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Sammanfattning

Sommareksem &r en allergisk hudsjukdom hos hist som orsakas av 6verkénslighet mot insektsbett,
framfor allt fran svidknott (Culicoides spp). Sjukdomen kénnetecknas av klada, hudskador och
forsamrad livskvalité hos drabbade djur. Denna studie undersokte mastcellers roll i
sjukdomsutveckling och behandlingsstrategier. Utover det undersoktes en ny metod for att isolera
mastceller fran frisk hdsthud. Hudbiopsier samlades in frén hastar med tidigare diagnosticerat
sommareksem men utanfor aktiv sdsong och mastceller isolerades med antikroppsbaserad
cellsortering. Metoden visade sig vara ineffektiv for att rena fram tillrédckligt stort antal mastceller
fran hudbiopsin. Daremot kunde mastceller identifieras i paraffininbdddade hudhistologipreparat
med toluidinblafargning. Litteraturstudien bekraftar att mastceller har en central roll i
sommareksem genom att frisitta inflammatoriska mediatorer. Déaremot identifierades andra
immunologiska reaktioner i litteraturstudien som dven péaverkar sjukdomens utveckling, som
immunologisk obalans med Th2 dominans och nedsatt Treg-svar. Sammantaget tyder resultatet pa
att mastceller har en betydande roll men att det krivs forbattrade isoleringsmetoder, sarskilt vid
provtagning av hudvévnad. Framtida studier bor inkludera storre hudbiopsier for att 6ka
mdjligheten att identifiera mastceller och hitta en effektiv behandlingsmetod mot sjukdomen.

Nyckelord: Sommareksem, mastceller, allergi, hést, Culicoides, insektsbett, dverkinslighet

Abstract

Summer eczema is an allergy skin disease in horses, caused by hypersensitivity to insect bites,
primarily from biting midges (Culicoides spp). The disease is characterized by intense itching,
skin lesions and reduced quality of life in affected animals. This study investigated the role of mast
cells in disease’s development as well current treatment strategies. In addition, a new method for
isolating mast cells from healthy equine skin was evaluated. Skin biopsies were collected from
horses diagnosed with summer eczema, but during the non-active season and mast cells were
isolated using antibody-based cell sorting. However, the method proved ineffective in yielding
enough number of mast cells from skin biopsies. In contrast, mast cells could be identified in
paraffin embedded skin histological sections stained with toluidine blue. The literature review
confirmed that mast cells play a central role in summer eczema by releasing inflammatory
mediators. However, other immunological reactions were identified in the literature review that
also influence the development of the disease, such as immunological imbalance with Th2
responses and reduced Treg activity. Overall, the findings suggest that mast cells are involved in
the disease’s development, but that improved isolation techniques are needed, particularly for
sampling skin tissues. Future studies should include larger skin biopsies to increase the chances of
mast cell detection and to support the development of more effective treatment strategies.

Keywords: Summer eczema, mast cells, allergy, horse, Culicoides, insect bite, hypersensitivity
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1. Introduktion

Insektsbettsoverkédnslighet har drabbat manga hastar i flera hundra ar men har
tidigare bendmnts som ’s6t klada”, ”Queenslands kldda” eller ”sommareksem”
(Riek 1953b; Brostrom et al 1987). Det &r en 6verkénslighet mot insektsbett
sarskilt bett fran svidknotten som hor till sldktet Culicoides spp. Sjukdomen é&r
sdsongsbaserad och utvecklas till sommareksem (Van Der Haegen et al. 2001).
Det som orsakar en reaktion i kroppen &r proteinerna i insekternas saliv som
triggar immunforsvaret att bilda immunoglobulin E (IgE) -antikroppar som binder
till receptorer pa ytan av mastceller. Vid aktivering utsondrar mastcellerna
inflammatoriska mediatorer som exempelvis histamin, vilket bidrar till allergiska

symtom som kldda och svullnad (Wagner et al. 2008; Pejler 2009).

Héstar som drabbas av sommareksem uppvisar ett intensiv kliande, skrapande och
bitande pd det drabbade omrédet. Det kan leda till haravfall och 6ppen hud, vilket
kan o6ka risken for infektioner och sdledes orsaka inflammationer. Sekundira
bakterier och svampproblem kan leda till sémre valméaende (Riek 1953b) och i
vissa fall kan allvarligt sommareksem leda till avlivning av etiska skél. Eftersom
sommareksem kan orsaka sdmre vélfard hos de drabbade héstarna finns det ett
stort behov av att hitta en behandlingsmetod som &r effektiv och utan
biverkningar. De bitande insekterna foredrar att dta vid svansroten, manen och
dorsala mittlinjen, vilket gor att flest lesioner uppstar vid dessa omrdden. De kan
dven vara beldgna ldngs ventrala mittlinjen (Brostrom et al. 1987). Sommareksem
finns i flera lander inklusive Sverige. Det finns ingen statistik eller forskning pa
antal drabbade histar 1 Sverige (Bjornsdottir et al. 2006) férutom hos
islandshéstarna. Enligt en studie av Brostrom et al. (1987) var prevalensen av
sommareksem 15% av totala antalet islandshéstar 1 Sverige. Ddremot finns
sjukdomen inte pa Island, vilket beror pé att Culicoides spp som orsakar
sjukdomen inte forekommer pa Island (Brostrom et al. 1987). Studien av
Bjornsdottir et al. (2006) har visat att 50% av histarna som exporterades fran
Island till 6vriga Europa var mottagliga att f& sommareksem inom tva ar.

Det finns bdde individ- och rasvariationer nér det géller symtom av sommareksem
(Hallamaa 2009). I en studie av van Grevenhof et al. (2007) observerades det att
klimatet som exempelvis regn och kallare dagar minskade férekomsten av
sommareksem. Darfor kan sommareksem betraktas som en multifaktoriell
sjukdom, dédr kombination av genetiska och miljomassiga faktorer spelar en
central roll (Marsella et al. 2023).

Mastcellernas funktion &r relevant i patogenesen vid sommareksem. De spelar en
viktig roll 1 allergiska reaktioner genom att binda IgE-antikroppar pé ytan via



hogaffinitets receptorer (FceRI). Nir ett allergen binder till IgE-antikropparna
initieras en degranulering av mastcellen (Wagner et al. 2009). Att forsta
mastcellernas funktion vid allergi hos héstar kan ge nya instinkter i sjukdomen
samt leda till mer effektiva behandlingsmetoder. Det édr darfor aktuellt att
undersoka mojligheter att rena fram mastceller fran hudvdvnad da forskare
tidigare har lyckats rena fram mastceller fran héstars lungvétska (Akula et al.
2022).

Syftet med denna studie &r dels att undersoka vilken roll mastceller har vid
sommareksem, eftersom dessa celler skulle kunna bidra till sjukdomens
utveckling. Ett annat syfte ar att utreda en ny metod for att rena fram mastceller
frén frisk hud for en bittre forstaelse av mastceller. Fragestillningarna som ska
besvaras i studien &r:

1. Vilken funktion har mastceller vid sommareksem hos hést?

2. Vilka genetiska och miljomaissiga faktorer har identifierats som
riskfaktorer for sommareksem hos hést?

3. Vilka behandlingsstrategier anvinds idag vid sommareksem?

4. Kan man anvinda en antikroppsbaserad metod for cellsortering for att rena
fram mastceller och gér det att identifiera mastceller i paraffininbaddade
preparat?



2. Material och metod

Denna studie &r en del av en storre forskningsprojekt som finansieras av Formas,
dir hudprover frén flera hastar har samlats in. Syftet med den storre studien &r att
jamfora genuttrycket 1 hud fran héastar med sommareksem jamfort med
genuttrycket i frisk hud.

2.1 Experimentell studie

2.1.1 Hastarna

Det samlades in 1-2 hudbiopsier fran tre olika héstar runt Uppsala. Hudbiopsierna
var 6 mm stora och togs frdn mankammen av en erfaren veterindr. Innan
experimentet forvarades hudproverna i en buffertlosning (Singleron, Koln,
Tyskland) dver natten med en temperatur pa 2-8° C for bevarad cellviabilitet. Det
var inte sdsong for sommareksem vid tidpunkten for provtagningen, vilket innebar
att hudbiopsierna togs frén frisk vdvnad. Ddremot kom proverna frdn hastar som
drabbades av aterkommande sommareksem.

2.1.2 Rena fram mastceller

Hudbiopsin fran en hést skoljdes med fosfatbuffrad saltlosning (PBS) och skars i
~2mm fragment med hjélp av en skalpell. Singlerons Skin Dissociation Kit (Hud),
innehallande enzymatiska digestionsreagenser, tillsattes till vivnaden for att
dissociera celler. Enzym-vavnadblandningen inkuberades i ett skakvattenbad vid
37° C under 1 timme. For att forbereda for filtrering fuktades ett cellfilter med ett
cellmedium, DMEM kompletterat med 10% (v/v) fetalt bovint serum (FBS).
Viavnadssuspensionen passerades ddrefter genom filtret, vilket tilldt enstaka celler
att passera till ett uppsamlingsror samtidigt som de osmailta vivnadsfragmenten
holls kvar. Filtratet centrifugerades vid 300 x g under 5 minuter vid 4° C for att
pelletera cellerna. Cellpelleten atersuspenderades i PBS innehéllande 0,04%
bovint serumalbumin (BSA) och centrifugerades igen under samma forhéllanden.
Efter centrifugering fargades cellerna med 0,4% Trypanblitt. Den fargade
cellsuspensionen laddades pé en hemocytometer, och levande/ddda celler
riknades mikroskopiskt for att uppskatta cellviabiliteten. For att bedoma de
nédrvarande celltyperna, centrifugerades en del av cellsuspensionen vid 4° C under
5 minuter med anvindning av en Shandon Cytospin 2 (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA).

For identifiering och isolering av IgE-positiva mastceller fargades cellerna med
20 pL mus anti-hést IgE-antikroppar, det vill sdga antikroppar som tillverkats i
celler fran mdss och som kan binda till histens IgE-antikroppar (Bio-Rad
Laboratories, Solna, Sverige). Sedan inkuberades de i 30 minuter vid



rumstemperatur. Efter inkubation tvéttades cellerna med fluorescent activated cell
sorting (FACS)-buffert for att avldgsna obundna antikroppar. Cellfria vitskan
kasserades och cellerna atersuspenderades 1 fiarsk FACS-buffert. Darefter fargades
celler med anti-mus IgG1 Viobright och anti-mus CD117-APYV antikroppar
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Tyskland) och inkuberades i morker under
20 minuter. Efter slutlig tvatt med FACS-buffert analyserades celler med MACS
Analyzer (Miltenyi Biotec) for att detektera IgE-positiva mastceller. Slutligen
isolerades IgE positiva mastceller med anvandning av MACS Tyto cellsorterera
(Miltenyi Biotec).

2.1.3 Histologipreparat

Hudbiopsier fran tre histar anvindes for att framstélla paraffininbaddade
histologiska preparat. Forst fixerades hudvévnaden i formaldehyd 4% i PBS
(Histolab) under minst 14 timmar for att bevara strukturen pa védvnaden. Dérefter
behandlades hudvavnaden med etanol i olika koncentrationer (75%, 90%, 95%) i
en dehydrator for att avdunsta bort vattnet. Efter dehydrering forbereddes
vavnaden for paraffin med xylen for att ta bort etanol (Thermoscientific Axcelsior
AS).

Direfter placerades vdvnaden 1 kassetter (Histolab) som dérefter stoppades ner i
ett instrument for automatisk paraffininbdddning (Myr EC 350-2). Pa en
metallbricka med hudvdvnaden 1 fylldes smailt paraffin (60° C). Déarefter kyldes
paraffinet 1 20 minuter, for att sedan avldgsnas fran metallbiten. Hudvadvnaden 1
paraffinet snittades i tunna sektioner (4 pm) med en mikrotom (Thermo Fisher
Scientific, Inc) och placerades pa ett objektglas. Glasen med snittade preparat
sanktes ner 1 fingervarmt vatten for att mojliggora en utstrickning av materialet.

Sedan inkuberades preparaten 1 37° C dvernatt for mer utstrickning och for att
vavnadssnitten skulle fasta pa objektglaset. Darefter avparaffinerades snitten
genom att glasen doppades i xylen 2 x 10 minuter foljt av etanol i olika
koncentrationer (100% 1 2 x 10 minuter, 95% och 70% 1 vardera 5 minuter).
Sedan skoljdes glasen 1 destillerat vatten 3 ganger. For att kunna identifiera
mastceller fargades preparaten i 10 minuter blandning med 0,1% toluidinblatt 1
1% natriumklorid, med pH 2,0-2,5. Sedan skoljdes glasen i destillerat vatten 3
ganger. For att dehydrera proverna snabbt doppades glasen 1 70%, 95% och
100% etanol (2 x 3 minuter vardera) och sedan i xylen 2 x 3 minuter. Darefter
torkades objektglasen och det placerades ett tickglas ovanfor objektglaset vid
vavnadssnitten med pertex som &r ett monteringsmedel. Sedan avvaktade 1 timme
innan mikroskopering.
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2.2 Litteratursokning

For insamling av material till litteraturstudien anvindes elektroniska databaser
som Google Scholar, Web of Science och Pubmed. For att identifiera
vetenskapliga artiklar anvindes sokorden i Pubmed och Web of Science (equine
OR horse) AND ("mast cells" OR "mast cell activation" OR "mast cell
degranulation") AND ("insect bite hypersensitivity" OR "Culicoides
hypersensitivity" OR "sweet itch" OR "summer eczema") AND (dermatitis OR
allergy OR hypersensitivity). Sokningar resulterade i totalt 31 respektive 12
traffar. Forsta urvalet av artiklar baserades pa antal citeringar och relevans.
Ytterligare artiklar infor litteraturstudien valdes dérefter genom granskning av
referenslistor fran tidigare publikationer. Kompletterande sokningar pa Google
Scholar genomfordes for att undersoka behandlingsstrategier, da anvandes orden

29 9

“antihistamine”, ”corticosteroid” och treatment”.
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3. Resultat

3.1 Experimentella resultat

3.1.1 Rena fram mastceller

Efter enzymatisk och mekanisk dissociation av en hudbiopsi frdn en hast erholls
en cellsuspension med en koncentration p4 7,6*10° celler/mL. Den totala volymen
av suspensionen motsvarade 1,52*10° celler totalt. Analys av cellviabilitet visade
att 10,1% av cellerna var doda, vilket innebar en 6verlevnadsfrekvens pa cirka
90%. Den resulterande cellsuspensionen inneh6ll en blandning av olika celler frén
hudbiopsin som kan forvéntas vara exempelvis epitelceller, fibroblaster,
makrofager, lymfocyter och mastceller. For att berdkna andelen mastceller 1
cellsuspensionen riaknades antalet celler som var metakromatiska (fargskiftning
till lila) efter inférgning av cytospinglaset med toluidinblatt (Figur 1). Vid analys
av cytospinglaset rdknades 479 celler totalt. Av dessa klassificerades 3 celler som
mastceller (metakromatiska), medan resterande 476 celler utgjordes av andra
celltyper (inte metakromatiska). Det motsvarar en forekomst av mastceller pa
0,63% jamfort med 99,37% 6vriga celler. Genom att utgd fran det totala antalet
celler 1 cellsuspensionen, 152 000 celler med 0,63% mastceller, berdknades totala
antalet mastceller innan isolering av IgE-positiva celler till ett antal pd 958
mastceller.

LS

Figur 1. Toluidinbla-firgade celler som dissocierats fran huden innan cellsortering. Till
vdnster i bild syns metakromatisk infdrgning av en mastcell.

En analys som gjordes innan reningen visade att bara 0,01% av cellerna var IgE
positiva. Losningen analyserades dven i MACS Tyto cellsorterare for isolering av
IgE-positiva mastceller. Det observerades ingen pavisbar isolering av IgE positiva
celler. Det bekridftades genom att celler inte syntes pé cytospinglaset eller
hemocytometer da provet analyserades efter cellsorteringen.
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3.1.2 Histologipreparat

For att undersoka mastceller 1 huden fargades ett histologiskt snitt fran vardera av
tre héstar med toluidinblatt. Pa tvé av preparaten framtridde mastcellerna som
ovala till runda celler med en svagt metakromatiskt fargad (lila) cytoplasma.
Mastceller identifierades 1 bindvdven (dermis) som ligger under epitelet, vid smé
blodkérl (Figur 2). Det fanns ett preparat dér det inte identifierades nigra synliga
mastceller.

Figur 2. Toluidinbla-firgad hudvdvnad frdn en hést med metakromatiskt firgade
mastceller.

3.2 Resultat fran litteratursokning
3.2.1 Mastcellen

En mastcell 4r en del av immunf6rsvaret och har en stor roll i det medfédda
forsvaret. Mastceller befinner sig i storst antal 1 vivnader som hud, luftvigar och
mag- och tarmkanalen nira blodkirl, eftersom denna vidvnad utsétts for flest
patogener (Galli & Tsai 2010). I jamforelse med andra celler dr mastceller
morfologiskt ovala och stérre an manga andra immunceller (Fong & Crane 2023).

I cytoplasman ar det fullt med granula som innehéller histamin, proteaser,
cytokiner och proteoglykaner. Vid aktivering av mastcellen frisétts innehallet i
granula som dr inlagrade mediatorer. Dessutom kan mastcellen producera andra
nya proinflammatoriska mediatorer som prostaglandiner och olika cytokiner
(Pejler 2009). Pa ytan av mastcellen finns hogaffinitets receptorer som kallas for
FceRlI, vilka binder till IgE antikroppar (Wagner et al. 2009).

I en studie av van der Haegen et al. (2001) observerades att antalet mastceller var
signifikant hogre 1 huden hos héstar med sommareksem 1 jamforelse med friska
kontrollhdstar. Det indikerar pa att mastceller kan ha en central roll i sjukdomens
utveckling.

13



3.2.2 Sommareksem

Som ndmndes i introduktionen dr sommareksem en sjukdom som har funnits 1
over hundra ar och som tidigare har kallats for ”sweet itch” samt ”Queensland
itch” (Riek 1953b; Brostrom et al. 1987). Det ar en dverkinslighet mot
salivproteinerna fran bitande insekter som exempelvis svidknott. Det orsakas
framforallt av sliktet Culicoides spp och det har identifierats dver 700 arter, varav
130 av dessa ér blodsugande insekter (van Grevenhof et al. 2007). Det &r en
sjukdom som kdnnetecknas av intensiv kldda som kan ge upphov till 6ppna sar,
vilket gor att héstarna kliar, gnuggar och skrapar upp huden. Nér hésten sjalv
agerar pa kliandet leder det till lokala héravfall och exkoriationer
(uppruggningar), vilket i sin tur kan resultera i sekundéra infektioner (Riek
1953b). Svidknott &r mest aktiva vid gryning och skymning samt trivs i varma
fuktiga omraden. Eftersom dessa insekter dr simre pa att flyga &n ménga andra
insekter, minskas deras antal i blasiga omriden, exempelvis kustomraden eller
Oppna falt (Rendle 2014).

3.2.3 Allergiska mekanismer vid sommareksem

Allergiska reaktioner ar felriktade immunreaktioner mot frimmande &mnen som
normalt dr helt ofarliga. Kroppen producerar IgE antikroppar mot dessa ofarliga
miljoantigener, som kallas for allergener (Wagner et al. 2008). Ishizaka et al.
(1970) upptickte och gjorde mastcellernas roll kdnda i1 6verkédnslighetsreaktioner
typ I genom att visa att en specifik faktor i serumet kunde binda till mastceller och
inducera sensibiliseringen. Det blev grunden for identifiering av IgE antikroppar
(Ishizaka et al. 1970).

Niér insekterna biter histen for att dta deras blod sker det en injicering av saliv for
att himma att blodet koaguleras (Russell et al. 2009), samtidigt tas allergenerna
upp av dendritiska celler for att transporteras till lymfkorteln. I lymtkorteln visar
dendritiska celler upp allergenet med hjilp av MHC klass II molekyler. De naiva
(omogna) T-lymfocyterna kommer att aktiveras fOr att styras om mot antingen ett
T-hjélpar (Th) 2-, Th 1- eller T-regulatoriska (Treg) celler. Vid sommareksem
styrs T-cellerna mot ett Th2-svar. Th2-celler kommer att utsondra cytokinerna
interleukin (IL)-4, IL-5 och IL-13 som kommer att informera B-cellerna att gora
ett klassbyte for att borja producera IgE antikroppar (Jonsdottir et al. 2019). IL-31
utsondras fran Th2-celler som stimulerar direkt till klada genom att binda till
receptorer pd nervceller (Olomski et al. 2020). Kl&dan kan fOrstarkas ytterligare
av histamin som frisdtts fran aktiverade mastceller enligt en studie av Olsén et al.
(2011). Nar allergener binder till IgE antikroppar som sitter pd ytan av mastcellen
sker det en korsbindning av receptorbunden IgE antikropp. Dérefter aktiveras
mastcellen som frisdtter inflammatoriska mediatorer som histamin, leukotriener
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och prostaglandiner inklusive cytokiner som rekryterar andra immunceller
(Marsella et al. 2023).

3.2.4 Mediatorernas roll vid allergi

Vid aktivering av mastceller frisétts tva olika typer av inflammatoriska mediatorer
(Schaffartzik et al. 2012). Den ena typen dr lagrade mediatorer som exempelvis
biogena aminer, enzymer och proteoglykaner. Den andra typen dr nyproducerade
mediatorer som exempelvis lipidmediatorer och cytokiner. De biogena aminerna
som histamin paverkar blodkérl, nerver och muskler. Samtidigt frisitts proteaser
(enzymer) och proteoglykaner som signalerar till andra immunceller, och
paverkar vivnaden genom att bryta ner och bygga om dess struktur (Schaffartzik
et al. 2012). Mastcellens proteaser har visat sig kunna paverka inflammatoriska
svar genom att aktivera receptorer, klyva cytokiner eller bryta ner tight junctions 1
huden (Wernersson & Pejler 2014) men deras funktion vid sommareksem ar dock
inte kdnd. Nar nyproduktionen av lipidmediatorer paborjas paverkar det bland
annat akuta och kroniska inflammatoriska svaren. Detta leder till att
prostaglandin och leukotriener vidgar blodkérlen, 6kar smértkinslan och lockar
till sig immunceller (Schaffartzik et al. 2012). Histamin bidrar till svullnad,
rodnad och klida genom att binda till receptorerna H' och H* p4 sensoriska
nervindar. Forutom histamin spelar IL-31, som &r en cytokin, en central roll 1 att
direkt formedla klada (Olomski et al. 2020). Vid en inflammation utséndras
proinflammatoriska cytokiner som tumornekrosfaktor (TNF)-a vilka dkar
kéarlgenomslappligheten och IL-1p, vilket kan bidra till smérta och svullnad
(Hamza et al. 2008). Den inflammatoriska responsen forstirks ytterligare genom
rekrytering av eosinofiler som frisdtter &mnen som skadar vivnaden (Fettelschoss-
Gabriel et al. 2018).

3.2.5 Immunologisk obalans vid sommareksem

Hos friska individer hélls balansen mellan Th1 och Th2 samt aktiviteten hos
immunceller i balans av Treg-celler (Heimann et al. 2011). Det finns andra
immunceller som Thl-celler som producerar &mnen som IL-2 och interferon
(IFN)-y som ér viktiga vid bekdmpning av infektioner inuti cellerna. I frisk
vivnad har Th2-celler en funktion att férsvara cellerna mot parasiter medan Thl-
celler bekdmpar virus och bakterier. Bristen pa antal och funktionen hos Treg-
celler kan vara en avgorande faktor for allergier enligt Heimann et al. (2011). Det
som styr vilket immunsvar som aktiveras, antingen Th1 eller Th2, ir olika
signaldmnen som exempelvis cytokiner.

I en studie av Heimann et al. (2011) visade resultatet att hudbiopsier av
sommareksem innehéller signifikant hdgre antal CD4+ celler &n CD8+ celler som
ar Th2-celler. IL-13 kan enligt studien vara nyckeln till Th2 cytokiner som driver

15



inflammation i vdvnaden. I artikeln visades ett 6kat Th2-svar samtidigt som
méangden Treg var minskat hos hastar med sommareksem. Dessutom observerades
1 en annan studie att det var en 6kning av produktionen av IL-4 med en
kombination av minskning av IFN-y produktionen under sédsongen av
sommareksem, vilket indikerar att Th2 dominerar da IFN-y ar typiskt for Th1-svar
(Hamza et al. 2007). Treg-celler kontrollerar utvecklingen av Th2-celler genom
att frisatta IL-10 p4 sé satt att IL-10 och TGF-f3 ddmpar ett Th2-svar (Hamza et al.
2013). I flera studier frdn samma forskargrupp har resultaten tytt pa att det finns
en obalans mellan Th2- och Treg immunsvar vid sommareksem. Studier visar en
dominant 6kning av Th2 svar. Treg-celler har en viktig komponent for att
balansera immunsvaret mot allergener, dir de fungerar som en broms dé Treg-
celler kan himma effektor T-celler eller dendritiska celler (Hamza et al. 2011).

3.2.6 Individuell kanslighet for sommareksem

Sommareksem ar en multifaktoriell sjukdom som beror pd genetiska anlag och
miljofaktorer. Friska héstar har en balans mellan Th2 och Treg medan sjuka héstar
har Th2-dominans. Till f6ljd av Th-2 dominans produceras specifika interleukiner
som bidrar till utveckling av sommareksem (Shi & Qin 2005). Hastar kan fodas
med en predisposition for sommareksem. Enligt Andersson et al. (2012) som
undersokte de genetiska faktorer for sommareksem i tva héstpopulationer. En
population med islandshéstar och en med exmoorponnyer. Resultaten visade en
genetisk faktor i MHC klass II regionen som kan avgora att vissa histar dr mer
benédgna att utveckla sommareksem. En annan avgorande faktor for
sjukdomsutveckling dr miljoexponering som exempelvis forekomsten av
Culicoides, fuktiga beten, vegetation eller solljus. Enligt héstigare identifierades
mer aktivitet hos insekterna vid histarna pa varma dagar @n kalla regniga dagar
(Hallamaa 2009). Bjornsdottir et al. (2006) gjorde en studie om islandshéistar som
utsattes i nya miljoer utanfor Island och resultat visade att flera histarna utvecklar
sommareksem inom 2 4r.

3.2.7 Behandlingsmetoder

Det finns olika sitt att behandla sommareksem nér allergin vél har brutit ut. En
behandlingsmetod dr anvdndning av antihistaminer, som blockerar friséttningen
av histamin och dirmed lindrar klddan. H!-receptorer &r maltavlor for
antihistaminer, som fungerar som antagonister genom att blockera histaminets
effekt (Olsén et al. 2008). Studier har dock visat att antihistaminer ofta inte ger en
langvarig effektiv behandling. I en studie av Olsén et al. (2011) anségs H'-
antagonister vara mindre effektiva, medan en annan studie av samma forfattare
(Olsén et al. 2008) visade att antihistaminet cetirizin kan vara anpassat for att
minska histamin vid sommareksem.
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En annan behandlingsmetod 4r anvdndning av glukokortikoider, vilka verkar
antiinflammatoriskt genom att himma produktionen av prostaglandiner och vissa
proinflammatoriska cytokiner (Askerfelt 2011). Enligt Jonsdottir et al. (2019)
anses symtomatisk behandling med glukokortikoider vara den mest effektiva
behandlingsmetoden. Glukokortikoider kan ge ett langvarigt skydd men
anviandningen kan leda till biverkningar som exempelvis immunsuppression,
muskelatrofi och laminit (Schaffartzik et al. 2012). Enligt Riek (1953a) ar den
mest effektiva strategin mot sommareksem att forebygga exponeringen genom att
undvika de insekter som orsakar allergin. Ett exempel som forfattaren ndmner kan
vara att stalla in histen under den varma ménader nér svidknotten &r mest aktiv.
En annan senare studie har 4ven rekommenderat forebyggande metod som
anviandning av eksemtécke (Bjornsdottir et al. 2006).
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4. Diskussion

4.1 Isolering och identifiering av mastceller

Syftet med studien var att testa en metod for att rena fram mastceller fran héstens
hud. Det finns inga tidigare publicerade studier pa hist som beskriver isolering av
mastceller fran huden. Daremot har sddana isoleringsmetoder anvénts p4 human
hud (Akula et al. 2024) och mastceller frdn hast har tidigare renats fran
luftvigarna (Akula et al. 2022). Forsoket att rena fram mastceller fran histens hud
gav inga identifierbara mastceller, vilket tyder pa att metoden i sin nuvarande
form inte ar helt effektiv for detta andamal hos hast. En mojlig forklaring till det
laga antalet isolerade mastceller i denna studie kan vara metodologiska skillnader
jamfort med Akula et al. (2022), som anvénde bronkoalveolar lavage (BAL)-
vitska fran lungor. BAL genererar vanligtvis en storre miangd celler 4n vad som
kan extraheras fran en hudbiopsi. Eftersom hudbiopsin bara ger en mindre méngd
vavnad kan det leda till farre mastceller, vilket minskar sannolikheten att upptacka
mastcellerna. Dessutom kan antalet mastceller vara farre i frisk hudvavnad i
jamforelse med vivnad vid sommareksem (Van Der Haegen et al. 2001) eller 1
lungor fran histar med astma (Akula et al. 2022). Det kan innebira att resultateten
kan ha paverkats med tanke pa att biopsierna var tagna utanfor sdsong. En annan
felkdlla som kan ha péverkat resultatet dr att IgE antikropparna kan ha lossnat fran
mastcellerna i samband med enzymbehandling av biopsin, och dd kan man istéllet
anvinda serum fran hast som tillfor nya antikroppar. Franvaron av IgE pé ytan av
mastcellen kan ha medfort att anti-IgE antikroppar som anvéndes for bindning
under reningsprocessen forhindrades att identifiera och sortera mastcellerna.
Vidare behovs mer forskning for att undersoka storre hudbiopsier.

I den andra experimentella behandlingen med histologipreparat dr proverna
paraffininbdddade. I resultatet gick det att se ett mindre antal mastceller i tva av
preparaten. I ett av de framstéllda preparaten kunde metakromatiskt fargade
mastceller inte identifieras. Vid identifiering av mastceller pa preparaten
observerades dessa ndra mindre blodkérl. Det dverensstimmer med observationer
frén Galli och Tsai (2010) som beskriver att mastceller vanligtvis befinner sig
perifert i vavnaden, i ndrheten av blodkirl och harsidckar. Anledningen till att det
inte gick att identifiera mastceller i ett av snitten kan bero pd att det fanns for fa
antal mastceller 1 hudvivnaden utanfor sdsongen for sommareksem. I motsats till
detta observerade van der Haegen et al. (2001) att mastceller kunde identifieras i
hudprover fran héstar med aktiva symtom, vilket kan tyda pa att sdsong och
provtagningstidpunkt har en avgoérande roll for mastcellsdetektion.
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4.2 Immunologiska reaktioner - Mastcellen

Den hir litteraturstudien visar att mastcellen verkar ha en stor roll i immun-
reaktionerna vid sommareksem hos hast. Det stods bland annat av van der Haegen
et al. (2001) som observerade att mastcellerna 6kade 1 antal vid akuta och
kroniska lesioner. Mastcellernas normala funktion ar att hjdlpa kroppen att
forsvara sig mot patogener genom att frisétta signalmolekyler som kommunicerar
med att tillsdtta andra immunceller till det drabbade omradet.

Resultaten bekréftar att sommareksem ér en IgE medierad typ I-
overkénslighetsreaktion, dar sérskilt frisdttningen av histamin och IL-31 4r en
avgorande faktor for den intensiva kldda som uppstar hos drabbade héstar
(Olomski et al. 2020). Vidare indikerar litteraturen att sjukdomen inte endast beror
pa mastcellens aktivitet. Utan det beror dven pa en immunologisk obalans med en
dominans av Th2 respons och en samtidig brist pa Treg celler, som dédrmed bidrar
till aktivering av mastceller och stirker deras betydelse i sjukdomens utveckling.
Hamza et al. (2007) visade att 6kning av Th2-cytokiner som IL4, IL-5 och IL-13
forstarker en allergisk reaktion. Samtidigt observerades lagre nivier av IFN-y och
minskad aktivitet hos Treg-celler, vilket forsémrar immunforsvaret forméga att
ddmpa reaktionen. Denna obalans skapar en milj6 som underléttar en 6verdriven
immunrespons mot allergener, vilket kan leda till allergisk sjukdom.

I en studie av Andersson et al. (2012) visade resultatet att allergin mot
sommareksem delvis kan vara genetiskt frin MHC klass II molekylen. Det
understryker behovet av att framtida forskning verkar behdva fokusera pa hur
selektionen av MHC klass II molekyler kan kontrolleras 1 avelsarbetet, i syfte att
minimera risken for allergibendgenhet. Alla héstraser kan drabbas av
sommareksem, sérskilt islandshdstar som exporteras till andra l&nder med hog
forekomst av insekterna som orsakar sommareksem (Bjornsdottir et al. 2006). I
tidigare studier verkar det som att islandshéstar inte blir exponerade av insekterna
pa Island (Brostrom et al. 1987), vilket gor att deras immunforsvar inte byggt upp
antikroppar mot allergenet. Sjukdomen verkar bero pa miljoeffekter och genetisk
predisposition som gor att vissa hdstar har en 6kad benédgenhet att utveckla
sommareksem. Dessutom kan hudens och epitelbarridrens funktion paverka
risken, dé en otillrackligt skyddande barridr kan gora hdsten mer mottaglig for
allergener (Cvitas et al. 2020).

Det har visats att hdstar med sommareksem har en 6kad méngd mastceller 1
hudens dermis jamfort med friska héstar (Van Der Haegen et al. 2001). I motsats
till denna studie, diar mastceller var svara att isolera fran frisk hud, bekraftar van
der Haegen et al. (2001) att mastceller okar vid sjukdomstillstdnd. Det
understryker skillnaden i mastcellens forekomst mellan frisk och sjuk vdvnad.
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Mastcellens betydelse vid sommareksem stirks dven av Wagner et al. (2006) som
menar att bindningen mellan IgE-medierad receptor pa ytan av mastcellen gor att
den aktiveras vid allergier. Vid allergier dr det inte bara mastcellen som driver
reaktionerna utan dven andra immunceller som exempelvis eosinofiler vilka
frisdtter andra mediatorer (Cvitas et al. 2020). I lesioner av eksem samverkar
mastceller och eosinofiler som medfor vavnadsskador och kronisk inflammation
(Fettelschoss-Gabriel et al. 2018). Dessa tva studier tyder pé att mastceller
signalerar genom att frisitta cytokiner som vidare informerar eosinofiler att
vandra till inflammationen.

Det dr mer tidskrévande att skota om en hist med sommareksem som behdver
forebyggande atgéarder och behandlingar, &n en frisk hést. Att forstd mastcellernas
roll kan vara avgorande for att utveckla mer effektiva behandlingsstrategier mot
sommareksem. Nuvarande behandlingar som antihistaminer och glukokortikoider
lindrar symtomen vid sommareksem, men riktar sig inte mot det bakomliggande
immunologiska svaret. Det dr inte enbart via histaminfrisittning, utan dven genom
interaktion med andra immunceller och via proteaser, samt cytokiner som
mastceller kan paverka en inflammation. Behandlingar som stabiliserar mastceller
eller blockerar deras aktivering kan dérfor ha potential att ge mer effektiv lindring
4n dagens alternativ. Aven cytokiner som IL-4, IL-5 och IL-31, vilka &r centralt
kopplade till aktivering av mastceller har lyfts fram som potentiella malmolekyler
for att blockera frisdttningen av mediatorer (Olomski et al. 2020; Marsella 2023).
En obalans mellan Th2- och Treg-celler har undersokts som en viktig del 1
sjukdomens utveckling. Ett dominerande Th2-svar forstarker allergisk
inflammation och paverkar mastcellernas aktivitet ytterligare. Immunterapier som
syftar till att aterstélla denna balans genom att stimulera Treg-responsen, kan
ddrmed komplettera behandlingar riktade pa mastceller. Dessutom har Hellberg et
al. (2006) visat att héstar uppvisar individuella allergenprofiler, vilket tyder pa att
framtida immunterapier bor utformas mer individanpassat for att vara effektiva.
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5. Slutsats

Litteraturen indikerar att mastceller har en viktig roll i utvecklingen av
sommareksem, men kunskapen om deras specifika funktioner i detta tillstand ar
fortfarande begrénsad. Det finns ett behov av fler studier som fokuserar pé
mastcellens funktion vid sommareksem, eftersom mycket av forskningen hittills
har fokuserat pa andra delar av immunreaktionen. For att forbattra
behandlingsmdjligheterna kravs utveckling av nya terapier, exempelvis
blockering av inflammatoriska mediatorer. I denna studie visade sig den anvidnda
metoden for isolering av mastceller fran hudbiopsier vara otillracklig, vilket
understryker behovet av vidare metodutveckling for att optimera tekniken. Trots
detta kunde metakromatiska mastceller identifieras i paraffininbdddade
histologiska preparat, vilket bekréftar deras nédrvaro 1 histens hud.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Sommareksem &r en vanlig och plagsam aterkommande hudsjukdom som drabbar
manga histar varje sommar. Det orsakas av en allergisk reaktion mot bett fran
insekter som blodsugande svidknott. Hos héstar som drabbats av sommareksem
uppstar intensiv klada, som leder till att hiasten skadar sig sjdlv genom att gnugga
och bita i huden. Kliandet orsakar 6ppna sar som kan leda till sekundira
infektioner och i allvarliga fall kan det paverka hastens vdlméende drastiskt.

I denna studie undersoktes en sérskild typ av immuncell som kallas for mastceller
och vilken funktion mastcellen har vid sommareksem. Mastceller finns i huden
och deltar i kroppens forsvar mot frimmande d@mnen. Nér de aktiveras vid en
allergisk reaktion sldpper den ut &mnen som kan orsaka kldda och svullnad. Syftet
med denna studie var att undersdka om det gar att isolera mastceller frin héstens
hud samt ta reda pa hur de bidrar till sjukdomens utveckling.

Hudproverna samlades in fran héstar som tidigare haft sommareksem men
proverna togs inte under aktiv sjukdomssédsong. Vid isolering av mastceller
identifierades ett lagt antal mastceller (~0,01%), vilket indikerade pa att det ar
svart att isolera mastceller frdn hudvivnad med aktuell metod. Daremot i fargade
vivnadsprover sé kallade paraffininbdddade histologiska preparat kunde
mastceller identifieras. Litteraturstudien visade att mastceller har en viktig roll for
sjukdomsutvecklingen men att 4ven andra delar av immunforsvaret dr inblandade.
En 6verdriven reaktion frin insektsbett leder till 6kad produktion av
immunoglobulin E antikroppar som aktiverar mastcellen att frisitta
inflammatoriska &mnen. Dessutom tyder forskningen pd att ett dveraktivt
immunforsvar och genetiska faktorer kan gora att vissa héstar &r mer mottagliga
for sjukdomen.

Slutsatsen &r att mastceller dr viktiga vid sommareksem men att det krivs béttre
metoder for att studera dem. Forskning inom detta omrade kan 1 framtiden leda till
effektivare behandlingsstrategier som minskar héstarnas lidande.
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Publicering och arkivering

Godkinda sjilvstiandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver i
séddana fall godkdnna publiceringen. I samband med att du godkadnner publicering
kommer SLU &ven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan ndrsomhelst aterkalla ditt godkédnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkénnande 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, Ellinor Klingzell har ldst och godkénner avtalet for publicering samt
den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

LI 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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