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Sammanfattning

Immunmedierad reumatisk sjukdom (IMRD) &r en autoimmun sjukdom med 6kad predisponering
hos rasen Nova Scotia duck tolling retriever, ocksa kand som tollare. IMRD, som &r en del i den s&
kallade tollarsjukan, karakteriseras framst av smarta och stelhet i leder samt oftast positivt test av-
seende autoantikroppar (ANA). IMRD é&r en genetiskt komplex sjukdom, med atskilliga identifie-
rade riskgener av vilka flertalet ar involverade i olika delar av immunsystemet. Beroende pa vilken
typ av ANA-monster drabbade hundar uppvisar, kan i tilligg en skillnad i riskgener observeras.
Patogenesen bakom IMRD &r emellertid inte helt kartlagd.

Malet i studien var att undersoka basuttrycksnivéer for cytokinet interleukin-2 (I1L-2), p& mRNA-
niva och proteinniva, hos friska tollare jamfort med friska beaglar. Med avstamp i detta kan 1L-2-
nivaer i framtiden jamforas mellan friska tollare och tollare insjuknade i IMRD. IL-2 ut6var viktiga
funktioner for att stimulera immunforsvaret, men ocksa essentiella funktioner for att uppratthalla
den immunologiska toleransen. Hos bade méanniskor och djur har framst minskade IL-2-nivaer ob-
serverats vid flera olika autoimmuna sjukdomar. | studien togs blodprov fran friska tollare och beag-
lar. Studien utférdes genom enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dér 12 tollare och 14
beaglar deltog. Av dessa hundar deltog &ven 9 tollare och 3 beaglar i real-time reverse-transcription
polymerase chain reaction (RT?-PCR).

Variationsvidden for koncentrationer IL-2-protein hos tollarna (n=12) uppméttes genom ELISA till
2,5-6,7 ng/l, med en median pa 3,3 ng/l. Hos beaglarna (n=11) lag variationsvidden pé 2,6-7,9 ng/l,
med en median pa 5,8 ng/l. En trend observerades dar tollarna generellt tycktes ligga lagre an beag-
larna i uppmatta IL-2-nivaer. Ingen signifikant skillnad kunde emellertid detekteras mellan de bada
raserna. Ett fynd i studien var en signifikant aldersrelaterad minskning av 1L-2-nivéer hos aldre
individer jamfort med yngre individer inom tollargruppen. Uttrycket av IL-2-mRNA hos tollarna
(n=8) bestamdes genom RT2-PCR till ett ACt-spann mellan 11,1-13,54. Samma spann hos beaglarna
(n=3) 1&g mellan 12,2—13,25. Ingen skillnad i mMRNA-uttrycket for IL-2 kunde uppvisas mellan tol-
larna jamfort med beaglarna. | studien uppvisades emellertid signifikanta skillnader mellan de bada
raserna avseende uttrycket av 4 andra gener; CRP, I1L-10, IL-1R1 samt TYK2. Ingen korrelation
avseende IL-2-mRNA och IL-2-protein kunde detekteras i studien.

Det kan inte uteslutas att tollare generellt uttrycker lagre nivaer IL-2 an andra hundraser, ndgot som
i teorin skulle kunna utgoéra en initierande faktor for IMRD-utveckling tillsammans med andra risk-
faktorer. | framtiden krévs emellertid en storre grupp hundar for att kunna sakerstalla eventuell sig-
nifikans. 1L-2 &r en komplex cytokin, vilket illustreras av dualiteten avseende dess stimulerande
respektive hammande reglering pa immunférsvaret. Om IL-2 visar sig vara involverad i IMRD, kan
det darfor ocksa spekuleras i huruvida IL-2-nivaer kan ses fluktuera beroende pa var i sjukdomspro-
cessen djuret befinner sig i. Mycket forskning kvarstar emellertid innan slutsatser kan dras kring
eventuell koppling mellan IL-2 och IMRD.

Nyckelord: IMRD, cytokin, immunmedierad reumatisk sjukdom, NSDTR, tollare, tollarsjuka, auto-
immunitet, hund, ELISA, RT?-PCR



Abstract

Immune-mediated rheumatic disease (IMRD) is an autoimmune disease that shows an increased
predisposition in the Nova Scotia duck tolling retriever (NSDTR) breed. In Sweden, IMRD is a part
of a disease complex that is often referred to as "toller disease”. IMRD is characterized by pain and
stiffness in joints, usually with an additional positive test for autoantibodies (ANA). The disease is
genetically complex but several genetic risk factors have been identified, most of which are involved
in the immune system. Earlier research have found that depending on what type of ANA-patterns
the IMRD-positive dogs present, they can be associated with different genetic risk factors. The path-
ogenesis of IMRD has not been fully characterized.

The aim of this study was to determine basal expression levels of the cytokine interleukin-2 (IL-2),
in mRNA and in protein form, in healthy NSDTRs compared to healthy beagles. For future pros-
pects, this study may contribute to assess IL-2 levels in healthy NSDTRs compared to IMRD-posi-
tive NSDTRs. IL-2 has been shown to participate in several ways to stimulate the immune system,
but IL-2 also performs essential functions in maintaining the immunological tolerance. In both hu-
mans and animals, decreased levels of IL-2 has often been associated with several autoimmune dis-
eases. In this study, blood was collected from healthy NSDTRs and beagles. The study was per-
formed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), where 12 NSDTRs and 14 beagles par-
ticipated, Out of these dogs 9 NSDTRs and 3 beagles also participated in real-time reverse-tran-
scription polymerase chain reaction (RT2-PCR).

The range of IL-2 concentrations in the participating NSDTRs (n=12) was with ELISA measured at
2,5-6,7 ng/l, with a median of 3,3 ng/l. The range of the beagles (n=11) was measured at 2,6-7,9
ng/l, with a median of 5,8 ng/l. An observation was made regarding a possible trend in which the
NSDTRs appeared to present lower concentrations than the beagles in measured IL-2 levels. How-
ever, no significant difference could be detected between the two groups. One finding in the study
was a significant age related decrease of IL-2 protein levels in older individuals compared to younger
individuals in the NSDTR group. The expression of IL-2 mMRNA in the NSDTRs (n=8) was mea-
sured with RT2-PCR at a ACt range of 11,1-13,54. The same range of the beagles was measured at
12,2-13,25. No significant difference in the IL-2 mRNA expression could be detected between NSD-
TRs and beagles. However, significant differences between the groups were detected regarding 4
other genes; CRP, IL-10, IL1R1 and TYK2. No correlation concerning IL-2 mRNA and IL-2 protein
could be distinguished in this study.

The possibility that NSDTRs in general express lower IL-2 levels than other breeds can not be ruled
out. This could in theory present an initiating factor in IMRD-development, along with other risk
factors. In the future, however, a larger group of dogs is required to be able to ensure any signifi-
cance. IL-2 is a complex cytokine, which is illustrated by the duality concerning 1L-2’s stimulating
and inhibitory regulation of the immune system. If IL-2 is found to be involved in IMRD, it can
therefore also be speculated as to whether IL-2 levels can be seen to fluctuate depending on where
in the process of the disease the animal is in. However, a lot of research remains before any conclu-
sions can be made about the association between IMRD and IL-2.

Keywords: IMRD, cytokine, immune-mediated rheumatic disease, NSDTR, toller disease, autoim-
munity, dog, ELISA, RT2-PCR
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Forkortningar

AICD Activation-induced cell death

AIRE Autoimmune regulator

ANA Autoantikroppar

ANAH Autoantikroppar som uppvisar homogent monster
ANAS Autoantikroppar som uppvisar kornigt moénster
APC Antigen-presenterande cell

AP-1 Activator protein 1

ARRE Antigen receptor response element

CD Cluster of differentiation

CRAC Calcium release-activated calcium
CTLA-4 Cytotoxiskt T-lymfocyt-antigen 4
DLA Dog leukocyte antigen

ELISA Enzyme-linked immunosorbant assay
FoxP3 Forkhead box protein P3

GWAS Genome-wide association study

HLA Human leukocyte antigen

IFN Interferon

IF Indirekt immunofluorescens
ILF2/ILF3 Interleukin enhancer-binding factor 2/3
IMRD Immunmedierad reumatisk sjukdom
MHC Major histocompatibility complex
NFAT Nuclear factor of activated T-cells
NF-xB Nuclear factor-«B

OCT-1 Octamer-binding protein 1

PBMC Perifera mononukleara leukocyter

RIN RNA integrity number

RT2-PCR Real-time, reverse-transcription polymerase chain reaction
SLE Systemisk lupus erythematosus

SNP Single nucleotide polymorphism
SRMA Steroidresponsiv meningitarterit

TNF Tumor necrosis factor
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1. Inledning

Tollarsjuka &r ett samlingsnamn for tva immunmedierade sjukdomar; immunme-
dierad reumatisk sjukdom (IMRD) och steroidresponsiv meningitarterit (SRMA)
(Bremer 2018). De bada sjukdomskomplexen har en 6kad predisponering hos just
tollare, en popular bendmning pa rasen Nova Scotia duck tolling retriever. IMRD
ar en autoimmun sjukdom som framst kénnetecknas av smarta och ¢kad stelhet i
leder, framforallt efter vila (Hansson-Hamlin & Lillieh6ok 2009). SRMA &r en
form av meningit som ofta drabbar yngre individer, med kliniska tecken som feber,
nacksmarta, stelhet i nackomradet samt okad kanslighet, sa kallad hyperestesi,
langs ryggkotpelaren (Tipold & Schatzberg 2010). Tidigare ansags SRMA poten-
tiellt kunna vara en del i sjukdomskomplexet IMRD, men senare forskning har fast-
stallt att det, trots vissa gemensamma genetiska riskfaktorer, ror sig om tva olika
sjukdomar (Wilbe 2013). Ar 2002 startades Tollarprojektet av Helene Hamlin
(SLU), i samverkan med svenska Tollarklubben. I Tollarprojektet har data samlats
in fran tollare genom aren for att exempelvis identifiera mojliga genetiska riskfak-
torer och biomarkarer for tollare med IMRD och SRMA (Bremer 2018).

| denna studie har arbetet avgransats till att endast innefatta IMRD. Studien syftar
till att bestamma basuttrycksnivaer for interleukin-2 (IL-2) hos friska tollare jam-
fort med friska beaglar, pa proteinniva och pA mRNA-niva. IL-2 &r en cytokin som
delvis har funktioner i stimuleringen av immunfdrsvaret, men ocksa en betydande
roll vad géller att uppratthalla perifera toleransen. Perifer tolerans ar en viktig del
for att forhindra uppkomsten av autoimmuna sjukdomar (Tizard 2013). Vissa auto-
immuna sjukdomar har i studier uppvisat en obalans vad galler IL-2-nivaer, hos
bade méanniskor och djur (Suzuki et al. 1995; Crispin & Tsokos 2008). Vidare har
transkriptionsfaktorerna interleukin enhancer binding-factor 2 och 3 (ILF2 och
ILF3) hos vissa IMRD-insjuknade hundar rapporterats kunna utgora autoantigen i
sjukdomsforloppet. Dessa transkriptionsfaktorer &r nddvandiga for exempelvis ut-
tryck av IL-2 (Bremer 2018). Mot bakgrund av ovanstaende rapporter forefaller
darfor just IL-2 vara motiverat att underséka ndrmare vad géller IMRD.

Intentionen i arbetet ar saledes att forutsattningslost etablera basnivaerna av IL-2
hos friska tollare och friska beaglar, samt att jamfora dessa grupper med varandra.
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Detta kan lagga grunden for framtida forskningsmajligheter att exempelvis under-
soka skillnader i IL-2-uttrycksnivaer hos friska tollare jamfort med tollare som ar
insjuknade i IMRD. Potentiellt kan darmed en storre forstaelse for sjukdomsforlop-
pet vid IMRD erhallas, liksom en ny biomarkoér om IL-2 visar sig spela en bety-
dande roll.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Hundens immunsystem

Immunsystemet uppratthalls av multipla och komplexa mekanismer, men kan hu-
vudsakligen delas in i tva kategorier: det medfodda immunforsvaret; som sakerstal-
ler snabbt och initialt skydd, samt det adaptiva immunférsvaret; som medfor ett
forlangt och specialiserat skydd (Kennedy 2010).

Cellerna inom immunsystemet kan syntetisera och utsondra hundratals olika cy-
tokiner, det vill sdga kortlivade signalsubstanser som kontrollerar immunrespon-
serna, bade lokalt i vavnaden eller systemiskt. Cytokinernas biologiska funktioner
overlappar varandra och kan paverka flera olika celltyper. Det finns flertal klassifi-
ceringar av cytokiner med olika funktioner; sasom interleukiner (IL), interferoner
(IFN), tumor necrosis factor (TNF) och kemokiner (Tizard 2013).

2.1.1. Det medfodda immunforsvaret

Det medfédda immunforsvaret bestar av flera olika subsystem, vilka aktiveras
snabbt vid olika typer av fara och mikrobiella attacker. Det medfédda immunfor-
svaret behandlar alla typer av aktiveringar pa liknande satt: genom processer som
leder till inflammation med 6kat blodflode, 6kad karlpermeabilitet, attraherande av
neutrofiler och makrofager, stimulering till avdddande av eventuella mikroorgan-
ismer samt reparering av skadad vavnad (Tizard 2013). Senare studier har pavisat
sa kallad trained immunity, det vill siga en viss minnesfunktion, hos vissa celler
inom det medfédda immunférsvaret — vilket moéjligen kan skydda mot vissa rein-
fektioner (Netea et al. 2011). Det medfodda immunforsvaret kan ofta effektivt eli-
minera eventuella angrepp innan det adaptiva forsvaret initieras, men kan ocksa
interagera med, och assistera, det adaptiva forsvaret (Kennedy 2010).
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2.1.2. Det adaptiva immunforsvaret

Det adaptiva immunsvaret &r ett sofistikerat system som &r specialiserat pa att for-
svara kroppen mot invaderande mikroorganismer. Till skillnad fran det medfédda
forsvaret utvecklas hér ett mer avancerat minne mot angripare, vilket gor att even-
tuella aterinfektioner kan behandlas mer effektivt. Medan det medfodda forsvaret
svarar snabbt, kan det ta flera dagar eller veckor for att det adaptiva forsvaret ska
bli effektivt. For att trigga det adaptiva immunfoérsvaret maste ett frimmande damne,
sa kallat antigen, kannas igen. Antigenet harror ofta fran invaderande mikroorga-
nismer, men kan i vissa fall besta i andra fraimmande amnen eller ocksa kroppsegna
molekyler (autoantigen) i autoimmuna sammanhang (Tizard 2013).

Major histocompatibility complex

Celler som tréffar pa antigen i kroppen kan visa upp dessa pa sina antigenpresente-
rande receptorer. De antigenpresenterande receptorerna kodas av gener som &r lo-
kaliserade i ett stort genkluster, vilket kallas major histocompatibility complex
(MHC). De MHC-genererade receptorerna pa cellernas yta uttrycks kodominant
(bdde maternella och paternella alleler uttrycks) och uppvisar en hdg grad av
nedarvd strukturell variation, sa kallad genetisk polymorfism (Kennedy 2010; Ti-
zard 2013). Med anledning av denna forekommande variation hos receptorerna an-
ses MHC-Klustret vara en nyckelkomponent for olika individers mottaglighet for
autoimmuna tillstand (Tizard 2013).

MHC-receptorerna delas in i tva klasser av gener, som kodar for sa kallade trans-
plantationsantigener. MHC klass | aterfinns pa de flesta karnforande celler i krop-
pen och presenterar peptider som blivit processade inuti cellen. Hos en normal cell
ar dessa peptider kroppsegna och ska inte leda till nagon immunaktivering. Vid
exempelvis en intracellular infektion eller hos en tuméromvandlad cell kan emel-
lertid MHC klass I istéllet uppvisa icke-kroppsegna peptider for immunsvaret, vil-
ket da kan eliminera cellen (Kennedy 2010). MHC kilass 11 uttrycks framst av spe-
cifika professionella antigenpresenterande celler (APC) — sdsom dendritiska celler,
makrofager och vissa aktiverade B-lymfocyter. Ifall APC i vavnaden traffar pa en
extracellular mikroorganism kan de via endocytos presentera fragment fran mikro-
organismen pa MHC klass 1l och darigenom aktivera immunforsvaret. | MHC-
genklustret finns dven en klass Il11-region, vilken bland annat kodar for olika kom-
plementfaktorer (Tizard 2013).

Hos hund kallas MHC-klustret ocksa fér dog leukocyte antigen (DLA) medan ex-
empelvis humana MHC-Klustret istallet bendmns som human leukocyte antigen
(HLA) (Debenham et al. 2005). Hos hundar finns en stor variation av DLA-haplo-
typer och alleler beroende pa ras, men inom raserna ar tvartom variationen relativt
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liten. Detta kan mojligen forklara rapporter om rasskillnader i hundars immunre-
spons avseende vissa sjukdomar. Det har &ven rapporterats om hdg grad av ho-
mozygoti inom DLA-komplexet. | en studie, dar 6ver 80 olika hundraser inklude-
rats, kunde en homozygoti pa 35 % observeras for DLA klass I1. Dessa data bekréaf-
tar tidigare observationer pa en hog inavelsgrad hos manga raser, avseende deras
DLA-regioner. Raser med bredare populationshas, sasom schafer, labrador retrie-
ver, border collie och golden retriever, hade i studien dock mer tendens till
heterozygoti i DLA-regionen an andra mer ovanliga raser (Kennedy et al. 2002). |
autoimmuna sammanhang &r det framforallt DLA klass Il som utgor en viktig ge-
netisk riskfaktor, séarskilt hos hundar som & homozygota for riskhaplotyper inom
DLA Klass Il (Wilbe 2013).

Cellmedierad eller antikroppsmedierad respons

Lymfocyter innehar en avgorande roll i det adaptiva immunforsvaret, och delas hu-
vudsakligen in i B- och T-lymfocyter. T-lymfocyter karakteriseras av sina T-cells-
receptorer, och kan vidare delas in i olika funktionella subpopulationer beroende pa
deras uttryck av ytmarkdérer — sa kallade cluster of differentiation (CD) (Saalmdiller
2006; Tizard 2013). Tva av dessa subpopulationer ar cytotoxiska T-celler (Tc-cel-
ler), som uttrycker CD8, och T-hjalparceller (Tw-celler), som uttrycker CD4 (Ken-
nedy 2010). Via antigenpresentation pa MHC klass I eller 11 samt vidare kostimu-
latoriska signaler kan T-cellsaktivering ske, vilken féljs av cytokinsekretioner samt
klonal expansion och differentiering. CD8" T-celler aktiveras av endogena antigen
som presenteras pa MHC 1, varpa de differentieras till Tc-celler som utévar en cy-
tolytisk verkan pa de presenterande cellerna. CD4* T-celler, som aktiverats av exo-
gena antigen som presenterats pa MHC 11, kan differentiera till Tu1- eller Tu2-celler
(Saalmdller 2006). TH1- och Tn2-celler spelar en avgoérande roll for immunforsva-
rets tva olika riktningar; den cellmedierade responsen respektive den antikropps-
medierade responsen. Cytokinmoénstren som utsondras av de respektive Ty-cellerna
styr immunsvaret mot en av dessa riktningar. Tnu1-cellerna stimulerar den cellme-
dierade responsen, vilken framforallt bestar av de tidigare namnda Tc-cellerna,
samt neutrofiler, makrofager och naturliga mordarceller (NK-celler). Styrningen
mot cellmedierad respons leder till en elimination av celler som hérbargerar intra-
celluléra patogener, till exempel virus (Kennedy 2010).

B-lymfocyterna utsondrar antikroppar, och ar darfor centrala i den antikroppsme-
dierade responsen. B-lymfocyterna kénner igen antigenet med sina B-cellsrecepto-
rer, och kan i vissa fall sjélva aktiveras och borja producera antikroppar. For ett mer
effektivt svar kravs emellertid assistans fran Tu2-celler for aktivering och differen-
tiering till antikroppsproducerande plasmaceller eller minnesceller (Saalmuller
2006). Antikroppar, &ven kallade immunoglobuliner (1g), kan delas in i fem huvud-
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klasstyper; IgM, IgG, IgD, IgA och IgE. Dessa bestar av en konstant del som me-
dierar effektorfunktioner samt en variabel del, vilken binder till antigenet. Efter an-
tigenaktivering och assistans fran Tu2-celler kan aktiverade B-celler, utéver anti-
kroppsproduktion, aven inducera sa kallad antikroppsswitch. Antikroppsswitch in-
nebar ett byte av Ig-klass men med kvarstaende specificitet for antigenet (Moser &
Leo 2010). Beroende pa lg-klass kan antikropparna utfora flertal skyddande me-
kanismer. Antikroppar kan exempelvis neutralisera antigen genom att blockera dess
formaga att binda till cellulara malstrukturer, men aven agglutinera patogener och
ddrmed “klumpa” ihop dem for att de l&ttare ska kunna elimineras. IgM som ofta
ar en initial respons, &r sarskilt effektiv vad géller agglutinationsbildning. Antikrop-
par kan dessutom via bildandet av antigen-antikroppskomplex, mérka” antigenet,
i en process som kallas opsonisering. De bildade komplexen leder da till att fago-
cyterande celler lattare kan eliminera antigenet. Den antikroppsmedierade respon-
sen utgor ett skydd mot framforallt extracelluldra patogener (Kennedy 2010; Moser
& Leo 2010).

2.1.3. Autoimmunitet

Central och perifer toleransutveckling

En immunologisk sjalvtolerans innebar att immunforsvaret inte aktiveras av
kroppsegna &mnen — autoantigen — utan endast attackerar frammande d&mnen (Ti-
zard 2013). Lymfocyter kan k&nna igen en enorm variation av olika antigen, detta
da gensegmenten som kodar for deras receptorer rearrangeras under utvecklingen.
Varje lymfocyt har saledes en unik, slumpmassigt genererad antigenreceptor. Av
denna anledning ar det essentiellt att lymfocyterna selekteras fram i en noggrann
process for att sakerstalla tolerans mot den egna kroppen (Kennedy 2010). Detta
gors delvis pa en central niva, dar autoreaktiva lymfocyter sorteras bort i tymus
eller benméargen hos daggdjur. T-lymfocyter i tymus maste dels kunna kénna igen
frammande antigen, men far samtidigt inte reagera starkt pa kroppsegna antigen
(Tizard 2013). Under T-cellsutvecklingen finns bland annat celler i tymus cortex
som uppvisar korta peptider pA MHC. T-lymfocyter som interagerar med de ut-
tryckta MHC-komplexen stimuleras till tillvaxt i en process som kallas positiv se-
lektion. Detta ar nodvandigt for att selektera fram T-lymfocyter som ocksa kommer
interagera med MHC-komplex ndr dessa istallet uppvisar fraimmande antigen (Starr
et al. 2003; Tizard 2013). Negativ selektion ar en senare process dar autoreaktiva
T-lymfocyter elimineras via apoptos. | den negativa selektionsprocessen aterfinns
celler i tymus medulla som, via exempelvis transkriptionsfaktorn autoimmune re-
gulator (AIRE), kan uttrycka kroppsegna proteiner pa MHC som i annat fall enbart
uttrycks restriktivt i till exempel huden eller levern. T-lymfocyter som reagerar
starkt pa de uttryckta sjalvproteinerna elimineras klonalt (Tizard 2013).
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Avseende B-lymfocyter sker den slumpmaéssiga genereringen av B-cellreceptorn i
tva steg, dar den forsta fasen sker i benmargen och den andra fasen sker i sekundéra
lymfoida organ. Av denna anledning finns det fler tillfallen for B-lymfocyter att
utveckla autoreaktivitet, och mellan 50-75 % av omogna B-lymfocyter anses ha
sjalvreaktiva receptorer i tidiga utvecklingsstadier. Darav ar det ndédvéndigt att to-
leransutvecklingen initieras i tidigt skede. | benmdrgen sker en negativ selektion,
dar omogna B-cellers bindande till autoantigen triggar en eliminering av sjalvreak-
tiva kloner (Tizard 2013). Toleransen fortsatter sedan via flera andra olika kontroll-
stationer i B-lymfocyternas utveckling (Goodnow et al. 1995), och vidare positiv
och negativ selektion av B-lymfocyterna fortsatter i exempelvis germinalcenter i
lymfknutor (Tizard 2013).

Sjalvreaktiva B-celler som undkommit selektionsprocessen &ven i de sekundara
lymfoida organen, liksom sjalvreaktiva T-celler som med en lag affinitet bundit till
autoantigen i tymus, kan 6verleva och ga ut i cirkulationen. Pa en perifer niva upp-
ratthalls emellertid B- och T-lymfocyternas tolerans genom att mogna lymfocyter
som reagerar pa autoantigen gar in i apoptos, tystas via klonal anergi eller inhiberas
av bland annat regulatoriska T-celler (Treg-celler) i vévnaden (Tizard 2013).
Klonal T-cellsanergi induceras nar T-cellsreceptorn aktiveras trots franvaro av ko-
stimulatoriska signaler. Vid anergiinduktion aktiveras ett distinkt anergiprogram”
for genuttryck hos T-cellen, dar ett hundratal olika gener setts vara involverade.
Proteinerna som kodas fran dessa gener ansvarar for att minska T-cellssignalering
och inhibera cytokinproduktionen. Kalciumsignalering och aktivering av tran-
skriptionsfaktorer, sa kallade nuclear factor of activated T cells (NFAT)-faktorer,
tros inneha en viktig roll i uttrycket av detta anergiprogram hos T-cellerna (Baine
et al. 2009). NFAT éar en familj av fem olika transkriptionsproteiner som, utdver att
delta i anergiinducering, &ven reglerar aktivering och differentiering av T-celler.
NFAT &r ocksa involverade i viktiga funktioner hos andra immunceller, samt deltar
i atskilliga embryonala utvecklingsprocesser (Mller & Rao 2010).

Treg-celler &r viktiga i sin funktion att uppratthalla den perifera toleransen, men
aven for att moderera inflammation. Treg-celler uttrycker bland annat inhibitoriska
cytokiner (sasom IL-10 och TGF-B) men ocksa transkriptionsfaktorn forkhead box
protein P3 (FoxP3) (Tizard 2013). Uttrycket av FoxP3 regleras bland annat av
NFAT. FoxP3 ar viktig for utveckling och uppratthallandet av Treg-celler, och kan
aven tillsammans med NFAT-faktorer reglera uttryck av karakteristiska gener i
Treg-celler (Oh-hora & Rao 2009). FoxP3 inducerar transkription av sa kallat cy-
totoxiskt T-lymfocyt-antigen (CTLA-4) (Tizard 2013), en negativ immunregulator
vilken bland annat anses uttryckas konstitutivt hos Treg-celler, det vill sdga synte-
tiseras i en konstant méngd oavsett fysiologiskt behov. Uttrycket av CTLA-4 tycks
emellertid inte vara beroende av FoxP3 (Walker 2013). Flera studier rapporterar att
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CTLA-4 har en fundamental roll for Treg-cellernas funktion inom perifer tolerans
(Kolar et al. 2009; Schmidt et al. 2009). Hos mdss har exempelvis spontan utveck-
ling av dodlig autoimmun sjukdom setts vid forlust av CTLA-4 hos Treg-cellerna
(Wing et al. 2008). Amnet 4r emellertid kontroversiellt och omdebatterat, da studier
i annan kontext pavisat inhibitoriskt intakt funktion hos Treg-celler trots forlust av
CTLA-4 (Walker 2013).

Autoimmuna sjukdomar

En 6verhangande risk som ofta associeras med adaptiva immunforsvaret r en otill-
racklig sjalvtolerans och dartill utveckling av autoimmunitet. Autoimmuna sjukdo-
mar kan vara systemiska eller vavnadsspecifika. Vissa autoimmuna responser har-
rér emellertid fran en normal immunreaktion pa ett autoantigen som tidigare varit
gomt i celler eller vdvnad, men som kanske exponerats vid vévnadsskada. Detta
innebér att tolerans aldrig blev inducerad, och inte att toleransen blev bruten. Vissa
autoimmuna reaktioner har ocksa rent fysiologiska funktioner, till exempel autoan-
tikroppar som rensar bort aldrande réda blodkroppar — genom att de réda blodkrop-
parna i slutet av sin livslangd genererar en ny epitop som IgG-antikroppar inte kan-
ner igen och darmed eliminerar (Tizard 2013).

Autoimmuna sjukdomar orsakas av ett abnormalt immunsvar mot autoantigen, och
kan uppsta till foljd av en rad olika genetiska faktorer och omgivningsfaktorer.
Sjalvreaktiva T-lymfocyter ska normalt sett g i apoptos via bindning mellan *ddds-
receptorn” CD95 och dess ligand CD95L,, i en process som kallas activation-indu-
ced cell death (AICD). En mutationsdefekt i CD95 eller CD95L kan leda till att
sjalvreaktiva T-celler dverlever. Inom humana forskningsfaltet finns ocksa rappor-
terat att defekter i transkriptionsgeneratorn AIRE kan leda till autoimmunitet mot
flertal olika vavnader (Tizard 2013). MHC, och da sérskilt MHC Il-gener, ar de
starkast associerade genetiska faktorerna med Okad risk att utveckla autoimmuna
sjukdomar hos bade méanniskor och djur (Wilbe 2013; Rosenblum et al. 2015). De
exakta mekanismerna till hur MHC bidrar till autoimmunitet ar inte helt kartlagda.
En del i forklaringen tycks vara att sjukdomspredisponerade MHC anses kunna for-
knippas med skillnader i den repertoar av kroppsegna peptider som presenteras for
T-cellerna inom toleransutvecklingen. Méjligen kan ocksa en alltfor svag affinitet
mellan det kroppsegna antigenet, som presenteras av en risktyp-MHC, och en po-
tentiellt autoreaktiv T-cell, leda till att den negativa selektionen uteblir medan den
positiva selektionen av olika anledningar forblir opaverkad (Tsai & Santamaria
2013). Hos hundar har dessutom den selektiva aveln resulterat i en 6kning av ho-
mozygoti i MHC-regionen, vilket 6kar risken att drabbas av flera autoimmuna eller
immunmedierade sjukdomar (Wilbe 2013). Vidare kan autoimmuna sjukdomar ut-
vecklas vid vissa typer av infektioner, sa kallad infektions-inducerad autoimmunitet
(Tizard 2013).
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Patogenesen och vavnadsskadan vid olika autoimmuna sjukdomar beror pa vilken
typ av lymfocyt som sjukdomen frdmst medieras av. Vissa av sjukdomarna domi-
neras av cellmedierat svar med cytolytisk elimination av autoantigenet. Andra sjuk-
domar domineras av autoantikroppar, vilka medfor destruktion av autoantigen al-
ternativt orsakar immunkomplexbildning med inflammation som foljd (Tizard
2013).

2.1.4. Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) ar en cytokin som produceras av aktiverade Twl-celler. IL-2
utovar sin effekt pa andra immunceller genom stimulering till cellproliferation, an-
tikroppsproduktion, IFN-y-produktion samt cytotoxicitet, men har dven en viktig
roll i att framja och stimulera Overlevnad hos Treg-celler. Treg-celler har, som tidi-
gare ndmnts, en viktig roll i den perifera toleransen (Tizard 2013). IL-2-receptorer
kan innehalla tre olika subenheter; IL-2Ra, IL-2RB och IL-2Ry. Receptorer som
endast bestar av IL-2Ra har en 1ag affinitet for IL-2, medan receptorer innehallande
IL-2Rp och IL-2Ry har en intermediar affinitet. Den starkaste affiniteten for IL-2
aterfinns hos receptorer innehallande alla tre subenheter. Receptorerna som har in-
termedidr och hog affinitet & de som &r funktionella. Treg-celler anses uttrycka IL-
2-receptorer med hog affinitet konstitutivt, vilket innebér att Treg-populationen ar
mycket sensitiv for IL-2 (Spolski et al. 2018). Anmaérkningsvért nog ar inte suben-
heterna IL-2RB och IL-2Ry unika for IL-2-receptorn, utan kan ocksa ses i olika
konstellationer hos andra receptorer tillhérande den sa kallade I1L-2-familjen (vilka
bestar av IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 och IL-21). Den intermediara IL-2-receptorn, som
bestar av bade IL-2Ro och IL-2RB, kan dartill ocksa binda IL-15, och alltsa inte
enbart IL-2 (Damoiseaux 2020).

Vid transkription av en gen bildas pre-mRNA som genomgar en process dar de
icke-kodande intronen klipps bort, genom sa kallad splicing, for att 6verga till mo-
get mRNA. De flesta gener genomgar ocksa alternativ splicing, vilket &r en nog-
grann process dar bade intron, men dven bestamda delar av exon eller hela exon,
klipps bort —nagot som ger upphov till alternativa isoformer av proteinet som genen
kodar for (Sahoo & Im 2010). IL-2-genen bestar av 4 exon och 3 mellanliggande
intron. Inom humana forskningsfaltet har tva alternativa splicing isoformer av IL-2
presenterats; 1L-202 and IL-263 (Denesyuk et al. 1998). Dessa isoformer har av-
saknad av exon 2 respektive 3, och har rapporterats utgdra naturliga inhibitorer for
IL-2-signalering. De inhibitoriska effekterna tros utgoras av att isoformerna utévar
en kompetitiv, dominant receptorbindning gentemot fullangds-IL-2 (Sahoo & Im
2010). Till undertecknads vetskap ar det annu oként huruvida dessa alternativa IL-
2-isoformerna férekommer hos hund.
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IL-2 och autoimmunitet

De senaste 10 aren har forskning inom humana forskningsfaltet lett till nya insikter
kring den inhibitoriska rollen som IL-2 utdvar pa immunforsvaret. Historiskt sett
har 1L-2 framforallt setts som en viktig cytokin for att stimulera immunfdrsvaret,
men senare studier foreslar istéllet att cytokinets mer essentiella funktion &r i dess
involvering i sjalvtoleransen. Manga tidigare studier pa IL-2 gjordes for att bedoma
dess terapeutiska mojligheter att forstarka immunférsvaret (Dooms & Abbas 2010),
vilket kliniskt har lett till att exempelvis tumorinfiltrerande lymfocyter, som in vitro
stimulerats med IL-2, kan administreras med god effekt hos humanpatienter drab-
bade av exempelvis melanom och cancer i njurar (Rosenberg 2014). Manga nya
studier utforskar nu istallet den terapeutiska formagan hos IL-2 att inhibera immun-
forsvaret (Dooms & Abbas 2010).

Hos manniskor finns observerade avvikelser gallande I1L-2 hos patienter med syste-
misk lupus erythematosus (SLE) — en autoimmun sjukdom som finns rapporterad
hos bade méanniskor och djur, och som pa flera sétt pAminner om IMRD hos tollare.
Typiska symptom vid SLE ar exempelvis karakteristiska hudlesioner, polyartrit och
hematologiska forandringar (Tizard 2013; Bremer 2018). Hos ménniskor anses ett
klassiskt kannetecken hos T-cellerna fran SLE-patienter vara att de misslyckas att
producera IL-2 vid aktivering (Crispin & Tsokos 2008). Hos mdss har dessutom
utveckling av dodlig autoimmunitet setts vara forenat med franvaro av IL-2-signa-
lering (Suzuki et al. 1995). Utbver stimuleringen av Treg-celler bidrar &ven IL-2
till en bibehallen tolerans genom involvering i den tidigare namnda AICD — en
apoptosprocess som eliminerar autoreaktiva T-lymfocyter. Det finns flera rapporter
om att T-lymfocyter fran moss som saknar IL-2 eller IL-2-receptorer har setts vara
resistenta mot AICD in vitro. Amnet ar emellertid omdebatterat, och det &r inte ként
om IL-2 utdvar en unik funktion géllande stimulering av AICD eller ifall andra
cytokiner kan utdva en liknande effekt (Nelson 2004).

| flera olika djurmodeller har just autoimmuna sjukdomar sdsom typ I-diabetes for-
hindrats vid IL-2-administrering. Detta uppvisas exempelvis i en studie dar desig-
nade IL-2-varianter, sa kallade muteiner, anvandes for att stimulera expansion av
Treg-celler vilket ledde till tillbakagang av pagaende diabetes hos icke dverviktiga
moss (Khoryati et al. 2020). En hypotes som framforts ar att beroende pa ifall IL-
2-nivaerna i cirkulationen ar hoga eller laga sker aktivering av olika IL-2-recepto-
rer. Vid lag tillganglighet pa IL-2 tros IL-2-receptorerna med hdg affinitet (exem-
pelvis hos Treg-celler) dominera éver celler som uttrycker IL-2-receptorer med in-
termediar affinitet (exempelvis hos konventionella T-lymfocyter). Vid hoga nivaer
av IL-2 anses istéllet receptorer med bade hdg och intermediar affinitet aktiveras.
Detta dr nagot som bor beaktas vid eventuell administrering av 1L-2; hdga doser
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tros vara mer effektivt mot malignitet, medan l&gre doser IL-2 tros stimulera Treg-
celler och majligen ateretablera forlorad tolerans (Damoiseaux 2020).

Sammantaget talar rapporter som dessa for att 1L-2 bidrar till uppratthallandet av
immunologisk tolerans mot kroppsegna biomolekyler, samt att I1L-2 potentiellt kan
ha mojlighet att forhindra uppkomst av autoimmuna sjukdomar (Setoguchi et al.
2005).

Uttryck av IL-2

Regleringen av IL-2-uttrycket ar komplex och involverar en mangfald av olika tran-
skriptionsfaktorer, bland annat den tidigare namnda NFAT-familjen, samt activator
protein 1 (AP-1), octamer-binding protein 1 (OCT1), nuclear factor-«B (NF-xB)-
familjen, FoxP3, men &ven interleukin enhancer binding-factor 2 och 3 (ILF2 och
ILF3) har visats spela in en viktig roll (Zhao et al. 2005; Spolski et al. 2018).

Medlemmarna inom NFAT-familjen har visat sig kunna binda till flertal nyckelom-
raden pa IL-2-promotorn, omraden som visat sig vara essentiella for att initiera
transkription av IL-2 (Rooney et al. 1995). Fosforylerade NFAT-proteiner aterfinns
I cytoplasman hos vilande T-celler (Hogan et al. 2003). Aktivering av NFAT-pro-
teinerna sker via stimulering av receptorer pa cellytan, vilka ar kopplade till sa kal-
lade calcium-release-activated-calcium (CRAC)-kanaler. Detta leder till kalcium-
intrade och vidare kaskadreaktioner, sasom aktivering av calcineurin (Oh-hora &
Rao 2009). Calcineurin defosforylerar NFAT-proteinerna i cytoplasman, vilka da
translokeras till kiarnan och kan aktivera transkription. Pa detta satt utgér NFAT en
direkt lank mellan kalciumsignalering och genuttrycket for IL-2 (Hogan et al.
2003). NFAT har setts bilda komplex tillsammans med AP-1 for att inducera IL-2-
uttryck. NFAT kan ocksa bilda komplex med FoxP3 for att istéllet inhibera IL-2-
uttrycket (Muller & Rao 2010).

ILF2 och ILF3, vilka ocksa beskrivs som nuclear factor 45 respektive 90 (NF45
och NF90), ar transkriptionsfaktorer som ofta fungerar som ett heterodimer-kom-
plex, och som uttrycks i manga vavnader. ILF2- och ILF3-komplexet deltar i en
uppsjo av olika cellulédra funktioner, vilka inkluderar rollen som potent transkrip-
tionsaktivator for IL-2-promotorn (Zhao et al. 2005; Shi et al. 2007; Wandrey et al.
2015). Omradet dit ILF2 och ILF3 binder pa IL-2-promotorn kallas antigen recep-
tor response element (ARRE), och ar ett unikt omrade for IL-2-transkriptionen.
Detta da en specifik transkriptionsrepressor, som &r bunden till ARRE hos vilande
T-celler, konverteras till en potent aktivator for IL-transkriptionen under T-cellsak-
tivering (Shi et al. 2007). ILF3 har ocksa visat sig nodvandigt for att minska degra-
deringen av IL-2-mRNA, och saledes halla IL-2-mRNA-nivaerna stabila. Detta har
rapporterats ske posttranskriptionellt, genom att ILF3 vid T-cellsaktivering expor-

21



teras ut ur cellkdrnan och samlas i cytoplasman (Shim et al. 2002). | cytoplasman
har ILF3 sedan visat sig kunna binda till den 3’-otranslaterade regionen (3’-UTR)
pa IL-2-mRNA och darmed verka stabiliserande (Kuwano et al. 2010).

2.2. Nova scotia duck tolling retriever

2.2.1. Forekomst av autoimmuna sjukdomar inom rasen

Nova scotia duck tolling retriever (tollare) &r en apporterande fagelhund som i bor-
jan av 1800-talet utvecklades pa Nova Scotia-halvon i Kanada. Ursprunget &r inte
helt kartlagt, men rasen tros ha sitt ursprung i den Nederlandse kooikerhondje.
Andra inkorsade raser som diskuterats &r bland annat Chesapeake Bay retriever,
newfoundlandshund och mdjligen irlandsk rod setter (Wilbe 2013; Svenska Ken-
nelklubben 2020). Forst i mitten pa 1980-talet kom de forsta tollarna till Sverige
(Svenska Tollarklubben 2020), men trots detta &r rasen, jamfort med i andra lander,
relativt vanlig i Sverige. Generellt anses det vara en frisk ras (Svenska Kennelklub-
ben 2020), men det finns emellertid en del sjukdomar av autoimmun karaktér in-
rapporterade. Autoimmuna sjukdomar har rapporterats vara tre ganger vanligare
hos tollare jamfort med hos andra raser (Bremer 2018). Jamfort med andra raser ses
en 6kad incidens av immunmedierad reumatisk sjukdom (IMRD), steroid-responsiv
meningit-arterit (SRMA) och hypoadrenokorticism (Addisons sjukdom) (Anfinsen
et al. 2008; Hansson-Hamlin & Lilliehdok 2009; Hughes et al. 2010; Bremer et al.
2015). Av dessa sjukdomar tycks tollarna i Skandinavien drabbas mer av IMRD
och SRMA (vilka ingéar i bendmningen tollarsjuka”) medan forekomst av Ad-
disons sjukdom oftare ses i tollarpopulationen i USA (Wilbe 2013). Via forsak-
ringsdata har incidensrat for IMRD hos tollare uppskattats till 6,8 fall per 10 000
hundér “at risk” i Sverige, vilket dr ca 18 ganger hogre an hos andra hundraser. |
berakningarna har dock ej den diagnostiska koden “hélta” tagits med i IMRD-un-
derlaget, pa grund av att halta kan representera flera olika tillstand. Hélta ar emel-
lertid den diagnostiska kod som manga tollare med IMRD kan erhalla, och darav
kan beraknad incidensrat troligen vara i underkant (Bremer et al. 2015).

Vid tva tillfallen under borjan av 1900-talet rapporterades utbrott av valpsjuka (ca-
nine distemper) i Kanada, vilket drabbade rasen hart och reducerade tollarpopula-
tionen till endast nagra fa individer. En teori ar att dessa fa individer som lyckades
Overleva valpsjukan hade ett hogeffektivt immunsvar, vilket mojligen forts vidare
inom rasen via sa kallad foundereffekt och kan ha lett till den 6kade forekomsten
av immunmedierade sjukdomar hos tollare (Hughes et al. 2010; Wilbe 2013). Aven
hos ménniskor finns rapporter déar foundereffekter foreslagits vara kopplade till im-
munmedierade sjukdomar (Wang et al. 2004).

22



Immunmedierade sjukdomar och autoimmunitet kan ibland associeras med vissa
typer av cancer, ofta harrérande fran lymfoida vavnader (Keller 1992; Tizard 2013).
Lymfom har tidigare inte rapporterats forekomma med ¢kad frekvens hos just tol-
lare (Dobson 2013). En senare rapport indikerar dock en 6kad incidens av lymfom
hos svenska tollare jamfort med andra hundraser i landet (Bremer et al. 2015).
Andra studier pekar ocksa pa att vissa tumorer kan vara vanligare hos tollare
(Griintzig et al. 2016), men vidare forskning, som exempelvis pagar pa SLU, kravs
for att forsoka faststélla mojliga associationer eller samspel mellan tollarsjuka och
cancer.

2.2.2. Immunmedierad reumatisk sjukdom hos tollare

Immunmedierad reumatisk sjukdom (IMRD) anses vara en autoimmun sjukdom
med en stark predisposition hos tollare (Bremer 2018). Den kliniska bilden har
lange varit valkénd bland ortopeder och uppfédare i Sverige, men beskrevs forsta
gangen kliniskt hos tollare i en studie fran 2009 (Hansson-Hamlin & Lilliehtok
2009).

Vid IMRD innefattar den kliniska bilden smarta fran leder samt 6kad stelhet i leder,
framforallt efter vila. Ofta ar flera leder affekterade. I tilldgg till detta ses ibland
smarta i muskler, feber och hudproblem, men detta ar mer ovanligt. | studien fran
2009 kunde ingen svullnad 6ver lederna palperas och inte heller kunde avvikelser
pa de smartpaverkade lederna detekteras radiologiskt. For de 33 hundar som deltog
i studien uppstod kliniska tecken vid en alder mellan 10 manader-7 ar, dar medianen
var 3 ar (Hansson-Hamlin & Lilliehddk 2009).

De flesta hundar med IMRD uppvisar klinisk forbattring vid kortikosteroidbehand-
ling, aven efter successiv nedtrappning till en 1ag dos. For enstaka hundar gar sjuk-
domen pa remission och behandlingen kan sattas ut helt (Hansson-Hamlin & Lilli-
ehdok 2009).

Ett antal riskfaktorer for att utveckla sjukdomen finns rapporterade, men patogene-
sen ar inte kartlagd. Mojligen skulle obduktioner av IMRD-drabbade hundar kunna
bidra med information, vilket forsvaras av att de flesta hundar med IMRD inte blir
avlivade pa grund av sin sjukdom, och sérskilt inte i den akuta fasen (Bremer 2018).
Bremer et al (2015) rapporterade att IMRD inom tollarrasen tycks vara mer vanligt
hos tikar an hos hanar, och att skillnaden var signifikant. Denna skillnad kunde ej
pavisas for IMRD hos andra raser, och har heller ej rapporterats i tidigare studier
(Hansson-Hamlin & Lillieh6ok 2009). Hos ménniska drabbas kvinnor oftare an
man av autoimmuna sjukdomar, och kénsskillnaden &r extra pataglig vid exempel-
vis SLE (Quintero et al. 2012). IMRD beskrivs ofta som SLE-liknande eller SLE-
relaterad, da den pa flera satt paminner om just SLE.
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Antinukleéra antikroppar (ANA)

Vid IMRD, liksom vid SLE, uppvisas exempelvis forekomst av antinukleéra anti-
kroppar (ANA) i blodet. ANA &r autoantikroppar mot intracellulara k&rnantigen,
och ANA-positivitet &r ett klassiskt kdnnetecken vid SLE, det vill s&ga att i princip
alla hundar med SLE &r ANA-positiva (Bremer 2018). Hos tollare med IMRD ses
ANA-positivitet pa ca 70 % (Hansson-Hamlin & Lilliehok 2009), det vill saga att
ett negativt ANA-resultat inte utesluter IMRD.

Detektering av ANA gors via indirekt immunfluorescens (11F), dar flera distinkta
nukledra monster delar upp ANA i subgrupper — sdsom homogent ANA (ANAH)
och kornigt ANA (ANAS). Prevalensen av de olika typerna av monster tycks po-
tentiellt kunna kopplas till specifika autoimmuna sjukdomar. Det finns exempelvis
rapporter som tyder pé att hundar som lider av diagnosen SLE oftare & ANAF-
positiva, medan hundar med SLE-relaterad sjukdom, sasom IMRD, oftare &r
ANAS-positiva (Hansson-Hamlin et al. 2006). Bade ANAM- och ANAS-ménster
kan dock observeras hos IMRD-positiva hundar, och har visat sig medféra skillna-
der inom sjukdomstillstandet beroende pa vilket monster djuret &r positiv for. Bland
annat finns rapporter om skillnader i genetiska riskfaktorer, forekomst av skilda
autoantikroppar samt mgjligen en viss skillnad i kliniska symptom vid IMRD, be-
roende pa ifall djuret &r ANAH- eller ANAS-positiv. Av denna anledning har dis-
kussion forts kring ifall IMRD kan delas upp i tva olika sjukdomar. | dagslaget finns
emellertid inga tydliga indikationer for en sadan sjukdomsindelning géllande
IMRD (Hansson-Hamlin & Lillieh6ok 2009; Bremer 2018). Hos ménniska ar sub-
grupperna av IIF-monster valutvecklade, och det finns framtagen internationell
konsensus pa beskrivningar av 1IF-monster sasom flertal nukleara (utéver homo-
gena och korniga) men &ven cytoplasmatiska och mitotiska monster. Eftersom
ANA kan rikta sig mot andra cellulara strukturer utdver cellkarnan finns forslag pa
att andra namnet ’antinukledra antikroppar’ till anticelluléra antikroppar’ (Damoi-
seaux et al. 2019). Hos hund ses dock séllan andra monster &n kornigt och homo-
gent nukleart monster i samband med SLE och IMRD.

Proteinerna ILF2 och ILF3 har rapporterats kunna utgdra autoantigen, och saledes
mal for autoantikropparna, hos specifikt ANAS-positiva hundar med IMRD. ILF2
och ILF3 ar, som tidigare namnt, transkriptionsfaktorer som uttrycks i manga olika
véavnader och &r nddvéndiga for uttryck av exempelvis IL-2. Orsakerna bakom den
felande toleransen avseende ILF2 och ILF3 ar fortfarande okant, men dessa fynd
kan bana vég for att utveckla nya diagnostiska markoérer vid IMRD (Bremer et al.
2018).
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2.3. |ldentifierade riskfaktorer associerade med IMRD

Flera genetiska riskfaktorer som forknippas med IMRD hos tollare har identifierats.
Det ar emellertid inte klarlagt exakt hur riskfaktorerna paverkar utvecklingen av
sjukdomsforloppet. IMRD beskrivs som en komplex genetisk sjukdom, vilket in-
nebar att sjukdomen kan uppsta till foljd av mutationer i flera gener. Ut6ver detta
finns det troligen epigenetiska och miljorelaterade faktorer som spelar in, liksom
andra oidentiferade genetiska riskfaktorer (Bremer 2018).

2.3.1. Risk loci och associerade gener

Mellan olika individer inom en art finns en mangd basparsvariationer i genomet —
single nucleotide polymorphisms (SNPs). Genom att genotypa vissa utvalda SNPs
i en region, vilka ocksa kallas tag” SNPs, kan vanliga genetiska variationer mellan
individer i utvalda regioner pavisas (Gibbs et al. 2003). | genomtéckande associa-
tionsstudier, sa kallade genome-wide association studies (GWAS), kan dessa “tag”
SNPs anvindas for att pavisa genetiska varianter inom en sjukdom via jamférande
av verifierade fall och kontroller (Witte 2010). Ar 2005 presenterades ett hundse-
kvenseringsprojekt dar ~99 % av hundgenomet kartlades, och dar ett stort antal
SNPs pa hundgenomet identifierades (Lindblad-Toh et al. 2005). Detta projekt moj-
liggjorde att IMRD och SRMA sedermera kunde mappas via GWAS. Vid mapp-
ningen pavisades fem riskloci, belagna pa kromosomerna 3, 8, 11, 24 och 32, som
var associerade med 6kad risk att utveckla IMRD. Fynden verifierades via finmapp-
ning och regional resekvensering. Alla identifierade riskloci for IMRD innehdll ge-
ner som visats ha stor betydelse for NFAT-vagen, men &ven for andra viktiga im-
munfunktioner (Wilbe et al. 2010; Wilbe 2013).

Vid vidare studier av ndmnda riskloci har ett flertal gener kunnat associeras med
IMRD, vilka ocksé uppvisat forandrade genuttryck. Tre gener (PTPN3, WHAMM,
och BANK1) har associerats med bade ANAS- och ANAM-positiva hundar med
IMRD, medan tre ytterligare gener (WFDC3, HOMER?2, and VRK1) har associerats
med endast ANAH-positiva hundar med IMRD. Ytterligare en gen (AP3B2) har
kunnat associeras med bade SRMA och IMRD (Wilbe et al. 2015). Flera av dessa
gener har viktiga roller inom NFAT-védgen och i immunregleringen. PTPN3, som
visade sig vara nedreglerad hos samtliga ANA-positiva tollare med IMRD, kodar
for protein som tros inhibera T-cellsaktivering. Detta genom involvering i T-cells-
receptorn, nagot som slutligen leder till inhibering av NFAT. HOMER?2 &r en gen
vars kodande proteiner har rapporterats utdva en negativt reglerande effekt pa T-
celler, detta genom att kompetitivt binda till NFAT dar calcineurin ska binda in.
HOMER?2 fungerar &ven negativt reglerande for IL-2 (Huang et al. 2008). BANK1
uttrycks hos B-celler dér de innehar en inhiberande roll. Vissa studier inom humana
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forskningsfaltet har rapporterat associationer mellan BANK1 och SLE samt andra
autoimmuna sjukdomar (Yang et al. 2018).

2.3.2. DLA klass Il

Resultatet av en selektiv hundrasavel har lett till en minskad genetisk variation,
vilket leder till 6kad forekomst av homozygoter. Hundar som &r homozygota for
riskhaplotyper inom DLA klass 11 har visat sig ha en 0kad risk for att utveckla flera
olika autoimmuna eller immunmedierade sjukdomar (Wilbe 2013).

DLA Klass Il har presenterats som en signifikant genetisk riskfaktor &ven hos ANA-
positiva IMRD-hundar. En kandidatgenstudie pavisade 2009 association mellan
DLA klass I1-haplotypen DRB1*00601/DQA1*005011/DQB1*02001 och IMRD.
IMRD-sjuka ANAS-positiva hundar med namnda riskhaplotypen uppvisade en
Okad risk att utveckla sjukdom, och risken var sarskilt signifikant om hundarna var
homozygota for riskhaplotypen (Wilbe et al. 2009). Dessa fynd har aven rapporte-
rats i senare studier (Wilbe et al. 2015). Vidare har det ocksa visats att forekomsten
av generell homozygoti i DLA Klass lI-regionen hos ANA"-positiva hundar ger en
Okad risk att utveckla IMRD (Wilbe et al. 2009). Eftersom IMRD ar en komplex
genetisk sjukdom kan emellertid inte forandringar i enbart DLA klass Il anvandas
i diagnostiskt syfte. For framtida diagnostiska andamal krévs en helhetsbild avseen-
de forandrade gener.
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3. Material och metoder

Litteraturdelen i arbetet baseras delvis pa litteratur i tidigare vetenskapliga publi-
kationer och avhandlingar inom forskargruppen i Tollarprojektet (Sveriges lant-
bruksuniversitet, SLU). Dartill har aven litteratur erhallits genom sokningar i data-
baserna Pubmed och Google Scholar samt fran viss veterindarmedicinsk facklittera-
tur.

Etisk provning godkandes av Uppsala djurforsoksetiska namnd (Dnr C15/16).
Samtliga djuragare godkande att deras vederbdrande djur skulle ingd i studien.
Blodprov i serumrér och mRNA-rér (Tempus™ Blood RNA Tubes) samlades in
fran 14 friska beaglar fran Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU, Uppsala) och 12
friska privatagda hundar fran Uppsalaomradet av rasen Nova Scotia duck tolling
retriever. Blodproverna togs i slutet vacutainersystem. Efter provtagning skakades
mRNA-roren kraftigt under 10-15 sekunder, varpa de placerades i frys med tempe-
ratur -20°C. Serumror centrifugerades direkt efter provtagning (3000 varv/min i 10
min) varpa supernatanten pipetterades av, och forvarades i kryoror i -80°C. Inklu-
sionskriterier for deltagande innefattade att djuret var generellt valmaende, ej stod
pa medicinsk behandling i form av kortikosteroider eller NSAID och ej led av na-
gon form av kénd systemisk inflammatorisk sjukdom.

Serum tillkom aven fran 5 tollarsjuka tollare fran den befintliga tollarbanken inom
Tollarprojektet. Dessa testkordes i ELISA tillsammans med de provtagna hundarna,
ur ett jamforande perspektiv. Tre av beaglarna i studien hade provtagits &nnu en
gang i ett annat syfte, 12 dagar senare an forsta provtagningen. Dessa tillkomna
prover togs med i ELISA for kort utvéardering avseende dygnsvariationer av IL-2.

3.1. ELISA

For att undersoka IL-2-nivaerna i serum genomfordes ELISA med RayBio® Canine
IL-2 ELISA Kit. Reagenserna, proverna samt standardproverna preparerades i en-
lighet med tillverkarens instruktioner, efter att ha blivit rumstempererade. Alla pro-
ver och standardprover sattes som duplikat pa en mikroplatta med 96 brunnar, dar
varje brunn tackts med antikroppar specifikt for hundens 1L-2.
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3.1.1. Preparation

20 ml tvattbuffert (Item B) spaddes med MilliQ-vatten till en volym pa 400 ml. En
spadning 1:5 utfordes dérefter for respektive medfdljande buffert; *Dilutant D’
(Item K) samt ’Dilutant B” (Item E), genom att spada 15 ml buffert med 60 ml
MilliQ-vatten. Den preparerade ’Dilutant D’ anvandes sedan for att spada alla re-
spektive serumprover 1:2, genom att tillsatta 150 pl serum och 150 ul buffert i
provror.

For standardpreparering tillsattes 400 pl ’Dilutant D’ samt 1 behallare av medfol-
jande standardproteiner (Item C) i ett provror, vilket ledde till en koncentration pa
100 ng/ml standardldsning. Dérefter pipetterades 300 ul *Dilutant D’ i ytterligare 7
provror, varpa en seriespadning utfordes. Det sista provroret med ’Dilutant D’ ut-
gjorde nollstandard (0 ng/ml). Spadningsserie utfordes enligt tillverkarens instruk-
tioner (Figur 1).

200pl  200u 200l 200p  200p 200 i

s > 0

=

Zero
Std1 Std2 Std3 Std4 Stds Std6 Std7 “I Stard
5:":;:; “Z’s‘ocw" 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl "" 300 pl
100 2.56 1.024 0.41 0
Conc.
one ng/ml 20 ngim || 16ing/ml. | B4 ng/im ng/ml ng/ml ng/ml “I ng/mli

Fig. 1. Spadningsserie for standardprover avseende RayBio® Canine IL-2 ELISA Kit (Raybiotech,
2018)

For att preparera detektionsantikroppar tillsattes 100 pl *Dilutant B’ vardera till de
medfdljande tva behallarna med antikroppskoncentrat (Item F). Darefter spaddes
I6sningarna 1:80, genom att spada 100 pl antikroppskoncentrat med 7,9 ml *Dilu-
tant B’. Preparering av detektionsantikroppar utfordes precis innan ldsningarna
skulle anvandas i utférandemomentet.

HRP-Streptavidin (Iltem G) spéddes 1:500 genom att tillsatta 20 pl HRP-
Streptavidin i ett provror med 10 ml ’Dilutant B’. Denna spadning utfordes precis
innan 16sningen skulle anvéndas i utférandemomentet.

3.1.2. Utforande

100 pl av respektive prover och standardprover tillsattes som duplikat i varsin
brunn, varpa dessa inkuberades i 2,5 h i rumstemperatur. Brunnarna tvattades sedan
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med tvattbuffert x 4 i en Wellwash™ Microplate Washer (Thermo Scientific™).
Dérefter tillsattes 100 pl biotinylerad sekundar antikropp till varje brunn, foljt av
inkubering i 1 h i rumstemperatur. Efter detta tvattades brunnarna precis som tidi-
gare, varpa 100 ul HRP-konjugerat streptavidin pipetterades till vardera brunn, foljt
av inkubering i 45 min i rumstemperatur. Efter annu en tvatt av brunnarna, pa
samma satt som tidigare, tillsattes en lI6sning av 100 pul TMB-substrat i vardera
brunn foljt av inkubering i morker under 30 min i rumstemperatur. Slutligen tillsat-
tes 50 pl stopp-16sning till varje brunn. Fargutveckling skedde sedan i enlighet med
mangden bundet IL-2. Intensiteten pa fargen mattes vid 450 nm, och proverna av-
lastes med en gang med hjalp av en Multiskan EX spektrofotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc) och mjukvaran Ascent Software.

3.2. RNA-preparering

RNA preparerades fran perifera mononukleéra leukocyter (PBMC) med hjalp av
Tempus™ Spin RNA Isolation Kit. Isoleringen utfordes genom att deponera respek-
tive prov i varsitt 50 ml provror, foljt av en spadning av varje prov till totalt 12 ml,
med hjalp av fosfatbuffrad saltlésning fri fran Ca?*/Mg?* (PBS). Provroren forsags
med kork och komponenterna blandades med vortexmixer pa maximal hastighet i
30 sekunder. Darefter centrifugerades proverna 3000 x g (rcf) i 4°C, under totalt 30
minuter. Supernatanten hélldes sedan forsiktigt av och insidans vaggar torkades
forsiktigt av med pappersduk. Nar all vétska var borta adderades 400 uL. RNA Pu-
rification Resuspension Solution till respektive provror vilka vortexmixades forsik-
tigt. For rening av RNA anvandes RNA purification filter och mikrocentrifug i flera
steg, enligt angivelser i tillverkarens instruktioner. Dérefter anvandes nya provror
dit filtren forflyttades. Efter detta adderades 100 ul Nucleic Acid Purification Elu-
tion Solution till filtret i provroret, foljt av inkubering i 2 minuter i 70°C samt cent-
rifugering 16000 x g i 30 sekunder. 100 pul av den uppsamlade RNA-elueringen
deponerades sedan tillbaka genom filtret for ytterligare centrifugering 16000 x g.
Filtret kasserades varpa ca 90 ul av elutionen tillsattes i ett nytt provror. Det renade
RNA:t forvarades i -20°C.

RNA-kvalitet och -integritet bestdmdes via Agilent Tapestation 4150 med hjalp av
Agilent RNA Screen Tape. Alla 26 prover analyserades enligt tillverkarens instruk-
tioner. 5 pl av vardera preparerat RNA-prov deponerades i nya ror. Proverna i de
nya réren och reagenserna vortexmixades och centrifugerades kort. Darefter tillsat-
tes 5 ul RNA sample buffert till samtliga ror i en provrorsremsa, samt 1 ul RNA
Ladder till anvisad plats for RNA-stege pa remsan. 1 pl av vardera RNA-prov till-
sattes sedan i varsitt provror i provrérsremsan, undantaget platsen for RNA-stege.
Provroren forseddes med korkar och vortexmixades, med hjélp av en IKA MS3 vor-
texer, i 2000 rpm i 1 minut. Dérefter centrifugerades proverna i 1 minut. Proverna
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hettades sedan upp till 72°C i 3 minuter varpa de kyldes pa is i 2 minuter. Slutligen
centrifugerades proverna i 1 minut innan de forflyttades till Agilent Tapestation
4150 och analyserades enligt tillverkarens anvisningar. RNA integrity number
(RIN) bestamdes for varje enskilt prov.

3.3. RT%-PCR

For att undersoka de uttryckta IL-2-mRNA-nivaerna i serum utfordes en genetisk
arrayanalys via RT?-PCR. IL-2 ingick d& i en panel av totalt 84 immunologiskt
harrérande gener. Totalt mojliggjordes testning av 12 individer, och i PCR-analysen
ingick 9 friska tollare och 3 friska beaglar. De aktuella hundarna valdes ut genom
indelning i olika kons- och aldersgrupper varpa namn ur varje grupp slumpades
fram. Den profil-array som anvéndes var Dog Innate & Adaptive Immune Respon-
ses (kat.nr 330231 PAFD-052ZA, Qiagen).

En buffert frén RT? First Strand Kit anvandes for att eliminera eventuell genomisk
DNA-kontamination i de aktuella RNA-proven. 8 pl av vardera RNA-prov (kon-
centration >56,5 pg/ul, totalméngd 450 pg RNA) blandades med buffert i provror
i enlighet med protokollet till RT? First Strand Kit. Blandningen inkuberades sedan
i 42°C under 5 minuter och placerades darefter direkt pa is. Reverse transcription
mix bereddes sedan, varpa 10 pl av denna tillsattes till varje ror med buffert och
blandades forsiktigt. Dérefter inkuberades blandningen i 42°C under 15 minuter,
foljt av 95°C under 5 minuter. Sedan tillsattes 91 pl RNase-fritt vatten till varje
reaktion, vilket blandades forsiktigt. Den fardiga blandningen med cDNA forvara-
des i -20°C.

RT? SYBR® Green Mastermix blandades tillsammans med cDNA-mixen och
RNase-fritt vatten i enlighet med tillverkarens protokoll. 25 pl av PCR-komponen-
terna pipetterades darefter till varje brunn pa vardera medfoljande RT? Profiler PCR
Arrays. PCR-momentet utfordes i StepOnePlus™ Real-Time PCR System for var-
dera arrayplatta. Instéllningar och genomférande av PCR utférdes i enlighet med
tillverkarens protokoll. Samtliga PCR-reaktioner utférdes enligt foljande: 1 cykel i
10 min med temperatur pa 95°C, samt 40 cykler i 15 sekunder med temperatur pa
95°C. Slutligen 40 cykler i 1 minut med temperatur pa 60°C.

Excelfilen RT? Profiler PCR Array Data Analysis Spreadsheet 1904, tillhandahal-
len och preparerad av Qiagen, laddades ner fran foretagets hemsida varpa radatan
importerades till dokumentet. Bearbetning av material och vidare analyser utfordes
I enlighet med tillverkarens protokoll. For att kompensera icke-biologiska skillna-
der mellan olika prover behdvde en normalisering av datan utféras. Normalisering
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av data samt bestdmning av genuttrycksratio utfordes i studien genom AACt-meto-
den, dér referensgenerna bestod av ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 och RPLP1.
Kvalitetskontroll erh6lls genom utvérdering av kontroller for omvénd transkription,
genomiskt DNA samt positiva kontroller.

3.4. Statistiska metoder

Studien omfattar ett mindre antal stickprov vilket forsvarar sakerstallande av att
data ar normalférdelade. Hansyn till detta har tagits vad galler deskriptiv statistik
samt val av statistiska analyser. Data har bearbetats i Excel och analyser utforts via
statistiska mjukvaruprogrammet "R’ med tilldgg av R commander”, dar statistiska
analysen som anvants & Mann-Whitneys test. | tillagg till detta har &ven ett forpro-
grammerat tvasidigt T-test, tillnandahallet av Qiagen, anvants for att jamfora olika
genuttryck i RT2-PCR-analysen. | T-testet anvandes 2"A%-virden for varje gen hos
tollargruppen jamfort med varje gen hos beaglegruppen.
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4. Resultat

4.1. Studiepopulation

Tollargruppen hade ett aldersspann ca 1-12 ar, dar medianen var 3,5 ar. 42 % (5/12)
var hanar och 58 % (7/12) tikar. En av tikarna var kastrerad. Beaglegruppen hade
ett aldersspann pa ca 2-11 ar, dar medianen var 4 ar. 50 % (7/14) var hanar och 50
% (7/14) tikar. Ett visst sléaktskap fanns mellan flera individer i beaglegruppen.
Slaktskapet bestod i en triplett helsyskon samt en annan dubblett helsyskon, de sist-
namnda aven med ett tillhdrande halvsyskon. En hund var far &t dubbletten helsys-
kon samt det tillhérande halvsyskonet.

De 5 tollarsjuka tollarna som, i tillagg till de provtagna hundarna, deltog i ELISA-
experimentet hade ett aldersspann pa ca 2-11 ar dar medianen var 7 ar. Gruppen
bestod av 2 hanar och 3 tikar. 1 av hanarna visade sig vara SRMA-positiv och res-
terande i gruppen var ANA-positiva tollare med IMRD.

De 9 stycken friska tollare som slumpades fram fér RT2-PCR-analys bestod av 4
yngre (0-5 ar) och 5 aldre (>5 ar) individer, med en kdnsfordelning pa ca 44 % (4/9)
hanar och 56 % (5/9) tikar. De 3 beaglarna som slumpades fram var 2, 5 respektive
10 ar gamla, och bestod av 2 hanar och 1 tik.

4.2. ELISA

Prover som uppvisade absorbanser hogre eller lagre &n standardkurvans, kunde inte
antas vara linjara och behovde darfor uteslutas. Detta innefattade 1 tollare med
SRMA fran tollarbanken (6versteg maxvarde) samt 3 beaglar (dar 1 6versteg max-
varde och 2 understeg minvérde). Standardkurvans korrelationskoefficient uppmat-
tes till 0,974.

De uppvisade koncentrationsnivaerna av I1L-2 hos friska tollare och friska beaglar
anges i Tabell 1. Hos beaglegruppen observerades ett extremvéarde pa 16,5 ng/l (>3
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X IQR), vilket ocksa illustreras i Figur 4. Variationsvidden for koncentrationer IL-
2 hos friska tollare i denna studie uppmattes till 2,5-6,7 ng/l. Samma siffra hos
beaglar uppmattes till 2,6-7,9 ng/l, har frantaget sitt extremvarde. Median hos tol-
larna var 3,3 ng/l medan median hos beaglarna lag pa 5,8 ng/l, vilket redovisas i
Tabell 2. Ingen signifikant skillnad kunde detekteras mellan beaglarna och tollarna
vad galler uppmétta IL-2-varden (Mann-Whitney U=92, n1=11, n2=12, P=0,1164).
Fordelning av IL-2-koncentrationer mellan beaglar och tollare illustreras i Figur 2.

Tabell 1. a) Koncentration IL-2 (c) for deltagande friska tollare (n=12) samt variationskoefficient
for varje enskilt duplikat (CV). b) Koncentration (c) IL-2 for deltagande friska beaglar (n=14)
samt variationskoefficient for varje enskilt duplikat (CV).

l1a) Tollare 1b) Beaglar
c(ng/l) | CV (%) c(ng/l) | CV (%)
6,07 1,77 7,18 1,84
2,49 4,06 >max -
3,79 1,75 3,88 3,34
3,03 1,36 7,03 1,64
3,36 3,32 <min -
6,66 3,3 7,41 1
2,97 1,41 2,88 3,01
2,88 3,01 <min -
3,23 4,8 7,89 4,48
2,85 1,54 3,49 2,05
55 2,13 2,62 10,97
5,65 0,81 5,8 1,16
2,97 1,41
16,52 0,44
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Fig. 2. Boxplot for de uppmétta vardena IL-2 (ng/l) hos friska beaglar (n=11) respektive friska
tollare (n=12). De markerade linjerna representerar median for respektive grupp.

Tabell 2. Kvartiler och interkvartilomraden for tollare respektive beaglar.

Grupp Q1 (ng/l) Median (ng/l) Q3 (ng/l) IQR (ng/l)
Tollare 2,9 3,3 5,61 2,71
Beagle 2,97 5,8 7,41 4,44

| denna studie observerades inte heller nagra signifikanta skillnader i IL-2-nivaer
med avseende pa kon vare sig hos tollarna enbart (Mann-Whitney U=21, n1=5,
n2=7, p-vérde 0,6389) eller hos tollare och beaglar sammanslaget (Mann Whitney
U=83,5, n1=10, n2=13, p-varde=0,2641). Fordelning av IL-2-koncentrationer ba-

serat pa kon illustreras i Figur 3.

34




16

12

10

Konc

Hane Tik
Kon
Fig. 3. Boxplot for de uppmatta vardena IL-2 (ng/l) hos hanar (n=10) respektive tikar (n=13), da

bade beaglar och tollare inkluderades. De markerade linjerna representerar median for respek-
tive grupp.

Vid en &ldersuppdelning av tollarna i kategorierna yngre” (0-5 ar) och “ildre” (>5
ar) kunde en signifikant skillnad detekteras vad galler IL-2-nivaer (Mann-Whitney
U=30, n1=7, n2=5, p-varde=0,04798). Denna skillnad var emellertid inte signifi-
kant vid sammanslagning av bade beaglar och tollare (Mann-Whitney U=93,
n1=14, n2=9, p-varde=0,06299). Fordelning av IL-2-koncentrationer baserat pa
hundarnas alder illustreras i Figur 4.
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Fig. 4. Boxplot for de uppmatta vardena IL-2 (ng/l) hos yngre individer (0-5 ar, n=14) respektive

aldre individer (>5 &r, n=9), d& bade beaglar och tollare inkluderades. De markerade linjerna
representerar median for respektive grupp.
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Resultatet fran de 5 serumproverna fran tollarsjuka individer redovisas i Tabell 3.
Dessa hundar ingick ej i statistikunderlaget. En IMRD-positiv hund uppvisade ett
varde i1 dverkant (14,4 ng/l) jamfort med de andra hundarna. Utdver den tidigare
namnda SRMA-positiva tollaren som dverskred maxvarde, kunde ingen uppenbar
skillnad detekteras med de resterande 3 IMRD-positiva hundarna, jamfort med de
friska tollarna som deltog.

Tabell 3. Koncentration I1L-2 (ng/l) for tollarsjuka tollare fran tollarbanken, samt variationskoeffi-
cient for varje enskilt duplikat (%).

Hund frén toll- | Koncentration CV (%)
arbank (ng/

IMRD 14,36 6,53
IMRD 2,69 6,93
IMRD 4,41 1,94
IMRD 5,02 4,55
SRMA >max -

De 3 beaglar som provtogs 12 dagar efter forsta provtagningen, uppvisade liknande
varden mellan de bada dagarna. Mellan de bada dagarna skilde sig koncentratio-
nerna med 0,8 %, 4 % respektive 11 %. Vardena fran den andra provtagningen in-
gick ej statistikunderlaget.

4.3. PCR

4.3.1. RNA-kvalitet

RNA integrity number (RIN) for respektive RNA-prov uppvisade ett spann pa 8,6-
9,8 med ett medeltal pa 9,2 (pa en skala 1-10 dar >7 &r dnskvért). Detta redovisas i
Figur 5 och Figur 6. | ett av beagleproverna kunde emellertid ingen forekomst av
RNA detekteras (representerar det tomma féltet H2 i Figur 5). Denna individ be-
hovde darmed uteslutas fran vidare PCR-analyser.
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Fig 5. RNA-kvalitet i form av 'RNA integrity number’ (RIN) for forsta omgangen i "Agilent Tape-
station 4150°. B1=B, C1=B, D1=B, E1=B, F1=T, G1=T, H1=T, A2=T, B2=B, C2=B, D2=B,
E2=B, F2=B, G2=B, H2=B (beagle=B, tollare=T).
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Fig 6. RNA-kvalitet i form av "RNA integrity number’ (RIN) for andra omgdngen i "Agilent Tape-
station 4150°. B1=B, C1=B, D1=B, E1=T, F1=T, G1=T, H1=T, A2=T, B2=T, C2=T, D2=T (bea-

gle=B, tollare=T).

4.3.2. RT?>-PCR

Resultaten frdn RT2-PCR presenteras hér via cycle threshold (Ct)-vérden, vilket
anger hur manga PCR-cykler som kravs for att fluorescensen i PCR:en ska over-
stiga sitt troskelvarde. Ju lagre Ct-nivaer desto storre mangd RNA forekommer i
det aktuella provet, detta da Ct-nivaerna ar omvant proportionella till RNA-fore-
komsten. Normaliserade Ct-varden, sa kallade ACt, bidrar till att eliminera icke-
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biologiska skillnader mellan proverna genom att relatera Ct till housekeeping-ge-
nerna, vilket ocksa namns i metoddelen. De normaliserade Ct-véardena for delta-
gande hundar i studien redovisas i Tabell 4.

| kvalitetskontrollen for RT2-PCR underkéndes ett tollarprov fran en ung hane av-
seende den negativa kontrollen. Detta prov behdvde darfor uteslutas fran vidare
analyser. Avseende de positiva kontrollerna pa varje platta var Ct-varden mellan
17-21 onskvart for att med stor tillforlitlighet kunna jamféra de olika plattorna. 3
plattor (1 tollare och 2 beaglar) uppvisade varden strax 6ver 21 (22,13, 21,94 res-
pektive 21,14) pa den positiva kontrollen. Dessa individer & markta med en asterisk
i Tabell 4.

Tabell 4. Uttrycket av IL-2-mRNA hos deltagande tollare (n=8) och beaglar (n=3), redovisat via
normaliserade cycle threshold (Ct)-varden. *=Hundar vars vérden lindrigt dversteg den positiva
kontrollen.

Ras ACt

Tollare 12,91
Tollare* 13,42
Tollare 12,78
Tollare 12,85
Tollare 13,54
Tollare 13,43
Tollare 11,77
Tollare 11,1

Beagle 12,2

Beagle* 13,14
Beagle* 13,25

Uttrycket av IL-2-mRNA baserat pa ACt varierade hos tollarna i studien mellan
11,1-13,54, medan variationen hos beaglarna lag mellan 12,2-13,25. Ingen signi-
fikant skillnad kunde ses avseende uttrycksnivaer av IL-2-mRNA mellan tollarna
och beaglarna (Mann-Whitney U=12, n1=8, n2=3, p-varde=1). Detta bekraftades
ocksa av det forprogrammerade T-testet som namns i metoddelen.

Det fanns inte heller nagra signifikanta skillnader i Ct-nivaer baserat pa kén inom
enbart tollargruppen (Mann-Whitney U=11, n1=3, n2=5, p-varde=0,3929) alterna-
tivt hos tollare och beaglar sammanslaget (Mann-Whitney U=17, n1=5, n2=6, p-
varde=0,7929). Vid en aldersuppdelning av hundarna i kategorierna “yngre” (0-5
ar) och dldre” (>5 &r) kunde inte heller nagon signifikant skillnad ses mellan grup-
perna vare sig inom tollargruppen (Mann-Whitney U=4, nl1=3, n2=5, p-vérde
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=0,3929) eller hos tollare och beaglar ssmmanslaget (Mann-Whitney U=7, n1=5,
n2=6, p-varde=0,1775). Fordelning av IL-2-koncentrationer baserat pa alder illust-
reras i Figur 7.
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Fig 7. Boxplot pa uttrycksnivderna (4Ct) av IL-2-mRNA hos yngre individer (0-5 &r, n=>5) respek-
tive aldre individer (>5 ar, n=6), d& bade beaglar och tollare inkluderades. De markerade lin-

jerna representerar median for respektive grupp. Ct-nivaerna ar omvéant proportionella till RNA-
forekomsten.

Av de 83 andra generna som analyserades samtidigt som IL-2, kunde en signifikant
skillnad ses i uttrycket hos 4 olika gener mellan tollare och beaglar, baserat pa det
forprogrammerade T-testet som ndmns under metoddelen. De 4 gener vars uttryck
uppvisade signifikant skillnad mellan de bada hundgrupperna var generna for C-
reaktivt protein (CRP), IL-10, IL-1-receptor 1 (IL-1R1) samt tyrosinkinas 2
(TYK2). Uttrycket for de ndamnda generna redovisas i tabell 5, och presenteras ge-
nom sa kallad fold change. Fold change &r en ratio mellan relativt genuttryck, i
detta fallet mellan tollare och beaglar, dar varden >1 indikerar en uppreglering av
genuttryck, medan véarden mellan 0-1 indikerar en nedreglering av genuttryck.

Tabell 5. Gener vars uttryck av mRNA skiljer sig signifikant t mellan deltagande tollare (n=8)
och beaglar (n=3).

Genuttryck P-varde (T-test) | Fold change Fold regulation
CRP 0,004615 0,4 -2,49

IL-10 0,033970 0,65 -1,54

IL-1R1 0,017609 0,7 -1,42

TYK2 0,043651 1,29 1,29
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Det fanns aven flertal gener vars p-vérde lag nara konfidensintervallet 0,05. De ge-
ner som hade ett p-varde pa <0,15 och kan bendamnas som borderline &r foljande:
IFNB1, IRAK1, ITGAM, JAK2, MYD88, SLC11A1, STAT6, TBX21, TICAM1, TLR5
samt TLR6.

4.4. Korrelation mellan ELISA och RT2-PCR

Alla 11 hundar som deltog i momentet med RT2-PCR hade ocksa adekvata ELISA-
varden. | samma 6gonblicksbild kunde saledes bade uttrycket av IL-2-mRNA samt
IL-2-proteinet utvéarderas hos dessa individer. Med avseende pa IL-2 kunde ingen
signifikant korrelation i denna studie uppvisas mellan uttrycket av mRNA och ut-
trycket av protein, vare sig hos tollare enbart (Spearman S=104, p-vérde 0,5821,
rho=(-0,2380952)) eller hos tollare och beaglar sammanslaget (Spearman S=280,
p-vérde=0,4182, rho=(-0,2727273)). | Figur 8 presenteras en scatterplot dar ACt-
varden har plottats mot ELISA-koncentrationerna inom tollargruppen.
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Fig 8. Scatterplot pa uttrycksnivaer av IL-2, dar RT?-PCR-varden (delta Ct) ar plottade mot
ELISA-vérden (konc (ng/l)).
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5. Diskussion

| denna studie kunde proteinnivaerna av IL-2 hos samtliga tollare, med hjalp av
ELISA, uppvisas till ett spann mellan 2,5-6,7 ng/l, med en median pa 3,3 ng/l. Hos
8 av dessa tollare kunde uttrycksnivéerna for IL-2-mRNA, via RT2-PCR, bestdm-
mas till ett ACt-spann mellan 11,1-13,54. IL-2-nivaer hos friska tollare har inte
tidigare undersokts pa motsvarande sétt.

5.1. ELISA

Det ar utmanande att etablera gransvarden pa cytokinnivaer via enbart ELISA, da
resultaten kan skilja sig at mellan olika testomgangar. Detta gor det svart att jamfora
absoluta varden fran olika studier — sarskilt ifall olika kit har anvéants (Leng et al.
2008). En demonstration pa problematiken kan illustreras av att sera fran de fem
tollarsjuka individerna i studien, som inhamtades fran tollarbanken, tidigare ge-
nomgatt en opublicerad ELISA med ett likadant IL-2-kit som anvandes i denna stu-
die. Ett av proven uppvisade relativt likvardig IL-2-koncentration mellan de bada
omgangarna, men de fyra andra proverna skilde sig med flera enheter. Anledning
till detta kan exempelvis vara upprepad frystining eller att olika personer deltagit i
utforandet mellan omgangarna, och darmed risk for skillnader i pipettering. Vidare
innehdll det namnda ELISA-kitet omfattande forberedelser med manga spadningar,
nagot som ger utrymme for felsteg och darfor ar en generell mojlig felkalla i arbetet.
For att fungera som en kontrollgrupp hade de tollarsjuka individerna behévt kvan-
tifieras med ytterligare en metod, férslagsvis immunohistokemi.

Samtliga duplikat for varje enskilt prov uppvisade enhetliga resultat, det vill séga
intra-assay-variationskoefficienten (intra-assay CV) var generellt god (<15 %).
Triplikat hade emellertid varit att foredra for en annu sékrare matning. Inom be-
aglegruppen fanns ett avvikande extremvarde, samt tre individer vars vérden lag
utanfor standardkurvan (en 6ver maxvarde och tva under minvarde). Detta skulle
kunna forklaras av tidigare namnda felk&llor under processen, alternativt vara orsa-
kat av mojliga paverkande faktorer, sa kallade confounders, listade nedan
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Medianerna for IL-2-nivaerna hos tollare jamfort med beaglar skiljde sig i denna
studie at med 2,5 ng/l, och en trend observerades dar beaglarna i stickprovet tycktes
ligga ndgot hogre an tollarna. Spridningen inom grupperna skilde sig ocksa at, vil-
ket illustrerades av IQR som hos tollarna var 2,71 ng/l och hos beaglarna 4,44 ng/I.
Fordelningarna av koncentrationerna mellan grupperna skiljde sig emellertid inte
signifikant at, &ven om p-véardet inte 1ag langt ifran konfidensintervallet (0,1164).
Baserat pa ELISA-resultatet kunde saledes inga sakra slutsatser dras avseende skill-
nader i IL-2-nivaer mellan de bada grupperna. Ett intressant fynd var den signifi-
kanta aldersrelaterade minskningen av IL-2-nivaer hos éldre tollare jamfort med
yngre tollare. Skillnaden var inte signifikant vid sammanslagning av tollargruppen
och beaglegruppen, men ett observandum var att p-vérdet vid sammanslagningen
lag mycket nara konfidensintervallet (0,06299). Dessa data styrks av tidigare stu-
dier som redovisat aldersrelaterade minskningar av IL-2-nivaer, vilket presenteras
under avsnittet om confounders nedan.

En IMRD-positiv individ fran tollarbanken hade hogre IL-2-varden an de friska
tollarna. Inga uppenbara skillnader kunde detekteras mellan de tre 6vriga IMRD-
positiva tollarna jamfort med de friska tollarna. Det var inte klarlagt huruvida dessa
individer stod under behandling vid provtagningstillfallet. FOr att statistiskt kunna
undersoka eventuella skillnader i framtiden kommer storre stickprov krédvas. Ett
storre stickprov hade ocksa varit onskvart generellt i denna studie, avseende friska
tollare och beaglar, for att mer sékert kunnat ha utvarderat eventuell statistisk sig-
nifikans i koncentrationsskillnader mellan grupperna.

5.2. PCR

| denna studie valdes metoden RT2-PCR for att undersdka uttrycksnivéer av
mRNA, da detta ar en valbeprévad och robust metod som majliggor en bredare
genetisk arrayanalys. En genetisk arrayanalys &r mer effektivt &n att endast under-
soka IL-2, da det i princip tar lika lang tid i ansprak, men dessutom leder till en
ogonblicksbild pd manga andra relevanta immunologiska gener. Detta kan bidra
med vérdefull information till framtida studier inom &mnet. En negativ aspekt &r att
metoden &r mer kostsam &n att endast undersoka IL-2, vilket medforde att endast
12 individer kunde utvarderas. Da fokus i arbetet var rasen tollare ingick en majo-
ritet pa totalt 9 friska tollare (dar 8 hade adekvata resultat) i den slutliga PCR-ana-
lysen, medan 3 friska beaglar fungerade som en slags kontrollgrupp.

Ingen signifikant skillnad i mRNA-uttrycket for 1L-2 kunde uppvisas mellan tol-

larna jamfort med beaglarna. Det kan saledes inte dras nagra slutsatser avseende
skillnader i uttrycket av IL-2-mRNA mellan raserna. Uttrycket av IL-2-mRNA ba-
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serat pa ACt varierade hos tollarna i studien mellan 11,1-13,54. Hos beaglarna va-
rierade ACt istéllet mellan 12,2-13,25. En potentiell trend kunde detekteras att
yngre individer mojligen uppvisade en hogre forekomst av IL-2-mRNA jamfort
med &ldre individer, nar bade tollare och beaglar var sammanslagna. Detta var
emellertid inte statistiskt signifikant. Som tidigare ndmnt representerar ett lagre Ct-
varde en hogre forekomst av RNA, detta da Ct-nivaerna ar omvant proportionella
mot RNA-férekomsten.

| RNA-prepareringen, som foregick RT2-PCR-analysen, uppvisade ett RNA-prov
fran en beagle avsevart mindre blod jamfort med de andra proverna, vilket innebar
att provet fick spadas i storre mangd vid prepareringen. Detta visade sig ocksa i
RIN-resultaten, da analysen i just detta prov inte kunde detektera RNA. Felkallan
har berodde darmed mest troligen pa for lite mangd blod i RNA-provroret.

De flesta deltagande individer uppvisade generellt god kvalitet pa proverna sett till
de inkluderade kontrollerna pa varje arrayplatta. En ung tollarhane foll bort i kva-
litetskontrollen avseende den negativa kontrollen, och kunde darfér inte inga i vi-
dare analyser. Den negativa kontrollen bestod av sa kallad genomisk DNA-kontroll
(GDC), vilket pavisar eventuell kontaminering av genomiskt DNA under RT?-
PCR-analysen. Provet som foll bort uppvisade ett GDC-vérde som, enligt Qiagens
instruktioner, mest troligt éverensstdmde med genomisk DNA-kontaminering. De
positiva kontrollerna i en RT2-PCR-analys innehéller en mindre méngd DNA med
en specifik sekvens, samt primers som ska amplifiera denna specifika sekvens. Var-
dena for de positiva kontrollerna bor vara konsekventa mellan de olika plattorna
och inte avvika fran en bestamd range. Avseende de positiva kontrollerna i denna
studie var Ct-varden mellan 17-21 dnskvart for att med stor tillforlitlighet kunna
jamfdra de olika plattorna. De 3 plattor som lindrigt 6versteg 21 kontrollerades ge-
nom att de uppmatta ACt-nivaerna for IL-2 hos de 3 individerna, plottades mot 6v-
riga individers ACt-nivaer. Det fanns inga tecken pa avvikande varden avseende
IL-2 pé& dessa 3 plattor. Aven om den lindriga diskrepansen avseende de positiva
kontrollerna ar ett observandum, bedomdes det ha en lag inverkan vid jamférande
av IL-2-uttryck i denna studie. Mojliga felkallor kan vara exempelvis pipetterings-
fel eller tillverkarfel i de affekterade arrayplattorna.

En grundligare undersokning av de andra 83 generna som utgjorde en del av RT?-
PCR-analysen ingick ej inom ramarna for detta arbete. Aven om uttrycket for IL-2
ej skilde sig signifikant mellan beaglar och tollare fanns intressant nog 4 andra ge-
ner som gjorde just detta. Dartill tillkom aven ett antal borderline-gener, vilka lag
i narheten av konfidensintervallet och som i framtida studier ocksa &r intressanta
att undersoka vidare. Det ar dven relevant att undersoka huruvida IL-2 ses korrelera
med nagon av de andra generna i undersokningen.
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5.3. Korrelation mellan PCR och ELISA

Ingen korrelation mellan uttrycket av IL-2-mRNA och IL-2-protein kunde detekte-
ras i denna studie. Detta resultat ar emellertid inte helt ovantat med tanke pa det
mindre stickprovet i arbetet, men dven pa grund av att nivaerna ar dynamiska och
de biologiska processerna som inverkar pa nivaerna ar komplexa. Tidigare studier
har uppvisat en viss korrelation mellan undersokta protein och deras korresponde-
rande mRNA, men Kkorrelationen har inte varit speciellt stark (Vogel & Marcotte
2012). Hoga proteinnivaer kan exempelvis bero pa stabilt MRNA med en frekvent
transkription, alternativt genom frekvent translation och stabil proteinniva (Abreu
et al. 2009). Det ar saledes inte alltid fallet att h6ga proteinnivaer motsvaras av hoga
mRNA-nivaer. Hos daggdjur produceras mRNA i en lagre hastighet jamfort med
protein, och i tillagg till detta & mRNA mindre stabilt &n protein (Vogel & Marcotte
2012). Nagot som teoretiskt ocksa skulle kunna leda till en diskrepans mellan
MRNA och protein ar férekomst av alternativa splice-varianter av mRNA, som ti-
digare diskuterats. For mer tillforlitlighet avseende korrelationen sett till 1L-2-
mMRNA och IL-2-protein hos hund kréavs en studie i storre skala.

5.4. Confounders

Mojliga confounders som i studien kan inverka pa uttryck och produktion av IL-2,
och darmed leda till feltolkning av resultat, &r bland annat pagaende inflammation,
alder, kon, miljo, slaktskap mellan individer och forvaring av serum.

IL-2-nivaer okar bland annat vid inflammation, och dven om inga tecken fanns pa
systemisk inflammation hos deltagande djur i studien gar det inte helt att utesluta
pagaende subklinisk inflammation som orsak till hogre varden hos vissa individer.

Hos bade rattor och manniskor har en hagre alder forknippats med minskade IL-2-
uttrycksnivaer och IL-2-produktion, vilket bedoms orsakas av ett med aldern for-
samrat immunfdrsvar (Davila & Kelley 1988; Pahlavani & Richardson 1996). Detta
ar nagot som ocksa observerats hos hundar. En studie pa schéfer rapporterade ex-
empelvis en signifikant aldersrelaterad minskning av serumnivaerna IL-2 vid jam-
forande av unga djur och aldre djur (Strasser et al. 2000). Aven i denna studie upp-
visades en signifikant skillnad av IL-2-proteinnivaer inom tollargruppen, dar aldre
tollare generellt hade lagre IL-2-nivaer &n yngre tollare. En trend géllande lagre IL-
2-nivaer hos dldre hundar syntes ocksa vid sammanslagning av tollargruppen och
beaglegruppen, dven om skillnaden inte var signifikant. Aven avseende IL-2-
MRNA kunde en potentiell trend detekteras att yngre individer mojligen uppvisade
en hogre forekomst av mRNA, da tollar- och beaglegrupperna var sammanslagna.
Detta var emellertid inte statistiskt signifikant. Sammantaget tycks alder vara en
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mojlig confounder i studien vad géller IL-2-nivaer. Tollarnas och beaglarnas al-
dersmedian 1&g emellertid relativt likvardigt. Alder borde drfér inte utgdra nagon
betydande confounder for IL-2-nivaerna mellan de bada grupperna i detta arbete.

Hos rattor finns indikationer pa att kon kan vara en faktor som paverkar IL-2-niva-
erna. Vid undersokning av lektin-inducerad IL-2-syntes hos rattor har &ldre rattor
rapporterats uppvisa hogre IL-2-nivaer om de ar av honkén jamfort med ifall de &r
av hankon. Inga skillnader har emellertid kunnat detekteras av IL-2-koncentra-
tionen mellan konen hos unga rattindivider (Davila & Kelley 1988). Hos manniskor
anses kvinnor generellt ha lagre nivaer IL-2 jamfort med man, och en féreslagen
anledning ar att 6strogen verkar inhiberande pa uttryck av I1L-2 (McMurray et al.
2001). Till undertecknads k&nnedom finns for ndrvarande inga studier avseende
hund och konsskillnader i IL-2-nivaer. | denna studie kunde ingen signifikant skill-
nad detekteras vad galler nivaer av IL-2-protein eller IL-2-mRNA mellan konen,
vare sig inom tollargruppen eller vid sammanslagning av de bada grupperna. Det
observerades emellertid en trend att tikar tenderade att ligga lite lagre i 1L-2-pro-
teinnivaer an hanhundar. Med bakgrund av att det fanns procentuellt fler tikar i
tollargruppen jamfort med beaglegruppen (58 % tikar och 42 % hanar i tollargrup-
pen, medan beaglegruppen hade en fordelning pa 50/50), &ar det inte uteslutet att
detta mojligen kan ha paverkat slutresultatet.

Vidare lever beaglegruppen i en mer likartad miljo i universitetslokaler med hund-
rastgard, medan tollarna ar privatagda och darfor blir en mer brokig grupp rent mil-
jomassigt. Detta skulle ocksa kunna bidra till skillnader i IL-2-nivaer. En gemen-
sam miljoforandring hos beaglarna skulle hypotetiskt kunna leda till nagon form av
immunologisk reaktion som kan forklara trenden med ¢kade IL-2-nivaer i beagle-
gruppen. Ut6ver miljoaspekten ar beaglegruppen ocksa mer genetiskt homogen, da
flera individer i gruppen ar néra slékt. En 6kad likhet sett till uttrycket av I1L-2 hos
dessa individer sags emellertid inte i ELISA-resultatet.

Vad galler dygnsvariationer av IL-2 har humanforskningen rapporterat en viss
cyklisk aktivitet, med hogre utsondring pa natten (Lissoni et al. 1998). Till forfat-
tarens vetskap &ar detta emellertid inget som har bekréftats hos hund. En publikation
inom humana forskningsféltet har kartlagt variationerna av ett storre antal cytokiner
hos friska individer dver tid, ett omrade som tidigare inte studerats speciellt ingaen-
de. Vissa cytokiner uppvisade signifikanta skillnader sett till ett tidsspann pa 7 da-
gar. Dessvarre kunde IL-2-nivaer inte detekteras alls i studien, och dérav ar det i
nulaget fortsatt okant i vilken omfattning IL-2-nivaerna fluktuerar éver tid hos
friska manniskor (Biancotto et al. 2013). Som tidigare ndmnts, togs i detta arbete
upprepade prover pa 3 beagleindivider. Bagge provtagningar skedde under efter-
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middagstid, och den andra provtagningen utférdes 12 dagar efter den forsta prov-
tagningen. Mellan de bada provtagningarna skilde sig resultaten med 0,8 %, 3 %
samt 11 %. Mangden IL-2 holl sig darmed relativt stabil mellan de bada provtag-
ningstillfallena hos dessa individer.

Proverna fran de tollarsjuka hundarna, som adderades till ELISA-analysen, hade
lagrats i tollarbanken i nagra ar. Det finns indikationer pa att degradering av lagrat
IL-2 i serum sker efter ca 3 ar (de Jager et al. 2009), vilket innebér att det inte ar
otdnkbart att viss degradering skett och att dessa varden tidigare legat nagot hégre.

5.5. Mojliga kopplingar mellan IL-2 och IMRD

Att en minskning av IL-2, den cytokin som ar central for T-cellsaktivering, skulle
kunna orsaka utveckling av autoimmuna sjukdomar kan anses motsagelsefullt.
Detta forklaras dock, som tidigare namnts, av det faktum att franvaro av I1L-2 ocksa
leder till franvaro av Treg-celler, vilka ar essentiella for den perifera toleransut-
vecklingen. Eftersom IL-2-funktionen i immunsystemet & komplex &r det tdnkbart
att initialt laga nivaer av IL-2, tillsammans med andra riskfaktorer, skulle kunna
bidra till uppkomst av IMRD. Senare skeden i den kliniska sjukdomsutvecklingen,
med tillnérande inflammation, skulle majligen istallet kunna uppvisa hdga nivaer
av IL-2. En liknande teori redogors i en studie pa mdss av Knoechel et al (2005),
dar autoimmunitet i form av graft-vs-host-sjukdom inducerades. Forfattarna visade
att franvaro av 1L-2 hos vissa moss ledde till att den akuta fasen uppvisade ett mil-
dare forlopp, eftersom effektor-T-cellerna darmed var reducerade. Franvaron av IL-
2 ledde emellertid ocksa till en reduktion av Treg-celler, vilket resulterade i en pro-
gressiv sjukdomsutveckling och slutligen kronisk sjukdom. I studien foreslogs att
sjukdomsforloppet genomleds i olika faser, dar effektor-T-cellerna orsakade den
kliniska patologin medan Treg-cellerna kravdes for att aterhamta sig fran sjukdo-
men. IL-2 tycktes saledes vara avgorande for att orsaka en kraftigare akut fas, men
ocksa for att tillfriskna fran den inducerade autoimmuniteten.

Nagot som ytterligare talar for involvering av IL-2 vid utveckling av IMRD ar fo-
rekomsten av autoantikroppar mot IL-2-transkriptionsfaktorerna ILF2 och ILF3
hos ANAS-positiva hundar med IMRD. Eftersom ILF2 och ILF3 &r transkriptions-
faktorer lokaliserade intracellulart &r det emellertid inte klarlagt hur extracelluldra
autoantikroppar mot dessa skulle kunna paverka IL-2-produktionen, eller ifall det
alls finns nagon klinisk relevans. Det finns ett antal rapporter om autoantikroppar
som penetrerar intracellulart, sdisom hos SLE-patienter dar exempelvis Golan et al
(1993) pavisat 1gG kapabla att penetrera en epitelial cellinje. Autoantikroppar kan,
utover att penetrera sjalva cellmembranet, ocksa translokeras till cellkarnan och af-
fektera DNA-reparering samt utdva direkt skada pA DNA (Noble et al. 2016). Det
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ar emellertid inte kartlagt ifall detta ar en utbrett forekommande foreteelse. Nagra
slutsatser kring eventuell paverkan pa IL-2 till foljd av autoantikroppar mot ILF2
och ILF3 kan darfor inte dras. Ut6ver en potentiell paverkan pa IL-2-transkribering,
ar det inte uteslutet att autoantikroppar specifikt riktade mot ILF3 ocksa skulle
kunna leda till att IL-2-mRNA blir mer instabilt och degraderas snabbare. Detta da
just ILF3, som tidigare namnt, ocksa visat sig nédvandigt for att minska degrade-
ring av IL-2-mRNA. Oavsett klinisk relevans kan potentiellt bade ILF2 och ILF3
anvandas som nya diagnostiska markorer, sett till dess starka férekomst hos just
ANASZ-positiva hundar med IMRD.

En annan aspekt avseende IL-2 ar mojlig forekomst av alternativa splicevarianter
av IL-2-mRNA hos tollare. Alternativa splicevarianter skulle potentiellt kunna ha
en inhiberande effekt pa fullangds-I1L-2 pa receptorniva. Ifall exempelvis presump-
tiva splicevarianter binder dominant till Treg-receptorn skulle detta kunna leda till
minskad Treg-6verlevnad, och dartill en samre perifer tolerans. Aven om alterna-
tiva splicevarianter avseende IL-2 finns beskrivna hos méanniskor, vilket tidigare
namnts, har de emellertid &nnu inte beskrivits hos hund (inkluderat tollare).

Som tidigare patalades i litteraturstudien finns tecken pa att IMRD inom tollarrasen
ar vanligare hos tikar jamfort med hanar. Hos manniskor &r en intressant aspekt att
kvinnor oftare &n mén drabbas av autoimmuna sjukdomar, och att konsskillnaden
ar extra pataglig vid exempelvis SLE (Tedeschi et al. 2013), en sjukdom som pa
flera satt paAminner om IMRD. Som tidigare namnts anses bristande produktion av
IL-2 hos T-cellerna vara ett klassiskt k&nnetecken hos ménniskor drabbade av SLE.
Huruvida den 6kande prevalensen av autoimmuna sjukdomar hos kvinnor pa nagot
satt korrelerar med kvinnors lagre nivaer av IL-2 r, till undertecknads vetskap,
emellertid inte kartlagt. Generellt anses kdnshormonerna spela en avgdrande roll
vid utveckling av SLE. Exempelvis har testosteron setts ha en skyddande effekt hos
mannen, mojligen genom en negativ reglering av cytokinet BAFF, en essentiell
faktor for B-celler (Wilhelmson et al. 2018). Framtida forskning kravs for att utreda
huruvida IL-2 &r involverad i eventuella kdnsskillnader gallande IMRD-uppkomst
hos tollarna.

Avvikande reglering av transkriptionsfaktorsfamiljen NFAT och dess regleringsva-
gar kan ha en teoretiskt mojlig del i sjukdomsutvecklingen av IMRD, sett till dess
roll i IL-2-balansen, anergiinduktionen eller aktivering av T-celler. Tidigare be-
skrivna riskloci for IMRD innehaller flera gener som anses vara involverade vid
reglering av NFAT. De associerade sjukdomsgenerna PTPN3 och HOMER?2 ér tva
viktiga exempel. Bada dessa gener utdvar inhibitoriska funktioner pa T-cellsakti-
vering genom att pa olika satt modulera NFAT-kaskaden. Intressant ar att HOMER?2
utdver detta ocksa visats inneha en inhiberande roll pa IL-2. PTPN3 visade sig vara
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signifikant nedreglerad hos samtliga ANA-positiva hundar med IMRD i studien av
Wilbe et al. (2015), medan en trend kunde anas gallande nedreglering av HOMER?2
hos hundar med riskhaplotyp. Det &r inte kartlagt vilken eller vilka medlemmar i
NFAT-familjen som hos hund skulle kunna affekteras av en nedreglering av de
namnda generna, och inte heller i vilken omfattning det skulle ske. Det &r darfor
osakert hur nedreglering potentiellt skulle kunna paverka slutprodukten IL-2. I till-
lagg till detta tycks NFAT dessutom utéva bade positiv och negativ reglering av IL-
2-transkription, beroende pa ifall NFAT bildar komplex med transkriptionsfak-
torerna AP-1 eller FoxP3. Detta forsvarar tolkningen ytterligare. Avvikande NFAT-
vagar skulle potentiellt ocksa kunna paverka FoxP3-uttrycket samt uttrycket av den
negativa immunregulatorn CTLA-4, vilka bada pa olika satt anses vara involverade
i uppratthallandet av Treg-cellerna, och darmed ocksa perifer tolerans. Uttrycken
av FoxP3 och CTLA-4 hos friska tollare jamfort med IMRD-positiva tollare skulle
saledes ocksa vara vardefulla att undersoka narmare.

Det ar viktigt att ha i atanke att denna studie endast uppvisar en 6gonblicksbild i
IL-2-nivaerna, och att dessa nivaer kan vara dynamiska. Ifall att tollarpopulationen
generellt skulle visa sig forknippas med signifikant lagre nivaer av I1L-2 jamfort
med andra hundraser uppstar vidare fragor — sasom dess kliniska relevans i IMRD-
sammanhanget och varfor vissa individer insjuknar och andra inte. IMRD é&r en
genetiskt komplex sjukdom som tycks har manga samverkande faktorer i patoge-
nesen, men en initialt lagre niva av 1L-2 och dartill minskad perifer tolerans skulle
kunna vara en viktig aspekt som gor just tollare sarskilt utsatta for att utveckla
IMRD. Mycket forskning kvarstar dock innan eventuella slutsatser kan dras kring
koppling mellan IL-2 och IMRD.

5.6. Forslag pa framtida studier

For att kunna detektera signifikanta skillnader i 1L-2-nivaer kravs utokat material
dar fler friska individer ar inkluderade, bade tollare och andra hundraser. En storre
studie mojliggor ocksa att detektera eventuella konsskillnader i 1L-2-nivaer, vilket
kravs for att vidare undersoka ifall exempelvis lagre IL-2-uttryck ar nagot som bid-
rar till att tikar oftare an hanhundar drabbas av IMRD.

Denna studie utférdes delvis for att agera underlag till fortsatta studier som kan
undersoka IL-2-skillnader mellan friska tollare och tollare med IMRD. Hypotesen
att laga IL-2-nivaer potentiellt skulle kunna bidra till patogenesen vid IMRD kan
emellertid vara svar att pavisa i en sadan studie. Detta da det &r mojligt att forloppet
ar indelat i olika faser, dar tidiga skeden av sjukdomen uppvisar laga IL-2-nivaer
medan aktiva, kliniska skeden av sjukdomen uppvisar hoga IL-2-nivaer. For att
klarlagga detta behover prover tagna fran tidiga till sena faser av sjukdomsforloppet
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analyseras hos ett tillrackligt stort antal hundar. Utéver IL-2 kan det dven vara re-
levant att, mellan friska och IMRD-sjuka tollare, undersdka uttryck av andra cy-
tokiner inom IL-2-familjen, men aven exempelvis uttryck av FoxP3 och CTLA-4.
Det ar ocksa hogst intressant att titta vidare pa de 4 gener vars uttryck skilde sig
signifikant mellan tollare och beaglar p& RT2-PCR-analysen, och i tillagg till detta
aven de namnda borderline-generna.

Uttryck av splicevarianter av IL-2 hos tollare och andra hundraser kan kartlaggas
genom en kombination av RNA-sekvensering for detektion av olika splicevarianter,
med uppféljande kvantitativ validering genom att till exempel designa primers mel-
lan exon 1-2, 2-3 samt 3-4 pa IL-2-genen. Detta kan tydliggora eventuell alternativ
splicing genom att undersoka ifall uttrycket skiljer sig at mellan de olika primerde-
signerna. Vidare bor fragetecken kring autoantikroppar mot ILF2 och ILF3 under-
sokas narmare, sasom dess kliniska relevans i IMRD-uppkomsten samt varfor just
ANAS-positiva hundar uppvisar forekomst av dessa autoantikroppar.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Immunmedierad reumatisk sjukdom (IMRD) ar en autoimmun sjukdom som har en
Okad benégenhet att drabba hundar inom hundrasen Nova Scotia duck tolling ret-
riever, vilken ocksa populart kallas tollare. IMRD &r en del av den sa kallade tol-
larsjukan, och vanliga symptom vid IMRD &r exempelvis smérta och stelhet i le-
derna. Ofta kan symptomen lindras med hjalp av kortisonbehandling. Autoimmuna
sjukdomar uppstar nar immunforsvaret felaktigt angriper den egna vavnaden, och
kan leda till att det exempelvis bildas antikroppar mot olika organ eller strukturer i
kroppen. Dessa antikroppar kallas autoantikroppar, och kan ofta pavisas genom
blodprov. Vid IMRD uppvisar de flesta drabbade hundar ett positivt autoanti-
kroppssvar. Orsaken till att IMRD uppstar &r inte helt kartlagd, men flera genetiska
riskfaktorer finns beskrivna. IMRD kan beskrivas som en genetiskt komplex sjuk-
dom, da det finns flera olika gener som &r involverade.

Malet i denna studie var att undersoka nivaerna av cytokinet IL-2 hos friska tollare
jamfort med friska beaglar. Cytokiner ar kortlivade protein som utsondras av olika
celler och skoter signalering samt responser inom immunforsvaret. Anledningen till
att just IL-2 &r intressant att undersoka narmare ar pa grund av att IL-2 utdvar vik-
tiga funktioner for att stimulera immunforsvaret, men ocksa viktiga funktioner for
att forhindra att kroppen utvecklar autoimmunitet. Hos bade méanniskor och djur
har framst minskade nivaer av 1L-2 setts vid olika typer av autoimmuna sjukdomar.
Genom att jamféra IL-2-nivaerna mellan friska tollare och friska beaglar, kan en
“basniva” av IL-2 etableras. Darefter kan framtida studier vidare undersoka hur
skillnaderna ser ut gallande IL-2-nivaer hos friska tollare jamfort med tollare som
ar insjuknade i IMRD. Sammantaget kan detta ge oss vardefull information om
sjukdomsutvecklingen vid IMRD.

Totalt analyserades blodprover fran 12 friska tollare och 14 friska beaglar i studien.
Av dessa hundar undersoktes ocksa 9 tollare och 3 beaglar avseende hur stor mangd
av IL-2-mRNA som uppvisades, det vill sdga den forsta “mallen” for IL-2 som
skapas fran IL-2-genen. | studien bestamdes basvarden av IL-2 och IL-2-mRNA
hos bade tollare och beaglar, varpa dessa grupper jamfordes. En viss trend kunde
observeras dér tollarnas koncentrationer av de faktiska IL-2-nivaerna i blodet ge-
nerellt tycktes ligga lite lagre an beaglarnas. Detta kunde dock inte bekréftas via
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statistiska analyser, och trenden var déarmed inte statistiskt signifikant. Det fanns
inte heller nagra statistiskt signifikanta skillnader av mRNA-nivaerna for IL-2 mel-
lan de bada grupperna. Ett intressant fynd i studien var en signifikant aldersrelaterad
minskning av IL-2-nivaer hos aldre tollare jamfort med yngre tollare.

Det kan inte uteslutas att flera tollare generellt uttrycker lagre nivaer IL-2 &n andra
hundraser. Detta skulle, tillsammans med andra riskfaktorer, i teorin kunna utgora
en initierande faktor for utveckling av IMRD hos tollare. | framtiden kravs emel-
lertid en storre grupp hundar for att statistiskt kunna sékerstélla eventuella skillna-
der i IL-2-nivaer. IL-2 ar en komplex cytokin, eftersom den &r viktig bade for att
stimulera immunforsvaret men ocksa for att hdmma immunfarsvaret i samband med
skyddet mot autoimmunitet. Om IL-2 visar sig vara involverad i IMRD, kan det
darfor ocksa spekuleras i huruvida IL-2-nivaer kan ses fluktuera beroende pa var i
sjukdomsprocessen djuret befinner sig. En teori &r att lagre nivaer av IL-2 mojligen
kan ses i tidigt skede, medan senare stadier av sjukdomen, med tillhérande in-
flammation, istallet uppvisar hogre nivaer av 1L-2. Mycket forskning kvarstar emel-
lertid innan slutsatser kan dras kring eventuell koppling mellan IL-2 och IMRD.
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