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SAMMANFATTNING

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar (ANCA) &r en specifik typ av autoantikroppar som
riktar sig mot innehallet i cytoplasmatiska granula hos neutrofila granulocyter. Pa humansidan
ar de i hog grad associerade med sjukdomar som forloper med vaskulit. Fa studier har dock
gjorts om dess relevans inom veterinarmedicin. Malet med studien var att utvéardera fore-
komsten av ANCA hos hundar med steroid-responsiv meningit-arterit (SRMA) samt immune-
mediated rheumatic disease (IMRD) for att undersoka om dessa kan anvandas som en ny
diagnostisk markar for sjukdomar som forloper med vaskulit. Serum samlades in fran 17 hundar
med SRMA och 6 hundar med IMRD och analyserades via indirekt immunofluorescens samt
enzyme-linked immunosorent assay. Via indirekt immunofluorescens analyserades varje prov
med tva olika fixeringar: etanolfixerade granulocyter samt formalinfixerade granulocyter. Det
gjordes for att enklare kunna skilja mellan ANCA och antinukleéra antikroppar (ANA).

Majoriteten av alla prover (28 av 30) var atminstone svagt positiva for antingen c-ANCA eller
p-ANCA vid etanolfixering. En cutoff pa 1:100 valdes for etanolfixering, samt 1:10 for forma-
linfixering.

Av hundarna med SRMA var 2 positiva for c-:ANCA vid formalinfixering. Av hundarna med
IMRD var 4 positiva for p-ANCA vid etanolfixering samt 3 positiva for c-ANCA vid formalin-
fixering. Endast en av dessa hundar, tillnérande gruppen med IMRD, var positiv bade vid
formalin och etanolfixering. Samtliga ANCA-positiva prover var negativa for bade MPO
och/eller PR3 med ELISA.

Tre av fyra p-ANCA-positiva hundar var positiva aven for ANA. Fran studier av ANCA hos
manniskor har det visat sig att det kan vara svart att skilja ANA fran p-ANCA.

Mycket ar fortfarande oklart angdende ANCA hos hund. Eventuell interferens av ANA vid
immunofluorescens-teknik vid samtidig narvaro av p-ANCA gor att vidare studier krévs for att
faststélla relevansen och de diagnostiska mojligheterna for ANCA hos hundar.



SUMMARY

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) is a specific type of autoantibody directed
towards the contents of cytoplasmic granules in neutrophil granulocytes. In humans the
antibodies are highly associated with diseases progressing with vasculitis. Few studies have
been carried out on the relevance of ANCA in veterinary medicine. The aim of the study was
to evaluate the presence of ANCA in dogs with steroid-responsive meningitis-arteritis (SRMA)
and immune-mediated rheumatic disease (IMRD) to evaluate whether ANCA can be used as a
new diagnostic marker in dogs in diseases progressing with small vessel vasculitis. Serum was
collected from 17 dogs with SRMA and 6 with IMRD and analyzed through indirect immune-
fluorescence as well as enzyme-linked immunosorbent assay.

The majority of all samples (28 out of 30) were at the very least slightly positive for either c-
ANCA or p-ANCA on ethanolfixation. A cutoff of 1:100 was chosen for ethanolfixation and
1:10 for formalinefixation.

Out of the dogs suffering from SRMA, 2 were positive for c-ANCA with formalinefixation.
Out of the dogs suffering from IMRD, 4 were positive for p-ANCA with ethanolfixation and 3
were positive with formalinefixation. Only one of these dogs, belonging to the IMRD-group,
was positive both with formaline and ethanolfixation. All the ANCA-positive dogs were
negative for PR3 as well as MPO through ELISA.

Three out of four p-ANCA-positive dogs were also positive to ANA. Studies on ANCA in
humans have shown that it can be difficult to distinguish ANA from p-ANCA.

Much is still unknown concerning ANCA in dogs. Possible interference of ANA during
immunofluorescence-analysis of p-ANCA leads to more research needing to be done in order
to determine the relevance and diagnostic possibilities of ANCA in dogs.
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REFERENSER ...

FORKORTNINGAR

ANCA-= anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar
ANA: antinukle&ra antikroppar

CSF: cerebrospinalvéatska

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

IBD: inflammatory bowel disease

IF: indirekt immunofluorescens

IMRD: immune-mediated rheumatic disease

MPO: myeloperoxidas

PR3: proteinase 3

SRMA: steroid-responsiv meningit-arterit



INLEDNING

Hos ménniska &r forekomst av anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar (ANCA) associerat
med sjukdomar sasom granulomatos polyangit (f.d. Wegeners granulomatos), mikroskopisk
polyangiit, Churg-Strauss syndrom med flera. Sjukdomarna forloper med inflammation i
mindre blodkarl, framfor allt arterioler och/eller kapillarer. Etiologi och verkningsmekanism
for sjukdomarna ar idag ej klarlagt, men en tydlig koppling till ANCA har setts i samtliga
sjukdomar. Idag anvands titer-nivaerna av. ANCA bland annat for att underlatta diagnos,
utvérdering av behandlingssvar samt kliniska aterfall av sjukdomarna (Churg & Strauss, 1951;
Hoffman et al., 1992: se Tarabishy et al., 2010; Guillevin et al., 1999).

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar ar autoantikroppar riktade mot innehdll i cyto-
plasmatiska granula hos neutrofiler och monocyter (Bosch et al., 2006; Savige et al., 2005) och
kdnner igen antigen sdsom proteinas 3 (PR3) (Liidemann et al., 1990) och myeloperoxidas
(MPO) (Cohen Tervaert et al., 1990). Bade PR3 samt MPO aterfinns i azurofila granula hos
neutrofiler och monocyter men uttrycks aven i en viss mangd normalt pa ytan av cellmembranet
hos ndmnda celler (Csernok et al., 1990).

Da fa studier har genomférts om ANCA:s relevans inom veterinarmedicin syftar arbetet till att
undersoka relevansen av ANCA vid sjukdomarna Steroid-responsiv meningit-arterit (SRMA)
och Immune-mediated rheumatic disease (IMRD), tvd immunmedierade reumatiska sjukdomar
Overrepresenterade hos nova scotia duck tolling retrievers, for att undersoka om dessa kan
anvandas som en ny diagnostisk markor for sjukdomarna. For detta analyserades prover fran
hundar med konfirmerad SRMA eller IMRD (dar bland annat tidigare analyser avseende
antinukledra antikroppar utforts vid tidigare undersokningar) via indirekt immunofluorescens
(1IF) samt enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for att pavisa narvaron av ANCA.
Resultaten sammanstélldes sedan deskriptivt.



LITTERATUROVERSIKT
ANCA pa humansidan

Pa humansidan &r anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar (ANCA) associerat med
sjukdomar sasom granulomatds polyangit (f.d. Wegeners granulomatos), mikroskopisk poly-
angiit, Churg-Strauss syndrom med flera. Sjukdomarna forloper med inflammation i mindre
blodkérl, framfor allt arterioler och/eller kapillarer.

Granulomatds polyangit (f.d. Wegeners granulomatos) ar en systemisk inflammatorisk sjukdom
som drabbar mindre till medelstora karl. Sjukdomen é&r starkt associerad med ANCA, med
forekomst av antikropparna i 80—90 % av de kliniska fallen. Framférallt ses ANCA med antigen
mot proteinet proteinas 3 (PR3) (Niles et al., 1989). Vanligtvis ses en paverkan pa njuren, dar
det histopatologiskt kan ses nekros, bildande av granulom och vaskulit. Ovre samt nedre luft-
vagarna ar aven vanligtvis paverkade med ulcerationer, bldning pulmonara lesioner eller
atelektas for att namna nagra forandringar. P& grund av dess systemiska paverkan kan dock
samtliga organsystem drabbas. Obehandlat kan sjukdomen ha en fatal utgang. Idag behandlas
sjukdomen med glukokortikoider eller andra immunhammande medel (Hoffman et al., 1992:
se Tarabishy et al., 2010).

Mikroskopisk polyangiit &r en idiopatisk autoimmun sjukdom med okand etiologi. Sjukdomen,
precis som granulomatds polyangit, ger en systemisk nekrotiserande vaskulit som &r starkt
associerad med ANCA, framfor allt av typen p-ANCA med antikroppar mot myeloperoxidas
(MPO). Sjukdomen ar multisystemisk dar det &r vanligast med njurpaverkan men aven kliniska
tecken manifesterande fran huden, lungor, hjarta och leder (Guillevin et al., 1999).

Churg-Strauss syndrom &r aven det en sjukdom med vaskulit, men foérutom kliniska tecken i
varierande organsystem till foljd av inflammationen, ar sjukdomen framfor allt &ven associerad
med kraftig astma och en eosinofili i bade blodet, karlvaggen samt extravaskulart (framfor allt
da i bindvav) (Churg & Strauss, 1951).

Vad ar ANCA?

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar (ANCA) ar autoantikroppar primart riktade mot
innehallet i cytoplasmatiska granula hos neutrofiler och monocyter. P4 humansidan kan
autoantikropparna pavisas, dar de dven anvands som diagnostisk markar, for flertalet sjukdomar
som alla &r associerade med vaskulit i mindre blodkéarl sasom arterioler och kapillarer (Bosch
etal., 2006; Savige et al., 2005). ANCA tros &ven spela en roll i den inflammatoriska processen
i de sjukdomarna dar antikropparna kan pavisas. Ett av de starkaste bevisen for detta kan ses i
fallet dar ett neonatalt barn erholl en transplacental Gverféring av moderns ANCA och
utvecklade pulmonar blodning samt tecken pa aktiv njursjukdom med ékad BUN (blod-urea-
nitrogen) samt 0kat serum-kreatinin (Schlieben et al., 2005).

Antigen som ké&nns igen av ANCA inkluderar bland annat: proteinas 3 (PR3), tillhérande
gruppen trypsinlika serinproteaser (Lidemann et al., 1990), samt myeloperoxidas (MPO), ett
lysosomalt protein och peroxidas (Cohen Tervaert et al., 1990). Bade PR3 samt MPO aterfinns
I azurofila granula hos neutrofiler men &ven monocyter. De uttrycks dven i en viss méngd
normalt pd ytan av cellmembranet hos namnda celler (Csernok et al., 1990).
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Klassificering av ANCA

ANCA Klassificeras utefter det monster neutrofilen uppvisar vid indirekt immunofluorescens
(11IF), da antikropparna binder till strukturer i cytoplasman, samt efter det antigen de binder till.
| dagslaget delas ANCA in i fyra olika grupper, av varierande Kklinisk betydelse (Savige et al.,
1999):

e C-ANCA (klassisk): granular cytoplasmatisk fluorescens med central eller interlobulér
accentuering

e C-ANCA (atypisk): diffus platt cytoplasmatisk fluorescens utan interlobulér accentuering
e P-ANCA: perinukledr fluorescens, med eller utan nukleér utstrackning
e Atypical ANCA: inkluderar alla andra monocyt- eller neutrofilspecifika reaktioner vid I1F

De flesta patienter &r positiva for enbart en ANCA-serotyp (Tervaert et al., 2010). Klassisk c-
ANCA har framfor allt specificitet for PR3 (Niles et al., 1989), medan p-ANCA kénner igen
MPO (Cohen Tervaert et al., 1990).

| dagslaget &r det endast c-ANCA (klassisk) samt p-ANCA som anses kliniskt relevanta. ANCA
ej specifika for PR3 eller MPO ses ofta med laga eller varierande nivaer av antikroppar samt
saknar tydlig korrelation med klinisk sjukdom. De atypiska formerna kan i vissa fall ses hos
patienter med sjukdomar som involverar vaskulit samt &ven systemisk lupus erytematosus,
inflammatory bowel disease, Crohn’s sjukdom eller iatrogen vaskulit for att nimna négra

(Savige et al., 1999).

Bade PR3 och MPO aterfinns som tidigare namnts i azurofila granula i cytoplasman hos
neutrofila granulocyter. Skillnaden i monster de ger vid IIF beror pa en relokalisering av MPO
vid etanolfixering. Darav rekommenderas vid test for narvaro av ANCA att bade formalin- och
etanolfixering anvéands, da p-ANCA vid formalin skenbart liknar c-ANCA (Kallenberg et al.,
1992, Merkel et al., 1997: se Damoiseaux et al., 2009).

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar &r ej heller helt specifika for enbart de ANCA-
associerade vaskuliterna, utan de aterfinns dven vid andra inflammatoriska sjukdomar. Dock
har de da ej specificitet for varken PR3 och/eller MPO (Kallenberg et al., 1992, Merkel et al.,
1997: se Damoiseaux et al., 2009).

Indirekt immunflourescens rekommenderas darfor i kombination med enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), en metod for att detektera och kvantifiera en eller flera antigen
eller antikroppar, som diagnostik for ANCA-associerad vaskulit (Savige et al., 1999). Indirekt
immunfluorescens i kombination med ELISA har &ven visat ha hog specificitet (99,5 %) for
ANCA-associerad vaskulit i en storre studie av Merkel et al. (1997): se Damoiseaux et al.
(2009) med 6ver 400 patienter.

Hur ANCA binder in

Bindning av ANCA till neutrofiler sker via Fc-gammareceptorerna Ila och 111b som via sin egen
Fc del orsakar en neutrofil aktivering med paféljande frisattning av enzymer fran granula samt



cytokiner. Dessa orsakar sedan endotelskada samt rekryterar fler inflammatoriska celler via
cytokiner. Till antikroppen binder de via F(ab’)2 och Fc delen (Day et al., 2003).

Patienter positiva for c-ANCA kanner igen samma eller néra relaterade epitoper pa PR3. | en
studie av Griffith et al. (2001) hittades fem linjara epitoper varav fyra av dessa var associerade
med enzymets aktiva centrum. Samtliga epitoper aterfanns aven pa enzymets yta, dar
antikroppen har mojlighet att binda in. Pa grund av epitopernas narhet till varandra postulerades
aven mojligheten till att epitoperna ej enbart fungerar genom att binda in ANCA enskilt utan
aven att de gemensamt bildar en conformational epitop utefter hur proteinet veckas som
tredimensionell struktur.

Uttryck av antikroppar

Andelen inaktiva neutrofiler som uttrycker PR3-antikroppar varierar mellan individer, fran 0
till 90 %. Antalet inaktiva PR3-positiva neutrofiler verkar dock vara stabilt hos varje enskild
individ. Det verkar dven existera tva distinkta populationer av PR3-positiva neutrofiler. En som
uttrycker en htg mangd PR3 pa cellytan och en som uttrycker en avsevart mindre mangd.
(Halbwachs-Mecarelli et al., 1995). Mangden PR3 som aterfinns intracellulart verkar nagor-
lunda konstant, da det ej sag nagon variation mellan de individer som uttrycker olika mangd
PR3 pa cellytan. Ej heller sags en skillnad mellan enskilda celler hos samma individ. Daremot
sa skiljer sig antalet PR3 som uttrycks pa cellytan mellan individer, dar det verkar finnas en
genetisk variation for just hur manga som uttrycks (Schreiber et al., 2003).

Méangden PR3 eller MPO som aterfinns pa cellytan har visat sig ha betydelse for magnituden
av ANCA-inducerad neutrofilaktivering, dar en hogre mangd ger en signifikant hogre frisatt-
ning av granula och superoxider jamfért med de som har en mindre mangd PR3 eller MPO pa
ytan (Schreiber et al., 2004). Mangden PR3 eller MPO som aterfinns pa ytan av celler verkar
darmed paverka risken for att utveckla ANCA-associerad vaskulit.

Stimulering av cytokiner till 6kat uttryck av antikroppar

Tumor necrosis factor alfa (TNF-a) ar en cytokin som i normala fall bland annat har till uppgift
att framja vasodilatation, uttryck av adhesionsproteiner och kemotaktiska molekyler samt
prokoagulativ aktivitet och trombos. TNF-a har &ven visat sig stimulera neutrofiler till att
uppreglera mangden PR3 samt MPO som finns pa cellytan, vilket gav en kraftigare frisattning
av neutrofila granula och &ven en 6kad frisattning av reaktiva syreféreningar (Falk et al., 1990,
Csernok et al., 1994). Det sker genom att granula partiellt fuserar med cellmembranet samt med
pafoljande exocytos av granula, 6kat antal PR3 som uttrycks i intracellulara vakuoler och
translokation av PR3 till cellytan (Csernok et al., 1994).

Paverkan pa endotelceller

ANCA verkar &ven kunna aktivera endotelceller och ¢ka deras uttryck av E-selektin (Kobold
et al., 1999). E-selektin &r en adhesionsmolekyl som uttrycks pa endotelceller och &r viktiga for
neutrofilens migrering fran blodbanan ut i inflammerad vavnad. E-selektin uttrycks forst efter
att endotelceller aktiverats av IL-1, IL-23 eller TNF-a, och ger en starkare bindning &n de
tidigare adhesionsmolekylerna, och forst efter att neutrofilen kommit till ett stopp i blodbanan.



Enligt en studie av Taekema-Roelvink et al. (1998) sags ANCA modulera endotelceller till
antingen Okad eller minskad PR-3-orsakad apoptos in vitro.

Ar ANCA patogenai sig sjalva?

ANCA har lange misstankts ha en roll i sjalva patogenesen av de ANCA-associerade vasku-
literna, mer &n att enbart vara en markér. Studier pa knock-out méss (med en avsaknad av B-
och T-celler med antigenreceptorer) har bland annat visat att vid immunisering med MPO-
immuniserade splenocyter steg MPO-ANCA dosberoende. De med en hdgre dos utvecklade en
systemisk vaskulit med glomerulonefrit (som ej var medierad av immunkomplex) samt inflam-
mation i lungkapillérer. | studien av Xiao et al. (2002) administrerades immuniserade spleno-
cyter till RAG2 knock-out moss (homozygota méss med inaktiverad RAG2-gen). RAG2-
knockout mossen ar ar ofdrmogna att generera mogna B- och T-celler. De som erhdll immunise-
rade splenocyter utvecklade glomerulonefrit utan immunkomplex (Xiao et al., 2002).

Tollarsjuka hos nova scotia duck tolling retrievers

Begreppet tollarsjuka innefattar tva immunmedierade sjukdomar, immune-mediated rheumatic
disease (IMRD) samt steroid responsiv meningit-arterit (SRMA). Sjukdomarna kan var for sig
drabba ett flertal raser, men prevalensen misstanks vara hogre for bada sjukdomarna just hos
rasen nova scotia duck tolling retriever (Afinsen et al., 2008; Hansson-Hamlin & Lilliehdok,
2009; Bremer et al., 2015). De kliniska forandringarna &r olika for de tva sjukdomarna och kan
variera bade mellan och inom rasen (Hansson-Hamlin & Lillieh6ok, 2009; Hansson-Hamlin &
Lilliehdok, 2013).

Fa studier har genomforts rorande ANCA och dess diagnostiska varde inom veterindrmedicin,
och till var kannedom inga vad galler prevalens av ANCA vid just SRMA och IMRD hos nova
scotia duck tolling retrievers.

Steroid-responsiv meningit-arterit

Steroid-responsiv meningit-arterit (SRMA) &r en sjukdom karakteriserad av en steril
inflammation i meningerna och blodkérlen i meningerna langs med hela ryggmaérgen och hjérn-
stammen. Inflammationen kan dock &ven drabba andra kérl i kroppen och darav ge varierande
kliniska tecken, vilket ofta gor sjukdomen svarare att diagnostisera. Etiologi ar an idag ej fast-
stallt.

Den kliniska bilden karakteriseras ofta av akut nacksmarta och stelhet, feber, anorexi och ett
sankt allmantillstand. Sjukdomsbilden innebér ofta ett intermittent férlopp, dar hundarna
tillfalligt mar battre for att sedan insjukna igen. Aven en kronisk form existerar dar neurologiska
sjukdomstecken sasom till exempel pares eller ataxi kan forekomma (Tipold 1995).

Hundar som ej far adekvat behandling kan ocksa utveckla utékade neurologiska bortfall.
Vanligast ar dock att de i akut stadie presenteras med en normal neurologisk bild. Framfor allt
drabbas medelstora till storvaxta hundraser bland annat nova scotia duck tolling retriever,
boxer, beagle, kortharig vorsteh och berner sennenhund. Vanligtvis drabbas unga hundar under
2 ar (vid ca 6-18 manader) (Tipold, 1995). Med tidig och korrekt behandling &r prognosen god
men risk for aterfall finns (Tipold & Jaggy 1994; Cizinauskas et al., 2000).
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Inga av de Kliniska fynden ar helt specifika for just SRMA. Nagra diagnostiska tester som ar
helt specifika for sjukdomen existerar ej i dagslaget, vilket gor att ytterligare diagnostiska
mojligheter bor efterstravas. FOr att diagnosticera SRMA i dagslaget bor samtliga fynd, klinisk
bild men aven uteslutande av évriga differentialdiagnoser sdsom till exempel trauma, neoplasi
eller meningit av infektiost ursprung alla inga och dvervagas innan slutgiltig diagnos faststalls.

Diagnostiskt ses i serum ofta forhéjda nivaer av IgA, 6kad snabbsanka: C-reaktivt protein
(CRP), samt neutrofil leukocytos (19000-27000 leukocyter/uL) med eller utan vansterférskjut-
ning. Cerebrospinalprov i akutfasen visar ofta pa kraftigt 6kade celltal (>1000 celler/ uL), vilka
ofta utgors av polymorfonukledra celler. Aven méttligt till kraftigt 6kat proteininnehall, 6kat
antal leukocyter, hoga nivaer av IgA och mogna neutrofiler kan ses i cerebrospinalvéatskan vid
SRMA (Tipold, 1995; Maiolini et al., 2010). Den akuta formen uppvisar neutrofil pleyocytos
medan vid den kroniska formen det oftare ses en mononukledr eller blandad cell pleyocytos dar
inflammationen aven stracker sig till narliggande strukturer och orsakar myelit eller encefalit.
Det kan gora sjukdomen sarskilt svar att skilja frin meningoencefalomyeliter av annat ursprung,
varpa uppmatande av IgA i bade serum och CSF foreslogs (Tipold & Jaggy 1994). En okad
mangd av IgA i serum har dock visat sig vara mindre uttalat hos hundrasen nova scotia duck
tolling retriever (Hansson-Hamlin, H., Sveriges lantbruksuniversitet, pers. medd., 2020).

Behandling fér SRMA bestar av immunsuppressiva lakemedel, vanligtvis prednisolon. Inget
exakt behandlingsprotokoll existerar dock i dagslaget. | en studie av Cizinauskas et al. (2000)
sags att majoriteten av hundarna med SRMA som fick langtidsbehandling med prednisolon (4—
20 manader) var friska i upp till 29 manader efter utsatt behandling. | studien foreslogs ett
behandlingsprotokoll baserat pa en annan studie av Tipold & Jaggy (1994) med prednisolon
eller prednisone 4 mg/kg per dag forsta tva dagarna, sedan halverad dos i en till tva veckor foljt
av 1 mg/kg/dag i en manad. Forst da neurologisk undersékning och CSF-prov normaliserats
halverades glukokortikoiddosen tills 0.5 mg/kg var annan dag uppnaddes. Utsattande av
behandling gjordes ej forran blodprov, CSF-prov och klinisk undersokning var normal vid tva
pa varandra féljande undersokningar.

I studien av Tipold & Jaggy (1994) sags att, vid behandling med relativt lIaga doser prednisolon,
eller vid avbrytande av behandling for tidigt, sags ett mer utdraget sjukdomsférlopp med avslut-
ningsvis inget behandlingssvar. Daremot sags biverkningar vid hoga doser prednisolon sasom
vanligtvis polyuri, polydipsi, polyfagi och viktokning. Namnda biverkningar sags aven i en
studie av langtidsbehandling av SRMA (upp till 20 manader) men samtliga kliniska biverk-
ningar atergick till det normala efter utsatt behandling (Cizinauskas et al., 2000). Dar sags aven
mindre vanliga biverkningar sasom alopeci, krakning och diarré, urinvagsinfektion och hepato-
megali.

Tipold & Jaggy (1994) foreslog att prednisolondosen forst bor sankas nar CSF normaliserats
och blodvardena ej langre indikerar en aktiv inflammation. | studien av Cizinauskas et al.
(2000) normaliserades dock ej vare sig serum eller CSF IgA-nivaerna under behandlingen med
prednisolon. De var aven fortsatt lindrigt forhojda efter utsatt behandling, nagot som gor att
alternativa diagnostiska metoder kan vara av varde for att folja prognos och behandlingssvar.



Att ta ett cerebrospinalprov &r en procedur som ej &r helt riskfritt. Dels kréver det anestesi,
nagot som i sig ar forknippat med en viss risk eller i vissa fall ar rent kontraindicerat for vissa
individer. Om &n ovanliga, ar iatrogent trauma mot hjarnstammen, brack, blédning och
infektion nagra av riskerna av sjalva provtagning (Lorenz & Kornegay, 2004). Av den har
anledningen hade det dven varit fordelaktigt med en markor fér diagnos, terapisvar och/eller
risk for aterfall som kan monitoreras pa ett mindre invasivt satt.

Eftersom ANCA-positiva sjukdomar hos manniska forloper med blodkérlsinflammation, vilket
ocksa karaktariserar SRMA hos hund, var hypotesen att hundar med SRMA ocksa skulle kunna
generera en ANCA-reaktion. Det skulle darmed kunna vara en mojlig kompletterande diagnos-
tisk blodmarkor.

Immune-mediated rheumatic disease

Immune-mediated rheumatic disease (IMRD) &ven kallad reumatisk ledvérk &r en autoimmun
sjukdom dér antinukleara antikroppar (ANA) kan pavisas hos majoriteten (23 av 32 hundar med
sjukdomstecken i.e. 70 %) av de drabbade hundarna (Hansson-Hamlin & Lillieh6ok, 2009).
ANA aterfinns dven i systemiska autoimmuna sjukdomar sdsom systemisk lupus erythematosus
(SLE). IMRD anses tillndra de SLE-relaterade sjukdomarna. Drabbade hundar &r ofta 1-5 ar
gamla och kliniska tecken kommer antingen smygande eller akut insdttande. Stelhet och hélta
som &r varst efter vila och minskar vid aktivitet ses och smarta kan ofta palperas fran multipla
leder utan att nagon svullnad foreligger. Orsaken ar en non-erosiv polyartrit (Hansson-Hamlin
& Lillieh6ok, 2009). De vanligast drabbade lederna ar karpal- armbags- och/eller knéleder. 1 en
studie av Hansson-Hamlin & Lillieh6ok (2009) hade samtliga hundar smarta fran fler &n en led
och 11 av 32 hundar hade ont i fler &n 4 leder. Ytterligare hade 9 hundar &ven smarta vid
palpation av musklerna. Ovanligare kliniska tecken kan ocksa ses sasom varierande hudférand-
ringar (bland annat krustor eller vitiligo), paverkan pa inre organ och feber. Diagnos stélls
baserat pa kliniska forandringar samt I11IF-ANA test som majoriteten av de sjuka hundarna ar
positiva for. Negativt resultat utesluter dock inte sjukdom (Hansson-Hamlin & Lilliehdok,
2009).

| studier av Bremer et al. (2015) som undersokte forsékringsdata fran ett foretag for 445 336
hundar, varav 2890 nova scotia duck tolling retrievers, hade 0,35 % en "IMRD”-diagnos och
3,3 % en "méjlig IMRD”-diagnos. Nova scotia duck tolling retrievers hade dar en 18 ganger
Okad risk att drabbas av IMRD jamfért med andra raser.

Hos nova scotia duck tolling retrievers var IMRD vanligare hos tikar medan det hos andra raser
inte setts en konspredisposition (Bremer et al., 2015). Inte heller tidigare studier pa amnet hos
hundar visar pa en konspredisposition vilket daremot har setts pa humansidan dar dven kvinnor
drabbas i hogre grad &n méan vid manga autoimmuna sjukdomar sasom bland annat systemisk
lupus erythematosus (Whitacre et al. 1999).

Precis som vid SRMA behandlas de flesta hundar med glukokortikoider. De som behandlades

fick en initial dos av 1-1,5 mg/kg/dag kortikosteroider dar dosen successivt minskades under

flera manader. 16 av 25 hundar som behandlades med lag dos (<0,5 mg/kg varannan dag) visade

nastan fullstandig remission av kliniska tecken och 6 av dessa kunde sa smaningom helt avsluta

behandlingen. 3 av 25 hundar kravde en hogre dos och 5 av 25 hundar avlivades da de inte
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svarade tillrackligt bra pa behandlingen. Resterande 8 hundar som behandlades enbart med
icke-steroida antiinflammatoriska lakemedel (NSAID) visade enbart viss forbattring och 2
avlivades. Ingen association sags mellan olika ANA-resultat och resultat av behandlingar
(Hansson-Hamlin & Lilliehdok, 2009).

Hos manniska beskrivs vaskulit vara en del av de inflammatoriska systemsjukdomarna, dit &ven
IMRD kan anses hora. Da nova scotia duck tolling retriever forutom SRMA aven ar over-
representerade for IMRD, och da bada sjukdomarna kan medfora vaskulit, skulle teoretiskt sett
ANCA i bada fallen kunna vara ett mojligt diagnostiskt hjalpmedel.

Precis som for SRMA finns for IMRD varken nagot helt specifik diagnostiskt test utan diagnos
far stallas fran en sammantagen bild av bade kliniska fynd och diagnostiska tester, varfor en
ytterligare diagnostisk markoér skulle vara av stort vérde.

Narvaro av ANCA vid ovriga sjukdomar hos hund

Fa studier har i dagslaget genomforts rérande narvaron av ANCA samt dess diagnostiska varde
hos hundar. | nagra fall har ANCA pavisats vid vektorburna infekticsa sjukdomar, immun-
medierad hemolytisk anemi (Karagianni et al., 2011) och hundar med inflammatory bowel
disease (IBD) (Allenspach et al. 2004).

Wieland et al. (2012) tittade pa férekomsten av p-ANCA hos kliniskt friska soft coated wheaten
terriers, da rasen uppvisar hog risk for att drabbas av protein-losing enteropati samt protein-
losing nefropati (Littman et al., 2000). | en studie av Allenspach et al. (2008) foreslogs att p-
ANCA skulle kunna vara en diagnostisk markér for sjukdomarna hos rasen. Enligt Wieland et
al. (2012) sags prevalensen av p-ANCA hos de kliniskt friska ligga sa hogt som 20,7 %.
Intressant nog hade de kliniskt friska hundarna som var positiva for p-ANCA i hogre grad
kullsyskon eller syskon fran olika kullar (dock samma foraldrar) som var positiva for protein-
losing enteropati eller protein-losing nefropati. Inga storre slutsatser drogs fran associationen
da nagon arftlighet ej kunde pavisas i just den studien. Dock har 188 fall av sjukdomarna hos
den rasen i en tidigare studie av Littman et al. (2000) pavisat en gemensam manlig forfader.

ANCA ses dven pa humansidan vid inflammatory bowel disease (IBD). Da uppvisade anti-
kropparna daremot ett I11IF monster skiljt fran den som normalt uppvisas vid p-ANCA riktat mot
MPO (Saxon et al., 1990: se Savige et al., 1999). ANCA har dven pavisats vid IBD hos hundar
i en studie av Mancho et al. (2010). Déar var hundarna positiva for enbart p-ANCA, varav endast
en av hundarna samtidigt var positiv for ANA. Aven Luckschander et al. (2006) undersokte
ANCA vid IBD hos hund men inget samband kunde ses mellan titernivaerna av ANCA och
klinisk sjukdomsaktivitet av IBD. Ingen korrelation mellan titernivaerna och aktivitet har heller
visats i flertalet studier pa humansidan (Roozendal & Kallenberg 1999). Trots det bor den
kliniska relevansen av ANCA ej helt avskrivas da potentiella diagnostiska majligheter kan
finnas i annat an enbart monitorering av sjukdomsaktivitet. ANCA:s roll vid andra sjukdomar
an just de ANCA-associerade vaskuliterna kan mojligtvis atminstone ge en viktig inblick i dess
patofysiologi.



Prevalens av ANCA hos friska hundar

Laga nivaer av ANCA har dven uppmatts hos friska hundar bland annat i en studie av
Allenspach et al. (2004). Dar lag prevalensen hos friska kontrollgruppen pa ca 12 %. | jam-
forelse har prevalensen av ANCA hos friska hundar i kontrollgrupper i andra studier uppmatts
till 5 % (Karagianni et al., 2011) och 17 % (Mancho et al., 2010).

Att anvdnda humana granulocyter for ANCA hos hund

Eftersom studien utnyttjar humana granulocyter ar en majlighet att vissa antigen ej binder in
och darmed ger ett falskt negativt varde och sankt sensitivitet da en viss skillnad existerar i
arvsmassa mellan manniskor och hundar. I en studie av Florey et al. (2017) undersoktes just
anvandandet av humana granulocyter som en metod for att ersatta den mer utdragna processen
av att odla granulocyter fran hundar. I studien kom de fram till en sensitivitet pa 0.61 samt en
specificitet pa 1.00 och drog slutsatsen att ANCA assay designad for humanbruk kan brukas
for analys av serum fran hundar for att bedoma narvaro av ANCA. Avvikelse mellan de tva
metoderna sags till cirka 20 %. Metoden har en sensitivitet som ar nagot lagre an énskvart men
metoden ar i hog grad specifik, nagot som bor beaktas vid anvandande av metoden.

Overensstammelsen &r sa pass hog att rimliga slutsatser bor kunna dras trots anvindandet av
humana granulocyter.

MATERIAL OCH METODER
Studierna var godkand av djurforsoksetiska ndmnden, Dnr: C15/16.

Litteratursokning gjordes i relevanta databaser sasom Pubmed och Google Scholar med sékord
sasom: ANCA, anti-neutrophil cytoplasmic antibodies, proteinase 3, myeloperoxidase, ANCA-
associated vasculitis, vasculitis, wegener’s granulomatosis, Churg-Strauss syndrome, steroid-
responsive meningitis-arteritis, immune-mediated rheumatic disease, nova scotia duck tolling
retriever med flera.

Journaler fran de sjuka hundarna som undersokts och behandlats pa olika djursjukhus har
studerats i man av tillgang.

Blodprover fran 17 hundar av rasen nova scotia duck tolling retriever med misstéankt eller
konfirmerad steroid-responsiv meningit-arterit (SRMA) analyserades med avseende pA ANCA
och ANA. Hundarna var samtliga ej slakt sen tva generationer tillbaka. Samtliga var agda av
privatpersoner och diagnostiserade med misstankt SRMA fran tidigast 2015 och framat. De
uppvisade Kliniska tecken for meningit med kraftig smarta fran nacke, feber, sankt allméan-
tillstand, anorexi och stelhet. Diagnosen stélldes av olika veterinarer pa varierande kliniker i
Sverige men i1 samrdd med ansvarig person for “Tollarprojektet” pa Sveriges lantbruks-
universitet. Hematologiska analyser genomfordes i samtliga fall med instrument pa samma
klinik som hunden i fraga undersoktes. 11 av hundarna var vid tidigare analys (i samband med
Tollarprojektet) negativa for ANA (antinukleara antikroppar) vid provtagning. Ovriga hundar i
gruppen hade ej analyserats for narvaro av ANA vid nagot tidigare tillfalle an den héar studien.



Sex serumprover fran nova scotia duck tolling retrievers med misstankt eller konfirmerad
IMRD analyserades dven avseende narvaro av ANCA och ANA. Hundarna som inkluderades i
studien palperades och extremiteters leder, nacke och rygg manipulerades och beddmdes for
muskuloskeletala tecken pa systemisk reumatisk sjukdom sasom stelhet och smérta. De som
uppvisade smarta och stelhet fran minst tva olika ledextremiteter inkluderades i studien.
Hundarna skulle dven ha uppvisat kliniska tecken under minst 14 dagar och det skulle &ven vara
huvudanledningen till att djurdgarna ska ha uppsokt Universitetsdjursjukhuset i Uppsala. Inga
andra sjukdomar skulle heller ha misstankts av veterindrer som huvudorsak till uppvisade
Kliniska tecken. 4 av dessa hundar hade varit ANA-positiva vid tidigare analys (i samband med
Tollarprojektet). En hund var negativ for ANA vid tidigare analys. Ovriga hundar hade ej
analyserats for ANA vid tidigare tillfalle an den har studien. Hundarna uppsokte djursjukhus
och blodprov togs fran ar 2016 och framat.

Sju prover fran kliniskt friska hundar, av varierande ras, anvandes som kontrollgrupp. Hundarna
i den friska kontrollgruppen genomgick en klinisk undersdkning infor blodprovstagning och
anamnestiska fragor stalldes till djuragaren for att sakerstélla att djuret var kliniskt frisk. De
som ej visade nagra tecken pa sjukdomar som kunde paverka studieresultatet inkluderades i
studien. Samtliga hundar i den friska kontrollgruppen undersoktes och provtogs under ar 2019.

Blodprovsanalyser

Blodprov togs enligt standardprotokoll och ett serumrdr 5 ml togs ut via vacutainer. Efter att
provet fatt sta minst 30 minuter centrifugerades roret for att fa ut serum som sedan forvarades
I frys vid -18 grader tills de kunde flyttas till frys for -80 graders forvaring. Dar forvarades
serumet tills de kunde skickas for analys.

Serumproverna analyserades hos foretaget Euroimmun i Lubeck, Tyskland i enlighet med deras
protokoll for Europlus Granulocyte Mosaic 22, deras egna kit innehallande etanol-fixerade samt
formalin-fixerade granulocyter samt dots av MPO respektive PR3 (totalt 4 biochip).

For immunofluorescens har kemiskt coatade glas med substrat bestaende av dels etanolfixe-
rade- samt formalinfixerade humana granulocyter anvants. Hep-2 celler (humana epitelceller
typ 2) anvandes som substrat for att differentiera mellan ANA och ANCA som ett sista steg.

Om provet &r positivt binder de specifika antikropparna till dess antigen och fluoresceinmarkta
anti-humana antikroppar kan visualiseras i mikroskop avsett for fluorescens. Provernatitrerades

sedan i steg med en faktor av 3,163 (v/10) till maximalt 32,000.

Proverna beddmdes i mikroskop avseende det fluorerande monster som uppvisades. De prover
som visade sig positiva for ANCA testades for narvaro av PR3 eller MPO via ELISA.

Vid Europlus immunofluorescens anvands for antikroppsdetektering bade vavnadssektioner/
cellsubstrat och monospecifika antigen dots i samma assay. Differentiering eller konfirmering
kan darav faststéllas i ett och samma reaktionsfalt.

Analys av resultat
Resultaten sammanstalldes deskriptivt och specifik statistisk metod har ej anvants.
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RESULTAT

Gruppen med misstankt/konfirmerad SRMA bestod av 17 hundar, alla av rasen nova scotia
duck tolling retriever, av vilka 6 var tikar och 10 hanar (en hund var av okant koén samt alder).
Hundarna var mellan fyra manader och tva ar gamla (medelalder var 11,5 manader). En hane
var kastrerad.

Gruppen med misstankt/konfirmerad IMRD bestod av 6 hundar, dven hér alla av rasen nova
scotia duck tolling retriever, av vilka 3 var tikar och 3 hanar. Hundarna i gruppen var mellan
ett ar och nio manader till sex ar och tva manader gamla (medelaldern var tre ar och nio
manader). 5 av hundarna var okastrerade. En hane hade okand kastrationsstatus.

Den friska kontrollgruppen inkluderade 6 tikar och 1 hane. Fyra av tikarna var av rasen beagle,
en labrador retriever och en storpudel. Hanen var av rasen beagle. Samtliga tikar var okastrerade
forutom labrador retrievern. Hanen var kemiskt kastrerad. Aldern varierade fran tva ar och tre
manader till drygt tolv ars alder (medelalder 5,8 ar).

De patientprover med ett tydligt fluorescensmdonster i hogre titer an de friska kontrollerna
raknades som positiva vid I1F.

Resultat IIF pa etanolfixerade granulocyter

Via indirekt immunofluorescens (1IF) pa etanolfixerade granulocyter identifierades 4 ANCA
positiva, samtliga for p-ANCA. Samtliga hundar tillhérde gruppen med IMRD. Titernivaerna
for de sjuka var > 1000.

I den friska kontrollgruppen uppvisade 6 av 7 hundar laga nivaer av ANCA vid etanolfixering,
varav en tik var positiv for p-ANCA och &vriga (tre tikar och tva hanar) for c-ANCA. Titer-
nivaerna for de friska var <100.

Resultat IIF pa formalinfixerade granulocyter

Via indirekt immunofluorescens (1IF) pa formalinfixerade granulocyter identifierades 5 ANCA
positiva hundar, samtliga positiva for c-ANCA. Tva av hundarna tillhorde gruppen med SRMA,
bada negativa for ANA vid tidigare provtagning. Ovriga 3 tre tillhérde gruppen med IMRD,
varav tva positiva for ANA. Titernivaerna for de sjuka var = 10.

En av dessa hundar visade sig positiv vid bade etanolfixering (fér p-ANCA) samt formalin-
fixering (for c-ANCA). Hunden hade vid tidigare provtagning varit positiv for ANA.

Samtliga hundar i den friska kontrollgruppen var negativa for ANCA vid etanolfixering.

Resultat ELISA for MPO och PR3

Via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) var samtliga prover negativa for bade PR3
samt MPO.
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DISKUSSION

Da fa studier gjorts dver huvud taget pa ANCA inom veterinarmedicin, och till var kannedom
inga vad galler ANCA-prevalens for SRMA och IMRD, existerar inga konkreta rekommenda-
tioner vad géller tolkning av cut-off for positivt véarde eller monsterbedémning.

| den héar studien har darmed positiva resultat bedomts utefter hur de avviker fran de friska
kontrollerna, da majoriteten av dessa friska uppvisade svaga nivaer av. ANCA immuno-
fluorescens vid etanolfixering. Med det i atanke valdes en cutoff pa 1:100 for etanolfixering,
samt 1:10 for formalinfixering.

Majoriteten av alla prover (28 av 30), inklusive de friska kontrollerna, var svagt positiva for
antingen c-ANCA eller p-ANCA vid IIF vid etanolfixering. Anledningen till den hdga preva-
lensen kan vi enbart spekulera kring, men en maéjlighet ar de naturligt forekommande nivaerna
av till exempel PR3 som uttrycks pa cellytan av neutrofiler (Schreiber et al., 2003).

| en studie av Jeffs et al. (2019) sdgs aven laga nivaer av ANCA hos friska individer pa
humansidan. Samtliga individer i studien uppvisade detekterbara nivaer av IgM-ANCA, bade
MPO-ANCA samt PR3-ANCA, och i nivaer som aven var tillrackliga for att farga in neutrofiler
vid 1IF. I studien mattes specifikt IgM-ANCA, dock &r det vanligast att de ANCA som ses i
samband med ANCA-associerad vaskulit &r av typen 1gG (Bosch et al., 2006: se Heeringa &
Cohen Tervaert, 2004). Da antikroppstypen ej bestamdes i den har studien gar det €] att sdga
om fallet ar att det ar laga nivaer av IgG eller IgM som ses. Att faststalla om det ar 1gG eller
IgM bedoms i det har fallet ej relevant da aven 1gG har setts hos friska individer (Cui et al.,
2010; Xu et al., 2011) samt IgM-ANCA &ven i ett antal studier fran humana patienter med
vaskulit kopplat till sjukdom (Clain et al., 2017).

Samtliga hundar positiva for p-ANCA var drabbade av IMRD. P& humansidan har patienter
med reumatoid artrit visat sig ha en narvaro av p-ANCA i 50 % av fallen och atypisk c-ANCA
i enbart 3 % av fallen (Mustila et al., 2001). Det sags dven i en studie av Mulder et al. (1993)
dar p-ANCA sags i 70 % av de ANCA-positiva patienterna, och endast 32 % var positiva for
c-ANCA. Det stammer 6verens med den hér studien da hundarna positiva for p-ANCA hade
just IMRD, den reumatiska varianten av tollarsjuka. Det ar dock skillnad mellan de tva sjuk-
domarna, da reumatoid artrit ar en erosiv reumatisk sjukdom och tollarsjuka ar icke erosiv.

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar vs antinukleara antikroppar

Av de som var positiva for p-ANCA var majoriteten dven, i den har studien, positiva for ANA.
Humana epitelceller (Hep-2) anvands for att identifiera ANA. Fran studier hos méanniska har
det visat sig att differentiering mellan p-ANCA (med reaktivitet precis i anslutning till
cellkarnor) och ANA (med reaktivitet i cellkarnor) kan vara svart. Vid narvaro av bada typerna
av antikropparna ses oftast en kraftigare fluorescens hos granulocyterna an vad antikroppar
enbart mot cellkarnan gor. Detta kan dock vara svart att avgora (Lee et al., 1991; Reinhart et
al., 2017; Euroimmun, 2020). Mojligheten for att det faktiskt ar p-ANCA kan alltsa ej uteslutas
vid positivt ANA resultat, da dven ett alternativ ar att bada antikropparna ar narvarande.
Interferens av ANA skulle kunna ddlja fluorescensen av p-ANCA. Av den héar anledningen
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hade aven fortsatta studier, dar likheten mellan ANA och p-ANCA samt metoder for att enklare
skilja dem at inom veterinarmedicin, varit av varde.

Nagot som talar emot forekomsten av bade ANA och ANCA samtidigt i denna studie ar de
negativa proverna vid formalinfixering. Tre av fyra prover positiva vid etanolfixering visade
sig negativa vid formalinfixering for ANCA. Da p-ANCA i vissa fall kan misstas for c-ANCA
vid formalinfixering borde de da ej vara helt negativa vid formalinfixering med positivitet vid
Hep-2 fixering.

PR3 samt MPO

Inget av proverna, varken positiva eller negativa for ANCA, var positiva for PR3 eller MPO
vid ELISA. | en studie av Florey et al. (2017) beddmdes sekvenshomologin for MPO mellan
hund och minniska till att dverensstimma till 88 %. Overensstimmelse for PR3 mellan
manniska och hund har ej kunnat pavisas i dagslaget. | studien ovan sags totalt 27 positiva for
ANCA varav sedan endast totalt 8 testade positiva for antingen MPO eller PR3.

En mojlighet ar darfor att sekvenshomologin skiljer sig sa till den grad att vissa epitoper €]
kanns igen, vilket skulle kunna ge falska negativa varden och en sénkt sensitivitet.

Med tanke pa den laga prevalensen av ANCA-positiva patienter i den har studien samt att
positiva utslag for PR3 eller MPO vid ANCA-positiva individer PR3 eller MPO enligt Florey
et al. (2017) &r relativt 1ag (knappt 30 %) ar en annan mojlighet att urvalet helt enkelt var for
litet i den har studien.

Det skulle aven kunna vara sa att varken SRMA eller IMRD &r en ANCA-associerad sjukdom.
I en stor retrospektiv studie hos ménniska av dver 10 000 serumprover som analyserades for
ANCA via IIF samt dess antigen via ELISA sags att 16,1 % av p-ANCA var mot MPO och
63,8 % av c-ANCA var mot PR3. ANCA-associerade vaskuliter stod for 20,5 % av de ANCA-
positiva resultaten, bindvéavssjukdomar for 23,9 % och gastrointestinala sjukdomar 21,2 %.
Trots det stod de ANCA-associerade vaskuliterna for 93,8 % av specificiteten mot PR3 eller
MPO (Tsiveriotis et al., 2011).

D& ANCA-associerad vaskulit i hog grad ar specifika for antigen mot PR3 eller MPO kan det
har tala for att ANCA som ses vid 6vriga sjukdomar, ej tillnérande just de ANCA-associerade
vaskuliterna, ar riktade mot annat innehall i primara granula &n just PR3 och/eller MPO. Den
har mojligheten ar nagot som aven foreslagits pa humansidan for sjukdomar som liknar de
ANCA-associerade vaskuliterna (sasom multiple organ dysfunction syndrome) i en studie av
Vassilopoulos et al. (2003). Det hér skulle kunna innebéra att SRMA och/eller IMRD hos hund
ej kan klassas som en ANCA-associerad vaskulit, da hundarna i studien ej visade en hog
prevalens av PR3 eller MPO. Nérvaro av ANCA, samt dess eventuella roll i patogenesen av
sjukdomarna, ar en mojlighet som ej kan uteslutas enbart pa grund av den héar studien.
Alternativt ar att &ven ANCA spelar en roll i sjukdomsforloppet av SRMA och IMRD hos hund,
men med ANCA riktade mot andra antigen an just PR3 och MPO.
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ANCA: 6kad prevalens hos vissa raser?

En viss prevalens av laga nivaer av ANCA kan i studien ses hos fem av de sex Kliniskt friska
hundarna vid etanolfixerade humana granulocyter med I1F. Fyra av dessa uppvisade laga nivaer
av c-ANCA och en p-ANCA. Liknande laga nivaer av ANCA, bade p-ANCA samt c-ANCA
ses aven hos majoriteten av de sjuka hundarna.

Laga nivaer hos Kliniskt friska hundar har aven pavisats i studier av Karagianni et al. (2011)
samt Allenspach et al. (2004), dock i lagre prevalens &n vad som uppvisades i den har studien.
| de studierna sags en signifikant hogre prevalens av p-ANCA i samband med flertalet vektor-
burna sjukdomar, immunmedierad hemolytisk anemi (Karagianni et al., 2011) samt hos hundar
med inflammatory bowel disease (IBD) (Allenspach et al., 2004). Mojligtvis kan det antyda att
ANCA ej uppvisar en hog specificitet for nagra enstaka sjukdomar utan snarare ar associerat
med systemisk sjukdom, nagot som ej ar helt osannolikt da ett neutrofilt svar ses i samband
med ett inflammatoriskt svar.

En annan mojlighet till den hér skillnaden i prevalens skulle kunna vara en viss rasvariation och
dess eventuella association till ANCA. Som tidigare namnts skiljer sig antalet PR3 som uttrycks
pa cellytan av neutrofiler fran en individ till en annan, dar mangden verkar vara genetiskt
betingat (Schreiber et al., 2003). Mangden som uttrycks paverkar magnituden av ANCA.-
inducerad neutrofilaktivering ledande till en, i relation till de celler som uttrycker féarre yt-PR3,
storre frisattning av andel granula och superoxider som i sin tur kan framja inflammation
ytterligare. Eventuellt finns alltsa majligheten for en 6kad risk for vissa individer, och att
narbesléktade individer skulle genom deras sléktskap dela den hér 6kade risken. Huruvida
okade nivaer av ANCA ses hos vissa raser eller narbeslaktade individer och dess eventuella
koppling till en 6kad risk att utveckla ANCA-associerade sjukdomar ar dock nagot som skulle
krava ytterligare studier for att kunna faststalla.

Hos hundar som insjuknar i SRMA och/eller IMRD, framfér allt av rasen nova scotia duck
tolling retriever, har en viss arftlighet pavisats (Wilbe et al., 2010). Da inga hundar i den har
studien uppvisade nagot narmare slaktskap kunde dock inga slutsatser kring arftlighet dras.

Begréansningar i studien

I studien anvéndes enbart hundar av rasen nova scotia duck tolling retriever i sjukdomsgruppen,
nagot som majligtvis begransar de slutsatser som kan dras for Gvriga raser.

Ytterligare en begransning i studien &r att hundarna i den friska kontrollgruppen inte var av
samma ras som provtagits med sjukdomarna. Mojligheten att en viss raspredisponering for
ANCA finns har ej studerats och kan darav inte heller uteslutas. Det hade darfor varit
fordelaktigt att enbart ha hundar av samma ras genomgaende i studien. Alternativt att ha
flertalet raser aven hos de kliniskt sjuka hundarna.

Prover tagna fran de sjuka hundarna togs fran olika stadier i behandling. I den man det gick att
ta ett blodprov gjordes det innan insatt behandling, nagot som dock ej gjordes i alla fall. Hos
nagra av hundarna ar det osékert exakt i vilket stadie av behandling som provet togs (innan eller
efter insatt kortisonbehandling/behandling med NSAID). | den utstrdckning som det har varit
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mojligt har det tagits i beaktning vid tolkning av resultaten, men till stor del pa grund av den
laga prevalensen har inga slutsatser kring det har kunnat dras. Mdjligheten finns att om
blodprov tagits efter insatt behandling, att titernivaerna av eventuell ANCA paverkas.

KONKLUSION

En lag prevalens for ANCA (bade p-ANCA samt c-ANCA) kunde ses hos hundar med
sjukdomarna SRMA och IMRD. Interferens av ANA och darmed falskt positiva prover ar dock
en mojlighet som behdver beaktas i vidare studier.

Kunskapen kring den eventuella rollen av ANCA vid de understkta sjukdomarna och den laga
prevalensen av ANCA gor relevansen av ANCA som en ny diagnostisk markor for sjukdomarna
tveksam i dagslaget.

Forhoppningen med den hér studien ar att inspirera till vidare forskning kring ANCA och dess
relevans inom veterinarmedicin, da vidare studier behdvs for att sékerstalla dess diagnostiska
varde.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Antikroppar, eller immunoglobuliner som de dven kallas, ar protein som produceras av kroppen
for att medverka i immunforsvaret. De har till uppgift att k&nna igen fraimmande dmnen, s.k.
antigen, som tar sig in i kroppen. Antikroppar ar specifika for sin antigen, de &r ofta riktade mot
ett specifikt &mne. Genom att binda in till antigen, som kan vara t.ex. virus, bakterier eller
kemiska substanser, signaleras immunforsvaret att eliminera det kroppsframmande amnet.

Anti-neutrofila cytoplasmatiska antikroppar (ANCA) &r en specifik typ av antikropp som &r
riktade mot amnen som finns hos framfor allt neutrofiler, en vit blodkropp som aterfinns
framfor allt i blodbanan. Neutrofilen slapper ut &mnen som skadar, eller &ter upp “fagocyterar”
kroppsframmande, men aven i vissa fall kroppsegna (sasom doda celler), &mnen. Da ANCA
riktar sig mot innehallet i neutrofilerna ar de darmed s.k. auto-antikroppar d.v.s. antikroppar
riktade mot kroppsegna &mnen.

ANCA aterfinns i flertalet sjukdomar hos manniskor sasom granulomatés polyangit (f.d.
Wegener’s granulomatos), mikroskopisk polyangiit, Churg-Strauss syndrom m.fl. Gemensamt
for sjukdomarna ar att de forloper med inflammation i kroppens blodkérl, framfor allt de mindre
blodkarlen sdsom bland annat kapillarer. Eftersom alla kroppens organ &r beroende av blodfor-
sorjning kan darfor kliniska tecken fas i samtliga organsystem med allt fran njursvikt, luftvags-
paverkan, eller hudlesioner. De olika sjukdomarna &r snarlika i hur de presenteras men skiljer
sig i vissa avseenden, sasom att t.ex. drabbade av Churg-Strauss syndrom vanligare presenteras
med astma &n vad de andra tidigare nd&mnda gor. Obehandlat kan sjukdomarna leda till doden.

Pa senare tid har det dven foreslagits att ANCA i sig sjalva spelar en roll i sjukdomsprocessen.
Exakt hur ar inte klarlagt: om de & med och orsakar sjukdom eller enbart frdmjar och aggraverar
sjukdomen i fraga.

ANCA har lange varit kant pd humansidan. Fa studier har dock genomforts om dess relevans
inom veterindrmedicin. Dérav syftar studien till att underséka ANCA:s forekomst och relevans
inom tva sjukdomar hos hund, for att avgéra om ANCA kan anvandas for att underlatta
diagnosticering av dessa eller andra sjukdomar som forléper med inflammation i blodkarl.

ANCA Kkilassificeras utefter det monster neutrofilerna pavisar vid indirekt immunofluorescens
(IIF), en metod déar ett amne som avger ljus binder in till antikroppen vilket sedan studeras
under mikroskop. Via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), en metod som detekterar
en antikropp eller antigen genom att rikta vad de binder till, kan det antigen som ANCA é&r
riktade mot sedan pavisas.

De ANCA som d&r bevisat relevanta kliniskt ar c-ANCA samt p-ANCA. C-ANCA kanner
generellt igen antigenen proteinase 3 (PR3) medan p-ANCA vanligtvis k&nner igen myelo-
peroxidas (MPO). Bade PR3 och MPO aterfinns som komponenter i neutrofilen och kan
frisattas ut i blodet eller vavnad om neutrofilen stimuleras av andra kroppsegna amnen. De
aterfinns dven pa cellytan normalt, men i olika méangd fran en individ till en annan.

| studien analyserades prover fran hundar med misstankt eller diagnosticerad steroid-responsiv
meningit-arterit (SRMA) samt immune-mediated rheumatic disease (IMRD), en immun-
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medierad reumatisk sjukdom. En grupp med friska hundar av varierande ras anvandes som
kontrollgrupp.

Steroid-responsiv meningit-arterit (SRMA) karakteriseras av en inflammation i hjarnhinnorna
som omger hjarnan men aven blodkérlen kring hinnorna som omger ryggmargen. Inflamma-
tionen ar steril d.v.s. inga bakterier eller virus kan pavisas som orsak till inflammationen.
Hundarna far ofta akut insattande nacksmarta och stelhet, feber, sankt allmantillstdnd och
nedsatt aptit. Drabbade hundar ar ofta i ung alder, vanligtvis under 2 ar.

Immune-mediated rheumatic disease (IMRD) eller “reumatisk ledvark™ tillnér de SLE-
relaterade sjukdomarna (systemisk lupus erythematosus) och drabbade hundar ar ofta positiva
for antinukledra antikroppar (ANA). Hundarna uppvisar ofta stelhet och hélta som minskar efter
aktivitet, men dven hudfoérandringar och feber kan ses. Drabbade hundar &r generellt &ldre &n
de med SRMA, ofta 1-5 ar gamla.

Tillsammans bildar SRMA och IMRD det sjukdomskomplex som kallas “Tollarsjuka”, just
darfor att rasen nova scotia duck tolling retriever oftare drabbas an de flesta andra hundraserna.

Resultat

Av totalt 17 hundar var 4 positiva for p-ANCA, samtliga led av IMRD. 5 hundar var positiva
for c-ANCA, varav en var en hund som &ven var positiv for p-ANCA.

Alla hundar var negativa fér MPO eller PR3 pa ELISA.

Diskussion

En lag niva av ANCA-positivitet, for antingen c-ANCA eller p-ANCA sags hos nastan alla
hundar (28 av 30), varpa ett positivt resultat ansags vara de som avvek markant fran den friska
kontrollgruppen. En majlig forklaring till narvaron av ANCA sags hos flertalet hundar kan vara
att ANCA normalt kan finnas i kroppen utan att paverka sjukdom. Laga nivaer av ANCA hos
friska personer har setts i studier pd humansidan.

3 av 4 positiva for p-ANCA visade sig dven positiva for ANA, en annan typ av antikropp som,
istallet for att finnas i cytoplasman, binder in till cellk&drnan. Mojligheten finns att ANA
interfererar med avlasningen av p-ANCA och ger ett falskt resultat. En annan mojlighet ar att
ANCA och ANA eventuellt kan finnas i hoga nivaer hos hundar med IMRD.

Det kan finnas flera anledningar till att samtliga prover var negativa for MPO och PR3. En
mojlighet ar att DNA-sekvenserna och darmed utseendet pa proteinerna skiljer sig sa till den
grad att antikropparna inte k&nner igen ett alltfor frammande antigen. En annan mojlighet ar att
urvalet av ANCA-positiva prover i den har studien var for litet eller att ANCA vid IMRD
och/eller SRMA kanner igen ett helt annat antigen.

Konklusion

Det ar mycket vi inte kanner till om ANCA, speciellt inom veterindrmedicin. | den hdr studien
uppmattes en hog prevalens av laga nivaer av ANCA, men en lag prevalens av hoga nivaer av
ANCA. Mdgjligheten att ANCA spelar en roll i sjukdomarna IMRD och SRMA hos hund
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kvarstar men dess kliniska relevans i nulaget ar 1ag dels pa grund av minoriteten positiva prover
samt kanske viktigare: avsaknaden av bevis for narvaron av antigenen MPO och PR3, de enda
tva ANCA-antigen som (pa humansidan) har en kliniskt bevisad relevans.

Foérhoppningen med den hér studien r att inspirera till vidare forskning kring ANCA och dess
relevans inom veterinarmedicin, da vidare studier behdvs for att sakerstélla dess diagnostiska

varde.
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