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SUMMARY

Inflammatory airway disease (IAD) is a respiratory disorder that most commonly
affects young horses performing at a high level. The clinical signs are often mild
but the disorder can cause a marked decrease in performance to a point where the
horse has to be taken of training and competing. The aetiology underlying IAD is
not yet fully understood. One current theory is that a type I-hypersensitivity
reaction due to allergens in the environment is the cause in some horses. The most
reliable diagnostic method is a bronchoalveolar lavage (BAL) since it reflects the
inflammatory status in the most distal parts of the lungs, which are affected in
IAD. Elevated mast cells in the BAL are thus interpreted as reflecting a type I
pulmonary hypersensitivity. However, the normal values for mast cell numbers in
BAL can vary between laboratory and cell counting methodology.

The first aim of the study is to examine how factors such as the number of cells
counted during the cytological evaluation of the BAL-fluid as well as between
reader variation affect the final result of the BAL-analysis. For this purpose, BAL
cytology slides from 12 horses taken on three occasions were assessed
independently by three readers; AE, JP and IL, and intrareader as well as
interreader comparisons for all major cell types were made. The results show a
marked between reader variation, especially in the evaluation of lymphocytes,
macrophages and mast cells where as the evaluation of eosinophils and
neutrophils appeared to be more consistent between readers. The number of cells
counted during the cytological evaluation of the BAL-fluid for the same reader
did not seem to significantly affect the result of the BAL-analysis.

The accompanying aim of this study was, after examination of the repeatability
and comparability of assessment of BAL mast cells, to examine the relationship
between an increase in mast cells and selected mRNA gene products of
proinflammatory cytokines, interleukins (IL)-4 and IL-5 of the Ty2 or allergic
reaction, and IL-6 in its association with inflammation. Defining such
relationships can help to clarify whether the aetiology behind IAD where BAL
mast cells are elevated has cytokine changes associated with the type I-
hypersensitivity reaction or whether the elevation is associated with a more
general inflammatory process where upregulation of IL-6 would be expected.
Examination and BAL were performed on 12 horses on three different occasions.
Using BAL cell counts from these original assessments, individual horses that had
sampling periods with low percent mast cells as well as sampling periods where
mast cells were considered high, being at least a two fold increase over the low
sampling episode were selected. This resulted in seven horses for which results of
real time-PCR mRNA to IL-4, IL-5 and IL-6 from their BAL fluid were compared
between sampling episodes of low versus high mast cells. While there was no
relationship between an increased level of mast cells and altered regulation of
mRNA of IL-4 or IL-5 there was a significant (p=0,022) downregulation of IL-6
mRNA in association with increased BAL mast cell percentage. The horses in this
selected group concomitantly had significantly increased neutrophils (p=0,043)
when mast cells were low, which was the most probable reason for the
unexpected changes to mRNA to IL-6. Nonetheless, the study failed to support
the role of mast cells as contributing to the inflammation seen in horses with TAD.
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INLEDNING

Under lang tid har termen chronic obstructive pulmonary disease (COPD) anvénts
for att beskriva alla tillstind med ackumulering av mucus och neutrofiler i
frénvaro av infektion i luftvdgarna hos hist, vilket ticker in savél vuxna histar
med kraftigt kvickdrag som yngre hdstar med nedsatt prestationsformaga i
kombination med hosta. Forutom det faktum att begreppet COPD har anvints for
att ticka in ett brett spektrum av sjukdomstillstind som inte nddvandigtvis
behover ha négon relation till varandra s& rader en ofGrenlighet mellan
veterindrmedicinen och humanmedicinen dér termen anvinds for att beskriva ett
sjukdomstillstand hos dldre rokare med kraftigt nedsatt lungfunktion med en icke-
reversibel obstruktion av luftvdgarna. Saledes har man internationellt beslutat att
termen COPD inte bor anvéndas for att beskriva sjukdomstillstdnd hos hést, utan
att termen kvickdrag istdllet bor anvidndas for att beskriva den grava, men
reversibla luftvigsobstruktionen som kan ses hos vuxna héstar. Eftersom
tillstdndet ofta aterkommer 1 till exempel dalig stallmiljo ar uttrycket recurrent
airway obstruction (RAQO) dven accepterat som en adekvat nomenklatur. For att
beskriva Ovriga icke-infektiosa orsaker till hosta hos hist anvidnds termen
inflammatory airway disease (IAD). !*!172D

IAD éar en lindrig form av luftvigssjukdom som frimst ses hos unga,
hogpresterande héstar. De kliniska symptom som héstarna uppvisar inkluderar
hosta framfor allt vid anstringning och/eller utfodring, 6kad sekretion fran
luftvdgarna, nedsatt prestationsformaga, vilket i vissa fall ocksa leder till hésten
tas ur tavling och trdning samt en forlangd aterhdmtningstid efter hért arbete.
Etiologin till IAD &r dnnu ej helt faststélld, men man har sett samband med savil
omgivningsmiljo, allergener som till tidigare bakteriella infektioner som affekterat
respirationsorganen. Huruvida det finns ett samband till virala luftvagsinfektioner
ar annu ej helt faststéllt. D4 mycket tyder pa flera olika etiologier forefaller IAD
vara ett symptomkomplex for att beskriva de savil kliniska fordndringar som
fordndringar 1 respirationsorganens utseende samt i bronchoalveoldrt lavage
(BAL) och trachealaspirat som ses vid denna typ av inflammation 1
respirationsorganen. ©-'%1%*)

Diagnosen stills genom anamnestiska uppgifter, den kliniska bilden,
undersokning av luftvdgarna med fiberoptik, trachealaspirat, eventuellt
kombinerat med en bakteriologisk undersokning av mucus samt BAL, diar BAL
anses vara den mest palitliga diagnostiska metoden dia den A&terspeglar den
inflammatoriska bilden i lungornas minsta och mest distala delar vilka dr de som
primért 4r affekterade vid IAD @'**D. Aven om BAL-prover endast tas fran en
liten del av lungan har de visat sig vara representativa for utseendet i hela
lungan®. BAL-provet analyseras med avseende pi totalt cellinnehdll samt
fordelningen av inflammatoriska celler 1 form av en differentialrdkning.
Terapeutiska rekommendationer baseras i ménga fall pad denna cytologiska
undersokning och da framforallt pa differentialrdkningen, varfor det dr intressant
att se hur resultatet av denna paverkas av olika faktorer ('Y,



Syftet med denna studie &r att undersoka hur resultatet av en differentialrdkning
kan péverkas av personen som utfor den cytologiska bedomningen samt hur stor
betydelse det har for resultatet av differentialrikningen hur ménga celler som
bedoms vid den cytologiska undersokningen. Studien syftar dven till att undersoka
forhéllandet mellan genuttryck av mRNA for vissa proinflammatoriska cytokiner,
interleukin (IL)-4, IL-5 samt IL-6, och en 6kad andel mastceller 1 BAL-vétskan.

MATERIAL OCH METODER

Studien dr godkédnd av Djurforsoksetiska kommittén, Uppsala (diarienummer C
235/3).

Hastar

Tolv varmblodiga travhéistar, varav tta ston, tre valacker och en hingst med en
medelélder av 4.25 + 1.4 ar (medelvirde = SE, intervall 3-7 ar) ingér i studien.
Samtliga individer ingick i en parallellt pidgdende studie, vilken utvérderar
stallmiljons paverkan pa inflammation i respirationsorganen. Héstarna har
undersokts och provtagits vid tre separata tillfillen; under stallperioden i februari
2004, efter betesperioden i september 2004 samt under stallperioden i mars 2005.
Vid undersokningstillféllet i september 2004 ségs en uttalad eosinofili hos tre av
histarna, vilka dven undersoktes och provtogs i november 2004.

Klinisk undersékning och provtagningsteknik

Samtliga hdstar genomgick en grundlig klinisk undersdkning som inkluderade
auskultation av thorax fore samt efter dterandning, blodprovsanalys for roda samt
vita blodcellsparametrar, plasma-fibrinogen, arteriell blodgasanalys samt arteriellt
pH. Endoskopi av Ovre och nedre luftvigar, BAL samt endoskopiguidad
bronkialbiopsitagning utférdes pa samtliga héstar under sedering med detomidin
(Domosedan vet., Orion, Animal Health) och butorfanoltartrat (Torbugesic®, Fort
Dodge). Farynx, luftsidckar, trachea samt delar av bronktrddet undersoktes med
hjilp av endoskop. Lokalanestetika i form av mepivacain (Carbocain®, Astra
Zeneca) gavs via endoskopet vid bifurkationen. Lokalanestetika anvindes &dven pé
flera nivéer i bronkialtradet fore biopsiprovtagning och dven vid behov fore BAL-
provtagning. BAL utfordes med endoskop for att sikerstdlla att skoljprovet inte
utfordes pé sidan for biopsitagning. BAL utfordes med 3x 100 ml steril, isoton,
forvarmd (37°C) natriumkloridldsning. Provet placerades omgéende pa is, 30 ml
togs for omedelbar preparation for cytologisk bedomning och aterstoden
preparerades for real time-PCR analys.

BAL-provspreparering

For att erhalla lampliga cytospinpreparat anvandes tvd olika koncentrationer pa
BAL-vitskan, en icke-centrifugerad och en centrifugerad 16sning. Det icke-
centrifugerade preparatet framstilldes genom att addera 50 ul albuminldsning till
250 ul av BAL-vitskan. Albuminlosningen hade tidigare framstillts genom att
anvinda 1g bovint serumalbumin och 0,002 g NaNj; vilka I6stes i 10 ml
natriumklorid och lagrades vid 4°C. Det centrifugerade preparatet erholls genom
att centrifugera ett ror med 10 ml BAL-vitska vid 400xg 1 5 minuter, varefter
supernatanten togs bort. Aterstiende cellfraktion Idstes upp i och blandades med

4



50 ul av albuminlésningen. Cytospinpreparat erhdlls genom att placera 100 ul
frin den icke-centrifugerade (ej koncentrerade) respektive den centrifugerade
(koncentrerade) losningen i cytocentrifugkassetter. Da utstryken hade torkat
fargades de automatiskt med modifierad Wrightfargning 1 en Hematec (Ames,
Elkhart, US).

Cytologisk undersokning
For jamférelse med proinflammatoriska cytokiner

Bedomningen av de cellutstryk samt den differentialrdkning som anvéndes for
jamforelse med proinflammatoriska cytokiner utférdes av en och samma cytolog.
Vid denna cytologiska undersokning bedomdes sévil det centrifugerade som det
icke-centrifugerade preparatet och det utsvarade vérdena utgérs av ett
sammantaget intryck av de bada preparaten. Total leukocytrakning utfordes med
hjilp av Cell-Dyn 3500 (Abbot Laboratories, Illinois, USA). D& den optiska
rakningen och impedansridkningen som utfordes av Cell-Dyn e stimde Overens
utfordes en manuell rakning med hjélp av en rdkningskammare.

For jamforelse mellan andelen mastceller och proinflammatoriska cytokiner hos
individuella héstar valdes histar som under en provtagningsperiod hade lag (<3%)
procentandel mastceller och som ocksd under en annan provtagningsperiod hade
en minst tvd gangers 0kning av procentandelen mastceller. Hastar med forhojd
andel eosinofiler (>1%) exkluderades for att minimera den effekt som eosinofiler
har pé regleringen av lungcytokiner.

For kontroll av repeterbarhet samt jamforelse mellan antalet rdknade celler

For den del av studien som syftar till att utvirdera eventuella variationer i vem
som utfor differentialrdkningen samt 1 antalet rdknade celler utfordes
differentialrdkning av 200 respektive 400 celler av savél centrifugerat som icke-
centrifugerat preparat av tva olika personer (AE och JP). Denna cytologiska
beddomning gjordes blint, personerna hade ej tillgdng till anamnestiska uppgifter.
En tredje person (IL) har pa liknande sitt utfort differentialrdkning pa 200 celler
pa samtliga prover. Epitelceller, vilka ofta aggregerar, samt icke-intakta celler
ingick ej 1 differentialrdkningen.

RNA-extraktion och real time-PCR

BAL-proverna centrifugerades vid 500xg 1 5 minuter. Resulterande cellfraktion
spaddes 1 1 ml STE-buffert (0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris; pH 8,0) och
centrifugerades pa nytt i 500xg i 5 minuter. Extraktion av totalt RNA fran BAL-
celler utfordes med hjilp av Trizol® enligt tillverkarens instruktioner, upplost i
DMPC-H20, lagrat vid -80°C till dess att provet analyserades. Kvantifiering av
IL-4, IL-5 samt IL-6 mRNA uttryck utférdes genom en enstegs real time-PCR,
med hjilp av ett Rotor-Gene 3000 system (Corbett Research, Sydney, Australien).
PCR-reaktioner (25 ul totalvolym) inneh6ll 0,5 mM av varje ANTP, 2,5 mM Mn,
2,5 enheter GeneAmp®rTth polymeras, 40 ng totalt RNA samt den aktuella
primern/proben. Enstegsreaktionen kordes i 42°C i 5 minuter och i 60°C i 20
minuter, foljt av 45 cykler bestdende av 95°C i1 5 sekunder, 60°C i 30 sekunder.
Samtliga prover kordes 1 tre exemplar och non template controls inkluderades 1
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varje omgang. Uttrycket av malgener normaliserades mot uttryck av
housekeepinggenen for equint GAPDH. Valideringsprovningar utfordes for att
sakerstdlla att PCR-effektiviteten var jamforbar mellan malgener och
housekeeping-gener.

Statistiska metoder

For att berdkna relativa cytokin mRNA-nivder anvdndes den komparativa
C; (2*“Y-metoden. For att utvirdera sambandet mellan antalet bedomda celler
under den cytologiska undersdkningen, sambandet mellan olika cytologers
bedomning samt sambandet mellan relativa cytokin mRNA-nivaer i relation till
absolut antal och procentandel mastceller I BAL-vitskan anvéindes enkel
korrelation och regression (MINITAB™, release 14.20, med p<0.05 som
signifikansnivd). Vid undersokning av samband mellan en hog andel mastceller
och interleukinnivier hos enskilda individer anviandes Sign test och Wilcoxon
signed rank test (MINITAB™, release 14.20).

RESULTAT OCH DISKUSSION
Effekt pa cytologisk bedomning

Diagnos samt terapeutiska rekommendationer vid luftvigssjukdom hos hast
grundas ofta, i kombination med den kliniska bilden, pa den cytologiska
beddomningen av ett utfort BAL-prov. Det dr darfor av vikt att ta hdnsyn till olika
faktorer som kan paverka resultatet av denna cytologiska bedomning da dessa kan
paverka hur histen slutligen kommer att behandlas.

Flera studier har genomforts med syftet att undersdka hur analysen av BAL-
provet paverkas av faktorer som hur preparatet forvaras och hanteras innan
analysen genomfOrs, betydelsen av vilken fraktion av BAL-vitskan som
analyseras samt vilken effekt centrifugering av preparatet har pa resultatet av
differentialrikningen *'#1%2%%) Yitterligare faktorer som tinkbart kan inverka pa
analysresultatet av BAL-véitskan dr hur manga celler som beddéms per preparat
samt skillnader i1 hur olika personer bedomer preparatet, vilka ar tva faktorer som
har undersokts 1 denna studie.

Beroende pa antalet bedémda celler

Vid avdelningen for klinisk kemi, Institutionen for bilddiagnostik och veterindr
folkhélsovetenskap, SLU, Uppsala sker den cytologiska bedomningen av BAL-
vitska rutinméssigt genom bedomning av sévil icke-centrifugerade som
centrifugerade preparat. Ett helhetsintryck fds genom att Overskédligt se Over
vartdera preparat och cellrdkning sker i omraden dir ingdende celler ligger pa ett
for preparatet representativt sitt. 200 celler bedoms vanligen frdn vartdera
preparat, och i de fall diar det &r mojligt rdknas ytterligare celler. Darefter vigs
cellrdkningen ihop med helhetsintrycket av de tva preparaten och dessa faktorer
sammantaget resulterar 1 den utsvarade differentialrdkningen.

Ett av syftena med denna studie dr att utvdrdera hur antalet bedomda celler
paverkar analysen av BAL-vétskan. Ju fler celler som bedoms i ett preparat, desto
sakrare bor resulterande analys vara. Av forsoket framgar dock att korrelationen
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mellan resultatet av 200 bedomda celler och resultatet av 400 bedomda celler &r
mycket god (1’=85.5%-99.3%) vad giller samtliga celltyper (se tabell 1). En
cytologisk bedomning av 200 celler per preparat kan sdledes betraktas som
representativt for BAL-provet och inga skil foreligger for att analysen skall bli
mer precis om ett storre antal celler ridknas.

Tabell 1. Korrelation (coefficient of determination, r°) vid cytologirikning mellan tre
olika cytologer, AE, JP, IL..

2 (%) 200 vs 400 riknade celler Beroende pé individuell tolkning
AE JP AE vs IL AE vs JP IL vs JP
Neutrofiler 85,4 92,0 55,0 54,9 72,1
Eosinofiler 86,0 99,3 95,4 90,4 87,6
Mastceller 90,6 90,9 49.8 52,9 58,5
Lymfocyter 92,5 92,8 50,1 33,7 57,3
Makrofager 95,9 87,5 59,6 41,4 57,6

Beroende pa olika personers bedémning

Vid TAD kan man se nigon av foljande inflammatoriska profiler vid analys av
BAL-vitskan: 1) en blandad inflammation med hogt totalantal av nukleéra celler,
neutrofili, lymfocytos samt monocytos; 2) oOkad andel metakromata celler
(mastceller); 3) eosinofil inflammation. Ur detta hinseende dr de viktigaste
parametrarna vid den cytologiska bedomningen av BAL-vitskan andelen
neutrofiler, mastceller samt eosinofiler. Internationellt antagna referensvérden vid
cytologisk bedomning av BAL-vitska &r for friska héstar foljande; lymfocyter

<30-60%, makrofager <40-70%, neutrofiler <5%, mastceller <2%, eosinofiler
<0,5%, C-1910.14151617)

Av studien framgar att korrelationen mellan olika personers differentialrdkning ar
mycket god vad giller eosinofiler (r’=87.6%-95.4%) men simre vad giller
neutrofiler (r’=54.9%-72.1%) (se tabell 1). Storst variation finns i bedémningen
av mastceller, lymfocyter och makrofager. Aven om man hos en viss andel av
[AD-affekterade histar kan utlisa en lymfocytos samt en minskad andel
makrofager i BAL-vétskan dr detta mindre relevant ur klinisk, praktisk betydelse
ddr man 1 huvudsak grundar sin bedomning pa andelen av just neutrofiler,
mastceller samt eosinofiler.

En orsak till att korrelationen mellan olika personers bedomning av lymfocyter
och makrofager ej dr s& hog kan bero pa att tolkningen av dessa celltyper i vissa
fall kan vara svar, d& framfor allt vad géller icke-centrifugerade preparat. Forsok
har visat att cellmorfologin skiljer sig & mellan icke-centrifugerade och
centrifugerade preparat (figur 1). I icke-centrifugerade BAL-preparat ér cellerna
mindre och férgas starkare, vilket forsvérar identifieringen sirskilt av sma celler.
Detta kan leda till att andelen lymfocyter blir relativt dverskattade pa bekostnad
pd uppskattningen av andelen makrofager. I centrifugerade preparat ar
cellstorleken storre, vilket accentuerar morfologiska skillnader mellan lymfocyter
och makrofager, vilket minskar risken for att dessa celler feltolkas. Cellerna blir
ocksd mer jamt fordelade i preparatet, vilket gér beddmningen littare. !>
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Fig. 1. BAL-preparat fran hdst (x1000); a) cytocentrifugerat preparat, b) utstryk efter
centrifugering. (Modifierade bilder efter Pickles et al, 2001)

Detta resonemang bor dock inte paverka tolkningen av neutrofiler, eosinofiler och
mastceller da dessa celltyper har s& sdregen morfologi att de ar svara att misstolka
for nagon annan celltyp (figur 2). I det aktuella forsoket &r dessutom savél de
centrifugerade som de icke-centrifugerade preparaten senare cytocentrifugerade.
Saledes bor morfologiska skillnader pa grund av olika hantering av preparaten ¢j
vara av storre betydelse hir.

Alveolar macrophage

@Sk
Eosinophi
inophil . Neutrophil

Fig. 2. BAL-cytologi frdn hdst (modifierad bild efter Couétil, 2002)

Vad giller eosinofiler var korrelationen mellan olika personers beddmningar
mycket god, vilket troligen paverkas av att andelen eosinofiler vanligen dr mycket
lag 1 BAL-prover (<0,5%) och att man déarfor far en bra uppfattning om denna
celltyp redan vid ett 14gt antal rdknade celler. For neutrofiler och mastceller var
korrelationen mellan olika personers beddmningar sdmre. En faktor som kan bidra
till detta ar att dessa celltyper forefaller ha en tendens att aggregera och vara
ojamnt utspridda i ett preparat. Beroende pa vilken del av preparatet som en
person bedomer s kan resultatet darfor skilja sig markant at vad géller dessa tva
celltyper. Samtidigt dr andelen neutrofiler respektive mastceller normalt sett 14g
(<5% respektive <2%) i BAL-prover, vilket leder till att ett fatal extra celler av
endera celltyp kommer ge relativt storre utslag pé resultatet &n vad négra extra
lymfocyter eller makrofager, vilka badda forekommer i hogt antal (<30-60%
respektive 40-70%).
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Korrelation av en 6kad andel mastceller och proinflammatoriska
cytokiner

Etiologin till IAD &r @nnu ej helt faststélld och det forefaller vara sa att den
varierar mellan olika histar och populationer av héstar. Nagra faktorer som
forefaller kunna vara bakomliggande orsak till IAD inkluderar en tidigare
infektion med bakterier och/eller mycoplasma, inhalation av proinflammatoriska
agens sasom endotoxiner i stall med suboptimal ventilation, inhalation av partiklar
vid hart arbete samt en immunmedierad reaktion, motsvarande en typ I-
hypersensitivitets reaktion som svar pa allergener 1
omgivningsmiljon,!>!%16:17:21.23)

En typ I-hypersensitivitetsreaktion medieras av allergenspecifika IgE-antikroppar
som efter att de har exponerats for allergener binder till specifika receptorer pa
mastceller, vilket leder till att mastcellerna degranulerar. Denna degranulering
leder till frisdttning av olika inflammatoriska mediatorer sasom histamin,
proteaser och cytokiner, vilket i sin tur leder till inflammation i luftvigarna >,
Senare kommer denna inflammation att karaktiriseras av infiltration av T-
lymfocyter och eosinofiler i luftvigarna ®'**®. Vilken typ av T-lymfocyter som
dominerar vid inflammatoriska reaktioner i luftvigarna hos hist dr ej faststillt.
Flertalet studier dr utférda med varierande resultat. Vid anvandning av in situ
hybridisering har man sett att BAL-celler fran hiastar med RAO har ett okat
uttryck for IL-4 och IL-5 mRNA samt ett minskat uttryck av IFN-y, vilket
overensstimmer med ett T2-svar, det vill siga en allergisk reaktion *'". Vid
anviandande av real time-PCR vid analys av BAL-viétska har man dock ej sett
nagot konsekvent resultat vad giller mRNA-uttryck for cytokiner i de studier som
hittills utforts .

I den aktuella studien har sambandet mellan proinflammatoriska cytokiner och
andelen mastceller i BAL-prover undersokts. For att askddliggora uttryck av dessa
cytokiner har genprodukter av deras mRNA analyserats. De cytokiner som har
analyserats ar IL-4, IL-5 och IL-6. IL-4 och IL-5 tillhor gruppen Tx2-cytokiner,
vilka ar direkt involverade i regleringen av IgE-antikroppar och de spelar séledes
en central roll i immunresponsen mot bland annat allergener **'V. IL-6 &r en mer
generell inflammationsmarkér som har en funktion som effektormolekyl 1
inflammationssvaret ',

Resultatet av studien gar att utldsa av tabell 2. Det forefaller generellt sett vara ett
mycket svagt samband mellan en 6kad andel mastceller och de analyserade
cytokinerna. Huruvida detta beror pa att den inflammatoriska reaktion associerad
med en okad andel mastceller hos en del IAD-affekterade histar ej ar orsakad av
ett Tp2-svar ar oklart.

Tabell 2. Korrelation (coefficient of determination, r°) mellan proinflammatoriska
cytokiner och andelen mastceller i BAL-vdtska

1 (%) IL-4 mRNA IL-5 mRNA IL-6 mRNA
Mastceller (rel) 0,3 2,7 3,6
Mastceller (abs) 1,2 2.9 8,9
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IAD forefaller som tidigare ndmnts vara av varierande etiologi hos enskilda hastar
och mojligen ar det sa att det enbart &r hos héstar med en bakomliggande allergisk
reaktion med inflammationsprofil som karaktériseras av en 6kad andel mastceller
1 BAL-vitskan som detta kan korreleras med de analyserade cytokinerna. Dérfor
har en jdmforelse gjorts mellan de histar med konstant hoga mastcellsnivéer samt
histar som vid nigot av provtagningstillfillena uppvisat en f{ordubbling i
mastcellsnivan jamfort med tidigare provtagningstillfille och de histar som
konstant uppvisat laga mastcellsnivder vad géller interleukinnivéer. Resultatet av
denna jaimforelse gar att utldsa i tabell 3.

Tabell 3. Samband mellan interleukin-mRNAniva hos enskilda individer och lag versus
hog (2 fold) niva BAL-mastceller. (Wilcoxon signed rank test, n=7)

P
IL-4 mRNA 1,000
IL-5 mRNA 0,834
IL-6 mRNA 0,022

I det aktuella forsoket har inget samband kunnat pévisas vad géller en 6kad niva
mastceller och uppreglering av IL-4 samt IL-5 mRNA. Hade ett sddant samband
aterfunnits skulle detta ha varit ett stod for att den inflammation karaktériserad av
en forhojd andel mastceller hos vissa hiastar med IAD skulle ha orsakats av en
Tn2-reaktion. Diremot har ett signifikant samband kunnat pévisas mellan en
forhdjning av andelen mastceller och nedreglering av mRNA for den generella
inflammationsmarkéren IL-6. En forklaring till detta kan wvara andra
bakomliggande faktorer sdsom att andelen neutrofiler mojligen ar 1&g hos héstar
diar man ser en hdg andel mastceller. Denna hypotes stdds av att det 1 studien
aterfanns en signifikant 6kning av procentandelen neutrofiler (p=0,043) i BAL-
vétskan hos héstar med laga nivder av mastceller, vilket &r en indikation pé att
nedregleringen av IL-6 dr relaterad till andelen neutrofiler snarare 4n till andelen
mastceller.

Tidigare studier pad omradet har vid anviandning av in situ-hybridisering kunnat
pavisa forhojda nivaer av bland annat IL-4 och IL-5 vid IAD medan studier som
anviant sig av real time-PCR ej kunnat pévisa ett sidant samband. Huruvida det
negativa resultat som setts i det aktuella forsoket beror pa analysmetod eller om
den forhojda niva mastceller som ses hos en del héstar i studien ej orsakats av en
allergisk reaktion &r oklart.

KONKLUSION

Antalet celler som bedoms under den cytologiska bedomningen av BAL-vitskan
forefaller ej paverka resultatet av BAL-analysen signifikant. Ddremot ses en
betydande skillnad i resultatet av olika personers bedomning av de cytologiska
preparaten, dd framfor allt vad giller lymfocyter, makrofager och mastceller
medan en storre korrelation ses vad géller eosinofiler och neutrofiler. Detta
resultat dr viktigt att ha i dtanke vid bedomning av cytologiska preparat da det kan
paverka resultatet av BAL-analysen och slutligen vilka terapeutiska
10



rekommendationer som patienten ges. Det korrekta sdttet att utfora den
cytologiska bedomningen bor vara att da celler rdknas undvika omraden med
aggregerade celler, tita omrdden samt utkanten av preparatet for att undvika
faktorer som kan paverka resultatet pa ett felaktigt satt. Det ar dven viktigt att fa
ett helhetsintryck av preparatet och ta med detta i det slutgiltiga utlatandet.

Studien har ej visat nadgot generellt samband mellan en forh6jd nivad mastceller
och de analyserade proinflammatoriska cytokinerna. Inte heller vid analys av
enskilda individer har samband setts mellan hoga mastcellsnivaer och de Ty2-
relaterade cytokinerna IL-4 och IL-5. En uppreglering av dessa cytokiner hos
héstar med en inflammatorisk profil karaktiriserad av en forh6jd nivd mastceller
har ej pavisats, vilket hade varit att forvinta om denna inflammation orsakats av
en typ I-hypersensitivitets reaktion. Saledes har stod till teorin om en allergisk
reaktion som bakgrund till IAD hos en del individer ej aterfunnits i denna studie.
En forhojd andel mastceller i BAL forefaller inte heller pa egen hand vara
relaterade till att den generella inflammationskaskaden, dir IL-6 &ar en viktig
effektormolekyl, aktiveras da studien istillet visat pa en nedreglering av IL-6
mRNA hos histar med en forhdjd andel mastceller i BAL. Denna nedreglering
beror troligtvis pa fordndringar i andelen av andra celltyper, sisom neutrofiler,
vilket ej har undersokts ndrmre i denna studie.
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