’t Sveriges lantbruksuniversitet

S ]_ u Fakulteten for veterindarmedicin och husdjursvetenskap

Immunologisk bakgrund till
fodermedelsallergi hos hund och katt

Sanna Gille

Sjalvstandigt arbete i veterinarmedicin, 15 hp

Veterinarprogrammet, examensarbete fér kandidatexamen Nr. 2014:20
Institutionen for biomedicin och veterinar folkhdlsovetenskap

Uppsala 2014







’t Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for veterinarmedicin och husdjursvetenskap

SLU

Immunologisk bakgrund till fodermedelsallergi hos hund och
katt

Immunological background of food allergy in dogs and cats

Sanna Gille

Handledare:
Caroline Fossum, SLU, Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap
Magnus Abrink, SLU, Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhélsovetenskap

Examinator:
Eva Tydén, SLU, Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap

Omfattning: 15 hp

Kurstitel: Sjalvstandigt arbete i veterindrmedicin
Kurskod: EX0700

Program: Veterinarprogrammet

Niva: Grund, G2E

Utgivningsort: SLU Uppsala

Utgivningsar: 2014

Omslagsbild: Erika Winterlia

Serienamn, delnr:  Veterinarprogrammet, examensarbete for kandidatexamen Nr. 2014:20

Institutionen for biomedicin och veterinar folkhéalsovetenskap, SLU

On-line publicering: http://epsilon.slu.se

Nyckelord: Fodermedelsallergi, hund, katt, oral tolerans, immunsvar, eliminationsdiet

Key words: Food allergy, dog, cat, oral tolerance, immune response, elimination diet






INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANFATTNING ...ccovuiiiiiiiiiiirennnisiiiitiiressssssisiiimieesssssssisisttmeessssssssssstmmressssssssssssssersssssssssssssnns 1
SUIMIMIARY ....cciiiiiiiiiniieeiieeiieeiniiteiieesiessiosstasssssssnssssssssssaserssessssssssssssasstasssnsssnsssnssssssasssnsesnsesnsssnssnns 2
INLEDNING....c.ciiiiiuiitiiiiiiiiniiteiieeiiontiattaessssssssssstasersssssssssssesssasssnsssssssnssssssasesasessssssssssssasssnsssnssen 3
MATERIAL OCH METODER ......cuciiiiiiiitmmennsieiiiiimemssmssssimiimmesssmsssssiiiimmesssssssssssssssmssssssssssssssesssssssssss 3
LITTERATUROVERSIKT ...ceccuviiiieiiiieeiesnreiessseeesssesssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssesssssesssssssssssesssssessssssns 4
INDUKTION AV ORAL TOLERANS ..c..uvveesuteeeteeasuteeasseessseeasesasssesssssessssssnsesesssessnsesassssssssesessssssssesssssessnsesesnses 4
ANTIGENPIESENTALION ..ottt ettt ee e et eeteee et aeeeaeesesesasaeesesasesessseaesenenenenenenens 4

(o [ B eTol oI g Lo o [o [0k (o] L= g 1 KT 5
Faktorer som paverkar den orala tOlErANSEN ...............eeecueeeeveeeeeeeeeieeeeieeeeieeeeeeeceeeetieeeeeresiveaens 5
Skillnader mellan katter 0Ch RUNAQAY .............cc.vveeeeeeeiieeieese et s st s e ssvte s sea s 6
IMMUNSVAR VID FODERMEDELSALLERGI ... uvveeuveeeteeesureeeseeesssessssseesssesssesessessssssessssssssesessssessssssssssssnsesssnnes 7
1V Lo R dol=d | (=Tl Yol I ] 3 e L SRR 7

LY 11 ooy = GO USSR 7
Cytokiner oCh tranSKriptiONSFOKLOIEr .........ccuuviveeveeeeeiiieeeecieee et eestae e e e st e e e s eirae e s staaaesssnaaeens 8

Y 1] (o] o] o Te | USRS 8
ELIMINATIONSDIETER ...veteuveeesureeeteeesuseesseeessesessesessseesssesssssesssesesssesassesssnsessnsesssssessnseessssessssesssssesssseesssees 9
Typer AV eliMiNQtiONSAIELEN ..........ccoeccueeeeeeiee e eeee ettt ste e e et e e e st e e e sta e e e steaaeesstaeeensees 9

[ Ve [ 0o] NVt = To [N 1] Y U ST 9

1 oLV I 1= PSRRI 9
Effekter v @limiNQtiONSAIELOr...........ccccuueeeeeceiieeeesieee ettt ee e e e ctae e s e st e e e s staaesssrteeasssssnaaenans 9
DISKUSSION ....ciiieuuneiisiiiiiiirenmsssssisiimmesssssssssissiimmeesssssssssssttmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 10

REFERENSER ......cittttiiitiiiiiiiiniiiiiiniiiiiineiiiiieneiiiienesiisienssisiiesssisstesssssstesssssstesssssssesssssssenssssssenasss 14






SAMMANFATTNING

Fodermedelsallergi ar ett tillstind som beror pa att immunsystemet reagerar mot nagot, oftast
ett protein, som normalt sett inte ska utlosa ett immunsvar. De vanligaste symptomen &r
kutana symptom sasom klada, alopeci och otit. Fodermedelsallergi diagnosticeras med hjalp
av en eliminationsdiet med efterféljande provokation och vid diagnos behandlas sjukdomen
genom att undvika det orsakande allergenet. For att inte utveckla fodermedelsallergi maste
hunden eller katten utveckla en oral tolerans mot proteinerna i kosten; misslyckas detta kan
allergi uppsta. Denna uppsats syftar till att sammanfatta den tillgangliga forskningen kring hur
den orala toleransen uppstar, den immunologiska bakgrunden till fodermedelsallergi samt hur
en eliminationsdiet paverkar immunsvaret. Toleransutvecklingen ar beroende av en rad
faktorer bland annat regulatoriska T-celler, IL-10, TGF-B, FcyRIIB pa B-celler, y5T-celler
samt en fungerande normalflora. Det ar accepterat att bland annat tarminflammationer okar
risken for att fodermedelsallergi utvecklas. Vilken typ av immunsvar som ger upphov till
fodermedelsallergi ar fortfarande oklar men det ar sannolikt att en kombination av en typ I-
overkanslighet och en typ IV-Overkédnslighet &r forklaringen till sjukdomen. Hos
fodermedelsallergiska hundar och katter syns en 6kad lymfocytaktivitet i blodet och hos
hundar forekommer ett 6kat antal CD8+ T-celler i huden. Hos andra djurslag, sasom mus, har
ett minskat antal T funnits och i vissa studier &ven en 6kning av antalet mastceller. Vad
géller cytokiner och transkriptionsfaktorer vid fodermedelsallergi finns fortfarande mycket
oklarheter men minskat uttryck av IL-10, TGF-B och Foxp3 kan vara en del av patogenesen.
Majoriteten av de drabbade djuren har en 6kad mangd antikroppar i blodet men om detta &r en
direkt eller indirekt effekt ar fortfarande osékert. En eliminationsdiet kan besta av nya protein-
och kolhydratkallor (novel diet) eller hydrolyserade proteiner och det diagnostiska vérdet av
dessa tycks likvardiga. Trots att de kliniska symptomen forsvinner med hjalp av
eliminationsdieten kvarstar ofta de forhdjda antikroppstitrarna efter avslutad diet. | vissa
studier syns dock en minskad lymfocytaktivitet i blodet efter eliminationsdietens slut. Huden
hos fodermedelsallergiska hundar &r oférdndrad vid jamforelse innan och efter
eliminationsdiet vilket kan bero pa att immunsystemet &r férberett pa nya stimuli fran antigen.
Det behdvs mer forskning for att ta reda pa vilka faktorer som paverkar utvecklingen av
fodermedelsallergi och hur den immunologiska bakgrunden verkligen ser ut.



SUMMARY

Food allergy is a condition characterised by an immune response to an antigen, most often a
protein, which would not normally provoke such an immune response. The most common
clinical signs are cutaneous symptoms such as pruritus, alopecia and otitis. The disease is
diagnosed by use of an elimination diet, followed by a provocation diet. In case of a
diagnosis, the disease is treated by a lifelong exclusion of the offending antigen from the diet.
In healthy individuals, an oral tolerance to the proteins in their diets develops, but if this fails,
allergy may follow. The aim of this thesis is to summarise the available research regarding the
induction of oral tolerance, food allergy and how the immune system reacts to elimination
diets. Induction of oral tolerance is dependent on multiple factors including regulatory T cells,
IL-10, TGF-B, FcyRIIB on B cells, ydT cells and a functional micro flora in the
gastrointestinal tract. It is well accepted that gastrointestinal inflammation increases the
probability of disease. The immunological background remains partly unclear but the disease
is likely to be caused by a combination of type | and type IV hypersensitivity reactions.
Affected dogs and cats have increased lymphocyte reactivity, and an increased number of
CD8+ T cells have been found in the skin of affected dogs. In other species, such as mice,
studies have shown a decreased number of Tq cells and occasionally an increased number of
mast cells. Another part of the pathogenesis of food allergy may be decreased expressions of
IL-10, TGF-B and Foxp3. Most affected animals show higher numbers of antibodies in their
serum but whether this represents a direct action on B cells or is mediated via T cells remains
unclear. An elimination diet may consist of novel sources of proteins and carbohydrates or of
hydrolysed protein and the diagnostic value between these options are similar. Most often,
despite the loss of clinical signs, the increased numbers of antibodies in the blood remains
unaffected by an elimination trial. Some studies, however, have shown a decreased
lymphocyte activity. The elimination trial did not affect the cell infiltrate, cytokines or
transcription factors in the skin of affected dogs, which may indicate that the skin remains
primed towards an allergic reaction. More research is needed to identify the true mechanisms
behind food allergy in dogs and cats.



INLEDNING

Fodermedelsallergi innebé&r att immunsystemet aktiveras av en substans som normalt sett inte
utléser nagot immunsvar och som tillfors individen med fodan. Termen fodermedelsallergi
innefattar inte andra typer av negativa effekter av foder sdsom fodermedelsintolerans eller
intoxikationer eftersom immunsystemet inte ar inblandat i dessa (Gaschen & Merchant 2011).

Allergi mot fodermedel ar en relativt vanlig diagnos hos hund och katt och tillstdndet har i
studier visat sig forklara ca 7-25 % av de hundar som uppvisar dermatologiska symptom
(Chesney 2002; Picco et al. 2008; Proverbio et al. 2010) samt ca 6 % av dermatitdrabbade
katter (Vogelnest & Cheng 2013). De vanligaste substanserna som orsakar fodermedelsallergi
ar proteiner (Kennis 2006). Hos bade hund och katt ar de vanligaste ravarorna att orsaka
sjukdomen notkott och mjolkprodukter. Hos hund &r ocksa kyckling en vanlig allergen medan
fisk oftare orsakar allergi hos katt (Roudebush 2013).

De vanligaste kliniska symptomen en hund eller katt uppvisar ar hudsymptom sa som klada,
otit, pyoderma och alopeci samt gastrointestinala symptom som diarré eller krakningar
(Chesney 2002; Picco et al. 2008; Proverbio et al. 2010; Vogelnest & Cheng 2013); dock &r
gastrointestinala symptom ovanligare &n hudsymptom (Veenhof et al. 2012). Eftersom
symptomen till stor del liknar de som férekommer vid atopisk dermatit ar det ofta mycket
svart att skilja dessa sjukdomar at enbart baserat pa den kliniska bilden (Veenhof et al. 2012).
Diagnos av fodermedelsallergi sker med hjalp av en eliminationsdiet med en efterféljande
provokation med det tidigare fodret (Gaschen & Merchant 2011). Pavisas fodermedelsallergi
behandlas djuret genom undvikande av det orsakande allergenet (Kennis 2006).

Eftersom fodermedelsallergi ar en sa pass vanlig sjukdom och orsakar lidande for drabbade
djur &r det en viktig sjukdom att forsoka bekdmpa. Dock ar den immunologiska bakgrunden
fortfarande till stor del ok&nd. Denna uppsats syftar darfor till att sammanfatta den tillgangliga
forskningen kring den immunologiska bakgrunden till fodermedelsallergi hos hund och katt.
Aven immunologiska forandringar efter eliminationsdiet kommer att behandlas. For att forsta
hur sjukdomen uppstar &r det ocksa viktigt att kanna till hur de flesta djur faktiskt undkommer
sjukdomen, genom utveckling av oral tolerans, och denna uppsats behandlar darfoér dven
detta.

MATERIAL OCH METODER

I litteratursokningen har databaserna Pubmed och Web of Science anvénts. S6korden har varit
”Food allergy” OR ”Adverse food reactions” OR “Food hypersensitivity” OR “Oral
tolerance” samt “dog” OR “dogs” OR “canine” OR “cat” OR “cats” OR “feline”. Aven
utvalda artiklars referenslistor har anvants i s6kningen samt Elseviers funktion ”recommended
articles”.



LITTERATUROVERSIKT
Induktion av oral tolerans

Som tidigare ndmnts utgor olika proteiner de vanligaste orsakerna till fodermedelsallergi.
Proteiner ar dock en nddvandig del i hundens och kattens kost. Darfér behodver kroppen
utveckla en tolerans mot proteinerna (Chehade & Mayer 2005). Vilka mekanismer som ligger
bakom toleransutvecklingen ar till viss del fortfarande okanda, dock ar en del av bakgrunden
klarlagd.

Antigenpresentation

For att utveckla tolerans maste immunsystemet avgora vilka antigen som ska accepteras och
vilka som ska utldsa ett immunsvar. De antigen som nar gastrointestinalkanalen maste darfor
processas av kroppen for att avgora om tolerans eller sensibilisering ska uppsta. For att denna
processning ska kunna genomforas maste antigenet tas upp fran lumen vilket kan ske pa flera
satt. Ett satt ar med hjélp av sa kallade M-celler som finns i tarmens epitel. M-cellerna kan ta
upp antigen fran tarmen och leverera dem till underliggande Peyerska plack (PP). I PP kan
antigenen tas upp av dendritiska celler (DC) som i sin tur kan presentera antigenen for en
lymfocyt via Major Histocompatibility Complex klass Il (MHC 11) (Chehade & Mayer 2005).
Antigen kan ocksa tas upp via utskott pa en underliggande DC, direkt mellan epitelceller om
en skada i tight junctions foreligger eller i vissa fall direkt i epitelcellerna (Figur 1) (Veenhof
etal. 2012).

Efferant

hrmphatic

Nature Reviews | Immunclogy

Figur 1. Upptag och presentation av antigen i tarmen. Anvands med tillatelse fran Prof Allan
Mowat (Mowat, 2003).



Lag- och hogdostolerans

Oral tolerans kan utvecklas pa tva olika satt, genom hdgdostolerans eller lagdostolerans.
Hogdostolerans kan i sin tur utvecklas genom antingen anergi eller apoptos av T-celler. T-
cellen blir anergisk om bindning mellan ytmolekylerna CD80/86 pa DC och CD28 pa T-
cellen, dven kallad costimulering, uteblir. Apoptos induceras istéllet genom bindning mellan
CD95 pa T-cellen och CD95L pa DC (Chehade & Mayer 2005). Viney et al. (1998) visade att
DC i tarmen under normala forhallanden uttrycker mycket laga nivaer av CD80/86. Vid
inflammatoriska tillstdnd kan DC i tarmen dock uppreglera CD80/86 och darmed bidra till
fullstandig aktivering av T-celler (Chehade & Mayer 2005).

Nar en individ utsatts for laga doser av ett antigen kan tolerans, till skillnad fran ovan
beskrivna hogdostolerans, uppsta pa grund av en uppreglering av de regulatoriska T-cellerna.
Regulatoriska T-celler kan delas in i tre grupper; Ty3-celler, Tri-celler samt CD4+CD25+
celler, aven kallade Ty (Chehade & Mayer 2005). Ty3-celler kan producera Transforming
Growth Factor-p (TGF- ) och en del av dem kan &ven uttrycka Foxp3, Tr;-celler producerar
stora mangder Interleukin (IL)-10 medan Ty Som uttrycker Foxp3 fungerar nedreglerande pa
Th2-celler (Veenhof et al, 2012). Just IL-10 och TGF-B har visat sig vara tva viktiga cytokiner
i utvecklingen av tolerans. I en studie pd hund av Zemann et al. (2003) gavs antigen enligt ett
protokoll for att studera om tolerans utvecklades. De fann lagre Immunoglobulin (Ig)E- och
IgG-nivaer samt hogre nivaer av IL-10 och TGF- B hos de valpar dir toleransutveckling hade
skett vilket tyder pa vikten av dessa cytokiners bidrag till den orala toleransen. TGF-B ir
ocksa en faktor i antikroppsswitchen mot produktion av IgA som kan vara en viktig del av
den orala toleransen (Faria & Weiner 2005).

Faktorer som paverkar den orala toleransen

Det finns manga faktorer som paverkar huruvida ett protein orsakar allergi eller tolerans.
Untersmayr et al. (2003) visade att mdss som behandlades med syraneutraliserande
ladkemedel, antacida, och sedan utfodrades med bland annat kaviarprotein utvecklade allergi
mot dessa proteiner. Kontrollgruppen, som i forsoket utfodrades med samma proteiner men
utan behandling med antacida, utvecklade istéllet en tolerans mot proteinerna. Andra faktorer
som kan paverka ar om antigenet ar 16sligt eller inte samt olika individskillnader (Chehade &
Mayer 2005).

En viktig receptor for toleransutveckling har visat sig vara Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
(CTLA-4) pa T-cellen vilken &r en receptor med mycket hog affinitet for CD80/86 pa DC.
Mdoss som saknar CTLA-4 har i studier dott mycket tidigt och nér receptorn blockerats med
antikroppar har mossen snabbt utvecklat autoimmuna sjukdomar. Detta tyder pa att en
bindning mellan CD80/86 pa DC och CTLA-4 pa T-cellen ger en inhibitorisk signal till T-
cellen (Walker 2013). Trots den hoga affiniteten mellan CTLA-4 och CD80/86 binder
CD80/86 oftare till CD28 bade in vitro och in vivo (Chen 2004). Detta kan bero pa att CTLA-
4 till storsta delen forekommer intracellulart medan CD28 oftare uttrycks pa cellytan (Walker
2013). CTLA-4 kan ocksa paverka DC genom sa kallad omvénd signalering. Nér interaktion
da sker mellan CTLA-4 och CD80/86 paverkas tryptofanmetabolismen hos DC och detta
minskar i sin tur T-cellsaktiviteten (Chen 2004).
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Sun, J-B. et al. (2013) anvéande transgena moss vilka saknade uttryck av Fcy-receptor-11B
(FCyRIIB), en inhibitorisk 1gG-receptor, pa sina B-celler i en studie av oral tolerans. Studien
visade att mossen hade ett betydligt lagre antal T,y samt att DC inte inducerade T-
cellstolerans lika effektivt. Sammantaget erholl méssen i studien en betydligt sémre tolerans
an kontrollmaossen. Intressant nog aterfick mossen formagan att inducera T-cellstolerans nar
de erholl B-celler frdn mdss utan brist av FCyRIIB. Ke et al. (1997) visade att mdss som
saknar uttryck av yd-receptorer inte utvecklar en normal oral tolerans nar de utsatts for antigen
vilket tyder pa att dven y&-receptorer pa y8T-celler skulle kunna vara viktiga for oral tolerans.
Antalet intraepiteliala y3T-celler i tarmen har hos hund och mus visat sig vara nagot hégre &n
hos manniskor (German et al. 1999).

Huruvida den individuella normalfloran i tarmen paverkar utvecklingen av allergier har
undersokts med nagot varierande resultat (Chehade & Mayer 2005). | en studie av Bashir et
al. (2004) jamfordes transgena maoss som saknade Toll like receptor-4 (TLR-4), en receptor
for lipopolysackarider (LPS), med moss som uttryckte receptorn i normal mangd. De fann
forhojda nivaer av antigenspecifika IgE-antikroppar samt forhojda histaminnivaer hos de
transgena maossen efter oral administrering av antigen. Efter att de icke transgena mdssen
behandlats med antibiotika fick de liknande svar som de transgena mdssen efter
administrering av antigen, vilket visar pa normalflorans effekt pa den orala toleransen.

Att gastrointestinala inflammationer kan paverka den orala toleransen visades en i studie av
Guilford et al. (2001). I studien undersoktes 55 katter med kroniska gastrointestinala problem
med avseende pa forekomst av fodermedelsallergi. 16 av dessa katter, vilket motsvarar 29%,
diagnosticerades som fodermedelsallergiker med hjélp av eliminationsdiet. Ytterliggare elva
katter fick forbattrade kliniska symptom av eliminationsdieten, men vid provokationsdiet
aterkom inte symptomen varfor de ej diagnosticerades som fodermedelsallergiker.

Skillnader mellan katter och hundar

Normalt sett aktiverar enterocyter suppressiva CD8+ T-celler som har en hdmmande inverkan
pa immunsystemet och detta skiljer enterocyternas funktion fran de professionella
antigenpresenterande cellerna (APC). Aktiveringen av CD8+ celler sker via CD1d pa
enterocyterna och inte via MHC Il. Vid inflammatoriska tillstand i tarmen kan dock
enterocyterna istéllet aktivera CD4+ Ty-celler vilket sker med hjalp av MHC 11 (Chehade &
Mayer 2005). Kattens enterocyter uttrycker inte, till skillnad fran hundens, MHC 1l pa sin yta
varfor kattens enterocyter inte kan fungera som APC for antigen (Stokes & Waly 2006;
German et al. 1998).

Antalet intraepiteliala lymfocyter har hos katt visats vara betydligt hogre &n hos hund. Hos
katt har aven IgM+ plasmaceller pavisats i lamina propria, vilka ej har pavisats hos hund.
(Waly et al. 2001).



Immunsvar vid fodermedelsallergi
Mastceller och histamin

Sun et al. (2013a) jamforde histaminnivaerna i jejunum hos sensibiliserade moss med en
kontrollgrupp. De fann signifikant hogre histaminnivaer hos de sensibiliserade méssen. Aven
nivaerna i serum har visats vara forhojda hos sensibiliserade moss (Sun et al. 2013b).
Histaminnivaerna borjade stiga 2 veckor efter att mossen sensibiliserats och nadde sin topp 4
veckor efter sensibilisering. Dessa tva studier visade att moéss som sensibiliserats med laga
doser antigen hade hogre nivaer av histamin dan moss som sensibiliserats med en hogre dos
antigen. De som sensibiliserats med den hdgre dosen hade inte signifikanta skillnader i
histaminnivaer jamfort med den icke-sensibiliserade kontrollgruppen.

| en studie av Ishida et al. (2003) studerades de antigenspecifika serumhistaminnivaerna hos
atta hundar som genom eliminationsdiet diagnosticerats som fodermedelsallergiker. Fyra av
de atta hundarna hade héga histaminnivaer men de fann endast en svag korrelation mellan
hoga histaminnivaer och positivia resultat i IgE- samt intradermala test.

Hur antalet mastceller i lamina propria och bindvaven i tarmen paverkas vid
fodermedelsallergi studerades av Perrier et al. (2010). De sensibiliserade moss med proteinet
ovalbumin (OVA) kopplat till ett adjuvans och jamforde antalet mastceller som aterfanns i
tarmen med icke sensibiliserade kontrollméss samt en annan grupp kontrollméss som utsatts
enbart for adjuvans. De sensibiliserade moéssen hade ett lindrigt okat antal mastceller, bade i
lamina propria och i bindvaven, jamfért med de bada kontrollgrupperna. Trots att endast en
liten 6kning kunde ses visade hélften av de sensibiliserade mdssen symptom pa allergi nar de
ater utsattes for allergenet.

Mastceller har ocksa studerats i huden hos fodermedelsallergiska hundar. Veenhof et al.
(2011) visade att mastceller forekom i varierande mangd i hudomraden med lesioner (LS)
medan de forekom i liten mangd i hud fran drabbade hundar dar lesioner inte forekom (NLS).

Lymfocyter

Hur T-celler &r involverade i fenomenet fodermedelsallergi ar utrett i ett antal studier. Li et al.
(2014) undersokte vilka roller Ty17 och Treg spelade hos mdss som sensibiliserats mot p-
laktoglubulin. De sensibiliserade mdssen hade en signifikant hogre kvot mellan Ty17 och Tyeg
i sin mjalte jamfort med kontrollgruppen. Aven antalet av dessa celler skiljde sig signifikant
mellan grupperna dar Ty17 och Treq var betydligt hogre respektive lagre hos de sensibiliserade
massen.

| en studie sensibiliserades moss med tva olika proteiner fran soja och mossen visade da ett
hdgre antal CD4+ T-celler i lamina propria &n kontrollméssen. Antalet CD8+ T-celler skiljde
sig dock inte mellan sensibiliserade mdss och kontrollgruppen (Sun et al. 2013a). Veenhof et
al. (2010) jamforde T-cellsaktiviteten i duodenum hos friska hundar med hundar som
diagnosticerats med fodermedelsallergi. De fann inga signifikanta skillnader mellan
grupperna.



Veenhof et al. (2011) studerade T-celler i olika hudlager hos fodermedelsallergiska hundar,
bade i LS och NLS. De visade att epidermis i LS inneholl ett hogre antal CD8+y3TCR+ T-
celler &n epidermis hos kontrollhundar, som alltsa ej var fodermedelsallergiker. | dermis i LS
fanns istallet ett oOkat antal CD3+CD8+ och CD8+afTCR+ T-celler jamfort med
kontrollhundar. Overlag varierade antalet T-celler mycket mellan olika individer.

Tva studier har undersokt systemiskt lymfocytsvar hos fodermedelsallergiska hundar
respektive katter med hjalp av ett lymfocytstimuleringstest (Ishida et al. 2004, 2012).
Gruppen fann att fodermedelsallergiska hundar och katter manga ganger hade ett storre
lymfocytsvar &n normalt. | en annan studie undersokte Sun et al. (2013b) det systemiska T-
cellssvaret hos moss genom att studera celler fran djurens mjalte. | denna studie visades att de
mdss som sensibiliserades med 0,1 eller 1 mg antigen per dag hade signifikant hdgre T-
cellssvar an de méss som fatt saltlésning eller 10 mg antigen/dag.

Cytokiner och transkriptionsfaktorer

Veenhof et al. (2011) studerade genuttryck hos hundar med konstaterad fodermedelsallergi
med avseende pa bland annat cytokiner och transkriptionsfaktorer i huden. | LS uttrycktes
mer SOCS-3, I1L-13 och Interferon-y (IFN-y) an i NLS. IL-4 och Foxp3 var forhéjda i bade
LS och NLS jamfort med huden hos kontrollhundar som ej visade tecken pa sjukdom (CS).
IL-13 tenderade dven att vara nagot forhojd i NLS jamfort med CS men denna skillnad var
inte signifikant.

Moss som sensibiliserats med 0,1 eller 1,0 mg antigen fran soja per dag uttryckte mer IL-4,
IL-5 och IFN-y i celler fran mjalten d4n mdss som ej utsattes for antigen eller fick 10 mg
antigen per dag (Sun et al. 2013b). Nar RNA fran jejunum istallet studerades hos
sensibiliserade madss aterfanns hogre uttryck av I1L-4 och IFN-y samt lagre uttryck av IL-10
och TGF-B jamfort med kontrollméss (Sun et al. 2013a).

Li et al. (2014) studerade uttrycket av transkriptionsfaktorer och cytokiner i mjéltceller hos
moss allergiska mot ett protein forekommande i mjolk. Mdssen uttryckte hogre nivaer IL-
17A, IL-6 och RORyt medan de uttryckte lagre nivaer av Foxp3 samt TGF-B. En annan studie
visade hogre uttryck av IL-5, IL-13, IL-10, IFN-y och IL-17 i mjélte och mesenteriska
lymfknutor hos mdss som sensibiliserats mot OVA (Perrier et al. 2010).

Antikroppar

Jackson et al. (2003) studerade IgE-nivaerna i serum hos hundar med allergi mot soja och
majs. Nar hundarna utsattes for provokation i form av majsstarkelse, hel majs och soja 6kade
de totala IgE-nivaerna i serum. Forfattarna fann ingen skillnad i antigenspecifika IgE-nivaer
beroende pa om hunden utsatts for majs, majsstarkelse eller soja utan samtliga IgE-nivaer
hojdes oavsett vilket antigen som hunden provocerats med.

| en studie av Perrier et al. (2010) sensibiliserades mdss med OVA och de visade sig ha hogre
serumnivaer av antigenspecifika IgE, 1gG1, IgG2 och IgA an mdss som inte sensibiliserats.
8



De hade dven hogre nivaer av sekretoriska IgA i feces an kontrollméssen. | andra musstudier
har hogre IgA-halter i tarmen pavisats (Sun et al. 2013a) samt hdgre serumnivaer av IgE,
1gG1 och 1gG2 hos mdss som sensibiliserats mot olika proteiner (Sun et al. 2013b).

Eliminationsdieter
Typer av eliminationsdieter

Hydrolyserade dieter

Hydrolysering &r en metod som anvénts under lang tid pa humansidan for att minska
allergeniciteten hos proteiner. Med hydrolysering menas att klyva proteiner till kortare
peptidkedjor och aminosyror och teorin ar att kortare peptidkedjor inte kan korsbinda tva
stycken Fce-receptor-1 (FceR1) pa en mastcell och darmed inte orsaka en degranulering av
mastcellen (Cave 2006).

Novel diets

Ett alternativ till hydrolyserade proteiner &r att anvanda ravaror som hunden eller katten ej
tidigare utfodrats med, och darmed sensibiliserats mot. Ett sadant foder kan antingen vara
kommersiellt tillagat eller ett av djurégaren tillagat foder (Loeffler et al. 2006). Ska en novel
diet anvandas som elimination ar det viktigt att ha i atanke de korsreaktioner som kan ske
mellan olika proteiner (Gaschen & Merchant 2011).

Effekter av eliminationsdieter

Huruvida det foreligger nagon skillnad i resultat av en eliminationsdiet bestdende av
hydrolyserade proteiner eller en hemlagad novel diet undersoktes av Loeffler et al. (2006). De
utforde en retrospektiv studie av 181 hundar med tecken pa klada. De fann inga skillnader
mellan det diagnostiska vardet mellan dieterna.

T-cellsinfiltrat och genuttryck av cytokiner och transkriptionsfaktorer i huden pa hundar
drabbade av fodermedelsallergi jamfordes av Veenhof et al. (2011). Nivaerna jamfordes innan
och efter att hundarna utfodrats med en eliminationsdiet under 8 veckor bestaende av en
hemlagad kost, novel diet. De fann inga skillnader i nagon av dessa immunologiska
parametrar fore jamfort med efter eliminationsdieten, trots att hundarna efter
eliminationsdieten blivit symptomfria.

Ishida et al. (2004) undersokte, med hjalp av ett lymfocytstimuleringstest, lymfocytaktivitet i
serum hos fodermedelsallergiska hundar. Hundarna utfodrades med en eliminationsdiet
bestaende av hemlagad novel diet, kommersiell novel diet eller hydrolyserat foder under tre
till atta veckors tid. Lymfocytaktiviteten i serum var lagre hos hundarna efter
eliminationsdieten och dven dessa hundar blev helt symptomfria.

Nivaerna av antigenspecifika IgE-, och IgG-halter i serum undersoktes i en studie av Zimmer
et al. (2011). Hundarna utfodrades med en eliminationsdiet under atta till tio veckor.
Eliminationsdieten bestod antingen av en novel diet, hemlagad eller kommersiell, eller ett



hydrolyserat, kommersiellt foder. Varken 1gG-nivaer eller IgE-nivaer férandrades med hjalp
av eliminationsdieten, dock blev de flesta hundarna symptomfria under elimnationstiden.

Ricci et al. (2010) undersokte om hundar som var kansliga for kycklingprotein tolererade
hydrolyserad kyckling samt hydrolyserad soja. De tolv hundarna utfodrades forst med hel
kyckling for att sedan antingen utfodras med hydrolyserad kyckling eller hydrolyserad soja.
Efter den forsta hydrolysdieten fick de istallet 4ta den andra hydrolyserade dieten. Pa sa vis
fick samtliga hundar &ta samtliga dieter. Hos elva av de tolv hundarna forbéattrades de kliniska
symptomen avsevart av den hydrolyserade dieten jamfort med dieten innehallande hel
kyckling medan en hund fick forvarrade symptom. | studien méttes dven antigenspecifika
IgE- och 1gG-nivaer. IgE-nivaerna lag mycket lagt, ofta under detektionsniva, hos alla hundar
i studien, bade innan och efter eliminationsdiet. Det fanns ingen signifikant skillnad i 1gG-
nivaer hos hundarna fore respektive efter eliminationsdieten. Daremot fann forfattarna i vissa
fall en 6kning av sojaspecifika IgG-antikroppar hos hundar som utfodrats med hydrolyserad
kyckling.

Antigenspecifika IgE-nivaer har dven undersokts av Olivry et al. (2007). | denna studie
utvéarderades ett foder (Aminoprotect care) bestdende av aminosyror, potatisprotein och
majsstarkelse med hjalp av hundar med en genetisk predisposition for foderinducerad
dermatit. Hundarna undersoktes med avseende pa kliniska symptom samt serumnivaer av
cirkulerande CCR4+ Ty-celler, aktiverade Ty-celler och antigenspecifika IgE-antikroppar. De
Kliniska symptomen forbattrades avsevart nar hundarna utfodrades med Aminoprotect Care
jamfért med en kontrolldiet med tillsatt majs, vilket hundarna tidigare reagerat mot.
Forfattarna fann dock inga skillnader i nivaer av antigenspecifika IgE-nivaer i serum hos
hundarna vid jamforelse innan och efter utfodring med APC. Inte heller nivaerna av
cirkulerande CCR4+ Ty-celler eller aktiverade Ty-celler foradndrades signifikant, dock
tenderade bada dessa parametrar att vara nagot lagre efter utfodring med APC.

DISKUSSION

Normalt sett skyddar utveckling av oral tolerans individen fran att utveckla
fodermedelsallergi. Nar den orala toleransen bryts kan dock allergi uppsta. Vilka faktorer som
paverkar den orala toleransen ar till viss del fortfarande okanda. Kant ar dock att en
inflammation i tarmen paverkar mottagligheten for fodermedelsallergi. | studien av Guilford
et al. (2001) pavisades en prevalens av fodermedelsallergi om 29 % hos katter med
gastrointestinala storningar. Denna prevalens ar mycket hog och det kan tyda pa att katter
med gastrointestinala stérningar oftare drabbas av allergi an katter utan tarmstérningar. En
annan forklaring till dessa hoga vérden kan vara att exklusionskriterierna i studien uteslot
manga katter med andra diagnoser och darmed kan siffrorna vara snedvridna.

Varfor en inflammation i tarmen okar risken for fodermedelsallergi &r inte klarlagt men det
finns ett flertal teorier kring bakomliggande orsaker. En teori bygger pa involveringen av DC
I utvecklingen av tolerans. Som tidigare namnts & DC i tarmen normalt sett vilande och
uttrycker mycket laga mangder av bland annat CD80/86 och darfor blir T-cellen anergisk eller
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apoptotisk. Vid ndrvarande inflammatoriska stimuli, exempelvis LPS, uppregleras dock
CD80/86 pa DC (Viney et al. 1998) och torde darfor kunna bidra till en forlorad tolerans
genom fullstandig aktivering av T-celler. En ¢kad permeabilitet i tarmen pa grund av
exempelvis inflammation eller parasiter skulle ocksa det kunna vara en forklaring till en
forlorad tolerans. Marsvin som sensibiliserats med mjolk och som samtidigt hade en
inflammation i tarmen hade betydligt hdgre allergimarkorer i blodet, exempelvis histamin och
IgE (Fargeas et al. 1995). Detta skulle kunna bero pa att dessa marsvin ocksa hade en
betydligt hogre permeabilitet i tarmen an marsvinen fran en kontrollgrupp och pa sa sétt
kunde en hdgre andel antigen passera tarmvéggen pa ett patologiskt sétt. Aven infektion med
Candida albicans har visat sig paverka mottagligheten for fodermedelsallergi. Mdss som
infekterats med Candida hade signifikant hogre permeabilitet i tarmen och &ven okade nivaer
av IgE och IgG-antikroppar i blodet & moss som ej var infekterade med Candida (Yamaguchi
et al. 2006). Dessa studier tyder pa att en 6kad permeabilitet i tarmen 6kar mottagligheten for
fodermedelsallergi. En tredje forklaring skulle kunna innefatta enterocyter som
antigenpresenterande cell. Eftersom enterocyterna vid inflammation kan aktivera Ty-celler via
MHC 11 istallet for suppressoriska CD8+ celler (Chehade & Mayer 2005) skulle detta kunna
leda till en hamning av den orala toleransen. Katters enterocyter uttrycker dock inte MHC 1I
pa sin yta (Stokes & Waly 2006) varfor detta inte kan appliceras pa katter. Detta skulle kunna
innebara att katter ar mindre benéagna att utveckla allergi pa grund av inflammation i tarmen
an vad hundar &r. I studien av Sun et al. (2013a) aterfanns fler CD4+ T-celler i lamina propria
hos sensibiliserade moss vilket skulle kunna forklaras av en inflammatorisk process som lett
till en aktivering av CD4+ celler snarare an CD8+ celler av enterocyterna.

Att toleransutveckling bygger pa en administration av laga eller hoga doser av antigen visas i
studien av Sun et al. (2013b). Dessa mdss utvecklade en allergi mot sojaproteiner nédr de
administrerades i mangderna 0,1 samt 1 mg/dag men inte nar de administrerades i 10 mg/dag
vilket tyder pa att en hogdostolerans har uppstatt. Sammanfattningsvis finns fortfarande
manga oklarheter inom toleransutvecklingen och helhetshilden &r annu inte kand trots att
manga faktorer som paverkar, exempelvis regulatoriska T-celler, 1L-10, TGF-B, FcyRIIB och
yoT-celler, numera &r kdnda.

Vilket immunsvar som uppkommer vid fodermedelsallergi ar fortfarande mycket osékert. Hos
manniska beror foédodmnesallergi till stor del av en typ I-6verkanslighet som karakteriseras av
bland annat forhojda halter av IgE, mastceller och eosinofiler (Bischoff & Crowe 2005). Hos
hundar &r det dock osédkert om typ I-Gverkénslighet ar den bakomliggande orsaken da
serumtester for antigenspecifika IgE och IgG-nivaer har visat sig ha mycket lag sensitivitet
(Betlehem et al. 2012). Den immunologiska bakgrunden till fodermedelsallergi skulle istéllet
kunna vara en typ IV-Overkénslighet, &ven kallad fordrojd overkanslighet. Att typ IV-
overkanslighet ar atminstone en del av forklaringen till fodermedelsallergi styrks av att
lymfocytaktiviteten hos bade hundar och katter ar forhojda vid provokation av kansliga djur
(Ishida et al. 2004 resp 2012). Aven i huden har T-cellsaktiviteten visades vara hogre hos
drabbade hundar &n hos kontrollhundar (Veenhof et al. 2011).
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For att undersdka huruvida en typ I-6verkanslighetsreaktion kan vara en del av patogenesen
kring fodermedelsallergi har flera studier undersokt nivaerna av antikroppar i serum. Ofta
studeras antigenspecifika antikroppar for att resultatet ska bli sa tillforlitligt som mojligt. Ett
intressant resultat av Jackson et al. (2003) ar att inte bara de totala nivaerna av IgE i serum
hojdes efter provokation med antigen utan sa skedde dven med de antigenspecifika IgE-
nivaerna, oavsett vilket antigen som administrerades. Detta skulle kunna vara en effekt av
korsreaktivitet men eftersom de tva proteinerna ar sa pass olika varandra ar detta mer
osannolikt. En mer trolig forklaring kan vara att IgE-antikropparna uppkommer av en T-
cellsaktivering som i sin tur ger en generell B-cellsaktivering och darmed flera olika typer av
antigenspecifika IgE snarare dn en direkt aktivering av specifika B-celler. Detta resultat tyder
pa att IgE-antikropparna inte harror fran en typiskt typ I-overkanslighet. Aven resultaten fran
studien av Ricci et al. (2010) skulle kunna ge stéd till denna hypotes da vissa av hundarna fick
forhojda halter av antigenspecifika antikroppar mot andra antigen &n de som de provocerades
med. | studier av Perrier et al. (2010) och Sun et al. (2013b) fann forskarna hogre nivaer av
antigenspecifika antikroppar mot OVA respektive sojaproteiner, men i dessa studier var
mossen enbart sensibiliserade mot ett antigen varfor det inte gar att dra nagra slutsatser om
dessa hojda halter beror pa en direkt eller en indirekt B-cellsaktivering. Sammantaget skulle
resultaten som pekar mot en typ I-6verkanslighet egentligen kunna vara en effekt av en typ
IV-6verkénslighet. Rollen av mastceller och histamin, som traditionellt &r involverade i typ I-
overkanslighet, ar fortfarande oklar da studierna till stor del gar isr.

| huden pa fodermedelsallergiska hundar fann forfattarna till en studie ett 6kat antal CD8+ T-
celler jamfoért med kontrollhundar. Dessa celler verkar vara viktiga for patogenesen vilket
skiljer sig fran det som hittats i studier pa hundar med atopisk dermatit som ju ar mycket likt
fodermedelsallergi rent kliniskt (Veenhof et al. 2011). CD8+ celler kan vara antingen
cytotoxiska T-celler eller suppressoriska T-celler och vilken grupp de funna cellerna tillhor &r
oklart. Férhojda halter av IFN-y skulle kunna tyda pa att de CD8+ cellerna ar cytotoxiska T-
celler da IFN-y tillhér Tyl-cytokinerna vilka kan rekrytera cytotoxiska T-celler. De Gvriga
cytokinerna som uttrycktes i LS (IL-13 och IL-4) hos hundarna kan tillverkas av Ty2-celler
och detta tyder pa att LS har en blandad Tx1/Tx2-cytokinprofil (Figur 2). Eftersom NLS
uttryckte laga nivaer av IFN-y tyder resultaten pa att NLS ar mindre Tyl-riktat &n LS
samtidigt som uttrycket av IL-4 & till viss del IL-13 tyder pa att huden &r primad att bli LS
trots avsaknad av kliniska tecken. Cytokin- och transkriptionsfaktorsprofilen férandrades inte
av eliminationsdiet, trots att samtliga hundar blev symptomfria vilket ocksa kan betyda att
huden hos fodermedelsallergiska hundar &r forberedd att utséttas for nya antigen. | bade LS
och NLS var uttrycket av Foxp3 forhojt jamfort med CS. Detta resultat ar nagot ovantat da
Foxp3 tillhdr de regulatoriska transkriptionsfaktorerna och skulle darmed kunna forvéntas
vara mindre uttryckt i LS och NLS (Figur 2). Det ar mojligt att dessa forhojda nivaer beror pa
att immunsystemet forsoker inhibera immunsvaret i huden men att det inte ar tillrackligt
starkt.
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Figur 2. Schematisk bild av regleringen av T-cellspopulationen. Dock ar denna studie utford
Anvands med tillatelse fran Prof Dr Victor PMG Rutten (Veenhofetal. pa moss vilket gor att
2012)). resultatet kan skilja sig fran

hund och katt.

Det &r val ké&nt att IL-10 och TGF-B ar viktiga faktorer for induktion av oral tolerans
(Chehade & Mayer 2005). Detta bekraftas av resultatet fran Sun et al. (2013a) dar de
sensibiliserade mossen hade lagre uttryck av just dessa tva cytokiner och ett hogre uttryck av
IL-4 och IFN-y i jejunum samt studien av Zemann et al. (2003) som fann 6kade nivaer TGF-
och IL-10 hos valpar som utvecklat tolerans. Perrier et al. (2010) hittade dock hogre nivaer
IL-10 hos sensibiliserade mdss men diskuterar inte majliga orsaker till detta da de
klassificerar IL-10 som en Ty2-cytokin snarare an en immunosuppressiv cytokin. Att IL-10
hittats i forhojda nivaer i en studie och sénkta nivaer i en annan skulle kunna bero pa att
mossen sensibiliserats pa olika vis samt att olika delar av djuren provtagits. Det ar fortfarande
osakert vilken exakt roll IL-10 spelar i patogenesen bakom fodermedelsallergi och det
behdver goras mer forskning for att utreda detta.

Ett problem med forskning pa fodermedelsallergi ar diagnostiken da eliminationsdiet idag
riknas som “gold standard”. En hund eller katt som far forbattrade kliniska symptom under en
eliminationsdiet och som aterfar symptom under provokation anses vara fodermedelsallergisk
(Kennis 2006). Eftersom det inte finns nagon annan tillforlitlig diagnostik ar det svart att
utvardera denna standard. Ett stort problem med denna diagnostik ar att det kan vara svart att
erhalla en god djurdagarcompliance vilket ar en forutsattning for korrekt diagnostik. Som
Loeffler et al. (2006) visade verkar det diagnostiska vérdet av en kommersiell diet inte skilja
sig namnvart fran hemlagade. Det ar dock mojligt att compliance fran djuragaren kan vara
béttre nar eliminationsdieten bestar av ett kommersiellt foder da djuragaren da slipper tillaga
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maten sjalv vilket minskar arbetsbordan och risken for kontamination. Ett problem med
hydrolyserade dieter kan vara en minskad smaklighet (Cave 2006) medan ett vanligt problem
med hemlagade dieter &r en obalans mellan naringsamnen (Kennis 2006).

Det finns idag ett flertal kommersiella, hydrolyserade dietfoder pa marknaden. Som beskrivits
i litteraturGversikten ar teorin bakom hydrolyseringsprocessen att en minskad storlek pa
peptidkedjorna omojliggér en korsbindning pa FceR1 pa mastcellen. Dock forutsétter denna
teori att den bakomliggande orsaken till fodermedelsallergi & en typ |-
overkanslighetsreaktion och det blir alltmer osékert om sa ar fallet. Hydrolyseringen skulle
dock kunna fungera dven om en typ [IV-Overkanslighetsreaktion ligger bakom
fodermedelsallergin da det & mojligt att de epitoper som orsakar allergin kan forstéras av
hydrolyseringen. Det kan dock oavsett vara en fordel att valja ett hydrolyserat foder som inte
innehaller en proteinkalla som hunden eller katten tidigare reagerat mot, aven om den é&r
hydrolyserad, da en liten del av proteinerna kan ga igenom processen opaverkade.

Trots en forbattring av kliniska symptom har serumnivaerna av olika antikroppar varit i stort
sett oforandrade efter en eliminationsdiet (Zimmer et al. 2011; Ricci et al. 2010; Olivry et al.
2007). Detta resultat kan ha olika forklaringar. I studien av Olivry et al. (2007) fick hundarna
bara &ta varje diet i 5 dagar vilket forfattarna diskuterar kan vara for kort tid for att detektera
nagra skillnader. Denna teori far stod av att lymfocytaktiviteten sjonk efter
eliminationsdieten, men inte tillrackligt for att fa signifikanta skillnader samt att Ishida et al.
(2004) visade att lymfocytaktiviteten sjonk efter eliminationsdiet. De uteblivna
forandringarna i serum skulle ocksa kunna forklaras av att de biokemiska metoderna inte
fungerade optimalt eller att antikropparna forblir hoga efter eliminationsdiet for att
immunsystemet ar forberett for nya antigen.
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