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Litteraturforteckning



SAMMANFATTNING

Syftet med studien var att undersdka om letal akrodermatit (LAD) hos bullterrier
och acrodermatitis enteropathica (AE) hos ménniska har etiologiska likheter.
Zinkbrist ger vid bada sjukdomarna upphov till bland annat nedsatt tillvéxt,
dermatit och diarré. Vid AE leder mutationer i ZIP4-genen SLC39A4 till ett
nedsatt zinkupptag i tarmen. Vid LAD dr orsaken till zinkbristen okdnd, &ven om
nedirvningsmonstret ger anledning att misstdnka en mutagen bakgrund.

I studien ingick en hund med letal akrodermatit och en kontrollgrupp om fyra
hundar. Uttryck och lokalisation av tre proteiner (ZIP4, MT och ZnTl)
undersoktes medelst immunohistokemi.

Samtliga individer i kontrollgruppen uppvisade ett hogt, apikalt ZIP4-uttryck i
duodenums enterocyter. Hunden med akrodermatit uttryckte betydligt mindre
ZIP4 i duodenum. Detta skulle kunna betyda att LAD orsakas av mutationer i
ZIP4-genen liknande de mutationer som ses vid AE. Andra mojliga orsaker till det
laga uttrycket kan dock inte uteslutas. Hunden med LAD skilde sig dessutom frén
kontrollgruppen genom en markant, apikal ZIP4-ackumulering i
svettkortelepitelet. Denna uppreglering kan tolkas som att huden vid bristtillstaind
resorberar zinkjoner frén svett.

Hos hunden med akrodermatit ségs ett extremt lagt uttryck av duodenalt MT i
jamforelse med kontrollgruppen. Detta &r forenligt med ett defekt zinkupptag.

Den apikala lokalisationen av ZnT1 i duodenum stimde delvis daligt 6verens med
tidigare studier. Skillnaderna i lokalisation tolkas som att proteinet kan styras till
olika delar av cellmembranet. Ddrigenom kan enterocyternas uttransporterade
zink antingen komma kroppen tillgodo eller elimineras via tarmen.

Skillnader i uttryck av ZnT1 pdvisades i svettkortelepitelet. Hos hunden med
LAD fanns ZnT1 framst apikalt medan den friska kontrollhunden ackumulerade
ZnT1 basalt i cellerna. Den apikala ackumuleringen kan vara normal eller en del
av LAD-storningen.

Ytterligare studier krévs for att kontrollera resultatens signifikans.

SUMMARY

The purpose of the study was to assess whether there are etiological similarities
between lethal acrodermatitis (LAD) in English Bull Terrier dogs and
acrodermatitis enteropathica (AE) in man. In both diseases zinc deficiency
manifests itself through symptoms like stunted growth, dermatitis and diarrhea. In
AE the deficiency results from insufficient uptake of zinc by the intestine due to
mutations in the ZIP4 gene SLC39A4. In LAD the reason for the deficiency is
unknown, although the inheritance pattern suggests a mutational etiology.

The study included one dog diagnosed with LAD and a control group of four
dogs. The expression and localization of three proteins (ZIP4, MT and ZnT1)
were determined by immunohistochemical methods. All control dogs expressed
high levels of apical ZIP4 in duodenal enterocytes. In the LAD dog duodenal
ZIP4 was conspiciously less abundant. These results suggest that LAD patients



could suffer from mutations in the ZIP4 gene similar to the mutations seen in AE.
Other possible explanations for the low expression should be sought. The dog
with LAD also differed from the control group by its marked apical ZIP4
expression in the sweat gland epithelium. This upregulation may be due to a need
for zinc resorption from sweat in the zinc-deficient dog.

The LAD dog expressed extremely low levels of duodenal MT compared to the
control dogs. These results are consistent with an insufficient zinc uptake.

The apical localization of duodenal ZnT1 was somewhat inconsistent with
previous data. The inconsistency can be interpreted as an ability of the enterocyte
to direct the protein to different parts of the plasma membrane. By doing so, zinc
can either be directed to the blood stream or to the intestinal lumen for
elimination.

In the LAD dog the sweat gland ZnT1 accumulation was apically oriented while it
was basally oriented in the control dog. The apical localization of the protein may
be normal or part of the LAD disorder.

Further studies are needed to confirm these findings.



INLEDNING

Acrodermatitis enteropathica (AE) &r en séllsynt men allvarlig, genetiskt betingad
sjukdom som drabbar médnniska. Drabbade individer har en mutation i en gen som
kodar for ett av de proteiner som reglerar zinkupptaget fran tarmen. Hos
hundrasen bullterrier (engelsk typ) forekommer sporadiskt en autosomalt recessiv
sjukdom som, baserat pd symptombild och arvsgang, liknar acrodermatitis
enteropathica. Sjukdomen gér idag under benimningen letal akrodermatit (LAD).

Humanfall behandlas framgéingsrikt med zinktillskott i peroral eller parenteral
form. Zinkterapi dr dock otillrdckligt for att stdvja akrodermatit hos bullterrier.
Sjukdomen har hos hund dérfor alltid dodlig utgdng. Det ir till dags dato oként
varfor hundarnas forméga att ta upp zink dr nedsatt.

De senaste tio aren har flera vetenskapliga framsteg gjorts kring
zinkmetabolismen. Huvuddelen av forskningen kring AE &r utférd pd mus, ratta
och ménniska. Syftet med denna pilotstudie dr att med hjélp av
immunohistokemiska analysmetoder studera uttryck och celluldr lokalisation av
zinc and iron regulated protein 4 (ZIP4), zinc transporter 1 (ZnT1) och
metallothionein (MT) i1 tunntarm och hud hos hundar med och utan letal
akrodermatit. Hypotesen é&r att etiologin bakom letal akrodermatit hos bullterrier
liknar eller &r densamma som for acrodermatitis enteropathica hos ménniska.

Den immunohistokemiska analysen inleds i studien genom att omérkta priméra
antikroppar far reagera med det protein man vill studera, i det hir fallet ZIP4,
ZnT1 och MT. Dessa antikroppar dr framtagna for att specifikt binda till de
proteiner som ska studeras. Sekundéra antikroppar tillférs sedan for att i sin tur
binda till de priméra antikropparna. De sekunddra antikropparna dr biotinylerade.
I nésta steg faster ett avidin-biotin-peroxidas-komplex in dér biotinylerade
antikroppar finns. Peroxidas &r ett enzym som vid tillsats av 3,3’-
diaminobenzidine ger en brun infiargning dér antikropparna féster in, dvs. dér
proteinet man vill undersoka &r lokaliserat. Immunohistokemiskt preparerad
vidvnad frdn hunden med akrodermatit jamfors sedan med motsvarande vivnad
fran friska artfrénder.

LITTERATUROVERSIKT
Letal akrodermatit hos bullterrier

Letal akrodermatit (LAD) 4r en ovanlig sjukdom som upptrdder hos engelsk
bullterrier. LAD medfor att den drabbade individen inte kan tillgodogora sig zink
pa ett normalt sétt. Zinkbristen ger allvarliga konsekvenser i form av nedsatt
tillvixt, progressiv akrodermatit med inflammation i anslutning till klofalsar,
spretande tir, nedsatt motstandskraft mot infektiosa agens med foljder som diarré,
bronkopneumoni och kronisk pyodermi, dilatation av cerebrala ventriklar och
onormalt beteende i form av exempelvis aggressivitet. Sjukdomen har en
autosomal recessiv arvsgang (Jezyk et al, 1986; McEwan et al, 2000).

Vid forsok att behandla drabbade hundar med hoga perorala zinkdoser har man
endast sett smd forbdttringar 1 symptombild och lymfocytir mitogenicitet.
Intraperitoneala injektioner leder till granulomatds peritonit med tarmobstruktiva
foljder. Intravends giva har visat sig ge upphov till vaskulit (Jezyk et al, 1986).



Hudf6réndringar ses framforallt i ansikte och pa tassar. Hos hundar dldre &n 6
ménader ses en allvarligare inflammation kring klofalsar, patologiska fordndringar
i klor och hyperkeratotiska trampdynor. Hudbiopsier som visar pé kraftig
parakeratotisk hyperkeratos talar for diagnosen om andra typiska kliniska
symptom ses (McEwan et al, 2000). Medellivsldngden &r drygt 7 ménader (Jezyk
et al, 1986).

Neutrofili, lagt ALP och ALAT och i flera fall hyperkolesterolemi tillhor
sjukdomsbilden liksom en defekt T- och B-lymfocytfunktion (Jezyk et al, 1986).
Thymopoetin dr ett hormon som reglerar utmognaden av T-lymfocyter. Enligt
Prasad (1985) ér thymopoetin beroende av att zink finns tillgdngligt. McEwan et
al visade 2003 att bullterriers med akrodermatit uppvisar normala IgG- och IgM-
nivaer men att [gA-nivderna ar signifikant l4gre @n hos friska individer.

Man har i dtminstone tva studier sett att drabbade individer kan uppvisa sidnkta
plasmazinkkoncentrationer (Jezyk et al, 1986; Uchida et al, 1997). Enligt andra
kédllor bor man dock inte lita till blodets serumzinknivier utan basera diagnosen
pa raspredilektion och symptombild (McEwan et al, 2000). Blodets zinknivier
kan sjunka vid inflammatoriska tillstind. Man tror att nivderna sjunker delvis pa
grund av uppreglering av ZIP14 1 levern (forsok pd mus). Sénkta plasma- eller
serumzinknivéer behdver alltsd inte vara liktydigt med zinkbrist. Man vet
dessutom att ménniskor med zinkbristdermatit svarar pa zinkterapi trots att
blodets zinknivder dr normala. Blodets zinkkoncentrationer hélls normalt inom ett
mycket sndvt intervall. Plasmazink utgdr endast 0,1 % av kroppens totala
zinkreserver. Hos ménniska finns 85 % av kroppens zinkreserver i skelettmuskel
och ben. Det &r alltsa svért att pa ett enkelt sdtt méta kroppens sanna zinkstatus
(Maverakis et al, 2007).

Vilken funktion har zink?

Zink krivs for proteinsyntes, DNA-syntes, celldelning och celldifferentiering.
Zink behdvs dven for att immunsvar, reproduktion och skydd mot fria radikaler
ska fungera normalt samt fungerar som en mediator i intracelluldra reaktionsvégar
och som co-faktor for en rad enzymer och transkriptionsfaktorer (Chimienti et al,
2003, Prasad, 1985; Maverakis et al, 2007; Laity och Andrews, 2007).
Exempelvis binder zink till transkriptionsfaktorerna metal response element
transcription factor (MTF) och zinc finger transcription factor Kriippel-like factor
4 (KLF4) som i sin tur reglerar uttycket av vissa zinktransporterande proteiner.
MTF reglerar bland annat ZnT1 och metallothionein (Langmade et al, 2000;
Maverakis et al, 2007) medan KLF4 reglerar transkriptionen av ZIP4 (Lichten och
Cousins, 2009).

Vid zinkbrist ses bland annat nedsatt tillvixt och sdnkt immunforsvar (Murakami
et al, 2008). Zinkbrist leder till apoptos hos manga celltyper medan alltfér hoga
zinknivder medfor oxidativ stress och lysering av cellerna. Proteinerna MT och
ZnT1 motverkar hoga intracelluldra zinkhalter pd olika sdtt. MT binder upp
intracelluldrt zink medan ZnT1 transporterar zink ut ur cellen (Chimienti et al,
2003). Vanliga bieffekter vid peroralt zinktillskott &r hos ménniska irritation i
magsicken med illaméende, krikningar och magsir. Overdosering kan ge fatal
svikt i flera olika organsystem (studier pa ménniska) (Maverakis et al, 2007).



Vilka proteiner reglerar zinkhomeostasen?

Zink absorberas framforallt i tunntarmen, och da sérskilt i jejunum. Njuren
resorberar effektivt filtrerat zink medan de storsta forlusterna gors genom
utsondringar fran pancreas via tarmen. Kroppen forlorar dessutom zink genom att
epitelceller lossnar samt genom mjolk, svett, sperma, héravfall och menstruation
(Maverakis et al, 2007).

For att zink ska transporteras dver cellmembranet krdvs en solute-linked carrier
(SLC). De transportorer som fordndrar den intracelluldra zinkkoncentrationen kan
delas in i tvd proteinfamiljer — ZnT (SLC30) och ZIP (SLC39) (Liuzzi et al,
2004). ZnT-familjen bidrar till att sdnka zinkkoncentrationen i cytoplasman
medan ZIP-familjen verkar i motsatt riktning (Lichten och Cousins, 2009).

ZnT-familjen sénker zinkkoncentrationen dels genom att transportera in
metalljonerna i cellorganellers lumina och dels genom att transportera ut zink ur
cellen for vidare transport via blodomloppet. I blodet binder zinkjonerna till
albumin (Lichten och Cousins, 2009; Maverakis et al, 2007).

ZIP-proteiner flyttar istéllet zink frdn organellerna till cytoplasman. Dessutom
transporterar de extracelluldra zinkjoner in i cellen (Lichten och Cousins, 2009).

En tredje proteingrupp som &r viktig i sammanhanget dr metallothionein som
skyddar cellen mot toxiska zinknivéer genom att binda dverskottszink (Mao et al,
2007).

ZIP4
Funktion

ZIP4 ér ett protein som transporterar zink frén tarmlumen och in i enterocyterna.
Den exakta mekanismen for hur ZIP4 transporterar zink &dr idag okdnd (Andrews,
2008). Humant ZIP4 (hZIP4) har en histidinrik del som tros vara lokaliserad
apikalt pa cellmembranets utsida i tarmen. Eventuellt kan det vara denna specifika
del som fingar upp zink frén tarmlumen (Wang et al, 2002).

Mutationer

Acrodermatitis enteropathica dr en ovanlig sjukdom som medfor ett otillrackligt
zinkupptag till f6ljd av mutationer i genen SLC39A4. Detta &r visat hos ménniska
(Maverakis et al, 2007). SLC39A4 kodar for proteinet ZIP4 som é&r essentiellt for
normal zinkhomeostas (Kambe och Andrews, 2009). Merparten av forskningen
kring ZIP4 ir utford pd minniska, mus och ritta. ZIP4 &r ett vdlkonserverat
protein. Musens och ménniskans ZIP4 adr homologa till 76 % (Dufner-Beattie et
al, 2003).

Hos méanniska har ett flertal mutationer kunnat kopplas till sjukdomen. Wang et al
lokaliserade &r 2001 AE-genen hos minniska till ett begrdnsat omrade pa
kromosomregionen 8q24.3 och fann att flera av de drabbade individerna var
homozygota for en viss grupp av alleler i omradet. Aret dirpa pavisade Wang et al
atta  missensemutationer, en splicing defect och en  uppstroms
transkriptionsinaktiverande deletion i genen SLC39A4 i kromosomregionen
8924.3 hos patienter med AE.



Aven om genen for hZIP4 #r muterad formar minniskor med AE ta upp
tillrdckligt med zink forutsatt att perorala tillskott ges. Detta tyder pa att det finns
andra funktionella mekanismer for zinkabsorption (Wang et al, 2002). Wang et al
diskuterar mgjligheten att SLC39A4-mutationerna forsdmrar hZIP4-funktionen
utan att helt sld ut proteinets funktion. Wang et al (2002) diskuterar dven
mutationer 1 andra sekvenser som forklaring till de humanfall dir 8q24.3-
kromosomregionen forefoll opaverkad.

I studier pd ZIP4-transfekterade celler har man bland annat funnit att AE-
mutationer paverkar proteinets funktion, dels genom att det halls kvar i det
endoplasmatiska ndtverket och dels genom att dess zinkupptagande formaga
minskar (Wang et al, 2004). Nér zinkbrist rdder sker normalt sett en klyvning
(proteolys) av en extracelluldr del av ZIP4. Vissa AE-mutationer kan blockera
eller forsvéra en sddan klyvning (Kambe och Andrews, 2009).

Wang et al studerade 2003 hur sex humana AE-associerade missense-mutationer
paverkade zinkupptaget hos mus in vitro. Samtliga mutationer ledde till ett
minskat zinkupptag. Man sdg tvd fenotypiska tendenser. Fyra av de sex
mutationerna ledde till att murint ZIP4 (mZIP4) i lagre utstrdckning &n normalt
nadde onskad lokalisation vid cellytan. Hos dessa proteiner sags ofullstindig N-
glykosylering. Glykosylering av proteiner sker i endoplasmatiska retiklet (ER)
och bidrar bland annat till att proteiner s sméningom hamnar pé ritt plats i cellen
(Alberts et al, 2004). Mutationer i tva andra alleler gav normala till hdga nivaer av
mZIP4 vid cellmembranet, dock var zinkupptagshastigheten hos dessa proteiner
kraftigt sdnkt (ca 30 % av hastigheten hos mdss med normal genuppséttning). En
av dessa mutationer (G539R) gav upphov till d&ndrade laddningsforhdllanden, och
man spekulerade darfor i om den forvérvade positiva laddningen hos den aktuella
transmembrandominen kunde bidra till att positivt laddade, extracelluldra
zinkjoner stottes bort (Wang et al, 2003).

En av de mutationer som ledde till minskad ackumulering av ZIP4 vid cellens yta
(G643R) resulterade i total forlust av detekterbar zinkupptagningsféormaga. Trots
detta kan humanpatienter med mutationen behandlas framgéngsrikt med perorala
zinktillskott. Det dr okédnt hur zinkupptaget sker i dessa fall (Wang et al, 2003).

Lokalisation

Det kraftigaste uttrycket av ZIP4 ses hos ménniska i magsick, tunntarm, grovtarm
och njure. Ett starkt uttryck ses dven i musenterocyter (Wang et al, 2002). ZIP4 &r
inte detekterbart i tarmen ndr zinkkoncentrationerna i fodan dr normalhdga. Nar
zinkbrist uppstér ses dock en dramatisk ackumulering vid cellens apikala yta
(Kambe och Andrews, 2009). ZIP4-proteinet finns bade i mogna enterocyter och
nere i tarmkryptorna, men det verkar som att fordndringarna i lokalisation och
ackumulering vid det apikala cellmembranet bara sker i de mogna enterocyterna,
det vill séga inte i kryptorna (Liuzzi et al, 2004).

Reglering

Uttrycket av ZIP4 regleras bade utifran tarmlumens zinkkoncentrationer och
utifrdn systemiska zinkkoncentrationer (Dufner-Beattie et al, 2003; Liuzzi et al,
2004; Dalton et al, 1997). Vid lagt zinkintag ses ett markant okat uttryck och en



okad apikal koncentration av ZIP4 i enterocyterna hos mus (Dufner-Beattie et al,
2003; Liuzzi et al, 2004; Liuzzi et al, 2009).

Regleringen sker dels genom transkriptionsrelaterade mekanismer och dels genom
mekanismer som foljer efter transkription. Zinktillgdngen i tarmen avgdr hur
mycket ZIP4-mRNA som finns samt celluldr lokalisation och omsittning av
proteinet. Okat uttryck av ZIP4 ses vid lagt zinkinnehill i dieten. Det 6kade
uttrycket forklaras dels av att befintligt ZIP4-mRNA stabiliseras och dels av att
zinc finger transcription factor Kriippel-like factor 4 (KLF4) bidrar till att
transkriptionen av ZIP4-mRNA uppregleras (Lichten och Cousins, 2009). En
zinkfattig diet leder till forhdjda nivder av KLF4 i tarmepitelceller. Om
funktionellt KLLF4 saknas ddmpas ZIP4-induktionen vid zinkbrist. KLF4 binder
till ZIP4-promotorn. Denna bindning 6kar dd zinktillgangen &r begrénsad (studier
pa mus, Liuzzi et al, 2009).

Uppregleringen av ZIP4 himmas hos metallothionein-knockoutmdss vilket kan
tyda pé att intracelluldra zinkreserver ockséd spelar in. I samband med att ZIP4
uppregleras ses normalt ett minskat uttryck av metallothionein. Darfor kan de laga
ZIP4-nivderna hos MT-knockout-mdss verka forbryllande. En forklaring skulle
kunna vara att metallothionein, som ju binder zink, kan ge feedback sé att ZIP4
uppregleras vid behov. MT-knockoutmdss skulle saledes inte skicka nagon signal
om uppreglering (Liuzzi et al, 2004).

Nir zink tillfors per os har man sett att ZIP4-mRNA destabiliseras och att apikalt
ZIP4 genomgar endocytos for att dérefter degraderas (Weaver et al, 2007; Kim et
al, 2004; Mao et al, 2007). Kim et al (2004) har dven funnit tecken pa att proteinet
véxlar mellan att befinna sig i cellmembranet och i perinukleédra cytoplasmatiska
vesikler.

ZIP4 regleras genom flera posttranskriptionella mekanismer (degradering,
endocytos, fordndringar i mRNA-stabilitet). Nar de tillgédngliga zinknivderna ar
laga produceras mer ZIP4 som sedan transporteras ut till cellytan. Nar
zinknivderna ater normaliseras eller blir hogre @n normalt tas ZIP4 &ter in i
cytoplasman for degradering. Det mesta talar for att ZIP4 kan ta upp zink frén den
extracelluldra miljon pa ett effektivt sitt nir zinknivéerna dr mycket 1dga men att
ZIP4 ar overflodigt eller till och med skadligt vid normala zinknivder (Kambe och
Andrews, 2009).

Mao et al (2007) har undersokt en typ av hZIP4-reglering som involverar
uppmirkning av proteinet for degradering vid forhdjda zinknivder. Denna
ubiquitinmedierade degradering av ZIP4 dr nddvandig for att cellerna ska skyddas
fran alltfor hoga zinknivaer. Det &r en cytoplasmatisk, histidinrik domén hos ZI1P4
som mojliggor att proteinet kan mérkas upp for degradering. Genom att ZIP4
degraderas vid hoga zinknivaer minskar risken for zinktoxicitet. Hogre zinknivaer
kravs for att ZIP4 ska degraderas én for att proteinet ska genomga endocytos.

Ubiquitinmérkning &r ett komplement till zinkstimulerad endocytos och reglering
via mRNA. Endocytosen tycks regleras av tarmens zinkkoncentrationer medan
regleringen via mRNA Aatminstone delvis styrs av systemiska eller
cytoplasmatiska zinknivaer (Mao et al, 2007). Dufner-Beattie et al visade 2003 pa
mus att oral eller parenteral zinkgiva ledde till att mZIP4 forsvann fran den



apikala ytan hos enterocyterna. Kim et al visade 2004 att detta atminstone delvis
beror pd snabb endocytos.

Ektodomédnen hos ZIP4 utgor drygt hilften av proteinet. Ektodomédnen avldgsnas
genom proteolys vid langvarig zinkbrist och tas sedan in i cellen genom
endocytos. Den kvarstiende delen av proteinet ackumuleras vid cellmembranet 1
riklig méngd. I celler med muterat SLC39A4 ackumuleras dven ektodomidnen
under zinkfattiga forhallanden. Ektodomidnen forblir alltsd associerad till
cellmembranet under dessa forhallanden. Klyvningen av ektodoménen kan ha en
central roll for ZIP4-funktionen och zinkhomeostasen. Klyvningen verkar initieras
av mycket laga zinkkoncentrationer. Det skulle kunna vara sa att ektodoménen
fungerar som en zinksensor (studier pd mus, Kambe och Andrews, 2009).

MT

Metallothioneiner (MT) forekommer ubikvitirt i kroppen. De vanligaste
isoformerna gir under namnen MT-1 och MT-2 (Coyle et al, 2002).
Metallothioneiner dr cysteinrika proteiner i cellens cytoplasma. De har bland
annat till uppgift att binda 6verskottszink och skyddar ddrmed cellen mot toxicitet
(Sato och Kondoh, 2002; Mao et al, 2007; Laity och Andrews, 2007).

Celluldr ackumulering av metallothionein regleras genom genuttryck och
proteindegradering (Davies och Cousins, 2000). Metal-responsive element-
binding transcription factor-1 (MTF-1) kédnner av zinknivéerna i cellen och
koordinerar dérefter uttrycket av bland annat MT och ZnT1. MTF-1 har en
zinkbindande domén. Nar zink binder till denna domén translokerar MTF-1 till
kdrnan for att stimulera MT- och ZnT1-generna till 6kad transkription. MT har
hog affinitet for zink och binder séledes dverskottszink medan ZnT1 transporterar
ut zink ur cellen (Langmade et al, 2000; Andrews, 2001). Ungefdr samma
zinkkoncentrationer krdvs for att ZIP4 ska genomgd degradering som for att
metallothionein ska induceras via MTF-1 (Mao et al, 2007). MT-syntes sker som
svar pa manga olika stimuli (kadmium, kvicksilver, zink, oxidativ stress,
glukokortikoider, inflammation m.m.) (Sato och Kondoh, 2002; Inoue et al,
2005).

Fodans zinknivder pdverkar hur hoga MT-koncentrationer som sd smaningom ses
1 vdvnaderna. Olika zinkhalter 1 fodan paverkar lokalisationen och
koncentrationen av MT 1 tarmen (forsok pa vixande rattor). En zinkfattig diet
leder till att MT inte uttrycks i tunntarmen. Ett starkt uttryck av MT, framforallt i
Paneth-celler och ytepitelceller i de proliferativa delarna av villi, ses daremot nér
kosten varit zinkberikad. Lag zinktillforsel leder till en signifikant ldgre
koncentration av MT 1 enterocyterna i jdmforelse med rattor med obegransad
tillgng till foda med normala zinkkoncentrationer. Den intracelluldra
zinkkoncentrationen dr dock jamforbar hos de bégge grupperna (Szczurek et al,
2001).

ZnT1

ZnT1 finns 1 kroppens alla vdvnader men uttrycks i hogre omfattning i bland
annat tunntarm (McMahon och Cousins, 1998; Liuzzi et al, 2001). McMahon och
Cousins undersokte &r 1998 duodenum och jejunum hos vixande hanréttor och
sag i samband med detta att tarmens ZnT1 finns i rikligast midngd basolateralt i de



enterocyter som linjerar villi. I studien studerades proteinets lokalisation med
hjélp av immunofluorescens.

ZnT1 har som uppgift att transportera ut zink ur cellen (Liuzzi et al, 2004).
Uttrycket av ZnT1 pédverkas av det dietdra zinkintaget. Nar odlade celler utsétts
for okade zinkkoncentrationer induceras ZnT1-mRNA snabbt (inom 3 h) och
kraftigt (en tolvfaldig 6kning) i cellerna. Celler vars odlingsmedium utsatts for
chelerande behandling uppvisar sdnkta ZnT1-mRNA-nivéer (Langmade et al,
2000). Rattor som utfodras med zinkfattigt foder uppvisar ett ligre uttryck av
ZnT1-mRNA. En nedreglering sker inte bara i tarmen utan dven i pancreas
(Liuzzi et al, 2004). Vid utfodring med zinkrikt foder ses en 0kning av ZnT1-
mRNA hos rétta, framforallt i tunntarm, lever och njurar. En mindre uppreglering
sker dven 1 fettvdvnad, lever, mjélte och thymus (Liuzzi et al, 2001).

Enligt Liuzzi et al (2001) leder en zinkrik kost till uppreglering av bdde ZnT1-
mRNA och metallothionein-mRNA (studier pa rétta). MTF-1 kénner av
zinknivderna i cellen och koordinerar uttrycket av bade MT och ZnT1 (Andrews,
2001).

MATERIAL OCH METODER

Litteraturdversikten dr sammanstilld efter befintlig litteratur och vetenskapliga
publikationer. Det laborativa arbetet dr av retrospektiv karaktdr. 1 studien
anviandes utvalt biopsi- och obduktionsmaterial arkiverat vid institutionen for
biomedicin och veterinir folkhdlsovetenskap, SLU.

Djurgrupp

I denna studie ingick fem hundar (tabell 1). Vivnad fridn magtarmkanal respektive
hud undersoktes. Ingen av hundarna uppvisade ndgra patologiska foréndringar i
duodenum. Diremot sdgs i flera fall histologiska avvikelser i ventrikel och colon.
Denna studie fokuserar dirfor pa eventuella fynd kopplade till duodenum
respektive hud.

Tvé av hundarna, hund A och B, obducerades vid institutionen for patologi, SLU,
under hosten 2007. I samband med obduktionerna skars vdavnad fran tarm och hud
ut for att sedan fixeras i formalin. Ovrigt undersokt material, dvs fran hund C-E,
utgjordes av inskickade tarmbiopsier.

Hund A (bullterrier, hane) hade den kliniska och patologanatomiska diagnosen
letal akrodermatit (LAD). Hund B-E utgjorde studiens kontrollgrupp. I
kontrollgruppen ingick tva bullterrierhundar (en tik och en hane), en cavalier king
charles spaniel (hane) och en shetland sheepdog (hane). Ingen av hundarna i
kontrollgruppen uppvisade tecken pd LAD. Kontrollgruppen var dessutom fri fran
patologiska fordndringar i duodenum och i féorekommande fall kutana viavnader.
Samtliga hundar var yngre én 3 &r.



Tabell 1. Sammanstdllning 6ver de hundar som ingick i studien

. Patologanatomisk
Ras Koén  Alder Under.sokt diagno% enligt
material .
journal
Multifokal kraftig
parakeratotisk
hyperkeratos med
Obduktions-  pustler, serocelluldra
material. krustor och en mild
Hund A Bullterrier Hane 6 ménader Ventrikel, till mattlig ytlig
duodenum, dermal
hud. inflammation,
forandringar
forenliga med
akrodermatit.
Obduktions-
. material.
Hund B Bullterrier Tik 2 arcoch Ventrikel, Kronisk neftit.
8 manader
colon, hud.

Biopsier fran  Kronisk ospecifik
Hund C Bullterrier Hane 6 minader ventrikel och gastrit, lindrig.

duodenum.
Mild segmentell
Cavalier ospecifik kronisk
King l4roch  Biopsier fran colit, mild till
Hund D Charles Hane 9 manader duodenum. minimal ospecifik
Spaniel kronisk gastrit.
Biopsier frén ) .
. . K k mild
Hund E Shetland Hane Lr och ventrikel, osrli)gisﬁkngastrit
Sheepdog 9 manader duodenum ’

och colon.
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Histologisk bearbetning

Formalinfixerade, paraffininbdddade vavnadsprover frdn magtarmkanal och hud
snittades 1 4 till 6 um tunna skivor och monterades sedan pa objektglas varefter
hematoxylin-eosin-fargning respektive immunhistokemi utfordes.

Hematoxylin-eosin-fargning

Hematoxylin-eosin-firgade snitt anvidndes i1 forsta hand som referens vid
bedomning av den immunohistokemiska inférgningens grad och lokalisation.

Immunohistokemi

Immunohistokemi utférdes enligt avidin-biotin-metoden (Preformed avidin-
biotin-enzyme complex (ABC)). Protokollet hidmtades fran “Handbook of
immunochemical staining methods” (1989).

Avidin-biotinmetoden

Metoden gar i korthet ut pa att man till vdvnaden fOrst tillsdtter en primér
antikropp som é&r riktad mot det protein som ska studeras. Didrefter ldter man en
biotinylerad sekundér antikropp binda till den priméra antikroppen. Biotinylering
ar en skonsam process i vilken biotin binder kovalent till antikroppen. Avidin-
biotin-peroxidas-komplex tillfors sedan och tack vare avidinets hoga affinitet for
biotin faster komplexet in dir biotinylerade antikroppar finns (fig 1).

Avidin-biotin-
peroxidas-komplex

4

Biotinylerad antikropp

Priméar antikropp

A Antigen (ZIP4, ZnT1, MT)

Ek

/
A

Figur 1. Principen for pdvisande av proteiner genom immunohistokemi. (Modifierad efter
Naish et al, 1989).



MT

Efter snittning avparaffinerades preparaten med Xylen. Dérefter hydrerades
snitten genom en alkoholserie med sjunkande koncentration (absolut etanol,
absolut etanol, 96 % etanol, 70 % etanol).

Efter skoljning i Tris Buffered Saline (TBS) foljde antigen retrieval i citratbuffert
(10mM Sodiumcitrat, 0,05% Tween 20, pH 6,0) i vattenbad 98° C i 20 minuter.
Antigen retrieval ger en bittre exponering av antigen och ddrmed Dbéttre
forutsattningar for att antikroppar ska fasta in.

Efter antigen retrieval skoljdes preparaten ater i TBS. For att neutralisera
endogent peroxidas inkuberades glasen sedan med 0,03 % véteperoxid i 30
minuter och skoljdes darefter ater i TBS.

Blockering utférdes med 10 % getserum i 30 minuter. Blockering med getserum
minskar risken fOr att antikroppsaggregat av den primédra och sekundéra
antikroppen ska binda till vivnadens Fc-receptorer. Man minskar ocksa risken for
att de sekundéra antikropparna ska korsreagera med endogena immunoglobuliner
1 vdvnaden.

Preparaten inkuberades sedan over natt 1 kylskdp med primdr antikropp
(Monoclonal Mouse Anti-Horse Metallothionein 1:50, clone E9*1, IgG1 Horse
self-polymerized MT-1 och MT-2 frdn DakoCytomation) respektive negativ
kontroll (Mouse IgG1 Negative Control fran DakoCytomation). IgG1 spaddes
med TBS till samma koncentration som den priméra antikroppen.

Preparaten skoljdes i TBS och inkuberades dérefter med sekundér antikropp
(Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/Biotinylated fran Dako, 1:200) i
30 minuter. Efter detta steg skoljdes glasen 1 TBS.

Preparaten inkuberades med AB-komplex i 30 minuter (Vectastain fran Vector
laboratories. Avidin/biotin blocking kit. Rabbit IgG.) och skoljdes dérefter i TBS.

Preparaten framkallades i 3,3'-diaminobenzidine (DAB) tills brunt omslag ségs
(drygt 10 minuter) och skdljdes dérefter i kranvatten.

Motfargning av preparaten skedde genom nedsénkning i Mayers hematoxylin i 25
sekunder. Dérefter bldnades de i kranvatten i 15 minuter

Preparaten dehydrerades genom en alkoholserie med stegrande koncentration
enligt foljande: 70 % etanol, 95 % etanol, absolut etanol (tre bad). Preparaten
behandlades dérefter med Xylen i fyra steg infor montering.
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ZIP4 och ZnT1

Avparaffinering och hydrering utférdes enligt tidigare beskrivning. Dérefter
skdljdes preparaten i Phosphate Buffered Saline (PBS). Efter antigen retrieval (se
tidigare beskrivning) skdljdes preparaten pa nytt i PBS.

Blockering av endogena peroxidaser utfordes med 100 % metanol i 30 minuter.
Snitten skoljdes sedan noggrant i destillerat vatten.

10 % getserum (Normal Goat Serum fran Vector Labs) anvindes for blockering
av ospecifik bindning (30 minuter). Getserumet skakades sedan av och dverflodigt
serum runt snitten torkades av.

De primira, polyklonala antikropparna (ZIP4 och ZnTl) spaddes till
koncentrationen 1:1000 respektive 1:2000 i 0,1 % NGS (spiadd med PBS).
Preparaten inkuberades sedan med respektive primér antikropp Over natt i
kylskap.

Morgonen dérpd skoljdes preparaten med PBS, varefter sekundér antikropp
applicerades (Goat antirabbit IgG frdn Vector labs, spadd 1:200 i PBS). Direfter
inkuberades preparaten i rumstemperatur i en timme.

Efter skoljning i PBS applicerades AB-komplex frdn Vector labs och snitten
inkuberades 1 30 minuter.

Preparaten skoljdes dter i PBS och framkallades dérefter med DAB tills
fargomslag sags. DAB-fargningen avbrots genom skdljning i kranvatten.

Motfargning med hematoxylin, dehydrering och montering skedde sedan enligt
tidigare beskriven metod.

Metodens styrkor

Antikropparna som anvinds i studien dr framtagna for att specifikt binda till de
proteiner som studeras (ZIP4, MT och ZnT1). Samtliga antikroppar &r riktade mot
hogt konserverade regioner mellan olika species (ménniska, ritta, mus, gris).
Dessa specifika antikroppar har inte tidigare anvénts vid immunohistokemi pa
djurslaget hund. Sannolikheten dr dock hog att de konserverade regionerna pé
proteinerna ar lika hos alla daggdjur.

En positiv kontroll och en negativ kontroll ingar i varje analys. Nir det géller
ZIP4 och MT utfors kontrollen pd duodenal vdvnad fran gris. For ZnT1 anvénds
kontrollvdvnad (duodenum) fran mus. ZIP4 har tidigare undersokts pa
musduodenum och visats fungera. MT har tidigare undersokts pd bdde mus- och
grisduodenum och visats fungera. ZnT-1 har tidigare undersokts pd rétt- och
musduodenum samt humana intestinal epitelceller (Caco-2) odlade in vitro och
visats fungera.

Den positiva kontrollen behandlas exakt som vdvnaden fran hundgruppen. Genom
detta forfarande kontrolleras att analysen fungerat problemfritt. Till den negativa
kontrollen for ZIP4 och ZnT1 tillsédtts inga primédra antikroppar, varpd man
kontrollerar att de sekunddra antikropparna inte binder till ndgot ospecifikt stélle.
Hirigenom kontrolleras alltsa antikropparnas specificitet. Till utvalda dublettglas i
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analysen av MT har de priméra antikropparna medvetet ersatts med IgG1. I ovrigt
ar den behandling dublettglas och dvriga glas genomgar identisk. Detta dr ocksé
en typ av negativ kontroll. I samtliga analyser var den negativa kontrollen negativ
vid framkallning med DAB.

Blockering med getserum minskar risken for ospecifik infargning, dels genom att
antikroppsaggregaten ej tilldts binda till vivnadens Fc-receptorer och dels genom
att forhindra att de sekundédra antikropparna korsreagerar med endogena
immunoglobuliner i vdvnaden.

Metodens svagheter

Det begrinsade djurmaterialet och den bristfilliga standardiseringen medfor att
tolkningen av resultaten maste ske med forsiktighet. Syftet var att se om metoden
overhuvudtaget ar applicerbar pd djurslaget hund samt att beddma om négra
uppenbara skillnader kunde observeras mellan hundarna.

Mer omfattande studier krdvs didr man jamfor fler individer, standardiserar
hundarnas zinkintag och reglerar tidpunkten for biopsering. En standardisering i
fraga om var hud- respektive tarmbiopsier tas vore dnskvérd. Kontrollgruppen bor
ocksa vara helt fri frdn storningar 1 magtarmkanalen, vilket inte var fallet hir. Vi
vet idag inte hur exempelvis inflammatoriska forandringar paverkar uttrycket av
de studerade proteinerna.

Lindrig till méttlig autolys i hud respektive colon forsvéarade tolkningen gillande
en av kontrollhundarna (obduktionsmaterial). Optimalt &r forstds att vélja
kontrollmaterial fran hundar med minimala kadaverosa forédndringar.

Vid analysen av ZIP4 och ZnT1 var de priméra antikropparna av polyklonal typ.
Vid MT-analysen nyttjades istillet monoklonala priméra antikroppar. Polyklonala
antikroppar &r riktade mot fler epitoper &n monoklonala antikroppar. Polyklonala
antikroppar dr mindre specifika &n monoklonala antikroppar, varfér monoklonala
antikroppar ofta ar att foredra. For att i mojligaste man undvika ospecifik
infargning har blockering utforts. En liten risk kvarstar dock att de polyklonala
antikropparna kan reagera med andra molekylers epitoper (s.k. korsreaktion)
vilket i nésta steg kan ge upphov till felaktiga tolkningar av resultaten.
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RESULTAT OCH DISKUSSION

Laborationen visade att hundar som véntat uttrycker ZIP4, metallothionein och
ZnT1 i ett flertal celltyper och vdvnader. Resultaten specificeras nedan.

ZIP4

ZIP4 uttrycktes i ventrikelns funduskortlar (parietalceller och huvudceller), i
pylorus mukosa halsceller, i pyloruskdrtlar samt i enterocyterna i duodenum och
colon (jejunum ej undersokt). I enterocyterna sags en gradient med starkast
koncentration apikalt, det vill siga mot tarmlumen. Den apikala lokalisationen
overensstimmer vil med tidigare studier pa andra djurslag.

I huden pévisades uttryck av ZIP4 i skivepitel, talgkortelceller, svettkortelceller,
kérlendotel samt harfolliklar.

Duodenum

Hos kontrollhundarna sigs en tydig ZIP4-gradient i enterocyterna med det
kraftigaste uttrycket apikalt i cellerna (fig 2). Uttrycket varierade fran medelstarkt
till mycket kraftigt. Vissa celler verkade uttrycka betydligt mer ZIP4 &n andra
celler i samma omridde. Hos en del enterocyter sags forutom gradienten viss
brunaktig fingranulering i cytoplasman.

v 5 7 |
1‘ ¢ » # “‘ » ;
p) s - s
3 . o Y
a5 - 7
50um

Figur 2. Uttryck av ZIP4 i duodenum hos kontrollhundarna C, D respektive E. 40x
forstoring.

Aven hos hunden med akrodermatit kunde ZIP4 pavisas. Aven hir sigs en
gradient med kraftigare inmérkning apikalt (fig 3). Den totala infargningen var
dock blygsammare och det apikala uttrycket betydligt svagare och tunnare i
jdmforelse med samtliga hundar i kontrollgruppen.

Hos den sjuka hunden sags den tydligaste och bredaste apikala infargningen i
kryptepitelet. Detta fynd Overensstimmer inte med de teorier som Liuzzi et al
presenterade 2004. Enligt Liuzzi et al skulle forédndringar i lokalisation och apikal
ackumulering av ZIP4 inte ske i tarmkryptornas omogna epitel.
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Figur 3. Uttryck av ZIP4 i duodenum hos hunden med akrodermatit (A). 40x forstoring.

Hos samtliga hundar noterades alltsd ett apikalt uttryck av ZIP4 i duodenums
enterocyter precis som hos tidigare studerade djurslag. Att uttrycket hos
kontrollhundarna var betydligt kraftigare &n hos hunden med AE skulle kunna
betyda att hundar med AE inte formar uttrycka tillrdckligt med ZIP4. Ett minskat
uttryck skulle kunna tyda p& minskad transkription av DNA, instabilt mRNA
(med nedsatt translation som foljd) eller pa en stord glykosylering (som hindrar
proteinet frén att lamna ER). Dessa storningar skulle tillsammans eller var for sig
kunna tyda pé att genen som kodar for ZIP4 kan vara muterad. Letal akrodermatit
skulle da kunna sigas vara hundens motsvarighet till acrodermatitis enteropathica.

Det gér pa grund av studiens blygsamma omfattning inte att sdga huruvida
skillnaden ar signifikant eller ej. Det gar heller inte att siga om det svagare
uttrycket av ZIP4 forklaras av mutationer i genen SLC39A4, av ett hogre
zinkinnehall i1 fodret eller av en normalvariation. Det torde dock inte vara fraga
om en rasbunden variation, d& tvd kontrollhundar av samma ras uttryckte
betydligt mer ZIP4 dn hunden med letal akrodermatit.

Genom sekvensering av ¢ZIP4 skulle man kunna undersdka eventuella skillnader
i aminosyrasekvens hos sjuka respektive friska individer. Om LAD-orsakande
mutationer identifieras kan det bli mojligt att testa for dessa anlag i ett framtida
avelsprogram.

Hud

Huden hos hunden med akrodermatit jidmfordes med huden hos en till
kontrollgruppen hdrande bullterrier. Bada hundarna uttryckte ZIP4 i epidermis,
harfolliklar, talgkortlar, kdrlendotel samt svettkortelepitel.

Harfolliklar

Infargning sdgs i harfolliklarna hos bada hundarna. Inga skillnader kunde
observeras hundarna emellan.

Epidermis

Okeratiniserade hudepitelceller fargades in (fig 4). Keratiniserade delar firgades
inte in hos ndgon av hundarna. Den enda skillnaden hundarna emellan var den
hyperkeratos och parakeratos som sdgs hos hunden med akrodermatit. Dessa
patologiska forandringar verkade inte paverka infargningsgraden i epitelet.
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Figur 4. ZIP4-uttryck i epidermis keratiniserade delar hos hunden med akrodermatit A
(t.v.) respektive kontrollhunden B (t.h.). Notera parakeratosen hos hunden med
akrodermatit.

Ett ndgot starkare uttryck sags i de basala delarna av epidermis och i harfolliklar.
Epidermis och hérséckar utgor strukturer med kraftig regeneration och tillriackliga
zinknivéer ar en grundforutsittning for normal celldelning och proteinsyntes. Att
de basala cellagren uttrycker forhdllandevis mer ZIP4 skulle kunna forklaras av
den kraftiga mitosaktivitet som man kan forvinta sig dir. Dessa celler borde pa
grund av sin lokalisation néra kirl och sin hoga mitosaktivitet vara bast lampade
att ta upp zink som transporterats till huden bundet till blodets albumin. Uttrycket
av ZIP4 1 basala cellager bidrar sannolikt till att epidermis =zinkupptag
effektiviseras. Blodets zinknivder varierar mycket lite. Om ZIP4 uttrycks i
epidermis och harfolliklar d4ven vid normala zinkkoncentrationer i kroppen/blodet
avspeglar detta sannolikt det stora zinkbehovet i den stindigt regenererande
Overhuden.

Talgkértlar

En svag, diffus, cytoplasmatisk infirgning sags i talgkortlarnas fettfyllda celler.
En starkare infargning noterades i det epitel som avgrinsar varje acinus och som
ger upphov till tidigare nimnda fettfyllda celler (fig 5). Inga skillnader kunde ses
hundarna emellan.

Figur 5. ZIP4-inmdrkning i talgkértlar och svettkortlar hos hunden med akrodermatit A
(t.v.) respektive kontrollhunden B (t.h.). 40x forstoring.
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Kérlendotel

Ett starkt uttryck av ZIP4 sags i kirlendotelet (bade arterioler och venulae) hos
bada hundarna (fig 6). Uttrycket beddmdes som likvirdigt hos de bada hundarna.

Figur 6. Uttryck av ZIP4 i kirlendotel hos hunden med akrodermatit A (t.v.) respektive
kontrollhunden B (t.h.). 40x forstoring.

Svettkortlar

Den enda tydligt pavisbara skillnaden mellan hundarna sigs i svettkortelepitelet.
Kontrollhundens epitel priglades av stor heterogenicitet medan hunden med
akrodermatit uppvisade en mer homogen inmérkning. Hos akrodermatithunden
sdgs genomgdende en ZIP4-ansamling apikalt i kombination med en svagare
diffus inméarkning i1 6vrig cytoplasma.

Hos den friska hunden varierade uttrycket frin stora, bruna, véilavgrinsade
granula i cellens centrala delar till en antydan till en gradient med okad
inmarkning apikalt (fig 7). Hos denna hund var gradienten otydligare och mer
sporadiskt forekommande &n hos hunden med akrodermatit.

Figur 7. ZIP4-inmdrkning i kontrollhunden Bs svettkortlar. 40x forstoring.

Négon variation i lokalisation noterades inte hos den sjuka hunden dér
infargningen genomgaende var klart kraftigast apikalt (fig 8). Hos hunden med
akrodermatit var det apikala uttrycket snarare regel 4n undantag hos det studerade
kortelepitelet.
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Figur 8. ZIP4-inmdrkning i svettkortlar hos hunden med akrodermatit (4). 40x
forstoring.

Det tycks alltsd ske en upp- och nedreglering samt en omlokalisation av ZIP4
dven 1 svettkortlar. Det ligger néra till hands att fundera 6ver om svettkortlar kan
ha en roll 1 hudens zinkhomeostas. Ett 6kat apikalt uttryck av ZIP4 i huden hos en
individ med zinkbrist skulle kunna motiveras av att cellerna forsoker resorbera
zinkjoner som annars skulle ga forlorade genom svettningar.

De bruna granula som sigs centralt i cytoplasman hos kontrollhunden skulle
kunna motsvara ZIP4-reserver, antingen i form av nytillverkat protein eller i form
av dtervunnet ZIP4 som genomgitt endocytos och lagrats upp i vesikler. Vid
tillrdckliga zinknivaer i huden skulle det inte finnas nadgot behov av resorption och
ddrmed inget behov av apikalt ZIP4.

Uttrycket av ZIP4 i svettkortlar verkar inte ha beskrivits i litteraturen tidigare. Det
vore dérfor intressant med vidare studier for att utreda ovanstadende hypoteser.
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MT

Hundarna uttryckte metallothionein 1 magsidck (parietalceller), duodenum
(enterocyter, bégarceller) och colon (enterocyter och bégarceller). Jejunum
undersoktes ej. Enterocyterna uppvisade en diffus distribution av metallothionein
i cytoplasman, vilket stimmer vél 6verens med tidigare data for andra djurslag.

Metallothionein uttrycktes dven i hudens svettkortelepitel, harfolliklar, talgkortlar
och epidermis.

Duodenum

Uttrycket av metallothionein var hos kontrollhundarna framf6rallt koncentrerat till
den apikala halvan av cellen. Enterocyternas infiargningsgrad i duodenum
varierade. Hela spektrat frdn en mycket svag, diffus infargning i cytoplasman till
en tydligare, medelstark diffus inmérkning fanns representerat hos cellerna (fig 9-
11). Vissa celler uppvisade sparsamt med smé, bruna granula i sin apikala
tredjedel, men viss spridning basalt om detta omrade sags ocksa. MT kunde
pavisas i merparten av enterocyterna. P4 maénga héll sags dven en diffus
infargning 1 bégarceller.

Figur 9. MT-inmdrkning hos kontrollhunden C (duodenum). 40x respektive 20x
forstoring.

50um

Figur 10. MT-inmdrkning hos kontrollhunden D (duodenum). 40x forstoring.
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Figur 11. MT-inmdrkning hos kontrollhunden E (duodenum). 40x forstoring.

Hos AE-hunden sags genomgaende ett mycket lagt duodenalt uttryck av MT i
jamforelse med kontrollhundarna (fig 12). Proteinet uttrycktes bara i ett mindre
antal celler, 1 Ovrigt observeras ingen infargning. En tankbar forklaring till det
laga uttrycket av MT dr att hunden med akrodermatit har l14ga intracelluldra
zinknivder pa grund av sin storning och dirfor inte behdver uttrycka sd mycket
MT.

Figur 12. MT-inmdrkning hos hunden med akrodermatit (4). 40x forstoring.
Hud

Hos bada hundarna sdgs inmérkning i svettkortelepitel, harfolliklar, talgkortlar
och epidermis.

Harfolliklar

Infargning sdgs generellt i harfolliklarna (fig 13). Inga skillnader kunde pavisas
hundarna emellan.
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Figur 13. MT-inmdrkning i harfollikel hos hunden med akrodermatit (4). 40x forstoring.
Epidermis

Hos hunden med akrodermatit sdgs en svag till medelstark infiargning i epidermis
stratum basale (fig 14). I ovriga kidrnforande delar av epidermis syntes ingen till
mycket svag inmérkning.

Hos kontrollhunden sags ett varierande uttryck i epidermis. Vissa hudpartier
uppvisade inga tecken pa MT-uttryck (fig 14) medan det i andra syntes en svag,
generell infargning i1 epidermis kdrnforande delar.

Keratiniserade delar saknade infiargning i bada fallen.

Figur 14. Tydlig basal MT-inmdrkning hos hunden med akrodermatit A (t.v.). Ingen MT-
inmdrkning i epidermis hos kontrollhunden B (t.h.). 40x forstoring.

Det &r svart att dra nagra slutsatser om dessa skillnader utifran tvad hundar. Det
kraftigare, basala uttrycket av metallothionein hos hunden med akrodermatit
skulle eventuellt kunna ha sin forklaring i den inflammation och kraftiga
regeneration som hunden drabbats av. Inflammation ir ett av de manga stimuli
som leder till uppreglering av MT. Dessutom borde en kraftig regeneration, sdsom
vid hyperkeratos, rimligtvis 6ka de basala keratinocyternas zinkbehov och ddrmed
behovet av MT for reglering av intracelluldra zinknivaer.
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Talgkértlar

Inga skillnader sdgs mellan hundarna. Uttrycket varierade fran obefintligt till
medelstarkt i epitelet medan det var genomgéende mycket svagt i de fettfyllda
cellerna (fig 15). Inférgningen var i bada celltyperna diffus och cytoplasmatisk.

Figur 15. MT-inmdrkning i talgkértlar hos hunden med akrodermatit (A). 40x forstoring.
Kérlendotel
Ingen infargning sags hos hundarna.

Svettkortlar

Hos kontrollhunden sigs en svag till medelstark diffus infargning i1 hela
cytoplasman (fig 16).

™ o

Figur 16. MT-inmdrkning i svettkértelepitel hos kontrollhunden B. 40x forstoring.

Hos hunden med akrodermatit varierade infirgningen fran mycket svag i vissa
omrdden till starkare i andra (fig 17). I omrdden med starkare infargning
uppvisade cellerna en heterogen bild med varierande infargningsgrad sinsemellan.
Individuella celler kunde ha en jimn, cytoplasmatisk inmérkning, en mera fokal
inmérkning vid det apikala membranet eller en inméarkning centralt i cytoplasman.
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Figur 17. MT-inmdrkning i svettkértlar hos hunden med akrodermatit (A). 40x forstoring.

24



ZnT1

ZnTl-infargning 1 enterocyter sdgs 1 samtliga undersdkta avsnitt av
magtarmkanalen (ventrikel, duodenum, colon). Bade likheter med och avvikelser
fran tidigare kinda data observerades. Mer om detta nedan.

Duodenum

Hos kontrollhundarna (fig 18-19) sdgs en generell, diffus infdrgning i hela
enterocytcytoplasman. Infiargningen var maéttlig med en kraftigare infirgning
apikalt. Séllsynta exempel pd en kraftigare lateral (men inte basolateral)
infargning forekom hos de tre kontrollhundarna C, D och E. Den apikala
infargningen var dock alltid kraftigast och mest pataglig.

50um - v g

Figur 18. ZnTI-inmdrkning i duodenums enterocyter hos kontrollhund C (t.v.) och D
(t.h.). 40x forstoring.

Figur 19. ZnTI1-inmdrkning i duodenums enterocyter hos kontrollhund E. 40x forstoring.

Hunden med akrodermatit hade en liknande immunohistokemisk bild (fig 20).
Infargningen var dven hir generellt ndgot starkare apikalt. Inga tecken pa kraftig
basolateral eller lateral infargning noterades. Enterocyterna langst ut pa villi hade
en infargningsgrad som var ndgot svagare dn kontrollgruppens. Den intracelluldra
lokalisationen av proteinet var dock likvérdig mellan grupperna.
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Figur 20. ZnTI1-inmdrkning i duodenums enterocyter hos hunden med akrodermatit (A).
40x forstoring.

I anslutning till kryptorna var infargningen generellt ndgot svagare én ldngre upp
pa villi. Detta giéllde for samtliga hundar. En tinkbar forklaring till detta &r att
kryptepitelets omogna enterocyter har ett ldgre zinkinnehdll och en ldgre
zinkomsittning jaimfort med de mer aktiva celler som ses lingre upp pa villi.
Merparten av zinkjonerna absorberas ldngre upp pd tarmvilli. Ett lagre
zinkinnehall och en ldgre zinkomséttning i cellen borde rimligtvis kunna leda till
en nedreglering av ZnT1.

I tidigare studier har man sett en basolateral ackumulering av ZnT1 i duodenala
enterocyter hos ratta och mus (McMahon och Cousins, 2004; Yu et al, 2007). Nér
man tittar ndrmare pd McMahon och Cousins studie framgar dock av
fotomaterialet att proteinet dven uttrycks apikalt och i viss man i cytosolen hos
enterocyterna. Det apikala uttrycket ser i McMahon och Cousins studie ut att vara
kraftigast pa villitopparna. I studien utférd av Yu et al gar det inte att dra ndgra
liknande slutsatser eftersom det inte framgir om bildernas enterocyter tillhor
kryptepitelet eller villitoppsepitelet. Négon pataglig apikal infargning ar inte
synlig, vilket skulle kunna betyda att Yu et al fotograferat kryptepitelets
enterocyter. Att uttrycket av ZnT1 inte dr strikt begrénsat till de basolaterala
delarna tolkas som att enterocyterna inte enbart transporterar vidare upptaget zink
sé att det kan komma kroppen tillgodo, utan att en viss andel zinkjoner aterfors till
tarmlumen for eliminering.
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Hud
Harfolliklar

Infargning sdgs generellt i harfolliklarna (fig 21). Inga skillnader kunde pavisas
hundarna emellan.

Figur 21. ZnTI-inmdrkning i harfolliklar respektive talgkértlar hos hunden med
akrodermatit (4). 40x forstoring.

Epidermis

De kérnforande delarna av epidermis fargades in hos bada hundarna. Infargningen
var diffus och cytoplasmatisk. En kraftigare infargning fanns i celler tillhérande
stratum basale. Sarskilt kraftig var denna infiargning hos hunden med LAD. Hos
denna hund sdgs dessutom en hyperkeratotisk parakeratos samt brunfirgade
fragment i de keratiniserade delarna av epidermis. Fragmenten tolkades som rester
av ZnTl-proteinet alternativt kdrnrester. Kontrollhundens keratiniserade celler
saknade sadana distinkta rester, men kunde stéllvis skifta nagot i brunt (fig 22).

Figur 22. ZnTI1-inmdrkning i epidermis hos hunden med akrodermatit (A) t.v. och
kontrollhunden (B) t.h. 40x forstoring.

Talgkértlar

Inga skillnader pavisades hundarna emellan. En svag, diffus, cytoplasmatisk
infargning sdgs i talgkortlarnas fettfyllda celler. En starkare infdrgning noterades i
det epitel som avgrénsar varje acinus och som ger upphov till tidigare nimnda
fettfyllda celler (fig 21).
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Kérlendotel

Kaérlendotelet (arterioler och venulae) hade en generell, brun infirgning hos bada
hundarna (fig 23).

Figur 23. ZnTI-inmdrkning i kdrlendotelet hos hunden med akrodermatit (A) t.v. och
kontrollhunden (B) t.h. 40x forstoring.

Svettkortlar

Hos hunden med akrodermatit sags en generell, diffus, cytoplasmatisk infargning
i svettkortelepitelet. En kraftigare inférgning noterades apikalt mot lumen (fig 24).
Overlag sags en kraftigare infargning hos hunden med akrodermatit.

Figur 24. ZnTI1-inmdrkning apikalt i svettkortelepitelet hos hunden med akrodermatit (A).
40x forstoring.

Hos kontrollhunden sags motsvarande generell, diffus, cytoplasmatisk inférgning.
Kontrollhunden skilde sig frdn hunden med akrodermatit genom att ZnT1-
ackumuleringen aterfanns basalt (fig 25).
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Figur 25. ZnTI1-inmdrkning basalt i svettkortelepitelet hos kontrollhunden (B). 40x
forstoring.

Ackumuleringen hade alltsd olika lokalisation hos de bada hundarna. Innebir
detta att cellerna i bdda fallen 4r normalfungerande och att de helt enkelt formar
styra lokalisationen av ZnT1 till det apikala respektive den basala cellmembranet
beroende pd kroppens aktuella zinkstatus? Eller lider hunden med akrodermatit av
en storning som ger en felaktig lokalisation av proteinet?

En apikal lokalisation av proteinet bor leda till att zinkjoner transporteras ut i
svetten i1 ductuli. Varfor kroppen vid zinkbrist skulle striva efter att oka
zinkforlusten genom 6kad utsondring i svetten dr ett mysterium. Hundar reglerar i
lag utstrickning kroppstemperaturen genom svettningar. Dérfor verkar det
orimligt att zinkbristen vid LAD primért skulle bero pa en kraftigt 6kad forlust av
zinkjoner via hudens svettkortlar.

Den basala ackumuleringen av ZnT1 hos kontrollhunden &r enklare att forsoka
forklara. Troligen dr det sa att kroppen hushaller med cellernas zinkreserver. En
omfordelning av Overskottszink fran svettkortelcellerna till andra delar av huden
eller kroppen verkar praktisk och ekonomisk.

Denna varierande lokalisation samt dess orsak och verkan kraver vidare studier.
Regleringen av proteinet kan vara komplex och det &r inte osannolikt att upp- och
nedreglering paverkas av andra faktorer dn epitelcellernas aktuella zinkbehov.

Nér det giller svettkortelepitelets uttryck av ZnT1 (och ZIP4) finns stora
kunskapsluckor. Det &r inte omdjligt att man genom vidare studier inom detta
omrade kan Oka kunskapen om dermatiter, hudens lokala immunforsvar och
sarldkning.
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