S Lu Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

och husdjursvetenskap
Institutionen for kliniska vetenskaper

Immunohistokemisk evaluering av
hundallergenerna Can f 1, Can f 2 och Can f 31
vavnad hos hund

Melinda Johannesson

Uppsala
2016

Examensarbete 30 hp inom veterindrprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2016:28






Immunohistokemisk evaluering av
hundallergenerna Can f 1, Canf 2 och Can f 3 i

vavnad hos hund
Immunohistochemical detection of dog allergens Can f 1,
Canf2and Can f 3in tissues from dogs

Melinda Johannesson

Handledare: Kerstin Bergvall, institutionen for kliniska vetenskaper

Examinator: Helene Hamlin, institutionen for kliniska vetenskaper

Examensarbete i veterindrmedicin

Omfattning: 30 hp
Niva och férdjupning: Avancerad niva, A2E
Kurskod: EX0736

Utgivningsort: Uppsala

Utgivningsar: 2016

Delnummer i serie: Examensarbete 2016:28
ISSN: 1652-8697

Elektronisk publicering: http://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: Hundallergener, Can f 1, Can f 2, Can f 3, immunohistokemi, hud, tunga, parotisspottkdrtel
Key words: Dog allergens, Can f 1, Can f 2, Can f 3, immunohistochemistry, skin, tongue, parotid gland

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for kliniska vetenskaper


http://stud.epsilon.slu.se/




SAMMANFATTNING

Palsdjursallergi och daribland allergi mot hundar drabbar bade barn och vuxna och &r relativt vanligt
férekommande i den industrialiserade delen av vérlden. | dagslaget finns kdnnedom om sex
hundallergener varav fyra utgors av lipokaliner, en viktig proteinfamilj i allergensammanhang. Bland
de sex allergenerna finns &ven albumin och ett kallikrein. Hundsaliv ses idag som en viktig kalla till
allergenspridning, dels via kontakt med hundsaliv men aven via spridning av saliv till hundens péls nér
hunden slickar sig varpa allergenerna dverfors till miljon med péals och mjall. I dagslaget saknas
studier dar allergenférekomst i olika vévnader hos hund har studerats med immunohistokemi. | denna
studie har darfor immunohistokemisk evaluering av tre av de idag kénda allergenerna, Can f 1, Can f 2
och Can f 3, genomforts i tunga och hud fran 14 hundar samt parotisspottkortel fran 10 hundar. |
studien anvéandes Vectastain Elite Mouse IgG ABC Kit, 3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride for
antigendetektion samt primarantikroppar i form av mus-1gG framtaget mot rekombinanta former av
Can f 1 och Can f 2 samt naturligt Can f 3.

Resultatet visar pa en tydlig detektion med anti-Can f 1-antikropparna i tungans epitel (13/14 hundar)
samt i mindre grad i viabla epidermis (4/14) och harfollikelceller (5/14). En tydlig detektion med anti-
Can f 3-antikropparna var vanligt forekommande i bindvavsstrukturer i samtliga tre undersokta
vavnader. Anti-Can f 3 gav dven upphov till detektion av varierande grad i viabla epidermis (13/14),
basalmembran mellan epidermis och dermis (14/14) och runt harfolliklar (14/14), samt i
harfollikelceller (14/14). Nagon tydlig detektion kunde inte pavisas med anti-Can f 1 och anti-Can f 2 i
parotisspottkortelns sekretoriska delar. En svagare detektion i kortelns bindvavsstrukturer, som var
starkare/intensivare jamfort med kontroller, kunde dock ses med anti-Can f 1 (7/10).

Allergenforekomst i saliven med senare spridning 6ver hundens hud och péls skulle kunna forklara
antigendetektionen med anti-Can f 1 i tungepitel respektive viabla epidermis och harfollikelceller.
Detta via diffusion in i cellerna fran saliven. Aven produktion av Can f 1 i dessa lokalisationer &r en
tankbar orsak till detektionen. Albumin férekommer dven extravaskulart, varfor detektionen i
bindvavsstrukturer med anti-Can f 3 kan motsvaras av forekomst av albumin/Can f 3. Detektionen
med anti-Can f 3 i 6vriga hudstrukturer kan vara orsakad av diffusion av allergenet fran bindvaven.

Grad av antigendetektion tenderade till att variera mellan olika hundar, vilket skulle kunna relateras
till individuella skillnader i utséndring av allergener och allergenférekomst hos olika hundindivider.
Det ofta framforda resonemanget att hundallergiker tal vissa hundar men inte andra skulle kunna
relateras till detta. Franvaron av tydlig detektion med anti-Can f 1 och anti-Can f 2 i
parotisspottkortlens sekretoriska delar motsager inte allergenforekomst i denna lokalisation, utan talar
snarare for behovet av fortsatt utveckling av metoden for att mojliggora framtida allergendetektion i
denna vévnad.



SUMMARY

Dog allergy and allergy to furry animals in general is relatively common in the industrialized part of
the world. Up until today six different allergens have been identified in the dog, four of them
belonging to the lipocalin protein family, one consists of dog albumin and the last one is a kallikrein.
Dog saliva is considered to be a major allergen source, partly by direct contact with saliva, but also
through spreading of saliva to the fur when the dog is grooming. Subsequent shedding of dander and
fur spreads allergen to the environment. The present study sets out to evaluate the presence of three
different dog allergens, Can f 1, Can f 2 and Can f 3, in tongue and skin from 14 dogs and parotid
gland from 10 dogs. In the study we used the Vectastain Elite Mouse 1gG ABC Kit, 3-3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride for antigen detection and 1gG primary antibodies produced in
mice against recombinant forms of Can f 1 and Can f 2 and the natural form of Can f 3.

We could see a clear detection with the anti-Can f 1 antibodies in tongue epithelium (13/14) and to a
lesser extent in viable epidermis (4/14) and cells of hair follicles (5/14). Anti-Can f 3 gave a distinct
detection in connective tissue in all three organs studied. With anti-Can f 3, a detection of variable
degree was also seen in viable epidermis (13/14), basement membrane beneath epidermis (14/14),
basement membrane around hair follicles (14/14) and in cells of hair follicles (14/14). With anti-Can f
1 and anti-Can f 2, no clear detection was seen in the secretory parts of the parotid gland. However,
detection more intense than with the negative controls was seen in connective tissue within the gland
with anti-Can f 1 (7/10).

The presence of allergens in saliva with subsequent spreading to the dog’s hair and skin could explain
the antigen detection seen with anti-Can f 1 in tongue epithelium, viable epidermis and cells of hair
follicles, if spreading of allergens into these locations by means of diffusion is considered a
possibility. Production of Can f 1 in these cells may also be considered as a cause to the detection
seen. Albumin is present in the extravascular compartments and detection with anti-Can f 3 in
connective tissue can therefore be caused by presence of the allergen. The detection seen with anti-
Can f 3 in other locations of the skin is possibly caused by diffusion of the allergen from the
surrounding connective tissue.

The level of antigen detection seemed to vary between different dogs, which could mirror individual
differences in allergen expression and spreading amongst dogs. This could be in accordance with the
often clamed situation whit people allergic to dogs seeming to react to some dogs while tolerating
others. The absence of antigen detection with anti-Can f 1 and anti-Can f 2 in the secretory parts of the
parotid gland does not contradict the presence of these allergens in the gland. Instead it prompts for
further development of the detection method used in this study, to enable future allergen detection in
this tissue.
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FORKORTNINGAR
Anti-Can f 1, anti-Can f 2 och anti-Can f 3: antikroppar mot respektive hundallergen

DAB: 3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
HSPA: human seminal plasma allergy

PBS: phosphate-buffered saline

PCR: Polymerase chain reaction

2D PAGE: Tva dimensionell polyakrylamidgelelektrofores

INLEDNING

Allergiska sjukdomar och daribland palsdjursallergi ar nagot som drabbar en relativt stor del av
befolkningen i de industrialiserade delarna av varlden (Nilsson et al.,2014a). Detta komplicerar och
begransar vardagen for manga manniskor, dels for dem som sjalva har en allergi mot pélsdjur men
aven for de manniskor som pa nagot satt lever tillsammans med en individ med allergi. Allergi ar en
typ av hypersensitivitetsreaktion som medieras av IgE-antikroppar och mastceller (Tizard, 2009).
Detta ger hos drabbade individer upphov till symptom som exempelvis allergisk rinit, hudsymptom
eller astma, medan det hos somliga &ven kan ge upphov till anafylaktisk chock (Janeway et al., 2005).

Det finns hos manga allergiska individer en 6nskan om att trots sjukdomen anda kunna leva och arbeta
med djurkontakt. Forskning och utveckling kring diagnostik och behandling av allergi gar framat. Som
ett exempel kan namnas att det pagar utveckling kring mojligheten att matcha en allergisk individ med
en hund med for just den personen passande allergenprofil (Medi-Tec, 2015b). Det ar idag aven
mojligt att framstélla sa kallade rekombinanta allergener fran exempelvis hund, vilket avsevart kan
forbattra mojligheten till korrekt och effektiv diagnostik och behandling (Nilsson et al., 2014a).
Rekombinanta allergener &r allergener framtagna genom molekylarbiologiska tekniker (Valenta et al.,
1999).

Vid kattallergi ar det framfor allt ett allergen, Fel d 1, som majoriteten (ca 94 %) av Kattallergiker
reagerar pa (van Ree et al., 1999). Hos hund har idag sex stycken olika allergener identifierats; Can f
1, Can f 2, Can f 3, Can f 4, Can f 5 och Can f 6 (Nilsson et al., 2014a). Till skillnad fran forhallandet
vid kattallergi verkar inte nagot av de idag kanda hundallergenerna vara lika dominant som Fel d 1
(Medi-Tec, 2015a, Nilsson et al., 2014b). Detta gor det mer komplicerat bade att korrekt diagnosticera
hundallergi och att behandla hundallergi med allergenspecifik immunoterapi. Fortsatta studier inom
amnet hundallergi ar nédvandiga och daribland studier kring allergenférekomst hos hundar.

Syfte och fragestallningar

Forekomst av och karakteristika hos hundallergener har undersokts av flertalet forskargrupper. Det
verkar dock saknas studier dar forsok gjorts att pavisa allergenerna och dess lokalisation eller uttryck i
vavnadssnitt med immunohistokemi. | det har examensarbetet &r darfor syftet att med hjalp av
immunohistokemi forsoka pavisa hundallergenerna Can f 1, Can f 2 och Can f 3 i tunga,
parotisspottkértel samt hud hos hund.

Fragestallningarna ar i vilken/vilka av de studerade vavnaderna allergenerna kan pavisas samt var i
dessa vavnader en eventuell detektion kan ses.

LITTERATUROVERSIKT

Den allergiska reaktionen

Allergi dr en typ av hypersensitivitetsreaktion som medieras av IgE-antikroppar och mastceller
(Tizard, 2009) och som aven leder till vavnadsinfiltration av lymfocyter och eosinofiler. Allergi
uppkommer nar en individs immunforsvar reagerar pa antigen (aven kallat allergen) som i sig inte ar



skadliga. Antigen plockas upp av sa kallade antigenpresenterande celler, exempelvis dendritceller,
makrofager men ocksa B-celler/B-lymfocyter (Tizard, 2009). Dessa antigenpresenterande celler
processar antigenet for att sedan presentera mindre delar av det pa ytmolekyler, MHC klass Il, for
naiva T-lymfocyter (naiva Th-celler) med antigenreceptorer som matchar det aktuella antigenet. Den
mest effektiva antigenpresenterande celltypen ar dendritceller (Tizard, 2009). Dendritceller producerar
olika typer av signalmolekyler, interleukiner (IL), beroende pa vilken typ av antigen de plockat upp.
Dessa signalmolekyler kommer att paverka Th-cellerna och styra det forvarvade immunforsvaret
antingen mot ett antikroppsmedierat immunsvar eller ett cellmedierat immunsvar. Om dendritcellen
producerar IL-4, IL-1 och IL-6 kommer det leda till stimulering av Th2-celler och ett
antikroppsmedierat immunsvar (Tizard, 2009). Dendritceller behéver ocksa uttrycka co-stimulerande
ytmolekyler, exempelvis CD 80/86 och CD40, for att Th-cellerna ska stimuleras. De pa detta vis
aktiverade Th2-cellerna stimulerar vidare aktivering och differentiering av B-celler vilka producerar
antikroppar. Endast B-celler som uttrycker receptorer for det aktuella antigenet kommer att stimuleras.
Denna stimulering sker genom sekretion av interleukiner och uttryck av co-stimulerande ytmolekyler
(CDA40). IL-4 och IL-13 stimulerar till produktion av IgE-antikroppar hos B-celler (Tizard, 2009).
Dessa IgE-antikroppar binder sedan till olika celler via IgE-receptorer och individen dr sensitiserad.
Det finns olika typer av receptorer for IgE (FceR) (Tizard, 2009). Mastceller uttrycker en
hogaffinitetsform av FceRI. Denna receptor forekommer ocksa pa eosinofiler och basofiler.

Mastceller finns i vavnader dar kontakt sker med miljon utanfor kroppen (Metcalfe et al., 1997). De é&r
framfor allt lokaliserade néra blodkarl och nerver i dessa vavnader. Mastceller finns exempelvis i
submukosa och epitel i luftvégarna, i tunntarmarnas mukosa och submukosa samt i huden (Fajt &
Wenzel, 2013. Irani et al., 1986). Mastcellerna bildas i benmargen (Metcalfe et al., 1997). Bortsett
fran transporten av mastcellsprekursorer i blodet till den véavnad dér de sedan stannar kvar och
mognar, férekommer inte mastceller som cirkulerande blodceller (Fajt & Wenzel, 2013).

Den allergiska reaktionen utloses nar en sensitiserad individ ater exponeras for antigenet/allergenet.
Nar antigen korsbinder IgE pa mastcellerna leder det till degranulering av cellerna och det sker en
frisattning av ett flertal proinflammatoriska och vasoaktiva mediatorer exempelvis histamin och
prostaglandiner (Janeway et al., 2005, Tizard, 2009). Manga av de substanser som mastceller
producerar kan &ven produceras av basofiler (Abbas et al., 2010). Basofiler uttrycker ocksa FceRI
(Tizard, 2009) och kan darmed binda IgE, varfor de ocksa har en roll i den allergiska reaktionen
(Abbas et al., 2010). Basofiler forekommer framfor allt som cirkulerande blodceller (Abbas et al.,
2010), men kan lockas ut i vavnaden dar inflammation foreligger. Vissa kemokiner fran T-celler
stimulerar basofiler till uttrade till vavnaden (Tizard, 2009).

Den allergiska reaktionen ger dels upphov till symptom som kommer strax efter allergenexponering,
en sa kallad omedelbar allergisk reaktion medierad av mastceller (Tizard, 2009) men aven av basofiler
(Abbas et al., 2010). Det sker ocksa en sen allergisk reaktion som nar sitt maximum efter 6-12 timmar
(Tizard, 2009). Kemokiner som produceras av mastceller leder till rekrytering av leukocyter, framfor
allt Th2-celler och eosinofiler, till vavnaden (Abbas et al., 2010). Frisattning av inflammatoriska
mediatorer fran bland annat eosinofiler leder till utveckling av den sena allergiska reaktionen (Tizard,
2009). Vid fortsatt antigenexponering kan kronisk inflammation utvecklas fran den sena allergiska
reaktionen (Janeway et al., 2005).

Allergener &r antigen som utgors av sma proteiner eller glykoproteiner (Morris, 2010) vilka ofta ar
I6sliga i kroppsvatskor (Abbas et al., 2010) och inkluderar bland annat enzymer, transportproteiner
och enzymhadmmare (Stewart & Thompson, 1996: se Rouvinen et al., 1999). Allergener férekommer
bland annat i dammkvalster, pollen, mjall fran djur (Abbas et al., 2010) samt mdgelsporer (Janeway et
al., 2005). Den hoga l6sligheten hos manga allergener gor det mojligt att diffundera in i slemhinnor
(Janeway et al., 2005), varfor allergenexponering kan ske via exempelvis luftvégarna eller
konjunktiva. Den vanligaste vagen att exponeras for allergen hos manniska &r via inhalation.
Allergenexponering kan dven ske via huden (Abbas et al., 2010), och allergen kan tas upp perkutant.



Nar en allergisk reaktion uppstar hos manniska orsakar den ofta symptom i form av sa kallad hésnuva
eller allergisk rinit, med irritation och tathet i nasan samt ett okat nasflode, klada och nysningar
(Janeway et al., 2005, Abbas et al., 2010). Leukocytinfiltration med édem i slemhinnan och 6kad
slemsekretion kan ses i samband med reaktionen Abbas et al., 2010). Symptom fran égonen i from av
allergisk konjunktivit kan ofta kopplas till hosnuva. Allergisk astma med kronisk inflammation i de
nedre luftvagarna forekommer ocksé (Janeway et al., 2005). Astmasymptomen utléses av att
mastceller i submukosan aktiveras och degranuleras av allergen, men vid den kroniska inflammationen
ses langvarig forekomst av eosinofiler, Th2-lymfocyter och neutrofiler i 6kat antal. Degranuleringen
av mastcellerna orsakar okad sekretionen av slem och konstriktion av bronker. Den kroniska
inflammationen orsakar hypertrofi och hyperplasi av slemproducerande celler och glatta muskellager
samt fibros. Luftvdagarna blir permanent trangre.

Symptom fran huden kan ocksa forekomma i form av utrikaria och eksem (Abbas et al., 2010).
Utrikaria kan uppkomma dels av allergen som injicerats eller tagits upp fran magtarmkanalen, men
aven efter hudkontakt med allergen. De réda och kliande svullnaderna ar resultatet av
histaminfrisattning fran mastceller (Janeway et al., 2005). Eksem, eller atopisk dermatit, med
ihallande hudutslag (Janeway et al., 2005) kan vara orsakat av den sena allergiska
inflammationsreaktionen (Abbas et al., 2010). Har stimuleras inflammation genom att mastceller och
Th2-celler frisétter IL-4 och andra cytokiner vilka verkar pa endotelceller i venuler.

| det fall allergenet injiceras direkt i blodet kan anafylaktisk chock uppkomma nar mastceller kring
blodkarlen reagerar pa allergenet (Janeway et al., 2005). Detta kan ocksa intraffa om allergenet
absorberas snabbt fran magtarmkanalen. Anafylaktisk chock orsakas av en vida utbredd
mastcellsaktivering med efterfoljande bronkokonstriktion (Janeway et al., 2005) samt vasodilatation
(Abbas et al., 2010).

Hundallergener

| dagsléget finns kannedom om sex olika hundallergener fran tre olika proteinfamiljer (Nilsson et al.,
2014a). Allergenen bendmns Can f 1, Can f 2, Can f 3, Can f 4, Can f 5 och Can f 6. Can f &r en
forkortning av Canis familiaris, arthamnet for hund. Till proteinfamiljen lipokaliner hér Can f 1, Can f
2, Can f 4 och Can f 6. Can f 3 tillhor albuminfamiljen och Can f 5 utgors av ett kallikrein (Nilsson et
al., 2014a). Av kanda allergen hos palsdjur ar mer &n 50 % lipokaliner och ofta utgdrs de kliniskt mest
betydelsefulla allergenen hos arten av lipokaliner (Nilsson et al., 2014a). Olika studier uppvisar nagot
varierande siffror gallande andel IgE-reaktivitet mot de i nuldget kdnda hundallergenerna. Enligt
Rytkonen-Nissinen et al. (2015) kan faktorer sa som vilken metod som anvants, hur
studiepopulationen sag ut, vilka allergenberedningar som anvénts samt pa vilket satt studieindividerna
exponerats for allergenen bidra till sadana skillnader i resultat. | en studie utford av Konieczny et al
(1997) visade 75 % av i studien ingaende hundallergiker IgE-reaktivitet mot Can f 1. Motsvarande
siffra for Can f 2 var endast 25%. | en annan studie, Nilsson et al (2012), anges istallet motsvarande
procentandel vara 55 % for Can f 1 respektive 24 % for Can f 2. Avseende Can f 3, som utgors av
serumalbumin (WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee, 2014a), anger Matsson et al.
(2009) att sa fa som 16 % av hundallergiker uppvisar IgE-reaktivitet mot detta allergen.
Albuminallergen fran olika daggdjur ar mycket lika varandra och likhet mellan serumalbumin hos
manniska och andra daggdjursarter kan vara en bidragande orsak till varfor manga allergiker inte
reagerar pa albuminallergener (Nilsson et al., 2014a). Matsson et al. (2010) rapporterade 35 % Can f 4
IgE-reaktivitet bland hundallergiker. Nar Can f 5 har studerats har s manga som 70 % av
hundallergiker uppvisat IgE-reaktivitet mot allergenet (Matsson et al., 2009). Mot Can f 6 har 38 %
noterats ha IgE-reaktivitet (Nilsson et al., 2012).

Da en del allergiker endast uppvisar IgE-reaktivitet mot nagot av de allergen som &r mindre vanliga, sa
kallade minor allergens”, maste dessa anda anses viktiga bade vid diagnostik och behandling av
allergi (Nilsson et al., 2014a)



Multimera rekombinanta allergen

| dagslaget ar diagnostik och behandling av hundallergi baserat pa extrakt fran hundpals och mjall
(Nilsson et al., 2014b). Dessa extrakt kan variera mycket i totalt proteininnehall och aven i
komposition av hundallergener, vilket gor det troligt att olika extrakt kan ge olika resultat vid
allergidiagnostik (Curin et al., 2011). Det ar darfor efterstravansvart att utveckla diagnostik och
behandling med rekombinanta hundallergener (Curin et al., 2011).

Ar 2014 visade Nilsson et al. (2014b) att det & méjligt att designa en multimer av rekombinanta
lipokalinallergener fran hund, alltsa av Can f 1, Can f 2, Can f 4 och Can f 6. Detta utfordes i syfte att
forbattra allergidiagnostik- och behandling. Enligt Nilsson et al. (2014b) verkar den multimer som
designats av gruppen kunna vara anvandbar bade vid diagnostik av hundallergi, pa grund av hog
sensitivitet, samt vid hyposensibilisering da den utlser ett starkt IgG-svar men samtidigt 1ag IgE-
produktion och T-cellsaktivering vilket kan innebéara dkad sakerhet och effektivitet.

Allergenspridning till miljon

De flesta av de idag kanda hundallergenerna finns i saliv samt extrakt fran mjall och pals. Detta galler
for Can f 1, Canf 2, Canf 3 och Can f 6 (Kamata et al., 2007, Polovic et al., 2013). Det & mgjligt att
saliven ar kallan till hundallergen, som sedan sprids till pals och hud nar hunden slickar sig (Kamata et
al., 2007). Péls och mjall sprider sedan allergenerna till miljon.

Can f 3 forekommer dessutom i serum da det utgors av serumalbumin (WHO/IUIS Allergen
Nomenclature Sub-Committee, 2014a). Can f 4 har rapporterats finnas i extrakt fran mjall och péls
(Rytkdnen-Nissinen et al., 2015, Matsson et al., 2010). Can f 5 utsondras framférallt i urin fran icke
kastrerade hanhundar men har dven pavisats i mjall (Matsson et al. 2009). Can f 5 antas produceras i
prostata samt har setts minska patagligt efter kastration (Chapdelaine et al., 1988).

Lipokaliner

Lipokaliner utgdr en stor del, mer &n 50 %, av de idag kanda pélsdjursallergenerna (Nilsson, et al.,
2014a). Manga av lipokalinproteinerna anses vara transportproteiner da de kan binda sma, hydrofoba
molekyler (Rouvinen et al., 1999). De sma molekylerna binds i en ficka hos lipokalinerna dar ytan
oftast ar hydrofob. Andra funktioner som kan hittas hos denna grupp av proteiner &r transport av
feromoner och deltagande i syntesen av prostaglandin D i hjarnan (Flower, 1996). Det anses dven
finnas lipokaliner som har betydelse for luktsinnet. Lipokaliner som grupp ar sekventiellt heterogena,
men har trots detta en konserverad kristallstruktur eftersom de veckas pa ett liknande sétt. De utgors
av ett B-flak med atta sekvenser som rullats ihop for att forma en cylinder med en a-helix i ena anden.
Cylindern &r 6ppen i ena &nden och sluten i den andra.

Canfl

| borjan av 90-talet lyckades man rena fram Can f 1, som da kallades Ag13, genom
immunoaffinitetschromatigrafi (Schou et al., 1991). Dess molekylvikt rapporterades da ligga
nagonstans mellan 22 kD och 25 kD. Nagot lagre molekylvikter for Can f 1, 18 kD respektive 20 kD,
har senare registrerats (Kamata et al. (2007). En rekombinant form av allergenet har senare framstéllts
av bl.a. Konieczny et al. (1997), Saarelainen et al. (2004) och Kamata et al. (2007).

Enligt Konieczny et al. (1997) har Can f 1 en aminosyrasekvens som till stora delar (57 %) liknar ett
protein, von Ebners kortelprotein, ett lipokalinprotein som bildas i von Ebners kortlar (Blaker et
al.,1993). von Ebners kortlar ar spottkortlar belagna kring de sa kallade vallgravspapillerna, pa
tungans bakre, dorsala del (Mescher, 2010). Enligt Konieczny et al. (1997) kan Can f 1 vara hundens
homolog till von Ebners kortelprotein.

Géllande studier av allergenets forekomst har Konieczny et al. (1997) med Northern blot-teknik
pavisat Can f 1 mRNA i epitelvavnad fran tunga. Enligt Konienczny et al. (1997) innehdll den
tungvévnad som anvéndes von Ebners koértelvavnad. | samma studie undersoktes dven



parotisspottkortel samt hud och lever, dar man daremot inte lyckades pavisa mRNA for Can f 1. Detta
till skillnad fran Kamata et al. (2007) som lyckades pavisa mRNA for Can f 1 i bade parotis- och
mandibularisspottkortel samt ett svagare uttryck dven i huden. Man lyckades daremot inte pavisa det i
tungvavnad, lever eller njure. Kamata et al. (2007) anvande sig har av RT-PCR/PCR med omvand
transkription. | samma studie anvéndes antikroppar framtagna mot rekombinant Can f 1 i en
immunoblot och forfattarna menar att man déar kunnat detektera allergenet i parotis- och
mandibularspottkortel, saliv och i extrakt fran pals och mjall. Forekomst av allergenet i tunga
utvarderades inte i detta forsok. Can f 1 kunde vid senare tillfalle aterigen detekteras i saliv samt
extrakt fran mjall, dd med 2D PAGE med efterfoljande massprektometri (Polovic et al., 2013).

Canf2

Can f 2 har sedan borjan av 90-talet ansetts som ett mindre viktigt hundallergen i jamférelse med Can
f 1 (de Groot et al., 1991). Allergenet har ofta studerats tillsammans med Can f 1. Rekombinanta
former av allergenet har tagits fram av bl.a. Konieczny et al. (1997) och Saarelainen et al. (2004).

Enligt Konieczny et al. (1997) uppvisar aminosyrasekvensen hos Can f 2 en del likhet med “mouse
urinary protein”/MUP (29 %) hos mus samt urinary a(2U)-globulin (32 %) hos ratta. Dessa tva ar
lipokalinproteiner vilka har foreslagits ha en feromonbindande funktion hos hanliga gnagare (Bocskei,
etal., 1992).

Can f 2 mRNA har pavisats med northern blot i framfor allt parotisspottkdrtel men aven i tungvéavnad,
om &n i mindre grad (Konieczny et al., 1997). | samma studie ingick dven hud och lever, men i dessa
vavnader kunde da inte mRNA for Can f 2 pavisas. Vid anvandning av RT-PCT/PCR med omvand
transkription har man daremot kunnat pavisa mRNA for Can f 2 i parotis- och mandibularisspottkortel,
hud och tunga (Kamata et al., 2007). | den studien ingick &ven lever och njure och i dessa vévnader
kunde mRNA for Can f 2 inte pavisas. Vid immunoblot med antikroppar mot rekombinant Can f 2
menar Kamata et al. (2007) att man lyckats pavisa allergenet i parotisspottkértel (dock ej i
mandibularisspottkortel), saliv samt extrakt fran péls och mjall. Allergenet har rapporterats ha en
molekylvikt av 22-23 kD (Kamata et al., 2007).

Bade Konieczny et al. (1997) och Saarelainen et al. (2004) utvéarderade andel IgE-reaktivitet hos
hundallergiker mot Can f 1 och Can f 2 och i bada fallen var det inte ndgon av patienterna som
uppvisade IgE-reaktivitet endast mot Can f 2 utan de testade patienterna uppvisade IgE-reaktivitet mot
bade Can f 1 och Can f 2 eller mot enbart Can f 1.

Canf4

| en studie dar fokus lag pa att ta fram och utvérdera rekombinanta former av Can f 1 och Canf 2 i
allergidiagnostiksammanhang sags IgE-reaktivitet i immunoblotting mot protein av annan molekylvikt
an Can f 1 och Can f 2 (Saarelainen et al., 2004). Dels mot ett 70 kD band som man i studien tolkade
som serumalbumin, men dven mot ett 18 kD band som tolkades kunna utgora ett da annu oként
lipokalinallergen (Saarelainen et al., 2004) som senare fick namnet Can f 4. Can f 4 har studerats och
sekvenserats vidare och dess tillhdrighet bland lipokalinerna stddjs &ven av Matsson et al. (2010). Man
har sett tecken pa att korsreaktivitet skulle finnas mellan Can f 4 och ett ”odorant-binding protein” hos
ko och dessa tva proteiner har 38-39 % liknande aminosyrasekvens (Matsson et al., 2010).
Aminosyrakvensen for Can f 4 har ocksa en mindre likhet med bland annat Fel d 4 hos katt och Equ ¢
1 hos hast. Overrensstimmelse i aminosyrasekvens mellan Can f 4 och Can f 1 respektive Can f 2 ar
inte mer &n 24 % respektive 26 %. Rekombinant Can f 4 har dven tagits fram (Matsson et al., 2010).
Det verkar kunna finnas hundallergiker som uppvisar IgE-reaktivitet endast mot Can f 4 (Matsson et
al., 2010). Betydelsen av Can f 4 som allergen baserat pa andelen hundallergiker med IgE-reaktivitet
mot allergenet skiljer sig mellan olika studier. Enligt Matsson et al. (2010) rér det sig om 35 % (mot
rekombinant Can f 4) med ImmunoCAP-teknik medan Rytkonen-Nissinen et al. (2015) rapporterat 46
% respektive 49 % (mot naturligt respektive rekombinant Can f 4) med immunoblot-teknik och 81 %
respektive 54 % (mot naturligt respektive rekombinant Can f 4) med ELISA.



Can f 4 har renats fram fran kommersiellt tillgangligt extrakt fran hundmijall (Matsson et al., 2010,
Rykonen-Nissinen et al., 2015). mRNA for Can f 4 har kunnat isoleras fran tungans ytskikt (Matsson
et al., 2010).

Canf6

Lipokalinet Can f 6 presenterades som ett nytt hundallergen av Nilsson et al. (2012). Genom likhet
med gensekvenser for tva andra lipokalinallergen, Fel d 4 hos katt och Equ ¢ 1 hos hast, kunde
gensekvensen for Can f 6 identifieras och amplifieras. Nilsson al et. (2012) lyckades &ven pavisa Can f
6 i kommersiellt tillgangligt mjallextrakt och den gensekvens som amplifierades anvéndes for att
framstélla rekombinant Can f 6. | studien uppvisade 38% av hundallergiker IgE-reaktivitet mot Can f
6. Forfattarna menar att Can f 6 utgor ett viktigt hundallergen baserat pa den stora andelen allergiker
med IgE-reaktivitet hos allergenet. Nilsson et al. (2012) kunde &ven pavisa IgE-reaktivitet mot Can f 6
hos individer som inte uppvisade IgE-reaktivitet mot Can f 1 som anses vara ett viktigt hundallergen
(Saarelainen et al., 2004) och ej heller mot Can f 2. Da likheten i gensekvens hos Can f 6 med Fel d 4
och Equ c 1 ar stor, 67,4 % respektive 55,1%, samtidigt som en god korrelation mellan IgE-reaktivitet
mot de tre allergenen kunde uppvisas, menar Nilsson et al. (2012) att det finns en god grund for
korsreaktivitet mellan dessa tre lipokalinallergen, vilket ocksa kunde pavisas, om &n i varierande grad,
med hjalp av inhibitions-ELISA.

Molekylvikter for Can f 6 som rapporterats in till WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee
ar 27 och 29 kD (WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee, 2012).

Albumin

Canf3

Can f 3 utgdrs av hundalbumin (Spitzuer et al., 1993, Nilsson et al., 2014a). Albumin syntetiseras i
levern. Till dess funktioner hor bland annat transport for fettlosliga substanser sa som
thyroideahormon och steroidhormoner (Sjaastad et al., 2010). D& albumin utgor en stor del av de
proteiner som finns i serum ar detta protein ocksa viktigt for det kolloidosmotiska trycket i blodet.
Albumin férekommer &ven extravaskulart och har exempelvis kunnat detekteras i interstitiell vatska
subkutant hos ratta (Aukland & Fadnes, 1973) och hos manniska (Ellmerer et al., 2000) samt i
skelettmuskel hos manniska (Ellmerer et al., 2000), dock i en lagre koncentration &n i plasma
(Aukland & Fadnes, 1973) respektive serum (Ellmerer et al., 2000). | en studie av distributionen av
humant serumalbumin mérkt med 1'% hos sags att albumin lamnar blodbanan och att extravaskulara
utrymmen haller 60 % av det albumin som kan flyttas mellan intra- och extravaskulara utrymmen
(Rothschild et al., 1955). Det I**!-markta albuminet kunde da detekteras bland annat i hud (utan
subkutan vévnad) och muskel. Rothschild et al. (1955) anger att albuminkoncentrationen i hud &r hog
da den utgor hela 18 % av det albumin som kan flyttas mellan intra- och extravaskuldra utrymmen, att
jamféra med 40 % i plasma. Enligt Rothschild et al. (1955) &r detta sannolikt kopplat till att huden har
en stor extracellular véatskevolym. Enligt Berson et al. (1953) nas en jamvikt i distributionen av 13-
markt albumin mellan plasma och extravaskulara utrymmen 4 till 7 dagar efter injektion.

Albumin hos hund (och &ven andra djurslag) liknar till stora delar humant albumin betréffande struktur
och sekvens, men detta till trots kan det fungera som ett allergen och orsaka allergi hos ménniska
(Pandjaitan et al., 2000). Enligt Pandjaitan et al. (2000) har hundalbumin en aminosyrasekvens som
till 86 % Gverensstammer med serumalbumin fran katt och till 79 % med humant serum albumin.

Det verkar dock inte som att IgE-reaktivitet mot albumin fran ett djurslag innebar IgE-reaktvitet mot
albumin fran samtliga djurslag och vissa IgE-epitoper verkar vara specifika for de olika albuminerna
(Spitzauer et al., 1995). Albuminer verkar dock utgora en kélla for korsreaktivitet som inte kan bortses
fran (Spitzauer et al., 1995), exempelvis har korsreaktivitet mellan hund- och kattalbumin kunnat
pavisas (Pandjaitan et al., 2000).



Andelen hundallergiker som uppvisar IgE-reaktivitet mot hundalbumin har vid senare studier visat sig
vara relativt 1ag, da det uppges rora sig om ca 16 % (Matsson, et al., 2009), till skillnad fran de 35 %
som tidigare rapporterats av Spitzauer et al. (1994).

Forutom att forekomma i serum hos hund har hundalbumin/Can f 3 kunnat pavisas i extrakt fran mjall
och pals (Spitzauer el al., 1995, Spitzauer et al., 1993), i saliv (Polovic et al., 2013, Spitzauer et al.,
1993), i extrakt fran hud, pals, parotis- och mandibularisspottkortel samt i lever (Spitzauer et al.,
1993).

En rekombinant form av hundalbumin har &ven tagits fram (Pandjaitan et al., 2000). Den molekylvikt
hos Can f 3 som rapporterats in till WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee &r 69 kD
(WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee, 2014b).

Kallikrein

Canf5

Matsson et al. (2009) konstaterade att dog prostatic kallikrein, &ven kallat arginine esterase
(WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee, 2014c¢), som finns i hundars urin utgor ett
hundallergen. Detta allergen kom sedan att kallas Can f 5. Den molekylvikt som rapporterats in till
WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee ar 28 kDa (WHO/IUIS Allergen Nomenclature
Sub-Committee, 2014c) Matsson et al. (2009) kunde dven pavisa ett protein i extrakt av mjall fran
hund vilket var i det ndrmsta identiskt med Can f 5. Can f 5 liknar ett allergen hos manniska kallat
prostata-specifikt antigen. Matsson et al. (2009) kunde pavisa korsreaktivitet mellan dessa tva
proteiner. Den hund som anvandes i studien var en icke kastrerad hanhund. Can f 5 antas produceras i
prostata samt har setts minska mycket efter kastration och proteinet antas vara reglerat av androgener
(Chapdelaine et al., 1988). En senare studier har visat en tydlig skillnad i koncentration av Can f5 i
urinen mellan icke kastrerade hanhundar och tikar, dar tikarna uppvisade en koncentration pa eller
under den anvanda metodens detektionsgrans (<0,001 pg/ml) ndr medelvérdet bland de icke kastrerade
hanhundarna var 69 pg/ml (Asén, 2010).

Korsreaktivitet mellan Can f 5 och prostata-specifikt antigen hos manniska har beskrivits dven av
Basagafia et al. (2012), som studerade ett fall med en kvinna som visat symptom pa
seminalplasmaallergi (HSPA). Basagaria et al. (2012) menar att Can f 5 skulle kunna verka
predisponerande for HSPA.

Korsreaktivitet

Enligt Nilsson et al. (2014a) tyder preliminara data pa att en allergisk individ sallan reagerar pa bara
ett lipokalinallergen utan de flesta &r sensitiserade mot en kombination av tva eller fler
lipokalinallergen. Det finns dock tecken pa att allergi mot endast ett lipokalinallergen kan forekomma
(Matsson et al., 2010).

Nér tva allergen har liknande 3D-struktur kan det leda till IgE-medierad korsreaktivitet (Nilsson et al.,
2014a). Som namnts tidigare ar lipokaliner ar en grupp proteiner som kan skilja sig at sekventiellt men
trots detta har en liknande kristallstruktur (Flower, 1996). Detta skulle enligt Nilsson et al. (2012)
kunna forklara den korsreaktivitet som kunnat ses mellan olika lipokaliner. Nilsson et al. (2014a),
anger att korsreaktivitet mellan de fyra lipokalinallergenerna hos hund inte verkar forekommer i nagon
hogre grad. Exempel finns dock pa korsreaktivitet mellan hundlipokaliner och lipokaliner fran andra
djurslag, exempelvis mellan Can f 2 hos hund och Fel d 4 hos katt (Madhurantakam et al., 2010) och
mellan Can f 6 hos hund, Fel d 4 hos katt samt Equ ¢ 1 hos hast (Nilsson et al. 2012). Tecken pa
korsreaktivitet mellan Can f 4 och ett lipokalinprotein i mjall hos ko har ocksa rapporterats (Matsson
et al., 2010). Vart att namna &r att den sekventiella likheten mellan Can f 2 och Fel d 4 verkar vara Iag
trots pavisad korsreaktivitet, mindre an 22 % (Madhurantakam et al., 2010).

Som namnts tidigare férekommer korsreaktivitet mellan albuminer fran olika djurslag, exempelvis
hund och katt (Pandjaitan et al., 2000). Albuminer &r dock sa kallade ”minor allergens” (Nilsson et al.,



2014a) da det exempelvis endast verkar vara 16 % av hundallergiker som uppvisar IgE-reaktivitet mot
hundalbumin (Matsson, et al., 2009) och ca 16 % for kattalbumin (van Ree et al., 1999). Nilsson et al.
(2014a) menar att den korsreaktivitet som beskrivits mellan albuminer har varit varierande. Nilsson et
al. (2014a) menar ocksa att det kan finnas en koppling mellan albuminers roll som ”minor allergens”
och deras sekventiella likhet och foreslar att likheten med humans serumalbumin skulle kunna
innebara tolerans mot albumin fran andra djurslag.

UndersoOkta vavnader — histologi och funktion
Hud

Kroppens stdrsta organ, huden, har flera viktiga funktioner, daribland skydd mot den yttre miljon och
infektiosa agens, varmeregelering, kansel samt produktion av D-vitamin (Mescher, 2013). Huden
bestar av epidermis och dermis samt hypodermis eller subkutis, vilken forbinder huden till
underliggande vavnad (Samuelson, 2007).

Epidermis

Epidermis utgors av ett flerradigt, forhornat/keratiniserat plattepitel bestdende av keratinocyter som
bygger upp epitelet, men har finns dven andra typer av celler s3 som melanocyter och
immunforsvarsceller (Samuelson, 2007). Epidermis delas in i fem regioner eller lager. Cellerna
vandrar successivt uppat for att slutligen stétas av (Ross & Pawlina, 2011). Dar huden &r beharad ar
epidermis hos hund inte mer an tva till tre cellager/cellrader tjockt, detta inkluderar inte den yttersta
regionen dar cellerna ar helt forhornade (Miller et al. 2013). Epidermis &r tjockare pa nosspegel och
trampdynor.

Nérmast dermis finns stamcellerna i stratum basale, vilka delar sig for att fornya epidermis (Mescher,
2013). Stratum basale bestar endast av ett lager med celler vilka ar kubiska eller cylinderformade
(Ross and Pawlina, 2011, Miller et al., 2013). Progenitorceller finns dven langst ned i ndstkommande
epidermala lager, stratum spinosum (Mescher, 2013). Basallamina mellan dermis och epidermis bildas
av stratum basale och faster till dermis med hemidesmosomer. Hemidesmosomer féster ocksa
basalcellerna till basalmembranet (Mescher, 2013). Fran stratum basale och vidare uppat faster
cellerna i epidermis till varandra med desmosomer (Samuelson, 2007).

Keratiner utgor en del av cytoskelettet i de epidermala cellerna (Mescher, 2013). De &r ocksa viktiga
for infastningen mellan celler samt mellan celler och basalmembran via desmosomer respektive
hemidesmosomer (Miller et al., 2013). Keratinocyterna féster &ven in till varandra med hjélp av
adherens junctions, vilka binder till aktin istallet for keratin inuti cellerna. Olika typer av epitel har
olika typer av keratiner. Man delar in keratin i tva subfamiljer, I och Il. En keratinkedja fran typ | och
en fran typ 1l uttrycks i par hos keratinocyerna. Vilka par som uttrycks varierar bland annat med
differentieringsgrad hos keratinocyterna. Bland typ | keratinerna finns cytokeratin 9 till 20 och bland
typ Il keratinerna finns cytokeratin 1 till 8.

Nastkommande lager ar stratum spinosum (Mescher, 2013). Det ar ett till tva cellager tjockt och
bestaende av karnforande, kubiska till polyhedrala celler (Miller et al., 2013). Pa ytan av
keratinocyterna i detta lager finns utskott mot intilliggande keratinocyter. Dessa ser ut att lanka
cellerna till varandra. Stratum spinosum ér, tack vare de manga forankrande strukturerna mellan dess
celler, mycket taligt mot mekaniskt tryck och drag (Samuelson, 2007). Narmast nastkommande lager,
stratum granulosum, har cellerna i stratum spinosum blivit plattare och &ven Okat i storlek (Ross &
Pawlina, 2011).

Keratinocyterna i stratum granulosum innehaller keratohyalina granula (Ross & Pawlina, 2011). |
granulan finns prekursorproteiner for proteinet filaggrin. Filaggrin kommer i stratum corneum att
lanka samman de keratinfillament som fyller de férhornade keratinocyterna vilka dér har forlorat
cellkarna och organeller. En annan typ av granula, sa kallade lamellara granula (Mescher, 2013).
Dessa innehaller lipider vilka bildar ett lipidlager mellan cellerna nér de slapps ut och utgor en viktig



vattenbarriér i epidermis (Mescher, 2013, Ross & Pawlina, 2011). Lipiderna kring epidermis celler &r
viktiga for epidermis funktion men aven for dess proliferation och differentiering (Miller et al. 2013).
Stratum granulosum utgdrs endast av ett till tva cellager i beharad hud (Miller et al. 2013) Det r inte
alltid detta lager forekommer. Stratum granulosums celler har en forkrympt cellkarna och cellerna ér
utplattade till formen.

| det yttersta lagret, stratum corneum, ar keratinocyterna férhornade och platta (Ross & Pawlina,
2011). Den lipidbarriar som bildades fran cellerna i stratum granulosum kommer successivt att tunnas
ut (Samuelson, 2007). Antalet desmosomer mellan cellerna ar ocksa farre narmare ytan. Harifran stots
forhornade keratinocyter av (Mescher, 2013). Cellerna hér &r ddda och har, istéllet for cellmembran,
nagot som kallas cornified envelope (Miller et al. 2013) vilket ger stadga och skydd till cellerna.
Cellerna kallas i detta lager corneocyter och omges av ett lipidrikt matrix. Beharad hud har ett tunnare
stratum corneum &n harlés hud (Miller et al. 2013). Corneocyterna innehaller bland annat &mnen som
skyddar huden mot solljus. Mycket av stratum corneum kan ga forlorat nar vavnad prepareras
histologiskt. | cryostatsnittade preparat har 47 cellager kunnat registreras som medelvarde hos stratum
corneum i hud pa hundens bal (Lloyd & Garthwaite, 1982: se Miller et al. 2013).

Stratum lucidum finns beldget mellan stratum granulosum och stratum corneum och anses av vissa
vara en del av stratum corneum (Ross & Pawlina, 2011). Keratinocyterna fargar hér blekt eosinofilt
och cellkérna och organeller &r borta och keratinfilament fyller cytoplasman (Mescher, 2013). Detta
tunna, kompakta och doda cellager forekommer inte dverallt i huden (Miller et al. 2013). Férutom pa
trampdynor och nosspegel saknas detta lager. Dess rikliga innehall av proteinbundna lipider skiljer
stratum lucidum fran stratum corneum histokemiskt.

Andra celltyper i epidermis

Forutom keratinocyterna finns dven andra typer av celler i epidermis. Melanocyter producerar
pigment, bland annat eumelanin (brun-svart) eller pheomelanin (gul eller réd-brunt) (Mescher, 2013,
Miller et al. 2013). De &r belagna i harsackar och i stratum basale, men aven i talg- och svettkortlars
utférsgangar (Miller et al. 2013). Melanocyter har cytoplasmatiska utskott vilka stracker sig in mellan
keratinocyter i stratum basale men dven i stratum spinosum (Mescher, 2013). Melanocyter innehaller
granula med melanin, kallade melanosomer. Melanosomer i melanocyternas utskott fagocyteras av
intilliggande keratinocyter, inuti vilka melanosomerna placeras runt cellkdrnan som skydd mot UV-
stralning samtidigt som det gor huden pigmenterad (Samuelson, 2007, Mescher, 2013).
Melanosomerna pigmenterar dven palsen (Miller et al. 2013). Det ar framfor allt i statum basale som
melaninpigment finns (Miller et al. 2013). Pigmentet forekommer dock i hela epidermis hos djur med
en mork hud. Melanocyter deltar dven i inflammatoriska reaktioner da de utsondrar olika cytokiner.

| stratum spinosum finns dven Langerhans celler (Ross & Pawlina, 2011). Dessa ar
antigenpresenterande celler som maste specialfargas for att kunna ses tydligt i hudsnitt, annars ses
endast en kraftigt fargad cellkarna omgiven av klar cytoplasma. De har receptorer for bade IgE och
IgG samt for komplement 3 (Miller et al. 2013).

Merkels celler utgor tillsammans med sitt associerade afferenta neuron en mekanoreceptor kallad
Merkels korpuskel (Ross & Pawlina, 2011). Merkels celler &r placerade strax proximalt om
basallamina i epidermis.

Dermis

Epidermis ar via ett basalmembran (dar basallamina fran epidermis &r inkluderat (Mescher, 2013))
sammanbundet med dermis, ett skikt av tét, oregelbunden bindvév (Samuelson, 2007).
Basalmembranet bestar av basallamina samt retikulara lamina (Mescher, 2010). Basallamina byggs
upp av kollagen typ IV samt olika glykoproteiner och proteoglykaner, vilka produceras av epidermis
celler. Retikuldra lamina finns strax under basallamina och bestar av typ 111 kollagenfiber och typ VII
kollagenfibriller som produceras av underliggande dermal bindvav. En av basallaminas funktioner ar
att reglera flodet av makromolekyler mellan epitel och bindvéav. Dermis forbinder epidermis till



subkutis och ger stod at epidermis (Mescher, 2013). Det ar aven fran blodkarl i dermis som syre och
naring via diffusion kan na cellerna i det avaskulara epidermis. Har finns dven somatisk sensoriska
nerver och autonoma motoriska nerver samt lymfkérl (Miller, et al., 2013). | epidermis finns fria
nervandar. Dermis innehaller fibrer av collagen (framfor allt typ I, 111 och V), elastin och reticulin,
men aven losliga komponenter som proteoglykaner, glukosaminoglykaner och hyaluronan (Miller et
al. 2013). Fibroblaster syntetiserar bade fibrer och de mer I6sliga komponenterna i dermis. Dermis
innehaller aven glykoproteint fibronektin vilket &r involverat i interaktioner mellan celler och matrix
samt mellan olika celler i dermis.

Dermis kan hos arter som ar mindre beharade eller harlésa vanligtvis delas in i ett 6vre papillart lager
och ett undre retikulart lager. Det papillara lagret bestar av l6sare bindvav och innehaller karl, nerver
samt kollagen typ | och Il (Mescher, 2013). Kollagenfibrerna &r oregelbundet och luckert arrangerade
och de elastinfibrer som finns &r tunna (Miller et al. 2013). For att 6ka ytan och forbattra forankringen
mellan epidermis och dermis finns i det papillara lagret sa kallade dermala papiller pa platser dar
huden ar tjockare och utsétts for mer tryck (Samuelson, 2007, Mescher, 2013). Dessa ar utskott som
omges av motstaende utskott i epidermis (Mescher, 2013). Hos hund (och aven katt) saknas dock
dermala papiller och utskott av epidermis ned i dermis, bortsett fran i trampdynor och nosspegel dar
epidermis ocksa &r tjockare (Miller et al., 2013). Man talar darfor om ytliga- och djupa dermis hos
hund istéllet for papillara respektive retikuldra dermis.

Det retikulara lagret (djupa dermis) & mindre celltitt och bestar av tétare bindvav med mycket fibrer
av kollagen typ | samt elastiska fibrer (Mescher, 2013). Kollagenfibrerna &r hér tatt och relativt
regelbundet arrangerade da de ligger mer parallellt med huden (Miller et al. 2013). De finns farre
elastinfibrer i detta lager men de dr dven grdvre an i ytliga dermis. Den celltyp det finns mest av i detta
lager ar fibrocyter (Samuelson, 2007). Det finns aven ett fatal immunforsvarsceller samt fettceller. |
detta lager finns aven talg- och svettkortlar, harfolliklar, karl och nerver. De immunfdrsvarsceller som
forekommer i dermis ar framfor allt dendrocyter, vilka fungerar som antigenpresenterande celler, samt
mastceller (Miller et al., 2013). Aven eosinofiler, neutrofiler, histiocyter, plasmaceller samt
lymfocyter forekommer men i mycket liten utstrackning.

Svettkortlar

Majoriteten av hundens svettkortlar &r sa kallade apocrina (Samuelson, 2007). De apocrina kortlarna
producerar bland annat feromoner (Ross & Pawlina, 2011) samt antibakteriella substanser som IgA
och olika salter (Miller et al., 2013). Hos manniska och andra primater ar det istallet de merocrina
(dven kallade eccrina) svettkortlarna som dominerar (Samuelson, 2007). Apocrina svettkortlar lossar
en del av cytoplasman tillsammans med de komponenter som ska utséndras, medan de merocrina
svettkortlarna endast frisétter det sekretoriska materialet. Andra namn for dessa tva olika typer av
svettkortlar ar epitrichiala respektive atrichiala (Jenkinson, 1990: se Miller et al., 2013)
Utforsgangarna fran de apocrina svettkortlarna har ett tva-radigt kubiskt epitel och mynnar i
harsackarna (Samuelson, 2007) medan de merocrina svettkdrtlana tommer sig direkt pa epidermis yta
via svettporer (Mescher, 2013). Den sekretoriska enheten av korteln &r tubul&r och spolformad samt
omges av myoepiteliala celler (Samuelson, 2007). Beroende av aktivitetsgrad i de sekretoriska cellerna
kan de vara kubiska eller cylinderformade, aktiva celler blir hdgre. Hos hund ar graden av aktivitet
dock lag, bortsett fran de svettkortlar som finns i deras trampdynor. Dessa ar merocrina istallet for
apocrina. Apocrina svettkértlar forekommer inte pa vare sig nosspegel eller trampdynor (Miller et al.
2013).

Talgkortlar

Talgkortlar finns i anslutning till harfolliklarna (Ross & Pawlina, 2011). Dessa kortlar &r holocrina,
vilket innebar att hela den sekretoriska cellen utséndras fran kortlen. Fran basalcellerna i korteln
uppkommer nya sekretoriska celler via mitos. Dessa fylls gradvis med lipiddroppar samtidigt som
cellerna gar i apoptos for att slutligen utsondras i den harfollikel till vilken talgkérteln ar kopplad
(Samuelson, 2007). Ett plattepitel utlinjerar talgkértelns utforsgang (Miller et al., 2013). Talg hjalper
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hud och péls att bibehalla flexibilitet (Samuelson, 2007), da de hjalper huden att bibehalla fukt (Miller
et al., 2013). Talg ger aven glans at palsen samt har antimikrobiella egenskaper (Miller, et al., 2013).
Fettsyror och IgA samt 1gG ar exempel pa antimikrobiella komponenter i talg. Talgkortlar
forekommer dar huden &r beharad men saknas pa nosspegel och trampdynor (Miller et al., 2013).

Har och harfolliklar

Hos hund har olika omraden av huden olika typer av har (Samuelson, 2007). Den stérre delen av
kroppen ar tackta av primart- samt sekundart har (underull) vilka skiljer at gallande grovlek och
associerade strukturer. De primara- och sekundéara harstrana ar arrangerade i grupper med 2-5
primarhar varav ett ar centralt placerat och storre an de andra (Miller et al., 2013). Runt dessa finns
sedan flera sekundéara harstran. Talgkortlar finns i anslutning till bade priméar- och sekundarhar (Miller
et al., 2013). De primara haren har ocksa en sa kallad arrector pili muskel i anslutning till harfollikeln,
vilken har en del i varmereglering hos hunden (Samuelson, 2007) da de reser harstraet sett till hudytan
(Miller et al., 2013). Dessa utgdrs av glatt muskulatur och har dven betydelse for sociala signaler samt
tomning av talgkortlar (Miller et al., 2013). De primara harstrana har aven svettkortlar i anslutning till
harfollikeln, vilket de sekundéra harstrana ofta saknar (Miller, et al., 2013).

Harstran produceras i harfolliklar. Genom dermis och ned i subcutis gar invaginationer fran epidermis
vilket utgor harfolliklarna (Samuelson, 2007). Vi basen av harfollikeln finns sa kallade matrixceller
(Ross & Pawlina, 2011). Keratinproducerande celler i harstraet och den sa kallade inre rotskidan,
vilken tacker harstraet i harfollikeln, kommer fran dessa matrixceller. Cellerna i harstraet och inre
rotskidan keratiniseras successivt, men cellerna fylls med en annan typ av keratin &n andra epidermala
celler, vilket gor dem hardare (Samuelson, 2007). Den inre rotskidan bestar av tre lager (Miller et al.,
2013); det tunna kutikel-lagret langst in, det lite tjockare (1-3 cellager) Huxley-lagret i mitten och ett
tunt lager ytterst kallat Henleys lager. Inre rotskidan omger harstaet och ligger dikt an den yttre
rotskidan, vilken &r en forlangning av hudens epidermis (Ross & Pawlina, 2011). Utanfor yttre
rotskidan finns ett basalmembran som angréansar till ett lager av tat bindvév kallat fibrous root
sheath/bindvavsskida (Miller et al., 2013). Vid basen av harfollikeln finns en dermal papill bestaende
av lucker bindvév och karl (Ross & Pawlina, 2011). Denna ar sammankopplad med dermis samt
omges av matrixceller, vilka ofta innehaller mycket melanin (Miller et al., 2013).

Harfollikeln delas anatomiskt in i tre delar (Miller et al., 2013); infundibulum, isthmus samt inferior
segment l&ngst distalt.

Harfollikeln bildar och formgjuter harstraet (Miller et al., 2013). Sjalva harstraet bestar av en inre
karna, medulla, som omges av ett kortex dar de pigmenterade celler som ger haret dess farg finns
(Miller et al., 2013). Medulla &r tunnare i de sekundéara haren. Harstraets yttersta lager kallas kutikel
och bestar av platta celler som ligger omlott med den fria &nden utat mot harstraets spets. Celler i
harstraets kortex och kutikel ar forhornade.

Pélsen far sin farg fran melanin pa motsvarande sétt som huden pigmenteras, men har finns
melanocyterna placerade bland harsackens matrixceller (Ross & Pawlina, 2011).

Tunga

Tungans uppgift ar att underlatta intag och bearbetning av féda (Samuelson, 2007). Tungan har dven
en roll i smakupplevelsen via de smaklokar den utrustats med. Tungan bestar av skelettmuskler vars
fibrer &r orienterade i flera olika riktningar, samt bindvév (Mescher, 2013). Dess dorsal- och
ventralsida skiljer sig at, da den dorsala ytan &r tackt av ett tjockt, forhornat flerradigt plattepitel samt
har flertalet utskott, sa kallade papiller. (Samuelson, 2007). Papiller kan antingen ha till uppgift att
forsla fodan langre bak i munhalan, som de filliforma paillerna, eller bara smaklokar som formedlar
smak, som fungiforma papiller, vallgravspapiller eller bladpapiller (EI Sharaby et al., 2014,
Samuelson, 2007). Papilla filliforme &r den papilltyp som ticker storre delen av tungan (Ojima, 2001).
Hela papillens yta &r keratiniserad, men dess bakre del i hogre grad &n den framre (lwasaki & Miyata,
1989). De smakldksbarande papillerna ar férre till antalet (Samuelson, 2007). Papilla vallate, de
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vallgravsformade papillerna, finns pa den bakre tredjedelen av tungan i en V formation (EI Sharaby et
al., 2014). De &r cirkuldra och omges av en nedsankning. Smaklokar finns framfor allt pa sidorna av
dessa papiller men dven pa den apicala ytan, dar det aven forekommer sekundara, mindre papiller.
Smakl6karna ar placerade pa dorsalsidan av papilla fungiforme, men pa sidan av papilla foliate
(Samuelson, 2007). Papilla fungiforme &r utspridda dels sporadiskt 6ver tungan, men bildar aven de en
V formation (Ojima, 2001). Papilla foliate ar placerade langt bak pa tungans lateralsidor (Samuelson,
2007).

Smakl6karna ar placerade i epitelet och bestar av gustatoriska celler, stodjeceller och basala stamceller
(Mescher, 2013). Cellerna har organiserat sig i en oval formation med mikrovilli fran de gustatoriska
cellerna riktade apikalt mot den por dar smakamnen upplésta i saliv nar de sensoriska cellerna
(Mescher, 2013). | smakl6kens basala delar finns axoner fran sensoriska neuron vilka formedlar
smakupplevelsen. Smaklokar har ocksa kunnat pavisas i larynx hos hund (Yamamoto et al., 1997), i
mjuka gommen (Liem et al., 1990) samt pharynx (Travers & Nicklas, 990) hos ratta.

Parotisspottkdrtel

En av hunden storre spottkortlar &r glandula parotis/parotisspottkorteln (Dyce et al., 2010). Korteln ar
ett parigt organ som ar placerat strax distalt om 6ronbasen pa huvudets bagge sidor. Vardera korteln
tommer sig via en utforsgang vilken mynnar strax intill 6verkakens fjarde premolar. Dess sekretion ar
hos hunden av blandad (mukos och ser6s) karaktar medan den hos manga andra djurslag endast
producerar ett serost, vattning sekret.

Saliven smarjer och mjukgér foda. Munhalans slemhinna halls dven fuktig tack vare salivsekretionen
(Tartaglia & Waugh, 2005) vilket ar viktigt for slemhinnornas skydd mot infektion (Sjaastad et al.,
2010). Har spelar ocksa salivens innehall av IgA och lysozym en roll (Samuelson, 2007).

Spottkortlar omges av en kapsel av bindvav (Ross & Pawlina, 2011). De sekretoriska cellerna bildar
grupper, sa kallade acini. Centralt i acini finns ett litet lumen (Mescher, 2013). Acini omges av
bindvav, vilken gar in i korteln fran den omgivande kapseln (Ross & Pawlina, 2011). Karteln delas in
i lober och annu mindre lobuler genom strak av bindvév. Lobulerna bestar av grupper av acini
(Samuelson, 2007). | spottkorteln finns ett grenverk av utférsgangar (Mescher, 2013) som for saliven
fran acini och vidare ut i munhalan. Utférsgangarna ar placerade i de strak av bindvav som finns i
korteln (Ross & Pawlina, 2011).

Da glandula parotis ar en spottkdrtel av blandad karaktar innehaller den grupper av serdsa och
mukosa sekretoriska celler. Enligt Frappier (2006) finns hos hund endast enstaka mukosa inslag i den i
huvudsak sertsa korteln. De serdsa sekretoriska cellerna ar ofta pyramidformade (Mescher, 2013) och
innehaller sekretoriska granula i dess apikala delar. Serdsa sekretoriska celler har enzymer i sina
granula (Samuelson, 2007, Mescher, 2013) vilka ska utséndras till saliven. De mukdsa sekretorika
cellerna ar storre &n de serdsa sekretoriska cellerna (Samuelson, 2007). Dess kérna ar placerad i
cellens basala delar och de sekretoriska cellerna bildar mer en cylinderformad enhet, sett i relation till
de serosa sekretoriska cellerna vilka bildar mer sfériska acini (Mescher, 2013). De &r dven ljusare med
sa kallade mucugena granula (Samuelson, 2007, Ross & Pawlina 2011). Dessa innehaller
glykoproteiner vilka kallas muciner (Sjaastad et al., 2010). Dessa bildar tillsammans med vatten ett
slemmigt sekret. For att underlatta passage av saliv fran de sekretoriska cellerna finns myoepiteliala
celler som platta, sma celler runt acini och borjan av utforsgangarna (Samuelson, 2007).

De utforsgangar som leder saliven fran de sekretoriska cellerna och ut i munhalan har ett enkelt lager
av epitelceller narmast de sekretoriska cellerna for att sedan bli flerradigt narmare munhalan
(Samuelson, 2007, Mescher, 2013).

Saliven fors ut i munhalan via utférsgangar. Narmast acini finns sa kallade intercalated ducts. Striated
ducts bildas av flera intercalated ducts som stralar samman (Mescher, 2013). Epitelet &r kubiskt i
intercalated ducts och enskiktat cylindriskt i striated ducts (Frappier, 2006). Striated ducts kan omges
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bindvév i mindre mangd, men de finns i kortelns parenkym (Ross & Pawlina, 2011). Epitelet i de
efterfoljande utforsgangarna forandras allt eftersom de narmar sig munhalan. De I6per i bindvaven
mellan lobuler och lober och gar fran enskiktat kubiskt via flerradigt kubiskt och flerradigt
cylinderepitel (Ross & Pawlina, 2011) till att bli ett flerradigt plattepitel narmast munhalan (Mescher,
2010). Bade de sekretoriska delarna och utforsgangarna ar val karl- och nervforsérjda. Aven kring de
sma sekretoriska andstyckena finns kapillarer.

MATERIAL OCH METODER
Insamling av vavnadsprover

Vavnadsprover for immunohistokemisk analys samlades in fran nyligen avlivade hundar pa
Universitetsdjursjukhuset, Sveriges lantbruksuniversitet i Uppsala, detta efter skriftligt medgivande
fran djuragarna att deras hund efter avlivning fick anvandas i forsknings- och undervisningssyfte.
Provinsamling agde rum fran mars 2015 till och med oktober 2015. Ingen exklusion baserat pa ras,
kon, alder eller eventuell sjukdom anvéandes, detta for att underlatta insamlingen av provmaterial.
Totalt samlades prover fran 15 hundar, varav en hund anvéndes i en forsta testkérning och darmed inte
ingar i resten av studiematerialet. Provtagna hundar var av raserna Irlandsk varghund, Nova scotia
duck tolling retriever, Sankt Bernhardshund, Schéfer (2), Leonberger, Flat coated retriever, Rottweiler
(2), Whippet, Chinese crested hairless, Pointer, Bichon frisé, Hovawart och Rat terrier, i aldrarna 2 till
12 ar varav sju tikar (samtliga intakta) och atta hanhundar (varav sex intakta). Vavnadsproverna togs
ut med skalpell och de vavnader som provtogs var hud fran kraniala ryggomradet pa hundens hogra
sida, tunga fran lateralt pa dess mittersta del samt parotisspottkortel. Aven nosspegel, trampdyna, lever
och skelettmuskel provtogs men anvéndes inte vidare i denna studie. | studien ingick vavnadsprover
fran tunga och hud fran 14 hundar samt parotisspottkortelvavnad fran 10 hundar.

Vévnadsprover fran tunga och parotisspottkortel (samt resterande prover bortsett fran hud) placerades
i flytande kvave direkt efter att de skurits ut fran hunden i fraga. Déarefter forvarades proverna i en frys
som holl -80°C innan snittning i kryostat.

Pa grund av svarigheter att i kryostat snitta vavnadsprov fran hud togs beslutet att istallet fixera dessa
vavnadsprover i paraformaldehyd (4 %) for att mojliggora senare paraffininbaddning och darmed
underlatta snittning. Hudproverna placerades i paraformaldehyd direkt efter att proverna skurits ut fran
hunden i fraga. Darefter forvarades vavnadsproverna i paraformaldehyd i kylskap under 24 timmar,
varefter hudbitarna skoljdes i PBS och sedan forvarades i PBS i kylskap. Innan vidare bearbetning
med efterfoljande paraffininb&dddning placerades proverna i etanol (70 %). Forvaringstid i PBS i
kylskap kunde uppga till 92 timmar men endast ca 3-20 timmar i de flesta fall. De paraffininbaddade
vavnadsbitarna forvarades i rumstemperatur fore och efter snittning i mikrotom. Da beslutet att fixera
hudbitarna i paraformaldehyd togs nér 6 hundar (7 inkluderande den hund som anvéndes till
testkorning) redan provtagits, tinades hud fran dessa hundar forsiktigt upp till rumstemperatur, varpa
de lades i paraformaldehyd och vidare hanterades som beskrivits ovan.

Snittning och immunohistokemisk fargning

De paraffininbaddade vavnadsproverna fran hud snittades med mikrotom i 4 um tjocka snitt. Ett fatal
snitt var 5 um pa grund av svarigheter att astadkomma hela snitt. Innan féljande immunohistokemisk
fargning paborjades utfordes en deparaffinisering av hudsnitten i xylen samt efterfoljande graderad
alkoholserie.

De frysfixerade vavnadsproverna fran tunga och parotisspottkortel snittades i 10 um tjocka snitt i en
kryostat som holl -20°C. Innan snittning placerades vévnadsproverna i kryostaten > 30 minuter innan
snittningen paborjades. Detta for att vavnadsproverna skulle na — 20°C innan snittning. | samband med
snittning holls de fardiga snitten i rumstemperatur 10-60 minuter. Snitten applicerades pa objektsglas
(VWR Superfrost Plus Micro Slide, VWR International, West Chester, USA) och forvarades i vanlig
frys (-20° C) fram till immunohistokemisk fargning.
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For den immunohistokemiska fargningen anvandes Vectastain Elite Mouse 1gG ABC Kit (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) dar proteasaktivitet anvands for att detektera de sekundéra
aktikropparna. Snitten tillats lufttorka i ca 30 minuter. ImmEdge hydrophobic barrier pen (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) applicerades kring snitten. Till hud frdn hund 11 och 13 samt
neutralisering/blockering av Can f 1 och Can f 3 i tunga respektive hud anvandes dock Dako Pen
(Dako, Glostrup, Danmark). Déarefter rehydrerades snitten med PBS under 5 minuter. Blocking serum
(normal serum fran ABC Kit) i buffert (PBS, blandat motsvarande 150 pl normal serum till 10 ml
PBS) applicerades pa snitten féljt av inkubering i mérker samt rumstemperatur i fuktbevarande
behallare under 30 minuter. Blocking serum/normal serum hélldes bort fran snitten. Darefter tillsattes
den primara antikroppen (monoklonala mus IgG mot de aktuella allergenen, se rubrik
’monoklonalantikroppar och kontroller”) varpa snitten inkuberades i mérker samt fuktbevarande
behallare i 4°C 6ver natt. Snitten tvattades darefter med PBS genom forsiktig skoljning med PBS 6ver
glasen foljt av 5 minuter tvatt i kyvett fylld med PBS pa forsiktig skak, tvatt utfordes i 3 omgangar och
PBS byttes mellan de tre tvattarna. Den sekundéra antikroppen (ABC kit) blandades motsvarande 150
il normal serum, 10 ml PBS samt 50 pl av den biotinylerade sekundéara antikroppen, varpa den
applicerades pa snitten foljt av inkubering i morker samt fuktbevarande behallare i rumstemperatur
under 30 minuter. Snitten tvéttades i PBS enligt beskrivning ovan. 0,3 % véteperoxid i metanol
anvandes for att blockera endogena peroxidaser i snitten, detta under inkubering i morker samt
fuktbevarande behallare i rumstemperatur under 30 minuter. Snitten tvattares med PBS enligt
beskrivning ovan. Darefter inkuberades snitten med ABC reagent (ABC Kit) i morker samt
fuktbevarande behallare under 30 minuter. ABC reagent inneholl avidin DH (reagent A), biotinylated
peroxidase H (reagent B) blandat med PBS. 100 pl reagent A blandades med 5 ml PBS samt 100 pl
reagent B och tillats sta i morker minst 30 minuter innan anvandning. Detta atfoljdes av ytterligare en
tvatt i PBS enligt ovan. Dérefter utférdes fargning for detektion med DAB (3-3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride, Sigma, St. Louis, USA) till 6nskad intensitet, ca 10 minuter for hudsnitt och 3-3,5
minuter for snitt fran tunga och parotisspottkortel, varpa snitten skoljdes i kranvatten foljt av
motfargning med hematoxylin och skéljning i kranvatten. Dérefter monterades snitten i en glycerol
och gelatin-blandning (Kaisers Glyceringelatine, Merck, Darmstadt, Tyskland) och tillats lufttorka
maorkt och plant dver natt. Snitten forvarades darefter mérkt i rumstemperatur.

I samband den immunohistokemiska fargningen holls snitten i rumstemperatur uppskattningsvis 7-8
timmar innan de monterades med glycerol och gelatin-blandning. Under inkuberingen 6ver natt med
priméarantikroppar férvarades snitten i 4°C.

Den DAB-lésning som anvéndes bestod av 15 ml Tris buffered saline, 12 pul 30 % vateperoxid samt 1
tablett 3-3> diaminobenzidine tetrahydrochloride. Losningen forvarades i behallare tackt av
aluminiumfolie under tillredningen.

I de fall dar hundar inte uppvisade en DAB-detektion som kunde forvéntas baserat pa resultat fran
tidigare utférda immunohistokemiska fargningar i denna studie, genomfordes en andra korning pa
berdrda glas fran dessa hundar (hund 5, 11 och 15).

Monoklonalantikroppar och kontroller

De priméarantikroppar som anvéndes tillhandahélls av Markus Back och Hans Gronlund, Karolinska
Institutet i Stockholm. De primarantikroppar som anvandes var monoklonala mus IgG mot
rekombinant Can f 1 och Can f 2 samt naturligt Can f 3. Antikropparna framstalldes vid Karolinska
institutet dar fusion av musmyelomceller med mussplenocyter anvéndes for att ta fram cellkulturer
med hybridom vilka producerade monoklonalantikropparna mot de aktuella allergenen. Mjéltarna som
anvandes for extraktion av splenocyter togs fran mass vilka forst injicerades med de aktuella
allergenen. Anikropparna forvarades i -20°C efter leverans.

Samtliga antikroppar spaddes 1:500 i PBS med 0,1 % BSA (bovint serum albumin), f6ljt av vortex och
centrifugering (10 minuter, 300 g, 4 °C). Antikropparna hélls pa is under tillredning av spadningarna.
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Koncentrationen pa antikropparna var inte kand da den inte uppmattes av de kontaktpersoner vid
Karolinska Institutet som tillhandahéll antikropparna.

Som negativa kontroller anvéndes dels Mouse 1gG1 (0,1 mg/ml, MG100, life technologies, Thermo
Fisher scientific/invitrogen, Frederick, USA) som spaddes 1:500 med PBS och 0,1 % BSA, samt en
blank negativ kontroll med endast PBS och 0,1 % BSA. Fortsattningsvis kommer den negativa
kontrollen med mus 1gG benamnas som mus IgG och den blanka negativa kontrollen kommer att
bendmnas som negativ kontroll.

Neutralisering av anti-Can f 1 i tunga samt anti-Can f 3 i hud
Canfl

Rekombinant Can f 1 (tillhandahdlls av kontaktpersoner vid Karolinska Institutet i Stockholm, se
ovan) tillsattes i tva olika spadningar (0,5 pl respektive 4 pl av 4,8 mg/ml antigen) till 500 pl av PBS
+ 0,1 % BSA samt anti-Can f 1 i en spadning av 1:500. De fardigblandade I6sningarna vortexas samt
centrifugerades (2 minuter, 300 g, 4 °C) varpa de tillats blanda sig 6ver natt, morker, 4 °C. Darefter
hanterades ldsningarna som primarantikroppar i kdrschemat for immunohistokemisk fargning enligt
ovan.

Canf3

Naturligt Can f 3 (tillhandaholls av kontaktpersoner vid Karolinska institutet i Stockholm, se ovan)
tillsattes i tva olika spadningar (0,5 pl respektive 4 pl av 6,8 mg/ml antigen) till 500 pl av PBS + 0,1
% BSA samt anti-Can f 1 i en spadning av 1:500. De fardigblandade l6sningarna vortexas samt
centrifugerades (2 minuter, 300 g, 4 °C) varpa de tillats blanda sig 6ver natt, morker, 4 °C. Darefter
hanterades l6sningarna som primarantikroppar i kdrschemat for immunohistokemisk fargning enligt
ovan.

RESULTAT
Hud

| snitt fran majoriteten av de studerade hundarna var paraformaldehydfixeringen lyckad i avseende pa
bevarande av vavnadens struktur. Hos ett fatal av de hundar dar hudbitarna ej direktfixerats var
vavnadens struktur mer paverkad av hanteringen vilket medforde att DAB-detektion varit svarare att
beddma gallande vissa folliklar och adnexastrukturer.

Canf1l

Med anti-Can f 1 kunde en svag men anda synlig DAB-detektion ses i viabla epidermis (4/14, se figur
1), stratum corneum (2/14) samt harfollikelceller (5/14, se figur 2). Hos ett fatal hundar kunde dven en
svag tendens till detektion anas i en del lokalisationer, se tabell 1 samt figur 3. Figur 4, 5, 6 och 7 visar
exempel pa utseendet hos de kontroller som anvandes.

Samtliga hundar som dar DAB-detektion kunde ses enligt ovan sakade motsvarande detektion i
kontroller. Bland de hundar dér en tendens till detektion kunde anas fanns dock motsvarande detektion
respektive tendens till detektion hos mus IgG-kontrollen i bindvav i dermis (1/1) respektive stratum
corneum (1/5).
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Tabell 1. Can f 1 i hud. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Viabla epidermis 4 (29 %) 7 (50 %) 3 (21 %) 14
Str corneum 2 (14 %) 7 (50 %) 5 (36 %) 14
BMz 0 14 (100 %) 0 14

epidermis-dermis

Ytliga dermis 0 13 (93 %) 1 (7 %) 14
BMZ harfolliklar 0 14 (100 %) 0 14
Harfollikelceller 5 (36 %) 7 (50 %) 2 (14 %) 14
Bindvéav 0 13 (93 %) 1 (7 %) 14
perifollikulart

Talgkortlar 0 12 (86 %) 2 (14 %) 14
(kontur)

Svettkortlar 0 14 (100 %) 0 14
(kontur)

Svettkortlar 0 11 (79 %) 3 (21 %) 14
(celler)

Bindvav i dermis 0 13 (93 %) 1 (7 %) 14

Kaérl i dermis 0 14 (100 %) 0 14
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Figur 2. Can f 1 i hud fran hund nr 12. Visar DAB-detektion i harfollikelceller.
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Figur 3. Can f 1 i hud. Anger DAB-detektion med anti-Can f 1 i respektive del av huden (% av 14
hundar).

Figur 4. Mus 1gG kontroll i hud fran hund nr 8. Visar viabla epidermis.
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an hund nr 8. Visar viabla epidermis.

Figur 5. Negativ kontroll i hud fr.

hund nr 12. Visar héarfolliklar.

IgG kontroll i hud fran

Figur 6. Mus
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Figur 7. Negativ kontroll i hud fran hund nr 12. Visar harfolliklar.

Canf2

Antikroppen anti-Can f 2 gav en svag DAB-detektion i ytliga dermis hos 1 av 14 hundar. En svag
tendens till DAB-detektion i viabla epidermis kunde anas hos 2 av 14 hundar. Samtliga dessa hundar
saknade motsvarande detektion i kontroller.

Canf3

Den mest tydliga DAB-detektionen i huden kunde ses i de snitt dar anti-Can f 3 anvandes som
primérantikropp. Det fanns en tydlig skillnad i den mangd DAB-detektion som kunde ses med anti-
Can f 3 jamfort med anti-Can f 1, anti-Can f 2 samt negativa kontroller. Overlag ségs ett tydligt
monster med DAB-detektion i bindvav, vilken blev starkare dar bindvaven bildar kapslar/ytskikt pa
strukturer i dermis, exempelvis kring harfolliklar, talg- och svettkortlar.

Anti-Can f 3 gav upphov till detektion i viabla epidermis (13/14 se figur 8), stratum corneum (4/14),
konturen av talgkortlar (13/14), konturen av svettkortlar (13/14), celler i svettkortlar (5/14), bindvav i
dermis (13/14) samt kérl i dermis (12/14). Samtliga 14 hundar uppvisade DAB-detektion i
basalmembran mellan epidermis och dermis, ytliga dermis, basalmembran runt harfolliklar,
hérfollikelceller samt bindvav perifollikulart, se figur 8 samt figur 9.

Den detektion som kunde ses i viabla epidermis varierade bade i omfattning och intensitet mellan de
olika hundarna och tenderade att vara starkare i snitt fran de hundarna vars hud ej direktfixerades.
Detta géller 5 av dessa 6 hundar. Detektionsintensiteten varierade dven i basalmembran mellan
epidermis och dermis samt den mest ytliga delen av dermis. Har kunde dock inte nagon skillnad
mellan direktfixerade och icke direktfixerade preparat ses.

Kring harfolliklar i snitt fran 4 hundar kunde en uppklarnad zon ses i basalmembran runt harfolliklarna
istallet for den detektion som oftast kund ses. Detta berérde dock aldrig samtliga harfolliklar hos de
hundar dér detta kunde noteras.
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Den detektion som kunde ses i stratum corneum hos en del hundar var endast av mindre grad och
omfattande endast enstaka strak av forhornade celler.

En svag tendens till detektion kunde aven anas hos ett fatal hundar i en del lokalisationer, se tabell 2
samt figur 10.

Hos de hundar dar en tydlig DAB-detektion kunde ses enligt ovan, saknade de flesta hundar
motsvarande detektion i kontroller. Hos 1 av 4 hundar uppvisade dock dven den negativa kontrollen en
tendens till detektion i stratum corneum. En svag tendens till detektion kunde anas med mus 19G-
kontrollen hos 1 av 13 hundar med detektion i bindvav i dermis. Hos 1 av 5 hundar som uppvisat svag
tendens till detektion i stratum corneum kunde motsvarande tendens till detektion anas hos mus IgG-
kontrollen.

Tabell 2. Can f 3 i hud. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Viabla epidermis 13 (93 %) 0 1 (7 %) 14
Str corneum 4 (29 %) 5 (36 %) 5 (36 %) 14
BMZ 14 (100 %) 0 0 14

epidermis-dermis

Ytliga dermis 14 (100 %) 0 0 14
BMZ harfolliklar 14 (100 %) 0 0 14
Harfollikelceller 14 (100 %) 0 0 14
Bindvav 14 (100 %) 0 0 14
perifollikulart

Talgkortlar 13 (93 %) 0 1 (7 %) 14
(kontur)

Svettkortlar 13 (93 %) 1 (7 %) 0 14
(kontur)

Svettkortlar 5 (36 %) 6 (43 %) 3 (21 %) 14
(celler)

Bindvav i dermis 13 (93 %) 0 1 (7 %) 14

Karl i dermis 12 (86 %) 1(7 %) 1(7 %) 14
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Figur 8. Can f 3 i hud fran hund nr 12. Visar DAB-detektion i viabla epidermis samt
basalmembranzonen mellan epidermis och dermis.
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Figur 9. Can f 3 i hud fran hund nr 8. Visar DAB-detektion i harfollikelceller, basalmembranzoner
kring harfolliklar samt i perifollikular bindvav.
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Figur 10. Can f 3 i hud. Anger DAB-detektion med anti-Can f 3 i respektive del av huden (% av 14
hundar).

Mus IgG kontroll samt negativ kontroll

Samtliga kontrollsnitt saknade tydlig DAB-detektion. | stratum corneum och bindvév i dermis kunde
dock en svag tendens till DAB-detektion anas i tva (en mus IgG och en negativ kontroll) respektive ett
fall. Figur 11 och figur 12 visar exempel pa resultatet for mus 1gG kontrollen, medan figur 13 och
figur 14 visar exempel pa resultatet for den negativ kontrollen.
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Figur 12. Mus 1gG kontroll i hud fran hund nr 8. Visar harfolliklar.

Figur 13. Negativ kontroll i hud fran hund nr 12. Visar viabla epidermis.
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Tunga
Canfl

En tydlig skillnad kunde ses mellan de snitt dar anti-Can f 1 anvandes som primarantikropp och
samtliga 6vriga antikroppar samt kontroller. Detta var en DAB-detektion i tungans dorsala epitellager,
se tabell 3, figur 15 samt figur 16, vilken kunde ses hos 13 av 14 hundar. Detektionen kunde ses i
papillbaser samt mellan papiller (12/13), endast mellan papiller (1/13). Basalcellagret i epitelet
saknade helt detektion (13/13) men detektionen stréckte sig upp till epitelets yta mellan papillerna
(13/13). Hos 8 hundar sags aven strak av detektion hogre upp i papillerna. DAB-detektion av
varierande grad ses i den yttersta delen av det forhornade epitelet (14/14).

I snitt fran 2 hundar (hund 5 och hund 11) kunde ovan beskrivna DAB-detektion i epitelet ses forst vid
en andra korning med snitt fran samma hundar.

DAB-detektion med anti-Can f 1 kunde inte ses i tungans muskelfibrer hos nagon av de 14 hundarna.

DAB-detektion i bindvéaven kunde ses hos 12 av 14 hundar, dock sags dven DAB-detektion i minst en
av kontrollerna i snitt fran samtliga dessa hundar. Styrkan i denna DAB-detektion varierade. Hos 6 av
12 hundar var DAB-detektionen nagot starkare/intensivare for anti-Can f 1 jamfor med kontroller.

Kontroller fran samtliga hundar saknades detektion i tungepitelets viabla delar. Gallande detektionen i
de yttersta delarna av det forhornade epitelet kunde motsvarande detektion inte uteslutas hos kontroller
fran nagon av de 14 hundarna. Denna detektion var dock starkare/intensivare for anti-Can f 1 jamfort
med kontroller hos 11 av 14 hundar.

Tabell 3. Can f 1 i tunga. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation
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Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt

Papiller 13 (93 %) 1 (7 %) 0 14
Bindvav 12 (86 %) 2 (14 %) 0 14
Ytliga 14 (100 %) 0 0 14

forhornade epitellagret
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Figur 16. Can f 1 i tunga. Anger DAB-detektion med anti-Can f 1 i respektive del av tungan (% av 14
hundar).

Canf2ochCanf3

Nér anti-Can f 2 anvandes som primérantikropp kunde ingen DAB-detektion ses som inte kunde ses i
en eller bada kontrollerna. Antalet hundar med DAB-detektion pa respektive lokalisation redovisas i
tabell 4 samt figur 17.

DAB-detektion med anti-Can f 2 eller Can f 3 kunde inte ses i tungans muskelfibrer hos nagon av de
14 hundarna.

Styrkan/intensiteten pa DAB-detektionen i bindvéaven (11/14) var starkare for anti-Can f 2 jamfort
med kontroller endast hos 1 av 11 hundar.

Hos 1 av 12 hundar var DAB-detektionen i den yttersta delen av det forhornade epitelet
starkare/intensivare for anti-Can f 2 jamfort bada kontrollerna, medan det hos 2 av 12 hundar fanns en
starkare/intensivare detektion hos anti-Can f 2 jamfort med den negativa kontrollen men ej jamfort
med mus IgG-kontrollen.

Tabell 4. Can f 2 i tunga. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Papiller 0 14 (100 %) 0 14
Bindvav 11 (79 %) 2 (14 %) 1(7 %) 14
Ytliga 12 (86 %) 1 (7 %) 1(7 %) 14

forhornade epitellagret
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Figur 17. Can f 2 i tunga. Anger DAB-detektion med anti-Can f 2 i respektive del av tungan (% av 14
hundar).

Den DAB-detektion som kunde ses nar anti-Can f 3 anvandes som priméarantikropp gav ett liknande
resultat som med anti-Can f 2, dock med nagra skillnader. | snitt fran 1 av de 14 hundarna som hade
detekterbar DAB-detektion i bindvaven kunde inte motsvarande detektion sakert pavisas i nagon av
kontrollerna. Antalet hundar med DAB-detektion pa respektive lokalisation redovisas i tabell 5 samt
figur 18.

Hos samtliga 14 hundar var den DAB-detektion som sags i bindvéven starkare/intensivare for anti-Can
f 3 jamfort med bada kontrollerna. Hos 11 (ev. 13) hundar var DAB-detektionen i den yttersta delen av
det férhornade epitelet starkare for anti-Can f 3 &n for kontrollerna. Hos 2 av dessa var dock DAB-
detektionen endast marginellt starkare for anti-Can f 3 jamfort med kontrollerna.

Tabell 5. Can f 3 i tunga. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Papiller 0 14 (100 %) 0 14
Bindvav 14 (100 %) 0 0 14
Ytliga 13 (93 %) 0 1 (7 %) 14

forhornade epitellagret
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Figur 18. Can f 3 i tunga. Anger DAB-detektion med anti-Can f 3 i respektive del av tungan (% av 14
hundar).

Mus IgG kontroll samt negativ kontroll

I tabell 6 samt figur 19 redovisas resultatet for mus IgG kontrollen och i tabell 7 samt figur 20
redovisas resultatet for den negativa kontrollen. Overlag kan sigas att DAB-detektion, av varierande
intensitet, var vanligt forekommande bade i bindvéaven och i den yttersta delen av det forhornade
epitelet. Figur 21 och figur 22 visar exempel pa resultatet for mus IgG kontrollen respektive den
negativa kontrollen.

Tabell 6. Mus 1gG kontroll i tunga. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet
hundar dar DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom
parentes anges procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Papiller 0 14 (100 %) 0 14
Bindvav 11 (79 %) 1(7 %) 2 (14 %) 14
Ytligaste 11 (79 %) 0 3 (21 %) 14

forhornade epitellagret
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Figur 19. Mus IgG kontroll i tunga. Anger DAB-detektion med mus 1gG kontroll i respektive del av
tungan (% av 14 hundar).

Tabell 7. Negativ kontroll i tunga. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet
hundar dar DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom
parentes anges procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Papiller 0 14 (100 %) 0 14
Bindvav 11 (79 %) 2 (14 %) 1 (7 %) 14
Ytligaste 11 (79 %) 1(7 %) 2 (14 %) 14
forhornade epitellagret
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Figur 20. Negativ kontroll i tunga. Anger DAB-detektion med negativ kontroll i respektive del av
tungan (% av 14 hundar).
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Figur 22. Negativ kontroll i tunga fran hund nr 8. Visar papillepitelet.
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Parotisspottkdrtel
Canfl

Nér anti-Can f 1 anvandes som priméarantikropp kunde ingen saker detektion i andra strukturer &n de
bindvavsstrak som finns i korteln pavisas, se tabell 8 samt figur 23. En svag tendens till DAB-
detektion kunde anas i kortelceller i snitt fran 2 av 10 hundar (1 av 2 utan motsvarande svaga tendens
till detektion i kontroller). En svag tendens till DAB-detektion kunde daven ses i celler i kortelns
utforsgangar i snitt fran 3 av 10 hundar (ingen av dessa saknade motsvarande svaga tendens till
detektion i kontroller).

I snitt fram samtliga 10 hundar som analyserats sags DAB-detektion av varierande intensitet i
bindvaven. Ingen av dessa 10 hundar saknade dock motsvarande DAB-detektion i kontroller. Hos 7
(ev. 8) av de 10 hundarna sags en starkare/intensivare DAB-detektion i bindvaven med anti-Can f 1
jamfort med kontroller. Hos en hund (hund 9) sags DAB-detektion dven i kortelns tunnare
bindvavsstrak.

Tabell 8. Can f 1 i parotis. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Kortelceller 0 8 (80 %) 2 (20 %) 10
Celler i utférsgangar 0 7 (70 %) 3 (30 %) 10
Bindvév 10 (100 %) 0 0 10
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Figur 23. Can f 1 i parotis. Anger DAB-detektion med anti-Can f 1 i respektive del av parotis (% av 10
hundar).

Canf2

Nér anti-Can f 2 anvéndes som primarantikropp kunde endast en svag tendens till DAB-detektion anas
i kortelceller i ett snitt fran 1 av 10 hundar, se tabell 9 samt figur 24. Denna hund uppvisade ingen
motsvarande detektion i kontroller. En svag DAB-detektion kunde dven anas i cellerna i kortelns
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utforsgangar i snitt fran 1 av 10 hundar. Denna hund uppvisade dock motsvarande svaga tendens till
detektion i kontroller.

| bindvaven i snitt fran samtliga 10 hundar sags en DAB-detektion av varierande intensitet. Samtliga
hundar uppvisade dock motsvarande detektion i bada kontrollerna. Hos 3 (ev. 5) av 10 hundar var
dock denna detektion starkare/intensivare for anti-Can f 2 jamfort med kontroller.

Tabell 9. Can f 2 i parotis. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar dar
DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt

Kortelceller 0 9 (90 %) 1 (10 %) 10
Celler i utférsgangar 0 9 (90 %) 1 (10 %) 10
Bindvév 10 (100 %) 0 0 10
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Figur 24. Can f 2 i parotis. Anger DAB-detektion med anti-Can f 2 i respektive del av parotis (% av 10
hundar).

Canf 3

Anti-Can f 3 uppvisade inte nagon saker detektion i andra strukturer i korteln &n i bindvavsstrak, se
tabell 10 samt figur 25. I snitt fran 2 av 10 hundar kunde en svag tendens till DAB-detektion anas i
kortelcellerna. En av dessa hundar saknade motsvarande tendens till detektion i kontroller. | snitt fran
2 av 10 hundar kunde dven en svag DAB-detektion anas i cellerna i kortelns utférsgangar, bagge dessa
hundar uppvisade dock samma svaga DAB-detektion i kontroller.

Samitliga (10/10) hundar uppvisade en tydlig DAB-detektion i kértelns bindvéav, vilken var
starkare/intensivare for anti-Can f 3 jamfort med kontroller. Hos tva hundar (hund 9 och 13) sags
DAB-detektion aven i kortelns tunnare bindvavsstrak.

Tabell 10. Can f 3 i parotis. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet hundar
dar DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom parentes anges
procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation
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Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt

Kortelceller 0 8 (80 %) 2 (20 %) 10
Celler i utférsgangar 0 8 (80 %) 2 (20 %) 10
Bindvav 10 (100 %) 0 0 10
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Figur 25. Can f 3 i parotis. Anger DAB-detektion med anti-Can f 3 i respektive del av parotis (% av 10
hundar).

Mus IgG kontroll samt negativ kontroll

| tabell 11 samt figur 26 redovisas resultat for mus 1gG och i tabell 12 samt figur 27 redovisas resultat
for den negativa kontrollen. DAB-detektion i bindvéaven férekom i bagge kontroller hos samtliga
hundar. Vidare kunde &ven en svag DAB-detektion anas i kortelceller samt i cellerna i kortelns
utforsgangar, se tabell 11 respektive 12. Det var samma hundar som uppvisade denna svaga tendens
till DAB-detektion i mus 1gG kontrollen och den negativa kontrollen.

Tabell 11. Mus 1gG kontroll i parotis. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet
hundar dar DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom
parentes anges procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt
Kortelceller 0 9 (90 %) 1 (10 %) 10
Celler i utforsgéngar 0 7(70 %) 3 (30 %) 10

Bindvav 10 (100 %) 0 0 10
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Figur 26. Mus 1gG kontroll i parotis. Anger DAB-detektion med mus IgG kontroll i respektive del av
parotis (% av 10 hundar).

Tabell 12. Negativ kontroll i parotis. De siffror som anges i respektive kolumn representerar antalet
hundar dar DAB-detektion har, eller inte har, kunnat pavisas for respektive lokalisation. Inom
parentes anges procentandel av de hundar som har studerats med avseende pa respektive lokalisation

Lokalisation Ja Nej Tendens/svagt Totalt

Kértelceller 0 9 (90 %) 1 (10 %) 10

Celler i utférsgangar 0 7 (70 %) 3 (30 %) 10
Bindvav 10 (100 %) 0 0 10
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Figur 27. Negativ kontroll i parotis. Anger DAB-detektion med negativ kontroll i respektive del av
parotis (% av 10 hundar).

Neutralisering av anti-Can f 1 i tunga

Efter preinkuberingen av anti-Can f 1 tillsammans med rekombinant Can f 1 dver natt kunde ingen
detektion ses i tungans viabla epitel, detta géller bada spadningar av rekombinant Can f 1 som
anvandes. De snitt dar anti-Can f 1 inte preinkuberades med rekombinant Can f 1 uppvisade DAB-
detektion i basen av papiller samt i omraden mellan papiller.

Gallande DAB-detektion i tungans bindvav pavisades en synbar sadan detektion med anti-Can f 1,
anti-Can f 1 som preinkuberades med rekombinant Can f 1 i den lagre spadningen samt i snitt med den
blanka negativa kontrollen. Daremot kunde inte nagon tydlig sadan detektion pavisas i snitt dar anti-
Can f 1 preinkuberades med den hogre spadningen av rekombinant Can f 1, &ven om detektion pa
denna lokalisation inte kan uteslutas helt.

DAB-detektion i den yttersta delen av det forhornade epitelet kunde pavisas i med anti-Can f 1, anti-
Can f 1 som preinkuberades med bada spadningar av rekombinant Can f 1 samt hos den blanka
negativa kontrollen. Styrkan/intensiteten av detektion i denna lokalisation var dock lagre for anti-Can f
1 som preinkuberades med den hogre spadningen av rekombinant Can f 1 samt fér den negativa
kontrollen &n for anti-Can f 1 och anti-Can f 1 som preinkuberades med den lagre spadningen av
rekombinant Can f 1.

Neutralisering av anti-Can f 3 i hud

Nér anti-Can f 3 som preinkuberades med naturligt Can f 3 anvandes som primarantikropp kunde inte
DAB-detektion pavisas i nagon lokalisation i huden, detta galler bada spadningar av naturligt Can f 3
som anvéandes. Samma resultat erhélls med den blanka negativa kontrollen. Med anti-Can f 3 som inte
preinkuberades med naturligt Can f 3 kunde DAB-detektion ses i samtliga studerade lokalisationer
bortsett fran i svettkortelceller. Den hund som anvandes i samband med neutraliseringsforsoket hade
dock heller inte uppvisat DAB-detektion i denna lokalisation tidigare.

DISKUSSION

| denna studie har vi med hjélp av immunohistokemi med antikroppar framtagna mot rekombinant Can
f 1, rekombinant Can f 2 samt naturligt Can f 3 kunnat pavisa detektion av antigen framfér allt med
anti-Can f 1 och anti-Can f 3. Anti-Can f 1 gav upphov till detektion i tungans epitellager samt i
mindre omfattning i viabla epidermis och i harfollikelceller. Med anti-Can f 3 kunde en detektion ses i
bindvavsstrukturer i hud, tunga och parotisspottkortel, samt aven i viabla epidermis, harfollikelceller
samt basalmembranzoner. Vi har inte kunnat pavisa nagon tydlig specifik detektion med anti-Can f 2.

Om pavisande av antigen i de olika vavnaderna
Can f 1 och Can f 2 i parotisspottkdrtel

| samband med tidigare studier av hundallergen har saliv ofta pekats ut som en trolig ké&lla till Can f 1
och Can f 2 (Polovic et al., 2013, Kamata et al., 2007) och d@ mRNA fran Can f 1 och Can f 2 har
detekterats i sdval parotis- som mandibularisspottkértel (Kamata et al. 2007) ar det mojligt att dessa
allergener produceras dar. Aven Can f 3 har pévisats i saliv (Polovic et al., 2013). Dessutom menar
Kamata et al. (2007) att ocksa huden bor 6vervagas som mojlig produktionsplats for Can f 2.

| denna studie kunde inte ett tydligt uttryck av varken Can f 1 eller Can f 2 pavisas i parotisspottkortel.
Den svaga tendens till DAB-detektion som hos ett fatal hundar kunde anas i kortelceller samt celler i
utférsgangar atfoljdes ofta av motsvarande svaga tendens till detektion i en eller bada de kontrollerna
som anvandes. Det fanns dock enstaka undantag. Hos en hund kunde en svag tendens till DAB-
detektion anas i kortelceller ndr anti- Can f 1 och anti-Can f 2 anvandes som primérantikroppar, utan
att motsvarande detektion i kontroller kunde ses. Enligt Kamata et al. (2007) och Konieczny et al.
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(1997) &r det mojligt att det sker en posttranslationell modifiering via glykolysering av Can f 1 och
Can f 2. Kamata et al. (2007) rapporterade att molekylvikten hos Can f 1 verkade 6ka fran 18 kD i
parotisspottkortel till 20 kD i saliven och extrakt fran pals och mjall. Dock kunde aven 18 kD-formen
av proteinet pavisas i saliven. Gallande Can f 2 kunde Kamata et al. (2007) pavisa proteinet i en 22-23
kD form i parotisspottkortel, saliv samt extrakt fran pals och mjall. Samtidigt menar Kamata et al.
(2007) att den rekombinanta formen av Can f 2 endast hade en molekylvikt av 20 kD och att
posttranslationell modifiering darmed skulle indikeras av forekomst av Can f 2 med hdgre
molekylvikt. Att den rekombinanta formen av proteinet var nagot mindre an det naturliga proteinet
skulle dock &ven kunna forklaras av att det rekombinanta och det naturliga proteinet ej ar helt
identiska. Det ar mojligt att det faktum att varken Can f 1 eller Can f 2 tydligt kunde detekteras i
parotisspottkortel i denna studie till viss del beror pa att de antikroppar som anvéandes var riktade mot
just en epitop pa det naturliga proteinet vilken forandras vid posttranslationell modifiering och darfor
inte kunde kannas igen. Att Can f 1 och Can f 2 inte skulle finnas i parotisspottkortel torde vara
mindre sannolikt, eftersom bada dessa allergener tidigare har kunnat pavisas dar dels genom detektion
av mRNA och dels med immunoblotteknik (Kamata et al., 2007).

Det ar aven majligt att parotisspottkorteln inte till fullo klarat av att behalla innehallet i kortelcellerna
genom alla steg i den immunohistokemiska fargningen. Blockering av endogena peroxidaser med 0,3
% H,0- i metanol kan enligt Wendelboe (2013) orsaka att frysfixerade snitt slapper fran glasen pa
grund av metanolbehandlingen. Det kan finnas en méjlighet att detta dven paverkade
parotisspottkortelns formaga att halla kvar allergenerna vilket gav upphov till franvaron av tydlig
DAB-detektion i parotis kortelceller. Om epitoperna vilka anti-Can f 1 och anti-Can f 2 antikropparna
ar riktade mot forandras skulle det foljaktligen kunna leda till en franvaro av detektion i vavnaden.
Enligt Colley & Stead (2013) kan fixering av vavnad leda till modifiering av vissa epitoper i
vavnaden. Det &r dven mojligt att en eventuell epitopmodifiering uppkom i samband upptining av den
frysfixerade vavnaden och hantering av den i rumstemperatur i samband med kryostatsnittning samt
efter rehydrering av vavnaden innan immunohistokemisk fargning. Detta kan ha tillatit autolytiska
processer att paga i vavnaden.

Diffusion av allergenerna kan ocksa paverka var DAB-detektion kan ses. Wendelboe (2013) menar att
antigen diffunderar lattare i vdvnad som inte har fixerats ordentligt. H&r torde det finnas en skillnad
mellan de snitt som fixerades i paraformaldehyd (hud) och de frysfixerade snitten (tunga och parotis) i
vilka graden av antigen/allergendiffusion kan antas vara storre. Hos 7 respektive 3 av 10 hundar kunde
en starkare/intensivare DAB-detektion ses i spottkortelns bindvav med anti-Can f 1 respektive anti-
Can f 2 jamfort med kontrollerna. Hos dessa hundar kan alltsa DAB-detektion i bindvéven besta av
bade en specifik och en ospecifik komponent da allergenerna kan ha diffunderat ut fran kértelcellerna
till kringliggande bindvéav. Att beakta vid gradering av DAB-detektionens intensitet/styrka dr att det
kunde skilja upp mot 15 sekunder i inkuberingstiden i DAB-I6sningen mellan de olika snitten pa
grund av att manga glas hanterades samtidigt. Detta kan eventuellt orsaka mindre skillnader i DAB-
intensitet, men torde inte vara tillrackligt for att forklara storre intensitetsskillnader.

Can f 3 i parotisspottkértel, hud och tunga

Nér anti-Can f 3 anvandes som priméarantikropp kunde en DAB-detektion ses i bindvévsstrukturer i
samtliga tre vavnader (samtliga hundar i parotisspottkortel och tunga samt 13/14 hundar i hud).
Detektionen var dven starkare/intensivare for anti-Can f 3 jamfort med kontroller hos samtliga hundar
dar DAB-detektion kunde ses. Albumin férekommer intra- och extravaskulart och har kunnat pavisas i
bland annat hud (Rothschild et al., 1955), muskel (Rothschild et al., 1955, Ellmerer et al., 2000) samt
subkutant (Ellmerer et al., 2000). Férekomst av albumin i den interstitiella vatskan kan vara orsaken
till den DAB-detektion som kunnat ses i bindvéaven i samtliga tre vavnader.

Da DAB-detektion i bindvaven i parotis och tunga aven forekom i bada kontrollerna hos majoriteten
av hundarna men var starkare/intensivare for anti-Can f 3 jamfort med kontroller hos samtliga hundar
ar det troligt att den detektion som med anti-Can f 3 kunde ses i bindvaven bestar av dels en ospecifik
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och dels en specifik komponent. Det kan dven finnas strukturer i bindvaven vilka liknar epitoper hos
Can f 3, det vill sdga att en viss grad av korsreaktivitet dven kan orsaka en del av den detektion som
kunde ses. Det ar ocksa majligt att en del av DAB-detektionen i bindvéven &r orsakad av en
antigendiffusion av albumin i blodet ut i omkringliggande vévnad efter provinsamling och att
forekomsten av albumin i de studerade vévnaderna &r mindre omfattande &n den immunohistokemiska
bilden ger sken av. Det &r troligt att det vid provinsamling uppkom blédningar i kanterna av de
utskurna véavnadsbitarna vilket innebar mojlighet till blodkontamination av vavnaderna och darmed
ocksa deponering av Can f 3/albumin utanfor blodkarl. Allergenet kan sedan ha diffunderat djupare in
i vavnadsprovet innan dess att fullstandig fixering uppnaddes. En annan majlighet att betédnka ar att
blodkarlsvaggarna i bindvaven paverkades av autolytiska processer (en viktig orsak bakom
degradering av vavnaden Colley & Stead (2013)) innan dess att tillracklig fixering uppnaddes,
alternativt att fixeringen inte var tillracklig. Detta kan ha resulterat i att kdrlvaggarna blivit mindre
intakta varpa albumin kunnat lamna karlen och diffunderade ut i den omgivande bindvaven.

Rothschild et al. (1955) menar att huden har en hdg koncentrationen av albumin, vilket
Overensstdammer med den immunohistokemiska bilden for anti-Can f 3 i denna studie. Forutom den
omfattande DAB-detektionen i hudens bindvav sags dven en detektion i viabla epidermis samt i
harfollikelceller hos majoriteten av hundarna. Enligt Wendelboe (2013) &r risken hogre for sa kallad
specifik bakgrundsfargning pa grund av antigendiffusion nar det aktuella antigenet forekommer
extracellulart samt nar det forekommer i hoga koncentrationer i blod. Bada dessa forutsattningar galler
for Can f 3 da allergenet utgors av hundalbumin (Spitzuer et al., 1993, Nilsson et al., 2014a). Detta
innebér att det finns en mojlighet att Can f 3 har diffunderat in i cellerna i viabla epidermis och
harfolliklar och da dven passerat basalmembranen vid respektive lokalisation. Har vacks fragan om
mojligheten till antigen/allergendiffusion éver basalmembran och vidare ut genom epidermis
respektive harfolliklar hos den levande hunden. Can f 3 har kunnat detekteras i extrakt fran pals och
mjall (Spitzauer el al., 1995, Spitzauer et al., 1993) samt aven i palsprover fran plaster pa kroppen dar
hundar inte kommer at att slicka sig (nacken) (Gronlund, H., Medi-Tec, pers. medd., 2015). Sadan
forekomst kan mojligen vara orsakad av diffusion av allergenet fran dermal bindvav in i epidermis-
och harfollikelceller. For manniskor kan detta alltsa utgéra grunden bakom en maéjlig exponeringskalla
for Can f 3.

Hos samtliga hundar kunde en tydligt mérkare zon med DAB-detektion ses pa platsen for
basalmembran/basalmembranzoner mellan epidermis och dermis samt runt harfolliklar. Det & majligt
att en eventuell antigendiffusion delvis bromsades upp pa dessa platser och darmed gav upphov till en
starkare detektion dar &n i omgivande bindvav. Den detektion med anti-Can f 3 som kunde ses i
konturen av talg- och svettkortlar hos majoriteten av hundarna samt i svettkortelceller hos ett fatal
hundar kan aven den vara orsakad av antigendiffusion fran omgivande bindvav. Aven méjligheten till
forekomst av epitoper vilka liknar epitoper hos Can f 3 bor dvervdgas som bidragande orsak till den
morkare DAB-detektionen i basalmembran och kring talg- och svettkortlar. Hos ett fatal hundar kunde
en uppklarnad zon ses i basalmembranzonen runt nagra av harfolliklarna. Betydelsen av detta ar oklar.

Can f 3 har dven kunnat detekteras i saliv (Polovic et al., 2013, Spitzauer et al., 1993). Spridning av
saliv pa pals och hud i samband med att hunden slickar sig samt efterféljande diffusion ned huden
utgor sannolikt inte ndgon storre del av den DAB-detektion som kunde ses i denna studie, men kan
anda ha betydelse for hundallergiker nar det kommer till allergenexponering.

| de snitt fran tunga som studerades visade dock inte antigenet som anti-Can f 3 bundit till nagon
tendens till att passera fran bindvaven genom tungepitelets basalmembran och darifran vidare till
tungans yta, till skillnaden fran den situation som tycks finnas i hudsnitten. Den DAB-detektion som
kunde ses med anti-Can f 3 i den mest ytliga delen av det férhornade tungepitelet bestar troligen dels
av en ospecifik komponent da motsvarande detektion kunde ses i kontroller hos de flesta av hundarna.
Dels kan detektionen sannolikt vara specifik da den var starkare/intensivare for anti-Can f 3 jamfort
med kontroller hos 11 av 14 hundar. Albuminférekomst kan har utgéras av blodkontamination pa
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tungans yta i samband med provinsamlingen, alternativt pa grund av forekomst i saliven dar allergenet
pavisats av Polovic et al. (2013) samt Spitzauer et al. (1993).

Canfloch Canf2ihudochtunga

Hos ett fatal hundar kunde en svag DAB-detektion ses i viabla epidermis samt i harfollikelceller nér
anti-Can f 1 anvandes som priméarantikropp. Detektion kunde inte ses i bindvav i dermis eller i
basalmembranzoner, varken mellan epidermis och dermis eller kring harfolliklar. Allergendiffusion
fran dermal bindvav och in i epidermala celler respektive harfollikelceller ar darfér mindre troligt som
orsak till detektionen i dessa lokalisationer. Kamata et al. (2007) kunde pavisa mRNA for Can f 1 i
hud, dock i mindre méngd. Finns mRNA i en cell innebér det troligen att genen som kodade for detta
mRNA uttrycks. En hypotes ar darfor att Can f 1 produceras i viabla epidermis och harfollikelceller,
om an i mindre mangd och kanske inte hos alla hundar. Det &r ocksa majligt att allergenforekomst i
saliven orsakar deposition av allergen pa huden nar hunden skickar sig (Kamata et al., 2007).
Hypotesen ar da att allergen diffunderar fran hudytan, genom stratum corneum in i keratinocyter, samt
ned i harfolliklar och in i harfollikelceller. Dock har Can f 1 kunnat detekteras i palsprover fran platser
pa kroppen dar hundar inte kommer at att slicka sig (nacken) (Gronlund, H., Medi-Tec, pers. medd.,
2015). Detta kan stddja hypotesen att det sker en produktion av Can f 1 i viabla epidermis och/eller
harfolliklar, varifran det sker en efterfoljande spridning till hundens pals.

Hos ett fatal hundar kunde en DAB-detektion av varierande grad ses i stratum corneum i hudsnitten
med anti-Can f 1 (d&ven med anti-Can f 3). Vart att notera &r att stratum corneum bevarades till olika
grad hos de olika hundarna och darmed varierade i tjocklek. Detta paverkar sannolikt graden av DAB-
detektion i detta cellager. Forekomst av allergen/antigen i denna lokalisation kan vara orsakad av
salivkontamination eller férekomst i viabla epidermis.

Ett tydligt monster av DAB-detektion lokaliserad till tungans epitel sags med anti-Can f 1. De mest
basala cellerna i epitelet visade dock ingen detektion, varfor diffusion fran underliggande bindvav ar
mindre trolig. Dessutom var graden av detektion starkare i epitelet &n i bindvéven vilket stodjer
resonemanget. Gallande mojlighet till produktion av Can f 1 i tungan, kunde Konieczny et al. (1997)
pavisa mRNA for allergenet i tungvavnad medan Kamata et al. (2007) inte lyckades med detta. En
mdjlig orsak till de olika resultaten kan vara skillnader i metodval mellan studierna. Varken
Konieczny et al. (1997) eller Kamata et al. (2007) redogdr narmare for vilken del av tungan som
anvandes for ananlys eller antalet hundar inkluderade i respektive studie. Aven detta ar faktorer som
kan ligga bakom skillnaden i resultat mellan de bada studierna. Can f 1 har dock kunnat detekteras i
saliv av exempelvis Polovic et al. (2013) och Kamata et al. (2007). Konieczny et al. (1997) menar att
Can f 1 kan vara hundens homolog till von Ebners kortelprotein hos ménniska. von Ebners kortlar ska
dock endast vara belagna kring circumvallate/vallgravs papiller vilka inte forekommer 6verallt pa
tungans yta utan pa den bakre, dorsala delen (Mescher, 2010). Konieczny et al. (1997) menar att de
kunnat detektera mMRNA for Can f 1 i von Ebners kortelvdvnad. Man anger dock inte hur man
sékerstallt att denna korteltyp férekom i den tungvavnad som anvéndes, varfor den slutsats som drogs
av Konieczny et al. (1997) bor ifragasittas i detta hanseende. | var studie &r det inte sannolikt att
samtliga papiller som inkluderades i tungsnitten hos majoriteten av hundarna var just
vallgravspapiller. Att anti-Can f 1 gav upphov till DAB-detektion mellan och i basen av papiller i
tungsnitten kan tyda pa att det antigen som anti-Can f 1 binder till produceras i tungepitelet, alternativt
att antigenet finns i saliven och diffunderar ned i epitelet fran ytan efter att ha ansamlats mellan
papillerna. Om Can f 1 & hundens homolog till von Ebners kortelprotein kan produktion av allergenet
i von Ebners kortlar med efterféljande spridning i saliven vara en mojlig orsak till den detektion som
kunde ses. Férekomst av allergenet i saliven pa grund av produktion i ndgon/nagra av de storre
spottkortlarna ar &ven det ett mojligt alternativ. DAB-detektion i den mest ytliga delen av tungans
forhornade epitel kunde pavisas hos majoriteten av hundarna for samtliga studerade antikroppar samt
for de bada kontrollerna. Hos de flesta av hundarna var en sadan detektion kraftigare/mer omfattande
hos anti-Can f 1 jamfort med kontroller. Detta gallde dock inte fér anti-Can f 2. Forekomst av DAB-
detektion med denna lokalisation i bada kontrollerna visar att det finns en ospecifik komponent i
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detektionen. Det verkar dock dven finnas en specifik komponent orsakad av anti-Can f 1. Mgjliga
orsaker till denna detektion torde vara de samma som for detektionen langre ned i tungans epitel.

| det fall bade Can f 1 och Can f 2 finns i betydande mangd i saliven och om det ar férekomst av Can f
1 i saliven med diffusion in i epitelet som orsakat detektionen med anti-Can f 1, ter det sig méarkligt att
endast anti-Can f 1 gav en synlig DAB-detektion i tungans epitel och inte anti-Can f 2. Can f 1 och
Can f 2 ligger inte langt fran varandra storleksméssigt (18-20 kD respektive 22-23 kD (Kamata et al.,
2007)) och lipokaliner liknar varandra med avseende pa kristallstruktur (Flower, 1996). Majligen kan
ytstrukturer orsaka skillnader i diffusion in i cellerna, da graden av homologi mellan
aminosyrasekvenserna hos Can f 1 och Can f 2 har uppskattats till endast 24,5 % (Kamata et al.,
2007). Skillnaden i grad av DAB-detektion mellan de bada antigenen kan ocksa stodja att Can f 1
produceras i tungans epitelceller men inte Can f 2. For Can f 2 har mRNA dock kunnat pavisas i
tungvavnad (Konieczny et al., 1997, Kamata et al., 2007) vilken kan tyda pa att allergenet produceras
dar. Mojligheten att de anti-Can f 2 antikroppar som anvandes i samband med denna
immunohistokemi var defekta eller att de var riktade mot ett annat antigen an Can f 2 bor beaktas.
Faktorer som kan ha paverkat funktionen hos antikropparna efter framstéllande ar bland annat
forvarings- och transportférhallanden, exempelvis bristande kylkedja, upprepad upptining och
nedfrysning samt ljusexponering.

Gallande skillnaden i intensitet hos DAB-detektionen i tungans bindvav mellan anti-Can f 1 och
kontroller, var detektionen endast starkare hos anti-Can f 1 i 50 % av fallen och skillnaden mellan anti-
Can f 1 och kontroller var séllan av det storre slaget. Detta medfor att betydelsen av detektionen &r
svar att uttala sig om. Har kan faktorer som skillnad i inkuberingstid i DAB-losningen ha paverkat den
skillnad som kunde ses. Méjligheten till allergendiffusion fran epitel finns ocksa, om &n detta bedéms
som mindre troligt. Individuella skillnader i allergenforekomst mellan de olika hundarna utgor aven
det en aspekt att beakta.

Felkallor

Vid anvandning av antikroppar for detektion av olika antigen finns alltid en risk att antikropparna
binder in till ndgot annat &n det tanka antigenet. Antingen enbart ett odnskat antigen eller en
kombination av det énskade antigenet och odnskade antigen orsakat av korsreaktivitet. Att DAB-
detektion pa ett flertal intressanta lokalisationer kunde ses i denna studie innebér alltsa inte
nddvandigtvis att det &r de tinka allergenerna, framfor allt Can f 1 och Can f 3, som har kunnat
pavisas. Det faktum att lyckade neutraliseringsforsok med rekombinant Can f 1 (tunga) respektive
naturligt Can f 3 (hud) har genomforts okar dock sannolikheten att pavisad DAB-detektion
representeras av de studerade allergenerna, forutsatt att de antigen/allergen som anvandes i
neutraliseringsforsoken verkligen motsvarade de naturligt forekommande allergenen.

En orsak till eventuell ospecifik DAB-detektion utgérs av inadekvat blockering av endogena
peroxidaser i samband med den immunohistokemiska fargningen. Detta eftersom endogena enzymer
kan ge upphov till falskt positiv detektion nér specificiteten hos dessa enzymer liknar den hos enzymer
som anvands i den immunohistokemis fargningen (Pace, 2013). Enligt Wendelboe (2013) ar endogen
peroxidasaktivitet vanligt forekommande i hemproteiner sa som myoglobin och hemoglobin. Det
faktum att de muskelfibrer som finns i tungan ej uppvisade DAB-detektion i denna studie 6kar
sannolikheten att blockeringen av endogena peroxidaser var till stora delar lyckad, &ven om det inte
utesluter flackvis bristande blockering. Ytterligare en orsak till ospecifik fargning kan vara att
vavnaden hunnit torka ut i samband hanteringsprocessen innan eller under den immunohistokemiska
fargningen. Detta da det enligt Colley & Stead (2013) kan uppkomma ospecifik absorption av
reagenter i vavnad som torkat.

Andra felkéllor i samband med det laboratoriska arbetet ar langsam nedfrysning eller
blodkontamination av vavnadsprover samt eventuell skillnad i tjocklek hos snitten. Aven faktorer som
inadekvat blandning av antikroppar och 6vriga reagenser samt skillnader i inkuberingstider kan utgéra
mojliga felkéllor. Gallande inkuberingstider, med undantag av DAB-inkuberingen, férekom det inte
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betydande skillnader inom hundar utan endast mellan olika hundar. Grad av DAB-detektion hos olika
antikroppar bedémdes i forhallande till kontroller fran samma hund, vilket minskar betydelsen av
denna felkélla. Det faktum att grad av DAB-detektion beddmdes manuellt innebar aven det en viktig
felkalla att beakta. For att minska pa atgangen av de olika reagenserna anvandes mindre volymer av
dem &n vad som stod angivet i instruktionerna, dock med motsvarande forhallande mellan
reagenserna. Detta innebar att locket pa reagensflaskorna plockades av upprepade ganger, varfor
mojlighet till kontamination av reagenserna foreligger. De blandningsflaskor som f6ljde med
Vectastain Elite Mouse 1gG ABC Kit fran Vector laboratories anvandes inte. Istéllet anvandes plastror
med skruvkork (mjolkror), nya ror vid varje kérning. Detta pa grund av ett missférstand som ledde till
att blandade losningar blev staende i kittets blandningsflaskor ca 3 manader efter det att pilotkérningen
genomfordes. D& DAB-detektion dnda kunde ses hade detta férhoppningsvis inte ndgon storre
betydelse, exempelvis i form av att reagenser fastnade pa ytan av réren. Volymen av reagenser och
antikroppar som applicerades pa snitten skiljde sig inte at inom de olika hundarna. Daremot paverkade
faktorer som snittens storlek och antal glas i en kérning den volym av lésningarna som behdvdes
respektive kunde anvéandas. Skillnader i detta hanseende fanns alltsa mellan olika hundar och inte
inom en och samma hund och ndr skillnad forekom rérde det sig om cirka 50 pl differens. |
anvisningarna som medfdljde ABC kittet saknades angivelser géllande vilken volym av de olika
I6sningarna som skulle appliceras pa respektive snitt, varfor denna skillnad forhoppningsvis ér av
mindre betydelse.

Konklusion

Sammanfattningsvis har férekomst av antigen som plockats upp av anti-Can f 1-antikroppar kunnat
pavisas i framfor allt tungans epitel men aven till viss del i viabla epidermis samt harfollikelceller.
Med anti-Can f 3-antikroppar har ett antigen kunnat detekteras i viabla epidermis, basalmembranzoner
och harfollikelceller samt &ven i bindvavsstrukturer (i hud, tunga och parotisspottkortel). De anti-Can f
2 antikroppar som anvandes gav inte upphov till nagon tydlig antigendetektion i nagon av de studerade
vavnaderna.

Genomgaende kunde en skillnad i grad av antigen/allergendetektion ses mellan de olika hundarna,
framforallt gallande anti-Can f 3 i hud. Aven i grad av antigen/allergendetektion med anti-Can f 1 i
tungans epitellager kunde en skillnad ses mellan olika hundar. Detta kan orsakas av att det finns en
individuell skillnad i uttryck av allergener, &ven om resultatet i huvudsak bor relateras och jamforas
med andra antikroppar och kontroller inom en och samma hund. En variation i grad av allergenuttryck
kan sannolikt kopplas till att vissa hundallergiska individer reagerar pa en del hundar men inte pa
andra.

Franvaro av tydlig detektion i de sekretoriska delarna av parotisspottkorteln motséger inte forekomst
av allergenen i korteln, framforallt gallande Can f 1 och Can f 2. Istallet visar det pa behovet av vidare
bearbetning av den har typen av detektionsmetod for att moéjliggdra framtida allergendetektion med
immunohistokemi i denna vavnad. En mdjlighet kan vara att formalinfixera parotisspottkdrteln for att
pa sa vis minska risken for antigenforlust i samband med fargningsprocessen. Denna studie har
forhoppningsvis kunnat bidra till att 6ka kunskapen kring forekomsten av Can f 1 och Can f 3.
Hundallergi kan komplicera och begransa vardagen for drabbade individer, varfor fortsatt forskning
inom amnet ar nodvandigt for att forbattra diagnostik- och behandlingsmetoder. | sadan forskning bor
aven studier kring allergenférekomst inga. Till var kinnedom har inte studier liknande denna hittills
genomforts, vilket dels bidrar till 6kat intresse for resultaten och dels medfor att arbetet kan utgtra en
grund for fortsatta immunohistokemiska studier inom &mnet.
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