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Sammanfattning

Hastens spolmask, Parascaris univalens, ar en relevant parasit hos hést med i princip global
forekomst. Infektion med Parascaris univalens kan ge upphov till symptom sédsom hosta, nésflode,
feber, och i virsta fall tarmobstruktion med dodlig utgéng. Det &r en sdrskilt kliniskt relevant
endoparasit hos unga individer som saknar inldrd immunitet. Samtidigt ses ett vixande problem
med resistensutveckling mot tillgdngliga avmaskningsmedel (anthelmintika) hos parasitmaskarna,
och stor brist pa nya antiparasitira medel pa marknaden.

Parascaris univalens livscykel kdnnetecknas av en hepatotrakeal migrationsfas dér larverna
passerar lever och lunga, vilket kan orsaka vévnadsskada och inflammation. Nar maskarna
passerar lungorna &r de i larvstadiet, vilket gor att immunsvaret kan skilja sig fran det skyddande
typ 2 immunsvar man vanligen associerar med adulta parasitmaskar i tarmen. Parasitmaskar ar
ocksé okdnda for sina ménga immunmodulerande férmagor vilket gor det extra svart for
immunforsvaret att bekdmpa dem.

P4 grund av den 6kande resistensproblematiken finns det ett behov av att béttre forstd hur
hastens immunforsvar reagerar vid spolmaskinfektion, samt nya metoder for att tidigt kunna
identifiera infektionen. Dagens vanliga metoder sdsom flotation vilken identifierar dgg i triacken,
innebér att vid diagnostik sa har hésten redan hunnit bidra till smittspridningen. En mdjlighet
skulle déarfor kunna vara att hitta en immunologisk biomarkdr som kan identifieras under tidig
infektion, vilket potentiellt i framtiden skulle kunna bidra till battre diagnostik, mer riktad
behandling, och till minskad smittspridning.

CXCL6 dr gen som kodar for en kemokin som kédnnetecknas av ett ELR+-motiv (glutaminsyra,
leucin, arginin), och har en viktig proinflammatorisk funktion genom rekrytering av granulocyter
till infektionsstillet. CXCL6 har visats vara viktig for immunforsvaret vid flertalet
sjukdomsprocesser da den ar involverad i 6kad kérlpermeabilitet, och plasmaextravasering.samt
aktivering och migration av neutrofiler.

I en pilotstudie togs lungceller fran tre dldre héstar, och efter stimulering med nykléckta
Parascaris-1.3-larver sags ett uppreglerat uttryck av CXCL6 vid RNA -sekvenserings-analys.
Syftet med denna studie &r att underséka om fyndet i pilotstudien ocksa kan ses hos unghéstar,
genom analys med qPCR av CXCLG6 uttrycksnivéer i insamlade lungceller fran 13 histar, i
aldrarna sex manader till fem ar, fore och efter stimulering med Parascaris-L3-larver, samt att
diskutera den potentiella praktiska relevansen av att méta uttrycket av CXCL6.

Mycket av kunskapen om CXCL6 som beskrivs i texten dr extrapolerad fran andra djurslag och
andra sjukdomstillstand da det finns en kunskapslucka, exempelvis ger inte sékorden “Parascaris”
och “CXCL6” tillsammans nagot resultat pé flera av de vanliga sékmotorerna for vetenskapliga
artiklar. Det tyder pa att detta ir ett viktigt? forskningsomrade for att fylla luckorna.

Resultatet fran denna studie visade att uttrycket av CXCL6 6kade signifikant vid exponering,
men det kravs ytterligare studier for att kunna dra nagra slutsatser om CXCL6’s lamplighet som
biomarkdr, eller for att kliniskt kunna tillimpa den nyvunna informationen.

Nyckelord: Parascaris univalens, histens spolmask, CXCL6, gPCR

Abstract

The equine roundworm, Parascaris univalens, is a relevant parasite in horses with a practically
global occurrence. Infection with Parascaris univalens can cause symptoms such as coughing,
nasal discharge, fever, and in more extreme cases, intestinal obstruction with a fatal outcome. It is
a particularly relevant endoparasite in young individuals who lack acquired immunity. At the same



time, there is a growing problem with the development of resistance to available anthelmintics and
a great shortage of new antiparasitic agents on the market.

The life cycle of Parascaris univalens is characterized by a hepatotracheal migration phase
where the larvae pass through the liver and lungs, which can cause tissue damage and
inflammation. When the worms pass through the lungs, they are in their larval stage, which means
that the immune response can differ from the typical type 2 immune response usually associated
with adult parasitic worms in the intestine. Parasitic worms are also notorious for their many
immunomodulatory abilities, which makes it extra difficult for the immune system to fight them.

Due to the increasing resistance problem, there is a need to better understand how the horse's
immune system reacts to roundworm infection, and to develop new methods for early
identification of the infection. Today's common methods such as flotation identify eggs in the
feces, and this means that by the time of diagnosis the horse has already contributed to the spread
of the infection. One possibility could therefore be to find an immunological biomarker that can be
identified during early infection, which could potentially contribute to better diagnostics, more
targeted treatment, and reduce the spread of the infection in the future.

CXCL6, a gene that encodes a chemokine characterized by an ELR+ motif (glutamic acid,
leucine, arginine), has an important pro-inflammatory function through the recruitment of
granulocytes. CXCL6 has been shown to be important for the immune system in several disease
processes as it is involved in the activation and migration of neutrophils, increased vascular
permeability, and plasma extravasation.

In a pilot study, lung cells from three older horses were taken, and after stimulation with newly
hatched Parascaris L3 larvae, an upregulated expression of CXCL6 was seen in RNA sequencing
analysis. The aim of this study is to investigate whether the finding in the pilot study can also be
seen in young horses, by analyzing with gPCR the CXCL6 expression levels in collected lung
cells from 13 horses, aged six months to five year, before and after stimulation with Parascaris L3
larvae, and to discuss the potential practical relevance of measuring the expression of CXCL6.

Much of the knowledge about CXCLG6 described in the text is extrapolated from other animal
species and other disease states as there is a knowledge gap, for example, the search terms
“Parascaris” and “CXCL6” together do not yield any results on several of the common search
engines for scientific articles. This indicates that this is a highly relevant area of research.

The results of this study showed that the expression of CXCL6 increased significantly upon
exposure, but further studies are required to be able to draw any conclusions about CXCL6's
suitability as a biomarker, or to be able to clinically apply the newly acquired information.

Keywords: Parascaris univalens, equine roundworm, CXCL6, qPCR
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1. Bakgrund

Parasitinfektioner utgor en betydande sjukdomsproblematik hos héstar, sérskilt i
populationer med stor andel unga individer som dnnu inte har hunnit utveckla
immunitet. De vanligaste och mest kliniskt relevanta endoparasiterna hos hést ér
stor blodmask (Strongylus vulgaris), liten blodmask (Cyathostominae spp.),
bandmask (Anoplocephala perfoliata), och spolmask (Parascaris univalens)
(Osterman Lind et al., 2007; Young och Finno, 2022).

Infektion med spolmask kan ge kliniska problem som kan bli allvarliga till
foljd av resistens mot manga behandlingsalternativ. Parascaris spp. anses vara de
mest patogena parasiterna som infekterar unghistar (Reinemeyer, 2009). I svéra
fall kan infektion leda till tarmobstruktion som kraver bukdppning, obehandlat
kan det leda till dodsfall (Cribb et al., 2006; Tatz et al., 2012). Nér spolmasklarver
migrerar genom lever och lungor kan inflammation och vavnadsskada uppsta
(Nicholls et al., 1978; Brown och Clayton, 1979).

Nér larverna befinner sig i lungorna kan man se symptom som nésfléde och
hosta (Nielsen, 2015), eftersom larverna ska hostas upp for att sedan sviljas sé att
de kan fullborda sin livscykel och bli adulter i tarmen. Generellt for
spolmaskinfektion &r att man 1 vissa fall dven kan se diffusa symptom i form av
nedsatt allméntillstdnd och ibland kolikkdnningar (Nielsen, 2015; Reinemeyer,
2009).

Pé grund av de kliniska problemen som uppstar och att infekterade individer
kan utsondra stora mangder 4gg som under lang tid kontaminerar betesmarker,
samt att det rdder brist pd nya avmaskningsmedel, dr det viktigt att det bedrivs
forskning inom dmnet. Det behovs for att kunna hitta nya sitt for diagnostik och
behandling, samt for att ge en béttre forstielse kring spolmaskens paverkan pa
immunsystemet och virddjuret. Att ta reda pa vilka gener som &r involverade 1
immunsvaret mot Parascaris univalens kan vara ett steg mot att hitta en lamplig
biomarkor for att uppticka maskinfektion tidigare. Det ér framst adulta maskar
som orsakar tarmproblem och utsondrar dgg 1 miljon, men en biomarkor for den
hepato-trakeala migrationsfasen skulle kunna hjdlpa till att uppticka infektion
tidigt, vilket gor att man kan sétta in behandlinginnan utvecklingen till adulter
sker. Att identifiera immunologiska biomarkdrer och fa en battre forstaelse for
immunsvaret vid en spolmaskinfektion kan dven vara ett steg mot utvecklingen av
andra kontrollmetoder, sdsom vaccin, 1 framtiden.

1.1 Parascaris univalens

Parascaris univalens ér néra sldkt med Parascaris equorum. De ansags tidigare
vara samma art, men forskning har delat upp de i tva separata arter inom slédktet
Parascaris. Béda arterna infekterar {61 och unghéstar, och de ger upphov till



samma typ av symptom. Morfologiskt kan man inte skilja mellan arterna, men de
skiljer sig med avseende pa deras karyotyper (Zhou et al., 2023).

Parascaris univalens ér en stor, spolformad nematod som infekterar héstdjur,
och utgor en av de mest betydelsefulla endoparasiterna hos fol och unghéstar
(Osterman Lind et al., 2007). Morfologiskt kdnnetecknas parasiten av en
langstriackt och osegmenterad kropp, som ticks av en kutikula. Deras inre
strukturer bestir av en vitskefylld pseudocoelom, longitudinella muskler, en
fullstdndig tarmkanal, samt ett enkelt nervsystem. Arten dr dioik, vilket innebér
att maskarna &r konsskilda (Bowman och Georgi, 2009; Taylor et. al., 2016).

Parascaris univalens ér migratorisk, och har en direkt livscykel, vilket innebér
att de inte anvinder sig av en mellanvérd. Infektion sker peroralt till mottagliga
histar genom intag av embryonerade dgg innehallande infektiosa larver. Efter
intag klicks larverna i tunntarmen, for att sedan penetrera tarmvaggen och
transporteras via portalblod till levern. Sedan fortsitter migrationen via blodet till
hjartat, och sedan till lungornas kapillirbadd dér larverna bryter sig ut i
alveolerna. Larverna vandrar sedan genom bronkioler, bronker, och trachea, dar
de hostas upp och sviljs for att ater hamna i tunntarmen dér de utvecklas till
adulta maskar. Prepatensperioden ér ca 10-12 veckor (Taylor et al., 2016;
Urquhart et al., no date).

De adulta maskarna etablerar sig i tunntarmen dér de reproducerar. Honorna
blir upp till 50 cm l&nga, och kan producera flera hundratusentals dgg dagligen.
Aggen ir sfiriska och har en diameter pa ungefir 85-100um. Nir dggen kommer
ut med triacken dr de omogna, men under rétt forhallanden embryoneras de i
miljon och blir infektidsa. Aggen har ett tjockt skal som gor dem mycket
motstandskraftiga, de kan forbli livsdugliga i flera ar och &r svéra att avldgsna,
men de dr kénsliga for uttorkning (Bowman och Georgi, 2009).

Infektionens kliniska symptom varierar beroende pé parasitens
utvecklingsstadium. Larvernas migration genom levern dr ofta asymptomatisk,
men vid infektion med Parascaris equorum har man sett fibrotiska lesioner 1
levern, “white spots” (Brown och Clayton, 1979), vilket dven dr forknippat med
infektion med andra ascarider. Under den pulmonella fasen kan larverna orsaka
respiratoriska symptom, sa som hosta, ndsflode, och feber (Nielsen, 2015), till
foljd av ett inflammatoriskt eller allergiskt svar. Larver under migration kan
orsaka stor infiltration av eosinofiler. Vdvnadsskadan som uppstar kan dven
predisponera for sekundéra infektioner, och potentiellt paverka effekten av
vaccinationer (Taylor et al., 2016).

De adulta maskarna i1 tunntarmen kan ge upphov till allvarliga tillstdnd som
tarmobstruktion eller tarmperforation om de é&r tillriackligt ménga (Cribb et al.,
2006; Tatz et al., 2012), men det vanligaste ar subklinisk infektion eller att det ger
nedsatt tillvixt och diarre hos yngre djur. Infektionen &r vanligast och mest
kliniskt relevant hos f61 och unghéstar pé grund av deras immunologiska naivitet



(Young och Finno, 2022). Infektionen hos vuxna djur brukar vara asymptomatisk.
Immunitet mot ascarider utvecklas gradvis efter exponering, men tar flera
manader. Efter utvecklad immunitet minskar antalet infekterade djur, men trots
detta kan dldre individer fungera som reservoarer och bidra till fortsatt
dggutsondring och miljokontaminering (Bowman och Georgi, 2009; Taylor et al.,
2016).

1.2 Nematodinfektion

Under 1970-talet var forskningsintresset kring nematodinfektioner relativt stort,
men detta minskade med utvecklingen av effektiva anthelmintika, sarskilt
makrocykliska laktoner. Denna utveckling ledde till en uppfattning om att
infektioner kunde kontrolleras genom rutinmissig avmaskning. P& senare ar har
den globala resistensutvecklingen mot véra vanligaste avmaskningsmedel ater
gjort Parascaris spp. till ett prioriterat forskningsomréade. Resistens, i
kombination med brist pa utveckling av nya antiparasitira lakemedel, har skapat
ett behov av 6kad forstaelse for funktionella interaktioner som sker mellan vérd
och parasit, sarskilt avseende immunrespons och mekanism bakom infektion och
persistens (Reinemeyer, 2009; Kaplan, 2004).

Trots delvis 6kad kunskap om immunbiologin och epidemiologin vid helmint-
infektioner, speciellt hos ménniskor, fortsétter de att orsaka kliniska och
ekonomiska problem globalt. Det beror pa faktorer som hog incidens,
lakemedelsresistens, och avsaknaden av effektiva vaccin. Utvecklingen av vaccin
hindras av komplexiteten i forhallanden mellan vérd och parasit, och att man inte
fullsténdigt forstar de molekyldra och immunregulatoriska systemen associerade
med utvecklandet av immunitet. En del forskning har fokuserat pa att identifiera
och karaktérisera molekyler som &r involverade i detta (Foster och Elsheikha,
2012).

En central egenskap hos helminter dr deras immunmodulerande forméga, vilket
mojliggor en langvarig dverlevnad i varddjuret. En av mekanismerna bakom
immunmoduleringen dr genom utsdndring av extracelluldra vesiklar, vilka
innehéller bioaktiva molekyler sdésom proteiner och microRNA. Dessa
komponenter paverkar virdens immunfunktion genom att reglera genuttryck och
signaleringsvagar 1 immunceller. Sarskilt har olika lektiner associerade med
extracelluldra vesiklar visats bidra till modulering av det lokala immunsvaret i den
gastrointestinala kanalen vilket skapar en mer gynnsam miljo for parasiten
(Coakley et al., 2016).

Nematodinfektioner inducerar generellt ett Th2-dominerat immunsvar med
aktivering av eosinofiler, mastceller, och basofiler, samt antikroppsswitch hos
plasmaceller frdn IgM till IgE och IgG under paverkan av cytokiner som IL-4, IL-
5, och IL-13. Effekten av nematodinfektion i den gastrointestinala kanalen kan
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beskrivas genom tva huvudsakliga mekanismer, “self cure”, samt steril immunitet
som &r beroende av adaptivt immunsvar (Foster och Elsheikha, 2012).

Pé grund av bristen pa specifika studier pa Parascaris spp. anviands ofta
Ascaris suum som experimentell modell for att studera immunologiska
mekanismer vid ascarid-infektion, detta for att A. suum ar mer relevant for
manniskor som framst infekteras av Ascaris lumbricoides (Lamberton och
Jourdan, 2015).

I ménniskor har det visats att migrerande Ascaris-larver inducerar ett lokalt
inflammationssvar i lungan, likasa hos experimentellt infekterade mdss. I mdss
har inflammationen blivit beskriven som ett typ 2-svar, som domineras av 1L-4,
IL-13, och till viss del IL-5. I den akuta infektionsfasen hos ménniskor
infekterade med helminter involverar immunsvaret typ 2-associerade cytokiner
(IL-4, IL-5, IL-9, IL-12), initialt av medfodda leukocyter, men senare av
antigenspecifika CD4 T-celler (Gazzinelli-Guimaraes och Nutman, 2018). Aven
Ascaris lumbricoides infektioner i regioner dér det finns endemiskt dr associerade
med ett typ 2 cytokin-svar (Cooper et al., 2000).

Vid infektion med Ascaris suum har man sett att det sker en omfattande
systemisk inflammation i luftvéigar och lungor for att migrationen av larverna ska
kunna kontrolleras. Inflammationen tros vara skyddande vid larvernas spridning
genom vivnaderna, men orsakar samtidigt symptom som hosta, feber, och
eosinofil pneumoni (Amorim et al., 2024). Under den tidiga larvmigration i
lungorna ses initialt en kraftig infiltration av neutrofiler, foljt av eosinofiler och
mononukledra celler, vilket leder till vivnadsskada (Nogueira et al., 2016).

Experimentella infektionsstudier pa rattor och mdss har visat att nematoder
inducerar ett Th2 dominant immunsvar, med tydligt 6kat antal av mukosala
mastceller och intestinala eosinofiler. Vid infektion med Ascaris suum hos
BALB/c mdss har man dessutom sett att upprepad exponering leder till en kraftig
pulmonell inflammation associerat med ett polariserat Th2/Th17 svar. Detta
immunsvar ir avgdrande for att kontrollera larvernas migration genom
kroppen (Nogueira et al., 2016).

Vid multipla exponeringar med Ascaris suum ses dkad cellularitet 1 BAL-
vitska, och okat antal mononukledra immunceller (lymfocyter och makrofager),
samt en intensiv granulocytér (eosinofiler och neutrofiler) lunginflammation som
leder till sémre respiratorisk funktion, I aterinfekterade mdss har man ocksé sett
hogre nivéer av IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TNF-alfa, och IL-17a jaimfort med djur
som bara blivit infekterade en géng (Nogueira et al., 2016).

Vid experimentell infektion med Ascaris sum hos gris har det observerats ett
“self-cure” svar dir adulta maskar stots ut fran tarmen omkring 10 dagar efter
infektion, med fullstindig eliminering efter ungefar 17 till 21 dagar. Detta “self-
cure” svar har associerats med mukosalt IgA och systemiskt [gG1, men inte med
eosinofili eller 6kat antal mukosala mastceller. Resultatet tyder darfor pé att “self-
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cure” framst dr kopplat till IgA och Th2-cytokiner snarare 4n till medfodda
effektorceller, &ven om Th2-cytokiner dr viktiga i eosinofilaktiveringen (Foster
och Elsheikha, 2012).

Det ér viktigt att notera att manga experimentella studier baseras pa
gnagarmodeller, vilket ofta ger detaljerad och molekyldr information men som
fullt ut inte speglar den naturliga interaktionen mellan vérd och parasit. Detta
eftersom gnagare som vérd inte tillater fullstdndig utveckling av ascarider i
tarmen. Dessa senare larvstadier dr viktiga att undersoka, och en del dldre studier
har gjorts av Ascaris suum och Ascaris lumbricoides pé gris. Detta eftersom de
kan infektera minniskor och anses mer relevanta inom forskning. Det skyddande
immunsvaret mot Ascaris 1 grisar och méanniskor &r dominerat av ett Th2-svar
baserat pa Ascaris-inducerad IgE produktion, perifer eosinofili, och 6kad
lymfocytédr Th2-cytokinproduktion. “Self-cure” i tunntarmen hos gris har dven
visats vara associerat med ett lokaliserat mastcellsberoende hypersensitivitetssvar.
Det har dven observerats 6kade nivaer av IL-4 och IL-12 i ileum och BAL-vitska
hos Ascaris suum-infekterade grisar utan signifikant 6kning av typiska Th1-
cytokiner som IFN-gamma och TNF-alfa i samma vivnader och vitskor (Dawson
et al., 2005).

Infektion med Parascaris equorum inducerar bade cellulédrt och humoralt
immunsvar. Det humorala svaret kdnnetecknas av 6kade nivier av
immunoglobuliner, framst IgE och IgG. En studie visade att rattor exponerade for
Parascaris equorum antigen hade signifikant 6kade nivaer av IgE och IgG 14 och
21 dagar efter infektion (Yehia et al., 2024). IgE-responsen ar kopplad till
aktivering av eosinofiler och mastceller, och kan bidra till allergiliknande
reaktioner och inflammatoriska processer 1 infekterade vdavnader (Burk et al.,
2016).

Det celluldra immunsvaret mot Parascaris equorum 1 gnagarmodell involverar
okat antal vita blodceller 1 bade lunga och tarm, och man ser framfor allt
infiltration av makrofager, neutrofiler, lymfocyter, och eosinofiler. Den 6kade
cytokinproduktionen inkluderar 1L-5, IL-13, IL-33, och IFN-gamma, vilket till
skillnad fran det klassiska Th2-svaret som ofta associeras med helminter indikerar
ett mer komplext svar som delvis ocksa inkluderar ett Th1 och Th17-associerat
svar (Yehia et al., 2024).

Trots den kliniska betydelsen dr forskningen kring Parascaris univalens
begrinsad, och mycket som man vet dr extrapolerat fran Parascaris equorum eller
andra ascarider. 1979 publicerade Brown och Clayton en artikel (Hepatic
pathology of experimental Parascaris equorum infection in worm-free foals) dér
de hade undersokt levern pé fol efter infektion med Parascaris equorum, och
vilka immunceller som kunde ses kring lesionerna. Men det gér inte att hitta
motsvarande studier pa lungvivnad efter infektion med Parascaris univalens, i
alla fall inte om man s6ker information om immuncellernas genuttryck.
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En pilotstudie har dock visat pa uppreglering av flera inflammations- och
immunrelaterade gener, inklusive IL-13, CXCL6, MIP-2f3, PTX3, SERPINB2,
MRGPRX2, OSM, EPOP, MAP, och IL-36gamma i lungceller. Dessa fynd tyder
pd att larverna inducerar ett kraftigt medfott immunsvar i luftvigarna, och
understryker behovet av vidare studier av de immunologiska mekanismerna vid
infektion med Parascaris univalens.

1.3 Lungornas immunrespons

Luftvagsepitelet dr den forsta barridren mot inhalerade mikroorganismer och
frimmande substanser som kommer utifran, och har en viktig roll bade under
normala och patologiska omstidndigheter. Det dr en aktiv barridr mellan yttre och
inre miljder, och svarar pa manga olika stimuli. Epitelet utgors av manga olika
celltyper, bland annat cilierade, icke-cilierade, mukusproducerande bigarceller,
och precursorceller. Dessa har en central roll i att hindra patogener fran att né de
nedre luftvigarna. Eftersom epitelet standigt exponeras for yttre miljofaktorer sa
har det utvecklat mekanismer for att snabbt kunna svara pa stimuli. Efter
mekanisk skada kan epitelcellerna proliferera och migrera for att stdnga den
uppkomna skadan (Crosby och Waters, 2010).

Lungepitelet bildar en kontinuerlig fysisk barridr som separerar den
underliggande vivnaden fran exempelvis inhalerade antigen som tagit sig in via
luftvdgarna. Epitelcellerna upprétthéller barridren genom starka intercelluldra
bindningar, tight junctions, adherens junctions, och desmosomer, dér tight
junctions framst reglerar den paracelluldra permeabiliteten och forflyttningen av
joner mellan celler. Som svar pé frimmande patogener och partiklar slédpper
epitelcellerna ut immunfaktorer (alarminer). Epitelcellernas produktion och
stressrelaterade utsondring av I1L-33, IL-25, och CC-kemokiner &r viktiga
epiteliala faktorer som kan initiera och 6ka inflammation 1 luftvigarna. Dessa
kemokiner produceras innan IL-4, IL-5, och IL-13, tre Th2-mediatorer man
vanligen associerar med allergisk inflammation 1 lungorna. Epitelet utgér en
viktig och effektiv barridr eftersom det svarar pa leukocyters sekretion av
cytokiner, kemokiner, och tillvixtfaktorer. Tillsammans med leukocyter &r
epitelceller viktiga for homeostasen i vivnad, da problem med epitelets
barridrfunktion kan leda till utveckling av inflammatoriska luftviagssjukdomar
(Hallstrand et al., 2014).

En viktig mekanisk forsvarsmekanism 1 luftvdgarna dr den mukocilidra
transporten, dér cilierade epitelceller tillsammans med mukus effektivt
transporterar bort inhalerade partiklar och mikroorganismer fran luftvigarna
(Fahy och Dickey, 2010). Efter det mekaniska skyddet kommer det medfédda
immunsvaret i lungan aktiveras. Detta svar involverar flera celltyper, bland annat
makrofager och mastceller, som snabbt aktiveras vid infektion eller vivnadsskada.
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Alveolarmakrofager ér de dominerande medfddda immuncellerna i de nedre
luftvdgarna. De skoter homeostasen och ser till att det sker optimalt gasutbyte.
Utover det dr de snabba pa att kéinna igen och interagera med partiklar och
patogener, samt att initiera inflammation (Kang et al., 2023).
Alveolarmakrofagerna har en unik CD14+CD16+ fenotyp som skiljer dem fran
cirkulerande monocyter i blodet, och gor de sdrskilt effektiva vid fagocytos och
antigenpresentation (Gressler et al., 2022). De producerar dven cytokiner och
kemokiner som reglerar det lokala immunforsvaret.

Mastceller dr en annan viktig del av det medfodda immunforsvaret i lungan. De
forekommer fraimst som mukosala mastceller i luftvdgarna och kan ackumuleras i
bronkoalveoldra omraden vid inflammation. De ar viktiga for bade
antigenpresentation och antimikrobiellt forsvar, bland annat genom uttryck av
MHC klass II-molekyler, komplementfaktorer, och enzymer s& som lysozym
(Akula et al., 2022). Vid aktivering som leder till degranulering frisétter
mastceller manga inflammatoriska mediatorer, vilket bidrar till forstédrkning av
inflammationssvaret och snabb rekrytering av andra immunceller.

Neutrofiler dr viktiga i det akuta inflammatoriska svaret. De rekryteras snabbt
till inflammationsomraden via kemokinsignalering, och bidrar till det
antimikrobiella forsvaret genom fagocytos, produktion av reaktiva syreradikaler,
och friséttning av proteolytiska enzymer. Neutrofiler kan dven bilda sa kallade
neutrophil extracellular traps (NETs), som bestér av extracellulart DNA med
histoner och enzymatiska proteiner, och bidrar med att fainga och bryta ned
fraimmande organismer. Samtidigt kan dverdriven neutrofilaktivering bidra till
vavnadsskada och fibros (Pham, 2006).

Rekryteringen av neutrofiler i lungorna vid inflammation regleras 1 viss
utstrickning av CXC-kemokiner. CXCL6 &r en kemokin som attraherar
neutrofiler till inflammationsomraden, och den kan produceras av epitelceller,
makrofager, och endotelceller enligt en in vitro studie (Pampalone et al., 2024).
Vid akut inflammation 1 lunga pé réttor, inducerad med bleomycin och lungskada
orsakad av nanomaterial, har 6kad produktion av CXCL6 setts. Aven forsok med
inandning och intratracheal instillation péa réttor har gett 6kad CXCL6 (Tomonaga
et al., 2024). Andra ELR+ motivbiarande CXC-kemokiner s& som CXCLI,
CXCL2, CXCLS5, CXCL7, och CXCLS har ocksa setts attrahera neutrofiler
(Rohde et al., 2014).

Cytokinen IL-17A har en viktig regulatorisk funktion och stimulerar
epitelceller till att producera CXCL6 och andra neutrofilrekryterande kemokiner,
vilket forstiarker den inflammatoriska responsen (Fossum et al., 2017). Neutrofiler
kan dven rekryteras till inflammerade omraden med hjélp av elafin, som &r en
antimikrobiell peptid som uttrycks av alveolarmakrofager och epitelceller (Rohde
etal., 2014).
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Det adaptiva immunsvaret i lungan domineras av T-lymfocyter, vilka har en
avgorande roll i att koordinera immunresponsen och upprétthilla homeostasen 1
lungorna. Hos hést dterfinns CD8+T-celler i BAL-vétska, medan CD4+T-
hjalparceller framst cirkulerar i perifert blod (Gressler et al., 2022). CD4+ T-celler
kan differentiera till olika effektorcell-subtyper beroende pa cytokinsignalering.

Thl-celler producerar typl cytokiner, sdsom IL-2, interferon-gamma och TNF-
alfa och frimjar cellmedierad immunitet, medan aktiverade Th2-celler istillet
producerar typ2 cytokiner sasom IL-4, IL-5 och IL-13 och &r viktiga vid
parasitinfektioner, allergiska reaktioner, och humoral immunitet. Utover dessa
finns dven andra subtyper, som Th17-celler, vilka frimst bidrar till rekrytering av
neutrofiler, och forstarkning av inflammatoriska processer (Geginat et al., 2014;
Wan, 2010).

Cytokinmiljon i lungan varierar beroende pa typ av infektion eller
inflammatoriskt tillstdnd, vilket speglar den komplexa regleringen av
immunresponsen (Richard et al., 2014). Balansen mellan de olika celltyperna och
cytokinerna dr avgdrande fOr att kunna eliminera patogener och samtidigt
begridnsa dverdriven vivnadsskada.

1.4 Kemokiner

Kemokiner dr en grupp sma, konserverade cytokiner, som &r involverade i ménga
biologiska processer, inklusive kemotaxi, degranulation av leukocyter,
angiogenes, och hematopoes. De verkar genom att binda till G-proteinkopplade
receptorer. Kemokinerna delas in i undergrupper beroende pa placeringen i
peptidkedjan av de tva till fyra forsta konserverade cystein-aminosyrorna. De tva
storsta undergrupperna dr CC-och CXC-kemokiner. Hos CC-kemokiner sitter de
forsta tva cysteinerna bredvid varandra, medan hos CXC-kemokiner separeras de
med en aminosyra-rest (Miller och Mayo, 2017).

CXC-kemokinerna kan i sin tur delas in i ELR(+) och ELR(-) beroende pa om
de har ett specifikt trepeptidmotiv innan de konserverade cysteinresterna,
bestdende av glutaminsyra (E), leucin (L), och arginin (R). ELR(+)-kemokinerna
ar angiogeniska och har in vitro visat sig vara kemotaktiska for endotelceller och
andra celltyper. ELR(-)-kemokinerna har ddremot angiostatiska egenskaper 1
ndrvaro av ELR(+)-kemokiner eller andra angiogeniska faktorer. Aminosyra-
motivet ELR har visat sig vara viktigt vid ligand-receptorinteraktioner pa
neutrofiler, och motivet dr mycket konserverad 1 alla CXC-kemokiner som har
biologisk aktiveringsformaga av neutrofila granulocyter (Strieter et al., 1995).

Till skillnad fran CXC-kemokinerna som frimst verkar pa neutrofiler, verkar
CC-kemokiner framst kemotaktiskt pd monocyter men bidrar ocksa till deras
differentiering till makrofager (Yan et al., 2024).
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Eftersom kemokiner ar viktiga for ménga biologiska aktiviteter har de dven en
viktig roll 1 de flesta och olika patologiska tillstand, bland annat cancer och HIV
(Miller och Mayo, 2017).

1.5 CXCL6

Det finns begrinsad information om CXCL6 hos hést, men genen finns annoterad
1 genomet och antas binda till samma receptorer och ha lika egenskaper som hos
ménniska (UniProt). Majoriteten av tillgdnglig kunskap kommer frén studier
gjorda pa minniska och gnagare. De flesta studierna gjorda pA CXCL6 hos hist
har varit 1 kombination med andra kemokiner, och framst i tillstdnd sasom
senskador och fang.

Hos mus &r CXCLS5 ortolog mot CXCL6 hos ménniska, och hos ratta har
CXCLS5 nyligen bytt namn till CXCL6 (Zlotnik och Yoshie, 2012). Hos mdss
uttrycks CXCLS5 i lungor och ér delaktig i inflammatoriska processer
(Bahudhanapati et al., 2024). Hos méanniska uttrycks CXCL6 primirt i lungor,
hjirta, lever, pancreas, hjdrna, njurar, och placenta (Du et al., 2024).

CXCL6 kodar for en kemokin med samma namn, CXCL6 (C-X-C motif
chemokine ligand 6), 4ven kallad GCP-2 (granulocyte chemotactic protein-2). Det
ar en ELR+-CXC-kemokin som har en viktig roll i immunf6rsvaret. Initialt
isolerades CXCL6 uttryck och protein fran osteosarkomceller. CXCL6 delar i
stort samma uppbyggnad som CXCLS (IL-8), och dr primért involverad i
kemotaxi, vilket innebér att den fungerar som en signalmolekyl for att attrahera
immunceller till inflammationsomradet (Cheng et al., 2019).

CXCL6 rekryterar neutrofiler och monocyter genom att binda till tva G-
proteinkopplade receptorer, CXCR1 och CXCR2. P4 humana perifera leukocyter
uttrycks CXCR1 och CXCR2 hogst pa neutrofiler, och bada receptorerna uttrycks
ungefar lika mycket. Monocyter uttrycker ddremot hogre nivaer av CXCR2 dn
CXCRI1. Till CXCR2 binder dven andra CXC-kemokiner, men det ar bara
CXCL6 och CXCL8 som binder till CXCR1 (Cheng et al., 2019). Av dessa tva
receptorer anses CXCR2 vara den viktigaste for CXCL6-medierad
neutrofilrekrytering. Bindningen till CXCR2 leder till 6kad kéirlpermabilitet och
plasma-extravasering, vilket ar viktigt for att rekrytera leukocyter till platsen for
inflammation eller infektion. I mdss har inte rollen av CXCR1 etablerats for
neutrofilmigration (Bullock och Richmond, 2021). Bindning till CXCR2 é&r viktig
for inflammatoriska sjukdomar sa som astma, ARDS (acute respiratory distress
syndrome), autoimmuna sjukdomar, COPD (chronic obstructive lung disease) och
cancer. Uppregleringen av CXCR2 och 6kad neutrofilmigration har ett samband
med kronisk inflammation (Cheng et al., 2019).

In vivo leder CXCLG6 till ansamling av neutrofiler, 6kad kirlpermeabilitet, och
plasmaextravasering. /n vitro har CXCL6 visat 6ka intracelluldra kalciumnivéer,
inducera frisittning av MMP9, och vara kemotaktisk for neutrofiler och
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endotelceller (Gijsbers et al., 2004). CXCL6 proinflammatoriska egenskaper gor
att den effektivt kan modulera immunsvar. CXCL6 kan dven verka synergistiskt
med IL-8 for att 6ka inflammationssvaret genom 6kad neutrofilkemotaxi (Sun et
al., 2025). CXCL6 framjar angiogenes och tumorcellmigration genom att oka
aktiviteten av MMP-9, ett enzym som bryter ned extracelluldr matrix, vilket
underlattat spridningen av tumorceller. Utover det har CXCL6 mycket starkare
antibakteriella egenskaper an CXCL5 och CXCL7 vid lokal infektion (Tamimi et
al., 2022). CXCL6 framjar tumOrprogression genom att reglera angiogenes,
cellmotilitet, celltillvixt, immuncellsinfiltration, och genom att modulera lokala
anti-tumor svar (Ma et al., 2017). Vid inflammation dr det framfor allt
makrofager, epitelceller, och mesenkymala celler som producerar CXCL6
(Chittur et al., 2011). IL-1p har visats vara en stark inducerare av CXCL6,
tillsammans med LPS, vid humana forsok (Gijsbers et al., 2004). Uttrycket av
CXCL6 regleras genom transkriptionsfaktorer s& som EHF, dédr minskat uttryck
kan leda till nedreglering av CXCL6, bade under normala omsténdigheter och
inflammatoriska (Proost et al., 1993). IL-17 uppreglerar uttrycket av CXCR2
kemokiner, vilket kan tyda pa att Th17-celler dr viktiga i neutrofilsvaret som man
ser vid allvarlig astma och COPD (Traves och Donnelly, 2008).

1.6 Sjukdomar dar CXCL6 ar av relevans

CXCL6 dr involverad i manga olika sjukdomar, exempelvis olika typer av cancer
och tumoérsjukdomar, men dven akuta och kroniska inflammatoriska tillstdnd och
har visats bidra till tumortillvixt, metastasering, angiogenes, och neutrofil-
medierad vivnadsskada. Ett okat uttryck av CXCL6 har pavisats i flera
sjukdomstillstind hos badde ménniska och djur vilket indikerar bred biologisk
relevans.

I lungorna spelar CXCL6 en viktig roll 1 regleringen av inflammatoriska
processer, framst genom att rekrytera neutrofiler till luftvigarna. Vid cystisk
fibros inducerar cytokinen IL-17A produktionen av CXCL6 i bronkernas
epitelceller, vilket leder till neutrofili och en 6kad inflammation i lungorna. Den
neutrofildominerade inflammationen &r sarskilt framtrddande 1 det tidiga forloppet
av sjukdomen. Genuttrycket av CXCL6 1 lungorna regleras bland annat av EHF,
som aktiveras vid inflammatoriska stimuli som IL-17A och LPS (Fossum et al.,
2017).

Hos patienter med idiopatisk pulmonell fibros har d&ven forhdjda nivéer av
CXCL6 pévisats 1 BAL-vitska . Blockering med anti-CXCL6-antikroppar
minskade neutrofilinfiltrationen och kollagendepositionen hos lungorna i moss
(Besnard et al., 2013).

Ovriga sjukdomstillstind som CXCL6 har visats vara uppreglerad i ér olika
typer av cancer och tumorer, da den &r involverad i angiogenes och tumdrgenes
(Gijsbers et al., 2004). Uppreglering av CXCL6 har pavisats 1 flera tumorcellinjer
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samt i mesenkymala celler (Cheng et al., 2019). Uppregleringen identifierades i
smacellig lungcancer, och uttrycket korrelerade med tumorprogression, speciellt
under sdmre forhallanden s som vid brist pa syre (Cheng et al., 2019). Vid
smacellig lungcancer fungerar CXCL6 som en autokrin tillvaxtfaktor (Oliveira-
Ferrer et al., 2020).

Vid gastrointestinala tumdrer paverkar CXCL6 tumorprogression genom
angiogenes och kemotaxi av neutrofiler vilket 6kar tumorcellernas invasiva
formaga (Cheng et al., 2019). CXCL6 har dven visats vara overuttryckt vid
brdstcancer, lungcancer, colorektalcancer, thyroideacancer (Ma et al, 2017),
osteosarkom, endometrialcancer (Tamimi et al., 2022), och prostatacancer (Liu et
al., 2013).

Andra sjukdomar som CXCL6 &r involverad i &r till exempel inflammatoriska
tarmsjukdomar déruttrycket i kolon hos patienter med ulcerativ kolit var hogre
jamfort med med kontrollgrupper (Boshagh et al., 2019), ledrelaterade problem
(Bundgaard et al., 2020), och virusinfektioner. I luftvdgar hos spadbarn
infekterade med hRSV hittades CXCL6 i nasofaryngeala aspirat, men inte i friska
kontroller. hRSV-infektion stor polariteten av pediatriskt respiratoriskt epitel i
lungorna, och associeras med immunomodulerande proteiner som CXCL6
(Touzelet et al., 2020).

I tarm hos hést har man sett att forhdjda nivder CXCL6 kan indikera fordndring
av mikrobiotan i olika tarmpartier, detta eftersom IL-17 som skyddar mot
extracelluldr bakteriella patogener uppreglerar uttrycket av CXCL6 (Moss et al.,
2024).
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2. Syfte

Syftet med studien &r att med qPCR validera uttrycket av CXCL6 i ekvina
lungceller exponerade for Parascaris univalens L3 larver. Hypotesen ar att genen
uppregleras dé den i en tidigare pilotstudie visats vara det, samt att den skulle
kunna vara relevant i immunsvaret mot Parascaris univalens-infektioner.
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3. Metod

3.1 Litteratursokning

Till litteratursokningen anvandes framst databaserna PubMed, Google Scholar,
och Nature. Aven Al-sokmotorn Ai2 Asta anvindes for att hitta artiklar.
Foljande sokord anvéindes: "CXCL6”, "GCP-2", ”Parascaris”, ”Parascaris

2 9 29 99

univalens”, ”equine lung”, horse roundworms”, ’horse”, "immune response”,
”chemokines”, "immune response nematodes”, “immune response lungs” i olika
kombinationer.

Det var svart att vara selektiv kring artiklar da omradet &r vildigt begrénsat,
och det inte hittades ndgra artiklar som uppfyllde de tre viktigaste sokorden
tillsammans (”Parascaris univalens”, ”’CXCL6”, och "horse”). Ménga artiklar
som anvéndes uppfyllde dérfor bara enstaka av s6korden vilket innebar att mycket
information, speciellt om CXCL6 och immunsvaret, fick extrapoleras fran andra

djurslag, ascarider, och forskningsomraden.

3.2 Framrening av Parascaris univalens agg

Parascaris univalens dgg renades fram fran insamlade trackprov.

Initialt gjordes en dggrakning i proverna, 3 g av tricken mattes upp och
blandades med 42 ml vatten, for att sedan silas genom en 150 pum sil. Vitskan
samlades 1 15 ml ror for att sedan centrifugeras vid 1500 rpm i 3 minuter.
Supernatanten aspirerades bort. Pelleten blandades sedan med 15 ml méttad
socker-salt-16sning bestdende av 360 g NaCl, 1000 ml vatten, och 500 g socker.
Sedan fylldes McMaster kammaren och antal dgg rdknades. Antalet
multiplicerades sedan med 50 for att f4 den totala ’eggs per gram” (EPQG).

EPG anvindes sedan for att uppskatta totala méngden dgg i trickprovet.
Tréacken blandades med lika méngd vatten med hjdlp av en stavmixer och silades
sedan genom ett 1 mm filter. Det spolades med kranvatten tills bara fast material
var kvar. Det som hade gatt genom 1 mm-filtret silades sedan genom 150 pm pa
samma sitt, ddrefter genom ett dubbel-filter som bestod av ett 70 pm filter pa
utsidan och med ett 110 pm filter stdende i 70 um filtret. Parasitmaskéggen
tvittades sedan tills vattnet som rann igenom var farglost/klart. Innerfiltret togs
sedan bort och det som var kvar fordes dver till ett 15 ml Falcon-ror. Aggen
sedimenterades genom att centrifugera pa 1000 g 1 5 minuter, varpa vétskan
aspirerades och pelleten suspenderades 13,5 ml vatten. Detta upprepades tre
génger och efter sista centrifugeringen och aspirationen fylldes roren med 13,5 ml
“Milton-solution”, och blandades tills det blev homogent, sedan centrifugerades
dggen pad 425 g i 5 minuter.
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Supernatanten i 3,5 ml fraktioner fordes sedan over i fyra 15 ml Falcon ror, och
blandades med vatten for att spida “Milton-solution”. Aggen tvittades sedan tre
génger med vatten och centrifugerades pa 1000 g i 5 minuter. Aggen riknades och
flyttades till en Erlenmeyer flaska, som forvarades i en skakinkubator i morker for
att mogna. Ungefdr 21 dagar efter framrening hade L2/L3 larver mognat fram i
dggen. Efter formalinbehandling 6ver natt, och flera tvéttar av dggen, klacktes de
mekaniskt med 7 slag i en glashomogenisator. Kldckta larver flyttades till en
“migration device” (20 um sil) under fyra timmar, varpa migrerade larver
riknades och forbereddes for “challenge” av BAL-cellerna i kultur.

3.3 Bronkoalveolart lavage

Bronkoalveolért lavage (BAL) utfordes pa 13 olika individer i dldrarna 6 ménader
till 5 ar for att fa ut cellerna. Histarna spolades med 300 ml NaCl vardera, BAL-
vitskan samlades, och transporterades kylt tillbaka till labbet for vidare
cellisolering.

3.4 Cellisolering och stimulering

BAL-vitskan centrifugerades och tvittades 1 flera steg for att fa ut lungcellerna:
BAL-vitskan spiaddes forst med 1 volym PBS, och centrifugerades darefter vid
1300 rpm i 5 minuter. Supernatanten avldgsnades och mer PBS tillsattes till
pelleten. Tviéttsteget upprepades fyra till fem ginger.

Efter sista tvitten rdknades cellerna, och cellpopulationen bestod
huvudsakligen av immunceller, sisom monocyter/makrofager, lymfocyter, och
enstaka granulocyter. Av dessa celltyper dr de framfor allt monocyter och
makrofager som uttrycker CXCL6.

2x 1076 BAL-celler per brunn sattes upp och odlades i kultur (serumfri HBSS-
medium eller DMEM) i1 6-hélsbrunnar, och exponerades i triplikat med 1000 per
brunn av de framkliackta migrerade L3-larverna. BAL-cellerna exponerades for
larver 1 6 respektive 24 timmar. Ostimulerade BAL-celler anvindes som kontroll.
Individer A6-A10 exponerades i 6 timmar, och individer A1-A5,37, 71, och 111
exponerades i 24 timmar.

3.5 RNA-extraktion fran stimuleringsforsokstillfalle

TotalRNA extraherades fran stimuleringstillfdllet med TRIzol-reagens. Cellerna
lyserades i 1 ml TRIzol, och 0,2 ml kloroform per ml TRIzol. Provet inkuberades
1 10 minuter och centrifugerades sedan i 15 minuter pa 12000 rpm i 4 °C. Den
Ovre farglosa vattenfasen, innehdllande RNA, 6verfordes till nytt rér. Den undre
roda fasen innehaller TRIzol, det bildas som en hinna mellan faserna,
innehallande proteiner, lipider, och genomiskt DNA.
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TotalRNA isolerades sedan med Macherey-Nagel nucleospin RNA Clean-up
XS-kolonner enligt tillverkarens instruktioner. En volym Buffer RCU tillsattes till
provet i det nya roret och blandades tva ganger, 5 sekunder per gang. Max 300 pl
at gdngen av provblandningen sattes i en Nucleospin RNA XS-kolonn som satt i
ett uppsamlingsror, och centrifugerades i 30 sekunder vid 11000 rpm. Steget
upprepades da provmingden Gversteg 300 pl.

Kolonnen placerades i ett nytt uppsamlingsrdr (2 ml) och centrifugerades i 30
sekunder pa 11000 rpm. Sedan tillsattes 400 ul Buffer RA3 till kolonnen och den
centrifugerades aterigen i 30 sekunder pa 11000 rpm. Genomflodet kasserades.
Ytterligare 200 pl Buffer RA3 tillsattes. For att torka totalRNAt centrifugerades
kolonnen i 2 minuter pa 11000 rpm.

Slutligen placerades kolonnen i ett nukleas-fritt uppsamlingsrér (1,5 ml), och
RNA:et eluerades med 30 pl RNase-fritt vatten. Det isolerade RNA samlades i
uppsamlingsroret.

3.6 cDNA syntes

cDNA syntetiserades fran det framtagna totalRNAt genom omvénd transkription
(Superscript IV, Invitrogen). Forst bestimdes RNA-koncentrationen med
NanoDrop. Resultatet fran NanoDrop efter RNA-extraktion syns i tabell 1.

Tabell 1. Resultat fran NanoDrop.

Prov Koncentration 260/280 260/230
Cl 79,42 ng/ul 1,64 0,72
C2 55,73 ng/ul 1,7 0,66
C3 52,90 ng/ul 1,63 0,93
P1 64,31 ng/pl 1,48 0,23
P2 69,89 ng/ul 1,5 0,22
P3 41,44 ng/ul 1,56 0,51

Den bista kontrollen valdes, det vill sdga den som hade ett virde ndrmast 2 pa
260/280, och ndrmast 1 pa 260/230. Det blev i detta fall C3. Utifran
koncentrationen pd C3 anvéndes 3,8 pl RNA och 18,2 pl DNas treatment mix (73
ul Nukleas-fritt vatten 1 DNas mixen).

Sedan forbereddes en lite storre méngd av master mixarna dn vad som
berdknades behdvas for alla prover, for att ta hdnsyn till eventuellt spill eller
felpipettering. Tabell 2 dr for DNas treatment mix, tabell 3 for master mix 1, och
tabell 4 for master mix 2.
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Tabell 2. Volymer for DNas treatment mix.

Reagens 1x volym 10x volym
(u) (u)
10x buffer 2,2 22
AMPD1 2,2 22
Nukleas-fritt vatten Upp till 22 Upp till 220
Total volym 22 220
Tabell 3. Volymer for master mix 1.
Reagens 1x volym 10x volym
(1 ()
dNTP 10 uM 1,2 12
Random hexamer 1 10
Oligo DT 0,2 2
Total volym 2,4 24
Tabell 4. Volumer for master mix 2.
Reagens 1x volym 10x volym
(1 ()
RT+ RT- RT+ RT-
5x buffer 4 0,8 40 8
0,IM DDT 1 0,2 10
Superscript [V RT 1 0 10 0
(200 U/ul)
Nukleas-fritt vatten 1 0,4 10 4
Total volym 7 1,4 70 14

For master mix 2 blandades ett ror med reverse transcriptase och ett utan. Det
ar master mix 2 som gor sjélva transkriberingen frdn RNA till DNA. Anledningen
till att gora det dr for att se om det fanns DNA 1 proven frén borjan.

For att eliminera eventuellt genomiskt DNA som kan férekomma, behandlades
RNA-proverna med DNase. Volymen RNA som anvéndes var det som kridvdes
for att den totala mdngden RNA skulle bli 200 ng, vilket varierade beroende pa
koncentrationen, sedan tillsattes DNas treatment mix sé att den totala volymen
skulle bli 22 pl.

DNase treatment mix bestod i detta fall av 11 pl (5x 2,2 pl) 10x buffer, 11 pl
(5x 2,2 ul) AMPD1, 88 pul Nukleasfritt vatten, vilket racker till fem prover.

Reagenserna blandades forsiktigt genom pipettering och inkuberades 1
rumstemperatur i 15 minuter. Dérefter tillsattes 2,2 ul EDTA (DNase stop) for att
stoppa reaktionen. Detta gjordes l6pande for alla prover. Sedan inkuberades
proverna i 70 °C i 10 minuter, kyldes pa is 1 5 minuter, och centrifugerades sedan
kort.
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For syntes av cDNA tillsattes 2,4 pl master mix 1 till det DNase-behandlade
RNA:et (24,2 ul), sa den totala volymen blev 26,6 ul for respektive prov. Master
mix 1 bestod i detta fall av 6 ul (5x 1,2 ul) ANTP 10 uM, 5 pl (5x 1 pl) random
hexamer, och 1 pl oligo DT. Den totala volymen var 12 pl. Blandningen
inkuberades 1 59 °C pa en varmeplatta 1 5 minuter, och sattes sedan pa is 1 drygt
en minut. Sedan tillsattes 7 pl av master mix 2 till 22,2 ul RNA, vilket gjorde den
totala volymen 29,2 ul. Master mix 2 (RT+) bestod av 20 ul 5x buffer, 5 ul 0,1M
DDT, 5 ul superscript, 5 pl Nukleasfritt vatten.

En negativ kontroll utan enzym (RT-) inkluderades for varje prov for att
kontrollera kontamination av genomiskt DNA, reagenserna for det bestod av 4,4
ul RNA, 0 master mix 2, och 1,4 ul RT- master mix. Den totala volymen for
vardera prov var 5,8 pl. RT- master mixen bestod av 4 pl 5x buffer, 1 ul 0,1M
DDT, och 2 pl Nukleasfritt vatten, vilket récker till 5 prover.

Proverna blandades forsiktigt med pipett, och inkluberades sedan 15 minuter i
25 °C, 60 minuter i 55 °C, och slutligen 15 minuter i 70 °C for att inaktivera
enzymet.

Proverna med cDNA spédddes sedan 1:5 med RNasfritt vatten ochforvarades i -20
°C tills vidare analys.

3.7 gPCR

Forst forbereddes master mixen till gPCR, volymerna syns i tabell 5.

Tabell 5. Volymer for gPCR master mix.

Reagens 1x volym 40x volym
(1D ()

SYBRGreen master 12,5 500

mix

Primer fwd (10 uM) 1 40

Primer rev (10 pM) 1 40

Nukleasfritt vatten 8,5 340

Total volym 23 920

Primerkoncentrationen ska vara 10uM for att ge 400 nM i reaktionsvolymen, de
som fanns var 100uM vilket innebar att de spaddes. I detta fall bestod master-
mixen av 875 ul SYBR green, 70 ul primer fwd, 70 ul primer rev, och 595 ul
nukleasfritt vatten.

Till 96-halsplattan tillsattes 2 pl prov samt 23 pl master mix per brunn.
Primerparen som anvéndes for CXCL6 var:
Forward (5' -> 3'): CAAGAAGGAAGTCTGTCTGGACC
Reverse (5' > 3'): AGCCGCAGGGACAAACATAG
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Vilket ger oss en 271 baspar lang PCR produkt . Programmet for qPCR-kérningen
syns i tabell 6.

Tabell 6. Programmet for gPCR.

Steg Cykler Temperatur ~ Tid

Denature 1 95°C 5 minuter

Amplification 39 95°C 15 sekunder
60 °C 30 sekunder
72 °C 30 sekunder

Melt curve 60 °C -> 95 10 sekunder

(smaéltkurva) °C med 0,5 dwell time

°C steg

Primerarna blev testade for att hitta optimal temperatur. Efter gJPCR
storleksseparerades en av produkterna pd 1% agarose-gel for att kontrollera att
produkten var av ritt storlek. Fran qPCR é&r det Cq/Ct-virdet (det virde som fas
ndr mitbar produktmingd har bildats) som ska anvéndas till berdkningarna.
Troskelvérdet for positiv signalstyrka som anviandes var 460 for proverna samt
referensgenerna. Sméiltkurvan fungerar som kvalitetskontroll for att kontrollera att
det bara &r en produkt och av rétt storlek.

3.8 Kvantifiering av varden fran gPCR och statistisk
analys

Metoden som anvéndes for att berdkna forandringen i genuttrycket fran qPCR-
datan var AACt (AACq). Mélgenens (CXCL6) Ct-virde normaliserades mot ett
geometriskt medelvirde av referensgenernas (RPL32 och GAPDH) Ct-virde.
alltsé roten ur (x> + y?), och sedan jimfordes differensen mot kontrollerna for
respektive prov (Livak och Schmittgen, 2001).

For att se om uppregleringen av genuttrycket var signifikant 1 proverna jamfort
med kontrollerna gjordes en parad analys med Student’s t-test. Medelvirdet fran
triplikaten jimfordes mot sin egen kontroll. Ett p-véirde pa under 0,05 tyder pa
statistisk signifikant skillnad. Proverna analyserades tillsammans men dven
indelat efter exponeringstid.
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4. Resultat

For att kunna gora normalisering av qPCR-data analyserades uttrycket av tva
referensgener, GAPDH och RPL32. Ct-virdena uppvisade ldg variation mellan
proverna och ingen signifikant skillnad observerades mellan prover och kontroller
for nagon av referensgenerna, vilket indikerar stabilt uttryck och lamplighet for
normalisering.

Uttrycket av CXCL6 analyserades med qPCR. Det relativa uttrycket
berdknades med AACt-metoden. Ct-virden normaliserades forst mot medelvérdet
av referensgenerna for att erhélla ACt-viarden, och dérefter jamfordes proverna
med kontrollerna for berdkning av AACt. Det relativa genuttrycket uttrycks som
fold change (2"-AACt).

For statistisk analys gjordes parad analys (Student’s t-test) ddr medelvérdet av
ACt-vérden frén triplikaten jamfordes mot respektive kontroll. Konfidensgraden
var 95%. Resultaten visualiserades med spaghetti plots for bdde ACt och fold
change (2"-AACt) for léttare visualisering.

Tabell 7 &r en Oversikt av resultaten frén den parade analysen.

Tabell 7. Oversikt resultat.

Individer Exponeringstid p-virde Konfidensintervall Genomsnittlig
skillnad (mean
difference)

Samtliga - <0,05 -3,96 till -1,38 -2,67

Kohort 1: 6 timmar >0,05 -3,28 till 1,5 -0,88

A6-A10

Kohort 2: 24 timmar <0,05 -4,95 till -2,63 -3,79

A1-As, 37,

71,111

4.1 Samtliga individer

Nir samtliga 13 individer analyserades tillsammans, oavsett tid for exponering,
erholls ett p-varde pa 0,000694. Konfidensintervallet var -3,96 till -1,38. Den
genomsnittliga skillnaden mellan exponerad och kontroll 14g pa -2,67.

Figur 1A och 1B visar skillnaden i1 genuttrycket av CXCL6 for samtliga
individer oavsett lingden pa exponering. Figur 1A &r baserad pa ACt-vérden, och
Figur 1B &r utifrén fold change (2*-AACt) for littare visualisering.
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Figure 1A. CXCL6 ACt Paired Analysis Figure 1B. CXCL6 Relative Expression
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Figur 14 och B. Spaghetti plot 6ver samtliga individer, oavsett tid for exponering. Figur
1A dir utifirdn viirdena pd ACt, och 1B dr utifrdn viirdena pd fold change (2°-AACt). A6-
A10 exponerades for Parascaris L3-larver i 6 timmar, och resterande individer i 24
timmar.

4.2 Forsta kohorten

For den forsta kohorten (individer A6-A10), erhélls ett p-virde pa 0,3631.
Konfidensintervallet var -3,28 till 1,5. Den genomsnittliga skillnaden 14g pa -0,88.

Figur 2A och 2B visar resultatet frdn den forsta kohorten, som blev exponerad i
6 timmar. 2A &r utifrdn ACt-virdena, och 2B ér utifran fold change (2*-AACY).

Figure 2A. CXCL6 ACt Paired Analysis (A6-A10) Figure 2B. CXCL6 Relative Expression (A6-A10)
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Figur 24 och B. Figur 24 visar en spaghetti plot utifrdin ACt-véiirden for A6-A10 som blev
exponerade i 6 timmar, och 2B dr utifran virdena pd fold change (2"-44Ct).

4.3 Andra kohorten

For den andra kohorten, individer A1-AS, 37, 71, och 111, erhélls ett p-virde pa
0,00012. Konfidensintervallet lag pa -4,95 till -2,6267, och genomsnittlig skillnad
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-3,788.

Figur 3A och 3B i#r resultatet frin proven A1-A5, som kom fran samma
anlidggning som A6-A10, men blev exponerade i 24 timmar. Figur 3A #r en plot
efter ACt-virdena, och Figur 3B ir efter fold change (2"-AACY).

Figure 3A. CXCL6 ACt Paired Analysis (A1-A5) Figure 3B. CXCL6 Relative Expression (A1-A5)
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Figur 34 och B. Figur 34 dr en spaghetti plot over ACt-viirden fran den andra kohorten,
A1-A5, exponerade for Parascaris L3-larver i 24 timmar. Figur 3B dr utifrdn virdena pd
fold change (2"-A4Ct).

Figur 4A och 4B visar resultaten fran individ 37, 71, och 111 som blev
exponerade i 24 timmar. Figur 4A &r efter ACt-vdrden, och 4B ir utifran fold

change.
Figure 4A. CXCL6 ACt Paired Analysis (37, 71, 111) Figure 4B. CXCL6 Relative Expression (37, 71, 111)
0 32
4 L1 % 16+
w
o~
g
AN D ! D
2 N\ 111 57 1
&1 R ) )
< N -+ 37 z o -+ 37
A\ o 7
N * 71 3 4 7 e
3 N & /
\ 5
: s
&
-4 21 4
| A
5
Control Experimental Control Experimenial
Condition Condition

Figur 44 och B. Figur 44 visar en spaghetti plot 6ver ACt-viirden fran prov frdin den
andra kohorten, 37, 71, och 111, och 4B dr utifran fold change (2"-44Ct).

Figur SA och 5B visar resultatet frdn hela den andra kohorten, det vill sdga individ
A1-A5, 37,71, och 111. Vilket ir alla individer som blev exponerade i 24 timmar.
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Figure 5A. CXCL6 ACt Paired Analysis (A1-A5, 37, 71, 111) Figure 58. CXCL6 Relative Expression (A1-A5, 37, 71, 111)
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Figur 54 och B. Spaghetti plot 6ver samtliga individer fran den andra kohorten, 54 dr
utifran ACt-vdrden, och 5B dr utifran fold change (2"-44Ct).
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5. Diskussion

Denna studie undersokte hur exponering for Parascaris univalens 13-larver
paverkade uttrycket av CXCL6 i ekvina lungceller. Resultatet visade att CXCL6
uppreglerades efter exponering for larver, detta var sirskilt tydligt i den andra
kohorten som var exponerad i 24 timmar, vilket tyder pa att genen skulle kunna
vara involverad i det tidiga immunsvaret i lungorna mot parasitmasken.

5.1 Tolkning av resultat

Studien genomfordes i tvd separata kohorter. Den forsta kohorten bestod av fem
ildre individer, A6-A10, och exponerades for Parascaris-larver under 6 timmar.
Da resultatet fran denna kohort var svartolkat upprepades forsoket med en andra
kohort bestdende av 4tta individer, A1-AS, 37, 71, och 111 dér exponeringstiden
istéllet var 24 timmar. Den andra kohorten analyserades bade tillsammans, och
uppdelat i tva grupper utefter vilken anldggning de kom ifrén.

For den forsta kohorten erholls ett p-vérde pa dver 0,05 vid Student’s t-test,
vilket tyder pd att uppregleringen inte var statistiskt signifikant. En av individerna
i den forsta kohorten (A9) var en tydlig outlier di genuttrycket hos den individen
var nedreglerat efter exponering. Det fanns misstankar om att den individen hade
en pagéende Parascaris-infektion, vilket skulle kunna forklara resultatet. Nar
samma analys upprepades, men utan den individen lag p-virdet pd 0,1054 vilket
ar lagre men fortfarande inte statistiskt signifikant. Det skulle kunna indikera att 6
timmars exponering inte &r tillrdckligt for att inducera ett tydligt CXCL6-svar,
men man madste ha i atanke att antalet individer 1 analysen &r direkt kopplat till
den statistiska styrkan. Farre individer ger storre osdkerhet, och om det da som i
detta fall finns en outlier paverkar den resultatet mycket. Konfidensintervallet for
den forsta kohorten strickte sig 6ver 0 vilket dterigen indikerar att skillnaden fore
och efter exponering inte var signifikant. Den genomsnittliga skillnaden (mean
difference) var ungefar -0,88 for hela kohorten, och standardfelet var 0,86 vilket
nistan &r lika stort som den genomsnittliga skillnaden. Det gér uppskattningen
osdker. Fa individer och stor variation gav dven en hog standardavvikelse, 1,93.

I den andra kohorten exponerades cellerna for Parascaris 1 24 timmar, och
analysen for alla yngre individer tillsammans (A1-AS5, 37, 71, och 111) gav ett p-
varde pa under 0,05 vilket tyder pé att uppregleringen av CXCL6 var statistisk
signifikant. Konfidensintervallet lag pa -4,95 till -2,63, och en genomsnittlig
skillnad pé -3,79. Standardfelet var 0,5 vilket &r litet jamfort med den
genomsnittliga skillnaden. Standardavvikelsen lag pa 1,39.

Separat analys gav ett p-virde pa 0,0034 for individ A1-AS, som kom frén
samma anliggning som individ A6-A10, och ett p-virde pa 0,0597 for individ 37,
71, och 111 som kom fran en annan anldggning. Detta tyder pa att uppregleringen
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1 forsta gruppen var signifikant, men inte i den andra gruppen, trots att alla
individer hade uppreglerat uttryck. Men i detta fall far man dven ta hinsyn till att
antalet individer i vardera grupp var véldigt fa till antalet, speciellt i den andra
gruppen som bara bestod av tre individer.

Nar samtliga individer analyserades tillsammans oavsett exponeringstid blev p-
vérdet 0,000694 vilket indikerar statistisk signifikans. Detta beror sannolikt pa att
den andra kohorten uppvisade en starkare respons samt att fler individer i
analysen gav storre sikerhet. Analysen upprepades dven utan individ A9 for att se
om det gjorde nagon skillnad, och det gav ett dnnu ldgre p-virde.
Konfidensintervallet for analysen av samtliga individer 14g pé -3,96 till -1,38. Den
genomsnittliga skillnaden fore och efter exponering var -2,67, och standardfelet
var ungefar 0,6 vilket &r litet i jamforelse. Oavsett vilka individer man har med i
analysen tyder resultatet i alla fall pa en tendens till uppreglering.

Som referensgener anvindes GAPDH och RPL32. Referensgener fungerar som
interna kontroller, och anvinds for att kunna normalisera datan fran qPCR och
korrigera for eventuell variation mellan olika prover. Det &r viktigt att anvinda
gener som uttrycks konstant i celltyper och for grundliggande funktioner dd man
vill att de ska vara stabila.

GAPDH dér ett enzym som katalyserar den oxidativa fosforyleringen av
glyceraldehyd-3-fosfat under glykolysen. Den anvinds rutinméssigt for
normalisering av data fran qPCR-analyser (Sikand et al., 2012). RPL32 &r en gen
som kodar for en strukturell komponent av ribosomers 60S subenhet. Den ar att
foredra 6ver GAPDH eftersom den uttrycks stabilt i olika vdvnader, och har visats
lamplig att anvénda for qPCR 1 bronkoalveoldrceller (Kriegova et al., 2008).

I ingen av kohorten observerades nagon signifikant dndring av
referensgenernas uttryck, det dr som forvéintat da referensgenerna behover vara
stabila. Det dr dven en viktig kvalitetskontroll och tyder pa att férdndringarna av
CXCL6 sannolikt reflekterar biologiska fordndringar inducerade av L3-larver, och
inte bara tekniska artefakter eller andra felkéllor.

5.2 Biologisk tolkning

Att uttrycket av CXCL6 uppregleras kan tyda pa att genen ér involverad i
lungcellernas immunsvar mot Parascaris univalens 1L.3-larver, eftersom det
innebdr att genuttrycket dkade efter exponering, 1 alla fall in vitro. Att
uppregleringen var signifikant innebér dven att den inte bara var slumpmassig.
Den stora variationen mellan individer innebar dock att resultatet bor tolkas med
viss forsiktighet.

CXCL6 kodar for en proinflammatorisk kemokin som é&r starkt kopplad till
aktivering av immunsvar, speciellt neutrofilrekrytering till inflammation och
infektion. D4 neutrofiler ofta associeras med tidiga infektioner kan det tyda pa att
CXCL6 ar viktig 1 det tidiga forsvaret mot patogener. Nar spolmasklarverna
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vandrar genom lungvévnaden kan de trigga komplexa immunkaskader vilket
resulterar 1 uppreglering av CXCL6 hos de immunceller som vanligen uttrycker
genen, vilket bidrar till larvinducerad lunginflammation. Uppregleringen i
proverna var dirmed biologiskt rimligt efter att cellerna hade utsatts for
inflammatorisk stimulans i form av parasitira antigen.

Att uppregleringen blev signifikant i andra kohorten kan dven tyda pé att svaret
blir tydligare efter 24 timmars exponering, in efter 6 timmar. Det skulle kunna
tyda pa att uttrycket av CXCLG6 &r tidsberoende och okar efter langre exponering
for larverna, 1 alla fall upp till 24 timmar. Den starkare responsen efter 24 timmar
ar biologiskt rimlig eftersom inflammatoriska signalvégar och transkriptionell
aktivering kan kréva tid.

Studier som gjorts pa parasitira infektioner i lungvivnad visar pa ett
cytokinmonster som skulle kunna hjilpa till att forklara det bredare
sammanhanget som CXCL6 verkar i. Nar Ascaris-larver dr i lungorna triggar det
ett starkt, bade medfott och adaptivt, immunsvar som karaktériseras av 6kade
nivéer av cytokinerna IL-4, IL-5, IL-6, och IL-33 (Vieira-Santos et al., 2021).
Immunsvaret 6kar vid upprepade exponeringar for Ascaris, vilket leder till 6kade
nivéder av systemiska cytokiner som IL-4, IL-10, IL-17a, och TNF-alpha
(Nogueira et al., 2016). Cytokiner som IL-17 och TNF-alpha bidrar till neutrofil-
migration, och gor att mikromiljon blir fordelaktig for neutrofiler. Eftersom dessa
cytokiner som dr associerade med neutrofiler 6kar vid parasitmaskinfektion &r det
inte helt omojligt att det &r rimligt att CXCL6 ocksa uppregleras.

Aven om forskning har gjorts pa Parascaris univalens, lungans immunsvar,
och CXCL6 var for sig, ar det inte mycket som har gjorts som inkluderar alla
delar tillsammans, speciellt inte gidllande fordndringar 1 genuttrycket. Enbart att
hitta information om Parascaris univalens paverkan pd immunsvaret var svért och
mycket information dr extrapolerad fran andra ascarider och djurslag. S6korden
“Parascaris” och “CXCL6” gav tillsammans inget resultat vid sokning pa vanliga
databaser for artiklar, bland annat PubMed och Google Scholar. Det gav inte
heller nagot resultat vid sokning i Al-litteratursokmotorer.

Da mycket av informationen kring CXCL6 kommit fran studier gjorda pé
ménniskor gor det tolkningen av resultatet i denna kontext mer osiker. Mycket
forskning som gjorts pd CXCL6 har varit ldnkad till specifika sjukdomstillstand,
och man kan inte dra slutsatsen om kemokinens paverkan i alla celler, vdvnader,
och vid alla tillstand. Det gjorde att den publicerade informationen som fanns att
tillgd gav vildigt begransat med hjdlp med avseende pa Parascaris spp. och
ekvina lungceller. Daremot dr kemokinen starkt lankad till neutrofiler, och vid
parasitmaskinfektioner har man sett att neutrofiler &r involverade. Det kan vara en
tydlig indikator pa att genen faktiskt dr involverad i immunsvaret mot Parascaris
univalens, &ven om mekanismerna inte dr klarlagda. Men det &r ytterligare en
anledning till varfor det dr viktigt att forska mer kring detta &mne.
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Om man jamfor dessa resultat med pilotstudien si stimmer det att CXCL6 ska
vara uppreglerad efter exponering, vilket starker hypotesen. Det stimmer dven
overens med andra studier som extrapolerats frdn andra djurslag eller andra
sjukdomstillstand.

5.3 Begransningar och forbattringar

Begransningar i detta arbete var att det var lungceller fran fa individer som
anvindes, och dessa individer var dven relativt lika i avseende pa exempelvis ras.
Detta kan dock dven ses som en styrka dé det kan ta bort variationen som skulle
kunna uppsté mellan olika raser. Individerna var mellan 6 manader till 5 ar gamla,
och de i den forsta kohorten (A6-A10) var #ldst. Detta kan ha paverkat resultatet
och vara ytterligare en anledning till varfor den forsta kohorten var lite klurig da
det &r storre sannolikhet att de har varit infekterade tidigare 1 livet och byggt upp
ett forsvar mot parasitmasken.

Da det var fa individer minskar den statistiska styrkan utifrén hur signifikans
raknas, da provantalet spelar in. Kraven for ett parat t-test dr bland annat beroende
av stickprovsstorleken och att méitningarna ska vara normalfordelade. Ett storre
antal individer minskar standardfelet och ger en hogre sannolikhet att se en faktisk
skillnad eftersom risken for typ II-fel blir ldgre. Detta blev speciellt tydligt nér
analysen delades upp i de olika kohorterna, och kan vara en anledning till den
statistiska signifikansen i uppreglering sett till hela studien, eftersom fler individer
g0r att paverkan frén eventuella outliers blir ldgre. Ett annat krav for parade t-test
ar att mitvardena maste komma fran samma objekt eller individ, det vill sdga
biologiska replikat i detta fall. Lungcellerna som exponerades jaimfordes med sin
egna kontroller, fran samma individ och tillfdlle utsadda i triplikat, men eftersom
det inte var samma celler som agerade som sin egen kontroll kan man motivera
for att det skulle vara tekniska replikat istéllet for biologiska.

Variationen 1 resultaten kan bero pé flera faktorer, exempelvis kan individuell
variation 1 immunrespons paverka. Andra mdjliga confounders ar skillnader 1
celltithet och celltyp i kulturerna fran BAL-vétskan, variation i kvaliteten pa
RNA:et som extraherades, samt variation i basal inflammationsniva mellan
individer. Det sistnimnda &r dock inte s troligt att det har ndgon storre paverkan
eftersom proven jimfordes mot sina egna kontroller. Tekniska faktorer som
effektiviteten av cDNA-syntesen, och variation 1 pipettering kan ocksa spela in.
Att en individ dven skulle kunna haft en pagaende infektion nér det
bronkoalveoldra lavaget utfordes kan ha paverkat analysen.

Man maéste dven ta hdnsyn till sjdlva uppldgget pa studien da man tolkar
resultatet, da den genomfordes in vitro. Cellerna var tvittade med PBS och
exponerades i en kontrollerad serumfri cellkulturmilj6. Det aterspeglar inte de
immunologiska processerna som sker i en levande organism. Det &r sarskilt
relevant ndr man ser pa immunforsvaret eftersom det dr ménga celler och
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proteiner som interagerar med varandra. Parasitmaskarna i sig dr 4ven komplexa
organismer, och aterfinns i fler vivnader och utvecklingsstadier i virden
samtidigt, vilket inte heller kan aterspeglas in vitro.

Dessutom analyserades bara genuttryck, inte proteinméngd, 4ven om O0kat
genuttryck i teorin bor leda till 6kade nivaer av proteinet. Det behdvs darfor
kompletterande analyser om man dr intresserad av den biologiska betydelsen av
sjdlva kemokinen vid spolmaskinfektioner.

Utdver detta sa ar inte CXCL6 specifik for spolmaskinfektioner, sa &ven om
den skulle kunna anvéndas som biomarkor behdver analyserna goras i
kombination med andra biologiskt relevanta matpunkter.

Forslag till framtida studier ar att upprepa detta med fler individer och fler
exponeringstider. Det dr dven relevant att undersoka fler inflammatoriska
markorer for att fa en bredare bild av immunresponsen och mekanismerna bakom.
Om nddvindigt kan man dven 1 framtiden gd vidare med in vivo studier dd det kan
skilja sig fran in vitro eftersom levande organismer dr mer komplicerade och det
ar fler celler och signalvdgar som spelar in.
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6. Slutsats

I detta forsok observerades en signifikant uppreglering av CXCL6 i ekvina
lungceller efter exponering for Parascaris univalens L3-larver. Resultatet stodjer
hypotesen om att CXCL6 uppregleras och skulle kunna vara involverad i det
tidiga inflammatoriska svaret i1 hdstens lungor vid spolmaskinfektion. Ytterligare
studier kravs dock for att bekrifta dessa fynd och for att avgéra om CXCL6 skulle
kunna fungera som en praktiskt anvdndbar biomarkor hos hast.
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sokbart pa internet. Du kan ndrsomhelst aterkalla ditt godkédnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkéinnande s
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar ldnkar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hér sidan:

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

JA, jag, Alexandra Barkfeldt har ldst och godkédnner avtalet for publicering
samt den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

(] NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse till att publicera fulltexten av
foreliggande arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och
sammanfattning blir synliga och s6kbara.
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