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Slutrapport och ekonomisk redovisning av projekt:

Inflammationsmarkorer i bronkiella biopsier hos hdistar med
kronisk bronkiolit

Markers of inflammation within bronchial tissues in horses with recurrent airway
inflammation

Bakgrund

Hastar 1 tempererat klimat drabbas ofta av RAO “recurrent airway obstruction” nir de halls
inomhus. Sjukdomskomplexet kallades forr kronisk bronkit eller ”chronic obstructive pulmonary
disease” (COPD) och ofta talar man lite slarvigt om bronkithdstar dven idag. Idag vet vi att RAO
har likheter med astma hos ménniskor och i dammiga stallmiljéer 6verreagerar hastar med RAO
(Bureau et al 2000, Lavoie ef al 2001, Cordeau et al 2004). Vanligen dr det dldre hadstar som har
RAO (>8 ar (Bracher et al 1991)), yngre tavlingshastar kan ocksa ha en mild ickeinfektios
luftvigsinflammation som kallas “inflammatory airway disease” (IAD). Héstar med IAD har inga
symptom i vila men har dverreaktiva luftvigar (Hare and Viel 1998, Couetil ef al 2001) som
vanligtvis endast mérks genom nedsatt prestation. Overreaktiviteten har kopplats till dkad
forekomst av inflammatoriska celler (mastceller, eosinofiler och neutrofiler) i BAL-vitska
(bronkoalveolidrt lavage). Det har ocksé foreslagits att IAD hos unga héstar &r ett forstadium till
RAO (Hare and Viel 1998, Hoffman, Mazan and Ellenberg 1998), men uppfdljande studier
saknas. Det viktigaste verktyget for studier av inflammationsmarkdrer vid
luftviagsinflammationer har varit BAL. Dock ger BAL bara en ofullstindig bild av den pagéende
inflammationsprocessen. Framsteg inom bioteknologin vid anvdndandet av bronkialbiopsier for
diagnostik av astma hos méinniskor har gett nya kunskaper om mekanismer for inflammation 1
vévnad.

Malet med den hir studien var att anpassa och utveckla molekyldrbiologiska metoder for att testa
var samling av vivnadsprover och BAL-vitska fran héistar med olika luftvigsbesvir. Eftersom
man funnit likheter mellan RAO och astma hos ménniskor ville vi jamfora
bronkialbiopsianalyser med den traditionella BAL-tekniken.
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Material och metoder

Vid projektets start hade vi samlat detaljerade kliniska data och prover fran 6ver 70 héstar med
varierande grad av luftvigsinflammation. I detta material ingick histar med RAO fran Liege,
Belgien som utsatts for experimentell exponering av allergen. Resterande héstar kom fran olika
stall 1 Sverige.

Bronkoalveoldrt lavage
Lungskdljprover togs och analyserades enligt standardprotokoll, klinisk kemi, SLU och
University of Liege.

Realtids-PCR

Isolering av total-RNA fran BAL-celler eller biopsier utfordes med TrizolTM, enligt
tillverkarens instruktion, 16stes i DMPC-H20 och forvarades i -80°C fram till analys. Relativ
kvantifiering av ekvint IL-4 och IL-5 mRNA uttryck utférdes genom “one step real time PCR”
(RotorGene3000). Reaktionerna (25 pl) inneholl 0.5 mM av vardera ANTP, 2.5 mM MnOAc2,
2.5 units av rTth polymeras, 40 ng total-RNA och relevant primer/prob-set. Reaktionen kordes
enligt: 42°C, 5 min; 60°C, 20 min; foljt av 45 cykler: 95°C, 5 s; 60 °C, 30 s. Alla prover kordes i
triplikat och negativa kontroller inkluderades i varje korning.

Immunohistokemi

Biopsier fixerades i1 kyld aceton med proteasinhibitorer (20mM iodoacetamide and 2mM phenyl
methyl sulfonyl fluoride) i -20°C under 16-20 timmar. Efter fixering, biddades biopsierna in 1
glycolmetacrylate (GMA) resin och forvarades 1 —20°C fram till snittning och immunofargning.
Tva snitt fran en biopsi tickande den mofologiska strukturen av intresse fran varje hést snittades
till 2um tjocklek och placerades pa poly-L-Lysine behandlade glas. Endogent peroxidas
himmades med 0.1% natriumazid och 0.3 % viteperoxid 1 30 minuter. Efter 3x5 minuters-tvittar
1 TRIS-buffrad NaCl med 0.1% Triton-X-100 (TBST), blockerades icke-specifik
antikroppsbindning med Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma, Missouri, US) med 10 %
fetalt kalvserum och 1% bovint serumalbumin (BSA) i 30 minuter. Fortsatt blockering av
ickespecifik antikroppsbindning utfordes med ytterligare en inkubering med grisserum 1 30
minuter. Dérefter tillsattes primédra getantikroppar mot IL-6, IL-10 och TNF-a spddda i 0.05%
TBST med 1% BSA och inkuberades dver natt. Efter skdljning 1 TBST blockerades icke-specifik
antikroppsbindning fore primédra antikroppar mot TNF-a, IL-6 och IL-10 tillsattes. Efter
skoljning med TBST 3x5 minuter, tillsattes bioatinylerade grisantiget IgG F(ab”) (Dako Glostrup
Denmark) foljt av streptavidin-biotin horseradish peroxidase complex (Dako). Snitten
brunfirgades sedan med diaminobenzidine (DAB) och motfirgades darefter med Mayer
Haematoxylin. TBST anvédndes som negativ kontroll.

Cytokinimmunoreaktivitet kvantifierades med en fargvideokamera (Sony DXC-950P - Sony,
Tokyo, Japan) med 380 000 pixlars upplosning kopplad till en Leica Imaging Workstation med
speciell PC-mjukvara (Leica Q500IW, Leica Cambridge UK).
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Resultat

Realtids-PCR

Vi har nu utvecklat metodologin for att analysera forekomsten av mRNA for ekvina cytokiner
som styr luftvigsinflammation, upp- eller nedreglerande, i bdide BAL-prover och
bronkialbiopsier. Cytokinerna inkluderade &r: tumour necrosis factor alpha (TNF a), interleukin
(IL) 4, 5, 6, 8, 10 och 17. metoden har anvénts for att analysera de insamlade proverna och vi har
resultat fran de belgiska héstarna (biopsier och BAL) och fran en av véra grupper av svenska
tavlingshdstar and from BAL (se publikationslista ref 3).

Immunohistokemi biopsier

Den andra delen av projektet var att fokusera pa immunohistokemi pa bronkialbiopsier. Vi valde
att forst analysera de belgiska biopsi-proverna eftersom de representerar fall med
vildokumenterade kliniska skillnader. Direktfargning av TNF a, IL-6 och IL-10 fungerade vél
med humanspecifika antikroppar (Figur 1). Dessa resultat ar 1 sig virda att publicera men
darutover fann vi att halten TNF o och IL-6 f6ljer varandra 1 biopsierna (Figur 2), vilket styrker
var hypotes att bronkialbiopsier kan anvindas for analys av inflammatoriska markorer vid
luftviagsinflammation (se publikationslista ref 4).

Figur 1: Immunohistokemi av bronkialepitel, Jamshid Pourazar, Lungkliniken, Umea
universitetssjukhus.
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Figur 2: Korrelation mellan TNFa och IL-6 i bronkialbiopsier fran hiastar med RAO.
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mRNA-detektion jiamférd med BAL-cytologi:

Histar med hoga halter av eosinofiler eller mastceller i BAL-prover analyserades med realtids-
PCR for IL-4, IL-5, IL-6 och IL-10. I gruppen som hade hdga eosinofilviarden som normalt skulle
ha diagnostiserats som IAD gick cellhalterna ned utan behandling (Figur 3). Det hér var ett
ovintat resultat och tyder pé att eosinofili som tidigares tolkats som ett tecken pa allergi kan vara
overtolkat. Cytokinerna IL-4 och IL-5 &r kopplade till allergiska reaktioner men ingen kraftig
okning av genyttrycket kunde detekteras (Figur 4, se publikationslista ref 1).

Figur 3: Stapeldiagram over tillfallig pulmonér eosinofili hos en grupp (n=12) unga
varmblodshéstar.
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Figur 4: Korrelation mellan fordandringar i pulmonér eosinofili och mRNA {6r IL-5 1 BAL-prov
hos en grupp (n=12) varmblodiga travhistar med tillfallig pulmonér eosinofili.
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BAL eosinophil plotted against IL-5 during pulmonary eosinophilia
rs= 0,58 p<0.05
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Resultat fran den longitudinella studien visar ett tydligt samband mellan stallmiljoé och ett forhojt
uttryck av genen for IL-6 som dr en proinflammatorisk cytokin men varken upp- eller
nedreglering av IL-10 som anses ha en immunhdmmande effekt (se publikationslista ref 2).

I den hir gruppen fann vi ocksé nedreglering av IL-6 trots att halterna av mastceller var hoga
(Figur 5). Detta star i direkt kontrast till tidigare accepterade teorier inom hdstmedicinen men nya
ron pd humansidan visar liknande resultat som i var studie (se publikationslista ref 5).

Figur 5: Halt av mRNA f6r IL-6 i relation till mastcellhalt i BAL-prov for en grupp
varmblodshéstar (n= 7).
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Diskussion samt publikationer och 6vrig resultatformedling till niringen

Diskussion

Idag har vi analyserat forekomsten av TNFa, IL-6 och IL-10 med hjélp av immunohistokemi och
mRNA f6r samma cytokiner plus IL-8 och IL-17 i1 biopsier och BAL-vitska med realtids-PCR
for 11 hastar. Dessutom har vi analyserat mRNA for IL-4 IL-5, IL-6 och IL-10 i BAL-prover fran
12 unga tavlingshéstar provtagna 3 ganger med 6 manaders mellanrum da de hallits 1 olika typer

av stallmiljo.
5
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Vi har nu utvecklat och utvérderat realtidsPCR-system for att analysera vidvnadsprover fran hést
avseende mRNA for cytokinerna IL-4, 5, 6, 8, 10, 17 och TNFa. Med den hiar metodologin ges
mojlighet till fordjupade studier av mekanismerna for utvecklingen av inflammatoriska
sjukdomar hos hést. PCR-systemen for ndgra av cytokinerna modifierades frén redan publicerade
arbeten. For flera av cytokinerna saknades dock publicerade metoder och dessa utarbetades helt
pa vart laboratorium. Vi har fardiga data for fyra vetenskapliga artiklar varav tva visar att om
man bara forlitar sig pd BAL-cytologi vid diagnos av IAD finns det risk for inkorrekt diagnos
och prognos.

Forutom de ovan ndmnda resultaten har vi ocksa funnit att IL-6, IL-10 och TNFa kan identifieras
med hjdlp av immunohistokemi i vdvnad fran histluftvigar. Metoden ar utvecklad med
antikroppar riktade mot humana cytokiner och hade tidigare inte testats pa vivnad fran hast. Det
hér ger oss ett verktyg till for att genom analys av bronkialbiopsier identifiera histar med
luftvigsinflammation.

Resultaten 1 den hér rapporten bygger pa av tidigare arbeten som ocksa finansierats via ATG fore
sammanslagningen/omorganisationen till stiftelsen svensk héstforskning. Vara tidigare rapporter
ar darfor inte ldmnade elektroniskt dd& ATG inte hade ett sddant system. Vart projekt har hamnat
mitt 1 Overgangen och viss information stimmer inte dverens med det nuvarande elektroniska
formuldret som till exempel projektets langd. Det finansiella stodet frdn SHF (och tidgare ATG
och Agria) har ndmnts 1 alla konferensrapporter och publikationer.

Nar ansokan for det hér projektet skrevs ingick Eva Wattrang i vér grupp. Hon lamnade dock
projektet tidigt och har inte bidragit till de ovan beskrivna studierna. Istillet deltog forskare med
annan expertis (realtids-PCR och immunohistokemi) vilka &r inkluderade som medforfattare pa
respektive manuskript.
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