero
pa selektionen av T-celler 1 thymus. HSP-reaktiva T-celler verkar undkomma den
negativa selektionen, och kan séledes reagera pa endogena HSPs. De celler som dr
utsatta for cellstress Okar sitt uttryck av HSPs, men dd de ofta saknar co-
stimulatoriska molekyler antar HSP-specifika T-celler en regulatorisk fenotyp vid
interaktion med cellerna. HSPs &r konserverade molekyler, och ar séledes relativt
lika mellan arter. Delade epitoper kan dérfor innebéra att en regulatorisk fenotyp
uttrycks dven vid interaktion med exogena HSPs (Wieten et al. 2007), exempelvis
HSPs utsondrade av spolmaskar.

HSPs har i atskilliga studier visat sig ingd helminters ESPs (exempelvis Buck et
al. 2014; Sperotto et al. 2017; Hansen et al. 2019). Vi fann 1 vart forsok ett protein
1 HSP70-familjen i flowthrough fran Toxocara canis-larver, samt ett ’short HSP” i
Parascaris univalens EVs. Hansen et al. identifierade flera HSPs i EVs, ESP och
ESP utan EVs utsondrade av adulta Ascaris suum, varav nagra tillhorde HSP70-
familjen.

Helminthers utsondrande av HSPs skulle kunna vara en strategi att dimpa
immunsvaret 1 forméan for en mer tillatande milj6, bade genom att aktivera Tregs
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och genom att pdverka mastceller att frisétta kymas. Detta gér HSPs till intressanta
proteiner att utforska som eventuella vaccinkandidater.

5.5 Konklusion

Spolmaskinfektioner dr ett problem ur ett One Health-perspektiv. Vacciner mot
spolmaskinfektioner skulle forebygga hilsobekymmer bade hos ménniskor och
djur. Dirtill skulle anthelmintikaanvdndningen och resistensutvecklingen mot
dessa preparat minskas. Spolmaskars ESPs och EV-proteiner skulle kunna vara bra
kandidater for framtida vaccin.

I den hir studien har vi identifierat flera olika peptider i ESP och EVs fran
Parascaris univalens och Toxocara canis, och med forfining av framreningen av
EVs kommer ytterligare peptider att kunna identifieras. Flera av proteinerna i var
studie har potential att bidra till spolmaskarnas undvikande av immunforsvaret;
SODs genom sin antioxidativa funktion, HSPs genom att aktivera Tregs, och 14-3-
3-domain-containing protein genom att dimpa utsondringen av IL-4. Att &ven TLPs
kan ha en immunsupprimerande roll hos P. univalens och Toxocara canis ér inte
omdjligt, dd ett TLP utsdndrat av Haemonchus contortus har visat sig binda, och
pa s vis blockera, IL-4.

Da kunskapen om ndmnda proteiners funktion i interaktionen mellan parasit och
viard &r skral, krdvs fler studier for att forstd deras betydelse for maskens
Overlevnad, och sdledes deras potential som mal i1 ett vaccin. En forsvirande
omstdndighet i jakten pa en vaccinkandidat &r nematoders hyperdiversitet. Trots &r
av inavel har H. bakeri visat sig ha regioner i genomet med stor heterozygotism.
Flera av de proteiner som kodas for i dessa regioner aterfinns i ESPs och EVs, till
exempel SODs och TLPs. Om denna hyperdiversitet forekommer &ven hos
spolmaskar kan detta innebéra en utveckling av resistens dven mot vaccin.

Den sammanstillda slutsatsen dr att spolmaskars ESP och EV-utsondrade
proteiner dndd utgodr potentiella vaccinkandidater, men att vdgen till ett vaccin
fortfarande ar ldng och eventuellt inte helt spikrak.
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Tack

Jag vill rikta ett stort tack till Magnus Abrink som sedan varvintern 2023 har 14tit
mig vara en del av det spannande projekt som den hir uppsatsen bygger pa. Inte
trodde jag att det var mojligt att f4 mig att tycka att parasitmaskar ar vérldens gre;j,
men det har du lyckats med. Jag vill ocksé tacka for all hjdlp och pepp som jag har
fatt under skrivprocessen, vilken har varit avgorande for att komma i mél med den
hér uppsatsen.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjélvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver godkénna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pé internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sdkbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler dn en person har skrivit arbetet géller
krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lénk till SLU:s publiceringsavtal pa den
hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

JA, jag/vi ger hirmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om Gverlatelse av rétt att publicera verk.

(1 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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