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SAMMANFATTNING

Inflammatory bowel disease (IBD) &r ett samlingsnamn for en grupp inflammatoriska
tarmsjukdomar och en av de vanligaste orsakerna till kroniska mag-tarmsymtom hos hund.
Orsakerna till IBD &r inte helt faststédllda men tarmslemhinnans immunférsvar, bakterieflora,
genetiska faktorer och miljéfaktorer anses vara centrala for tillstandet. En av de mest utbredda
uppfattningarna &r att sjukdomen uppkommer som ett resultat av bristande immunologisk
tolerans som gor att immunforsvaret felaktigt gar till attack mot harmlosa antigen.

Syftet med den hér litteraturstudien var att undersoka vilken roll Pattern recognition receptors
(PRRs) har i IBD, hur tarmbarridren paverkar risken fér sjukdomen, vilka férandringar av
tarmfloran som setts hos IBD-hundar och hur floran paverkar sjukdomsuppkomst.

Litteraturen menar att en defekt tarmbarridr &r en av de nyckelfaktorer som hor ihop med
IBD. Okad permeabilitet i tarmen kan Oka exponeringen, och darmed interaktion, mellan
antigen och immunférsvar vilket inducerar inflammation. Oavsett om en defekt tarmbarriér
uppkommer som en effekt av sjukdomen eller om det &r en direkt orsak till IBD sa &r det
troligen viktigt for att det ska bli kroniskt. Flera studier har &ven kopplat IBD till andrat
uttryck av PRRs. Ett Okat uttryck av receptorerna anses kunna Oka interaktionen mellan
tarmflora och immunférsvar vilket kan trigga immunférsvaret. Ocksa singel nucleotid
polymorfism’s i gener som kodar for PRRs har satts i samband med IBD. Dessa mutationer
har visats leda till andrad struktur hos receptorerna vilket i sin tur tros kunna paverka deras
funktion och tarmens kénslighet fér antigen. Studier som berdr tarmfloran hos IBD-hundar
har kommit fram till divergerade resultat. Alla studier visar dock pa nagon typ av forandring
av floran och en okning av Proteobacteria verkar vara genomgaende. Den kommensala
tarmfloran &ar viktig for att tarmens immunsystem ska utvecklas normalt, paverkar
immunreglering, kan ge ndring till enterocyter och forhindra kolonisation av patogena
organismer. Samtidigt delar den kommensala floran flera strukturer med patogena
organismer. Dessa strukturer kan inducera immunreaktioner och eftersom ingen specifik
patogen isolerats hos IBD-hundar har det antagits att det ar strukturer fran kommensaler som
fungerar som den “inflammatoriska triggern” vid IBD.

Stord tarmbarriar, defekt immunsystem (exempelvis felaktiga PRR) och éndrad tarmflora ar
alla faktorer som kan paverka tarmens immunlogiska tolerans. Min slutsats efter denna
litteraturstudie ar att dessa komponenter férekommer i olika omfattning och har olika
betydelse for olika IBD-fall. Eftersom IBD dr ett samlingsnamn for en grupp sjukdomar anser
jag det troligt att det inte finns en patogenes eller en etiologi som stammer in pa alla sjuka
hundar. Jag tror det kan skilja sig IBD-hundar emellan men att de alla har defekter som
sammanlagt leder till en o6nskad tarminflammation.



SUMMARY

Inflammatory bowel disease (IBD) encompasses a group of inflammatory intestinal diseases
and is one of the most common causes of chronic gastrointestinal symptoms in dogs. The
exact cause of IBD is not known but it is believed that the gut immune system, intestine
microbiota, an underlying genetic susceptibility of the host and environmental factors is
important. One of the most established theories is that the disease develops as a result of lost
immunological tolerance leading to an abnormal immune response to harmless antigens.

The aim of this literature study was to investigate the roll of Pattern recognition receptors
(PRRs) in IBD, how the intestinal barrier influence the risk of the disease, what changes of
the intestine microbiota that can be found in sick dogs and how these changes might influence
the genesis of the disease.

According to the literature, an impaired intestinal barrier is one of the key factors for IBD. An
increased permeability in the gut may increase the exposure to antigens and interaction
between antigens and immune system which induces inflammation. Irrespective of whatever
the impaired intestinal barrier is a result of the disease or if it is the direct cause of IBD, it
probably plays an important role in making the condition chronic. Several studies also have
associated IBD with a changed expression of PRR’s. An increased expression of the receptors
is believed to increase the interaction between the gut microbiota and the immune system
which can trigger the immune defense. Additionally singel nucleotid polymorfism’s in the
PRR genes have been associated with IBD. These mutations have been shown to give the
receptors a different structure which in turn may influence their function and the intestinal
susceptibility to antigens. Results from studies about the gut microbiota in dogs with IBD are
diverged. However, all studies show some kind of change of the flora and an increase in
Proteobacteria seems to be a constant feature. The commensal microbiota is important for the
normal development of the gut immune system and can also influence the immune regulation,
provide nutritional support for enterocytes and prevent colonization of pathogens. At the same
time, the commensal and pathogens share many structures. These structures can induce
immunoreactions and because no specific pathogen has been isolated in the IBD-dogs, it has
been considered that structures from the commensals trigger the immune system in I1BD.

Impaired intestinal barrier, disturbed immune system (e.g. incorrect receptors) and changed
gut microbiota may all influence the intestinal immunological tolerance. My conclusion from
this study is that these components occurs in different proportions and have varied importance
in different IBD-cases. Because IBD is a collective term for a group of diseases | assume that
it is not very likely one pathogens or one etiology that applies to all the deceased dogs. |
think it differ between individuals but that they all have defects which together lead to an
undesired intestinal inflammation.



INLEDNING

Inflammatory bowel disease (IBD) &r ett samlingsnamn for en grupp inflammatoriska
tarmsjukdomar (Cerquetella, 2010). Det ar en av de vanligaste orsakerna till kroniska mag-
tarmsymtom hos hund (Suchodolski et al, 2012a) men &ven andra djurslag, daribland
méanniska, kan drabbas (Cerquetella, 2010). Den exakta patogenesen och de bakomliggande
orsakerna till IBD &r inte helt faststédllda (Honneffer, 2014). En av de mest studerade
mekanismerna &r forlorad tolerans (Cerquetella, 2010) dar immunforsvaret inte langre kan
skilja pa patogena- och harmlosa antigen. Forsvaret gar felaktigt till attack mot
foderkomponenter eller den kommensala tarmfloran sa att en kronisk tarminflammation
uppstar (Catchpole & Allenspach, 2012). Eftersom den exakta patofysiologin bakom IBD hos
hund annu ar okand ar sjukdomen svarbehandlad och manga ganger anvands samma
behandlingsstrategier som de som utvecklats inom humanmedicin dar sjukdomen &r mer
utredd. Denna Overforing mellan human- och veterindrmedicin gors trots att artskillnader i
sjukdomsuppkomst &r visad (Cerquetella, 2010) och for utveckling av battre
behandlingsmetoder pa hund skulle mer forskning vara énskvard (Allenspach & Werling,
2008).

Denna litteraturstudie har till syfte att besvara tre huvudsakliga fragestallningar med extra
fokus pa den forsta.

1. Vilken roll har Pattern recognition receptors for uppkomsten av IBD?
2. Hur paverkar tarmbarriaren risken for IBD?

3. Vilka forandringar av tarmflora har setts hos IBD-hundar och hur paverkar de
sjukdomsuppkomsten?

MATERIAL OCH METODER

Litteraturen som berdr IBD &r omfattande och flera olika djurslag drabbas. Detta har gjort att
litteraturstudien har vissa begransningar. Arbetet fokuserar pa IBD hos djurslaget hund och
tar upp de teorier kring sjukdomsuppkomst och utveckling som finns bést beskrivna.

For att hitta artiklar inom @mnet har sokningar gjorts inom databaserna Google Scholar, Web
of Science och PubMed. De forsta sokningarna gjordes med sokfrasen (”inflammatory bowel
disease” OR IBD) AND (canine OR dog OR hound). Sokningen gav flera traffar pa bade
vetenskapliga artiklar och review-artiklar som manga visade sig vara relevanta. Efter
inldsning pd omradet kunde sokningen specificeras och “innate immunity” och “pattern
recognition receptors” kompletterade sokfrasen. Nagra artiklar har aven hittats utifran
intressanta artiklars referenser.



LITTERATUROVERSIKT
Inflammatory Bowel Disease

Inflammatory bowel disease (IBD) ar ett samlingsnamn for en grupp tarmsjukdomar.
Tillstandet definieras som en inflammation i tarmkanalen med persisterande eller
aterkommande mag-tarmsymtom orsakat av okand anledning (Honneffer, 2014). Sjukdomen
ses inte bara hos hund utan ocksa hos flera andra djurslag inklusive manniska. Olika delar av
tarmkanalen kan drabbas av IBD och beroende pa vilken/vilka delar av tarmen som
inflammeras och vilken immuncellstyp som ar den dominerande klassificeras sjukdomen in i
olika huvudtyper (Cerquetella, 2010). Den vanligaste typen pa hund &r lymphoplasmacytisk
enterit (LPE) och nagra andra typer ar eosinofil enterit, eosinofil kolit och histocytisk
ulcerativ kolit (HUC) (Wdowiak et al.,, 2013).

Individer som drabbas av IBD far ospecifika symtom. Det vanligaste ar krakning och/eller
diarré tillsammans med viktforlust samt ibland sekundara forandringar som orsakats av mag-
tarmsymtomen. Det kan vara exempelvis ascites, beroende pa proteinforlust, eller bleka
slemhinnor i de fall kroniska blodningar i mag-tarmkanalen uppstatt. Diagnosen IBD &r
vanligast pa medelalders hundar (Cerquetella, 2010) och stélls forst da histologiska tecken
pa inflammation observerats och alla andra mojliga orsaker till mag-tarminflammation
uteslutits. For diagnosen IBD far heller ingen klinisk forbattring ske vid foderbyte eller
antibiotikabehandling (Suchodolski et al, 2012b). Hanar och tikar drabbas lika ofta av
sjukdomen och vissa raser verkar vara predisponerade for IBD (Cerquetella, 2010). Studier
har exempelvis visat att schafrar har okad kénslighet (Kathrani et al, 2010) och att IBD
typen HUC néstan uteslutande drabbar Boxrar (Simpson et al., 2006).

Den exakta etiologin bakom IBD ar ok&nd men det anses vara en multifaktoriell sjukdom dér
tarmslemhinnans immunforsvar, tarmflora, genetiska- och miljofaktorer spelar roll (Kathrani
et al,, 2010). Sjukdomen uppkommer troligen genom en odnskad inflammatorisk reaktion
mot den normala tarmfloran hos en genetiskt predisponerad individ (Suchodolski et al.,
2010) dar en viktig mekanism for patogenesen tros vara bruten immunologisk tolerans
(Kathrani et al, 2012).

Tolerans

Tarmkanalens immunsystem exponeras dagligen for flera olika antigen. Antigenen kan vara
stukturer fran den egna tarmfloran eller foderkomponenter men ocksa delar fran patogena
organismer. FOr att inte bli sjuk ar det viktigt att immunsystemet kdnner igen och reagerar
mot patogener samtidigt som det inte far reagera pa ofarliga antigen — mot dessa maste det
finnas tolerans (German et al., 2003).

Tolerans i tarmen kan uppsta genom olika mekanismer. Det kan ske genom anergi och/eller
deletion (apoptos) av antigenspecifika T-celler eller genom att antigenspecifika “supressor
celler”, s.k. T-regulatoriska celler, utsondrar nedreglerande cytokiner som exempelvis
interleukin (IL)-10 och Transforming Growth Factor Beta. Dessutom finns IgA antikroppar
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vilka &r viktiga for tarmens immunitet. Antikropparna bildas av plasmaceller och begransar
antal antigen som passerar Over tarmepitelet genom s.k. immunexklusion. Den minskade
passagen av antigen skyddar mot bakterieinvasion och medfér att immunforsvaret stimuleras
mindre vilket ger ett minskat immunsvar. En annan mekanism som visat sig vara viktig for att
tarmens immunsystem ska kunna skilja pa patogener och harmlésa antigen ar positionering
och nedreglering av PRR vilket minskar tarmens interaktion med tarmlumens innehall.

Bryts toleransen kan en kronisk okontrollerad inflammation uppsta (German et al., 2003)
och det &r just detta som tros vara den huvudsakliga mekanismen i IBDs patogenes (Kathrani
et al., 2012). Forlust av immunologisk tolerans mot ofarliga antigen kan orsakas av en bruten
tarmbaérriar, felreglerat immunsystem eller en stord tarmflora (Burgener et al., 2008).

Tarmbarriar

Tarmepitelet, bestaende av intestinala epitelceller (IEC), fungerar som en barriar mot
organismer i tarmlumen. Epitelet halls ihop av tight junctions och forhindrar att patogener och
andra antigen kommer i kontakt med tarmkanalens underliggande vévnad. Genom att vara en
fysisk barriar och genom andra immunlogiska mekanismer bidrar IEC till tarmens
immunforsvar. Cellerna kan bearbeta och presentera antigen, utsondra cytokiner och
kemokiner och rekrytera inflammatoriska celler da det stimuleras av antigen (Burgener et al.,
2008; Hisamatsu et al, 2013). | eptielcellslagret finns nagra specialiserade IEC med olika
funktion. Exempelvis finns Paneth cells som bildar anti-mikrobiella peptider (defensiner), M-
celler som transporterar antigen till de underliggande Peyerska placken dar lymfocyter finns
och bagarceller som bildar mucus vilket linjerar den apikala sidan av tarmepitelet och
forhindrar att bakterier adhererar och invaderar tarmen. Under epitelet finns gut-associated
lymphoid tissue (GALT), vilket &r det &r den storsta och mest komplexa vévnaden i kroppen.
Véavnaden innefattar alla tarmassocierade lymfknutor, Peyerska plack och lymfocyter och ar
involverad i induktion av immunsvar mot patogener men bidrar dven till immunlogisk
tolerans mot harmlésa antigen.

Bruten barriar

Tarmbarridren kan stéras av flera faktorer som exempelvis andrad tarmflora, &ndrad
mucusproduktion och epitelskada (Lopetuso et al, 2013). En forstérd eller felreglerad
tarmpermeabilitet kan goOra att mer antigen tar sig Over epitelet vilket i sin tur Okar
antigenexponering for immunforsvaret (Kobayashi et al.,, 2007). Genomslappligheten ger en
Okad risk for att en inflammatorisk reaktion ska triggas (Cario, 2012) och ar troligen en viktig
faktor for 1BD.

Hos ménniskor med den humana IBD-typen Chron’s sjukdom har en ¢kad permeabilitet i
tarmen visats och kopplingar har gjorts mellan tarmens genomslépplighet och sjukdomens
aktivitet och mellan genomsléapplighet och risken for aterfall. | en studie pa hund visade sig
tarmslemhinnans permeabilitet var hogre hos hundar med LPE jamfort med friska kontroller
men huruvida detta kommit fore sjukdom eller som ett resultat av den &r inte klart (Kobayashi
et al., 2007). Oavsett primdr orsak kan en forstord tarmbarriar dock ge en oOkad eller
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ytterligare exponering av antigen och darigenom ocksa leda till en kronisk inflammation
(Cerquetella, 2010).

PRR:s i tarmen

Pattern recognition receptors (PRR) &r en viktig del av det medfédda immunsystemet mot
invaderande patogener. De finns hos celler som tillhér det medfédda immunsystemet, som
exempelvis makrofager och dendritiska celler, men ocksa hos tarmepitelceller (Burgener et
al, 2008) dar de reagerar pa antigen som brutit igenom tarmens forsvarsbarriar av mucus,
antimikrobiella peptider och IgA (Magalhaes et al, 2007). Receptorerna aktiveras genom
igenkanning av specifika molekyler, sa kallade microb-associerated molecular patterns
(MAMP) vilka ar konserverade molekyler pa bakterier och andra infektiésa agens
(Allenspach & Werling, 2008). Stimulering av receptorerna leder till att en immunologisk
forsvarsreaktion startar med mal att eliminera eventuell fara (Burgener et al, 2008). Via
aktivering av transkriptionsfaktorn NF-kB induceras bildning av olika pro-inflammatoriska
cytokiner och kemokiner som frisatts fran de celler som bér pa receptorerna (Allenspach &
Werling, 2008: Okanishi et al,, 2013). NF-kB inducerar aven transkription av andra gener
vilket leder till ett 6kat proteinuttryck av t.ex. Toll-like receptors (TLR), Nucleotid binding
oligomerisation domain (NOD)-like receptors (NLRs) och celladhesionsmolekyler (CAMs).
CAMs har en viktig funktion for leukocyt “homing” och migration till skadad vavnad
(Okanishi et al.,, 2013).

| UMEN
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GENUTIRICK

Figur 1. Figuren visar nagra PRR som ar involverade i igenkanning av bakterier i tarmen.
Receptorernas respektive position i en tarmcell, exempel pa ligander samt en grov forenkling av hur
receptorerna signalerar aktivering av NF-kB &r inritat. LPS = Lipopolysackarider, MDP = Muramyl
dipepti.



PRR och tolerans

Trots att patogena bakterier och den kommensala tarmfloran delar MAMPs ar en frisk tarm
tolerant mot den vanliga floran. Mojligheten att skilja pa patogena bakterier fran vanlig
tarmflora &r bland annat knuten till PRR (Allenspach & Werling, 2008).

Nedreglering av TLR apikalt pa tarmepitelet &r en av de viktiga mekanismerna som bidrar till
tolerans i tarmen. Vid kontinuerlig stimulering av MAMPs fran den normala bakteriefloran
forflyttas TLR-4 och TLR-2 in i cellen sa att igenkdnnandet av mikroorganismer minskar.
Trots sin forflyttning &r TLR-4 fortfarande funktionell och kan ké&nna igen lipopolysackarider
om patogener penetrerar eller skadar tarmbarriaren (Allenspach & Werling, 2008). En annan
PRR pa tarmepitelcellerna & TLR-5. Receptorn sitter enbart basolateralt dar ingen tarmflora
normalt ska forekomma. Om receptorn stimuleras av sin ligand flagellin innebér det att en
bakterie maste ha brutit genom epitelbarriaren och per definition blir det da en patogen
(Abreu et al, 2005). Platsforflyttning och lokalisation av TLR ger immunforsvaret mojlighet
att kdnna igen patogener som tagit sig genom epitelbarridren samtidig som det kan vara
tolerant mot den kommensala bakteriefloran som finns apikalt om epitelen, mot tarmlumen
(Allenspach & Werling, 2008).

Utdver placering av TLR-receptorer finns det olika faktorer som kan fdrsvaga TLR
receptorernas effekt och som darmed ar viktiga for tolerans. Tva sadana faktorer ar Toll-
interacting protein (TOLLIP) och peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-
gamma). TOLLIP uppregleras i tarmepitelet efter en lang exponering av TLR ligander och
finns i stor mangd i en frisk tarm. Proteinet inhiberar en av de faktorer som &r viktiga for NF-
kBs aktivering och kan darmed minska gen transkription av pro-inflammatoriska mediatorer.
PARR-gamma inhiberar istallet NF-kBs aktivering direkt och i djurmodeller har det visats att
detta protein ar uttryckt i minskad méngd vid kolit (Allenspach & Werling, 2008).

PRR och betydelse for IBD

Pa senare tid har flera studier, bade pa manniskor och pa djur, ssmmankopplat forandringar av
PRR med IBD (Kathrani et al., 2012). P4 manniska har det visats att ett felreglerat uttryck
och polymorfier i PRR-generna utgor en central del i sjukdomens etiologi (Burgener et al.,
2008). Polymorfierna har visats kunna andra receptorernas funktion och darmed leda till en
okontrollerad kronisk inflammation (Allenspach & Werling, 2008). Polymorfism i NOD-2
genen anses vara den viktigaste genetiska faktorn for Chron’s sjukdom och det har visat att ca
20-40% av alla med sjukdomen bar pa varianter av genen (Kathrani et al., 2010).

TLR

Pa senare ar har det gjorts kopplingar mellan PRR och IBD &ven pa hund. Burgener et al.
(2008) tittade pa hur mRNA-uttrycket for TLR i duodenum och kolon skilde sig mellan IBD-
hundar och friska kontroller. | studien observerades en betydande dkning av mRNA-uttryck
for TLR-2, TLR-4 och TLR-9 hos de sjuka hundarna. Det uppreglerade uttrycket har antagits
kunna leda till en 6kad inflammation i tarmen genom 6kad interaktion mellan receptorer och
den normala bakteriefloran. I samma studie undersoktes ocksa hur uttrycket av TLR skilde sig
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fore och efter behandling med steroider. Inget andrat uttryck sags, trots att de flesta hundarna
blev kliniskt béttre, vilket antyder att det finns en genetisk predisponering for IBD. Det
ofdrandrade uttrycket efter behandling indikerar aven att uppregleringen foregar sjukdomen
snarare &n att vara en konsekvens av inflammationen (Burgener et al., 2008).

En annan undersékning pa IBD har gjorts av Royal Veterinary College (RVC) i USA. Under
en tiodrsperiod tittade RVC pa antalet hundar som diagnostiserades med IBD och kunde visa
att 10% av dessa var schéfrar. Den Okade kéansligheten hos rasen tyder, i enlighet med
Burgener et als. studie pa att det finns en genetisk kanslighet for IBD (Kathrani et al., 2010).

For att undersoka sambandet mellan IBD och schéfer gjorde Kathrani et al. (2010) en studie
pa singel nucleotid polymorfism’s (SNPs) i TLR-genen. De kopplade tva stycken SNPs i
TLR-4 genen och tre stycken SNPs i TLR-5 genen till sjukdomen hos rasen. De bada SNPs i
TLR-4 genen var kopplade till varandra, det vill saga de nedarvs tillsammans, och visades 6ka
risken for sjukdom. Av de SNPs som sags pa TLR-5 genen var tva av varianterna skyddande
for uppkomst av IBD och den tredje SNP signifikant associerad med 6kad risk for sjukdom.
Den risk-associerade haplotypen av TLR-5 var pa egen hand signifikant kopplad till sjukdom
medan det, for att de bada SNP i TLR-4 skulle vara statistiskt betydande kravdes nérvaro av
den risk-associerade haplotypen av TLR-5.

De SNPs som identifierades i saval TLR-5 genen som i TLR-4 genen har visats resultera i att
en annan aminosyra uttrycks pa den fardiga receptorn. Detta kan vara av betydelse eftersom
andrad aminosyra kan leda till en annan struktur hos receptorn och darmed &ndra dess
funktion. Undersokningar som tittat pa var de &ndrade aminosyrorna ar placerade pa
receptorerna har visat att de skyddande varianterna av TLR-5 samt de riskassocierade
varianterna av TLR-4 ger en annan aminosyra pa respektive receptors ligandbindande del
medan den riskassocierade SNPn som identifierats pa TLR-5 genen istéllet paverkar en peptid
viktig for receptorns produktion (Kathrani et al., 2010).

Efter upptackten av kopplingen mellan SNPs i TLR-generna och IBD pa schafer ville
Kathrani et al. (2011) ga vidare for att se om liknande polymorfier aven kunde identifieras
och associeras med IBD hos andra raser. En studie som inkluderade 38 raser gjordes och det
visades att de tva skyddande SNPs i TLR-5-genen som tidigare hittats pa schéafer aven var
signifikant associerat med IBD hos dessa. Vad galler de risk-associerade typerna av TLR-
gener som setts pa schafer kunde ingen koppling goras.

| en annan studie tittade Kathrani et al. (2012) direkt pa vilken funktionell betydelse som
olika SNPs i TLR-5 genen har. De tittade bland annat pa hur olika haplotyper av genen
paverkade NF-kB aktiviteten och produktion av kemokinen CXCL (IL-8). Studien visade att
den risk-associerade haplotypen av TLR-5 &r hyper-reaktiv mot sin ligand flagellin jamfort
med de skyddande haplotyperna av TLR-5. Utifran studien har det antagits att den okade
kansligheten hos TLR-5 kan ha en del i den o6nskade immunreaktion som ses vid IBD pa
hund.



Né&rvaron av den risk-associerade TLR-5 genen kan dock inte helt forklara de kliniska tecknen
som ses vid IBD och nyliga studier visar att aktivering av NF-kB, via TLR i tarmens
epitelceller, skiljer sig fran aktivering av NF-kB i immunceller. Aktivering i epitelcellerna
verkar vara skyddande medan aktivering via immunceller har satts i samband med
inflammation i kolon. Det har visats att aktivering av TLR-5 under normala forhallanden kan
Oka uttrycket av bakteriocida och barriarforstarkande mediatorer i tarmen, att de ger en
minskad cellapoptos, gor att tarminfektioner inte blir sa allvarliga och att det gynnar lakning
av tarmepitel. Det &r darfor troligen inte forens epitelet skadas under inflammation, som
exempelvis vid IBD, som flagellinbindning till en TLR-receptor kan ge den Overdrivna
inflammatoriska reaktion som setts hos hundar med den risk-associerade TLR-5 (Kathrani et
al., 2012).

NOD-2 och NF-kB

NOD-2 uttryck, tillsammans med NF-kB aktivitet, har nyligen visat sig vara oOkad i
inflammerad kolonslemhinna hos manniskor med Chron’s sjukdom. For att se om detta ocksé
galler hund matte Okanish et al. (2013) NOD-2 mRNA och NF-kB aktivering i kolon hos
hundar med IBD typen lymphoplasmacytisk kolit (LPC). Nar resultatet jamfordes med friska
kontroller visade sig uttrycket av NOD-2 mRNA vara 63% hogre hos de sjuka hundarna
jamfort med kontrollerna och transkriptionsfaktorn NF-kBs aktivitet visades vara 45% hogre i
den inflammerade kolonslemhinnan. Resultaten tyder pa att NOD-2 och NF-kB spelar en
viktig roll for patogenesen av LPC. Enligt Okanish et al. &r det laga NOD-2 uttryck som
visades hos kontrollerna ett tecken pa att celler i tarmen i normallaget har 1ag reaktivitet mot
tarmfloran vilket kan vara en fordel for att uppratthalla tarmhomeostasen. De har foreslagit
att en overproduktion av  NOD-2 receptorer hos LPC-hundar Okar igenkénningen av
peptidoglykaner vilket i sin tur inducerar inflammation. Nar tarmen forlorar sin tolerans mot
antigen fran tarmlumens bakterier uppstar sjukdom vilket gor att ytterligare bakterier kan
invadera tarmen och att NOD-2 uttrycket dkar (Okanishi et al., 2013).

| studien sags 6kning av bade NF-kB och NOD-2 och en koppling mellan dessa har gjorts pa
humansidan. Observationer pa patienter med Chron’s sjukdom talar for att NF-kB kan reglera
uttrycket av NOD-2 genom att binda till receptorgenens DNA promotor. Pa detta vis ar det
mojligt att stimuli genom olika mekanismer, inklusive NOD-2, kan aktivera NF-kB som i sin
tur inducerar okat uttryck av NOD-2 som i sin tur ger ytterligare NF-kB aktivitet och sa
vidare. Det stabiliseras en slags positiv feed-back loop som ger kontinuerlig frisattning av
pro-inflammatoriska cytokiner och kemokiner fran epitelet (Okanishi et al., 2013).

| en studie pa hundar med IBD-typen LPE, vilken till skillnad fran LPC drabbar tunntarmen,
har liknande koppling gjorts mellan 6kad NF-kB aktivitet och sjukdom. Daremot kunde inget
Okat uttryck av NOD-2 mRNA ses i studien vilket antyder att NF-kBs signaleringskaskad
skiljer sig i kolon (vid LPC) jamfort med i duodenum (vid LPE). | samma studie undersoktes
det hur mRNA-uttrycket for tre olika CAMs skiljde sig mellan LPE hundar och kontroller. En
okning av tva CAMs (ICAM-1 och MAdCAM-1) sags vilket gjort att det antagits att
molekylerna har en koppling till LPE. Okanishi et al. som gjorde studien foreslar att
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proinflammatoriska retningar inducerar 6kning av CAMs och aktiverar NF-kB genom olika
mekanismer, exempelvis genom TLR, pro-inflammatoriska cytokiner och kemokiner. Nar
NF-kB aktiveteten Okar induceras ytterligare uttryck av. CAMs som da kan rekrytera
inflammatoriska celler till platsen och aktivera NF-kB ytterligare. Det blir en ond cirkel som
troligen bidrar till att en kronisk tarminflammation utvecklas (Okanishi et al., 2013).

Bakteriefloran och dess betydelse

| daggdjurs mag-tarmkanaler finns en riklig och komplex sammanséttning av bakterier och
andra mikroorganismer — en tarmflora. | studier som undersokt duodenums tarmflora hos
hund har det identifierats bakterier inom nio olika fylum, dér de mest utbredda varit
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria och Actinobacteria (Suchodolski et
al, 2012a).

Bakterierna i tarmen har stor paverkan pa hundars halsa och sjukdom. De fungerar som en
forsvarsbarriar genom att forhindra patogeners kolonisation av tarmen, hjalper sin vard att
digerera svarnedbrytbara foderkomponenter, stimulerar immunsystemet och kan bilda
metaboliter som ger naring till tarmens enterocyter (SuchodolskKi et al., 2012b). Floran kravs
for att tarmens lymfoida vavnad, GALT ska utvecklas normalt. | franvaro av bakterierna
migrerar inte B- och T-celler till organets lamina propria och det sker ingen utsondring av
IgA-antikroppar (Abreu et al, 2005). Ytterligare paverkan fran tarmfloran har identifierats i
musmodeller déar det visats att vissa Lactobaciller kan nedreglera utryck av pro-
inflammatoriska cytokiner genom att minska uttrycket av transkriptionsfaktorn NF-kB
(Allenspach & Werling, 2008).

Bakteriefloran vid IBD

Studier som gjorts pa IBD-sjuka hundar har pavisat liknande, men inte samma, forandringar
av tarmfloran och mycket pekar mot att bakteriefloran har en viktig betydelse fér IBDs
patogenes (Honneffer, 2014). Troligen &r det interaktioner mellan den kommensala
bakteriefloran och immunforsvaret som, i genetiskt kénsliga individer ger upphov till
sjukdom (Suchodolski et al, 2010).

Det ar inte kant om den andrade tarmflora som pavisas hos hundar med IBD kommer fore
sjukdomen eller om det ar en konsekvens av den. | studier pa manniskor med IBD har det
dock kunnat visas att tarmfloran i stort sett &r likadan i oinflammerade som i inflammerade
tarmavsnitt hos samma individ vilket tyder pa en primar funktion hos bakterierna
(Suchodolski et al, 2010). Bakterieflorans betydelse for IBD styrks av att det pa
djurmodeller som spontant utvecklar IBD kunnat visas att nérvaro av flora krévs for att
tarminflammationen ska uppstd. Ett annat fynd som talar for florans viktiga roll &r den
uppreglering av TLR-2 och TLR-4 som pavisats hos hund med IBD. Uppregleringen av
receptorerna pekar pa en indirekt betydelse hos bakterierna (Xenoulis et al., 2008) eftersom
det ar bakteriestrukturer som aktiverar receptorerna da de binder in som ligander. Pa Boxer
har Simpson et al. (2006) kunnat identifiera och knyta invasiva och adherenta E.coli till IBD-
typen histocytisk ulcerativ kolit, vilken rasen &r predisponerade for och studien &r ytterligare
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bevis for sambandet mellan tarmens bakterier och IBDs patogenes. E.coli har dock inte enbart
satts i samband med HUC, vilket Suchodolski et al. (2009) visade da de identifierade
bakterien i kolons slemhinna &ven hos hundar med andra typer av IBD &n HUC.

De studier som gjorts pa IBD-hundars tarmflora har inte kunnat knyta nagon specifik patogen
till sjukdomen vilket talar for att det snarare ar en generell stérning av tarmfloran som hoér
ihop med inflammationen. Hypoteser finns om att en &ndrad tarmflora kan orsaka en
fordandrad tarmbarridrfunktion, skada enterocyterna, inklusive dess brush border” och dka
konkurrensen om néring och vitaminer (Honneffer, 2014). En minskning av kommensala
bakteriegrupper i tarmen kan dessutom leda till en minskad férmaga hos tarmens bakterier att
nedreglera felaktiga inflammatoriska reaktioner (Suchodolski et al., 2012a). P4 manniska har
det exempelvis visats att Faecalibacterium prausnitzii forekommer i minskad mangd hos IBD
patienter. Bakterien utsondrar metaboliter som verkar nedreglerande pa 1L-12 och interferon-
y uttrycken och okar uttrycket av cytokinen 1L-10 vilket ger den antiinflammatoriska
egenskaper. Det &r darfor troligt att minskad méngd Faecalibacterium prausnitzii kan minska
de imuninhiberande mekanismer i tarmen och darmed leda till 6kad inflammation (Honneffer,
2014).

DISKUSSION

Vilka faktorer som leder till IBD och hur sjukdomen uppstar hos hund ar fortfarande inte helt
klarlagt men flera teorier finns. En av de mest utbredda uppfattningarna &r att toleransen i
tarmen pa nagot vis bryts sa att en immunlogisk reaktion mot ofarliga antigen kan ske. Flera
saker kan paverka den immunlogiska toleransen och de artiklar jag tagit del av pekar pa att
saval defekt tarmbarriar, felreglerat immunsystem och andrad tarmflora spelar roll.

En okad genomsléapplighet i tarmen gor att mer tarminnehall, av bade skadlig och harmlés
natur, kan passera epitelbarridren och komma i kontakt med slemhinnans djupare delar. Under
tarmytan finns immunforsvarsceller och receptorer i storre utstrdckning &n uppe vid
tarmlumen och en 6kad tarmpermeabilitet kan darmed medféra en o6kad stimulans av
immunforsvaret som genererar i inflammation. Defekt tarmbarriar skulle i sig kunna vara det
som skapar sjukdomen men det kan ocksa vara en effekt av det immunlogiska svaret. Oavsett
om den 6kade genomslappligheten kommer primart eller sekundart anser jag att det &r nagot
som é&r viktigt for att IBD ska bli kroniskt. Den onormala passagen av antigen triggar en
reaktion som kan skada barridren sa att passagen okar ytterligare. Det uppstar en kontinuerlig
interaktion mellan antigen och immunforsvaret som underhaller inflammationen. Om
tarmfloran och/eller PRR samtidigt ar forandrade finns mojlighet till en kraftigare
immunreaktion an i normallaget och sjukdomen blir nastintill oméjligt att bli av med.

PRRs &r receptorer som vid exponering av antigen kan dra igang immunforsvaret och dess
betydelse for IBDs patogenes har observerats i flera studier. Det &r visat att hundar med IBD
har ett okat uttryck av TLR-mRNA i tarmen och trots att analyserna gjorts pa mRNA och
alltsa inte fardigt protein har en uppreglering av receptorer antagits. Burgener et al. (2008)
som gjorde studien menar att en uppreglering apikalt pa tarmepitelet kan 6ka immunforsvarets
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igenké&nning av antigen och darigenom ge okad inflammation. En brist i litteraturen som
beskriver PRR-uttrycket &r att det inte specificerats i vilka celler uppregleringen skett.
Forfattarna skriver sjalva att det inte &r klart om 6kningen av TLR sker i epitelcellerna eller i
immunceller som rekryteras till tarmslemhinnan.

En annan koppling mellan IBD och PRR har gjorts vid analyser av olika SNPs. Det har visats
att SNPs i TLR-5 och TLR-4 generna ger forandrad struktur pa receptorerna vilket kan
paverka deras funktion och darmed dven tarmens kanslighet for olika antigen. Observationer
tyder pa att det finns haplotyper av TLR-5 som ar skyddande mot IBD men vad galler
eventuella risk-associerade TLR-varianter ar forskningen inte helt Gverens. Divergerade
resultat har identifieras vilket gjort att TLRs betydelse ifragasatts. Eftersom gener pa hund
ofta nedarvs tillsammans finns argument for att risk-haplotyperna inte &r direkt kopplade till
sjukdom. Istallet ar det mojligt att TLR-generna ar lankade med en annan gen som ar den som
egentligen okar risken for IBD (Kathrani et al., 2011).

I mina 6ron later teorin trolig d&ven om jag inte helt haller med. Funktionella studier av TLR-5
har visat att den risk-associerade haplotypen ar hyper-reaktiv mot sin ligand flagellin. Nagot
jag ser som ett tecken pa att TLR-5 ar direkt kopplat till IBD. En mdjlig forklaring till de
olika forskningsresultaten &r den pavisade funktionsskillnaden som identifierats hos TLR-5 i
epitelceller jamfort med i immunceller. Om receptorn i immunceller, men inte i epitelceller,
leder till produktion av inflammatoriska mediatorer sa borde det innebéra att det forst kravs en
defekt tarmbarriar for att ligand-receptor ska interagera och inflammation kunna uppsta. Om
de hundar i studien dar ingen koppling mellan risk-haplotyp och IBD sags saknade/hade
mindre defekt barriér ar det inte konstigt att samband inte kunnat visas.

Den funktionella betydelsen av de tva riskassocierade haplotyperna av TLR-4 &r annu inte
visad. | Katharain et als. (2010) studie kravdes ndrvaro av den riskassocierade haplotypen av
TLR-5 for att de bada SNP’s i TLR-4 skulle vara betydande. Forfattarna har tolkat resultatet
som att TLR-4 varianterna pa egen hand saknar signifikant effekt. De foreslar att mutationer i
TLR-4 istéllet far sin funktionella betydelse via TLR-5. Enligt Kathrani et al. kan en samtida
forandring i TLR-4 och TLR-5 paverka TLR-5s intracelluldra signalering mer &n en muterad
TLR-5 gor pa egen hand och pa sa vis 6ka risken for sjukdom.

Studier som tittat pa bakteriefloran hos hundar med IBD har kommit fram till varierande
resultat men okad forekomst av Proteobacteria verkar vara en genomgaende observation.
Skillnader mellan resultaten tror jag kan bero pa att de olika studierna anvant sig av olika
provtagningsmetoder. | vissa fall har adherenta bakterier analyserats och i andra fall bakterier
i tarmlumen. Det ar darfor troligt att analyser gjorda pa tarmlumens bakterier dven kan ha
uppmatt bakterier som befunnits pa ”genomresa” i tarmen och som inte tillhdr den normala
floran. Dessutom har det inte angetts vilken IBD-typ hundarna lidit av och olika delar av
tarmen har analyserats. En annan faktor som kan ha paverkat studierna &r vilka hundgrupper
som provtagits och hur manga som undersokts. | nagra fall har IBD-hundarna dven varit
behandlade med antibiotika fore studiestart och ibland hallits pa olika dieter vilket kan ha
paverkat floran och darmed resultaten.
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Oavsett hur IBD uppkommer tror jag att tarminflammationen dndra miljén i tarmen sa att
andra bakterier &n normalt trivs. Det gor att sekundéra forandringar i tarmfloran latt kan
sammanblandas med forandringar som uppstatt innan sjukdom vilket enligt mig gor det svart
att dra nagra riktiga slutsatser fran de studieresultat som finns. Att tarmfloran har betydelse
for IBD rader det dock ingen tvivel om. Alla studier jag last har pavisat nagon typ av
forandring hos IBD-hundarna jamfort med kontroller och det ar frdn djurmodeller kant att
bakterer kravs for IBD-utveckling. Bakterier/bakteriedelar & manga PRR receptorers ligander
och det som kan trigga inflammation samtidigt som bakteriefloran visats ha en funktion for
utveckling och reglering av tarmens immunforsvar.

Inflammatoriskt
troskelvarde

Figur 2. Defekter av olika faktorer i tarmen leder tillsammans till att det inflammatoriska
troskelvardet dverskrids. Respektive defekt/férandring ar olika betydande i olika fall. T = tarmbarriar,
B = bakterieflora, | = immunférsvar.

Olika studier belyser olika faktorer som mer eller mindre viktiga for IBDs patogens och
etiologi vilket jag tolkar som ett bevis pa dess multifaktoriella natur. Da tarmens tolerans,
oberoende av vad, paverkas tillrackligt mycket tror jag ett slags troskelvarde for inflammation
passeras. Inflammationen i sig kan sedan leda till sekundéara forandringar som spader pa
sjukdomen och gor den kronisk. Jag tror darfor inte att det finns en patogenes for IBD utan
flera dar olika mekanismer & mer eller mindre viktiga. | vissa IBD-fall ar sékert ett
uppreglerat TLR-uttryck det mest betydande medan det i andra fall &r av storre betydelse att
tarmfloran andrats (figur 2). Eftersom IBD dessutom kan drabba olika delar av tarmen &r det
troligt att olika faktorer ar viktigare for sjukdom i olika tarmavsnitt. Exempelvis har kolon
generellt en rikligare tarmflora jamfort med tunntarmen vilket gor att en uppreglering av PRR
dér borde kunna leda till en kraftigare stimulans av immunforsvaret och darmed 6kad risk for
inflammation.

For att fa mer klarhet i hur IBD uppstar kravs mer forskning dar stérre djurgrupper inkluderas
och déar PRR receptorernas och bakterieflorans betydelse underséks mer ingaende. En 6kad
forstaelse for sjukdomen skulle underlatta bade diagnostik och behandling av sjukdomen dven
om det troligen ar svart att hitta en behandling som passar alla. Idag ar IBD lite av en
”slaskdiagnos” och mojligen ligger det flera olika typer av tarmsjukdomar dolda i det stora
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IBD-myllret. En kategorisering och mojlighet att skilja tarmsjukdomarna fran varandra tror
jag kan ge mojlighet till en mer specifikt utformad behandlingsmetod for olika individer och
darmed mindre lidande, inte bara for hundarna utan ocksa for oroliga djuréagare.
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