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Den ménskliga lungan utsitts dagligen for stora méngder luftburna partiklar av vilka manga
aktiverar immunsystemet. Luftvigsepitelet utgor first line of defense” och spelar en nyckelroll
vid forsvaret mot dessa patogener. Kroniskt obstruktiv lungsjukdom och kronisk bronkit dr bada
sjukdomar med hog forekomst av kolonisering med bakterier i luftréren och en 6kad risk for
sekundirinfektioner. Dessa sjukdomar har ocksa en dkad forekomst hos bade lantbrukare och
rokare.

Toll-receptorer (TLR) spelar en nyckelroll vid den medfodda immuniteten, genom sin formaga
att binda till mikrober och mikrobiella produkter. Tio humana Tollreceptorer har identifierats
och bronkiella epitelceller uttrycker alla dessa tio. Aven monocyter/makrofager och neutrofiler
(tva typer av vita blodkroppar) uttrycker Tollreceptorer och deltar dirmed i kroppens forsvar
mot bakterier och virus och alla dessa celler finns néarvarande i luftvigarna. Den bist
karakteriserade Toll-receptorn dr TLR4 som binder till lipopolysackarid (LPS). LPS utgér en
del av cellviggen hos gramnegativa bakterier. LPS bildar ett komplex med LBP (LPS-binding
protein) och binder till CD14 pa exempelvis monocyter. TLR2 binder lipoproteiner,
grampositiva bakterier och mykobakterier.

Vi har vidare i 2 studier pavisat att bonder har en pagaende inflammation i luftvigarna och en
tolerans (de reagerar inte med en lika kraftig inflammation efter exponering i grishus respektive
provokation med LPS) jamfort med tidigare oexponerade personer. I en av dessa studier sag vi
ocksa att bonder hade reglerat ner sitt uttryck av TLR2 pa blodmonocyter.

Fragestillning

I foreliggande studie avsag vi att studera om kronisk exponering for organiskt material (rokare
och svinskotare) leder till likartad reaktion vad géller paverkan av det medfodda
immunforsvaret. Var hypotes ér att uttrycket av Tollreceptorer pa celler fran sputum &r
nedreglerat i lufvigarna hos grisbonder jamfort med friska rokare och kontroller. Uttrycket av
Tollreceptorer hos viktiga celltyper som deltar i kroppens forsvar mot patogener hos friska
kontroller, rokare och grisbonder fran bade luftvigarna och blod ir inte studerat tidigare.
Metodbeskrivning

Femton friska kontroller, 15 friska rokare och 15 icke-rokande grisbonder inkluderades i
studien. Forsokspersonerna likarundersoktes, pricktest utférdes for att utesluta allergi och
forsokspersonerna fick fylla i en enkit rérande luftvigsbesvir, rokvanor och en noggrann
analys av yrkesexponering for lantbrukaren utférdes. Lungfunktionsundersékningar inklusive
reversibilitetstest genomfordes for att bedoma grad av en eventuell luftvigsobstruktion.
Blodprovtagning och induktion av sputum (upphostningsprov som speglar de 6vre luftvéigarna)
genomfordes, samt NO i utandningsluft mittes. I blod och sputum analyserades
cellfordelningen, halten inflammatoriska mediatorer i form av IL-2, IL-4 och IL-13
intracellulért i lymfocyter (enbart blod), uttryck av TLR2 och TLR4 pa savil monocyter som
neutrofiler, samt halten 16sliga receptorer delaktiga i den medfédda immuniteten som sTLR2
och sCD14 i sputum. Vidare analyserades adhesionsmolekyler pa neutrofiler i bade blod och
sputum som &r viktiga vid utvandringen av neutrofiler fran blodet till luftvigarna, samt halten
av de inflammatoriska cytokinerna IL-6 och IL-8.

Resultat och diskussion

Alla 3 grupper uppvisade normal lungfunktion (lungfunktionsparametrar: VC=vitalkapacitet,
FVC=forcerad vitalkapacitet; se tabell 1). Rokarna uppvisade ett visst matt pa
obstruktion/tranghetskinsla i brostet och signifikant mer dn kontrollerna och i viss man



lantbrukarna (parametrar som pavisar obstruktion: FEV =forcerad expiratorisk volym pa 1
sekund, FEV/VC=hur mycket man kan blasa ut den forsta sekunden av totala lungkapaciteten).
NO i utandningsluft, som dr ett matt pa luftvigsinflammation skilde sig inte at mellan

grupperna.
Tabell 1
Controls Farmers Smokers Between groups
Value % predicted | Value % predicted Value % predicted p-value
VC (L) 5.08 95% 4.87 89% 4.69 91% ns
(4.70-5.47) (91-100) |(4.21-5.54) (82-97) (4.17-5.20) (83-100)
5.02 96% 4.88 91% 4.54 90%
FVC (L) (4.64-5.39) (91-100)  |(4.22-5.54) (83-98) (4.02-5.06) (81-99) ns
FEV, (L) 4.02 100% 3.93 94% 3.38 87% % pred
1 (3.69-4.36) (96-105) [(3.38-4.47) | (85-103) (2.95-3.80) (80-95) C vs S p=0.0089
FEV,/VC 79 80 72 Cvs E 5;%0043
(76-81) (77-83) (68-76) P—0.001
Reversi- 2.30 2.89 5.46 ns
bility (%) 0.88 —3.71) 0.61 —5.16) (2.22 - 8.70)
NO 12.1 12.5 114 ns
(ppb) (9.2-15.0) (9.1-16.0) (8.1-14.8)
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Rokare har signifikant mer T-lymfocyter (CD3"), samt fler T-hjdlparceller (CD4") och cytotoxiska
lymfocyter (CD8") jimfort med bade kontrollpersonerna och svinskétarna (figur 1). Rokare har
ocksé signifikant fler IL-2-, IL-4- och IL-13-producerande CD4"- och CD8"-celler jimfort med
kontroller (figur 2). Aven svinskotare har ett 6kat antal av IL-4- och IL-13-producerande CD4"-
celler och IL-2-producerande CD8"-celler. IL-4 och IL-13 ir inblandat vid astma, men #r ocksa
kdnda som antiinflammatoriska cytokiner, som skyddar mot dodlig utgang vid kraftig endotoxemi
(kraftig exponering for LPS) i djurmodeller. Dessa cytokiner kan bidra till att svinskotare uppvisar
en form av tolerans mot sin arbetsmiljo och inte reagerar lika kraftigt vid vigning av grisar som
tidigare oexponerade personer gor. Vi har tidigare pavisat en signifikant korrelation mellan andelen
IL-13-producerande CD4"-celler och antalet arbetsar inom grisuppfédning. IL-4 och IL-13 ir ocksa
inblandat i en rad inflammatoriska sjukdomar som karakteriseras av remodelling, dvs permanenta
sjukliga fordndringar i lungan. Nyligen har man sett att IL-13 leder till 6kad produktion av
transforming growth factor (TGF-)p, en tillvixtfaktor som man vet dr inblandad vi lungfibros.
Figur 2
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Pa grund av tekniska orsaker har vi fatt for fa sputumprover av god kvalitet fran rokargruppen for att
kunna dra sékra slutsatser. Dirfor har vi i de foljande parametrarna analyserade i sputum enbart
gjort jamforelser mellan friska och svinskdtare. Det var inte heller mojligt att analysera
cellyteuttryck pa makrofager i sputum, da dessa celler autofluorescerar och gor det ddrmed svart att
skilja mellan autofluorescens och fluorescens orsakad av antikroppsbindning till cellytan vid analys
i flodescytometern. Darfor har vi fokuserat pa neutrofiler i blod och sputum vad giller Tollreceptor-
uttryck.

Vi kunde upprepa fyndet fran féregaende studie och pavisa en nedreglering av TLR2 pa
blodmonocyter (Figur 3). Detta minskade uttryck skulle kunna vara en forklaring till det forsimrade
forsvaret mot luftvigsinfektioner och den dkade forekomsten av kronisk bronkit som bonder
utvecklar.



Figur 3
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Svinskotare uppvisar tecken pa inflammation i luftvigarna med signifikant hogre andel neutrofila
granulocyter i inducerat sputum jamfort med kontrollpersonerna (figur 4). Svinskotarna hade ocksa
signifikant ldgre andel och antal makrofager, vilka dr celler viktiga i kroppens forsvar i sputum
jamfort med kontrollerna.

Figur 4
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Studier av adhesionsmolekyler pa de neutrofila granulocyterna i 2 olika compartments (blod och
luftvdgar mitt i inducerat sputum) har jamforts sa vil inom gruppen som mellan grupperna.



Adhesionsmolekyler dr viktiga i samband med utvandringen av neutrofiler fran blod ut i luftvigarna.
Exponering i svinhus leder till en 6kad utvandring av neutrofiler i luftvigarna. CD11b-uttryck okar
pa neutrofilerna i samband med utvandring i luftvdgarna och i samma omfattning i bada grupperna
(Figur 5A). Svinskétare uppvisar ett minskat uttryck av bade L-selectin (CD62L) och P-selectin
(CD162) i blod jamfort med kontrollerna och uttrycket minskar efter utvandring i luftvigarna och
signifikant mer hos kontrollpersonerna. Uttryck av adhesionsmolekyler pa neutrofiler i bade blod
och sputum hos lantbrukare har inte tidigare studerats. En jamforelse av uttryck av TLR2, TLR4 och
CD14 som ir en viktig co-receptor for TLR4 har dven hir gjorts pa de neutrofila granulocyterna i 2
olika compartments (blod och luftvigar mitt i inducerat sputum) och jamforelser har gjorts sa vil
inom gruppen som mellan grupperna. Uttrycket av TLR2 pa neutrofiler minskar i och med
utvandringen i luftvigarna (Figur 5B). De bada involverade receptorerna for endotoxin, TLR4 och
CD14 uppregleras pa neutrofilerna vid utvandringen till luftvigarna framst hos kontroller. Uttrycket
av CD14 pa neutrofiler i sputum uppreglerades inte och var ligre hos svinskdtarna, om dn inte
signifikant.

Figur 5
A
D11 D62L D162
400 cotib p=0.050 CDé 160 | 0006 CD16 Controls @
— - Farmers O
350 o 175 140 1
300 1 150 - 120 1
1 <0.05
250 :I: 125 4 100 4 compared to blood

rMFI

1 <001
200 100 4 80 (?
150 A 75 1 60

100 A 50 1 40
] 1 20 it
* e P ° O
blood sputum blood sputum blood sputum
TLR2 TLR4 CD14
5 - 5 1 5 1 p-0.054
] ] 1
4 4 T 4

rMFI

; Y -

blood sputum blood sputum blood sputum

IL-8, en kemokin som lockar till sig neutrofila granulocyter, skilde sig inte at mellan grupperna
i luftvidgarna i denna studie (Figur 6). Hos svinskotarna var det en signifikant korrelation mellan
antalet neutrofiler i sputum och halten IL-8 i sputum, vilket dr rimligt f6r IL-8 4r en
kemotaktisk faktor for IL-8. Det vill sdga att IL-8 kan ddrmed 6ka utvandringen av neutrofiler i
sputum. Dessutom pavisades en negativ korrelation mellan halten IL-8 i sputum och uttrycket
av TLR4 pa neutrofiler i sputum-det vill séga ju kraftigare inflammation desto ldgre uttryck av
den for forsvaret mot bakterier viktiga receptorn TLR4. Vi har inte tidigare studerat TLR-
uttryck i de ovre luftvigarna och dessa studier ger intressanta aspekter géllande forsvaret i
luftvdgarna i de bada grupperna.



Figur 6
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Receptorerna CD14 och TLR2 finns ocksa i en 16slig form (sCD14 och sTLR2) och man tror att
kroppen i sitt forsvar mot bakterier frisétter dessa receptorer. Dessa l0sliga former tros binda till
bakteriella produkter och ddrmed mildra den inflammatoriska reaktionen. Bade sCD14 och
SsTLR2 var signifikant ldgre hos svinskotarna i sputum (Figur 7A, B). Detta skulle kunna
forklaras av att receptorn bundit bakteriella produkter och kan ddrmed inte binda till sig
antikroppen som anvinds for att detektera substansen. Det kan ocksa forklara det lidgre uttrycket
av TLR2 pa neutrofiler i sputum jamfort med blod pa grund av att receptorn frisatts. Vidare sag
vi en negativ korrelation mellan sCD14 och TLR4-uttryck pa neutrofiler i blod, det vill sdga ju
lagre uttryck av TLR4 pa neutrofilerna desto hogre halt sCD14 i sputum (Figur 7C). En
korrelation forelag ocksa mellan sCD14 och antalet makrofager i sputum, tva faktorer som bada
var signifikant ldgre hos svinskotare (Figur 7D).
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For att fordjupa kunskaperna om bakomliggande orsaker till den toleransutveckling som
svinskotare uppvisar, dér de inte utvecklar samma kraftiga inflammatoriska reaktion i samband



med exponering i svinhus har vi analyserat halten sST2 i serum fore och efter exponering for
LPS och i svinhus. sST2 har tidigare visats vara en negativ regulator av inflammation och skulle
kunna vara en bidragande faktor till den toleransutveckling som lantbrukare uppvisar.
Intressanta fynd var att enbart kontrollerna 6kade i sST2 i serum efter exponering i svinhus och
signifikant mer dn lantbrukarna (Figur 8). Vi sag en negativ korrelation mellan 6kningen av
sST2 i serum efter vigning av grisar och antalet ar som lantbrukaren arbetat och varit verksam
inom lantbruk, det vill séga att ju férre ar lantbrukaren arbetat desto mer okade de i sST2 i
serum och uppvisade didrmed ett reaktionsmonster liknande det som kontrollerna har. Vi tror att
den kraftiga inflammatoriska reaktion som friska forsokspersoner uppvisar efter exponering i
svinhus 4r ett naturligt svar pa den toxiska miljon. Den tolerans som lantbrukaren uppvisar kan
vara av ondo och bidra till den 6kade forekomst av luftvigssjukdomar som epidemiologiska
studier pavisar.
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Sammanfattningsvis har dessa studier visat att svinskotare i en rad parametrar kopplat till det
medfodda immunsvaret ér signifikant skilt fran kontrollerna. De har fler T-hjdlparceller som
uttrycker IL-4 och IL-13, cytokiner som man vet har antiinflammatoriska egenskaper och som
dir med skulle kunna bidra till toleransutvecklingen som svinskotare uppvisar. De okar inte
heller i samma omfattning som kontrollerna i ST2 efter exponering i svinhus och 6kningen av
ST2 ar negativt korrelerat till antal arbetsar i svinstall. ST2 kan vara en bidragande orsak till
den toleransutveckling som svinskotare uppvisar.

Kronisk exponering for organiskt material leder till en pagaende inflammation i luftvigarna och
en paverkan pa det medfodda immunforsvaret. Dessa fordndringar kan vara orsak till den 6kade
forekomsten av kronisk bronkit och kroniskt obstruktiv lungsjukdom som svinskétare drabbas
av. Dessa sjukdomar &r ofta forknippade med en 6kad kolonisering av bakterier i luftvdgarna.
Man har i studier nyligen sett att savil svinskotare som grisar &r biarare av Meticillinresistenta
Staphylococcus aureus (MRSA) det vill sdga multiresistenta bakterier som bland annat ger
upphov till sjukhussjuka. Dessa multiresistenta bakterier ar ett vixande problem inom sjukvard
och kriver isolering av personer som &r bérare av dessa. Staphylococcer dr grampositiva
bakterier och det minskade uttrycket av de Tollreceptorer som binder grampositiva bakterier
som vi i denna studie pavisat att svinskotare gor kan dven bidra till denna utveckling.



Publikationer:

Resultaten fran studien har presenterats pa 2 kongresser inom Lungmedicin, dir forskare fran
hela virlden samlas och diskuterar aktuella resultat. I vart fall har resultaten presenterats inom
sektionen rorande arbetsmiljofragor.
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Tva manuskript dr under sammanstillning, dér vi riknar med att skicka in det forsta fore jul och
det andra i borjan av nésta ar.
Vi har kontaktat Svensk Gris med knorr om eventuell publicering i tidskriften.



