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SAMMANFATTNING

Myxomatds mitralisklaffdegeneration (MMVD) dr den vanligaste hjartsjukdomen hos hund.
Sjukdomen debuterar vanligtvis hos medelélders till dldre hundar och det &r frimst sma- mellanstora
raser som drabbas. Cavalier King Charles spaniel kan ha utvecklat MMVD redan vid tva-tre érs alder.
Genetiska studier har identifierat loci (omraden i genomet) kopplade till tidig utveckling av
sjukdomen. Sjukdomen leder till en myxomatds degeneration av mitralisklaffarna vilket leder till
lackage av blod fran vénster kammare till vanster formak. Med tiden leder detta till att formak och
kammare dilateras. Dilatationen gor att sammanséttningen och strukturen i myokardiet foréndras.
Forst fordndras kompositionen hos extracellulira matrix och myocyterna forlings. Senare i
sjukdomsforloppet ses fibrotisering i myokardiet med ackumulering av kollagenfibrer. Forandringarna
g0r sd smaningom att hjirtat fir en minskad elasticitet och den systoliska funktionen reduceras. I
slutskedet av sjukdomen é&r det inte ovanligt drabbade hundar utvecklar kongestiv hjartsvikt.

Malsittningen med denna studie var att studera och dokumentera histologiska foérdndringar i vénster
kammarvdgg hos hundar med MMVD och friska kontrollhundar. Observationer och métningar av
fibrotisering, myocytutseende, fettinfiltration och karltjocklek har gjorts hos 14 hundar med MMVD
samt 11 friska kontrollhundar.

Undersokningen visade att, i jimforelse med kontrollhundar, hade MMVD hundar tjockare kérlviggar
och de tenderade att ha mer fibros i myokardiet, men ingen skillnad forelag i fettméangd,
myocytfibertjocklek och myocytstriering. Detta &r information som kan vara viktig for 6kad inblick i
och forstéelse for sjukdomsutvecklingen.

SUMMARY

Myxomatous mitral valve disease (MMVD) is the most common cardiovascular disease in dogs. Dogs
that develop the disease are often middle aged or elderly and of small to middle sized breeds. Some
breeds, like Cavalier King Charles spaniel, are sometimes affected at two to three years of age. Recent
studies have identified genetic loci associated with early development of the disease.

The disease is characterized by a myxomatous degeneration of the mitral valve which leads to
thickening of the valves. Because of the abnormal valve morphology, blood starts leaking in to the left
atrium leading to enlargement of the left heart chambers.

Dilatation of the left ventricle and atrium causes changes in the myocardium. The structure of
extracellular matrix changes, myocyte fiber elongate and accumulation of collagen fibers occur.

Eventually the elasticity of the cardiac wall decreases and the systolic function reduce. In the end stage
it is not uncommon that the dogs develop congestive heart failure due to the disease.

In this study microscopic changes in the left ventricular wall have been assessed in 14 dogs affected
by MMVD and in 11 healthy control dogs. Amount of fibrosis, appearance of the myocytes, fat
infiltration and size of arteries have been investigated.

This study showed that dogs with MMVD had significant thicker arteries than the healthy control
dogs. The analysis did not show a significant difference between affected and healthy dogs according
to the amount of fat in the myocardium. The amount of fibrosis was almost statistically significant
between affected dogs and control dogs, meaning that dogs with MMVD had more fibrosis. This
information is important for deeper knowledge about the development of MMVD.
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FORKORTNINGAR

CKCS = Cavalier King Charles spaniel

MR = Mitralisregurgitation

MMVD = Myxomatds mitralisklaffdegeneration

MMP = Matrix metalloproteinaser

ECM = Extracelluldrt matrix

HF = Hjértfrekvens

TIMP = Tissue inhibitor of metalloproteinases



INLEDNING

Myxomatos mitralisklaffdegeneration (MMVD) ér den vanligaste hjirtsjukdomen hos hund. Under
lang tid har intresset for de patologiska fordndringarna i klaffarna varit stort. P4 senare &r har dven
intresset for de fordndringar som sker i vidnster kammarvdgg oOkat. Fordjupad kunskap om
remodelleringsprocessen 1 vénster kammarviagg kan bidra med viktig information om
sjukdomsutvecklingen hos hundar med MMVD.

Syfte

Syftet med detta examensarbete var att gora en histologisk karakterisering av myocyter, kérl, méngd
fibros och fett i vinster kammarvdvnad fran hundar drabbade av MMVD samt fran friska
kontrollhundar.

LITTERATUROVERSIKT

Hjartats histologiska uppbyggnad

Hjértat ar histologiskt uppdelat i tre lager; endokardium, myokardium och epikardium. Myokardiet tar
upp den storsta delen av hjartat och bestar av ca 70 % myocyter och resten bindvév (Katz, 2001).
Myocyterna ér ordnade i en regelbunden uppstéllning av strierade buntar av myofibriller. Dessa bestar
av sarkomerer som ir langsgaende myosin- och aktinfilament. Sarkomererna ger myocyterna deras
kontraherande forméga. Vavnadens extracelluldra matrix (ECM) héller myocyterna pa plats i hjértat
samt ger det styrka och support (Spinale, 2002). Extracelluldrt matrix innehéller kollagen uppbyggt i
ett natverk av laminin, fibronectin, elastin, proteoglykaner, glukosaminoglykaner (GAGs) samt olika
signalmolekyler. Matrixet ar under stdndig remodellering for att ge hjartat flexibilitet och stabilitet
(Aupperle & Disatian, 2012).

Klaffarnas histologi

Klaffarna &r uppbyggda av fyra lager: Atrialis &r det Oversta lagret (ndrmast formaket) och sedan foljer
spongiosa, fibrosa och ventrikulus (Conell et al., 2012). Atrialis stora innehdll av elastin ger klaffarna
en enorm mdjlighet att kunna ténjas ut for att sedan dra ihop sig igen (Stephen et al., 2008). Fibrosa ar
det tjockaste lagret och innehaller hart packat kollagen som ger klaffarna deras stabilitet. [ de andra tre
lagren dr kollagenet mjukare med hogt innehall av GAGs vars funktion &r att klara kompressionen
klaffarna utsétts for.

For att mitralisklaffarna ska fungera normalt dr chordae tendineae viktiga komponenter (Conell et al.,
2012). De sitter fast i klaffarnas undersida samt i papillarmusklerna som finns ldngs med den vénstra
kammarviggen. Chordae tendineae hjélper klaffarna att halla tétt vid stdingning under systole. For att
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chordae ska klara av den harda utstrickningen bestéar de av kollagenfibrer ordnade i samma
langsriktning som de stricks ut.

Myxomatos mitralisklaffdegeneration

Myxomatds mitralisklaffdegeneration &r den vanligaste forvarvade hjartsjukdomen hos hund (Fox,
2012; Higgstrom et al., 2004; Borgarelli ef al., 2010). Aven om degenerationen kan angripa alla
klaffplan i hjértat &r mitralisklaffen den mest frekvent drabbade klaffen (Haggstrom et al,. 2004).
Myxomatos mitralisklaffdegeneration star for 75 % av de hjartrelaterade sjukdomarna hos hund
(Borgarelli ez al., 2010).

Utveckling av MMVD iér starkt associerat med alder, storlek, ras och kon, 4ven om alla hundar kan
drabbas (Fox, 2012). Hundar med MMVD ir oftast medelélders till dldre och sjukdomen drabbar
vanligtvis sma till medelstora raser. Cavalier King Charles spaniel (CKCS), tax, pudel, papillon och
chihuahua &r 6verrepresenterade (Egenvall et al., 2006). Vid tio ars élder har 6ver 90 % av hundarna
av CKCS-rasen utvecklat sjukdom (Parker et al., 2012). Hanhundar drabbas ofta tidigare och
sjukdomen utvecklas generellt snabbare hos hundar av detta kon (Egenvall et al., 2006; Hiaggstrom et
al., 2004; Olsen et al., 1999).

Patogenes och patofysiologi

Etiologin kring MMVD &r inte kénd, trots att flera hypoteser kring sjukdomens uppkomst har lagts
fram. Idag &r den rddande teorin att genetiska faktorer spelar en stor roll i utvecklingen av MM VD da
sjukdomen ar vanligare hos vissa raser som exempelvis CKCS och tax (Olsen et al., 1999; Swensson
et al., 1996). Hypotesen ar att defekta gener leder till en dystrofisk process i klaffarna vilket genererar
en degeneration i klaffarna. Nyligen pavisades tva loci i genomet hos CKCS av Madsen ef al.,. Dessa
loci visade sig vara starkt kopplade till tidig utveckling av MMVD.

MMVD karakteriseras av en progressiv myxomatds degeneration av mitralisklaffarna (Buchanan
1977; Kogure 1980; Haggstrom et al., 2004). Klaffarna blir fortjockade och deformerade (Fox, 2012).
Degenerationen ger upphov till ett lickage i mitralisklaffen, kallat mitralisregurgitation (MR) vilket
leder till dilatation av vénster formak och kammare pé grund av volyméverbelastningen. Hur allvarlig
regurgitationen &r beror pa hur pass paverkade klaffarna ér (Olsen et al., 1999). Progressionen av
sjukdomen varierar mellan individer, men oftast kan de sjuka hundarna kompensera for MR 6ver
nagra ar. Kompensationsmekanismerna inkluderar bland annat 6kad kraft och hastighet i hjartats
kontraktion, hogre hjartfrekvens, 6kat lymfdrénage i lungor samt en neurohormonell reglering av det
kardiovaskuldra arbetet (Haggstrom, 2012). S& smaningom orkar dock inte hjartat kompensera for det
okade arbetstrycket langre. Mitralisregurgitationen leder till dilatation av vanster formak och kammare
(Heaier Olsen et al., 2010). Vénster kammare 0kar fyllnadsgraden i slutdiastole vilket leder till
eccentrisk hypertrofi, ett tillstind dér kammaren dilateras men bibehaller sin viggtjocklek (Grossman
et al., 1975). Endokardiella skador (jet lesions) kan uppsté i véanster formaksvégg och i allvarliga fall
kan férmaket brista. Nar kompensationsmekanismerna trottats ut blir resultatet en minskad
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hjartminutvolym med ett 6kat venost tryck (Héggstrom, 2012). Foljden blir lungédem (vénstersidig
hjartsvikt) eller ascites (hogersidig hjartsvikt). Hos en del hundar utvecklas dven lunghypertension.

Féréandringar i klaffarna

Histologiskt ses progressiva fordndringar av mitralisklaffarna, beroende pa hur langt framskriden
sjukdomen &r. Klaffarna fortjockas, framst distalt, genom en 6kad méngd interstitiella celler i
atrialislagret, ackumulering av mucopolysackarider och glykosaminoglykaner i spongiosalagret samt
en oordning av kollagenfibrerna i fibrosalagret (Jiranantasak ef al., 2013; Hadien ef al., 2010; Hadien
et al., 2007). Ca 10 % - 20 % av kollagenet har visats vara reducerat i de omraden av klaffarna som
angripits av myxomatos degeneration (Hadien et al., 2010). Da draghallfastheten hos kollagenet star i
direkt proportion till dess mangd har det foreslagits att de paverkade omradena fér en forsamrad
formaga att klara av styrkan som krévs vid hjértats systole just pa grund av den minskade méngden
kollagen (Hadien et al., 2007). Proteolytiska enzymer som matrix metalloproteinaser (MMPs) kan
vara involverade i degenerationen av bindvivens komponenter (Aupperle et al., 2009b; Aupperle et
al., 2009¢). Endotellagret som tacker klaffens yta &r skadat och i vissa fall helt borta (Han et al.,
2013). Oftast ses de tydligaste skadorna pa klaffarnas kanter. I de omraden dér endotelcellerna ar helt
borta blottlaggs det underliggande basalmembranet och subendoteliala matrix (Corcoran et al., 2004).
Niér endotellagret skadas kommer de normala cellerna i klaffarnas interstitium att genomgé en
omvandling fran ett fibroblastutseende till ett myofibroblastutseende (Richards et al., 2012). Alla
dessa fordndringar tillsammans med att klaffarna fortjockas och forldngs kan tillsammans resultera 1
en prolaps av mitralisklaffen eller att chorda tendineae rupturerar, vilket forvarrar MR (Pedersen et al.,
1996).

Féréndringar i vanster kammarvéagg

Struktur och sammanséttning i bAde ECM och myocyter férdndras hos hundar med MMVD (Weber ef
al., 1992). Extracelluldra matrix anpassar sig vid olika patologiska tillstind vilket underlattar for
remodellering. Varfor fordndringarna sker &r inte helt klarlagt, men en teori dr att ECM-remodellering
sker vid volymd&verbelastning av vinster hjarthalva vilket ger en onormal utstrickning av vivnaden
(Woessner, 1991). En annan teori ar att proteolytiska enzymer sa som MMPs é&r involverade i
processen. Kollagenet gar sonder och ersitts av ett mer instabilt kollagen vilket medfor att myocyterna
inte far det strukturella stod de behdver (Zheng et al., 2009; Kato et al., 1995). Myocyterna utsitts
samtidigt for en onormal ténjning, frimst under diastole orsakat av ett 6kat fyllnadstryck (Spinale,
2002). Foljden blir en eccentrisk hypertrofi med replikation av sarkomerer och en 6kad myocytldngd
(Grossman et al., 1975). Resultatet blir en vénstersidig kammarforstoring med fortsatt normal
vaggtjocklek (Carabello, 2002). Remodellering av hjirtat leder till ndrad aktivitet och koncentration
av olika proteiner, enzymer och hormoner i vdvnad och blod, som exempelvis hjértspecifikt troponin
och MMPs. De sistndmnda &r en grupp zink-beroende proteolytiska enzymer som bland annat
medverkar i degeneration och remodellering av ECM (Woessner, 1991). Dessa proteolytiska enzymers
aktivitet regleras av TIMPs, tissue inhibitors av MMPs, som blockerar tillgdngen till ECM. Bland
annat myocyter och fibroblaster kan uttrycka och syntetisera MMPs (Hutchinson et al., 2010). De
utsdndras som inaktiva proenzymer (zymogener), dven kallade proMMPs (Aupperle et al., 2009a;
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Aupperle et al., 2009b). Efter utsondring binder de till olika ECM-komponenter och foérvaras dir
extracellulart tills de stimuleras och aktiveras (Li et al., 2000). Nér aktiviteten hos MMPs 6kar sker en
uppluckring av ECM vilket bidrar till utvecklande av hjértdilatation. 2005 skrev Anne et al., en artikel
dar det foreslogs att minskad aktivitet av MMPs ger en minskad degradering av ECM vilket skulle
resultera i en 6kad myokardiell fibrotisering. Progression av MMVD leder till myokardiell
fibrotisering, med ackumulering av kollagenfibrer (Falk, 2008). Fibrosen kommer att pverka hjértat
mekaniskt och den systoliska funktionen minskar pa grund av minskad elasticitet.

Féréndringar i kédrlen

Arterioskleros innebér en forhardnad av artdrer med minskad elasticitet och trangre kadrllumen orsakat
av proliferativa samt degenerativa forandringar i karlvaggen (Falk, 2008). Arterioskleros med
samtidiga sma myokardiella infarkter &r ett vanligt fynd hos bade &ldre hundar samt hos hundar med
MMVD (Jonsson, 1972; Falk et al., 2006). Oftast ar karlfortrangingarna lokaliserade subendokardiellt,
dven om lokalisationen varierar mellan olika individer (Falk et al., 2006). Kérlen far en fortjockad
intima och det &r inte ovanligt med hyalint innehéll i karllumen.

Patogenesen kring kérlfordndringarna ar i dagsléget inte kénd. Det har dock foreslagits att dessa
forandringar ger upphov till ischemiska rubbningar i hjértat vilket skulle kunna vara en bidragande
orsak till den myokardiella fibrosen.

Kliniska fynd

De kliniska sjukdomstecknen hos en patient med MMVD kan variera alltifran endast blésljud till
livshotande lungddem med andningssvarigheter (Borgarelli ef al., 2010). Alla patienter har en lang
subklinisk sjukdomsperiod. Det viktigaste kliniska fyndet hos en patient med MMVD dér ett systoliskt
blasljud 6ver hjartats apex pa vénster sida (Haggstrom et al., 1995). Blasljudet kan vara intermittent
eller horas vid varje hjartslag (Haggstrom et al., 2004). Ju svarare grad av sjukdom desto hogre
hjartfrekvens (HR) och blésljud har hunden (Rasmussen et al., 2012). Den dkade hjértfrekvensen ar ett
resultat av den minskade hjartminutvolymen. Kardiomegali kan ge ett tryck pa en av huvudbronkerna
och orsaka hosta (Haggstrom, 2012). Om MMVD utvecklats till kongestiv hjértsvikt ses
sjukdomstecken som hosta, tachypné, letargi, anorexi, minskad motionsintolerans och ibland
viktminskning. Ascites ses de génger patienten utvecklar en hogersidig kongestiv hjartsvikt. MM VD
kan dven orsaka plotsliga dodsfall orsakat av kammararrytmier, ruptur av chordae tendineae eller
hjarttamponad pa grund av formaksvaggsruptur (Olsen et al., 2010).

Diagnos



Vid den kliniska undersékningen av hundar med MMVD hdrs ett systoliskt blasljud dver
mitralisomradet (Ljungvall ef al., 2009). Rontgen av thorax visar ett forstorat vanster formak och en
forstorad vénster kammare (Atkins et al., 2009). For att verifiera diagnosen &r en
ultraljudsundersokning nédvéandig. Har ses fortjockning av den ena eller bada mitralisklaffarna samt
eventuell mitralisprolaps samt MR. Vid ultraljudsunders6kningen kan dven en uppskattning av graden
av véanstersidig hjartforstoring goras, vilket ar kopplat till sjukdomens allvarlighetsgrad. Dessutom
visar undersokningen ifall det foreligger en systolisk eller diastolisk dysfunktion.

Behandling

I dagsléget finns inte ndgon medicinsk behandling som bromsar eller forebygger klaffdegenerationen
(Haggstrom et al., 2009). I och med detta dr reckommendationen att endast behandla patienter som
utvecklat tecken pa kongestiv hjértsvikt (Atkins et al., 2009). Behandlingen ska syfta till att ge hunden
en battre livskvalitet och forlanga dverlevnadstiden (Haggstrom et al., 2004). Den behandling som
idag rekommenderas dr furosemid, pimobendan, ACE- himmare och spironolakton (Borgarelli et al.,
2010).

MATERIAL OCH METODER

Det hér ar en deskriptiv studie som godkénts i etisk provning. Djurdgaren accepterade att lata hunden
delta i projektet genom att skriva under ett djurdgarsamtycke.

Inklusionskriterier

Hundar med diagnosticerad MMVD samt friska kontrollhundar deltog i studien. Hundarna med
diagnosticerad sjukdom visade alla kliniska tecken pA MMVD. Négra av patienterna hade kliniska
tecken pa kongestiv hjartsvikt samt stod p& behandling for detta. Hundar med medfodda hjértfel, andra
hjartfel an MMVD samt systemiska sjukdomar exkluderades.

Inga av hundarna avlivades pa grund av studien.

Datainsamling

Hundarna dokumenterades med avseende pa ras, kon, vikt, alder, klinisk status, eventuell behandling,
forekomst av andra sjukdomar samt ultraljudsundersokning.



Ekokardiografi

Alla, utom 7 kontrollhundar, ultraljudsundersoktes av hjartspecialist vid universitetdjursjukhuset i
Uppsala. Hundarna var osederade och undersoktes fran sin hogra och sin vénstra sida av brostkorgen
vid undersokningstillfillet.

Med hjélp av ultraljud diagnosticerades samt graderades den myxomatosa klaffdegenerationen.
Diagnosen stélldes utifran karakteristiska forandringar pa mitralisklaffarna s som fortjockning,
prolaps in i vénster formak samt signifikant MR.

Foérberedelse av histologiska snitt

Hjartat plockades ut inom 30 minuter efter avlivning. Hjartat skars upp enligt ett protokoll och
undersoktes makroskopiskt med avseende pa karakteristiska forédndringar av klaffarna samt
myokardiets utseende.

Nio snitt togs frén varje hjérta; tre frn framre papillen, tre fran vénster kammarvégg och tre frn bakre
papillen varav ett snitt fran vardera stélle ingick i den hér studien. Bearbetning och undersdkning av
snitten utfordes pa SLU-patologen i Uppsala.

Mikroskopisk unders6kning

Snitten frén framre papill, vanster kammarvagg och bakre papill undersoktes i mikroskop. Ett snitt
fran varje omrade fargades med hematoxylin- eosin- fargning (HE) och ett snitt fran varje omrade
fargades med masson trichrome (MTC).

Fett- och fibrosmédngd

Maingden fett och méngd fibros graderades enligt f6ljande skala: 0 = ingenting, 1 = lindrigt, 2 =
maéttligt, 3 = kraftigt och 4 = mycket kraftigt. Mangduppskattningen graderades i varje preparat
(framre papill, vanster laterala kammarvégg, bakre papill) samt pa tre omraden (perivaskulért,
interstitiellt, subepikardiellt) i varje preparat. Ett medelvirde rdknades ut for varje preparat.

Myocytutseende

Myocyternas utseende studerades. Myocyternas striering, eventuell degeneration eller vakuolisering
och homogenicitet noterades. Kirlens utseende och regelbundenhet likasé. Eventuella avvikelser,
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exempelvis inflammatoriska celler eller avlédkta infarkter (fibroblaster och fibrotisering),
dokumenterades.

Fibertjocklek

Myocyternas tjocklek méttes i programmet NIS — Elements BR 3.2. Bilderna togs med Nikon digital
camera DXM1200. Kameran var kopplad till mikroskopet Nikon eclipse E600. Bilder togs pa
tvirskurna myocyter i X20 {forstoring.

Sammanlagt méttes 40 tvarsnittade fibrer i varje preparat. Diametern pé varje tvérsnittad fiber
faststilldes i mingden pixlar. Pixeldiametern rdknades sedan om till mikrometer (pm).

Medelvérdet for diametern i mikrometer for varje snitt (frimre papill, vénster kammarvégg och bakre
papill) rdknades ut. Detta gav tre medelvarden per patient.

Karlutseende

Det mittes atta kérl per snitt. Endast helt tvirsnittade kirl var med i méitningen. Snedskurna eller
langdskurna kérl togs inte med i studien. Kérlens totala diameter samt lumens diameter 1 pixlar
antecknades. Dérefter rdknades lumen/area ratio (LAR) ut enligt formeln lumen area delat med total
karlarea (Falk et al., 2006).

Ett medelvirde i LAR togs fram for varje snitt (fraimre papill, vanster kammarvigg och bakre papill).
Detta gav tre medelvarden per patient.

Statistiska metoder

I de statistiska analyserna anvéndes ett medelvérde for varje hund som raknats fram fran virden fran
alla preparat och frén varje lokalisation. Effekterna av sjukdom och lokalisation i vanster kammare pé
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grad av fibros, fettinlagring, myocyttjocklek och LAR analyserades genom multipel regressionsanalys,
dar grad av fibros, fettinlagring, myocyttjocklek eller LAR undersoktes mot lokalisation samt
sjukdomsgrupp (MMVD eller kontroll). Signifikansnivan sattes till P<0.05. Programmet som
anvindes for statistiska berdkningar var JMP 11.0.

RESULTAT

Totalt 25 hundar inkluderades i studien. Av dessa hade 14 diagnosticerats med MMVD baserat pa
kliniska sjukdomstecken och karakteristiska ultraljudsfynd. Det var atta tikar, fyra hanhundar, och
medianaldern var 9,5 ar (Interquartile range, IQR, 9-16). Av de sjuka hundarna var elva av rasen
CKCS och de tre aterstaende var en jack russel, en grand danois och en australisk kelpie (se tabell 1).

Kontrollhundarna var elva stycken och ingen av dessa hade kliniska tecken pa systemisk sjukdom. Det
var tre tikar och atta hanhundar med en medianalder pé 2 &r (IQR 2-11). Kontrollhundarna utgjordes
av sju beaglar, en grand danois, en lapsk vallhund, en CKCS och en dobermann.

Histologi

Myocyter hos MMVD- hundar

Sex av MMVD-hundarna uppvisade nedsatt striering i myocyterna (se tabell 1). Hund nr 2 och nr 4
hade nedsatt striering fokalt i alla tre preparaten (frémre papill, vénster laterala kammarvégg och bakre
papill). Hund nr 3 hade nedsatt striering i epikardiet medan nr 5 uppvisade fokala omraden med
minskad striering i vanster kammarvagg.

I de histologiska snitten fran hund nr 15 och nr 16 fanns multifokal infiltration av inflammatoriska
celler (neutrofiler och makrofager) i myokardvavnaden. Ingen av dessa visade, som tidigare ndmnts,
nagra kliniska tecken pa systemisk sjukdom. Vid de inflammatoriska omradena sags nedsatt striering i
myocyterna, dock utan tecken pa vakuolisering eller degeneration. Samtliga karl pa alla histologiska
snitt fran hund nr 7 var infiltrerade med inflammatoriska celler (neutrofiler och makrofager) bade i
vaggen samt i karllumen. Har sdgs vakuolisering och degeneration perivaskuldrt. Det gick inte att se
nagon kvantitativ skillnad i fordndringar i myokardiet vid jimforelse av hundar med kraftig MMVD
och lindrig MMVD.

Myocyter hos kontrollhundar

Kontrollhund nr 11, en CKCS-hane pé 3 ér, hade nedsatt striering multifokalt i samtliga preparat. Den
lappska vallhunden, nr 28, hade tre fokala omraden i den bakre papillen med nedsatt striering och nr
37 hade tre fokala omraden i frimre papill med samma fynd. I preparatet fran den bakre papillen hos
hund nr 22 sags flera utldkta infarkter (fibroblaster och fibros vivnad). Runt drrvivnaden var
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strieringen reducerad och myocyterna degenererade samt vakuoliserade. Kontrollhundarna nr 31 och
nr 13 hade omraden perivaskuldrt med ett degenerativt utseende och vakuoliserade myocyter.

Tabell 1

Sammanfattning av de histologiska fynden hos bdde sjuka och kontroller. CKCS= Cavalier King

Charles spaniel; Ua= utan anmdrkning, *=fynd som kan ldsas i rutan “6vrigt”; Vak/Deg=

vakuolisering/degeneration

Histologiska fynd

ID Status Gradav  Hjirtsvikt?  Ras Kon  Alder Myocyter  Vak/Deg Ovrigt

sjukdom Striering
1 MMVD  Kraftig Ja Jack russel Hane 10 Ua - -
2 MMVD  Lindrig  Negj CKCS Tik 8 * - *Fokalt x3
3 MMVD  Kraftig Ja Stravharig tax Hane 16 * - *Nedsatt i epikardiet
4 MMVD  Kraftig Ja CKCS Tik 12 * - *Fokalt x3
5 MMVD  Lindrig  Negj CKCS Tik 9 * - *Fokalt v. kammarvigg
6 MMVD  Kraftig Ja CKCS Tik 12 Ua - -
7 MMVD  Kraftig Ja CKCS Hane 11 Ua Perivaskuliart  Inflammation alla kérl
9 MMVD  Kraftig Ja Australisk kelpie Hane 8 Ua - -
14 MMVD Kraftig Ja CKCS Hane 9 Ua - -
15 MMVD Kraftig Ja CKCS Hane 8 * - *Nedsatt vid inflammation
16 MMVD Kraftig Ja CKCS Tik 12 * - *Nedsatt vid inflammation
17 MMVD  Kraftig Ja CKCS Tik 9 Ua - -
21 MMVD  Kraftig Ja CKCS Tik 9 Ua - -
24 MMVD Lindrig  Ngj CKCS Tik 11 Ua - -
11 Kontroll - - CKCS Hane 3 Nedsatt x3 - -
13 Kontroll - - Beagle Hane 2 Ua Perivaskulart -
22 Kontroll - - Dobermann Tik 8 * - *Utlakt infarkt bakre papill
26  Kontroll - - Grand danois Hane 11 Ua - -
28 Kontroll - - Lapsk vallhund Hane 2 * - *Fokalt x3 bakre papill
31 Kontroll - - Beagle Hane 2 Ua Perivaskulart -
32 Kontroll - - Beagle Hane 2 Ua - -
33 Kontroll - - Beagle Hane 2 Ua - -
35 Kontroll - - Beagle Hane 2 Ua - -
36 Kontroll - - Beagle Tik 2 Ua - -
37 Kontroll - - Beagle Tik 2 * - *Fokalt x3 framre papill

Fibros



Ingen av hundarna, vare sig sjuka eller kontroller, fick den hogsta fibrosuppskattningen 4 i nagot
preparat (se tabell 2 och 3). I den multipla regressionsanalysen for fibros mellan sjuka hundar och
kontroller var lokalisationen i vénster kammarvégg icke- signifikant, medan sjukdomsgrupp (MMVD
eller kontroll) hade ett P-virde pa 0,06, ett viarde i granszonen for statistisk signifikans.

Tabell 2

Visar de sjuka hundarnas medelvdrde for fibros for varje lokalisation. Medelvirdet riknades fram
genom att varje hund fick ett virde mellan 0-4 perivaskuldrt, interstitiellt och subendokardiellt i varje
preparat. Direfter adderades dessa virden och delades med tre for att ge varje hund ett virde per
lokalisation. Hund nr 16 hade inga histologiska bilder firgat med masson trichrome (MTC) pd den
laterala kammarviggen eller bakre papillen vilket markerats med X.

Fibrosmiingd sjuka

ID Framre papill Lateral kammarvagg Bakre papill

1 1 1 0,33

2 2 2,33 2

3 0,67 1 1

4 0,67 1 1

5 1 1 1,67

6 1,67 1 1

7 1,33 1,33 2

9 0,67 0,67 1

14 2 2,33 2

15 2 2 1,67

16 1,67 X X

17 2 2,33 2,33

21 0 0,33 0,33

24 1 1 1
Tabell 3

Visar kontrollhundarnas medelvirde for fibros for varje lokalisation. Medelvirdet riknades fram
genom att varje hund fick ett virde mellan 0-4 perivaskuldrt, interstitiellt och subendokardiellt for
varje lokalisation. Ddrefter adderades dessa virden och delades med tre for att ge varje hund ett

viirde per preparat.
Fibrosmingd kontroller

ID Friamre papill Lateral kammarvigg Bakre papill
11 1 1 1

13 2 2,33 1

22 1 0,33 2

26 1,33 2 2,33
28 1 1,67 2,33
31 1 1 1

32 0,33 0,33 0,33
33 2 0,33 0,67

35 0,33 0,33 1
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36 0,67 0,33 0,33
37 0,33 0,33 0,33

Fett

Inga signifikanta skillnader kunde detekteras mellan sjuka och kontroller nar mangden fettinfiltration
miéttes 1 myokardiet. (se tabell 4 och 5). P-virde for fettinfiltrationen var 0,23 och var darfor icke-
signifikant.

Tabell 4

Visar de sjuka hundarnas medelvirde for fettmdngd for varje lokalisation. Medelvirdet riknades fram
genom att varje hund fick ett virde mellan 0-4 perivaskuldirt, interstitiellt och subendokardiellt i varje
preparat. Ddrefter adderades dessa virden och delades med tre.

Fettmingd sjuka

ID Framre papill Lateral kammarvigg Bakre papill
1 1 1,33 1

2 2 2 0
3 2,33 2 1,33
4 1 1 1

5 0,67 1 1

6 0,67 0,67 1,67
7 1 1,33 1

9 1 1,33 1
14 1,33 1,67 1,67
15 1 2,33 1
16 1 1 1
17 1 0,67 1,67
21 1,33 0,33 0,33
24 0,33 1,33 1,33

Tabell 5

Visar kontrollhundarnas medelvirde for fettmdngd for varje lokalisation. Medelvirdet rdknades fram
genom att varje hund fick ett virde mellan 0-4 perivaskuldirt, interstitiellt och subendokardiellt i varje
preparat. Ddrefter adderades dessa virden och delades med tre.

Fettmiingd kontroller

ID Framre papill Lateral kammarvigg Bakre papill
11 1 1 1

13 1,67 1,67 1,33

22 2,67 1,33 1,67

26 1 1 1

28 1 1 1,33

31 1 1 1

32 0,67 1,33 0,33

33 1,33 1,33 0,33

35 1 0,67 0




36 0,33 0,33 0,67
37 0,33 0 0

Lumen/area- ratio

Forandringar i kdrlvaggen jamfordes mellan de olika grupperna genom att rdkna ut lumen/area- ratios
medelvérde i framre papill, vinster kammarvigg och bakre papill (se figur 1). Siffrorna anges i
procent.

Figur 1 Diagrammet visar skillnad mellan sjuka och kontroller avseende lumen/area-ratio (LAR) i
procent.
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Det var en signifikant skillnad mellan sjuka och kontroller gillande LAR (p=0,008). Ingen signifikant
skillnad pévisades dock géllande LAR och lokalisation inom samma grupp av hundar.



Fibertjocklek

Storleken pa myocyternas bredd jamfordes mellan de tva grupperna (se figur 2). Ingen signifikant
skillnad mellan sjuka och kontrollhundar kunde pavisas (P=0,85).

Figur 2 Diagrammet visar jimforelse mellan sjuka och friska avseende myocyttjocklek i mikrometer.
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DISKUSSION



I denna studie har histologiska forédndringar i vénster kammarvéigg dokumenterats hos hundar
diagnosticerade med MMVD och hos friska kontrollhundar.

Studien visade att det var ungefér lika vanligt med fokala omraden med nedsatt striering i myokardiet
hos bade sjuka och friska hundar. Det var sju sjuka hundar som visade detta, jimfort med fyra
kontrollhundar. Procentdelen med dessa fynd blir d& 50 % (7/14) av de sjuka och 36 % (4/11) av
kontrollerna. Intressant &r att den hunden med mest utbredda omraden med nedsatt striering var
kontrollhund nr 11, en trearig CKCS. Han uppvisade multifokala omraden med detta fynd i alla tre
preparat, medan Ovriga hundar, bade sjuka och friska, endast hade fokala omrdden med samma
forekomst. D& denna hund inte var ultraljudsundersokt gar det inte att uttala sig om ifall han hade
patologiska foréndringar pa hjirtat som inte diagnosticerades nér hunden fortfarande var i livet. En
annan intressant iakttagelse dr att det inte kunde ses nagon storre skillnad avseende myocyternas
histopatologiska utseende vid jamforelse mellan de hundar (tre stycken) som diagnosticerats med
lindrig MM VD och de som hade kraftig MMVD (elva stycken).

Endast en sjuk hund, nr 7, hade omraden perivaskulirt med degenerativa myocyter. Alla kérl innehdll
inflammatoriska celler hos denna hund och degenerationen torde vara en inflammationsrespons. Att
inflammationen skulle vara ett resultat av MM VD &r dock inte troligt. Det finns idag inga
vetenskapliga bevis for att inflammation hittas i samband med MMVD (Buchanan, 1977; Whitney,
1967).

P-vérdet for méngden fibros hamnade pa 0,06 vilket &r néra statistisk signifikans. Tidigare studier har
visat pa tydlig signifikant skillnad mellan sjuka och friska hundar (Falk et al., 2006; Falk, 2008). I de
studierna har de storsta forandringarna kunnat ses i papillerna och subendokardiellt. I denna studie
sags ingen signifikant skillnad vare sig mellan grupper (sjuka och kontroller) eller lokalisation i
véanster kammare i preparaten. Myokardiell fibrotisering &r ett karakteristiskt fynd hos hundar med
MMVD och att det inte kunde konstateras nagon skillnad vid métning i denna studie kan eventuellt
bero pa att uppskattningen var subjektiv samt att mdangden hundar var féarre &n i tidigare studier.
Uppskattningen gjordes dessutom i fasta tal enligt en ordinal skala vilket forsvarar statistiken genom
att minska sannolikheten for statistisk signifikans dd manga hundar delar samma score. Eventuellt
hade utfallet blivit statistiskt signifikant om métningen hade gjorts med kontinuerliga tal istéllet,
exempelvis 1 %. Detta gér dock inte att uttala sig sdkert om, men det hade varit intressant att gora
métningarna i % for att se resultatet.

Skillnad i fettinfiltration mellan grupperna var inte heller signifikant i denna studie. Ett resultat som &r
foga anmérkningsvirt dé inga indikationer, i tidigare studier, visat att mdngden fett i myokardiet skulle
6ka hos hundar med MMVD.

Fibertjockleken var ungefar lika mellan sjuka och kontroller. Hos hundar med MMVD ses ofta en
eccentrisk hypertrofi. For att bedoma hypertrofin hade ett virde p4 hundarnas vikt jamfort med hjértats
vikt varit intressant. Tyvérr saknas hjirtvikten hos hundarna. Att fibrerna inte &r tunnare kan bero pa
att myocyter hos hundar med MMVD snarare blir lingre dn tunnare, varfor en studie av langden pa
myocyterna hade varit av intresse.

Det mest intressanta fyndet i denna studie var kérlfortringningarna var betydligt vanligare hos sjuka
hundar jamfort med kontrollerna, P-vérde pa 0,008. Detta fynd dverensstimmer med tidigare studier
(Falk et al., 2006; Falk, 2008). Det gick ddaremot inte att se ndgon utmérkande skillnad i lokalisationen
1 vanster kammare inom samma grupp av hundar. Tidigare studier har visat pa storst forandringar
subendokardiellt och i papillerna (Jonsson, 1972; Detweiler, 1989). Varfér hundar med MMVD far
dessa fordndringar i kérlen &r fortfarande inte klarlagt. Det &r dock kéant att 6kad méingd arterioskleros
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ar associerat med minskad systolisk funktion (Falk, 2008). Hundar med MMVD har nedsatt systolisk
hjartfunktion vid kraftigare stadier av sjukdomen. Arteriosklerosen tillsammans med 6kad fibros,
eccentrisk hypertrofi samt volym&verbelastning i hjértat dr sannolikt alla med och bidrar till
dysfunktionen.

Kanske hade resultatet i denna studie sett annorlunda ut ifall hundarna i kontrollgruppen varit dldre.
Medianaldern hos kontrollhundarna var 2 ar och arterioskleros ér ett vanligt fynd hos dldre hundar
(Falk, 2008).

Det var 25 hundar som deltog i denna studie vilket kan anses vara relativt fa. Det hade varit intressant
att géra samma métningar pé en storre grupp bade sjuka och kontroller for att se om utfallet blivit lika.

Sammanfattningsvis visade undersdkningen att, 1 jimforelse med kontrollhundar, hade MMVD hundar
tjockare kérlviggar och de tenderade att ha mer fibros. Ingen skillnad forelag i fettméngd,
myocytfibertjocklek eller myocytstriering. Fler studier behdvs som underséker vavnadsforandringar i
hjéartat pa hundar med MMVD. Informationen vi fér fran vavnadsundersokningar kan vara av vérde for
andra hundar med MMVD, men ocksa for minniskor. Att fa klarhet i orsak till sjukdomens uppkomst
och utveckling skulle gynna sévél veterinirmedicin som humanvard. Ytterligare kunskap om MMVD
skulle vara av nytta d& progressionen av sjukdomen kanske skulle kunna bromsas. Férhoppningen &r
att okad kunskap leder till en mer optimerad behandling for drabbade individer.
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