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SAMMANFATTNING

Atopisk dermatit hos hund (CAD) ér en kliande hudsjukdom med komplex patogenes som
involverar felreglering av immunforsvaret, allergisk sensibilisering, defekter i hudbarriéren,
mikrobiell kolonisation samt olika miljéfaktorer. Dock &r den inbordes relationen mellan
dessa faktorer inte klargjord. En 6kad forstaelse for sjukdomens patogenes, bland annat den
immunologiska bakgrunden inklusive vilken T-cells- och cytokinprofil som kédnnetecknar
sjukdomen, skulle kunna o©6ka drabbade hundars livskvalitet genom forbattrade
behandlingsmetoder. Studier har undersokt cellinfiltrat och visat att baide CD4+ och CD8+ T-
celler forekommer i 6kade mingder i huden hos AD-hundar, och séledes att det finns Th-
celler samt CTLs och/eller suppressoriska T-celler i denna hud. Dessa studier hittade ocksa
forhojda CD4/CD8-kvoter, vilket visar pd en 6kad lymfocytreaktivitet. Andra studier har tittat
pa forekomsten av olika cytokiner, bdde hos hundar med naturligt forekommande sjukdom
samt hos hundar 1 en modell for CAD dér lesioner inducerats. Undersdkta cytokiner
inkluderar for Th2-svar IL-4, IL-5, IL-6 och IL-13, for Thl-svar IL-1B3, IFN-y, IL-2, TNF-a
och IL-12 (p35 och p40) samt f6r immunosuppressivt eller T-regulatoriskt svar TGF-3 och IL-
10. Aven transkriptionsfaktorer har undersokts, samt chemokinen TARC. Resultaten for de
specifika cytokinerna och transkriptionsfaktorerna skiljer sig till viss del frdn varandra, men
den sammantagna bilden blir att CAD kdnnetecknas av ett forhojt Th2-svar i hud utan lesioner
och att detta Th2-svar kombineras med ett Thl-svar i hud med lesioner. Th2-svaret tenderar
att vara dnnu starkare i lesionerna &n i hud utan lesioner. TARC framstar som en viktig
chemokin da den hittats hos AD-hundar men inte hos andra hundar, och da den induceras av
Thl1-cytokiner men rekryterar Th2-celler utgor den ocksd en koppling mellan dessa tva svar
och kan forklara tendensen till starkare Th2-svar i lesioner. Resultaten d4r mindre enhetliga for
immunosuppressiva eller T-regulatoriska cytokiner och hér, liksom pa vissa dvriga punkter,
skulle mer forskning behovas. Slutligen framstar d&ven den nyligen identifierade cytokinen IL-
31 som viktig for CAD, da den dels inducerar klada och dels hittats hos hundar med CAD
men inte hos hundar med annan klada. Det har visats att denna cytokin produceras av T-celler,
och den passar vl in i den ovan beskrivna bilden av CAD, di IL-31 induceras av en Th2-
polarisering men uttryck av dess receptor kriaver ett Th1-svar.



SUMMARY

Canine atopic dermatitis is a complex pruritic skin disease and the pathogenesis includes
immune dysregulation as well as allergic sensitization, skin barrier defects, microbial
colonisation and various environmental factors, but the relationship between these factors
remains unclear. An increased understanding of the pathogenesis, including the T cell and
cytokine profile as part of the immune dysregulation, could increase the quality of life of
affected dogs by improving treatments. Studies have shown that levels of both CD4+ and
CD8+ T cells are increased in the skin of dogs with CAD, both in lesional and non-lesional
skin; that is, the skin of dogs with CAD contains both T helper cells and cytotoxic and/or
suppressive T-cells. There were also increased CD4/CD8 ratios, indicating higher lymphocyte
reactivity. Other studies have investigated the presence of various cytokines, both in dogs with
naturally occurring CAD and in dogs in a model for CAD where lesions were induced. The
investigated cytokines include: For a Th2 response IL-4, IL-5, IL-6 and IL-13; for a Thl
response IL-1PB, IFN-y, IL-2, TNF-a and IL-12 (p35 and p40); and for an immunosuppressive
or T-regulatory response TGF-f and IL-10. Certain transcription factors have also been
investigated, as well as the chemokine TARC. Results vary somewhat regarding specific
cytokines and transcription factors, but overall, a picture emerges of CAD as a disease
characterized by an increased Th2 response in non-lesional skin which in lesional skin is
combined with an additional Th1 response. The Th2 response in lesional skin has a tendency
to be even stronger than the one in non-lesional skin. TARC, having been found in dogs with
AD but not in other dogs, emerges as an important chemokine, and as TARC is induced by
Th1 cytokines but recruits Th2 cells, it also provides an explanation for the tendency toward a
stronger Th2 response in lesions. Results are less consistent regarding immunosuppressive or
T-regulatory cytokines, and for these as well as certain other aspects further research could
elucidate the matter. Lastly, the newly identified cytokine IL-31 also appears important in
CAD, as it induces pruritus and has been found in dogs with CAD but not in other dogs. It has
been shown that this cytokine is produced by T cells, and IL-31 thus fits the above described
picture of CAD, especially as it is induced by a Th2 polarization but expression of its receptor
requires a Thl response.



INLEDNING

Atopisk dermatit hos hund (canine atopic dermatitis, CAD) definieras som “en genetiskt
predisponerad inflammatorisk och kliande allergisk hudsjukdom med karakteristiska kliniska
kannetecken associerade med Immunoglobulin E (IgE)-antikroppar som oftast &r riktade mot
miljoallergen” (Halliwell 2006). Ibland talas ocksd om canine atopic-like dermatitis eller
intrinsic CAD, vilket dr en klinisk identisk sjukdom didr man ej lyckats identifiera IgE-
antikroppar mot miljoallergen eller andra allergen (Marsella et al. 2012). De vanligaste
miljoallergen mot vilka IgE-antikroppar riktas kommer frdn  kvalstersldktet
Dermatophagoides (House dust mite, HDM) (Nuttall et al. 2013). CAD &4r en multifaktoriell
sjukdom och felreglering av immunforsvaret, allergisk sensibilisering, defekter i hudbarriéren,
mikrobiell kolonisation och miljofaktorer &r alla involverade (Nuttall et al. 2013). Det ar dock
oklart hur dessa faktorer interagerar med varandra, och vilka som &r priméra respektive
sekundidra (Marsella et al. 2012; Nuttall et al. 2013).

Sjukdomen yttrar sig vanligen tidigt, hos djur under tre ar, och det forsta symptomet ar ofta
klada utan synliga lesioner, varefter de omrdden som oftast fir lesioner ar tassar, axillae
(omradet motsvarande armhélan), buk samt 6ron. Sekunddra bakterie- eller jdstinfektioner &r
vanliga, liksom otiter (Favrot et al. 2010). Kliniska symptom och anamnes dr viktiga faktorer
for att stilla diagnos, men det finns bl.a. stora rasvariationer och inga av de kriterier som
tagits fram &r patognomona, varfor det dr viktigt att utesluta andra orsaker, sisom
ektoparasiter och fodermedelsallergi, innan diagnos stélls (Nuttall et al. 2013).

Eftersom CAD dels har visats paverka drabbade hundars livskvalitet negativt (Linek et al.
2010) och dels dr en vanlig sjukdom som drabbar upp till 10 % av alla hundar i1 virlden
(Nuttall et al. 2013) skulle minga hundars livskvalitet forbéttras om sjukdomen kunde botas
eller behandlas mer effektivt. For att utveckla nya, effektiva behandlingsmetoder &r det dock
viktigt att forstd sjukdomens bakgrund och patogenes. Detta dr ett omrdde med intensiv
forskning, och denna litteraturstudie sammanfattar darfor delar av de framsteg som gjorts nér
det géller immunforsvaret och CAD. Pa grund av d&mnets omfattning och arbetets ramar har
syftet specificerats till att klargéra vilket T-cellsinfiltrat och vilken cytokinprofil som
kannetecknar atopisk dermatit hos hund.

MATERIAL OCH METODER

Litteratursokning har gjorts i databaserna Web of Science samt PubMed med sdktermerna
"Canine atopic dermatitis" OR ("atopic dermatitis" AND (dog OR dogs OR canine)) OR
"atopic dogs" kompletterade med en eller flera av fo6ljande: Review, immunology,
"immunological background", development, IL-31. I PubMed har funktionen att specificera
bland sokresultaten anvénts, med specifikationerna “Other animals” samt “Veterinary
Medicine” och “Immunology”. Till stor del har sedan referenser fran valda artiklar anvints,
samt funktionen Recommended articles i1 Elsevier Science.



LITTERATUROVERSIKT
T-cellssvar

Cellinfiltratet i bdde dermis och epidermis har jimforts mellan hud fran friska kontrollhundar
(control skin, CS) och hud frdn hundar med atopisk dermatit (AD-hundar), fran bade omraden
med lesioner (lesional skin, LS) och fran till synes frisk hud (non-lesional skin, NLS) hos
samma hundar (Olivry et al. 1997; Sinke et al. 1997). I tabell 1 respektive 2 sammanstills
resultaten fran dessa studier for NLS respektive LS.

Olivry et al. (1997) undersokte cellinfiltratet med avseende pa samtliga celler, och fann bland
annat att i bade dermis och epidermis tenderade antalet T-celler att vara hogre i bade LS och
NLS jamfort med CS, och hogst i LS. I dermis var det statistiskt signifikanta skillnader. I
denna studie var &ven CD4/CD8-kvoten signifikant hogre i LS dn i CS. Dessutom tenderade
CD4/CD8-kvoten for NLS att vara hogre dn CS men ldgre dn LS.

Sinke et al. (1997) undersokte enbart T-cellspopulationen, och fann i LS ett hogre antal av
CD4+ och CD8+ T-celler i badde dermis och epidermis, med en forhojd CD4/CD8-kvot i
epidermis. Aven i NLS var cellantalet signifikant hogre for bide CD4+ och CD8+ i
epidermis, men endast CD8+ var signifikant hogre 1 dermis. Eftersom CD8+ celler inte bara
kan vara cytotoxiska utan ocksa ha en reglerande verkan pa CD4+ celler diskuterar forfattarna
att detta skulle kunna vara forklaringen till att just CD8+ celler var forhdjda i NLS dermis, dé
dessa skulle kunna balansera nivderna av CD4+ celler. Av denna studie kan man ocksé avldsa
att nivaerna av T-celler 1 LS tenderade att vara hogre &n de i NLS, dven om detta inte var
signifikant.

Tabell 1. T-cellsinfiltrat i hud utan lesioner (non-lesional skin) fran hundar med CAD jimfort med hud
fran friska hundar (control skin)

Non-Lesional Skin, NLS

Epidermis Dermis
CD4+ CD8+ CD4/CD8- CD4+ CD8+ CD4/CD8-
kvot kvot

Olivry et al.

1éy97 1 i [ f
Sinke et al.

* * *
1997 i) 1 « 1 i) «

Teckenforklaring: 1 innebdr hogre nivder, <> innebdr inga signifikanta skillnader, * markerar
signifikanta skillnader och - markerar att studien inte undersékt den aktuella faktorn. Fér Olivry et al.
(1997) redovisas T-cellsnivan sammantaget, inte CD4+ och CD8+ separat.



Tabell 2. T-cellsinfiltrat i hud med lesioner (lesional skin) frdan hundar med CAD jimfort med hud frdan
friska hundar (control skin)

Lesional Skin, LS

Epidermis Dermis
CD4+ CD8+ CD4/CD8- CD4+ CD8+ CD4/CD8-
kvot kvot
Olivry et al.
1éy97 f i [ [
Sinke et al.
* * %k %k *

Teckenforklaring: 1 innebdr hogre nivder, <> innebdr inga signifikanta skillnader, * markerar
signifikanta skillnader och - markerar att studien inte undersékt den aktuella faktorn. Fér Olivry et al.
(1997) redovisas T-cellsnivan sammantaget, inte CD4+ och CD8+ separat.

For att skilja olika subpopulationer av de CD4+ T-hjélparcellerna at krdvs att man tittar pa
cytokinmiljon snarare dn celler och deras ytmolekyler.

Cytokinprofil

Ett flertal studier har jamfort cytokinférekomsten i form av mRNA-uttryck mellan hud fran
friska kontrollhundar (CS) och hud fran hundar med AD, dir hud med och utan lesioner (LS
och NLS) provtagits frdn samma hundar (Maeda et al. 2002; Nuttall et al. 2002; Schlotter et
al. 2011). En annan studie har istéllet jamfort mRNA-uttrycket i mononukledra celler i1 perifert
blod (PBMC), (Hayashiya et al. 2002). Cytokinerna delas upp i grupper utifran vilken typ av
T-hjdlparsvar de associeras med, och pa sé vis klassas Interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-6 och IL-
13 som Th2-cytokiner medan IL-1f, Interferon-y (IFN-y), IL-2, Tumour necrosis factor-o
(TNF-a) och IL-12 (p35 och p40) klassas som Thl-cytokiner. Transforming growth factor-3
(TGF-B) samt IL-10 klassas istdllet som immunosuppressiva (Hayashiya et al. 2002; Maeda et
al. 2002; Nuttall et al. 2002; Schlotter et al. 2011), &ven om IL-10 1 en studie klassas som en
Th2-cytokin (Hayashiya et al. 2002). Utover dessa cytokiner har en studie ocksad studerat
thymus- and activation-regulated chemokine (TARC), dven kallad CCL17 (Maeda et al.
2002), vars uttryck enligt en human studie korrelerar till sjukdomsaktivitet (Kakinuma et al.
2001). TARC aktiverar och rekryterar selektivt Th2-celler via CCR4, en TARC-receptor som
uttrycks pa Th2-celler (Imai et al. 1999), samtidigt som en studie gjord pd murina
keratinocyter visade att produktion av TARC induceras av Th1-cytokinerna IL-1p, IFN-y och
TNF-a (Vestergaard et al. 1999). En nyare studie gjord pa keratinocyter frdn hund visade att
TNF-0, men inte IL-1p eller IFN-y, gav 6kad produktion av TARC (Shibata et al. 2010). Just
keratinocyter har visats vara en viktig kélla till TARC 1 huden hos hundar med CAD (Maeda
et al. 2005).

Ovanstdende studier har alltsa studerat hundar med naturligt férekommande sjukdom, varfor
aldern pa de specifika lesionerna var okind. Det gor att studierna ger begriansad information,
eftersom utvecklingen av lesionerna dr en dynamisk process (Marsella et al. 2006a). For att
studera lesionernas patogenes krdvs istdllet en modell dir man kan inducera lesioner
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(Marsella et al. 2006a), och andra studier har pd detta vis studerat lesioners uppkomst
(Marsella et al. 2006a; Maeda et al. 2007).

En nyare studie har ocksd jamfort forekomsten av den nyligen identifierade cytokinen
Interleukin-31 (IL-31) 1 serum hos hundar med och utan AD (Gonzales et al. 2013). Denna
studie tittade ockséd pa effekterna av att administrera IL-31 till hundar, och en annan studie
(McCandless et al. 2014) undersokte produktion av IL-31 och uttryck av dess receptor.

Non-Lesional skin (NLS)

Nuttall et al. (2002) hittade signifikant hogre nivder av Th2-cytokinen IL-4 i NLS jamfort
med CS, och dven IL-6 tenderade att vara hogre 1 NLS, men det var inte en signifikant
skillnad. Déremot skiljde sig nivaerna av Thl-cytokinerna IFN-y, IL-2, TNF-a, och IL-12
(p35 och p40) inte frdn nivéerna i CS. Slutligen hittade forfattarna légre halter TGF-f3 i NLS
jamfort med CS, medan IL-10 uppvisade stora variationer mellan individer men inga
signifikanta skillnader.

En annan studie hittade, i kontrast till ovanstaende, inga skillnader i IL-4-nivéer eller 1 TGF-
B-nivaer mellan NLS och CS, men dédremot signifikant hogre nivaer av IL-13 samt IL-10 i
NLS. Aven transkriptionsfaktorer till cytokinerna undersdktes: STAT6, SOCS3 och GATA3
for Th2-cytokiner; STAT4, SOCS5 och T-bet for Thl-cytokiner; och Fox-P3 for
immunosuppressiva cytokiner. SOCS3 fanns i signifikant hogre nivder i NLS jaimfort med CS,
men inga signifikanta skillnader hittades for de dvriga Th2-relaterade transkriptionsfaktorerna
och varken Thl-relaterade eller immunosuppressiva transkriptionsfaktorer uppvisade négra
signifikanta skillnader ndr man jamforde NLS och CS (Schlotter et al. 2011).

En tredje studie (Maeda et al. 2002) hittade inga signifikanta skillnader mellan NLS och CS
for Thl-cytokinerna IL-1f3, IFN-y och TNF-q, i 6verensstimmelse med ovanstaende studier. I
tabell 3 ses en sammanstéllning 6ver de olika studiernas fynd for NLS.

Tabell 3. Cytokiner i hud utan lesioner (non-lesional skin, NLS) frdan hundar med CAD jdamfort med
hud fran friska hundar (control skin)

Non-Lesional Skin, NLS

Th2 Thl Immunosuppressiva

IL4 IL-5 IL-6 IL-13 IL-1pIFN=y IL-2 TNF-o IL- IL- TGF-B  IL-10
12p40 12p35

Nuttall ez 1% - 1 - - o o o > > * -
al. 2002

Schlotter et < - - 1* - > - - > - > 1%
al. 2011

Maeda et - - - - > > - > - - - -
al. 2002

Teckenforklaring: 1 innebdr hégre nivder, | innebdr ldgre nivder, <> innebdr inga skillnader, *
markerar signifikanta skillnader och - innebdr att studien inte undersokte den cytokinen.



Lesional skin (LS)

Nuttall et al. (2002) visade att nivaerna av Th2-cytokinerna IL-4 respektive IL-6 precis som 1
NLS var signifikant hogre respektive tenderade att vara hogre i LS jaimfort med CS; nivaerna
i NLS och LS var likartade. Aven for de immunosuppressiva cytokinerna var resultaten
likartade: TGF-P var signifikant ldgre dven 1 LS jamfort med CS, och IL-10 uppvisade inga
signifikanta skillnader. Daremot forekom Thl-cytokiner i hogre nivéer i LS; IFN-y, IL-2 och
TNF-o uppvisade alla signifikant hogre nivéer i LS jamfort med bade NLS och CS. IL-12
déremot uppvisade stora variationer och inga signifikanta skillnader mellan grupperna.

Schlotter et al. (2011) hittade precis som 1 NLS inga skillnader i IL-4-nivaer eller 1 TGF-p-
nivaer mellan LS och CS, men signifikant hogre nivaer av IL-13 samt IL-10. Intressant &r
ocksa att nivaerna av IL-13 och IL-10 1 denna studie dr signifikant hogre inte bara jamfort
med CS utan dven jamfort med NLS. Dessutom pavisades signifikant hogre nivaer av IFN-y i
LS jamfort med NLS, precis som i studien av Nuttall et al (2002). Aven Thl-
transkriptionsfaktorn STAT4 var signifikant hogre i LS jaimfort med bade NLS och CS, medan
de andra Thl-transkriptionsfaktorerna, SOCS5 och T-bet, inte uppvisade signifikanta
skillnader mellan LS och CS. SOCSS var dock signifikant hogre i LS jamfort med NLS.
Denna studie fann slutligen ocksa signifikant lagre nivaer av IL-12p40 1 LS jaimfort med NLS.

Aven Maeda et al. (2002) hittade forhdjda nivder av Thl-cytokiner i LS jimfort med bade
NLS och CS — IL-1B, IFN-y och TNF-a var alla signifikant hogre i LS. TARC hittades i
samtliga LS-prover men inte i ndgra NLS-prover, och forfattarna konstaterar att de hoga
halterna IL-1B, IFN-y och TNF-a tillsammans med TARC-forekomst stimmer dverens med
de tidigare resultaten (Vestergaard et al. 1999) fran studien gjord pd murina keratinocyter, dér
dessa cytokiner stimulerade produktion av TARC. De olika studiernas resultat for LS finns
sammanstéllda 1 Tabell 4.

Tabell 4. Cytokiner i hud med lesioner (lesional skin, LS) frdn hundar med CAD jamfort med hud frdan
friska hundar (control skin)

Lesional Skin, LS
Th2 Thl Immunosuppressiva
IL-4 IL-5 IL-6 IL-13 IL-1BIFN-y IL-2 TNF-a IL- IL- TGF-p  IL-10
12p40 12p35

Nuttall er 1% - 1 - - PEpE g o o 1* PN
al. 2002

Schlotter et - - 1% - 1 - - PN PN o 1
al. 2011

Maeda et - - - - 1% 1% - T - R - .
al. 2002

Teckenforklaring: 1 innebdr hégre nivder, | innebdr ldgre nivder, <> innebdr inga skillnader, *
markerar signifikanta skillnader och - innebdr att studien inte undersdokte den cytokinen.



Mononukleéra celler fran perifert blod (PBMC)

I studien gjord pd PBMC tenderade halterna av IL-4 vara hogre hos AD-hundar jamfort med
kontrollhundar, men detta var inte en signifikant skillnad. Denna studie hittade dock
signifikant hogre nivder av IL-5 hos AD-hundar, men precis som Nuttall et a/ (2002) inga
signifikanta skillnader for IL-10. IFN-y fanns i signifikant ldgre nivaer hos AD-hundar &n hos
friska hundar (Hayashiya et al. 2002). Resultaten fran denna studie finns sammanstéllda 1
Tabell 5.

Tabell 5. Cytokiner i mononukledra celler fran perifert blod.

Mononukledra celler fran perifert blod, PBMC

Th2 Thl Immunosuppressiva
IL-4 1L-5 IL-6 IL-13 IL-1BIFN-y IL-2 TNF-a IL- IL- TGF-p  IL-10
12p40 12p35
Hayashiya 1 1% - - - L* - - - - - PN
et al. 2002

Teckenforklaring: 1 innebdr hégre nivder, | innebdr ldgre nivder, <> innebdr inga skillnader, *
markerar signifikanta skillnader och - innebdr att studien inte undersékte den cytokinen.

Lesioners uppkomst

En modell som tagits fram for CAD bestér av beaglar med hoga halter IgE som sensibiliserats
med HDM-allergen. Vid provokation med HDM-allergen utvecklar dessa hundar lesioner som
ar kliniskt, histopatologiskt och immunologiskt (bl.a. i form av cellinfiltrat med bdde CD4+
och CD8+ T-celler) lika lesioner som utvecklas hos hundar med naturlig AD vid samma
provokation (Marsella et al. 2006b).

I en studie gjord pa denna modell undersoktes hur cytokinprofilen pd mRNA-nivd i
hudbiopsier fordndrades under de forsta 96 timmarna efter inducering av lesioner, jamfort
med en grundniva i biopsier tagna utan att man inducerat lesioner. De undersokta cytokinerna
klassades enligt foljande: Béde IL-
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——IL-6 *

120 - proinflammatoriska, TARC och
IL-8 som chemokiner, IL-4, IL-5,
IL-10 och IL-13 som Th2-
cytokiner och IL-2, IFN-y, IL-12
och IL-18 som Thl-cytokiner.
Induktionen av lesioner resulterade
1 att IL-6 uppvisade en topp vid 24
: . . . . h och var dé signifikant hogre &n
0h 6h 24h 481 96 h grundnivan. Dérefter uppvisade
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Figur 1. Proinflammatoriska cytokiner och chemokiner, grundnivan vid sin topp vid 48 h.
vdrden efter induktion av lesioner. * markerar signifikans.
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dock med varierande styrka.

2 2 ——IL-13 * Déremot uppmattes inga
g 2o | W TNy signifikanta skillnader f{6r den
E' = IL-18 andra proinflammatoriska
z % 15 | < IL-12p35 cytokinen TNF-o eller for den
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z . L | | | | presenteras 1 Figur 1. Th2-
0h 6h 24h 48h 9% h cytokinen IL-13 wvar signifikant

Timmar efter induktion av lesioner hégre vid 24 och 48 h, medan data

Figur 2. Th2- och Thi-cytokiner, virden efter induktion av ej var tillracklig for att kunna
lesioner. Signifikans markeras av * for IL-13, § for IFN-y, statistiskt jamfora IL-4-nivaerna.
# for IL-18 och 2 for IL-12p35. Figuren baseras pd Inga signifikanta skillnader
vdrden uppskattade fran figurer i Marsella et al. 2006a. hittades for IL-5 eller IL-10. For
Thl-cytokinen IFN-y sdgs en

ovintad topp vid 6 h (statistiskt signifikant), som sedan f6ljdes av ett ldgre virde vid 24 h som
stigit vid 48 och 96 h. Forfattarna diskuterar om den tidiga toppen kan bero pa forekomsten av
cellinfiltrat redan innan lesioner inducerades, medan den senare stegringen kan vara kopplad
till IL-18, som var signifikant hogre fran 6 h och framat med nivaer som 6kade med tiden. IL-
12p35 uppvisade en signifikant topp vid 24 h och sjonk sedan, medan inga signifikanta
skillnader uppmaittes for IL-12p40 eller IL-2. De signifikanta skillnader som uppméttes for
Th2- och Thl-cytokiner presenteras i1 figur 2. Forfattarna diskuterar en modell dar
keratinocyter och Langerhans celler producerar IL-6 samt TARC efter allergenprovokation,
vilket driver en T-cellsaktivering, specifikt Th2-rekrytering. Aven IL-13, som ocks& kan
produceras av Langerhans celler, skulle kunna vara involverad hir. Detta skulle kunna f6ljas
av en IL-12-styrd switch till Thl, dven den styrd av Langerhans celler. (Marsella et al. 2006a).

En annan studie tog blodprov av hundar fran samma modell som utsatts for allergener 1 miljon
och analyserade for Th2-cytokiner (IL-4 och IL-13) och immunosuppressiva cytokiner (TGF-
B och IL-10) pa dag 0, 2, 4 och 17. Denna studie hittade inga signifikanta skillnader pa
nivaerna av IL-4 och IL-13, men signifikant ldgre nivaer av TGF-B pa dag 4 och av IL-10 pa
dag 4 och 17. (Maeda et al. 2007).

Interleukin-31

En studie visade att hundar som administrerats med IL-31 uppvisade beteenden relaterade till
kldda inom 4h, och att symptomen vanligen upphorde inom 24 h. Forfattarna sdg inga andra
symptom. Studien undersokte sedan forekomsten av IL-31 i serum hos hundar med AD och
hundar utan AD, specifikt hundar som sensibiliserats med HDM-allergen, hundar med
konstaterad loppallergi och som under forsoket provocerades med loppor och hundar utan
allergisk sjukdom. IL-31 pavisades 1 57 % av hundarna med AD, men inte hos nagra av de
andra grupperna. Sdledes kunde inte IL-31 pavisas ens hos de loppallergiska hundarna, trots
att de uppvisade kladrelaterade beteenden, och forfattarna diskuterar att detta skulle kunna



bero pa att IL-31 inte &r involverat i kldda som kommer fran loppallergi, att de hundarna hade
cirkulerande IL-31 men under detektionsnivén eller att de bara varit utsatta for loppor under 1
vecka innan proverna togs. Vidare diskuterar fOrfattarna att de aterstiende 43 % av AD-
hundarna, som inte hade pavisbara nivaer av IL-31, skulle kunna ha cirkulerande nivéer av
IL-31 under detektionsnivan eller att IL-31 skulle kunna verka lokalt men inte finnas
systemiskt, och att vidare forskning med tanke pd det senare bor undersdka huden hos AD-
hundar snarare &n som 1 detta fall serum. Ett annat alternativ &r att IL-31 inte var involverat 1
dessa hundars patogenes, dd& AD &r en multifaktoriell sjukdom med komplexa interaktioner
och det dérfor inte vore forvdnande om olika hundar uppvisade olika fordndringar (Gonzales
et al. 2013).

En annan studie tillsatte immunostimulerande substanser till PBMC och fann att tillsats av ett
amne som visats stimulera T-celler gav IL-31 produktion, medan dvriga substanser inte gav
det, vilket tyder pd att T-celler & en kélla till IL-31. I studien stimulerades sedan
sensibiliserade (Th2-polariserade) samt icke-sensibiliserade PBMC med HDM-allergen,
bakterietoxin samt en kombination av de tva. Alla tre alternativ gav upphov till 1L-31-
produktion i sensibiliserade PBMC, och kombinationen av allergen och bakterietoxin gav
mest produktion. Icke sensibiliserade celler producerade signifikant mindre IL-31 - d& gav
endast kombinationen av allergen och toxin resultat dver detektionsnivan - och forfattarna
konstaterar darfor att Th-cellers polarisering med ett cytokinsvar verkar vara en viktig faktor i
IL-31-produktion. Slutligen visade studien ocksa att uttrycket av IL-31:s receptor IL-31Ra 1
monocyter 6kade 10-faldigt vid behandling med Th1-cytokinen IFN-y, vilket forfattarna valde
att undersoka da de sag att de sensibiliserade PBMC ovan producerade IFN-y vid upprepade
provokationer. Aven nivderna av IL-31Ra i keratinocyter dkade, fran att inte ha varit
detekterbara utan IFN-y-behandling till att vara detekterbara med stimulering, men nivierna
var fortfarande 1 storleksordningen 1000 ganger ldgre &n nivderna i de obehandlade
monocyterna (McCandless et al. 2014).

DISKUSSION

Studierna som undersokt cellinfiltrat i huden hos AD-hundar (Olivry et al. 1997, Sinke et al.
1997) visar att T-cellsnivaerna i huden generellt var forhdjda i bade LS och NLS hos hundar
med AD, dven om de exakta resultaten varierar nagot mellan epidermis och dermis. Vidare
visar de att nivaerna tenderade att vara dnnu hogre 1 LS &n i NLS, dven om detta inte var
signifikant i nadgon av studierna. Saledes finns T-hjédlparceller (Th-celler) samt cytotoxiska T-
celler (CTLs) och/eller suppressoriska T-celler i huden pa AD-hundar. Man skulle kunna
tanka sig att dessa resultat motsvarar dverreaktiv hud i NLS och att lesioner uppstér ndr denna
hud sedan reagerar pa nagot, vilket visar sig som ett dnnu storre T-cellsinfiltrat i LS. Detta ar
ocksa forenligt med de forhdjda CD4/CD8-kvoterna, eftersom en forhojd CD4/CD8-kvot
visar pa hogre andel T-hjdlparceller och darmed en 6kad lymfocytreaktivitet.

Nar det géller studierna gjorda pé cytokiner 1 huden hos friska hundar jimf6rt med AD-hundar
skiljer sig resultaten till viss del fran varandra. Det finns flera tdnkbara orsaker till detta. Till
att borja med har studierna i regel anvint ett litet antal hundar. Flera studier har 10 eller férre
hundar per grupp (Hayashiya et al. 2002; Maeda et al. 2002; Marsella et al. 2006a; Maeda et
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al. 2007), och de studier som anvint fler AD-hundar (26 respektive 28) har fortfarande haft ett
lagt antal kontrollhundar (12 respektive 7) (Nuttall et al. 2002 respektive Schlotter et al.
2011). Ingen av dessa studier har heller rdknat pd vilken styrka (power) detta faktiskt ger.
Fortséttningsvis har studierna delvis tittat pa olika cytokiner och ingen studie ger dirfor en
komplett bild, och man har undersokt uttryck av mRNA istéllet for uttryck av aktiva
cytokiner. Uttryck av mRNA behover inte till fullo motsvara uttryck av aktiva cytokiner,
eftersom reglering av cytokinuttrycket kan ske efter mRNA-transkriptionen, och flera av
forfattarna papekar ockséd att man behover konfirmera forekomst av aktiva cytokiner (t.ex.
Nuttall et al. 2002 och Marsella et al. 2012). Nivaerna av transkriptionsfaktorer dr ett &nnu
mer indirekt matt och slutsatser baserade pa dessa nivader dr dirfor &nnu mer osikra.
Ytterligare en osédkerhetsfaktor &r att de studier som anvénde naturligt forekommande
sjukdom inte kdnde till lesionernas alder. Detta innebidr att det dr mojligt att en del av
skillnaderna helt enkelt beror pa att studierna har undersokt lesioner av olika éldrar och att
cytokinprofilen skiljer sig at beroende pa lesionernas éalder. En faktor som gér in i detta ar hur
lange innan studiens boérjan man avbrutit behandling med antiinflammatoriska medel, vilket 1
3 av studierna varierar fran 2 till 6 veckor (Hayashiya et al. 2002; Nuttall et al. 2002;
Schlotter et al. 2011) medan en fjarde studie inte specificerar detta (Maeda et al. 2002). Man
kan tdnka sig att flera veckor borde ha gett lesioner nog tid att né ett kroniskt och ddrmed
likartat stadie, men samtidigt kan nya lesioner stindigt utvecklas under dessa veckor, sa detta
gér ej att sdga med sdkerhet. Trots dessa osdkerheter och olikheter kan man dock se vissa
tydliga trender i resultaten i de olika studierna.

Nar det géller Th2-cytokiner har en studie hittat signifikant forh6jda halter av 1L-4 hos AD-
hundar (Nuttall et al. 2002), och en annan kunde se detta som en trend (Hayashiya et al.
2002), medan en tredje studie tvdartom inte hittade nagra signifikanta skillnader pd IL-4-
nivderna men ddremot hogre halter av IL-13 (Schlotter et al. 2011), en cytokin som de tva
andra studierna inte undersokte. Pa liknande sdtt hittade en studie forhdjda halter IL-5 hos
AD-hundar (Hayashiya et al. 2002), men ingen av de andra studierna undersokte denna
cytokin. Dock har samtliga studier hittat forhdjda halter av nagon eller nagra av de Th2-
relaterade cytokiner hos hundar med AD, i bdde NLS och LS, vilket tyder pa att ett forhojt
Th2-svar #r karakteristiskt for CAD. Aven resultatet att Th2- transkriptionsfaktorn SOCS3 var
forhojd 1 bade NLS och LS (Schlotter et al. 2011) passar in 1 denna bild. Intressant dr ocksa att
SOCS3 och dven IL-13 1 denna studie var signifikant forhdjda i LS inte bara jamfort med CS
utan dven jamfort med NLS (Schlotter et al. 2011), vilket tyder pd att Th2-svaret forstirks
ytterligare i lesioner.

De Thl-relaterade cytokinerna var inte forh6jda i NLS i ndgon av de aktuella studierna,
medan samtliga undersokta Thl-cytokiner forutom IL-12 var hogre 1 LS 1 alla studier
(Hayashiya et al. 2002; Maeda et al. 2002; Nuttall et al. 2002; Schlotter et al. 2011). Aven
Thl-transkriptionsfaktorn STAT4 var signifikant hogre 1 LS jamfort med bade NLS och CS.
Detta ger sammantaget en stark bild av att det hos AD-hundar forh6jda Th2-svaret som
diskuterats ovan byggs pa med ett samtidigt Thl-svar i lesioner, &ven om de &vriga Thl-
relaterade transkriptionsfaktorerna inte var forhdjda. Aven fynden av chemokinen TARC i
samtliga undersokta prover fran LS men inte i nagra frdn NLS eller CS passar in i denna bild
dé uttryck av TARC induceras av Thl-cytokiner, och ger ocksa en forklaring till ytterligare
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forhojda Th2-halter 1 LS eftersom den kopplas till rekrytering av Th2-celler. Nivierna av IL-
12 foljer dock inte mdnstret som de andra Thl-cytokinerna visar. IL-12 har tva subenheter,
p40 och p35, som tillsammans bildar den aktiva cytokinen (Trinchieri 2003). De tva
subenheternas gener sitter pa olika kromosomer och regleras delvis olika (Watford et al.
2004), och medan p35 uttrycks i ménga celler uttrycks p40 endast i celler som producerar den
aktiva cytokinen (Schlotter et al. 2011). Detta gor att det inte dr helt 14tt att analysera uttrycket
av aktivt IL-12 utifrdin mRNA-uttryck av dessa subenheter, men att p40 eventuellt ger det
bista mattet (Schlotter et al. 2011). Fyndet i en av studierna (Schlotter et al. 2011) av
signifikant lidgre IL-12p40 1 LS jamfort med NLS skulle kunna vara ett slumpmaéssigt
avvikande resultat, dd motsvarande resultat inte hittats i den andra studien som undersokt IL-
12 (Nuttall et al. 2002) och det som sagt avviker frén det forhdjda Thl-svar som i Ovrigt
iakttagits. Samtidigt &r rollen av IL-12 sapass oklar att det dr svart att spekulera i detta
Overhuvudtaget.

For de immunosuppressiva cytokinerna dr resultatet mindre enhetligt. Av de tvd studier som
undersokt TGF-f hittade den ena (Nuttall et al. 2002) signifikant 1dgre nivaer hos AD-hundar
medan den andra (Schlotter et al. 2002) inte sdg ndgra skillnader. IL-10 uppvisade stora
variationer mellan individer, utan signifikanta skillnader mellan grupper, i tva studier (Nuttall
et al. 2002, Hayashiya et al. 2002), medan en tredje studie (Schlotter et al. 2011) hittade
signifikant hogre nivder i bdde NLS och LS jamfort med CS, och ocksé signifikant hogre i LS
an 1 NLS. Den regulatoriska transkriptionsfaktor som undersoktes, Fox-p3, uppvisade
diaremot inte signifikanta skillnader (Schlotter et al. 2011). Sdledes framtrdder ingen enhetlig
bild ndr det géller dessa immunosuppressiva eller regulatoriska cytokiner. En mdgjlig
forklaring till detta, utover att skillnaderna kan bero pa variationer 1 lesionernas aldrar, kan
vara att regleringen som ger upphov till den kliniska bilden av CAD ser olika ut hos olika
individer.

I studien dér lesioner inducerades verkade den proinflammatoriska cytokinen IL-6 inducera
lesioner tillsammans med chemokinen TARC, genom att ge ett Th2-svar i form av forhdjda
IL-13-nivaer samt uttryck av TARCs receptor CCR4, vilken indikerar forekomst av Th2-
celler. Detta Th2-svar foljdes av ett Thl-svar som stegrades under de 96 timmarna (Marsella
et al. 2006a). Detta dr dock endast en studie och innefattar bara 6 hundar, s resultaten skulle
behdva konfirmeras med fler studier. Det &r mdjligt att de Thl-cytokiner som inte uppvisade
forhojda halter 1 denna studie stiger forst efter mer dn 96 timmar, vilket ocksa skulle behdova
undersokas 1 ytterligare studier. Skillnaderna 6ver tid av olika cytokiner i denna studie skulle,
som tidigare diskuterats, kunna forklara en del av de variationer i cytokinnivaer som setts i de
studier som undersokt naturligt forekommande AD, under fOrutsittning att lesionernas
utveckling &r likadan hos djur med naturlig sjukdom. Att den studie som utsatte
modellhundarna for miljéallergen inte fann nagra signifikanta skillnader i nivaerna av Th2-
cytokinerna IL-4 och IL-13 i blod innan och efter provokation (Maeda et al. 2007) &r forenligt
med modellen av ett Th2-svar foljt av ett Thl-svar om man tar i atanke att nivaerna av Th2-
cytokiner dr forhdjda frén borjan hos AD-hundar, och att en ytterligare forhdjning i huden inte
nddvindigtvis maste ge utslag 1 blodet. Intressant dr ocksd att nivderna av de
immunosuppressiva cytokinerna TGF-$ och IL-10 var signifikant lagre forst dag 4, och att
TGF-p sedan stigit till de normala igen vid dag 17 (Maeda et al. 2007), d& detta delvis skulle
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kunna forklara de stora variationerna som setts 1 nivderna av dessa cytokiner i studierna pa
hundar med naturlig CAD.

Sammantaget framtrider en bild av CAD som en sjukdom dir huden hos drabbade hundar har
ett forhojt Th2-svar, som 1 lesioner ocksa kombineras med en Thl-reaktion och eventuellt
aven en ytterligare forhojning av Th2-svaret. Vilken roll de regulatoriska cytokinerna har &r
fortsatt oklar, och det finns dven oklarheter 1 de specifika rollerna och regleringen kring de
olika Ovriga cytokinerna, speciellt de Th2-relaterade samt IL-12. Att CAD uppvisar ett
forlopp med tidigt Th2-svar som sedan dvergér till ett Thl-svar har ocksé diskuterats av flera
forfattare, bl.a. Nuttall et al. (2013) och Marsella et al. (2012).

Angaende IL-31, sa tyder forekomsten av cytokinen hos AD-hundar men inte hos nagra av de
andra grupperna pa att denna cytokin dr viktig i CAD, och mgjligen unik for CAD i1 kontrast
till andra kliande hudsjukdomar hos hund (Gonzales et al. 2013). En human studie péavisade
IL-31 1 hud frdn patienter med atopisk dermatit men inte i hud fran patienter med andra
hudsjukdomar, vilket stédjer denna mdojlighet (Nobbe et al. 2012). IL-31 kunde dock inte
pavisas hos alla AD-hundar (Gonzales et al. 2013), och forskning pa omrddet skulle kunna
klargdéra om det senare beror pa att IL-31 inte alltid 4r involverat i CAD eller pa andra orsaker
relaterade till studien. Vidare tycks IL-31 tillverkas av T-celler, och intressant &r ocksé att
denna tillverkning stimuleras av en Th2-polarisering samtidigt som uttrycket av receptorn &r
beroende av ett Thl-svar i form av IFN-y (McCandless et al. 2014). Det verkar alltsa som att
det krivs ett blandat Th1/Th2-svar for att IL-31 ska kunna ge effekt 1 kroppen, och det ar
intressant nog ocksa just ett sdidant blandat svar som verkar kidnneteckna lesioner i CAD, som
diskuterats ovan. Detta dr ocksa forenligt med fyndet att IL-31 inducerar klada (Gonzales et
al. 2013), eftersom kldda &r nagot som karakteriserar CAD.
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