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SAMMANFATTNING

Lymfocytdr thyreodit &r en av de vanligaste endokrina sjukdomarna hos hund och uppkommer
pa grund av en autoimmun reaktion mot thyroidea. Det resulterar i att korteln bryts ned och
nivaerna av thyroideahormoner i kroppen minskar. Detta far i vérsta fall fatala konsekvenser
for djuret d& thyroideahormonerna paverkar ménga av kroppens organsystem. Dock dr den
exakta patogenesen bakom sjukdomsutvecklingen okidnd men karaktiriseras av bade ett
celluldrt och humoralt immunsvar. Framforallt autoreaktiva T-hjélparceller samt cytotoxiska T-
lymfocyter bidrar till den celluléra nedbrytningen och den humorala immunresponsen utgors
utav autoantikroppar riktade mot thyroglobulin, thyroideahormonerna och thyroperoxidas.
Dessutom finns spekulationer om att regulatoriska T-celler (Tregs) hos sjuka individer &r
nedreglerade vilket ger en nedsatt perifer immunosuppression. P grund av den multifaktoriella
och komplexa bakgrunden till sjukdomsutvecklingen syftar denna litteraturstudie till att forsoka
sammanfatta de olika immunologiska mekanismerna som ger upphov till lymfocytér thyreodit
hos hund.

Immunresponsen vid lymfocytér thyreodit verkar fradmst vara ett cellmedierat immunsvar som
karaktériseras av en 6kad mingd cytotoxiska T-lymfocyter och en 6kad méngd cytokiner fran
T-hjdlparceller typ 1. Polymorfier i cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-4 (CTLA-4),
som uttrycks pé cellytan pa bade aktiverade T-lymfocyter och regulatoriska T-celler, forefaller
spela en stor roll vid lymfocytdr thyreodit. CTLA-4 verkar i normala fall nedreglerande pé
immunsvaret vilket gor att defekter i molekylens struktur eller regleringen av dess uttryck kan
paverka utvecklingen av autoimmuna tillstind. Det medfor att Tregs immunosuppressiva
formaga minskar men ocksa till att autoreaktiva T-hjdlparceller inte hdmmas. Vidare verkar
dven dog leukocyte antigen (DLA) klass II pd antigenpresenterande celler vara inblandad
eftersom antigen som presenteras pd denna molekyl kan initiera ett immunsvar. Detta gor att
defekter i DLA som tillater att autoantigen plockas upp och presenteras pd DLA II kan leda till
en autoimmun reaktion mot autoantigenet, vilket vid lymfocytir thyreodit &r peptider
producerade i thyroidea.

Utover det patréffas dven autoantikroppar ofta vid sjukdomstillstdndet. Autoantikroppar riktade
mot thyroglobulin &r vanligast och tros uppkomma genom att vissa predisponerade hundar har
thyroglobulin med en annorlunda molekylstruktur som gor att immunforsvaret reagerar pa det.
Autoantikropparna tycks verka framforallt via antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC).

Ytterligare mekanismer som tros vara inblandade i sjukdomsutvecklingen &r andra faktorer som
leder till nedreglering av regulatoriska T-celler. En sédan komponent ér plastiska regulatoriska
T-celler som far T-hjélparcell typ 1-egenskaper och pd det viset forlorar en del av sin
immunosuppressiva formaga. En annan mgjlig mekanism dr epigenetiska modifieringar i
FoxP3-genen. FoxP3 é&r kopplat till T-cellsreceptorsignalering och vissa modifieringar tros
paverka den regulatoriska T-cellens immunosuppressiva funktion.



SUMMARY

Lymphocytic thyroiditis is one of the most common endocrine disorders in dogs and arises from
an autoimmune response against the thyroid. This results in the gland being degraded and the
levels of thyroid hormones in the body decreasing. In the worst case, this will have fatal
consequences for the animal as the thyroid hormones affect many of the organ systems in the
body. However, the pathogenesis behind the development of the disease is unknown but it is
characterized by a cellular and humoral immune response. The cellular immune response
mainly consists of autoreactive T-helper cells as well as cytotoxic T-lymphocytes and the
humoral immune response consists of autoantibodies against thyroglobulin, thyroid hormones
and thyroperoxidase. In addition, there are speculations that regulatory T cells in diseased
animals are down-regulated, which results in decreased peripheral immune suppression
(tolerance). Due to the multifactorial background to the pathogenesis, this literature study aims
to summarize the various immunological mechanisms that may lead to lymphocytic thyroiditis
in dogs.

The immune response in lymphocytic thyroiditis appears to be primarily cell-mediated
characterized by an increased number of cytotoxic T-lymphocytes and by T-helper type 1
cytokines. Polymorphisms in the cytotoxic T-lymphocyte antigen-4, which is expressed on the
cell surface of both activated T-lymphocytes and regulatory T-cells, appear to play a major role
in lymphocytic thyroiditis. Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 functions to down-regulate the
immune response and defects in its molecular structure or its upregulation can be a primal cause
for the development of autoimmune conditions. Such defects would reduce the
immunosuppressive capacity of regulatory T cells, but also prevent inhibition of autoreactive
T-helper cells. Likewise, dog leukocyte antigen class I on antigen presenting cells is also likely
to be involved since antigen presented on this molecule may initiate an immune response.
Defects in dog leukocyte antigen that would allow autoantigen to be picked up could possibly
lead to an autoimmune response against the autoantigen, which in lymphocytic thyroiditis are
molecules of the thyroid.

In addition, autoantibodies also occur frequently within the disease. Autoantibodies directed
against thyroglobulin are most common. Their formation is believed to originate from
thyroglobulin with an abnormal molecule structure in some predisposed dogs, which causes the
immune system to react against it. The autoantibodies seem to work primarily through antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity.

Additional mechanisms hypothesized to be involved in the development of lymphocytic
thyroiditis are other factors that cause down-regulation of regulatory T cells. One such factor is
plastic regulatory T cells that receive properties of type 1 T-helper cells and thus lose some of
their immunosuppressive ability. Another possible mechanism is epigenetic modifications in
the FoxP3 gene. FoxP3 is linked to T-cell receptor signaling and some modifications are
believed to affect the immunosuppressive function in regulatory T-cells.



INLEDNING

Den vanligaste endokrina sjukdomen hos hund dr hypothyroidism, vilket innebér att hunden
har en underfunktion i thyroidea och dirav lagre nivéer av thyroideahormoner i kroppen.
Hypothyroidism kan vara bade forvirvad eller kongenital och delas dven in i tre olika former
beroende pa var den sjukdomsorsakande skadan sitter. Primér hypothyroidism orsakas av skada
1 thyroidea, sekundér hypothyroidism av skada i hypofysen och den tertidira formen av skada i
hypothalamus (Graham et al., 2007). Thyroideahormonerna paverkar metabolismen i néstintill
kroppens alla organsystem; exempelvis okar de dmnesomsittningen i flera kroppsvévnader,
okar hjartfrekvensen och har dven en betydande roll f6r normal neurologisk utveckling och
muskeltillvéxt. Brist pa thyroideahormonerna kan leda till bland annat dermatologiska problem,
letargi, viktokning, anemi, neuropatier och bradykardi (McCann, 2015).

Den mest forekommande formen dr primédr hypothyroidism didr forvarvad priméar
hypothyroidism &r vanligast och uppskattas utgéra 95% av alla fall (McCann, 2015). Férvérvad
primdr hypothyroidism kan indelas i tva kategorier: lymfocytér thyreodit och idiopatisk atrofi,
dér forhallandet mellan andelen fall &r ungefar 1:1 (Graham et al., 2007).

Lymfocytar thyreodit (LT) utgoér uppskattningsvis 50% av fallen av hypothyroidism hos hund.
Det &r en autoimmun sjukdom och karaktériseras av att T-och B-lymfocyter, plasmaceller och
makrofager infiltrerar thyroidea och i nérvaro av autoantikroppar mot olika thyroideastrukturer
bryter ned organet. Kortfattat dr det bdde ett celluldrt och humoralt immunsvar, dessutom tros
flera faktorer sdsom miljo och genetik spela roll i sjukdomsutvecklingen. Sjukdomsforloppet
tar lang tid och klassiska kliniska symtom syns oftast inte forrén cirka 75% av thyroidea brutits
ned (Popiel & Cekiera, 2014).

LT ar en mycket vanlig sjukdom hos méinniska och kallas d4 Hashimotos sjukdom (HT). Hund
har anvints en hel del som modell for HT for att forsta sjukdomsutvecklingen eftersom hund,
till skillnad fran exempelvis moss och rattor, lever ldngre vilket &r ndodvindigt for den
langsamma sjukdomsutvecklingen. Hundar har ocksé en lag inavelsgrad i forhallande till rattor
och mdss, vilket anses vara en fordel for att fa sa stor likhet med manniska som mdjligt. Hundar
lever @ven i liknande miljé som ménniskan varpd manga av de miljéfaktorer som kan péverka
sjukdomsforloppet antas likna de som ménniskan utsétts for (Choi et al., 2006).

Trots att LT ligger bakom ungefér hélften av alla sjukdomsfall av hypothyroidism hos hund ar
patogenesen bakom LT inte helt klarlagd. Syftet med denna litteraturstudie ar dérfor att
sammanstdlla och undersoka de immunologiska mekanismerna som ligger bakom utvecklingen
av LT.

MATERIAL OCH METODER

Litteraturstudien har byggts pé vetenskapliga artiklar fran databaserna Web of Science, Scopus,
Pubmed och Primo.

De sokord som har anvénts &r:

(canine* OR dog*) AND (hypothyroidism OR thyroid*)

(’canine lymphocytic thyroiditis” OR CLT OR thyroid*) AND (canine* OR dog*)

(canine* OR dog*) AND (hypothyroidism OR thyroid*) AND (CTLA4 OR CTLA-4 OR
’cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4”)
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Aven review-artiklar och referenser frin referenslistor i vetenskapliga artiklar har anvints i
arbetet. Dock har nyare artiklar inriktade pé litteraturstudiens dmne prioriterats. Studier pa
minniska har inkluderats i litteraturstudien i syfte att bredda kunskaperna géllande sjukdomen
och for att jimfora sjukdomstillstdndet mellan ménniska hund.

LITTERATUROVERSIKT
Thyroidea och thyroideahormoner

Thyroidea &r ett organ som syntetiserar thyroideahormonerna tyroxin (T4) och trijodtyronin
(T3) vilka utsondras systemiskt i blodet. Thyroglobulin (Tg) syntetiseras av thyrocyterna och
ar en prekursor till T3 och T4. Med hjilp av thyroperoxidas (TPO) kan sedan T3 och T4 bildas
frdén Tg. I cirkulationen &r det mesta av T3 och T4 bundet till thyroideahormonbindande
globuliner. Endast 1% av thyroideahormonerna i blodet forekommer i en aktiv fri form som
fritt T3 (fT3) samt fritt T4 (fT4) och kan tas upp i kroppens celler (McCann, 2015).

Regleringen av mingden thyroideahormoner skots av hypothalamus och hypofysen.
Hypothalamus utsondrar thyrotropin realeasing hormone (TRH) som stimulerar hypofysen att
frisdtta thyroidstimulerande hormon (TSH). TSH stimulerar thyrocyterna till att syntetisera
thyroideahormoner. Hoga halter av T3 och T4 i blodet paverkar bade hypothalamus och
hypofysen via negativ feedback till att minska utséndringen av TRH och TSH. Aven hoga halter
av TSH bidrar genom negativ feedback pd hypothalamus till att minska utsondring av TRH
(McCann, 2015).

Genetiska faktorer

Vissa hundraser, exempelvis Dobermann, Golden retriever och Gordon Setter, &r
predisponerade for att insjukna i hypotyreos vilket gor att genetiska faktorer tros ingd i
sjukdomsutvecklingen. Speciellt viktig misstinks den genetiska faktorn vara hos renrasiga
hundar som har en liten genpool. I samband med detta har man kunnat detektera flera gener
som kan vara associerade med utvecklingen av autoimmuna sjukdomar (Bianchi et al., 2015).
Gener som associerats med LT hos hund dr dog leukocyte antigen (DLA) och cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) (Friedenberg ef al., 2016).

Dog Leukocyte Antigen

DLA motsvarar major histocompatibility complex (MHC) och utgdr pa genniva ett omrade pa
genomet som kodar for proteiner vilka &r mycket viktiga for immunsvaret men ocksé
associerade med flera autoimmuna sjukdomar. DLA &r uppdelat i tre klasser och det
forekommer en hog polymorfism inom klasserna; DLA inom samma klass kan se olika ut hos
olika individer. Pa proteinniva har DLA klass I och II som dvergripande funktion att detektera
och binda antigen samt att via T-cellsreceptorn (TCR) presentera dessa for T-lymfocyter vilket
initierar ett immunsvar mot antigen (Kennedy et al., 2006). I anknytning med LT &r det
framforallt DLAII pd antigenpresenterande celler (APC) som anses ha ett samband med
sjukdomen (Wilbe et al., 2010).

Flertalet studier har kommit fram till att olika specifika haplotyper av DLA kan ka risken for
att utveckla hypothyroidism hos vissa raser och den autoimmuna sjukdomen antas bero pa
rubbningar i sjilvtoleransen (Wilbe ef al., 2010). Den exakta verkningsmekanismen bakom é&r
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oklar men en foreslagen mekanism r att aminosyrasekvensen pd bindningsstéllet i DLA for
vissa haplotyper blir utformad sé& att autoantigen tillats plockas upp och presenteras for T-
lymfocyter. Det leder till ett immunsvar mot autoantigenet (Safra et al., 2011; Gershony et al.,
2019). Dock bor noteras att variationer i DLAII inte &r den enda anledningen bakom
sjukdomsutvecklingen hos alla raser (Bianchi, 2017). De haplotyper som associerats med LT
har dven funnits hos djur som aldrig utvecklat sjukdomen (Gershony et al., 2019).

Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4

CTLA-4 har en nedreglerande effekt pa T-cellssvaret. Dess funktion &r att upprétthalla den
perifera toleransen och verka immunosuppressivt, vilket gor att molekylen ofta dr inblandad i
autoimmuna sjukdomar. Exempelvis utvecklas en dodlig autoimmun lymfoproliferativ
sjukdom i genmodifierade moss som saknar CTLA-4-genen (Choi ef al., 2015). En annan viktig
molekyl for immunsvaret 4r CD28 som uttrycks pa bade vilande och aktiverade T-lymfocyter
och binder likt CTLA-4 till B7 men med ldgre affinitet. I motsats till CTLA-4 d&r CD28 en viktig
molekyl for att aktivera immunsvaret. CTLA-4 &r ddremot inaktiv i vilande T-lymfocyter och
forvaras intracellulért tills T-lymfocyterna aktiveras. Vid stimulering fran TCR och bindning
mellan CD28 och CD80 (B7-1) eller CD86 (B7-2) kommer CTLA-4 transporteras till cellytan
via exocytos av CTLA-4-innehallande vesiklar. Om CTLA-4/B7-bindningen &r starkare &n
CD28/B7 fis en negativ signal och T-lymfocyternas aktivitet bromsas genom minskad
produktion av bland annat IL-2 vilket hdmmar cellproliferation. Bindningen mellan CTLA-4
och B7 spekuleras verka nedreglerande pa tva sitt, dels genom att verka kompetitivt till
bindningen mellan CD28/B7 vilket resulterar i mindre aktivering via CD28, dels genom att
inhibera bindningen mellan TCR/MHC vilket hdmmar initiering av ett immunsvar (Buchbinder
& Desai, 2016).

Det har genomforts studier i moss som inducerats med experimentell lymfocytér thyreodit
(EAT) och dérefter behandlats med antikroppar som binder och stimulerar CTLA-4. Resultaten
visade att behandlade mdss fick en sénkt produktion av Thl-cytokiner, i synnerhet IFN-y, IL-2
och TNF-a, och hogre nivéer av Tregs (Vasu et al., 2003). En liknande studie har ocksa gjorts
pa hundar med EAT som behandlats med CTLAIg, ett fusionsprotein som fungerar likt CTLA-
4 och binder till B7 med hogre affinitet &n CD28. Detta ledde till att T-lymfocytproliferation,
cytokinsvaret och bildning av autoantikroppar mot Tg hdmmades. I perifera mononukleédra
blodceller kunde man dven se ett minskat mRNA-uttryck av IFN-y, IL-12p40, IL-15, IL-18, IL-
10 och IL-1B hos samtliga hundar i studien (Choi et al., 2008).

Den mekanism som misstdnks ligga bakom sambandet mellan CTLA-4 och utvecklingen av
autoimmuna sjukdomar ar polymorfier i CTLA-4-genen. Bland annat kommer polymorfier som
minskar uttrycket av CTLA-4 pd cellytan minska molekylens aktivitet samt effekt och
dédrigenom ge en minskad nedreglering av aktiva T-lymfocyter. En studie utférd pd manniska
for att hitta en mojlig forklaring till minskad cellyteexponering visade att vissa varianter av
CTLA-4 ledde till att glykosyleringen i det endoplasmatiska retiklet blev ofullstindig. Detta
medforde att proteinet veckades fel och paverkade transporten till cellytan (Anjos et al., 2002).

CTLA-4 uttrycks dven pd Tregs och antas ha en viktig roll for deras immunosuppressiva
funktion. En mekanism som Tregs tros anvinda for att nedreglera aktiverade T-lymfocyter &r
att via CTLA-4 binda upp B7-ligander pa APCs, vilket i sig leder till minskad kostimulering av
CD28 (Buchbinder & Desai, 2016).



Cellulart immunsvar

Flera olika celltyper har kopplats till LT och for att utreda sjukdomsforloppet dr det nddvéndigt
att veta vilka celler som ar inblandade. I detta avseende har det setts stora skillnader i méngden
CD4+ T-lymfocyter i forhallande till CD8+ T-lymfocyter hos bade ménniska med HT och hund
med LT (Ben-Skowronek ef al., 2013; Miller et al., 2015). I en studie av Ben-Skowronek et al.
(2013) sags ingen statistisk skillnad mellan mdangden CD4+ T-lymfocyter hos sjuka respektive
friska personer. Daremot var médngden CD8+ T-lymfocyter betydligt hdgre hos sjuka personer.
Vid ljusmikroskopering kunde man dven se cytotoxiska T-lymfocyter (CTL) i ansamling runt
destruerade thyrocyter i thyroidea. Ett liknande samband kunde dven ses i en studie som gjordes
pa hypothyroida hundar dir CD4:CD8-ration var sdnkt (Miller et al, 2015). Den starka
korrelationen mellan forekomst av CD8+ T-lymfocyter och apoptotiska thyrocyter anses tyda
pa att CTL har en stor betydelse for sjukdomsforloppet vid LT (Ben-Skowronek et al., 2013).

Aktivering av CTL maéste ske innan de kan vara verksamma. Det sker via cytokiner frdn APC,
interaktion mellan TCR och antigen som presenteras pd DLA klass I pa APC. Dartill krévs IL-
2 samt IFN-y frén en aktiverad T-hjdlparcell typ 1 (Thl). CTL kan sedan ddda alla celler som
uttrycker mélantigenet pad DLA klass I. Vid LT &r det autoantigen som uttrycks pa thyrocyter,
vilket leder till att de destrueras av CTL (Bianchi, 2017). For aktivering av Th-celler maste Th
inte bara fi antigen presenterat av en APC pd DLA klass II utan det krdvs dven kostimulering.
CD40 pa APC ir en initierande kostimulerande molekyl som binder till CD154 pa Th. Detta
uppreglerar uttrycket av B7 pd& APC som kan binda till bland annat CD28 pa Th. Bindningen
mellan dessa ger upphov till att cytokiner produceras och beroende pd immunsvar produceras
olika typer av cytokiner. Emellertid uttrycks &ven CTLA-4 pa aktiverade T-lymfocyter, och
CTLA-4 har som ovan ndmnts en nedreglerande effekt pa immunsvaret (Alberts et al., 2002).

Plasmaceller dr en annan viktig celltyp vid LT. Studier p4 minniskor med HT har visat pd en
okad mingd plasmaceller hos sjuka personer. I anslutning till plasmacellerna har det dven setts
foci av destruerade thyroideafolliklar och thyrocyter. Varken plasmaceller eller autoantikroppar
som patriffas i samband med sjukdomen verkar i sig inte skada thyrocyterna utan spelar en
viktig roll for ADCC (Ben-Skowronek et al, 2013). Detta tas upp mer i detalj senare i
litteraturstudien.

En annan celltyp vars forekomst ocksa undersokts hos hypothyroida gentemot friska hundar ar
Tregs. Man har da sett att det inte dr ndgon skillnad i miangden Tregs hos de bidda grupperna,
varken CD25+FoxP3+, CD4+CD25+ eller CD4+FoxP3+ Tregs. Troligtvis spelar Tregs en stor
roll i utvecklingen av autoimmuna thyroideasjukdomar, d4 de har en viktig funktion i att
uppritthédlla den perifera immunologiska sjilvtoleransen (Miller et al., 2015).

Treg kan binda in IL-2 pad CD25, vilket minskar upptaget av IL-2 hos proinflammatoriska celler.
Det har en stor betydelse for immunsvaret eftersom IL-2 dr en mycket viktig signalmolekyl och
stimulerar bland annat proliferation av CTL, natural killer cells (NK-celler) och Thl-celler. IL-
2 kan ocksé verka aktiverande for bland annat B-lymfocyter och makrofager. Tregs hdmmar
det cellmedierade immunsvaret; till exempel genom att producera TGF-f3 och IL-10 (Ben-
Skowronek et al., 2013). I manniska har TGF- bland annat visats nedreglera uttrycket av
antigen pd& MHCII samt inhibera CTL och NK-celler (Choi et al., 2006).

En markoér for Treg ar transkriptionsfaktorn factor forkhead box P3 (FoxP3). FoxP3 tros vara
mycket viktig for korrekt Treg-funktion dd muterade mdss som saknade FoxP3-genen
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utvecklade en dodlig lymfoproliferativ sjukdom. Dock &r inte den exakta funktionen av FoxP3
klarlagd men det finns teorier om att FoxP3 paverkar gener kopplade till TCR-signalering och
darfor fungera som bade aktivator och repressor (Corthay, 2009). Vissa epigenetiska
modifieringar i FoxP3 som fosforylering och ubikvitinering anses paverka Tregs stabilitet
negativt och paverka den suppressiva funktionen (Qiu et al., 2018)

Tregs kan vara plastiska och uttrycka Th-egenskaper, badde for Th1, Th2 och Th17. Dessa Th-
liknande Tregs producerar proinflammatoriska cytokiner men har kvar Foxp3. Samma faktorer
som stimulerar bildning av Th1, exempelvis IL-12 och IFN-y, antas driva utvecklingen av Thl-
egenskaper hos Tregs, medan utvecklingen himmas av IL-4, TGF-B och IL-2. Fér Th2-
liknande Tregs dr ddremot IL-4 drivande och for Th17-liknande Tregs ar IL-6 drivande (Qiu et
al., 2018).

Cytokinuttryck

Cytokinuttrycket ar viktigt bade for utveckling och reglering av immunsvaret vid LT. Hur ser
cytokinuttrycket ut i samband med LT? I hypothyroida hundar finns en méarkbar 6kning av IFN-
v, vilket tros tyda pa ett starkt cellmedierat immunsvar med aktiva Th1. Dessutom var uttrycket
av IL-4 och IL-10 samt TGF-B inte forhojt hos de sjuka hundarna (Miller ef al., 2015). Aven
andra studier har visat pa liknande resultat, det vill sdga att uttrycket av Th1-cytokiner s& som
IFN-y, IL-18 och IL-15 6kat i samband med LT hos hund. Samtidigt har man ocksa undersokt
forekomsten av Th2-cytokiner som IL-6 och IL-4 dér signifikant forandring inte kunnat ses
(Choi et al., 2006). IL-18 stimulerar bland annat IFN-y-produktion och proliferation av Thl.
IFN-y i sig har flera funktioner men &r delvis viktig for att aktivera makrofager, NK-celler och
CTL. Dartill kan dven IFN-y inducera eller forbéttra uttrycket av antigen pa DLAIIL. IL-15
reglerar exempelvis aktivering och proliferation av NK-celler och T-lymfocyter (Choi ef al.,
2008).

Likt LT hos hund har studier p4 méinniska med HT visat pa snarlika resultat dér patienterna
hade forhojda nivaer av IL-2, IFN-y, IL-18 som produceras av Th1 och IL-12 som produceras
av APCs. IL-12 stimulerar aktivering av Thl samt produktion av IFN-y och TNF-a fran T-
celler och NK-celler (Phenekos et al, 2004) Hos minniska har det ocksd visats att
virusinfektioner i thyroidea okar uttrycket av IFN-y, dér det hoga uttrycket av IFN-y paverkar
thyrocyterna till att uttrycka egna MHC klass I molekyler vilket tros leda till den autoimmuna
reaktionen (Popiel & Cekiera, 2014).

Uttrycket av IL-17 dr patagligt forhojt hos hypothyroida hundar. IL-17 utsondras av Th17-celler
och verkar proinflammatoriskt, vilket indikerar sjukdomens multifaktoriella bakgrund (Miller
et al., 2015). Th17-celler ar mer plastiska och instabila i forhéllande till Th1 och Th2-celler.
Det finns exempelvis Thl-liknande Th17-celler som seccenerar bade IFN-y och IL-17. En teori
bakom omvandlingen frdn Th17 till Thl-liknande Th17 &r att miljon runtomkring blir
inflammatorisk. IL-12 ansags tidigare vara inblandat i switchen men anses vara oviktig for [FN-
v -produktion av Th17 in vivo (Sandquist & Kolls, 2018).

Av kostimulatoriska molekyler kunde ett betydligt hogre uttryck av CD28 ses hos de
hypothyroida hundarna i férhallande till friska hundar, medan uttrycket av CTLA-4 inte skiljde
sig at anmérkningsvart mellan sjuka och friska hundar. Det hoga uttrycket av CD28 tros pavisa



en stark cellulédr aktivering som kan vara kopplad till den hoga nivén av IFN-y (Miller ef al.,
2015).
Autoantikroppar — humoralt immunsvar

Autoantikroppar, i huvudsak av subklass IgG, mot olika thyroideastrukturer patréaffas i samband
med LT, frimst mot thyroglobulin, thyroideahormoner samt mot thyroperoxidas (Patzl &
Mostl, 2003). Autoantikropparna tros verka via ADCC. Vilket innebér att de binder in till
antigenet varpa effektorceller med Fc-receptorer (FcR) kan binda in via autoantikroppen och
dérmed forstora cellen som bér antigenet. Flera olika celltyper i kroppen bér FcR och kan utféra
ADCC, bland annat NK-celler, makrofager och granulocyter (Ackerman & Nimmerjahn,
2013).

Bédde ADCC och thyrocytapoptos tros intensifiera den autoimmuna reaktionen eftersom
reaktionerna leder till utslapp av intracelluldra antigen som annars aldrig skulle exponerats for
lymfocyterna (Ben-Skowronek ef al., 2013). Aven 6kad inflammasomaktivitet och tecken pa
pyroptos (en form av apoptos) har observerats hos manniska med autoimmun thyreodit (Guo et
al., 2018).

Autoantikroppar mot thyroglobulin

Tg ar en mycket stor och komplex molekyl. Molekylens storlek ger en heterogen grupp av
autoantikroppar riktade mot olika epitoper pa Tg-molekylen. Vissa epitoper dr mer antigena dn
andra vilket tros vara en anledning till att autoantikroppar mot Tg (TgAA) uppkommer (Graham
et al., 2007). Den bakomliggande orsaken &r ddremot oklar men det finns teorier om att hundar
med predisponering for att utveckla LT har en annorlunda struktur pa Tg-molekylen som {6ljd
av avvikande nedbrytning av proteaser, i detta fall trypsin (Tani et al., 2003). TgAA é&r den
vanligaste autoantikroppen i samband med LT hos hund (Graham et al., 2007).

Det bor dock noteras att forekomst av TgA A ocksa har detekterats hos friska djur och i samband
med andra sjukdomstillstind. Emellertid har dven vissa studier visat att friska hundar med
TgAA utvecklat hypothyroidism inom ett ar frdn att autoantikropparna upptickts (Patzl &
Mostl, 2003). Dessutom kan TgAA-negativa hundar lida av LT och det spekuleras i att ett djur
kan ga frn att vara TgAA-positiv till TgAA-negativ. Detta kan ske om sjukdomen péagatt
tillrackligt lange, for om stora delar av thyroidea destruerats minskar mangden av de strukturer
som immunforsvaret reagerar mot och foljaktligen sjunker méngden TgAA (Mooney, 2011;
Bianchi, 2017).

Autoantikroppar mot thyroideahormoner

Forekomst av autoantikroppar mot thyroideahormonerna (THAA) hos hundar med LT é&r
ovanligare dn forekomst av TgAA. Thyroideahormonerna &r haptener med en liten
molekylstorlek och ger darfor inte upphov till antikroppar (Popiel & Cekiera, 2014). I thyroidea
spjilkas T3 och T4 frdn Tg med hjilp av cathepsiner och thyroideahormonerna tar sig ut i
blodet. I blodcirkulationen binds T3 och T4 upp av thyroxin-binding globulin, transthyretin och
serum albumin vilka fungerar som transportmolekyler for thyroideahormonerna men troligen
ocksa som carrier vid antikroppsbildning mot T3 och T4 (Pappa et al., 2015). Dessutom har
dven TgAA visats korsreagera med hormonerna. Pa det hir séttet utvecklas THAA och hundar
har oftast THAA mot bdde T3 och T4 samtidigt. Det medfor ocksa att ifall det finns THAA sa
ar det hogst troligt att det dven finns TgAA. Ddremot tros THAA ha en liten fysiologisk



betydelse pa grund av den laga andelen fT3 och fT4 som finns i cirkulationen och anvénds
darfor framst i diagnostiskt syfte (Graham et al., 2007).



DISKUSSION

Den immunologiska processen bakom sjukdomsutvecklingen av LT hos hund dr invecklad och
sannolikt leder flera olika defekter i signalsystem och cellutveckling till det autoimmuna svaret.

Flera olika celltyper &r viktiga i LT, exempelvis olika typer av Th, CTL, makrofager och
plasmaceller. For att utveckla LT maéste effektorcellerna aktiveras dir APC och Th é&r viktiga
for aktiveringen. Dessa tvé celltyper initierar immunsvaret och kan aktivera andra celltyper, vid
LT handlar det fraimst om CTL och plasmaceller. Darfor ligger det nira till hands att utreda
mojliga defekter i deras interaktion som kan leda till det autoimmuna svaret vid sjukdomen.

Det ér sen tidigare kéint att DLAII &r kopplad till autoimmuna sjukdomar, vilket dr logiskt; om
ett autoantigen presenteras pa molekylen kommer en immunreaktion séttas igdng mot det om
toleransen av ndgon anledning &r bruten (Kennedy et al., 2006). Manga av generna inom DLA-
regionen pd genomet dr mycket polymorfa och inom vissa hundraser har dven specifika
haplotyper konstaterats vara kopplade till LT. Det gor att d&ven arvsgangen kan studeras (Wilbe
et al., 2010). Darfor ar det rimligt att vissa polymortfier blir utformade sa autoantigen plockas
upp pa molekylen. Dessutom kan denna mekanism ligga till grund for att autoantikroppar
bildas. En annan teori bakom bildningen av autoantikroppar ér att Tg-molekylen har en onormal
struktur hos predisponerade hundar vilket kan medfora att APC reagerar pa dem och visar upp
dem pa DLAII (Tani et al., 2003).

Vad som inte ska inte glommas bort &r att kroppen har mekanismer for att kunna stoppa
autoreaktiva celler. Det innebér att polymorfier i DLA omdjligt kan vara ensam orsak till
utvecklingen av LT. Den perifera toleransen ar viktig for att undvika autoimmuna tillstdnd och
tva verkande faktorer som &r inblandade i denna reglering och som &dven tagits upp i samband
med LT ar Tregs och CTLA-4. De studier som tas upp i detta arbete visar tydligt att defekter i
CTLA-4 ger stora konsekvenser for regleringen av immunsvaret. Likval som for DLA II verkar
polymorfier i CTLA-4 kunna leda till att CTLA-4 inte uppvisas korrekt vilket i sin tur leder till
minskad eller helt avsaknad av effekt (Anjos et al., 2002). Vidare kan CTLA-4s centrala roll i
LT styrkas utifrdn det immunsvar som uppstar och cytokinuttrycket. Studier pd savdl manniska
som hund har visat att immunsvaret framforallt 4r cellmedierat, med frdmst CD8+ T-lymfocyter
i samband med LT, trots att sjukdomstillstdndet ocksa dr starkt kopplat till forekomst av
autoantikroppar (Miller et al., 2015; Ben-Skowronek et al., 2013).

CTL aktiveras av Thl-cytokiner och studier av cytokinuttryck hos hund med LT har pavisat
forhojda Thl-cytokinnivaer samtidigt som forekomsten Th2-cytokiner &r 14g (Choi et al., 2006;
Miller et al., 2015). Studier pd moss med EAT har visat att stimulering av CTLA-4 leder till
minskad Th1-produktion (Vasu et al., 2003). Aven hos hund med EAT som behandlats med
CTLA-4Ig minskade mRNA-uttrycket for flera cytokiner som driver pa Thl-profilen, bland
annat minskade uttrycket av IL-12 som ér direkt nddvéandigt for att aktivera Th1. Detta dr rimligt
eftersom defekter i CTLA-4 gor att mer IL-12 secceneras vilket 6kar graden av Thl-aktivering
vid LT (Choi et al., 2008). Dessutom kunde Miller et al. (2015) i sin studie inte se nagon
skillnad pd uttrycket av CTLA-4 mellan hypothyroida hundar och friska kontroller, ytterligare
en faktor som tyder pd att CTLA-4-uttrycket inte uppreglerats som det ska trots det starka
immunsvaret hos de sjuka djuren. CTLA-4 uttrycks dven pé Tregs och tros vara viktig for deras
immunosuppressiva funktion (Buchbinder & Desai, 2016). Aven om CTLA-4-polymorfier gor
att molekylen inte uppregleras korrekt skulle det kunna vara en bidragande orsak till att Tregs
immunosuppressiva funktion dr nedreglerad och dirfor inte kan ddmpa autoreaktiva celler.
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Aven i studien av Vasu et al. (2003) pa moss gjorde stimuleringen av CTLA-4 att fler Tregs
uttrycktes, vilket visar ett mojligt samband mellan CTLA-4s effekt och antalet Tregs trots att
f4 studier som noterat samma resultat hittats.

Antalet CD4+ T-lymfocyter vid LT verkar vara lagt. Det dr sannolikt eftersom Tregs, som dr
CD4+, motverkar autoimmuna reaktioner. Det har redan tagits upp att defekter i CTLA-4 kan
vara en bakomliggande orsak till nedreglerade Tregs, bland annat till en forsdmrad funktion
genom att CTLA-4 pa Tregs himmas men utifran studien av Vasu et al. (2003) verkar det dven
kunna vara sé att minskad stimulering av CTLA-4 gor att farre Tregs uttrycks.

En annan faktor som kan bidra till Tregs underfunktion &r transkriptionsfaktorn FoxP3. FoxP3
ar likt CTLA-4 essentiell for att bibehalla ett fungerande immunforsvar, dd utslagning av
FoxP3-genen hos moss ledde till utvecklingen av en dodlig immunsjukdom (Corthay, 2009).
Darfor ar det mojligt att defekter 1 FoxP3 kan leda till en ddmpad immunosuppressiv funktion
(Qiu et al., 2018). Dessutom kan Tregs vara plastiska och eftersom immunsvaret i LT hos hund
framst tros vara ett cellmedierat Thl-svar dr Thl-liknande Tregs mest intressant (Qiu et al.,
2018). Re-differentieringen drivs som tidigare ndmnts av bland annat IL-12 och IFN-y vars
uttryck okar vid LT, medan den hdmmas av IL-4 och TGF-3 vars nivéer ér laga vid LT hos
hund (Choi et al., 2006; Miller et al., 2015). En Thl-liknande Treg kan ytterligare driva pa ett
cellmedierat immunsvar i och med att de producerar samma typer av cytokiner som Thl.
Diremot finns det beldgg for att plastiska Tregs inte ligger bakom utvecklingen av LT.
Exempelvis motverkar IL-2 utvecklingen av Thl-liknande Tregs men dr ocksé en viktig Th1-
cytokin och nddvéndig for att aktivera CTL (Miller et al., 2015; Ben-Skowronek et al., 2013).
I och med att nivdn av CD8+ T-lymfocyter dr forhojd vid LT bor en hog halt av IL-2 ocksa
finnas, vilket skulle hdmma re-differentieringen av Tregs. Dock har inga studier hittats dar
nivén av [L-2 métts i samband med LT hos hund men studier pd minniska med HT har visat
forhojda nivaer av IL-2 (Phenekos ef al., 2004).

Det har dven noterats en forhdjd niva IL-17 hos hypothyroida hundar (Miller ef al., 2015). Det
ar mojligt att det vid LT kan vara plastiska Th17 som re-differentierat till Th1-liknande Th17.
Dessa seccenerar bland annat IFN-y och bidrar ytterligare till det cellmedierade immunsvaret
samt forstdrker immunresponsen. Plasticiteten misstanks uppkomma i en starkt inflammatorisk
miljo, vilket tydligt rdder vid LT (Sandquist & Kolls, 2018). Dock har endast en studie hittats
dér uttrycket av IL-17 undersokts i samband med hypothyroidism hos hund och dérfér bor
omradet utforskas mer innan slutsatser om Th17s paverkan kan dras.

Det kan konstateras att flera av de orsaker till LT hos hund som tagits upp ovan berér hundens
genom. Det forklarar dven varfor LT ar vanligare inom vissa raser, speciellt hos de med en liten
genpool. I och med att genomet dr inblandat bor olika miljofaktorers inverkan pd sjukdomen
diskuteras, eftersom miljon kan paverka det genetiska materialet och vilka gener som kommer
till uttryck. Forskning pa ménniska med HT har visat att olika miljofaktorer s& som stress,
graviditet, alkohol och vissa mediciner kan oka risken att insjukna i HT om personen dr
genetiskt predisponerad (Liontiris & Mazokopakis, 2017). Att inga studier av miljofaktorers
paverkan pa LT hos hund hittats kan bero pa att en sadan studie kan ténkas vara irrelevant
eftersom vi haller vara hundar som vi sjdlva lever och att fungerande mediciner mot sjukdomen
finns. Dock kan olika miljobetingelser ocksa vara en mojlig forklaring till att olika studier som
undersoker LT hos hund visar ndgot olika resultat. Det &r inte heller sdkert att alla nimnda
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faktorer i denna litteraturstudie kréivs for att sjukdomstillstdndet ska utvecklas, trots att inte
heller endast en defekt, i exempelvis DLA, kan leda till den autoimmuna reaktionen.

Angéende HT hos ménniska har, likt for LT hos hund, CTLA-4 och human leukocyte antigen
konstaterats ha en koppling till sjukdomsutvecklingen. Dessutom har dven en tredje gen, protein
tyrosine phostphatase non-receptor type 22 (PTPN22), kopplats till HT. PTPN22 &r involverad
1 T-cellsignalering (Bianchi, 2017). En specifik mutation i PTPN22-genen, dven kallad R620W,
tros leda till att T-cellssvaret hAimmas vilket resulterar i minskad inducerad T-cellsapoptos och
att autoreaktiva T-lymfocyter lever vidare (Jacobson & Tomer, 2007). Den specifika
mutationen har pavisats i flera autoimmuna sjukdomar, daribland HT (Burn et al., 2011). Det
finns d&ven samband mellan PTPN22 och autoimmuna sjukdomar hos hund men nagon koppling
mellan PTPN22 och LT har inte undersokts (Friedenberg et al., 2016). Mgjligtvis bor ett sddant
samband utredas hos hund for ytterligare kunskap om sjukdomens komplexa bakgrund och
orsaker. Dessutom kan kunskap om bakomliggande orsaker 6ppna upp for nya sitt att behandla
sjukdomen.

Slutsats

Sammanfattningsvis kan jag baserat pa den litteratur som finns konstatera att flera faktorer
ligger bakom den autoimmuna reaktion som fas vid LT hos hund. Det &r inte forvdnande
eftersom immunforsvarets funktion grundar sig pd ett detaljerat samarbete mellan celler,
molekyler och signaler. Huvudorsaker verkar vara polymorfier i DLA klass Il och CTLA-4 som
paverkar deras funktion. I synnerhet CTLA-4 verkar vara extra viktig dd molekylen tycks kunna
paverka bade funktion och uttryck av Tregs men dven reglering av T-lymfocyter, som i sig
krivs for att aktivera alla de celler som bidrar till destruktionen av thyroidea. Aven
modifieringar i FoxP3 som leder till nedreglering av Tregs och strukturféréndring av Tg verkar
kunna vara sjukdomsorsakande faktorer.
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