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SAMMANFATTNING

| denna uppsats redovisas en studie dar forekomsten av hundallergenet Can f 5
undersokts i urinprover fran 50 hundar. Urinproverna samlades in fran kénsmogna
tikar och hanar av raserna schafer och pudel. Uppsatsen innehaller &ven en
litteraturstudie vilken omfattar androgener, prostatan hos hund och allergi (typ 1
hypersensitivitet) hos ménniska.

Det finns fem beskrivna allergena proteiner fran hund varav Can f 5 upptacktes
senast. Innan detta protein karakteriserades som ett allergen gick det under
bendmningen argininesteras. Argininesteras ar den framsta sekretoriska produkten
i prostatan hos hund och det finns flertalet studier pa detta protein i vilka man
undersokt en teori om att det ar beroende av androgener. Det finns dock inga
studier pa koncentrationen av Can f 5 (argininesteras) i hundurin beroende pa kon,
hormonell status och ras.

Syftet med denna studie var att undersdka koncentrationen av Can f 5 i hundurin.
En jamforelse beroende pa kon, kastrationsstatus, ras, alder och insamlad
urinmangd har utforts. Aven den individuella variationen i koncentration har
studerats.

For att en analys av urinproverna skulle vara mojlig utformades och optimerades
en sandwich assay baserad pa ett par av monoklonala a-Can f 5 antikroppar. Vissa
steg i optimeringen redovisas i denna uppsats. Urinproverna analyserades ospadda
samt i spadningen 1:300, 1:600 och 1:1200. Genom att jamféra urinprovernas
responser (RU) med en standardkurva som tagits fram for denna studie, kunde en
koncentration av Can f 5 for varje urinprov beréknas.

Koncentrationen av Can f 5 i urinproverna fran tikarna och den enda kastrerade
hanhunden lag pa < 0,001 pg/ml medan den genomsnittliga koncentrationen hos
de okastrerade hanhundarna var 69 pg/ml. Detta var en signifikant skillnad vilket
stodjer den tidigare teorin om att produktionen av Can f 5 &r beroende av
androgener.

Vid en jamforelse av koncentrationen av Can f 5 mellan de tva studerade
hundraserna kunde ingen signifikant skillnad observeras och det var en stor
individvariation hos de okastrerade hanhundarna dven inom en och samma ras.
Det pavisades dock ett samband mellan koncentrationen av Can f 5 och den
urinmangd en hund kastade vid provtagningstillfallet. Detta samband var tydligast
hos pudlarna dar det dven var signifikant vid anvandning av logaritmerade
koncentrationer. Ett mycket svagt samband mellan koncentration och alder kunde
aven ses. Troligtvis hade detta samband blivit starkare vid en storre
studiepopulation och fler gamla hundar i studien.



SUMMARY

This report presents a study of the occurrence of the dog allergen Can f 5 in urine
samples from dogs. A total of 50 urine samples were collected from sexually
mature male and female dogs of two different breeds; German Shepherd and
Poodle. This report also contains a review of the existing literature on androgens,
the dog prostate and allergy (type 1 hypersensitivity) in humans.

Five allergenic proteins from dog have been described and the most recently
discovered dog allergen is Can f 5. Prior to its discovery as an allergen, Can f 5
was known by the name “arginine esterase”. Arginine esterase is the main
secretory product of the dog prostate and there are multiple studies of this protein
where its androgen-regulated production was investigated. However, there are no
reported studies of the Can f 5 (arginine esterase) concentration in dog urine
depending on gender, hormonal status or breed.

The purpose of this study was to investigate the concentration of Can f 5 in dog
urine from a large number of dogs. A comparison depending on gender, castration
status, breed, age and sample volume has been performed. The individual
variation in concentration was also evaluated.

To enable the analysis of the urine samples, a sandwich assay based on a pair of
monoclonal a-Can f 5 antibodies was established. Some of the steps in the assay
development and optimization work are described in this report. The urine
samples were analyzed undiluted and in the dilution 1:300, 1:600 and 1:1200. By
comparing the assay repsonses (arbitrary response units, RU) of the urine samples
with those obtained from a set of Can f 5 calibrators of known concentration (a
standard curve), the Can f 5 concentration could be calculated for each urine
sample.

The concentration of Can f 5 in the urine samples from all female dogs and a
castrated male dog was < 0,001 pg/ml while the average concentration among the
non-castrated male dogs was 69 pg/ml. This difference was significant and these
results are consistent with the previous theory that the production of Can f 5 is
androgen-dependent.

There was no significant difference in concentration of Can f 5 between the two
studied dog breeds but there was a large individual variation among the non-
castrated male dogs regardless of breed. However, there was a relationship
between Can f 5 concentration and the amount of urine released by the animal
when the sample was collected. This relationship was significant among the
poodles when using logarithmic values for the concentrations. There was also a
very weak relationship between Can f 5 concentration and age of the animal, but a
larger study population including more elderly dogs would be required to confirm
this observation.



INLEDNING
Bakgrund

Hundar &r en relativt vanligt forekommande orsak till allergiska besvér hos
manniskor och vanliga symptom ar exempelvis rhinit, konjunktivit och astma. Ett
flertal allergena proteiner fran hund har identifierats och det som upptécktes
senast bendmns Can f 5. Detta protein har isolerats fran hundurin och dess
forekomst har dven pavisats i pals. | tidigare studier har man sett att de flesta
hundallergiker framst har IgE-reaktivitet mot Can f 1 men i en nyligen utférd
studie var Can f 5 det dominerande allergenet. I samma studie kunde man &ven
konstatera att vissa hundallergiker var sensibiliserade mot enbart Can f 5
(Mattsson et al., 2009).

Det finns flertalet studier dar Can f 5 (biokemiskt namn argininesteras) undersokts
I prostatan hos hund och det pekas dar ut som ett androgeninducerat protein.
Dessa studier utfordes innan man visste att proteinet var ett allergen och det finns
idag inga omfattande undersokningar av koncentrationen av Can f 5 i varken urin
eller mjall/pals fran hundar.

Om det stammer att Can f 5 ar strikt beroende av androgener sa ska det inte ga att
pavisa detta allergen hos tikar eller kastrerade hanhundar. Det finns dock inga
studier pa Can f 5 i hundurin dar man undersokt forekomsten av @mnet beroende
pa kén och hormonell status.

Om det gar att visa att Can f 5 endast forekommer hos knsmogna okastrerade
hanhundar sa skulle det innebara att hundallergiker som enbart har IgE-reaktivitet
mot just Can f 5 inte utvecklar allergiska reaktioner mot tikar eller kastrerade
hanar.

Syfte

Huvudsyftet med denna studie var att bestamma koncentrationen av allergenet
Can f 5 i hundurin for att undersoka om det foreligger nagon skillnad mellan tikar
och hanhundar. Aven skillnaden i forekomst av Can f 5 beroende pa ras (schafer
och pudel), alder, individ, kastrationsstatus och insamlad urinmangd studerades.

LITTERATUROVERSIKT
Androgener
Allmant om androgener

Androgener ar steroidhormoner och harstammar liksom alla hormoner inom
denna grupp frdn kolesterol. Den viktigaste androgenen ar det hanliga
kdnshormonet testosteron som produceras i testiklarna. Androstenedion och
dehydroepiandrosteron ar exempel pd tva andra steroidhormoner. Dessa
produceras dock inte i testiklarna utan i binjurarna. Deras biologiska funktion
liknar testosteronets, men de har en lagre androgen aktivitet och maste dven
omvandlas till testosteron for att ha en fysiologisk effekt i kroppen. Pa grund av
detta har dessa androgener troligtvis ingen betydelse hos handjur (Sjaastad, Hove
& Sand, 2003).



Testosteron och dihydrotestosteron

Testosteron produceras av leydigceller i testiklarna och koncentrationen av
hormonet ar hdg i hela testikelvavnaden genom diffusion fran ven till artar i
funikeln. Testosteron spelar en viktig roll i utvecklingen av de hanliga
konsorganen under fosterlivet. Nar ett handjur gar in i puberteten medfor en dkad
produktion av just detta hormon &ven tillvaxt av accessoriska konskdrtlar och
penis samt paverkar utvecklingen av sekundara konskarakteristika. Hormonet
stimulerar dessutom spermieproduktionen och tillvaxten av muskler och skelett
(Sjaastad, Hove & Sand, 2003) samt behdvs for utvecklandet och uppréatthallandet
av prostatan (Feldman & Nelson, 2004).

Det ar delvis testosteronet sjalv som medfor dessa effekter hos handjuret men
aven dihydrotestosteron spelar in. Nar nagot av dessa tva hormoner binder till
receptorer i cytosolen hos androgenkansliga celler bildas komplex. Dessa
komplex kan déarefter binda till DNA i cellkérnan vilket medfér en okad
transkription av specifika gener (Sjaastad, Hove & Sand, 2003).

Testosteron kan via enzymet Sa-reduktas omvandlas till dihydrotestosteron i vissa
vavnader i kroppen. Eftersom dihydrotestosteron har en starkare
bindningsaffinitet till de intracelluldara androgenreceptorerna, samt en
langsammare dissociation fran dessa receptorer, sa ar detta hormon betydligt mer
potent &n testosteron (Feldman & Nelson, 2004). Det har dven en storre betydelse
som androgen i organ som exempelvis penis och prostata (Sjaastad, Hove & Sand,
2003).

Testosteron regleras via negativ feedback

For att en hanhund ska kunna uppratthalla sin libido och producera spermier
behdvs hormoner. Dessa regleras via negativ feedback (se figur 1). I det hanliga
reproduktionssystemet finns tva hormonsystem varav det ena involverar GnRH
(gonadotropin releasing hormone), LH (luteiniserande hormon) och testosteron
medan det andra involverar GnRH, FSH (follikelstimulerande hormon) och
inhibin (Feldman & Nelson, 2004).

Gonadotropiner ar en grupp av hormoner som stimulerar tillvaxt och utveckling
av ett djurs gonader (testiklarna hos handjur och &ggstockarna hos hondjur). FSH
och LH ar exempel pa hormoner inom denna grupp och deras utséndring regleras
av GnRH (se figur 1). GnRH utsdndras av neuroendokrina celler i hypothalamus
vilka har en endogen sekretionsrytm. Cellerna kan dock aven paverkas av neuron i
andra delar av hjarnan samt via feedback fran blodets koncentration av
konshormoner. GnRH transporteras via portavensystemet fran hypothalamus till
adenohypofysen dér det stimulerar till utséndring av FSH och LH. Eftersom
utsondringen av GnRH regleras av hypothalamus s& regleras aven syntes och
utsondring av FSH och LH indirekt via denna del av hjarnan (Sjaastad, Hove &
Sand, 2003).
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Figur 1. Hormonernas reglering via negativ feedback (Asén, 2010).

FSH och LH fran adenohypofysen kontrollerar testiklarnas aktivitet (Sjaastad,
Hove & Sand, 2003). LH stimulerar produktionen av testosteron av leydigcellerna
medan FSH stimulerar sertolicellerna till spermatogenes (Feldman & Nelson,
2004). Eftersom frisattningen av GnRH fran hypothalamus sker i pulser 4-12
ganger per dag sa utsondras d&ven FSH och LH pulsativt. Fluktuationen av FSH
hos vuxna handjur ar dock mindre jamfort med LH eftersom FSH &ven regleras av
peptidhormonet inhibin via negativ feedback (Sjaastad, Hove & Sand, 2003).
Utsondringsmdnstret hos LH &r nddvéandigt for en normal utséndring av
testosteron (Sjaastad, Hove & Sand, 2003) och medfor att aven testosteronet
frisdtts i pulser vilket leder till en varierande serumkoncentration 6ver dygnet
(Feldman & Nelson, 2004).

En hdg testosteronkoncentration inhiberar utséndringen av GnRH och déarmed
aven utsondringen av FSH och LH (se figur 1). Vid en 6kad plasmakoncentration
av LH stimuleras daremot leydigcellerna att syntetisera och utsondra mer
testosteron (Sjaastad, Hove & Sand, 2003). En Okad koncentration av detta
hormon paverkar via negativ feedback hypothalamus och adenohypofysen att

5



minska utsondringen av GnRH respektive LH. En minskad utsondring av GnRH
medfor en indirekt hamning av FSH men &aven inhibin fran sertolicellerna utévar
negativ feedback pa FSH. For att det ska kunna produceras mogna spermier hos
ett handjur kravs det narvaro av bade FSH och androgener (framst testosteron och
dihydrotestosteron) i djurets testiklar (Feldman & Nelson, 2004).

Ostradiol &r ett honligt konshormon till vilket testosteron kan omvandlas efter
diffusion fran leydigceller till sertoliceller. Néar koncentrationen av FSH okar sa
stimuleras sertolicellerna till en 6kad produktion av 6stradiol och inhibin (se figur
1). Funktionen av Ostradiol hos hanhundar &r okdnd men det finns teorier om att
detta hormon liksom testosteron utévar negativ feedback pa hypothalamus
utsondring av GnRH (Sjaastad, Hove & Sand, 2003).

Innan ett djur blivit konsmoget sa utsondras GnRH endast i sma méangder. | och
med detta sa utséndras heller inte FSH och LH i tillracklig mangd for att
testikeltillvaxt och spermieproduktion ska stimuleras. Testosteron inhiberar
utsondringen av GnRH och teorin ar att &ven mycket sma mangder av testosteron
har formaga att inhibera utsondringen av GnRH innan ett djur genomgatt
puberteten, vilket sker vid cirka 6-12 manaders alder hos hundar (Sjaastad, Hove
& Sand, 2003).

Blodkoncentrationen av testosteron kan matas

Genom att mata koncentrationen av gonadotropiner och testosteron i blodet kan
information om det hormonella regleringssystemets funktionella status hos ett djur
erhallas. Ett enstaka blodprov avseende testosteronkoncentrationen &r dock av
begrénsat varde eftersom nivaerna fluktuerar 6ver dygnet. Det gar heller inte att
anvanda blodprover till att utvdrdera ett handjurs spermatogenes eftersom
koncentrationen av testosteron ar 50-100 ganger hogre i testiklarna an i blodet
vilket medfor att blodkoncentrationen av testosteron inte reflekterar testiklarnas
testosteronhalter (Feldman & Nelson, 2004).

Att méta blodkoncentrationen av testosteron kan dock vara vardefullt i vissa
situationer. Exempelvis kan det vara till hjalp for att avgéra huruvida en hund &r
kastrerad eftersom en hanhund med normal libido och fortplantningsférmaga
séllan har en plasmakoncentration av testosteron under 0,4 ng/ml oavsett fertilitet
(Feldman & Nelson, 2004).

Om funktionen hos leydigcellerna ska utvarderas kan ett GnRH-stimuleringstest
utforas. Vid detta test méts testosteronhalten i blodet fore samt efter
administration av GnRH till ett handjur. Hos ett normalt djur ses en peak i LH-
koncentrationen 15 minuter efter givan av GnRH, samt en testosteronpeak efter
ytterligare 45 minuter. Hos ett djur dar testosteronhalten inte okar i detta test
anvands den uppmatta koncentrationen av LH for att faststdlla om det ar
testiklarna eller hypofysen som &r orsaken till den uteblivna testosteronpeaken
(Feldman & Nelson, 2004).

Androgenproduktion efter kastration

Testosteron regleras via negativ feedback. Néar testosteronkoncentrationen 6kar sa
inhiberas utsondringen av GnRH och LH vilket i sin tur resulterar i en lagre
testosteronproduktion. Vid kastrering av ett handjur avlagsnas testiklarna vilket
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medfor att mojligheten till utsondring av testosteron fran leydigcellerna samt
inhibin fran sertolicellerna forsvinner. Detta leder till en utebliven negativ
feedback och resulterar darfor i att blodkoncentrationen av FSH och LH Okar
(Sjaastad, Hove & Sand, 2003).

Androgenproduktionen hos ett handjur kan &ven paverkas via farmakologisk
kastration exempelvis genom anvandning av GnRH-agonisten deslorelin.
Deslorelin undertrycker funktionen hos hypofys-gonadaxeln vilket resulterar i att
produktionen och/eller frisattningen av FSH och LH blir otillracklig. Suprelorin®
ar ett implantat vilket frisatter en lag kontinuerlig dos av deslorelin. Detta leder till
en sdnkning 1 plasmakoncentrationen av testosteron med en effekt i minst sex
manader efter implantationen. Effekten hos de behandlade hundarna &r en
minskad funktion i de hanliga reproduktionsorganen samt en lagre konsdrift och
spermatogenes (EMEA, 2008).

Prostatan hos hund
Anatomi

Alla husdjur har en prostata (Dyce, Sack & Wensing, 2005) och hos hundar &r
detta den enda accessoriska konskorteln (Ettinger & Feldman, 2005; Sjaastad,
Hove & Sand, 2003).

Prostatans embryologiska utveckling har sin borjan fran multipla utvaxter av
urethras epitel. Under fosterutvecklingen utsondrar testiklarna hos ett handjur
testosteron vilket sedan omvandlas till dihydrotestosteron i celler i urogenitala
sinus. Dihydrotestosteron stimulerar darefter bildandet av prostatans lober i det
retroperitoneala rummet vilket ar beldget caudalt om urinblasan (Ettinger &
Feldman, 2005).

Hundar har en prostata som bestar av en diffus och en kompakt del men det ar
endast den kompakta delen som ar stor och vélutvecklad. Den diffusa delen ar
utspridd i den del av urethras mucosa som finns i backenhalan och den kompakta
delen bestar av sjalva prostatakroppen vilken ligger runt urethra (Dyce, Sack &
Wensing, 2002). Prostatans kompakta del bestar av tva ovala lober och ar
innesluten i en kapsel. Loberna ér tillplattade dorsalt och tackta av ett fettlager pa
ventralsidan. De separeras fran varandra via ett mediant septum. Bade den diffusa
och den kompakta delen témmer sig i ett stort antal gangar som 6ppnar sig i den
del av urethra dar prostatan ar beldgen (Ettinger & Feldman, 2005). Liksom alla
storre accessoriska konskortlar sa har prostatan interna septa i vilka det finns glatt
muskulatur som kan driva ut vatskan till urethra vid en ejakulation (Dyce, Sack &
Wensing, 2002).

Storleken pa prostatan paverkas av faktorer som exempelvis kroppsvikt, alder och
ras (Ettinger & Feldman, 2005). Eftersom korteln kan vara av varierande storlek
sd paverkas dven dess position i kroppen. En liten prostata ar framst belagen i
backenhalan men hos aldre hundar &r det dock vanligare att man hittar prostatan
helt eller atminstone delvis i bukhalan eftersom den da ar storre (Dyce, Sack &
Wensing, 2002).



Nar en hund &r cirka tva manader gammal sa bryts resterna fran urachus ner vilket
medfor att prostatan flyttar sig till en position inuti backenhalan. Nar hunden
sedan frdn cirka atta manaders alder genomgar sexuell mognad via
androgenstimulering sa sker en forstoring av prostatan. Detta medfér att korteln
forflyttas i cranial riktning 6ver backenkanten sa att den helt eller delvis far en
position inuti bukhalan. Vid kastrering av en hanhund genomgar prostatan atrofi
vilket i sin tur medfor att den atergar till positionen i backenhalan (Ettinger &
Feldman, 2005). Prostatans storlek ar alltsa till stor del reglerad av testosteron
(Sjaastad, Hove & Sand, 2003).

Det ar svart att faststdlla en prostatas normala dimensioner hos en hund.
Prostatahyperplasi av den parenkymala delen uppstar vanligen i tidig medelalder
och medfor en stOrre prostata. Hos gamla hundar ses daremot oftare fibros och
atrofi av prostatan vilket leder till att den minskar i storlek (Dyce, Sack &
Wensing, 2002).

Funktion

Ejakulationen ar en reflex vid vilken sperma kan deponeras i vaginan hos ett
hondjur. Genom kontraktion av glatt muskulatur i bitestiklar och sédesledare kan
spermierna transporteras till urethra dar de sedan blandas med vétska fran de
accessoriska konskortlarna innan de pressas ut ur penis via starka
muskelkontraktioner i urethra (Sjaastad, Hove & Sand, 2005).

Ett ejakulat & uppdelat i olika fraktioner och hos hundar bestar den forsta och
tredje fraktionen av prostatavatska vilken star for mer dan 97% av den totala
volymen hos ejakulatet (Ettinger & Feldman, 2005). | och med att de spermier
som lagras i bitestiklarna endast har en mycket liten vétskevolym omkring sig,
och hundar dessutom bara har en accessorisk konskortel vilket ar prostatan, sa ar
dess utsondring noédvandig for att spermierna ska kunna transporteras till
hondjurets reproduktionsorgan vid en parning. Prostatavatskan bidrar &ven till
energi for spermierna eftersom den innehéller fruktos (Sjaastad, Hove & Sand,
2005). Prostatans framsta sekretoriska produkt star for mer an 90% av
proteininnehallet i sadesvatskan och kallas for argininesteras (Ettinger &
Feldman, 2005).

Prostatavatskan utsondras forutom vid ejakulationen dven i urinen vid urinering.
Om urinering/ejakulering uteblir sa utsondras prostatavatskan istallet till urethra
dar den sedan draneras till urinbldsan (Ettinger & Feldman, 2005).

Androgenernas paverkan

Prostatan ar mycket kanslig for hormonell paverkan (Dyce, Sack & Wensing,
2002) och dess sekretoriska funktion &r beroende av androgener (Ettinger &
Feldman, 2005). Bade testosteron och dihydrotestosteron stimulerar aktiviteten i
prostatan (Ettinger & Feldman, 2005). Testosteron omvandlas av enzymet 5a-
reduktas till dihydrotestosteron (Feldman & Nelson, 2004) vilket &r ett betydligt
mer potent hormon eftersom det har en starkare bindningsaffinitet till de
intracellulara androgenreceptorerna samt en mer langsam dissociation darifran. |
och med detta sd ar dihydrotestosteron den viktigaste androgenen i prostatan
(Sjaastad, Hove & Sand, 2003).



Prostatans storlek och sekretoriska volym regleras av testosteron och en tillvaxt av
prostatan ses darfor vid den Okade testosteronproduktion som infaller vid
tidpunkten for puberteten. Det ar dven avsaknaden av testosteron som medfor att
prostatan genomgar involution nar en hanhund kastrerats (Sjaastad, Hove & Sand,
2003). Om ett djurs androgenstimulering tas bort via kirurgisk eller farmakologisk
kastrering atrofierar prostatans kortel- och parenkymvédvnad. Prostatans
alveolarutveckling ar dessutom lag hos kastrerade och sexuellt omogna hundar
(Ettinger & Feldman, 2005).

Benign prostatahyperplasi (BPH)

Den absolut vanligaste akomman i prostatan hos okastrerade hanhundar ar BPH
(benign prostatahyperplasi). | princip 100% av alla gamla okastrerade hanar har
BPH och forstoring av prostatan &r vanligt forekommande hos alla hanhundar
over fem ars alder. For att BPH ska kunna utvecklas och uppratthdllas kravs
narvaro av androgener. N&r en hanhund blir dldre ses en dock liten sénkning i
blodkoncentrationen av testosteron. Koncentrationen av 06stradiol forandras
daremot inte vilket resulterar i att det uppstar en relativ sdnkning i
androgen/6strogen-kvoten. Troligen bidrar detta till utvecklingen av BPH genom
en okning i uttrycket av androgenreceptorer (Ettinger & Feldman, 2005).

Den framsta sekretoriska produkten i prostatavatska ar argininesteras. Hundar
med BPH har i studier visat sig ha en signifikant hogre koncentration av just detta
protein i sin prostatavatska an vad friska hundar har (Ettinger & Feldman, 2005).

Vissa hundar har BPH men uppvisar inga kliniska symptom. Andra far dock
symptom som exempelvis hematuri, hemospermi och tenesmus. Det ar framst da
prostatan blivit sa forstorad att den trycker pa colon (vilket leder till svarigheter
att defekera) som en hund far problem av sin BPH (Ettinger & Feldman, 2005).

Eftersom BPH &r androgenberoende ar en vanlig behandling kastrering och man
ser en signifikant minskning i prostatans storlek redan inom 7-10 dagar efter
ingreppet. Tillstandet kan dock dven behandlas pa medicinsk viag med exempelvis
Proscar® vilket &r en Sa-reduktasinhibitor. Denna medfor att det inte bildas
dihydrotestosteron eftersom det behdvs Sa-reduktas for testosteronets omvandling
till detta hormon. Medicinsk behandling medfor liksom kastrering en reduktion av
volym och sekretorisk funktion hos prostatan. For detta kravs dock kontinuerlig
behandling och bast resultat uppnas dessutom vid kastrering (Ettinger & Feldman,
2005).

Typ 1 hypersensitivitet / allergi

| vasterlandska lander ar allergi relativt vanligt och det paverkar en stor del av
befolkningen. Det uppskattas att upp till 30% av vuxna och 45% av barn kan vara
drabbade av nagon form av allergi och det ses aven en ¢kning i dess forekomst
(Delves et al., 2006).

Benamningen allergi” har lange anvénts for att tdcka in ett stort spektrum av
odnskade immunforsvarsreaktioner, men under senare ar har dock termen allergi
blivit synonymt med typ 1 hypersensitivitet (Méntyjarvi, Rautiainen & Virtanen,
2000).



Den érftliga tendensen for en individ att utveckla typ 1
hypersensitivitetsreaktioner kallas for atopi (Lindskog, 2004). Atopi &r darmed
bendgenheten hos en individ att producera IgE-antikroppar vilket leder till
uppkomsten av kraftiga allergiska reaktioner (hypersensitivitetsreaktioner). Den
som drabbats av allergi mot omgivningsantigener kallas for en atopiker (Abbas &
Lichtman, 2006). Hos ménniskor finns det tre principiella atopiska sjukdomar
vilka ar allergisk rhinit, astma och atopisk dermatit (eksem) (Bona & Bonilla,
1996).

De symptom som uppstar hos en individ med allergi beror pa aktivering av framst
mastceller och basofiler via antigener. Allergener &r benamningen pa de antigener
som kan framkalla en omedelbar allergisk reaktion via produktion av IgE-
antikroppar (Abbas & Lichtman, 2006). De harstammar fran ubikvitara vaxt- eller
djurkallor och &r glykoproteiner eller proteiner med lag molekylvikt (Morris,
2010).

Allergi &r predisponerat av genetiska faktorer och ofta ses allergi mot flera
allergener hos en och samma individ. Det & dock inte alltid som personen
uppvisar kliniska symptom trots IgE-svar eller ett positivt hudtest (Mantyjarvi,
Rautiainen & Virtanen, 2000).

Bade omgivningsfaktorer och interaktionen av multipla gener spelar roll for
ursprunget av atopi och typ 1 hypersensitivitet, och genetiken bakom atopi/allergi
ar komplex. Sjukdomen ses oftare hos barn vars foraldrar ocksa lider av den, men
det finns dven bevis som tyder pa att omgivningsfaktorer ocksa spelar en viktig
roll. Det ar exempelvis bevisat att barn som haft manga infektioner som sma loper
en lagre risk for att att utveckla allergier (Tizard, 2004).

Ett exempel pa hur man kan testa en individs kanslighet for olika allergen &r via
hudtester (intradermala pricktester) (Delves et al., 2006). Genom att injicera
antigen i huden pa en allergisk individ sa kan tva distinkta inflammatoriska
reaktioner uppsta; en omedelbar akut inflammatorisk reaktion och en sen reaktion
(Tizard, 2004). Hos en kanslig person fas en frisattning av histamin och andra
mediatorer vilket medfor svullnad och rodnad pa stallet for injektionen. Den
maximala reaktionen brukar uppsta inom 30 minuter men det hander aven att
reaktionen atfoljs av en sa kallad sen reaktion vilken kvarstar i ett dygn (Delves et
al., 2006).

T- och B-celler, APC och MHC

De enda celler som har specifika receptorer for antigener ar lymfocyter. Dessa
finns i tva typer; B- och T-lymfocyter (dven kallade B- och T-celler). Bada
celltyperna har sitt ursprung fran benmérgen men de har olika funktion i kroppen.
Medan B-cellerna stéar for antikroppsproduktionen, och darmed medierar humoral
immunitet, s ar T-cellerna med i den cellmedierade immuniteten (Abbas &
Lichtman, 2006).

Mogna B-celler kan antingen producera antikroppar eller ta upp antigen och
presentera det for T-celler. B-celler som producerar antikroppar kallas for
plasmaceller. Minnesceller & en annan typ av B-cell vilka &r ké&nsligare for
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antigenstimulering &n plasmaceller. Det & minnescellerna som ger upphov till den
mer snabba produktion av antikroppar i den sekundara immunresponsen da djuret
redan stott pa antigenet minst en gang tidigare. For att B-celler ska differentiera
till antikroppsproducerande plasmaceller alternativt minnesceller kravs det att de
aktiveras via en signal. Denna signal kan bland annat uppsta genom att ett antigen
binder till en Ig-receptor pa B-cellen (Bona & Bonilla, 1996).

B-celler har membranbundna antikroppar vilka har en direkt funktion som
receptorer for olika antigener. De antigenreceptorer som finns pa T-cellerna
kanner daremot endast igen peptidfragment fran proteinantigener som ar bundna
till speciella molekyler vars uppgift &r att just visa upp peptider. Dessa molekyler
kallas for MHC (major histocompatibility complex). MHC finns i tva klasser
(Klass I och 1) och bildar komplex med peptidfragment som sedan blir
membranbundna proteiner pa ytan av antigenpresenterande celler (APC) (Abbas
& Lichtman, 2006). Exempel pa APC éar dendritiska celler, makrofager och B-
celler. De har som funktion &r att ta upp antigener och bearbeta dem till
antigenfragment vilka darefter kan visas upp for T-celler genom MHC-
presentation (Bona & Bonilla, 1996).

Proteiner i cytosolen hos karnforande celler bearbetas och visas upp av MHC
klass 1 molekyler. MHC klass Il molekyler visar daremot upp peptider fran
extracelluldra proteiner som tagits och bearbetats av APC. De T-celler som svarar
pa MHC klass Il presentation ar framst Ty-celler (T-hjalparceller). En viktig
uppgift for Ty-cellerna &r att via produktion av diverse cytokiner hjalpa B-cellerna
att producera antikroppar (Abbas & Lichtman, 2006).

T-celler ar lymfocyter som mognar i thymus. De reglerar utvecklingen,
proliferationen och aktiviteten hos B-celler, T-celler och andra celler som deltar i
immunforsvaret. T-celler finns i tva olika grupper; effektorceller (cytotoxiska T-
celler) vilka medierar cellular immunrespons och regulatoriska celler (Twy-celler
och Ts-celler) som paverkar aktiviteten hos B-celler och andra T-celler. Ty-
cellerna finns i tva fenotyper; Tyl och Th2. Tl-celler har som framsta uppgift att
generera fordrdjda hypersensitivitetsreaktioner medan Ty2-celler framfor allt
stimulerar till produktion av antikroppar och da sarskilt IgE. MHC klass 11
molekyler ar viktiga for att antigener ska ké&nnas igen av Ty-celler och for
sambarbetet mellan T- och B-celler (Bona & Bonilla, 1996).

Néar Tu2-celler kanner igen ett antigen borjar de producera cytokiner som
exempelvis IL-4 och IL-5. IL-4 stimulerar produktionen av antikroppar fran B-
celler och IL-5 aktiverar eosinofiler (Abbas & Lichtman, 2006).

Klasshyte

B-celler som inte traffat pa ett antigen &n har membranbundna IgM- och IgD-
molekyler vilka fungerar som antigenreceptorer. Nar en B-cell bundit ett antigen
och stimulerats av Ty-celler kan den differentiera till en antikroppsproducerande
B-cell. Under denna differentiering kan en enda aktiverad B-cell generera upp till
4000 antikroppsproducerande celler via klonal expansion. Vissa B-celler kan
bdrja producera antikroppar av en annan klass an de Ig-molekyler som kénde igen
antigenet. Detta kallas for klassbyte (Abbas & Lichtman, 2006).
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Klassbytet da en B-cell stimuleras att ga fran produktion av IgM eller IgD till
produktion av IgE initieras via uttryck av en specifik ligand pa T-cellen (CD40L).
Uttrycket sker nar en Ty-cell kdnner igen ett antigen som presenteras pa en B-cell.
CD40L pa T-cellen binder till CD40 som uttrycks pa B-cellen. De signaler som
skickas till B-cellen vid ligandbindningen paverkar tillsammans med cytokiner
fran T-cellen avkomman till vissa aktiverade B-celler av genomga klasshyte
(Abbas & Lichtman, 2006). Hos individer som utvecklar typ 1
hypersensitivitetsreaktioner svarar kroppen pa detta satt med att producera stora
mangder IgE-antikroppar och starta ett Overdrivet Ty2-svar (Tizard, 2004).

IgE

Immunoglobuliner (1g) kallas &ven for antikroppar. Det finns fem olika lg-klasser
varav IgE ar en av dem. Alla antikroppar bestar av fyra polypeptidkedjor varav
tva tunga (H) samt tva latta kedjor (L) vilka bildar en Y-form. Varje kedja har en
variabel och en konstant region. Den del av antikroppen som ké&nner igen
antigener kallas Fab (fragment antigen binding). Det finns tva identiska Fab-
regioner hos varje Ig-molekyl. Antikropparna har dven en Fc-region som ar
ansvarig for majoriteten av den biologiska aktivitet och funktion antikroppen har
(Abbas & Lichtman, 2006).

IgE finns endast i sma mangder i blodet och har har en kort halveringstid pa cirka
tva dagar (Abbas & Lichtman, 2006). Majoriteten av kroppens IgE finns alltsa
inte i blodet utan ar istéllet starkt bundet till speciella receptorer (Fce-receptorer)
fasta till vavnadsmastceller (Delves et al., 2006).

De tva olika receptorerna som finns for IgE ar hogaffinitets FceRI och
lagaffinitets FceRII (CD23). FceRI finns dessutom i tvd former varav den ena
aterfinns pa bland annat mastceller och bestér av en o-, en B- och tva y-kedjor
(afy2). IgE binds till a-kedjan medan B-kedjan stabiliserar komplexet och vy-
kedjorna agerar som signalférmedlare. Eftersom affiniteten mellan IgE och FceRI
ar mycket hdg sa ar bindningen mellan dem nastan irreversibel. Detta leder till att
mastcellerna, vilka uttrycker FceRI, &r konstant tadckta med IgE. Den andra
varianten av FceRI saknar B-kedja och finns pa dendritiska celler och monocyter.
Nar IgE hos en allergisk individ binder till APC som uttrycker FceRI fas en MHC
Klass Il presentation (Tizard, 2004). Detta innebér att Ty-celler kan binda in vilket
resulterar i produktion av cytokiner (Abbas & Lichtman, 2006). Cytokinerna
(framst 1L-4) sétter darefter igdng syntesen av IgE fran B-celler (Tizard, 2004).

Uttrycket av FceRI forstirks av IL-4 fran Ty2-celler vilket medfor en mer effektiv
presentation av antigener till denna celltyp. Detta leder i sin tur till en ¢kad
utséndring av cytokinet och darmed en ytterligare forstarkt produktion av IgE fran
B-cellerna (Tizard, 2004).

Den andra IgE-receptorn (FceRII) finns pa bland annat B-celler, eosinofiler och
dendritiska celler. Denna receptortyp ar dven en ligand for komplementreceptorn
CR2 (CD21) vilket innebdr att B-celler som uttrycker FceRII kan binda till CR2
pa en annan B-cell, T-cell eller dendritisk cell. Genom att lanka B-celler till
dendritiska celler sa okar B-cellens Gverlevnad vilket i sin tur gynnar IgE-
produktionen (Tizard, 2004).
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Specifikt IgE kan via serologiska metoder matas i kroppsvatskor. Nagra exempel
pa sadana matmetoder & RAST (radioallergosorbent test), western blotting och
ELISA (Tizard, 2004). Det &r en relativt god korrelation mellan intradermala
hudtester och RAST for allergenspecifikt IgE i serum (Delves et al., 2006).

Mastceller

Mastceller harstammar fran benméargen och det ar framst denna celltyp som ger
upphov de symptom som ses vid allergiska reaktioner (Abbas & Lichtman, 2006).
Mastceller innehaller en rad olika inflammatoriska mediatorer, enzymer och
cytokiner. Frisattningen av dessa molekyler, samt produktionen av manga andra,
paborjas nar receptorbundet IgE triggas av ett antigen. Det ar frisattningen av
mastcellens olika substanser som orsakar den akuta inflammatoriska reaktion
vilken &r typisk for typ 1 hypersensitivitetsreaktioner (Tizard, 2004).

En av de molekyler som framst associeras till allergi &r histamin. Histamin &r en
vasoaktiv amin som finns i mastceller. Den resultar bland annat i 6kad vaskulér
permeabilitet och kontraktion av glatt muskulatur i bronker och tarmar (Abbas &
Lichtman, 2006).

IgE som bundit till FceRI pa en mastcell medfor ingen uppenbar direkt effekt pa
cellen men gor dock att den blir redo for att binda ett antigen. Den kan nu
uppehalla sig i olika vavnader och vénta pa att ett antigen ska dyka upp. Det ar nar
mastcellen kommer i kontakt med ett antigen och detta dubbelbinder tva IgE-
molekyler (och darmed dven tva FceRI-receptorer) till varandra som mastcellen
triggas till att frisatta sitt granulainnehall och inflammatoriska mediatorer (Tizard,
2004).

Responsen som fas nar en mastcell triggats & mycket snabb och exempelvis sa
frisatts dess granula inom ett fatal sekunder efter att ett antigen bundit till IgE. Det
ar denna plotsliga och omfattande frisattning som resulterar i en akut
inflammation (Tizard, 2004).

Forutom IgE s finns det aven vissa subklasser av 1gG som kan binda till
mastcellsreceptorer och mediera typ 1 hypersensitivitetsreaktioner. Deras affinitet
till mastcellerna ar dock betydligt lagre &n den hos IgE och de har dérfor en lagre
Klinisk relevans (Tizard, 2004).

a- och B-adrenoceptorer hos mastceller

Katekolaminer ar hormoner som exempelvis adrenalin, noradrenalin och dopamin
(Lindskog, 2004). Pa mastceller finns tva typer av ytreceptorer (o- och -
adrenoceptorer) vilka reglerar aktiviteten hos dessa hormoner. De tva receptorerna
har motsatt effekt till varandra. Molekyler som stimulerar a-receptorer eller
blockerar B-receptorer leder till en okad degranulering hos mastcellerna. Pa
motsatt sdtt leder en stimulering av p-receptorerna till en inhibering av
degranuleringen (Tizard, 2004).

a- och B-adrenoceptorer uttrycks inte enbart pd mastceller utan aterfinns aven pa
sekretoriska celler och glatt muskulatur. Detta utnyttjas bland annat for att
behandla svdra allergiska reaktioner genom att a-agonister medfor
vasokonstriktion och darfor kan minska 6dem och 6ka blodtrycket. B-agonister
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kan i sin tur relaxera glatt muskulatur. Rena a- och B-agonister anvénds séllan
eftersom de inte racker for att motverka de effekter en allergisk individ far vid
mastcellsdegranulering. Adrenalin &r dock en agonist pa bade a- och B-receptorer
vilket medfor att den fungerar bra fOor att motverka den vasodilatation och
kontraktion av glatt muskulatur som uppstar vid typ 1 hypersensitivitetsreaktioner
(Tizard, 2004).

Basofiler

Basofiler &r slutgiltigt differentierade granulocyter (Tizard, 2004). De harstammar
fran benmargen och har bade strukturella och funktionella likheter med
mastceller. En likhet &r exempelvis uttrycket av hogaffinitetsreceptorn FceRI
(Abbas & Lichtman, 2006). Basofiler innehaller liksom mastceller granula med en
komplex mix av vasoaktiva molekyler samt inflammatoriska och toxiska
mediatorer. Normalt sett finns inte basofiler extracellulart men under inflytande
av kemokiner fran T-celler kan de dock ta sig in i vavnader (Tizard, 2004).

Eosinofiler

Liksom basofiler sa ar eosinofiler granulocyter som harstammar fran benmargen
(Abbas & Lichtman, 2006). De ses karakteristiskt i stora mangder i vavnader hos
individer med typ 1 hypersensitivitetsreaktioner. Frisdttningen av eosinofiler till
blodet stimuleras av molekyler som producerats av Ty2- och mastceller
(exempelvis kemokiner). Eosinofilerna dras via molekyler som exempelvis
histamin till de stallen dar mastceller redan degranulerat. Har frisatter de (ocksa
via degranulering) sina egna biologiskt aktiva molekyler (Tizard, 2004).

Eosinofiler kan fagocytera sma partiklar men ar dock mer lampade for
extracellular destruktion av stora parasiter i och med att de kan degranulera till
omgivningen. Degranuleringen uppstar som en respons pa bland annat parasiter
med IgE pa sin yta eller antigenbundna IgE-molekyler. Det medfor att sma
vesikler av sekundara granula knoppas av och slapps till vavnaderna (Tizard,
2004).

Vid allergiska reaktioner interagerar eosinofiler med mastceller. Eosinofiler
frisatter proteiner fran sitt granulainnehdll vilka aktiverar mastcellens
histaminfrisattning. Mastceller i sin tur aktiverar eosinofiler samt 6kar uttrycket
av eosinofila receptorer och frisatter mediatorer vilka beframjar degranulering,
tillvaxt och 6verlevnad hos eosinofilerna (Tizard, 2004).

Vad hander vid en allergisk reaktion?

For att allergi ska kunna uppstd maste en individ komma i kontakt med ett
allergen som den stott pa tidigare. Det allra forsta motet med allergenet kallas for
den primédra immunresponsen och medieras av naiva lymfocyter som aldrig
tidigare stott pa allergenet (Abbas & Lichtman, 2006). Resultatet av den priméra
immunresponsen & produktion av IgM av B-celler. De andra
immunoglobulinerna inklusive IgE dyker upp senare i forloppet genom ett
klassbyte i 1g-produktionen som delvis regleras av cytokiner fran T-celler. 1L-4
som produceras av Tn2-celler styr produktionen av immunoglobuliner fran B-
celler mot IgE. Basofiler och mastceller tar sedan upp allergenspecifikt IgE fran
cirkulationen och binder dem till sina ytreceptorer (Bona & Bonilla, 1996).
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Vid upprepad kontakt med samma allergen intraffar sekundara immunresponser.
Dessa gar vanligen snabbare och ar mer kraftfulla eftersom det bildats
minnesceller under den primédra immunresponsen (Abbas & Lichtman, 2006).
Allergenet kan nu reagera med de cellbundna IgE-antikropparna vilket leder till
degranulering och syntes av ytterligare hypersensitivitetsmediatorer fran basofiler
och mastceller (Bona & Bonilla, 1996).

Symptom

En kraftig 6verproduktion av IgE medfér en omdelbar hypersensitivitetsreaktion i
och med att symptomen utvecklas inom sekunder/minuter efter att individen
kommit i kontakt med antigenet. Det &r frisattningen av inflammatoriska
mediatorer fran mastceller, eosinofiler och basofiler som ger upphov till de
symptom som uppstar. Beroende pa var frisattningen sker, mangden antigen och
individens kanslighet kan olika delar av kroppen drabbas samt i olika
allvarlighetsgrad. Om de vasoaktiva molekylerna fran mastcellerna frisétts i en
snabbare hastighet 4n den drabbade individens méjlighet att svara pa forandringen
i sitt vaskuldra systemet, sd wuppstar en akut anafylaktisk chock.
Hypersensitivitetsreaktionen ar da systemisk och sa allvarlig att den kan bli
livshotande for den drabbade individen. Det & dock vanligare med lokala
allergiska reaktioner (Tizard, 2004).

Typiska symptom pa allergi hos méanniskor &r astma, allergisk rhinit och
konjunktivit (Delves et al., 2006). Hos individer med fédodmnesallergi ses dock
framst symptom fran digestionstrakten (Mantyjarvi, Rautianinen & Virtanen,
2000).

Allergi mot hundar

| vasterlandska lander ar det vanligt med allergier vilka medfér lokala IgE-
medierade reaktioner, och pals fran husdjur ar exempel pa ett typiskt allergen.
Vanliga symptom é&r astma och allergisk rhinit/konjunktivit. Dessa symptom
uppstar genom frisdttning av allergiska mediatorer nar allergenet kommer i
kontakt med cellbundet IgE i bronkerna samt i nés- och 6gonslemhinnan (Delves
et al., 2006).

Termen mjall (dander) héanvisar till partiklar som fallit av fran huden pa ett djur
och nu aterfinns i palsen. Mjall anses framst bestd av hudflagor men eftersom det
inte gar att standardisera och korrekt definiera dess fysiska egenskaper sa anvands
termen i en allman bemérkelse (Morris, 2010). En vanlig orsak till allergi med
symptom fran luftvagarna ar hundmjall (Mattsson et al., 2009).

Nar det galler just allergi mot husdjur finns det manga missforstand. Ett sadant ar
tron om att det finns hund- och kattraser som ar mindre allergiframkallande &n
andra (Morris, 2010).

Olika hundallergen

Alla allergen tilldelas koder som indikerar artens ursprung av allergenet samt ett
I6pande nummer (exempelvis Can f 1 - Canis familiaris allergen 1). Detta
nomenklatursystem é&r faststéllt av "The Allergen Nomenclature Subcommittee of
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the Interational Union of Immunological Societies” (Méntyjéarvi, Rautiainen &
Virtanen, 2000).

Hittills har fyra olika hundallergen identifierats och detaljstuderats. Dessa ar Can f
1, Can f 2, Can f 3 (hundserumalbumin) och Can f 4. Nyligen pavisades dock
aven ytterligare ett hundallergen vilket fick namnet Can f 5. Detta allergen
analyserades i hundurin och kunde &ven renas fram déarifran. Ett protein som var
identiskt med Can f 5 (eller néra relaterat till det) kunde i samma studie &ven
pavisas i extrakt fran hundhar och -mjall men det ar dock oklart hur det hamnar
dar (Mattsson et al., 2009).

De huvudsakliga allergen som hittills &r pavisade i hundmijall & Can f 1 och Can f
2. Can f 1 produceras av epitelvavnad i tungan och Can f 2 produceras av bade
tungan och parotiskorteln. Bada dessa allergen &r salivara lipokalinproteiner
(Konieczny et al., 1997). Medan urin och avforing endast innehaller mycket sma
mangder av Can f 1 och Can f 2, sa ar hundsaliv daremot ar ett starkt
allergenextrakt for dem bada (de Groot et al., 1991).

| en studie pa 592 patienter med rhinokonjunktivit och/eller astma hade 70% av
individerna med hundallergi en IgE-reaktivitet mot Can f 1. Can f 1 ansags darfor
vara ett viktigt hundallergen med kapacitet att provocera fram ett IgE-svar hos en
majoritet av hundallergikerna (de Groot et al., 1991). Saarelainen et al. (2004)
utforde en liknande studie men konstaterade da att prevalensen av IgE-reaktivitet
mot Can f 1 var betydligt lagre (44%).

Aven Mattsson et al. (2009) fick i en studie en lagre IgE-reaktivitet till Can f 1 pa
49%. Istéllet hade 70% av de allergiska individer som testades en IgE-reaktivitet
till rekombinant Can f 5. 38% reagerade dessutom enbart pa just Can f 5 vilket
visar att det ar ett viktigt hundallergen. Immunresponsen mot detta allergen
pavisades vara oberoende av sensibilisering till de andra hundallergenen
(Mattsson et al., 2009).

Allergenet Can f 4 har pavisats i hundmjall (Saarelainen et al., 2004) men daremot
inte tidigare detaljstuderats och heller inte tagits fram i rekombinant form. Detta
utfordes dock i en studie fran 2010. Man s3g da dven att 35% av de testade
allergiska individerna var sensibiliserade mot just Can f 4 vilket tyder pa att det ar
ett viktigt hundallergen (Mattsson et al., 2010).

Forekomsten av allergen i urin

FOr att utveckla respiratorisk allergi mot ett allergen krédvs det att det finns i en
luftburen form. Lipokalinallergener fran daggdjur hittas darfor ofta i mjall, har
och sekret (exempelvis urin och saliv) (Mantyjarvi, Rautiainen & Virtanen, 2000).
Hos moss och rattor ar den storsta allergenkallan deras urin och en sensibilisering
till dessa allergen kan bland annat uppkomma av urinkontaminerat luftburet
damm (Taylor, Longbottom & Pepys, 1977).

Aven urin frdn hundar och Kkatter har pavisats innehélla IgE-aktivitet. | en studie
fran 1980 anvandes extrakt fran katt- och hundallergen med ursprung fran mijall
och epitel for att jamforas med urin fran samma djurslag. Genom att anvéanda
RAST for att diagnosticera djurallergi kunde man pavisa att urinprover fran bade
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hundar och katter innehdll stora méngder av allergent material (Hoffman, 1980).
Det enda allergen som man dock hittills lyckats rena fram och karakterisera pa
molekylar niva fran hundurin &r Can f 5 (Mattsson et al., 2009).

Can f 5 (argininesteras)

Mer dn 90% av det totala proteininnehéllet i prostatavatska bestar av ett
glykoprotein vars syntes ar under strikt androgen kontroll. Detta protein &r
dessutom den framsta Isliga proteinkomponenten i prostatavdvnad hos hundar
(Isaacs & Shaper, 1983). Ar 1984 identifierades proteinet som argininesteras
(Chapdelaine et al., 1984).

Argininesteras &r ett proteolytiskt enzym som liknar trypsin (Isaacs & Coffey,
1984). Ar 1991 genomfordes en studie i vilken man tydligt kunde visa att
argininesteras var en medlem av genfamiljen tillnérande kallikrein (Chapdelaine
et al., 1991). Kallekreinfamiljen dr en grupp av serinproteaser med bioregulatorisk
inverkan (Lazure et al., 1984).

Kallan till detta sekretoriska protein ar prostatan (Isaacs & Coffey, 1984) och det
finns bade i prostatans cytosol samt i sadesvatska (Chapdelaine et al., 1984). | en
nyligen utford studie kunde man dock &ven konstatera att argininesteras &r ett
hundallergen som utsondras via hundurin. Samma protein, eller ett néra relaterat
protein, pavisades aven i pals och mjall fran hundar (Mattsson et al., 2009).

Argininesteras fick bendmningen Can f 5 (Canis familiaris allergen 5) av
WHO/IUIS’s allergen nomenklatur subkommitté néar det konstaterades vara ett
allergen (Mattsson et al., 2009). Det biokemiska namnet ar dock argininesteras.

Androgenernas inverkan pa Can f 5 (argininesteras)

Prostatans sekretoriska funktion ar beroende av androgener (Ettinger & Feldman,
2005). Kastration eller testosteronbehandling paverkar forutom prostatans innehall
av argininesteras aven dess kapacitet till att syntetisera detta protein (Chapdelaine
et al., 1984).

Ar 1983 utfordes en studie pd hanhundar i vilken aktiviteten hos ett antal
hydrolytiska enzymer i prostatans cytosol undersoktes. Man jamférde aktiviteten
hos enzymerna vid kastrering och injektion av steroidhormoner. Argininesteras
forefoll vara helt lokaliserat till det glandulédra epitelet i en hunds prostata och
hade en mycket hdg aktivitet i cytosolen. Flera av de undersdkta enzymerna var
androgenberoende och aktiviteten hos argininesteras svarade val pa bade
kastrering och tillférsel av androgener. Man sag dven att dess aktivitet i prostatans
cytosol var obefintlig tre manader efter kastration (Frenette, Dubé & Tremblay,
1983). | en annan studie utford samma ar sdg man att mangden av argininesteras i
prostatavavnad hos okastrerade hanhundar ej skiljde sig fran den méangd man
pavisade hos kastrerade hanar som behandlats med testosteron (Isaacs & Shaper,
1983).

Lokalisationen av argininesteras i prostatan ar i dess sekretoriska epitel. Genom

anvandning av immunokemiska metoder har man kunnat konstatera att stora
méangder argininesteras enbart finns i prostatavavnad fran okastrerade hanhundar.

17



Franvaron av detta protein i prostatan hos kastrerade hundar konfirmerade ater
igen att det &r androgenberoende (Isaacs & Shaper, 1985).

Regleringen av argininesteras med androgener och/eller antiandrogener
undersoktes i en studie ar 1990 och de experiment som utférdes stodjer teorin om
att argininesteras ar androgenberoende. Bade antagonister till en sd kallad
steroidandrogenreceptor, respektive anvandning av Sa-reduktasinhibitorer,
paverkade aktiviteten hos argininesteras. Kastrering minskade aven dess nivaer i
forhallande till de okastrerade kontrollerna. Kastrerade hanhundar som behandlats
med steroider uppvisade liknande aktivitet av argininesteras som de okastrerade
kontrollerna, men vid samtidig tillférsel av WIN (en antagonist till
steroidandrogenreceptorn) s& uppstod dock en dosberoende inhibition. Aven
okastrerade hanhundar behandlades med WIN och man sag aven hos dessa hundar
en dosberoende inhibition av argininesterasaktiviteten. Genom att utvardera
prostatan histomorfologiskt och ultrastrukturellt kunde man konstatera att
behandling med antiandrogener resulterade i atrofi av prostatans glanduléra epitel
samt medforde en reduktion av antalet sekretoriska granula (Juniewicz et al.,
1990).

Argininesteras mMRNA

| en studie frdn 1988 visades att mRNA fran argininesteras fanns i hdg
koncentration i prostatan hos okastrerade hanhundar. Hundar som kastrerats tre
veckor tidigare hade dock Over 100 ganger lagre nivaer av. mRNA fran
argininesteras &n okastrerade alternativt testosteronbehandlade hundar. Detta
pavisar att minskningen av argininesterassyntesen vid exempelvis kastrering av en
hanhund beror pa en minskning av nivaerna av mRNA och inte pd grund av
inaktivering av det mRNA som fortfarande finns kvar (Chapdelaine et al., 1988).

Ar 1993 utfordes en studie i vilken man kunde konstatera att kastration av
hanhundar resulterade i en snabb minskning av aktiviteten hos argininesteras
redan inom ett dygn. Denna sankning beror troligen pa ett massivt lackage av
prostatavatska orsakat av 6kade nivaer av neurotransmittorer vilket inducerats av
anestesin och den Kkirurgiska stress kastrationen i sig medfort. Denna slutsats
kunde dras eftersom de totala nivderna av mRNA fran argininesteras var
oféréndrad vid samma tidpunkt (Gauthier et al., 1993).

| samma studie undersoktes nivaerna av argininesteras mRNA 5 respektive 12
dagar efter kastration. Dess nivaer var 22% lagre hos de hanar som kastrerats for 5
dagar sedan men vid 12-dagarskontrollen sdg man en sénkning pa 150 ganger.
Genom att behandla de kastrerade hanarna med en testosteroninjektion en vecka
efter kastreringen kunde nivaerna av argininesteras mRNA aterstallas inom fem
dagar (Gauthier et al., 1993).

En utvardering av den histomorfologiska bilden utfordes ocksa, och ett dygn efter
kastration var den var praktiskt taget identisk med den hos de okastrerade djuren.
Vid undersokning 5 respektive 12 dagar efter kastration sag man dock en ¢kning
av autofagiska vakuoler i prostataepitelet samt tecken pad prostataatrofi. Man
faststdllde aven att argininesterasets proteinnivaer varierade parallellt med dess
enzymatiska aktivitet (Gauthier et al, 1993).
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| en studie fran 1991 kunde man visa att mMRNA fran argininesteras inte bara fanns
i prostatan utan dessutom i mycket sma mangder i andra véavnader som
exempelvis lever, njure, pancreas och skelettmuskulatur. Signifikansen av denna
upptackt ar dock oklar och nivaerna av argininesteras mRNA i prostatan &r
dessutom minst 1000 ganger hdgre dn i nagon annan undersokt vavnad. Gener
som uttrycks i flera vavnader regleras ofta pa olika sétt och slutsatsen drogs darfor
att det ar vavnadsspecifika faktorer som kontrollerar nivaerna av. mRNA
(Chapdelaine et al., 1991).

Undersokning av argininesteras i blod

Argininesteras har forutom i prostatan dven analyserats i blod. I en studie fran
1987 undersoktes proteinet i plasma fran hundar via anvandning av en utvecklad
radioimmunoassay. Genom att undersoka responsen av argininesteras i serum vid
kemisk kastrering av hanhundar foreslogs att en stor andel av detta protein har
ursprung fran prostatan. Man undersokte aven serum fran tikar och fann da att
argininesteras hos dessa antingen saknades helt alternativt endast kunde pavisas i
mycket liten mangd (Frenette et al., 1987).

Hypoallergena hundraser

Palsen hos hundar véxer i cykler. I och med detta sa kan den antingen véxa,
befinna sig i en dvergangsfas eller vila. Nar det finns ett nytt harstra som kan
ersatta det gamla sa uppstar fallning. Hundens hormonella status, antal timmar pa
dygnet med dagsljus samt vad det ar for vader ar faktorer som bestammer hur lang
tid det tar for ett harstra att fallas. Hundar faller framst under varen och hosten
(Whitehead, 2000).

Pudeln har en tét och lockig péls (Whitehead, 2000). Nar en pudel tappar harstran
sa blir de kvar i palsen vilket medfor att hundar av denna ras inte faller pa vanligt
satt (Messent et al., 2005). Féljande citat &r hamtade ur bocker vilka beskriver
pudeln som en hundras vilken dven hundallergiker tal pa grund av dess speciella
péls:

”Pa grund av sin speciella struktur tals pudelns pidls av en del allergiker som
annars inte tal hundar” (Messent et al., 2005, s.51).

”En egenhet for rasen &r att pdlsen véxer hela tiden utan perioder av harfillning,
och det gor rasen mycket limpad for personer med allergiska besvir” (Bower &
Bower, 2004, s.178).

Ar 2005 utférdes en studie i vilken man visade att antagandet om att hundar som
faller mindre péls (exempelvis pudlar) &ven producerar mindre allergen inte
stammer. Man understkte da koncentrationen av Can f 1 i hundhar fran 288 friska
hundar av olika raser (Ramadour et al., 2005). Labradorer som ar kanda for att
standigt falla (Morris, 2010) visade sig producera en signifikant lagre allergenhalt
av Can f 1 an de andra hundraserna (Ramadour et al., 2005). En av de tva raser
som producerade mest allergen var dessutom pudeln. Variationen mellan évriga
hundraser var dock stor. Hanhundarna producerade signifikant mer Can f 1 an
tikarna men man sag ingen skillnad beroende pa hormonell status (okastrerade
respektive kastrerade djur). Variationen i koncentration hos olika hundar inom en
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och samma ras var mycket stor och pastaendet om att det skulle finnas
hypoallergena hundraser kunde darfor forkastas (Ramadour et al., 2005).

Aven en annan studie forkastade denna teori om “hypoallergena hundraser” da
man visade att de hdgsta koncentrationerna av Can f 1 i hundhar fanns hos bland
annat pudlar. 1 denna studie sag man dock ingen skillnad i koncentration beroende
pa kon utan konstaterade att individuella faktorer spelade en storre roll &n kon och
ras (Heutelbeck et al., 2008).

MATERIAL OCH METODER
Genomfédrande
Urval av hundar

Can f 5 &r beskrivet som ett androgeninducerat protein och alla hundar som
anvandes i denna studie var darfor kdnsmogna. Eftersom tiden for kénsmognaden
varierar mellan olika raser, kén och individer sa sattes en nedre aldersgrans pa 18
manader.

Ett syfte med denna studie var att undersdoka eventuella rasskillnader samt
forekomsten av hypoallergenicitet och tva hundraser valdes darfor ut; schafer och
pudel (alla storlekar). Pudel ar en hundras som inte har den “normala” cykliska
harfallningen och kan darfor (enligt viss litteratur) uppfattas som mindre
allergiframkallande hos en del manniskor trots att tidigare studier visat att just
pudlar generellt sett bar pa hogre halter allergen &n andra hundraser som
exempelvis schafer.

For att undersoka konsskillnader sa samlades urinprover in fran saval hanhundar
som tikar. Bade okastrerade och kastrerade hundar inkluderades i studien for att
en understkning beroende pa hormonell status skulle kunna genomforas.

For att erhalla tillforlitliga resultat och minska risken for bias sa fick endast fullt
friska hundar delta i studien. Hundarna fick heller inte stad pa nadgon som helst
pagaende medicinering.

Rekrytering av hundar och studieformular

Insamlingen av urinprover fran schafrar utfordes pa Forsvarsmaktens
hundtjanstenhet i Rosersberg. Urinproverna fran pudlarna samlades in genom
narvarande vid pudelutstallningar samt via kontakt med uppfodare.

Agare till lampliga hundar erbjods att delta i studien och tog del av en kort
muntlig och skriftlig information om studiens syfte och genomférande. For att
samla information om hundarna sa fick djuragarna fylla i ett studieformular och
lamna ett undertecknat medgivaravtal. | studieformuléret noterades foljande
uppgifter:

Provtagningsdatum

Typ av prov

Djurslag

Hundens namn och ID-nummer
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e Fddelsedatum

e KOn
e Kastrationsstatus — okastrerad / farmakologiskt kastrerad / kirurgiskt
kastrerad

e Datum for eventuell kastration
e Eventuell kryptorchism hos hanhundarna

For tikarna noterades dessutom nedanstaende uppgifter:

Datum for senaste 10p
Lopningsintervall

Dréaktighetsstatus — draktig / ej dréktig
Eventuella valpningar och dess datum
Eventuell anvandning av p-piller

| studieformulédret noterades &ven uppgifter om djurdgarens namn, adress och
telefonnummer. Detta utifall att det skulle uppsta oklarheter och djuragaren skulle
behdva kontaktas for att exempelvis ta ett nytt urinprov.

Varje hund forsags med en providentitet. Bade urinprovet (alla rér) och
studieformuldret for varje hund maérktes sedan med samma providentitet via
Klisteretiketter.

Det samlades aven in urinprover fran de undervisningshundar (beaglar) som finns
att tillgd pa KC pa SLU. Desa urinprover anvandes uteslutande till att optimera
den sandwich assay som skulle anvandas vid analysen av urinproverna.

Insamling och foérvaring av urinproverna

Urininsamlingen genomfordes med godkant etiskt tillstand (Dnr C 139/9).

Urinproverna som samlades in var spontankastade och alla prover sparades
oavsett mangd. Generellt kunde merparten av den urin en hund kastade vid
insamlingstillfallet samlas upp.

Urinen samlades upp i uppsamlingskarl. Vissa uppsamlingskarl ateranvandes efter
noggrann rengdring och torkning. Efter uppsamling 6verfordes varje urinprov till
en uppmarkt 100 ml flaska. En grans pa forvaring i rumstemperatur sattes till
hdgst 12 timmar. Urinproverna portionerades darefter ut i 10 ml rér som
overfordes till en frys med temperaturen -70°C. De urinprover som inte kunde
frysas direkt efter insamlingen forvarades i kylskap i maximalt ett dygn innan de
portionerades ut och frystes ned. Alla ror marktes med en Kklisteretikett med
information om provtagningsdatum och providentitet. En motsvarande etikett
sattes fast pa det studieformular som hérde till det insamlade urinprovet.

Laborativ analys
Sandwich assay

En sandwich assay anvands normalt for att bestdmma méngden av ett specifikt
makromolekylart antigen i ett prov. Genom denna analysmetod tillats en samtidig
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bindning av tva antikroppar till det undersokta antigenet. Det prov som ska
analyseras pipetteras pa en fast fas. Den fasta fasen ar tackt (coatad) med ett
overskott av en ”fingande” antikropp (se figur 2). Provet inkuberas darefter varpa
den fangande antikroppen binder specifikt till det antigen som ska analyseras. Alla
andra &mnen i provet tvattas sedan bort och det bundna antigenet kvantifieras i ett
andra steg genom att ett dverskott av en markt antikropp (detektionsantikropp)
tillsatts. 1 och med att denna assay utfors i tva steg sa kallas den &ven for en
tvastegsassay. Efter ytterligare en inkubering tvattas de obundna antikropparna
bort och signalen fran detektionsantikroppen, som nu ar bunden till den fasta
fasen, &r direkt relaterad till antigenkoncentrationen i provet (Diamandis &
Christopoulos, 1996).

Steg ett:

[
R

Steg tva:

>J* — >—* —»  Signal

ss S5 5Y
ARRREERS

Figur 2. De olika stegen i en sandwich assay (Asén, 2010).

Detektion av Can f 5i hundurin

Allt laborativt arbete utfordes pa Phadia AB i Uppsala. Forst testades en
inhibitionsassay men eftersom det inte gick att analysera laga koncentrationer av
Can f 5 med denna typ av assay utformades och optimerades istéllet en sandwich
assay. Denna anvandes sedan for att analysera koncentrationen av Can f 5 i de
insamlade  urinproverna. En  standardkurva  upprattades &ven  dar
standardpunkterna bestod av rekombinant Can f5 (rCan f 5) i k&nd koncentration.
All assayoptimering samt sjalva urinprovsanalyserna utfordes i analysinstrumentet
Phadia 100.

Efter optimering av sandwich assayen utfordes urinprovsanalyserna med
nedanstaende parametrar:

Buffertldsning: mus-1gG-diluent

Fast fas (fangande antikropp): anti Can f5 mAb cl 1038 (kop b21 och b65)

Konjugatbuffert: 1gG buffert 34-2294-49 C5/DP1D

Konjugat (detektionsantikropp): stamlésning av anti Can f5 mAb cl 1037

beta-galaktosidase konjugat i koncentrationen 0,12 mg/ml

e Stamldsning av rekombinant Can f 5 till standardkurvan: rCan f5 (#504) i
koncentrationen 4,9 mg/ml

e Standardkurva med spéadning 1:3,5 mellan punkterna: rCanf5i
koncentrationen 0.50, 0.14, 0.041, 0.012, 0.0033 och 0.00095 pg/ml

e Urinproverna analyserades utan foregaende avsaltning ospadda samt i

spadningen 1:300, 1:600 och 1:1200
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e Analysinstrumentet Phadia 100 anvéandes

Spadning av konjugatet

Koncentrationen i konjugatets stamldsning var 0,12 mg/ml. FOr varje korning
behdvdes 3 ml konjugatldsning i koncentrationen 1 pg/ml. 25 pl konjugatldsning
+ 2975 ul konjugatbuffert = 3 ml konjugatldsning i koncentrationen 1 pg/ml.

Spédning av standardkurvan

En stamlosning av rCan f 5 i koncentrationen 4,9 mg/ml (#504) anvandes.
Eftersom denna koncentration var for hog for att kunna fa hanterbara volymer vid
spadning av standardkurvan gjordes en forspadning genom att ta 25 pl
stamlosning + 975 pl mus-IgG-diluent = 1 ml i koncentrationen 122,5 pg/ml.
Forsta punkten pa kurvan (0,5 pg/ml) togs fram genom att ta 36,7 pl av
forspadningen i koncentrationen 122,5 pg/ml + 8963,3 pul mus-1gG-diluent. Detta
medférde 9 ml i koncentrationen 0,5 pg/ml. Ovriga punkter pa standardkurvan
togs fram genom spédning pa 1:3,5 (2400 pl av foregdende punkt + 6000 pl av
mus-1gG-diluent). Genom att spada pa detta satt fanns tillrackligt med I6sning for
att kora sex omgangar utan att behova flytta standardkurvans prover fran ett
instrument till ett annat.

Spéadning av urinproverna

Varje urinprov analyserades i ospadd form samt i tre olika spadningar. Detta
utférdes for att de urinprover med en hdg koncentration av Can f 5 skulle hamna
inom standardkurvans dynamiska omrade. Spadning medfor dven att en eventuell
hook-effekt kan upptéckas. Vid en hook-effekt erhalls falskt laga responser pa
grund av mycket héga koncentrationer av det analyserade &mnet. Om man vid
spadning far 6kade responser istallet for sankta sa har en hook-effekt pavisats.

For att fa spadningen 1:300 blandades 8 pl urin med 2392 pl mus-1gG-diluent.
Detta medforde 2400 pl i spadningen 1:300. For nasta spadning pa 1:600 togs 600
il av spadningen pa 1:300 + 600 pl mus-1gG-diluent. 600 pl av spadningen pa
1:600 + 600 pl mus-1gG-diluent gav en spadning pa 1:1200.

Analys av urinproverna i Phadia 100

Phadia 100 rymmer 48 prover i en kérning. Den framtagna standardkurvan bestod
av sex punkter samt ett ’nollprov” bestdende av ren mus-1gG-diluent. Vid varje
korning analyserades punkterna till standardkurvan och nollprovet tva ganger
(totalt 14 prover). Resterande 34 platser i varje instrument fylldes upp av
urinproverna i sin respektive spadning.

Efter att alla urinprover analyserats en gang valdes den spadning fran respektive
prov ut som lag narmast mitten pa standardkurvan. Denna spadning kordes
darefter en gang till varvid tva responser (RU) och darmed &ven tva
koncentrationer for samma spadning pa ett urinprov erholls. Koncentrationen av
Can f 5 i varje urinprov berdknades slutligen genom att ta medelvérdet av dessa
tva koncentrationer.
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Statistisk bearbetning

Vid jamférelse av skillnaden i Can f 5 koncentration beroende pa kén och ras
anvandes Mann-Whitney U-test. For berdkningen av sambanden mellan
urinprovsmangd/koncentration  respektive  alder/koncentration  anvandes
korrelationsanalys och dessa berdkningar utfordes med logaritmerade varden
(naturlig logaritm) pa koncentrationen av Can f 5. Detta for att fa en mer
normalférdelad population.

Genom att sammanstalla nollproverna (proverna med ren buffertlosning) fran
varje korning kunde en LoD (Limit of Detection) berdknas. Vid berékningen
anvandes formlerna LoB = meanpank + 1,645*SDyank 0Ch LoD = LoB +
11645*SD|OW concentration sample -

RESULTAT
Test av inhibitionsassay

De forsta testerna som genomfordes vid utvecklingen av en assay for Can f 5 var
pa en inhibitionsassay. Den fasta fasen som anvandes var rekombinant Can f 5
och antikroppen mAb cl 1038. Inhibitorn (rCan f 5) spaddes i trisbuffert till atta
olika koncentrationer och antikroppen spaddes till 20 pg/ml i mus-l1gG-diluent. En
av standardkurvorna som erhglls vid testerna redovisas nedan (se figur 3).

20000
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8000 Standardkurva

4000

0 T T T 1
0,1 1 10 100 1000

Konc rCan f5 i pg/mi

Figur 3. Standardkurvan vid test av en inhibitionsassay (logaritmerad x-axel).

Slutsatsen var att inhibitionsassayen i detta test hade ett dynamiskt omrade pa
cirka 8-450 pg/ml och ddarmed en relativ hdg koncentration pa den lagsta punkten
pa standardkurvan (se figur 3). | de andra testerna pa inhibitionsassayen var det
dynamiska omradet liknande och koncentrationen pa den lagsta standardpunkten
hdg.

Eftersom ett syfte med studien var att undersoka koncentrationen av Can f 5 hos
tikar (vilka forvantas ha en lag/obefintlig koncentration) var det inte optimalt att
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ligga sa hogt i den lagsta matbara koncentrationen. Detta resulterade i att en
sandwich assay istdllet utvecklades och optimerades for anvéndning till
urinprovsanalyserna.

Optimering av sandwich assay for Can f 5

Vid optimeringen av den sandwich assay som sedan anvandes till
urinprovanalyserna utfordes en rad olika tester. Resultatet av ett urval av dessa
tester redovisas i denna uppsats.

Utformning av standardkurvan
Jamforelse av olika fasta faser

Som en inledning i optimeringen av sandwich assayen jamfordes standardkurvans
utseende beroende pa val av fast fas. Den buffertlosning som anvandes var
trisbuffert och konjugatet hade en koncentration pa 1 pg/ml. Tva olika fasta faser
testades (anti Can f 5 clone 1037 respektive clone 1038). En standardkurva med
rekombinant Can f 5 (rCan f 5) spaddes till sex olika koncentrationer och
responsen beroende pa fast fas jamfordes (se tabell 1).

Tabell 1. Jamforelse av standardkurvan vid anvéndning av olika fasta faser

Respons (RU*)

Konc rCan f5 i pg/ml Clone 1037 Clone 1038
8,0 30618 26431
2,0 18226 9518
0,50 8283 3449
0,13 2370 1114
0,031 1045 744
0,0078 585 352
Ren trisbuffert 465 309
Ren konjugatbuffert 273 197

* RU = Response Units.

Vid anvandning av clone 1038 som fast fas blev resultatet en jamnare 6kning av
responsen pa standardkurvan &n med clone 1037 (se figur 4). Clone 1038 valdes
darfor ut som fast fas till assayen och anvdndes &ven i de foljande
optimeringstesterna.
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Figur 4. Standardkurvan vid anvandning av olika fasta faser.

Kontroll av responsen genom tillsats av ren kall antikropp

Hér jamfordes standardkurvans utseende med eller utan tillsats av ren Kkall
antikropp (#3883) i konjugatet. Ren kall antikropp &r en ej enzymkonjugerad
antikropp. Som buffert anvéandes trisbuffert. Konjugatet var i koncentrationen 1
nug/ml utan tillblandning av antikroppen. Generellt blev responsen pa
standardpunkterna lagre ju mer kall antikropp som tillsatts i konjugatet (se tabell
2).

Tabell 2. Standardkurvan med eller utan tillsats av kall antikropp

Respons (RU) — konjugat:kall antikropp

Konc rCan f5i pg/ml 1:0 1:1 1.5
8,0 26431 24869 20949
2,0 9518 7026 3326
0,50 3449 2488 1205
0,13 1114 815 499
0,031 744 478 372
0,0078 352 314 318
Ren trisbuffert 309 298 287
Ren konjugatbuffert 197 221 182

Utan inblandning av kall antikropp fick standardkurvan en jamnare 6kning av
responsen dver koncentrationsintervallet (se figur 5). Nar kall antikropp blandades
i konjugatet blev kurvan flackare i de ldga koncentrationerna och brantare i de
hdgre koncentrationerna. Detta sarskilt vid en storre inblandning av Kkall
antikropp. Eftersom standardkurvans utseende var jamnare utan tillsats av kall
antikropp s& anvandes det heller inte vid de resterande optimeringstesterna samt
urinprovsanalyserna. Den utvalda konjugatkoncentrationen blev darmed 1 pg/ml.
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Figur 5. Jamforelse av standardkurvan med eller utan tillsats av kall antikropp
(logaritmerade axlar).

Standardkurvan vid anvandning av nativt och rekombinant Can f 5

Vid analys av de insamlade urinproverna analyseras Can f 5 i nativ form.
Standardkurvan bestar dock av rekombinant Can f 5. | detta test jamfordes
responsen pa standardkurvan vid anvandning av nativt Can f 5 (nCan f 5)
respektive rekombinant Can f 5 (rCan f 5) for att se huruvida det var en skillnad i
respons beroende pa vilken form av Can f 5 som anvandes. Aven den procentuella
skillnaden i respons vid upprepade analyser av samma standardpunkt jamférdes
(se tabell 3). Som buffert anvéndes IgE-diluent och konjugatet var i
koncentrationen 1 pg/ml.

Tabell 3. Jamforelse mellan rekombinant och nativt Can f 5

Rekombinant Can f 5 Nativt Can f 5
Konc Can 5 i pg/ml R((a;pij))ns Skll(!/r;ad i R?;p:j))ns Skll(!/r;ad i

8,0 26675 1,1 25532 0,9

2,0 24115 3,0 19482 0,8

0,50 13955 2,0 9018 2,3

0,13 4739 3,6 2743 1,5

0,031 1447 3,7 865 0,9

0,016 860 4,2 542 6,3

0,0078 532 2,4 369 6,6

Ren IgE-diluent 191 2,3 191 2,3

Standardkuvans utseende (lutning) skiljde sig inte namnvart beroende pd om
nativt eller rekombinant Can f 5 anvénts (se figur 6). Dock var kurvan vid
anvandning av nativt Can f 5 parallellforskjuten eftersom standardpunkterna
generellt hade en lagre respons an for rekombinant Can f 5. For berdkning av
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absoluta koncentrationer av Can f 5 i ett urinprov skulle darmed en
korrigeringsfaktor avseende denna forskjutning vara nodvandig.
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Figur 6. Jamforelse av responsen vid anvéndning av rekombinant respektive nativt Can f
5 (logaritmerade axlar).

Jamforelse av olika buffertar

For att vélja en lamplig buffert till sandwich assayen testades olika buffertar vid

tillverkningen av en standardkurva. De olika standardkurvorna (beroende pa
buffert) jamfordes sedan.

Forst testades tre buffertar; trisbuffert, IgE-diluent och fosfatbuffert (se tabell 4).
Av dessa hade IgE-diluenten lagst bakgrundsvérde vilket medforde att denna
buffert genererade ett bredare dynamiskt omrade for standardkurvan och en
mdjlighet att komma lagre ner i koncentration eftersom det blev en signifikant
skillnad mellan nollprovet (ren buffert) och den lagsta punkten pa standardkurvan.

Tabell 4. Jamforelse av standardkurvan beroende pa buffert

Respons (RU)

Konc rCan f5i pg/ml Trisbuffert IgE-diluent Fosfatbuffert
8,0 26701 25795 26780
2,0 12869 17186 9764
0,50 4154 6619 3836
0,13 1177 2019 1070
0,031 526 683 458
0,016 423 442 312
0,0078 371 315 386
Ren buffert 331 189 291
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Standardkurvan fick dven en nagot jamnare okning av responsen Over
koncentrationsintervallet vid anvandning av IgE-diluent i jamforelse med tris-
respektive fosfatbuffert (se figur 7).
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Figur 7. Jamforelse av standardkurvan beroende pa buffert (logaritmerade axlar).
Aven den procentuella skillnaden i respons vid upprepade analyser av samma
standardpunkter jamfordes mellan de olika buffertarna (se tabell 5). IgE-diluenten

medférde en mindre skillnad &n Ovriga buffertar vilket resulterade i ett mer
tillforlitligt analysresultat.

Tabell 5. Procentuell skillnad i respons vid upprepade analyser av samma standardkurva

Procentuell skillnad i respons (RU)

Konc rCan f5i pg/ml Trisbuffert IgE-diluent Fosfatbuffert

8,0 0,5 0,7 0,2

2,0 18 2,1 11

0,50 20 4,5 1,2

0,13 15 2,4 6,1

0,031 7,7 2,2 3,0

0,016 5,2 0,2 34

0,0078 5,4 7,1 51

Ren buffert 12 1,9 6,8

Vid test av trisbuffert, IgE-diluent och fosfatbuffert var slutsatsen att IgE-
diluenten gav bést resultat och hade hogst tillforlitlighet. IgE-diluent innehaller
dock EDTA vilket skulle kunna stéra analysen av Can f 5 eftersom det binder upp
tvavarda joner. | och med detta gjordes ytterligare ett bufferttest da IgE-diluenten
jamfordes med mus-1gG-diluent (se tabell 6). Forutom vid analysen av nollprovet
(ren buffertlosning) sa hade mus-l1gG-diluenten lagst procentuell skillnad vid
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upprepade analyser av samma standardpunkt. IgE-diluenten hade dock ett lagre
bakgrundsvérde dn mus-1gG-diluenten.

Tabell 6. Jamforelse av standardkurvan beroende pa buffert

IgE-diluent Mus-1gG-diluent
Konc rCan f5 i pg/ml R(esaLj))ns Ski I(!/r:ad : Rf;FS)ns Sk"(!/gad :
8,0 26675 1,1 26389 0,6
2,0 24115 3,0 24829 1,1
0,50 13955 2,0 16741 0,5
0,13 4739 3,6 6538 0,2
0,031 1447 3,7 2140 0,2
0,016 860 4,2 1196 3,2
0,0078 532 2,4 744 3,5
Ren buffert 191 2,3 260 21

Standardkurvorna for mus-1gG-diluenten respektive IgE-diluenten foljde varandra
relativt val men kurvan blev nagot flackare i de hogre koncentrationerna vid
anvandning av mus-lgG-diluent (se figur 8). Sammanfattningsvis sa var IgE-
diluenten eventuellt nadgot béattre dn mus-1gG-diluenten, men eftersom den
innehaller EDTA valdes istallet mus-1gG-diluenten ut som buffert till assayen och
anvéndes aven i de féljande optimeringstesterna.
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Figur 8. Jamforelse av standardkurvan beroende pa buffert (logaritmerade axlar).

30



Urinprovstester
Test pa avsaltade / ej avsaltade urinprover i olika spadningar

| detta test undersoktes skillnaden i respons mellan avsaltade och ej avsaltade
urinprover for att se huruvida det fanns nagot i urinproverna som stor analysen
och darfor resulterar i falskt htga/laga responser.

Urinprover fran tre beaglehanar analyserades i fyra olika spadningar bade fore och
efter avsaltning (se tabell 7). Spadning ner till 1:80 rackte dock inte for att fa in
responserna pa standardkurvan varvid ytterligare en spadningsserie utfordes (se
tabell 8).

Tabell 7. Jamforelse mellan avsaltade / ej avsaltade urinprover i olika spadningar

Respons (RU)

Beagle 1 Beagle 2 Beagle 3
Spéadning Ejavsaltat Avsaltat Ejavsaltat Avsaltat Ejavsaltat  Avsaltat
1:10 23883 24357 24297 24351 24210 25368
1:20 24469 23276 24655 24274 23030 22819
1:40 23055 22370 24767 22102 22736 21999
1:80 20283 19505 21934 22349 21033 19772

Tabell 8. Jamforelse mellan avsaltade / ej avsaltade urinprover i olika spadningar

Respons (RU)

Beagle 1 Beagle 2 Beagle 3
Spadning Ejavsaltat  Avsaltat Ejavsaltat Avsaltat Ejavsaltat  Avsaltat
1:80 21277 21282 23336 22654 * 19609
1:160 18657 17562 19337 19599 18719 16854
1:320 11984 11794 16003 12947 12492 11410
1:640 7509 * 10554 8565 7809 7133

* En respons kunde inte utlasas for dessa prover.

Generellt var responsen lagre hos de avsaltade urinproverna jamfort med samma
spadning hos prover som inte avsaltats (se tabell 8 och figur 9). De tva kurvorna
for respektive urinprov féljde varandra relativt val med undantag for prov B2 (se
figur 9).

De avsaltade urinproverna gav en lagre respons an de som inte avsaltats vilket
medférde slutsatsen att det inte fanns nagot i urinproverna som skulle kunna skapa
falskt laga varden vid analysen. Det gick aven att konstatera att avsaltning
resulterar i en forlust av en viss andel av det métbara Can f 5 som finns i ett
urinprov. | och med detta sd valdes avsaltning av urinproverna bort, bade vid
optimeringen och den slutgiltiga analysen.

31



25000

20000
\\ = B1 ej avsaltad
15000 B1 avsaltad
\ B2 ej avsaltad
B2 avsaltad

= B3 ej avsaltad

Respons (RU)

10000

= B3 avsaltad

5000 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Spadning i antal ganger

Figur 9. Jamforelse mellan avsaltade / ej avsaltade urinprover i olika spadningar.

Berakning av koncentrationen av Can f 5 efter spadning av urinproverna

Genom att anvénda responsen hos de ej avsaltade urinproverna i tabell 8 kunde en
berékning av ursprungskoncentrationen av Can f 5 i varje urinprov goras (se tabell
9). Syftet med detta var att se vid vilka spadningar som de urinprover med
forvantat hdga koncentrationer av Can f 5 fick en respons som hamnade val inom
standardkurvans intervall. Genom spadningen kunde en eventuell hook-effekt
aven utvérderas.

Det var framst de tva lagsta spadningarna (1:320 och 1:640) som kunde anses
tillforlitliga da det endast var dessa som med god marginal hamnade inom
standardkurvans granser. Responsen vid spadning kunde fas tillbaka relativt val sa
lange den lag inom standardkurvans matomrade. Skillnaden i beréknad
koncentration mellan spadningarna 1:320 och 1:640 hamnade pa cirka 5%. Detta
sékerstéllde att spaddning av urinproverna kunde utforas utan att den berdknade
koncentrationen av Can f 5 avvek sarskilt mycket fran koncentrationen i det
ospédda urinprovet.

En spadning av urinproverna i detta test med cirka 300 och 600 ganger medfcrde
att responsen hamnade inom standardkurvans intervall (se tabell 9). Det fanns
dock fortfarande marginal for ytterligare spadning och de spadningar som darfor
valdes till de slutgiltiga urinprovsanalyserna var 1:300, 1:600 och 1:1200. Ingen
hook-effekt kunde ses.
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Tabell 9. Beraknade koncentrationer av Can f 5 i ej avsaltade urinprover fran tabell 8

Beagle 1 Beagle 2 Beagle 3
Spidning Respons Canf5i Respons Canf5i Respons Canf5i
(RU) pag/ml (RU) pg/ml (RU) pg/ml
1:80 21277* 40 23336* 56 - -
1:160 18657 57 19337 61 18719 57
1:320 11984 53 16003 84 12492 56
1:640 7509 56 10554 88 7809 59

* Responsen for dessa matningar ligger utanfor standardkurvans matomrade och den
beréknade koncentrationen &r darfor inte tillforlitlig.

Kontroll av responsen hos “negativa” urinprover vid spetsning

Genom att spetsa negativa urinprover kunde eventuella stérningar i urinproverna
utvérderas. Stérningar skulle kunna resultera i falskt hoga/laga repsonser och
darmed ge missvisande utslag vid analysen av urinproverna.

For detta test valdes urinprover fran tva pudeltikar ut (dar det forvantas en mycket
lag respons). Dessa urinprover spetsades sedan med rekombinant Can f 5 i kand
koncentration (se tabell 10). Bakgrundsvérdet hos de ospetsade urinproverna var
mycket 1agt vilket medforde slutsatsen att det inte fanns nagot i urinproverna som
skulle kunna reultera i falskt hoga responser.

Tabell 10. Respons vid spetsning av urinprover fran tva pudeltikar

Respons (RU)

Spetsad konc av

(Canf5ipgm Udelrovil  Pudelprov 13

2,0 25024 25407
0,50 18981 21387
0,13 9393 11844

0 116 95

For att kunna kontrollera responsen hos de spetsade urinproverna uppréttades en
standardkurva med samma koncentrationer av rekombinant Can f 5 som vid
spetsningen samt ytterligare nagra punkter (se tabell 11). Den procentuella
skillnaden i respons vid upprepade analyser av samma punkter pa standardkurvan
noterades ocksa. Denna var generellt lag med undantag for den rena
buffertlésningen som var nagot hogre.
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Tabell 11. Standardkurva for jamforelse av responsen hos de spetsade urinproverna

KoncrCanf5ipg/ml Respons (RU)  Skillnad i %

2,0 26091 0,4

0,50 21354 0,2

0,013 9834 1,5

0,031 3384 0,04

0,0078 948 2,8
0,0039 554 3,4
0,0020 356 4,9

Ren mus-1gG-diluent 168 9,8

De spetsade urinproverna gav en respons som passade val in pa standardkurvan
(se figur 10). Det gick darfor att utesluta att det fanns nagot i dessa (s kallade
negativa) urinprover som stor analysen och darfor resulterar i falskt laga
responser.
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Figur 10. Respons vid spetsning av urinprover fran tva pudeltikar (logaritmerade axlar).
Utvardering av tillférlitligheten hos standardkurvan och instrumenten

Kontroll av upprepbarheten hos punkterna pa standardkurvan

For att sékerstélla en tillforlitlig standardkurva gjordes upprepade analyser av
punkterna pa kurvan genom anvandning av samma prover (se tabell 12).
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Tabell 12. Kontroll av upprepbarheten hos punkterna pa standardkurvan

Respons (RU) vid de olika omgangarna

Konc rCan f 5 i pg/mi 1 2 3 4 5 6
2,0 26652 26027 24982 24891 22916 25240
0,50 20073 19499 19514 19058 18414 19298
0,13 9335 8887 8616 8092 8472 9124
0,031 2896 2636 2587 2596 2667 2766
0,0078 822 841 863 753 799 763
0,0039 504 518 518 441 512 499
0,0020 346 340 315 305 293 328
Ren mus-1gG-diluent 204 172 154 141 177 155

Standardkurvan vid de olika omgangarna uppvisade en mycket liten variation (se
figur 11). Felmarginalen blev darfér 1ag och standardkurvan kunde anses

tillforlitlig.
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Figur 11. Jamforelse av upprepbarheten hos punkterna pa standardkurvan vid flera
korningar (logaritmerade axlar).

Vid tidigare analyser av standardkurvan hade punkterna pa kurvan inte samma
spadningsintervall. Det fanns dven punkter som hamnade utanfér standardkurvans
matomrade. Exempelvis en koncentration av rCan f 5 pa 2 pg/ml (se figur 11) lag
utanfor och valdes darfor bort som standardpunkt.

For att underlatta infor de slutgiltiga urinprovsanalyserna, samt fa punkter med
samma intervall, testades standardkurvans upprepbarhet ytterligare en gang men
nu med andra koncentrationer pa punkterna (se tabell 13). De standardpunkter
som valdes ut hade en koncentration som lag inom standardkurvans dynamiska

omrade. Spadningsintervallet som testades var 1:3,5.
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Tabell 13. Kontroll av upprepbarheten hos punkterna pa standardkurvan

Respons (RU) vid de olika omgangarna

Konc rCanf5 ipg/ml 1 2 3 5 6
0,50 21155 20146 20895 20502 20504 20393
0,14 12318 10445 10537 9315 10560 10278
0,041 3812 3920 3865 3936 4023 3889
0,012 1330 1485 1424 1406 1355 1225
0,0033 520 550 538 571 522
0,00095 261 269 237 255 261
Ren mus-1gG-diluent 186 187 141 151 171

Aven denna gang var standardkurvans variation relativt liten mellan de olika
omgangarna (se figur 12). Ingen hook-effekt kunde utlasas varken vid detta test
eller i ndgot av de andra testerna som genomforts pa sandwich assayen.
Standardkurvans dynamiska omrade var cirka 0,001-0,5 upg/ml och de
standardpunkter som testades vid denna korning var de som valdes ut for att
anvéndas vid den slutgiltiga analysen av urinproverna.
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Figur 12. Jamforelse av upprepbarheten hos punkterna pa standardkurvan vid flera
korningar (logaritmerade axlar).

Jamfdrelse av standardkurvan vid anvandning av olika instrument

For att spara tid sa utfordes den slutgiltiga analysen av urinproverna i flera olika
Phadia 100 instrument. | detta test kontrollerades att responsen hos punkterna pa
standardkurvan var oberoende av vilket instrument som anvandes (se tabell 14).

Den procentuella skillnaden vid upprepade analyser av samma standardpunkter
skiljde sig inte namnvart mellan de olika instrumenten.
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Tabell 14. Jamforelse av standardkurvan beroende pa instrument

Instrument 1

Instrument 2

Konc rCan 5 i pg/ml R?;pg)ns Ski I(!/:ad i R?;FS)nS Skll(!/l;lad i
0,50 21082 4,1 20711 2,3
0,13 9846 3,2 9386 58
0,031 3138 3,4 2955 2,9
0,0078 890 4,4 845 2,5
0,0039 559 6,3 513 9,5
0,0020 365 5,6 330 6,2
0,00098 267 7,5 238 4,7
Ren mus-1gG-diluent 167 4,5 155 11

Standardkurvans utseende skiljde sig endast marginellt beroende pa vilket
instrument som anvéndes (se figur 13). Detta sékerstéllde att anvandning av olika
instrument vid analysen av urinproverna inte medforde en dkad felmarginal.
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Figur 13. Jamforelse av standardkurvan vid anvandning av olika instrument

(logaritmerade axlar).

Analys av insamlade urinprover

Oversikt 6ver insamlade urinprover

Totalt samlades 50 urinprover in varav 35 fran pudlar och 15 fran schafrar (se
tabell 15). 31 urinprover var fran tikar med férdelningen 24 pudlar och 7 schéfrar.
Kdnsférdelningen inom respekive ras var jamnare hos schafrarna &n hos pudlarna.
Tva av pudeltikarna var kirurgiskt kastrerade sedan tva ar tilloaka men alla
schéfertikar var okastrerade. Endast en av totalt 19 hanhundar var kastrerad.
Denna hund var en pudelhane och hade kastrerats pa farmakologisk vag (med
Suprelorinchip) sex manader tidigare.
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Tabell 15. Oversikt dver insamlade urinprover

Pudel Schéfer
Tik 24 7
Okastrerad 22 7
Kastrerad 2 0
Hane 11 8
Okastrerad 10 8
Kastrerad 1 0
Summa 35 15

Majoriteten av hundarna var wunga till medelalders (se figur 14).
Aldersfordelningen var nagot jamnare hos tikarna an hos hanarna eftersom 11 av
totalt 19 hanhundar var yngre an 2,5 ar. Den aldsta hanhunden var 8,4 ar gammal.
Det var aven denna hund som var den enda kastrerade hanen. Den dldsta tiken var
12,7 ar gammal och var en av tva kastrerade tikar. Den andra kastrerade tiken
hade en alder pa 9,3 ar. Den genomsnittliga medelaldern for alla hundar var 4,2 ar.
Hanhundarna hade en medelalder pa 3,4 ar medan tikarnas medelalder var 4,7 ar.
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Figur 14. Aldersférdelning med avseende pé kon.

Urinproverna fran schafrarna var insamlade fran Forsvarsmaktens hundtjanstenhet
i Rosersberg. Har befinner sig hundarna tills de ar fardigtranade varpa de slussas
ut till bland annat polisstationer och forband. |1 och med detta sa var aldern pa
schafrarna som deltog i denna studie 1g. Detta aterspeglas i jamforelsen av alder
beroende pa ras (se figur 15). Av totalt 15 insamlade schaferprover sa var 14
yngre dn 2,5 ar. Spridningen i alder var betydligt storre hos pudlarna vilka hade en
medelalder pa 5,2 ar.
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Figur 15. Aldersférdelning med avseende pé ras.

Av de insamlade urinproverna fran tikar sa var, som tidigare namnts, tva av totalt
31 tikar kastrerade. 13 tikar hade aldrig haft valpar medan 17 hade fatt atminstone
en valpkull (se figur 16). Vid provtagningen var en tik dréktig med sin forsta kull
valpar.
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Figur 16. Jamfdrelse av tikarnas valpstatus.

Standardkurvan

Vid urinprovsanalyserna anvéandes en standardkurva vars utformning tagits fram
genom optimering av en sandwich assay. Totalt kordes atta omgangar med
urinprover vilket dven resulterade i atta olika standardkurvor. For varje enskild
punkt pa standardkurvorna beraknades ett medelvarde vilket sedan anvandes for
att skapa en genomsnittlig standardkurva (se figur 17).
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Figur 17. Genomsnittlig standardkurva (logaritmerade axlar).

Genom att sammanstalla nollproverna (proverna med ren buffertlosning) fran
varje korning kunde en LoD (Limit of Detection) berdknas. LoD for denna studie
var responsen (RU) 297. Detta motsvarar en koncentration av Can f 5 pa cirka
0,001 pg/ml.

Redovisning av responser och koncentrationer

Alla urinprover analyserades i ospadd form samt i spadningen 1:300, 1:600 och
1:1200, och en respons (RU) for varje urinprov erhélls (se tabell 16, 17 och 18).
Efter att urinproverna analyserats en gang valdes den spadning for respektive prov
ut som lag narmast mitten pa standardkurvan. Denna spadning kordes darefter
ytterligare en gang. For hundarna med providentitet S14 och S15 valdes dock en
spadning ut redan innan forsta analysen och denna spadning analyserades tva
ganger direkt i samma kdrning for att spara tid. De responser i tabell 16, 17 och 18
som ar markerade med fet stil & medelvarden fran de tva korningarna och
koncentrationen av Can f 5 ar beraknad fran dessa medelvarden.

For tikarna blev den valda spadningen det ospadda provet eftersom ingen skillnad
i respons kunde utlasas mellan det provet och proverna vid de olika spadningarna
(se tabell 16, 17 och 18). Alla hanhundar utom tre hade bést respons vid spadning
1:1200 och denna spadning valdes ut hos dessa hundar. En pudelhane med
providentitet P34 samt en schaferhane med providentitet S15 fick en béttre
respons vid spadningen 1:300. For pudelhanen valdes denna spéadning ut for
ytterligare en korning men for schaferhanen hade tva korningar med spadningen
1:1200 redan utforts varpa ingen ytterligare analys gjordes. En pudelhane med
providentitet P8 (den enda kastrerade hanhunden) hade responser som liknade
tikarnas och for denna hund valdes darfor det ospadda provet ut for ytterligare en
kdrning.
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Tabell 16. Respons (RU) och koncentration hos pudelproverna

Spédning
Prov-ID  Kon  Ospadd  1:300  1:600  1:1200 koﬁg;ﬂt‘:‘;‘foﬁ?”u‘;fml

P1 Hane 23804 7533 4386 2480 32
P2 Tik 174 193 200 187 < 0,001
P3 Tik 159 190 188 189 < 0,001
p7 Hane 21763 13115 8317 5235 76
P8 Hane* 186 195 185 178 < 0,001
P9 Hane 22967 8965 5318 3066 41
P10 Tik 148 194 179 191 <0,001
P11 Tik* 141 175 185 186 <0,001
P12 Tik 144 204 214 201 <0,001
P13 Tik* 151 195 192 199 <0,001
P15 Tik 150 195 200 195 < 0,001
P17 Tik 152 190 188 189 < 0,001
P18 Tik 156 197 188 193 < 0,001
P22 Tik 166 182 188 193 < 0,001
P23 Tik 175 177 191 193 < 0,001
P30 Tik 157 178 176 178 <0,001
P31 Tik 171 200 207 203 <0,001
P32 Hane 22803 19601 14355 9293 153
P33 Hane 23492 9711 5488 3061 40
P34 Hane 24406 3533 1907 1122 12
P35 Hane 23905 8603 4829 2675 34
P36 Hane 23348 13115 8263 4661 65
P37 Tik 171 202 196 197 <0,001
P38 Tik 310 196 190 202 0,001
P39 Tik 191 195 190 189 <0,001
P40 Tik 159 190 191 190 <0,001
P41 Tik 211 205 198 195 <0,001
P42 Tik 169 191 204 203 <0,001
P43 Tik 172 192 207 190 <0,001
P44 Hane 22000 14721 9977 6193 93
P45 Tik 247 182 184 175 <0,001
P46 Tik 156 185 191 197 <0,001
P47 Tik 238 203 200 220 <0,001
P48 Tik 218> 186°  178°  176° <0,001
P49 Hane 22553 18814 12784 7743 136

* Kastrerad, ° Responsen kommer fran analysomgang 3 i tabell 17.
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For en av pudeltikarna med providentitet P48 erholls vid forsta analysen inte
nagot varde pa responsen i det ospadda provet. Samma urinprov analyserades
darfor en gang till i ospadd form (se tabell 17). Denna gang blev responsen
betydligt hogre an forvéantat i jamforelse med 6vriga tikprover. Eftersom det
uppstod en misstanke om kontamination av detta urinprovsror sa analyserades
urinprovet ytterligare en gang (analysomgang 3) men nu fran ett provrér som inte
tidigare anvants. Nu erhdlls en respons aven for det ospadda provet vilken foljde
samma monster som &vriga tikprover. Aven denna tik hade darmed en
koncentration av Can f 5 pa < 0,001 pg/ml vilken beraknades fran det medelvéarde
markerat med fet stil i tabell 17.

Tabell 17. Respons (RU) och koncentration hos urinprovet med providentitet P48

Spédning

Berdknad Can f5

Analysomgang  Ospédd 1:300 1:600 1:1200 koncentration i pg/mi

- 221 226 208
1097
218 186 178 176 <0,001

w N -

Tabell 18. Respons (RU) och koncentration hos schaferproverna

Spédning
Prov-ID  Kon  Ospadd  1:300  1:600  1:1200 koﬁggﬁ;‘ijoﬁ?“ugfml

st Tik 161 195 209 210 <0,001
s2 Tik 167 197 213 201 <0,001
s3 Hane 24378 10646 6495 3456 52
s4 Hane 25407 8548 4998 2807 41
S5 Tik 157 201 191 189 <0,001
S6 Tik 244 226 281 296 <0,001
s7 Hane 24318 15274 9851 5385 77
s8 Hane 24183 11166 6562 3375 46
s9 Hane 23919 14960 9707 5274 76
S10 Tik 188 223 279 280 <0,001
si1 Tik 190 225 217 211 <0,001
S12 Hane 24003 15801 11103 6474 %
S13  Hane 22709 21106 15356 10008 164
s14 Tik 150 183 164 200 <0,001
S15  Hane 23877 2442 1366 737 g

Aven medelvirdet for responsen hos nollproverna (proverna med ren mus-lgG-
diluent) berdknades. Denna respons (RU) var 210 vilket &r hdgre én responsen hos
majoriteten av de analyserade tikarnas urinprover. Detta tyder pa att
buffertlosningen hade ett hogre bakgrundsvérde &n urinproverna.
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Jamforelse mellan kénen

Medelkoncentrationen av Can f 5 for alla okastrerade hanhundar var 69 pg/ml
men med en stor individvariation (se tabell 19 och figur 18). Den hane med lagst
koncentration lag pa 8 pg/ml medan den med hogst hade 164 pg/ml. 61% av
hanhundarna hade en koncentration pa 30-90 pg/ml (se figur 19).

En pudelhane med providentitet P8 hade en koncentration av Can f 5 som lag pa
samma niva som tikarna, med andra ord < 0,001 pg/ml (se tabell 19). Denna hund
var farmakologiskt kastrerad.

Tabell 19. Medelkoncentration av Can f 5 hos hanhundarna

Pudel Schéafer
Prov-ID Canf5i pg/mi Prov-ID Canf5ipg/ml
P1 32 S3 52
pP7 76 S4 41
P8 <0,001 S7 77
P9 41 S8 46
P32 153 S9 76
P33 40 S12 96
P34 12 S13 164
P35 34 S15 8
P36 65
P44 93
P49 136
1000
100 §
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3
o O Hanar
= 1 .
I O Tikar
O
g
S 0,1
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Figur 18. Spridning i koncentrationen av Can f 5 i urinprover fran tikar och okastrerade
hanar (logaritmerad y-axel).
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Figur 19. Antal okastrerade hanhundar i respektive koncentrationsintervall.

Alla 31 urinprover som samlats in fran tikar hade en koncentration pa < 0,001
ng/ml (se tabell 16, 17 och 18 samt figur 18). Detta var en 69 000 ganger lagre
koncentration an medelvérdet av Can f 5 hos de okastrerade hanhundarna, samt
8000 ganger lagre an den lagsta koncentrationen som uppmattes hos en okastrerad
hane. Det var darmed en signifikant skillnad i koncentrationen av Can f 5 mellan
kdnen (P<0,0001 i Mann-Whitney U-test).

Endast en kastrerad hanhund fanns med i studien (providentitet P8). Urinprovet
fran denna hund hade en koncentration av Can f 5 pa samma niva som tikarna (se
tabell 19). Liksom tikarna sa hade dven den kastrerade hanhunden en signifikant
lagre koncentration av Can f 5 i urinen an de okastrerade hanhundarna.

Rasskillnader

Eftersom alla tikar (samt den kastrerade hanhunden) Iag pa samma koncentration
(< 0,001 pg/ml) sa gick det inte att jamfora deras halt av Can f 5 beroende pa ras.
Dérfor var endast de okastrerade hanhundarna med i denna jamforelse.

Det fanns en stor individvariation hos bade schafrarna och pudlarna vid
jamforelse av koncentrationen av Can f 5 (se figur 20). Majoriteten av hanarna lag
oavsett ras inom koncentrationsintervallet 30-100 pug/ml. Hunden med den hogsta
koncentrationen var en schafer men det var &ven inom denna ras den hund med
lagst koncentration aterfanns. Pudlarna hade ett nagot ldgre medianvéarde &an
schafrarna (se figur 21).
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Figur 20. Spridning i koncentrationen av Can f 5 i urinprover fran okastrerade hanar
(réd linje representerar medelkoncentrationen foér alla okastrerade hanar).
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Figur 21. Box-and-whisker plot for koncentrationen av Can f 5 hos okastrerade hanar.

Medelkoncentrationen av Can f 5 hos de okastrerade hanhundarna skiljde sig
endast marginellt mellan raserna (schéfrarna hade en medelkoncentration pa 70
ng/ml medan pudlarna 1ag pa 68 pg/ml). Det gick alltsd inte att pavisa nagon
signifikant skillnad i koncentrationen av Can f 5 beroende pa ras.

En statistisk berakning avseende skillnaden i koncentration mellan de tva
hundraserna utférdes genom anvandning av Mann-Whitney U-test. | detta test
blev resultatet att det inte fanns ndgon signifikant skillnad beroende pa ras
(P=0,63).
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Aldersskillnader

Alla tikar (samt den kastrerade hanhunden) hade samma koncentration av Can f 5
pa < 0,001 pg/ml. Dessa var darfor inte med vid jamforelsen av koncentrationen
av Can f 5 beroende pa alder.

Majoriteten av de okastrerade hanhundarna var relativt unga (se figur 22). Aven
den hane med hogst koncentration av Can f 5 hade en 1ag alder pa endast 1,5 ar.
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Figur 22. Spridning i koncentrationen av Can f 5 med avseende pa alder.

Vid en linjar jamforelse av koncentrationen av Can f 5 hos okastrerade hanar med
avseende pa alder sa kunde en aldersberoende koncentrationsokning utlasas (se
figur 22). Detta tyder pa ett positivt samband mellan en hunds alder och dess
urinkoncentration av Can f 5.

Genom berdkning av  korrelationskoefficienten (r) pad logaritmerade
koncentrationer sa gick det att faststdlla att det linjara sambandet mellan
koncentration och alder var svagt eftersom r i detta fall blev 0,22. Detta innebar
att mindre &n 5% av variationen i koncentration av Can f 5 kunde kopplas till
hundarnas alder (determinationskoefficienten r’=0,046).

Eftersom alla okastrerade schaferhanar var yngre dn 2,5 ar gjordes dven en linjar
jamforelse avseende koncentrationen av Can f 5 beroende pa alder enbart hos de
okastrerade pudelhanarna (se figur 23). Logaritmerade koncentrationer anvandes
dérefter for att berdkna korrelationskoefficienten vilken i detta fall blev 0,40. 16%
a\g variationen i koncentration hos pudlarna kunde darmed kopplas till aldern
(r"=0,16).
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Figur 23. Spridning i koncentrationen av Can f 5 med avseende pa alder hos pudelhanar.

Jamforelse av koncentrationen beroende pa insamlad urinmangd

Den mangd urin som kunde samlas in fran de olika hundarna vid ett
urineringstillfalle hade en mycket stor variation. Generellt sd genererade
schéfrarna mer urin dn pudlarna, vilket dock kan forklaras relativt enkelt med att
schafern ar en stor hundras medan de flesta pudlarna som det samlades urinprover
fran var mycket sma. Aven storpudlar kan nog anses ha en mindre urinblasa 4n
schéfrar da de har betydligt mindre bukomfang.

Aterigen s& anvindes inte tikarna eller den kastrerade hanhunden i denna
jamforelse. Vid jamforelse av koncentrationen av Can f 5 i forhallande till
insamlad urinmangd hos alla okastrerade hanhundar sa sags generellt en
minskning av koncentrationen ju storre volym urin som samlades upp (se figur
24).
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Figur 24. Jamforelse av koncentrationen av Can f 5 beroende pa insamlad urinmangd
hos hanar .

Ett negativt linjart samband kunde utlasas hos bade schafrarna och pudlarna nar
koncentrationen av Can f 5 beroende pa insamlad urinméangd hos respektive ras
jamfordes (se figur 25 och 26). Detta var allra tydligast hos pudelhanarna (se figur
26). Genom anvandning av logaritmerade varden pa koncentrationen av Can f 5
berdknades korrelationskoefficienten (r). Hos schéfrarna blev den -0,36 medan
pudlarna 1&g pa -0,77. Darefter beraknades determinationskoefficienten (r’) och
resultatet blev att 13% av variationen i koncentration av Can f 5 hos schéfrarna
kunde kopplas till den insamlade urinmangden (r?=0,13). Motsvarande siffra for
pudlarna var 60% (r>=0,60) och detta samband var &ven signifikant (P=0,0085).
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Figur 25. Jamforelse av koncentrationen av Can f 5 beroende pa insamlad urinméangd
hos schaferhanar .

48



180
160

140

120

100

80

Pudelhanar
60

Konc Can f5i pg/ml

40 —

20

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Urinmangd i ml

Figur 26. Jamforelse av koncentrationen av Can f 5 beroende pa insamlad urinmangd
hos pudelhanar.

DISKUSSION

Detta ar den forsta studie dar koncentrationen av Can f 5 (argininesteras) i
hundurin har jamforts hos olika kon, raser och individer.

Som inledning i valet av assay utfordes tester pa en inhibitionsassay. Denna
resulterade dock i att det inte gick att komma ner i laga koncentrationer av Can f 5
varpa en sandwich assay istdllet optimerades for att anvandas till
urinprovsanalyserna.

Vid optimeringen av sandwich assayen kunde en parallellforskjutning av
standardkurvan ses vid anvandning av nativt Can f 5 istéllet for rekombinant. |
denna studie har dock ingen hansyn tagits till detta eftersom det framsta syftet var
att jamfora koncentrationen mellan olika djur och inte att faststéalla absolutvarden.
Skulle en berékning av den absoluta koncentrationen i varje urinprov goras bor
dock en korrigeringsfaktor anvéndas for att skillnaden mellan nativt Can f 5 i
urinproverna ska kunna korreleras till rekombinant Can f 5 i standardkurvan.
Paralleliférskjutningen  skulle eventuellt kunna bero pa en felaktig
koncentrationsbestdmning hos stamlésningen for nativt alternativt rekombinant
Can f 5, och en kontroll av stamldsningarnas koncentration ar att rekommendera
om fler studier utfors.

Genom optimering av sandwich assayen kunde en vél fungerade assay tas fram
for anvandning vid urinprovsanalyserna. Standardkurvan hade ett brett dynamiskt
omrade pa cirka 0,001-0,5 pg/ml och upprepbarheten hos standardpunkterna var
hdg. Genom tester avseende avsaltning och spetsning kunde det sakerstéllas att
urinproverna inte inneholl nagot som stérde analysen och gav falskt hoga/laga
responser. Spadning av urinprover med en forvantat hog koncentration av Can f 5
medfdrde att de hamnade inom standardkurvans intervall och vid berdkning av
ursprungskoncentrationen av Can f 5 fran olika spadningar observerades endast en
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liten variation i koncentrationen (cirka 5%). Spadning kunde darfor anses
tillforlitligt.

Detektionsgransen (LoD) for Can f 5 i denna studie var responsen (RU) 297 vilket
motsvarar en koncentration pa cirka 0,001 pg/ml. Alla tikar utom en (providentitet
P38) hade liksom den enda kastrerade hanhunden (providentitet P8) responser
som lag under analysens detektionsgrans (se tabell 16, 17 och 18). For dessa
urinprover kan alltsa denna studie endast faststélla att koncentrationen av Can f 5
antingen var lika stor som detektionsgransen eller lagre. Detta motsvarar en
urinkoncentration av Can f 5 pa < 0,001 pg/ml. Tiken med providentitet P38 hade
en respons pa 310 vilket var strax Over detektionsgransen och motsvarade en
berdknad koncentration pa 0,0011 pg/ml. Eftersom koncentrationen for detta
urinprov lag sa pass nara detektionsgransen sa har den avrundats till 0,001 pg/ml.

En av pudeltikarna (P48) fick ett avvikande varde pa responsen i det ospadda
provet vid en andra analysomgang (se tabell 17). Eftersom ingen respons erholls
vid den forsta analysen av samma urinprov fanns en stark misstanke om att
provroret infor den andra analysen blivit kontaminerat. Vid ytterligare en analys
av samma urinprov men fran ett annat provror som inte anvants tidigare erholls en
respons som motsvarade den hos de andra tikarna. Det avvikande vardet avskrevs
darfor som kontamination.

Huvudsyftet med denna studie var att faststalla huruvida det fanns skillnader i
urinkoncentrationen av Can f 5 beroende pa kon. Alla okastrerade hanhundar hade
en koncentration av Can f 5 som kraftigt 6versteg den berdknade koncentrationen
pa < 0,001 pg/ml hos tikarna och den kastrerade hanen (se tabell 19). Vid
jamforelse med det beraknade medelvardet for alla okastrerade hanar som lag pa
69 pg/ml sa lag tikarna pa en hela 69 000 ganger lagre koncentration. Det fanns
darmed en signifikant skillnad i koncentrationen av Can f 5 beroende pa kon vid
jamforelse mellan tikar och okastrerade hanhundar (P<0,0001 vid Mann-Whitney
U-test).

Can f 5 (argininesteras) har i ett flertal studier undersokts i prostatan hos
hanhundar. | en studie sags proteinet i stora mangder hos okastrerade hanar
medan det ej kunde pavisas hos hanar som kastrerats (Isaacs & Shaper, 1985). | en
annan studie kunde ingen skillnad pavisas i halten av Can f 5 i prostatan hos
hanhundar som var okastrerade respektive kastrerade men som dven behandlats
med testosteron (Isaacs & Shaper, 1983). Dessa studier samt ytterligare tester av
proteinets reglering genom tillférsel av androgener och/eller antiandrogener har
konfirmerat teorin om att Can f 5 (argininesteras) i prostatan hos hanhundar &r
androgenberoende (Juniewicz et al., 1990).

Prostatavatska kan utsondras bade via ejakulering och urinering men om bada
dessa uteblir sd draneras vatskan till urinbldsan (Ettinger & Feldman, 2005). |
denna studie har Can f 5 undersdkts i urinprover. Vid jamforelse av
koncentrationen av Can f 5 beroende pa insamlad urinmangd hos de okastrerade
hanhundarna sa sags ett linjart samband (se figur 24, 25 och 26). Genom
berdkning av determinationskoefficienten med logaritmerade koncentrationer
kunde 13% av variationen i koncentration hos schafrarna, respektive 60% hos
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pudlarna, relateras till urinmangden. Detta samband var dessutom signifikant hos
pudlarna.

Att det var en skillnad mellan de tva hundraserna kan eventuellt bero pa att
schafrarna hade en mycket 1ag aldersvariation medan aldern hos de okastrerade
pudelhanarna uppvisade stor variation med hela sex ars skillnad mellan den
yngsta och dldsta hunden. Generellt kunde merparten av en den urinvolym en
hund kastade vid provtagningen samlas upp. Det bér dock ndmnas att det inte gick
att veta hur mycket av det totala innehallet i en hunds urinblasa som verkligen
tomdes ut och dven detta kan darfor ha paverkat resultatet. Att det anda verkar
finnas ett samband (framfor allt hos pudlarna) beror troligtvis pa en
spadningseffekt vilket medfor att koncentrationen blir lagre vid en 6kad
urinvolym, och skulle flera urinprover av olika volym tas fran samma hund sa
skulle antagligen koncentrationen av Can f 5 variera mellan de olika proverna.
Detta medfor att det ar svart att faststalla hur mycket Can f 5 en enskild hund
producerar genom att analysera just urinprover.

Vid jamforelse av koncentrationen av Can f 5 beroende pa ras sa anvandes Mann-
Whitney U-test med resultatet att det inte fanns nagon signifikant skillnad mellan
de bada raserna (P=0,63). Den berdknade medelkoncentrationen skiljde sig heller
inte sérskilt mycket mellan schafrarna och pudlarna.

Det har tidigare utforts studier pa hundpals avseende halten av hundallergenet Can
f 1 beroende pa ras. | en studie fran 2005 av Ramadour et al. var
individvariationen mycket stor och pastdendet om att det skulle finnas
hypoallergena hundraser forkastades darfor. Det finns beskrivet att pudeln ska
vara en allergivanlig ras eftersom den har speciell péls som inte falls pA samma
sétt som hos de flesta andra hundraser (Bower & Bower, 2004; Messent et al.,
2005). Studier har dock visat att just denna hundras ar en av de som har allra
hogst halt av hundallergenet Can f 1 i pélsen (Ramadour et al., 2005; Heutelbeck
et al., 2008). | den har studien undersoktes koncentrationen av allergenet Can f5 i
urin fran schafer och pudel och inte heller har kunde det pavisas nagon signifikant
skillnad mellan det tva hundraserna. Detta, samt det faktum att koncentrationen av
Can f 5 pa individniva i denna studie var mycket stor aven inom en och samma ras
(se figur 20), stodjer tidigare studier dar pastaendet om att det finns hypoallergena
hundraser forkastats.

BPH (benign prostatahyperplasi) ar mycket vanligt hos dldre hanhundar (framfor
allt hundar éver fem ars alder) och for att tillstandet ska kunna utvecklas och
uppratthallas kravs néarvaro av androgener. Hundar med BPH har i studier visat
sig ha en signifikant hogre koncentration av Can f 5 (argininesteras) i
prostatavatskan an friska hundar (Ettinger & Feldman, 2005). | denna studie
kunde ett svagt linjart samband utlasas vid jamforelse av skillnaden i
koncentration av Can f 5 beroende pa alder hos de okastrerade hanhundarna (se
figur 22). Dock var det (vid anvandning av logaritmerade koncentrationer) endast
5% av variationen i koncentration som kunde relateras hundarnas alder och det
gick darfor inte att faststélla ett tydligt samband.

De flesta hundar i studien var relativt unga och 11 av totalt 18 okastrerade
hanhundar var yngre dan 2,5 ar. Endast tre av hundarna var éver fem ar gamla
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vilket troligtvis till stor del kan forklara att det inte gick att pavisa nagot distinkt
samband mellan &ldern och koncentrationen av Can f 5 i den har studien. Aven
skillnaden i den uppsamlade urinméangden hos de olika hundarna kan dock spela
en viss roll. Eftersom schaferhanarna alla hade en alder pa under 2,5 ar sa gjordes
ytterligare en jamforelse av skillnaden i koncentration beroende pa alder men nu
enbart pa okastrerade pudelhanar (vilka hade en storre aldersvariation). Genom
anvandning av logaritmerade koncentrationer kunde i detta fall 16% av
variationen i koncentration kopplas till hundarnas alder. Detta samband var
darmed nagot starkare an vid jamforelse pa alla okastrerade hanar. Dock var
sambandet fortfarande relativt svagt och for att sakerstdlla att ett samband
verkligen finns behdvs en storre studiepopulation och fler &ldre hundar.

For att utveckla respiratorisk allergi krévs att ett allergen finns i en luftburen form,
och lipokalinallergen fran djur hittas darfor ofta i pals, urin och saliv (Mantyjarvi,
Rautiainen & Virtanen, 2000). Medan pélsen &r en vanlig orsak till allergi mot
hundar (Mattsson et al., 2009) sa &r den storsta kallan till allergener hos moss och
rattor deras urin (Taylor, Longbottom & Pepys, 1977). Hundar och katter har dock
ocksa visat sig ha IgE-aktivitet i sin urin (Hoffman, 1980). Nyligen konstaterades
att Can f 5 (argininesteras) ar ett viktigt hundallergen som kan pavisas i urin fran
hund. Detta allergen (eller ett protein ndra relaterat till allergenet) har &ven hittats
vid analyser av extrakt fran hundpéls, men det &r oklart hur det hamnar dar
(Mattsson et al., 2009). | den har studien sa har koncentrationen av Can f 5 i urin
fran okastrerade hanhundar visat sig vara signifikant hogre an hos évriga hundar
vilka antingen har en mycket lag koncentration eller ingen forekomst av allergenet
alls. Eftersom det dock ar oklart huruvida det ar urinen eller pélsen som ger
upphov till allergi mot just detta allergen sa behdvs ytterligare studier avseende
koncentrationen av Can f 5 i hundpéls. Om denna koncentration foljer den i urinen
sa skulle det betyda att en individ som ar sensibiliserad mot enbart Can f 5
tolererar tikar och kastrerade hanhundar.

SLUTSATSER

Koncentrationen av Can f 5 i urinen fran tikarna och den kastrerade hanhunden
var mycket lag (eventuellt obefintlig) och det fanns en signifikant skillnad i
koncentrationen hos dessa hundar jamfort med de okastrerade hanhundarna. Detta
stodjer den tidigare teorin om att Can f 5 &r beroende av androgener.
Individvariationen i koncentrationen av Can f 5 hos de okastrerade hanhundarna
var stor och det fanns ingen signifikant skillnad beroende pa ras vid jamforelse
mellan schafer och pudel. Det kunde dock pavisas ett samband géllande
koncentrationen beroende pa insamlad urinméangd. Detta var signifikant hos de
okastrerade pudelhanarna. Ett samband mellan koncentration och alder kunde
aven ses. Detta var dock svagt troligtvis pa grund av for liten studiepopulation, for
fa dldre hundar samt det faktum att koncentrationen aven paverkades av den
mangd urin en hund kastat.
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