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SAMMANFATTNING

Hypofysen ér kroppens hormonella styrcentral och ar beldgen nedanfor hjdrnan i1 anslutning till
hypotalamus. Fran hypofysen insondras hormoner i blodet som i sin tur stimulerar
hormonproducerande kortlar i kroppen att utsondra sina hormoner.

Hypofysit, d.v.s. inflammation i hypofysen, ar ett ovanligt men vél beskrivet sjukdomskomplex
hos minniska. Symtom och kliniska sjukdomstecken anses framfor allt vara kopplade till
expansion av hypofysen och kompression av omgivande strukturer; och hypopituitarism. Fall
av hypofysit har beskrivits hos hund som uppvisat tydliga likheter med det misstinkt
autoimmuna tillstdndet lymfocytar hypofysit (LYH) hos ménniska.

Lymfocyter anses inte forekomma normalt i hypofysen hos hund, trots att sddana studier saknas.
Lymfocytinfiltrat har m.h.a. immunohistokemi (IHC) kunnat pévisas hos héstar utan misstanke
om hypofysit. Hos minniska &r prevalensen okdnd men lymfocytinfiltrat har beskrivits och
missténks vara en normalvariation.

I denna studie undersoktes forekomst av lymfocyter i hypofysen hos hund. Provmaterialet
bestod av hypofysvdvnad frdn 20 hundar utan misstanke om hypofysit som inkommit for
rutinobduktion vid institutionen foér biomedicin och veterinédr folkhédlsovetenskap (BVF) vid
Sveriges lantbruksuniversitet (SLU). Genom IHC med anti-CD3- och anti-CD79a-antikroppar
for att detektera T- respektive B-celler kunde enstaka diffust spridda CD3+ celler pavisas hos
samtliga hundar. Signifikanta skillnader gidllande antal CD3+ celler per areaenhet (CPA) kunde
ses mellan olika delar 1 hypofysen. Antalet CD3+ CPA var som hogst i pars tuberalis och som
lagst i infundibulum. Avvikande hoga antal CD3+ CPA ségs hos tva hundar. Sektionsdiagnos
hos dessa hundar var multicentriskt malignt lymfom respektive hypofysadenom. I det
forstndmnda fallet sdgs dven en kraftig infiltration av CD79a+ celler. I 6vrigt pavisades ett
mycket litet antal CD79a+ celler hos 6 hundar.

Resultaten fran denna studie indikerar att T-lymfocyter forekommer i hypofysen hos hund, dven
hos hundar utan misstanke om hypofysit. Det laga antalet CD79a+ celler tyder pa att
forekomsten av B-lymfocyter ar 14g.



SUMMARY

The pituitary gland, or hypophysis, is often referred to as the “master gland”. It controls the
production and secretion of hormones by peripheral endocrine glands. The pituitary gland is
situated ventral to the hypothalamus in the hypophyseal fossa.

Hypophysitis, i.e. inflammation of the pituitary gland, is an uncommon but well described
group of diseases in humans. Clinical signs and symptoms are associated with pituitary
dysfunction and compression of surrounding tissues. A few cases of hypophysitis have been
reported in dogs and seem to resemble lymphocytic hypophysitis (LYH) in humans, a disease
of suspected autoimmune origin.

There is a common assumption that lymphocytes are not normally found in the canine pituitary
gland, although there is a paucity of studies to confirm this. In a recent study of pituitary glands
in horses without clinical suspicion of hypophysitis, a small number of lymphocytes was
detected by immunohistochemistry (IHC). Presence of lymphocytes in the human pituitary
gland, with no other findings of pituitary disorder, has been reported.

The purpose of the present study was to investigate presence of lymphocytes in the canine
pituitary gland. Pituitary tissue was collected at necropsy from 20 dogs, without clinical
suspicion of hypophysitis, at the Department of Biomedical Sciences and Veterinary Public
Health of Swedish University of Agricultural Sciences in Uppsala. Immunohistochemistry with
antibodies specific for the B-cell marker CD79a and the T-cell marker CD3 was performed.
Occasional scattered CD3+ cells were found in the pituitary gland of all dogs examined. There
were statistically significant differences in number of CD3+ cells per area unit (CPA) between
different parts of the gland. The highest CD3+ CPA was found in the pars tuberalis. The lowest
CD3+ CPA was found in the infundibulum. Two dogs had a markedly higher CD3+ CPA. One
of these dogs also had a heavy infiltration of CD79a+ cells throughout the pituitary gland, and
was diagnosed with multicentric malignant lymphoma at necropsy. The other dog showed a
pituitary adenoma. A very low number of CD79a+ cells were found in additional 6 dogs.

The results shows that a small number of T-cells is a common finding in the pituitary gland of
dogs, and that the presence of B-cells is low.
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INLEDNING

Hypofysen, eller undre hjdrnbihanget, dr kroppens hormonella styrcentral och dr beldgen
nedanfor hjdrnan i anslutning till hypotalamus. Fran hypofysen insdndras hormoner i blodet
som i sin tur stimulerar hormonproducerande kortlar i kroppen att utsondra sina hormoner.
Kortisol fran binjurebarken, skoldkortelhormon fran skoldkorteln och kdnshormon fran
konskortlarna ér alla exempel pa hormoner vars utsondring regleras genom hypofysen.

Hypofysit, d.v.s. inflammation i hypofysen, &r ett vil beskrivet sjukdomskomplex hos
ménniska. Sett till litteraturen &r fall av human hypofysit ovanliga, men sjukdomen kan mycket
vél vara underdiagnosticerad (Bellastella et al., 2003; Caturegli, 2007). Symtom och kliniska
sjukdomstecken anses vara kopplade till tva patofysiologiska mekanismer: kompression av
omgivande vidvnad till foljd av expansion av hypofysen, och hypopituitarism. Den
komprimerande effekten ger upphov till huvudvirk och synrubbningar. Hypopituitarism kan
innefatta ett eller flera hypofyshormoner, dir nedsatt produktion av adrenokortikotropt hormon
(ACTH) ar den vanligaste rubbningen (Caturegli et al., 2005). Diabetes insipidus (DI) dr inte
en ovanlig f6ljd till inflammationen.

Endast ett fatal fall av hypofysit finns beskrivna hos hund (McAllister, 1991; Adissu et al.,
2010; Cramer et al. 2011; Wolfesberger et al., 2011; Meij et al., 2012; Polledo et al., 2017).
Flera av dessa har tydliga likheter med det misstinkt autoimmuna tillstindet lymfocytér
hypofysit (LYH) hos ménniska, bdde vad giller klinisk manifestation och histopatologi
(McAllister, 1991; Adissu et al., 2010; Wolfesberger et al., 2011; Meij et al., 2012). Kliniska
sjukdomstecken inkluderar polyuri och polydipsi (PU/PD), neurologiska bortfall och paverkad
medvetandegrad. Hypopituitarism har beskrivits i from av sekundir hypotyreoidism, sekundér
hypoadrenokorticism, hyposomatotropism och central DI. Histopatologi har pavisat
lymfocytinfiltrat i hypofysen, som bedoms motsvara de lymfocytinfiltrat som ses vid LYH hos
ménniska (Caturegli et al., 2005).

Det verkar allmint vedertaget att lymfocyter inte forekommer normalt i hypofysen hos hund,
trots att sddana studier saknas. I en nyligen publicerad studie pa hist kunde lymfocyter pavisas
hos samtliga undersokta hiastar med hjilp av immunohistokemi (IHC) (Grau-Roma et al., 2017).
Vivnaden undersoktes forst histologiskt av tva patologer (European College of Veterinary
Pathologists board-certified veterinary pathologists). I hilften av fallen kunde inga uppenbara
lymfocyter identifieras genom infargning med hematoxylin och eosin (H&E).

I denna studie undersoktes forekomst av lymfocyter i hypofysen hos hund. Dessutom jaimfordes
skillnader i forekomst av CD3+ T-celler mellan olika delar i hypofysen. Provmaterialet bestod
av hypofysvidvnad fran 20 hundar som rutinobducerats vid institutionen fér biomedicin och
veterindr folkhélsovetenskap (BVF) vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) 1 Uppsala, och dir
ingen fragestéllning géllande hypofysen gjorts av remitterande veterindr. Detta for att bittre
kunna tolka fynd, eller missténkta fall, av hypofysit hos detta djurslag. Férekomst av lymfocyter
undersoktes histologiskt med ljusmikroskopi och med hjilp av IHC.



LITTERATUROVERSIKT
Hypofysens anatomi och fysiologi

Hypofysens lokalisation med ett flertal kédnsliga strukturer i néra anslutning ar av central
betydelse for forstielse av patofysiologin vid sévél hypofysit som andra hypofysdra patologier.
Likasa dr dess fysiologiska roll som hormonproducent och hormonell styrcentral avgdrande 1
patogenesen. Hypofysen bildar en humoral férbindelse mellan det centralnervdsa systemet och
perifera endokrina kortlar. Till f6ljd av de minga mekanismer som kan paverkas i samband
med patologiska tillstand i hypofysen ses en skiftande klinisk bild.

Hypofysens anatomiska omgivning

Hypofysen, hypophysis cerebri (dven glandula pituitaria), dr beldgen ventralt om diencephalon
och ryms i en grund nedsénkning, fossa hypophysialis, dorsalt pa os basisphenoidale. Fossa
hypophysialis begransas rostralt av en benkam, tuberculum sellae, och kaudalt av ett benutskott,
dorsum sellae, vilka tydligt framhévs av lateralt sittande utskott, processus clinoideus rostralis
resp. caudalis. Detta ger ett sadelliknande utseende och bendmns darmed sella turcica (turkiska
sadeln) (Evans & DeLahunta, 2013). Vendsa hdlrum, sinus cavernosus lateralt och sinus
intercavernosus kaudalt (hos vissa hundar dven rostralt), omger hypofysen och upptar
utrymmet mellan inre och yttre lagret av dura mater, vilken delar sig dir den passerar over
fossa hypophysialis (Schwartz, 1936). Det yttre lagret foljer vdggarna ner i fossan medan det
inre lagret fortsétter som ett tak, diaphragma sellae, 6ver fossan fram till hypofysens stjilk for
att sedan f6lja hypofysen som en tunn kapsel ner i fossan. Diaphragma sellae utgor viss teknisk
utmaning for att avldgsna hypofysen intakt vid obduktion. Sinus cavernosus har en betydande
roll 1 det vendsa dridnaget av hypofysen och hjarnan ventralt. Dessutom l6per artirer sdsom a.
carotis interna, som forsorjer hypofysen arteriellt, genom sinus cavernosus. Flera
kranialnerver: n. oculomotorius, n. trochlearis, n. abducens och n. ophthalmicus (gren av n.
trigeminus), har sitt forlopp 1 néra anslutning till hypofysen och sinus cavernosus. Rostralt om
hypofysen finns chiasma opticum.

Hypofysens anatomi

Hypofysen har tvd embryonala ursprung vilket ger upphov till funktionellt och makroskopiskt
skiljaktiga strukturer (Kingsbury & Roemer, 1940). Neurohypofysen utvecklas ur
neuroektodermal vdvnad som en fOrlingning av hypotalamus frdn tuber cinereum. Den
proximala stjélken, infundibulum, 6vergér distalt i en ndgot bredare struktur, lobus nervosus.
Adenohypofysen har i stéllet oralt ektoderm frdn Rathkes ficka som ursprung. Efter att Rathkes
ficka kommit i kontakt med primordiala neurohypofysen frigdrs den fran munhalan som en
vesikel, saccus adenohypophysis, for att omge merparten av neurohypofysen och differentiera
till de tre histoanatomiska delar som bildar adenohypofysen. Pars intermedia adenohypophysis
(pars intermedia) dr ursprungen ur det ektoderm som under embryogenesen adhererat till
neurohypofysen. En kvarstdende rest frdn vesikeln 1 form av ett hdlrum, cavum hypophysis,
separerar merparten av pars intermedia fran pars distalis adenohypophysis (pars distalis). Pars
distalis utgdr adenohypofysens storsta del och Overgar proximalt i1 pars tuberalis
adenohypophysis (pars tuberalis) som omger infundibulum och delar av tuber cinereum.
Hypofysens anatomi illustreras i figur 1.
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Figur 1. Hypofysens anatomi hos hund. Bendmningar enligt Nomina Anatomica Veterinaria 2012 med
tilldgg fran Akmayev (1969, 1971).

Hypofysens och hypotalamus samspel

Tillsammans bildar hypofysen och hypotalamus en komplex funktionell enhet (Rijnberk &
Kooistra, 2010). Hypofysens funktion som hormonproducent och hormonell styrcentral &r
starkt reglerad och avhingig hypotalamus, for uppritthdllande av homeostas under olika
fysiologiska forhéllanden.

Neurohypofysens endokrina funktion erhalls genom neurosekretoriska celler vars perikaryon
aterfinns 1 frdmre hypotalamus, framfor allt 1 nucleus supraopticus och nucleus
paraventricularis (Akmayev, 1969). Axoner frdn dessa hormonproducerande neuron I6per
genom infundibulum och terminerar i lobus nervosus dir de neurohypofysidra hormonerna
lagras 1 granula for att, efter neurondepolarisering, frisdttas genom exocytos i systemiska
cirkulationen (Van Den Pol et al., 1990; Rijnberk & Kooistra, 2010).

Hypotalamus och adenohypofysen dr sammankopplade genom ett portasystem. Axoner fran
neurosekretoriska celler 1 ventrala hypotalamus terminerar 1 anslutning till priméra
kapillarnitverket, rete hemocapillare primarium, som omger infundibulum och inkluderar
kapillérer 1 pars tuberalis (Monroe, 1967; Akmayev, 1971; Watkins, 1975). I detta omrade &r
blod-hjdrnbarridren inte intakt (Fink, 1986). De neurosekretoriska cellerna producerar
neurohormoner vars huvudsakliga malceller, vilka i1 sin tur dr hormonproducerande, é&r
lokaliserade 1 adenohypofysen. Frisatta neurohormoner frdn axonerna diffunderar till priméra
kapilldrnitverket for vidare transport via hypofysens portavener, venulae portis hypophysis, till
sekunddra kapilldrnitverket, rete hemocapillare secundus (Akmayev, 1971). Det sekundira
kapillarndtverket bestar av adenohypofysens talrika sinusoider som forsorjer parenkymet och
3



darmed neurohormonernas malceller. Hypotalamus reglerar pa sa sitt adenohypofysens
produktion och frisdttning av hormoner, som efter insondring i systemiska cirkulationen nar
sina respektive mélorgan, i form av ett neurosekretoriskt eller neuroendokrint system.

Pars intermedia dr per definition en del av adenohypofysen men kan betraktas som en egen
fungerande enhet (Rijnberk & Kooistra, 2010). Reglering av pars intermedia sker som for
ovriga hypofysen genom hypotalamus, i detta fall genom direkt innervation av de endokrina
cellerna. Foretrddesvis ér detta en inhiberande tonisk dopaminerg innervation.

Hypofyshormoner

Hypofysen beskrivs ofta som ”the master gland” eftersom ett flertal hypofyshormoner
stimulerar endokrina kortlar i kroppen att utsondra sina hormoner. Hypofyshormonerna och
deras huvudfunktion dr sammanfattade i tabell 1.

Tabell 1. Hypofyshormoner och deras huvudfunktioner

Hormon Forkortn. Huvudfunktion
Neurohypofysen
Argininvasopressin AVP Stimulerar till 6kad reabsorption av vatten i njurens

samlingsror genom translokation av intracellulira
aquaporiner till apikala cellmembranet.

Oxytocin Stimulerar mjolknedslapp.
Stimulerar myometriekontraktioner vid utdrivning av
fostret.
Stimulerar modersbeteende och vélbefinnande.

Adenohypofysen

Somatotropin GH Direkt (akut) katabol effekt: insulinantagonism inducerar

(Growth hormone) lipolys och minskad glukostransport over cellmembranet.
Indirekt (1&ngsam) anabol effekt: stimulerar tillvixt genom
Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) fran levern.

Prolaktin PRL Essentiell luteotrop faktor hos hund for upprétthallande av
progesteronsekretion under lutealfasen.
Stimulerar mammogenes, laktogenes och galaktopoes.

Tyreoideastimulerande TSH Stimulerar friséttning av trijodtyronin (T3) och tyroxin (T4)

hormon fran skoldkorteln.

Adrenokortikotropt ACTH  Stimulerar produktion och friséttning av glukokortikoider

hormon och androgener fran binjurebarken.

Luteiniserande hormon LH Stimulerar frisdttning av testosteron fran Leydigceller i
testikeln ().
Stimulerar frisdttning av testosteron fran thecaceller 1
aggstocken (?). Inducerar ovulation och luteinisering samt
upprétthaller gulekroppens aktivitet och stimulerar darmed
sekretion av progesteron ({).

Follikelstimulerande FSH Stimulerar spermatogenes och friséttning av inhibin fran

hormon sertoliceller i testikeln ().

Stimulerar follikeltillvéxt, frisdttning av inhibin och
konvertering av testosteron till estradiol i granulosaceller i
aggstocken ().




Tabell 1. Hypofyshormoner och deras huvudfunktioner (forts.)

Hormon Forkortn. Huvudfunktion

Pars intermedia

a-Melanocyt- a-MSH  Reglerar tyrosinasaktivitet hos melanocyter och ddrmed
stimulerande hormon bildandet av harpigmenten eumelanin och pheomelanin.
Adrenokortikotropt ACTH  Stimulerar produktion och frisittning av glukokortikoider
hormon och androgener fran binjurebarken.

Reglering av hypofyshormonernas produktion och sekretion sker genom hypotalamus. De
hormonproducerande cellerna 1 adenohypofysen regleras genom frisdttnings- eller
hdmningsfaktorer frdn hypotalamus, s.k. neurohormoner, vars samspel pa hypofysniva ér
beskrivet i1 figur 2. Den adenohypofysidra hormonproduktionen regleras dven genom negativ
aterkoppling av sina respektive endokrina malorgans hormoner (long-loop feedback), bade
direkt i hypofysen och indirekt i hypotalamus dédr malorganens hormoner reglerar
neurohormonernas sekretion. Till exempel stimulerar kortikotropinfriséttande hormon (CRH)
fran hypotalamus frisittning av ACTH fran adenohypofysen. ACTH stimulerar i sin tur
frisittning av glukokortikoider fran binjurebarken. Negativ dterkoppling sker genom att
glukokortikoider inhiberar frisittning av bdde CRH och ACTH i hypotalamus respektive
hypofysen. I fallet med hypotalamus-hypofys-binjurebark-axeln sker ytterligare reglering
genom frisdttning av argininvasopressin (AVP) fran CRH-producerande hypotalamiska neuron
1 nucleus paraventricularis till adenohypofysens portasystem (Rijnberk & Kooistra, 2010).
AVP stimulerar friséttning av ACTH. Proinflammatoriska cytokiner, 1 synnerhet interleukin-1
(IL-1), aktiverar hypotalamus-hypofys-binjurebark-axeln pa hypotalamusnivd. ACTH-
producerande celler finns ocksa i pars intermedia men &r hos hund i stort sett konstant
inhiberade av dopamin. Vissa adenohypofysidra hormoner, sdsom prolaktin, har formaga att
reglera sin egen sekretion genom aterkoppling till hypotalamus (short-loop feedback).

Hypothalmus
(GnrRH )  (GHRH)

Somato-
statin

(t™H ) (pPRrRP) (Dopamin) (crRH ) ( AvP )

Adenohypofysen

A
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Thyrotroper Laktotroper Kortikotroper
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Testikel/dggstock Lever Magsdck  Thyroidea Aggstock Binjurebark

Figur 2. Adenohypofysens huvudtyper av endokrina celler och reglering av deras hormonproduktion
pd hypofysnivd (Rijnberk & Kooistra, 2010; Rosol & Gréne, 2015). Observera att negativ dterkopp-
ling sker genom mdlorganens hormoner pd bdade hypofys- och hypotalamusnivd, ddr den senare ej dr
utritad i figuren.



Histologi

Neurohypofysen bestdr av neurosekretoriska axoner, vars cellkroppar aterfinns i hypotalamus.
Majoriteten av dessa axoner dr omyeliniserade (Monroe, 1967; Akmayev, 1969). Den i 6vrigt
dominerande celltypen i neurohypofysen utgors av stodjande gliaceller, dven kallade pituicyter
(Evans & DeLahunta, 2013).

Adenohypofysen dr en vélvaskulariserad vdvnad, pars intermedia undantaget, bestdende av
hormonproducerande epitelioida celler vilka delas in 1 fem huvudtyper baserat pa det hormon
cellen producerar, se figur 2 (Yeung ef al., 2006). Vissa celler uttrycker mer &n en uppsittning
neurohormonreceptorer och producerar mer dn ett hormon vilket ger hypofysen viss plasticitet
for att kunna stilla om hormonproduktionen under sdrskilt krivande forhdllanden sédsom
laktation och ovulation.

Vid standardinfargning, med till exempel H&E, firgas adenohypofysens celler in olika
beroende pé innehall i cytoplasmatiska granula (Rosol & Grone, 2015). Acidofila celler har
affinitet for farg med lagt pH, till exempel eosin. Till denna grupp hor laktotroper (luteotroper)
och somatotroper. Basofila celler har affinitet for farg med hogt pH, till exempel hematoxylin.
Till denna grupp hor gonadotroper och tyrotroper. Cytoplasma hos kromofoba celler fargar in
samre eller inte alls. Till denna grupp hor kortikotroper, a-MSH-producerande celler,
follikulostelldra celler (eng., folliculostellate cells), degranulerade kromofila celler och
odifferentierade embryonala stamceller.

Pars distalis bestir av epitelioida celler ordnade 1 sma oregelbundna kluster omgivna av
sinusoider tillhorande det sekundira kapillarndtverket. Hur cellerna 4r organiserade i
forhallande till varandra paverkar médngden hormon som frisitts vid stimulering (Le Tissier et
al., 2012). Cytoplasmatiska utskott frdn keratinpositiva follikulostelldra celler fungerar
stodjande &t de epitelioida cellerna (Yeung et al., 2006). Dessa stodjande celler ar icke-
hormonproducerande och har foreslagits som hypofysira stamceller (Rijn et al., 2013). De
skulle dven kunna besitta fagocyterande och antigenpresenterande egenskaper (Rosol & Grone,
2015).

Pars tuberalis fungerar som en byggnadsstomme till hypofysens priméra kapilldrnatverk, dar
sinusoiderna &r separerade fran varandra genom stridngar och kluster av, i huvudsak kromofoba
eller svagt basofila, epitelioida cylinderceller (Bacha & Bacha, 2012; Evans & DeLahunta,
2013). Hér finns dven follikulostelldra celler vilka tros ansvara for bildandet av de kolloidfyllda
folliklar som forekommer 1 pars tuberalis (Rosol & Grone, 2015).

Pars intermedia saknar vanligtvis sinusoider och forsérjs av piala kérl som utlinjerar
neurohypofysens utsida. Parenkymet bestér av ett pseudostratifierat cylinderepitel med basofila
celler samt follikulostelldra celler (Rosol & Grone, 2015). Kolloidfyllda folliklar &r vanligt
forekommande.



Hypofysit

Hypofysit, d.v.s. inflammation i hypofysen, ér ett vél beskrivet sjukdomskomplex hos médnniska
dven om fallen dr séllsynta. Incidensen har skattats till 1 nytt fall per 7-9 miljoner personer och
ar (Faje, 2016). Tillstandets kliniska manifestationer &r framfor allt kopplade till kompression
av omgivande strukturer, orsakad av expansion av hypofysen, och hypopituitarism (Caturegli
et al., 2005). Den nagot ospecifika sjukdomsbilden forekommer dven vid andra patologiska
tillstdnd, vilka i regel ar placerade hogre upp pa differential-diagnoslistan.

Enstaka sporadiska fall av hypofysit finns beskrivna i den veterindrmedicinska litteraturen.
Definition och klassificering frdn humansidan har da tilldmpats. Férutom hos hund har fall av
hypofysit dven rapporterats hos katt och hést (Rudinsky et al., 2015; Grau-Roma et al., 2017).

Hypopituitarism

I borjan av forra seklet beskrev Reford & Cushing (1909) hur hundar som genomgétt
experimentell total hypofysektomi inom tva dygn utvecklade letargi, for att sedan hamna 1 ett
komatost tillstdind med 1ag andningsfrekvens, svag puls och hypotermi. Kort dérefter avled
hundarna. Tva ar tidigare hade Palescu gjort liknande observationer dir samtliga 22 hundar och
12 katter dott inom tre dygn efter total hypofysektomi (Medvei, 2012). Reford & Cushing
(1909) kom darmed till slutsatsen: “a total hypophysectomy is imcompatible with the
continuance of life”.

Hypopituitarism beskriver ett tillstind med delvis eller fullstindigt nedsatt produktion av
hypofyshormoner (Studdert ef al., 2012). Insufficiensen kan vara isolerad till ett hormon, eller
innefatta flera. Nedsatt produktion av samtliga hypofyshormoner, inklusive neurohypofyséra
hormoner, bendmns panhypopituitarism.

Hypofysir dvirgvixt, vilket ges av en kongenitalt nedsatt produktion av somatotropin (GH), ar
kanske den mest vilbekanta formen av hypopituitarism hos hund (Rijnberk & Kooistra, 2010).
Spontant uppkommen hypopituitarism har rapporterats i samband med bl.a. hypofysira
adenom, lymfom och kraniofaryngiom; vilka genom kompression orsakar atrofi av hypofysen
(Barr, 1985; Goossens et al., 1995; Platt et al., 1999; Nielsen et al., 2008; Bolfa et al., 2014).
Insufficiensen har yttrat sig som central DI och sekundidr hypoadrenokorticism.
Hypopituitarism associerad med skalltrauma finns beskrivet med involvering av flera
hypofyshormoner (Foley et al., 2009).

Kompression till foljd av expansion av hypofysen

Expansion av hypofysen, till exempel vid neoplasi, infiltration av inflammatoriska celler,
blodning och cystabildning, kan dels ge kompression av hypofysen med eventuell
hypopituitarism som f6ljd, dels ge kompression av intilliggande strukturer. En supraselldr,
dorsal, expansion kan orsaka tryck pd diaphragma sellae och hypotalamus, medan en
paraselldr, lateral, expansion kan involvera sinus cavernosus och komprimera de intill I6pande
kranialnerverna (Rijnberk & Kooistra, 2010). Vid en mer rostral utbredning kan massan ge
kompression av chiasma opticum. Strickning av dura mater och involvering av sinus
cavernosus anses vara den patofysiologiska forklaringen till den kraftiga huvudvérk som ofta
beskrivs 1 samband med hypofystumoérer hos minniska. Levy et al. (2004) kunde dock inte
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pavisa nagot samband mellan hypofysens storlek och huvudvirkens svarighetsgrad. Ingen
korrelation sags heller mellan involvering av sinus cavernosus och huvudvirk.

Blindhet &r ett av de sjukdomstecken som ses till f61jd av hypofysidr massa hos bade hund och
ménniska, vilket formodas bero pd kompression av chiasma opticum (Rijnberk & Kooistra,
2010). I en studie med 70 hundar med hypofysberoende hyperadrenokorticism uppvisade 17
hundar tecken pé blindhet, varav endast tva hade en radiologiskt pavisbar kompression av
chiasma opticum (Cabrera Blatter et al., 2012). Detta kan indikera att en annan patofysiologisk
mekanism dn direkt kompression av synnervskorsningen orsakar blindhet hos denna
patientgrupp.

En paraselldr expansion med involvering av sinus cavernosus kan ge bortfall av n.
oculomotorius, n. trochlearis, n. abducens och n. ophthalmicus vilka l6per 1, eller 1 direkt
anslutning, till de vendsa halrummen lateralt om hypofysen (Theisen et al., 1996). Om bortfallet
omfattar fler &n en av dessa kranialnerver bendmns detta sinus cavernosussyndrom. Kliniskt
yttrar sig detta som oftalmopares eller oftalmoplegi, mydriasis, nedsatt pupillreflex, ptosis och
nedsatt korneasensibilitet.

Differentialdiagnoser till hypofysir expansion innefattar allt fr&n andra neurologiska till
metabola sjukdomar sdsom forhojt intrakraniellt tryck och hepatisk encefalopati (Rijnberk &
Kooistra, 2010).

Hypofysit hos manniska

Hypofysit kan vara en svar diagnos att stilla da kliniska och radiologiska fynd 6verlappar med
de som ses vid vid hypofyséra och andra selldra tumorer (Bellastella ez al., 2003). Incidensen
av hypofysit med 1 nytt fall per 7-9 miljoner personer och ar kan jamforas med den i en studie
uppskattade prevalensen for hypofysidra adenom pé 16,7% (Ezzat et al., 2004; Faje, 2016). I
och med svarigheter att diagnosticera, eller 6verhuvudtaget erinra om hypofysit som mdjlig
differentialdiagnos, kan det vara en underdiagnosticerad sjukdom (Bellastella et al., 2003;
Caturegli, 2007). Likasa saknas data om eventuella subkliniska fall. Detta till trots finns ett stort
antal publikationer inom dmnet. Overgripande konsensus gillande klassificering av hypofysit
verkar finnas och innefattar etiologi, anatomisk lokalisation samt histopatologisk utseende
(Bellastella et al., 2003; Caturegli et al., 2005; Leporati et al., 2011; Allix & Rohmer, 2015;
Faje, 2016).

Indelning avseende etiologi

Hypofysit delas in i primédr och sekundéir form. Primdr hypofysit beskriver en kronisk
inflammation begrénsad till hypofysen utan koppling till behandling med ldkemedel, systemisk
inflammation, infektion eller andra sjukdomar (Faje, 2016). Denna grupp av sjukdomar
beskrivs vidare nedan under separat rubrik. Begreppet sekundér hypofysit introducerades av
Sautner ef al. (1995) som bendmning pa inflammation 1 hypofysen som spridits frdn omgivande
viavnad. Till denna grupp hor inflammation orsakad av andra hypofysdra patologier, sdsom
adenom och rupturerad Rathkes cysta; och andra sellira patologiska tillstind, sdsom
meningiom och rupturerat kraniofaryngiom. Inflammationen &r ofta fokal och lokaliserad 1
anslutning till den priméra skadan. Senare har begreppet sekundir hypofysit &ven kommit att



innefatta hypofysit associerad med behandling med vissa farmaka samt hypofysit associerad
med systemisk sjukdom (Bellastella et al., 2003; Caturegli et al., 2005).

Indelning avseende anatomisk lokalisation

Hypofysir inflammation lokaliserad till enbart adenohypofysen bendmns adenohypofysit. Vid
enbart inflammation i neurohypofysen och infundibulum benédmns denna infundibuloneuro-
hypofysit. Panhypofysit beskriver en inflammation som involverar bade adeno- och
neurohypofysen.

Indelning avseende histopatologiskt utseende

Den histopatologiska indelningen dr framfor allt baserad pd observationer gjorda frén fall av
primir hypofysit. Fram till dags dato finns fyra vedertagna underklasser vilka innefattar LYH,
granulomatds hypofysit (GRH), xantomatds hypofysit (XH) och plasmacytir hypofysit (PLH)
(Leporati ef al., 2011; Faje, 2016). Den sistnimnda beskrevs s& sent som 2007 (Wong et al.,
2007). Histopatologisk beskrivning av respektive underklass anges 1 tabell 2. Ytterligare en
underklass 1 form av nekrotiserande hypofysit har foreslagits men finns dn sa ldnge bara
beskriven i fyra fall (Caturegli & Iwama, 2013). Nekrotiserande hypofysit skulle kunna vara en
manifestation av ett slutstadium av de dvriga underklasserna (Caturegli ef al., 2005). Utover de
nidmnda underklasserna forekommer &dven blandformer sisom lymfogranulomatés och
xantogranulomatds hypofysit.

Tabell 2. Histopatologisk beskrivning av underklasser av human hypofysit

Primiir hypofysit Forkortn. Histopatologisk beskrivning

Lymfocytér hypofysit LYH  Lymfocytér infiltration med forekomst av plasmaceller och
ev. myeloida celler. Utbredd fibros &r vanligt forekommande.
Lymfoida folliklar forekommer.

Granulomatds hypofysit GRH Infiltration av multinukleéra jatteceller och makrofager vilka
inte sdllan bildar granulom, ibland av nekrotisk karaktér.
Lymfocyter dr vanligt forekommande och ibland ses
plasmaceller. Fibros forekommer.

Xantomatds hypofysit XH Cystaliknande fordndringar tillsammans med infiltration av
lipidfyllda histiocyter (skumceller) och lymfocyter.

Plasmacytér hypofysit PLH  Lymfoplasmacytér infiltration med >10 [gG4+ celler/high-

(IgG4-relaterad hypofysit) power field (HPF).

Nekrotiserande hypofysit NH Diffus nekrotiserande destruktion av normalt parenkym

omgivet av lymfocyter, plasmaceller och enstaka eosinofiler.

(Caturegli et al., 2005; Hunn et al., 2014; Hanna et al., 2015; Leporati et al., 2011)

Primér hypofysit

LYH éar den vanligaste formen av primér hypofysit med totalt 390 kénda fall mellan &ren 1962-
2013 (Caturegli & Iwama, 2013). LYH har blivit synonymt med autoimmun hypofysit trots att
ett uppenbart autoantigen &nnu inte kunnat péavisas (Caturegli et al., 2008; Faje, 2016).
Forekomst av isolerad lymfocytdr adenohypofysit hos vissa individer, och isolerad lymfocytér
infundibuloneurohypofysit hos andra, har dessutom véckt fragan om skilda autoantigen.
Antagandet om en autoimmun etiologi bygger pa indirekta bevis frdn djurmodeller med
experimentellt inducerad hypofysit genom injektion av bl.a. emulsifierad hypofysvdvnad hos
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ratta och kanin (Caturegli ef al., 2005). Ytterligare indicier om autoimmunitet bestér av en ofta
god behandlingseffekt med immunsuppressiva ldkemedel och den stora andelen individer med
samexisterande autoimmuna sjukdomar. Samtidig autoimmun sjukdom beskrivs i en femtedel
av fallen med LYH och innefattar bl.a. kronisk lymfocytir tyreoidit (Hashimotos tyreoidit),
autoimmunt polyendokrint syndrom typ 2 (Schmidts syndrom), toxisk diffus struma (Graves
sjukdom) och systemisk lupus erythematosus (SLE). Hypofysira autoantikroppar har
identifierats men ingen visat pa avgorande roll i sjukdomsforloppet (Rao et al., 2016).

GRH har beskrivits som bade primir, dven kallad idiopatisk GRH, och sekundir, till foljd av
bl.a. tuberkulos, syfilis, granulomatds polyangit och rupturerad Rathkes cysta. (Husain et al.,
2008; McLaughlin et al., 2010; Pereira et al., 2013; Hunn et al., 2014; Bricaire et al., 2015).
Idiopatisk GRH &r den nist vanligaste formen av primédr hypofysit (Caturegli & Iwama, 2013).
Etiologin dr ej klarlagd men autoimmunitet har foreslagits (Hunn ef al., 2014). Spekulationer
har forekommit huruvida LYH och GRH é&r skilda patologiska tillstdind eller olika
manifestationer av en och samma sjukdom (McKeel, 1984: se Caturegli et al., 2005). Detta har
foranletts av fall dar bada formerna histologiskt pavisats samtidigt (Madsen & Karluk, 2000;
Gundgurthi et al., 2012). Tidigare sigs dven epidemiologiska skillnader mellan LYH och GRH,
men i takt med att nya fall tillkommit har dessa skillnader i stort sett utsuddats (Caturegli et al.,
2005; Hunn et al., 2014).

XH karaktériseras av infiltration av lipidfyllda histiocyter (xanthoma cells) och lymfocyter
(Hanna et al., 2015). Teorier kring etiologin innefattar infektion och autoimmunitet. Det
forstndimnda pa grund av dess likhet med xantomatdsa fordndringar i andra organ dir en
infektios etiologi foreligger. Samexisterande autoimmuna sjukdomar i ett flertal fall kan vara
en indikation pé att patogenesen involverar autoimmuna mekanismer (Lin et al., 2017).

PLH, eller IgG4-relaterad hypofysit, ingédr som en del i samlingsbegreppet 1gG4-relaterad
sjukdom vilket dr en multifokal systemisk sjukdom (Leporati et al., 2011; Deshpande et al.,
2012). Vid PLH sker en infiltration av lymfocyter och plasmaceller som producerar
immunoglobulin G4 (IgG4) 1 hypofysen, likt den som sker 1 andra organ drabbade av 1gG4-
relaterad sjukdom. Det dr oklart vilken roll IgG4 har i patogenesen. Da detta anses vara en
systemisk sjukdom, didr hypofysen bara ir ett av alla organ som kan affekteras, rader viss
tveksamhet till klassificeringen av PLH som primér hypofysit (Faje, 2016).

Klinisk manifestation

Huvudvirk och synfordndringar dr de vanligaste rapporterade symtomen och kliniska
sjukdomstecknen. Caturegli et al., 2005; Hunn et al., 2014). Klinisk debut sker vanligtvis
genom dessa. Diplopi, eller dubbelseende, och kranialnervsbortfall pd grund av parasellér
kompression med involvering av sinus cavernosus ér mindre vanligt.

Nast vanligast dr fordndringar i form av hypopituitarism géllande adenohypofysens hormoner
(Caturegli et al, 2005; Hunn et al, 2014). Bade vid LYH och GRH ir sekundir
hypoadrenokorticism den vanligaste rubbningen, foljt av nedsatt produktion av TSH,
gonadotropiner, GH och prolaktin. Liknande forédndringar ses vid XH och PLH (Hanna et al.,
2015; Shikuma et al., 2017).
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Central DI forekommer vid samtliga former av primér hypofysit (Caturegli et al., 2005; Hunn
etal.,2014; Hanna et al., 2015; Shikuma et al., 2017). Den kliniska yttringen PU/PD upptréder
néstintill ovillkorligen vid isolerad lymfocytédr infundibuloneurohypofysit och i merparten av
fallen av lymfocytir panhypofysit, men dr diremot mindre vanligt vid isolerad lymfocytér
adenohypofysit. Det bor dock nédmnas att samtidig hypokortisolism, vilket &r vanligt
forekommande vid lymfocytdr adenohypofysit, har visat sig kunna maskera DI (Ohta et al.,
1991).

Epidemiologi

For LYH, GRH och XH giller en konsfordelning dér kvinnor utgér ungefir 75% av de
rapporterade fallen (Caturegli ef al., 2005; Leporati ef al., 2011; Hunn et al., 2014; Hanna et
al., 2015). LYH é&r dessutom starkt associerad med graviditet, ett samband som inte kunnat
pavisas for GRH och XH. Medelaldern ar 38 (+15) ar for LYH och XH, och 44,4 (£15) ar for
GRH. Statistiken bygger pa konstaterade fall genom histopatologi.

I en sammanstillning av kénda fall av PLH framgar att mén utgor drygt 70% av fallen (Shikuma
etal., 2017). Medeldldern ér 64,3 (£13,9) ar. Studien tilldmpar diagnostiska kriterier framtagna
av Leporati et al. (2011) for att diagnosticera PLH. Bade kons- och alderspredisposition
sdrskiljer PLH fran de 6vriga formerna av primir hypofysit.

Diagnostik
Histopatologisk analys krivs for definitiv diagnos dven om det numer gar att diagnosticera
primidr hypofysit med viss grad av sdkerhet baserat pa signalement, klinisk manifestation och
bilddiagnostiska forandringar (Faje, 2016). Leporati ef al. (2011) har definierat diagnostiska
kriterier for PLH dér histopatologisk undersokning inte nddvandigtvis maste inga for stéllande
av diagnos.

Den kliniska manifestationen dr langt fran patognomon for hypofysit men en kombination av
forandringar kan ge viss indikation om typ av selldr patologi (Howlett ez al., 2009). Till exempel
forekommer hypopituitarism vid bade hypofystumoérer och hypofysit men innefattar oftare GH
samt gonadotropiner vid tumdrer, och ACTH samt TSH vid hypofysit.

Fynd vid magnetresonanstomografi (MRT) inkluderar symmetrisk forstoring av hypofysen,
frdnvaro av hyperintensitet i neurohypofysen pa T1-bilder, homogen kontrastforstarkning och
sa kallad ”empty sella” om sent 1 sjukdomsforloppet (Wisner & Zwingenberger, 2015).

Behandling

Behandling har historiskt bestatt i att kirurgiskt reducera vivnaden genom hypofysektomi, for
att minska kompression pd omgivande strukturer, och/eller farmakologisk behandling med
glukokortikoider (Caturegli et al., 2005). Glukokortikoider fyller i detta avseende tva
funktioner: dels som antiinflammatorisk behandling, dels som substitutionsbehandling vid
hypokortisolism till f6ljd av ACTH-brist. Khare et al. (2015) anger att behandling med
glukokortikoider kan ha en positiv effekt gidllande remission av hypopituitarism. Framgangsrik
behandling med andra immunsuppressiva preparat, sdsom azatioprin, har beskrivits (Honegger
et al., 2015). Spontan resolution av fOrstoring av hypofysen med enbart understodjande
behandling forekommer i ett flertal fall (Khare et al., 2015; Honegger et al., 2015).
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Hypofysit hos hund

Endast ett fatal konstaterade fall av hypofysit finns beskrivna hos hund, se tabell 3 (McAllister,
1991; Adissu et al., 2010; Cramer et al. 2011; Wolfesberger et al., 2011; Meij et al., 2012;
Polledo et al., 2017). Ytterligare ett fall har rapporterats diar en hund med misstidnkt hypofysit
blivit fullt kliniskt aterstdlld efter insatt behandling med glukokortikoider, se tabell 3
(Rzechorzek et al., 2017). Inga histopatologiska data finns tillgdngliga fran denna hund, varfor
en definitiv diagnos inte kunnat stéllas enligt forfattaren.

Tabell 3. Fall av hypofysit hos hund

# Ras Alder Kon Diagnos

Konstaterade fall

1 Samojedhund 9,04r Hankastrat Lymfoplasmacytir adenohypofysit och sebakds adenit

2 Pyrenéerhund 4,5ar Honkastrat Lymfocytir adenohypofysit och adrenalit med
polyendokrint syndrom

Storpudel 7,0ar Hane Selléart xantogranulom alt. xantogranulomatds hypofysit
4 Blandras 10,04r Honkastrat Lymfoplasmacytir adenohypofysit med
binjurebarksinsufficiens och giardiasis
5 Lénghérig 8,0ar Hane Lymfocytéar hypofysit med central DI
vorsteh

6 Skotsk terrier 6,0 4&r Hankastrat Lymfocytér panhypofysit med spridning till
hypotalamus och polyendokrint syndrom

Missténkta fall

7  Storpudel 1,5ar Hankastrat Misstinkt hypofysit med anopsi, hyposomatotropism
och central diabetes insipidus som f6ljd

(McAllister, 1991; Adissu et al., 2010; Cramer et al. 2011; Wolfesberger ef al., 2011; Meij et al.,
2012; Rzechorzek et al., 2017; Polledo et al., 2017)

Lymfocytar infiltration, likt den som beskrivs vid human LYH, har kunnat pavisas i fem av
totalt sex fall. En selldr inflammation av xantogranulomatds typ beskrivs i det sjdtte fallet
(Cramer et al. 2011). Xantogranulomatds hypofysit definieras som en blandform av XH och
GRH (Leporati et al., 2011). Hos denna hund kunde normal hypofysvévnad varken identifieras
makroskopiskt eller mikroskopiskt. Det gar dérfor inte avgéra huruvida den selldra
inflammationen aterger en primir eller sekundér hypofysit.

Klinisk manifestation

De kliniska sjukdomstecken som observerats &r i forsta hand inappetens/anorexi, svaghet och
letargi. Okad torst och urinering ségs hos tvd hundar med konstaterad hypofysit, samt i det
misstinkta fallet. Hos en av hundarna med konstaterad LYH var denna akut inséttande medan
hunden med selldrt xantogranulom hade en ldngvarig anamnes med PU/PD. Hur lange hunden
1 det missténkta fallet hade haft PU/PD fore primarbesoket hos veterindr framgér inte. [sostenuri
respektive hypostenuri pavisades vid undersdkning av urindensiteten hos hundarna med
PU/PD.

Tvé av hundarna uppvisade neurologiska bortfall varav den ena utvecklade kramper och
aggressivt beteende. Hos den andra hunden involverade inflammationen dven hypotalamus.
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Ingen av hundarna med konstaterad hypofysit utvecklade synrubbningar, vilket diremot hunden
med misstdnkt hypofysit gjorde. 1 det fallet var oftalmologisk undersdkning samt
elektroretinografi utan anmérkning, och MRT pévisade en kompression av chiasma opticum.

Hos en hund med konstaterad hypofysit beskrivs en ldngvarig anamnes med dermatit och
blefarit som ej svarat pd konventionell behandling. Hos denna hund var kliniska fynd
koncentrerade till huden och en lymfoplasmacytir infiltration i adenohypofysen uppticktes vid
obduktion. Inga biokemiska eller endokrina analysdata finns tillgdangliga fran denna hund.

Endokrina avvikelser pavisades hos merparten av hundarna dir analyser utforts, och kan i
atminstone tva fall hérledas till hypopituitarism. I 6vriga fall dir hormonell underproduktion
konstaterats, och hypofys-malorgan-axeln analyserats, kunde ingen uppenbar avvikelse pa
hypofysniva pdvisas. Dessutom férekom inflammatoriska processer i det underproducerande
malorganet hos nagra av hundarna. Hos de tva hundar med hypopituitarism yttrade sig denna
som sekundér hypotyreoidism, sekundir hypoadrenokorticism, hyposomatotropism och central
DI. Hyposomatotropism ségs hos hunden med misstinkt hypofysit. En hund hade férhojda
ACTH-nivéer vilket misstinks vara till f6ljd av akut systemisk inflammationsfas relaterad till
sjukdomsforloppet (Meij et al., 2012).

Supraselldr expansion pé grund av hypofysdr massa, orsakar i forsta hand kompression av
hypotalamus dir de supraoptiska och paraventrikuldra kdrnorna finns (Meij et al., 2012).
Kompression av neuron i dessa hypotalamiska kdrnor dar AVP syntetiseras kan darfor ge
upphov till central DI. Séledes kan en isolerad adenohypofysit, utan involvering av
neurohypofysen, orsaka central DI om denna utdvar kompression pa hypotalamus.

Epidemiologi

Aldern hos hundarna med konstaterad hypofysit dr 4,5-10 ar. I det icke-bekriftade fallet var
hunden bara 1,5 ar gammal. Rzechorzek et al. (2017) foreslar att en okénd utlosande faktor
under fosterperioden kan forklara individens unga &lder. Bada konen finns representerade, men
en liten dvervikt av hanhundar (67%) ses 1 det mycket begransade materialet. Hundarna ér av
olika hundraser, se tabell 3.

Hos hilften av hundarna kunde samtidig inflammation i andra organ dn hypofysen pavisas
(McAllister, 1991; Adissu et al., 2010; Cramer et al. 2011). Detta i form av sebakds adenit,
adrenalit och tyreoidit vilka &r starkt associerade med autoimmunitet. Hos hunden med sebakds
adenit, och dar lymfocytira infiltrat omgav hérfolliklarna, skulle ett gemensamt ytantigen som
hypofysen och talgkortlarna uttrycker kunna vara en forklaringsmodell till autoimmun
patogenes (McAllister, 1991). Addisu et al. (2010) beskriver att deras fall, med samtidig
adrenalit och skoldkortelatrofi, motsvarar autoimmunt polyendokrint syndrom typ 2 (Schmidts
syndrom) hos méinniska. Vid detta tillstdnd foreligger 2 av de 3 endokrina huvudsjukdomarna:
hypoadrenokorticism, hypotyreoidism och/eller diabetes mellitus typ 1. Obduktionsdata saknas
frin en av hundarna (Meij et al., 2012). Hypofysit pavisades i vdvnad insamlad vid
hypofysektomi i detta fall.
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Diagnostik

For faststillande av definitiv diagnos och klassificering av hypofysdr inflammation krédvs
histopatologisk undersdkning genom hypofysektomi (Rzechorzek et al., 2017). Eftersom
behandling skiljer mellan olika selldra patologiska tillstdind rekommenderar bade Meijj et al.
(2012) och Rzechorzek et al. (2017) att biopsi tas infor behandling. Post mortal undersékning
av hypofysen rekommenderas dven pa alla hundar med oklar dodsorsak (Wolfesberger et al.,
2011).

Den relativt ospecifika och heterogena kliniska bilden har hos flera hundar foranlett analys av
plasmanivaer av hypofyshormoner och/eller deras respektive malorganhormoner. Fordndrade
nivéer dr dessvérre inte specifika for hypofysit men av betydelse for val av insatt behandling
(Polledo et al., 2017).

Bilddiagnostik i form av datortomografi och MRT har kunnat pévisa en sellér eller supraselldr
massa hos de hundar dér sddan undersokning utforts. Det gar dock inte att genom bilddiagnostik
sarskilja ett icke-funktionellt adenom fran hypofysit, varav det forstndmnda ar betydligt
vanligare forekommande (Meij et al., 2012). Eventuellt kan en inhomogen kontrastforstarkt
massa vid MRT styrka misstanken om inflammation (Polledo et al., 2017).

Cerebrospinalvitska (CSF) provtogs i det misstinka fallet av hypofysit. Detta pavisade
lymfocytdr pleocytos vilket enligt forfattaren styrker en sannolikhetsdiagnos med lymfocytér
hypofysit (Rzechorzek et al., 2017).

Behandling

Framgéngsrik behandling finns bara beskriven i ett fall (Rzechorzek ef al., 2017). Denna hund
blev helt kliniskt aterstélld efter tolv dagar pa insatt behandling med prednisolon (0,91 mg/kg,
q24h, p.o.). Uppfoljande bilddiagnostisk undersékning visade péd total tillbakagang av
fordndringar. Glukokortikoidbehandling har bara initierats 1 ett fall for 6vriga hundar, och
paborjades di forst tvd ménader efter att kliniska sjukdomstecken debuterat (Adissu et al.,
2010). I ovriga fall dér misstanke om hypofysédr expansion forelegat har behandling med
glukokortikoider avstatts pa grund av tumormisstanke. Det dr viktigt att kénna igen primér
hypofysit hos hund eftersom tillstdndet kan vara sjdlvbegransande och svara bra pa medicinsk
behandling (Mejj et al., 2012).

Som for ovriga tillstdind med hypopituitarism bestdr behandlingen av komplettering av
hormonunderskottet (Rijnberk & Kooistra, 2010). Behandling med desmopressin och
levotyroxin, for DI respektive hypotyreoidism, finns beskriven hos de sju hundar som
redovisats har.
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Lymfocyter i hypofysen

Det verkar allmént vedertaget att lymfocyter inte forekommer normalt i hypofysen, men hir
finns en lucka i litteraturen. Inga publicerade studier har kunnat hittas som undersoker
forekomst av lymfocyter 1 hypofysen hos hund i stérre omfattning. Adissu et al. (2010) anger
att hypofysvivnad fran friska hundar anviandes som kontroll och att inga CD3+ eller CD79a+
celler kunde pévisas. Det framgar dock inte hur manga hundar det handlar om. I en nyligen
publicerad studie med 24 histar kunde lymfocyter pavisas hos samtliga (Grau-Roma et al.,
2017). Hypofysen undersoktes histologiskt av tva patologer (European College of Veterinary
Pathologists board-certified veterinary pathologists). I hilften av fallen kunde inga uppenbara
lymfocyter identifieras genom H&E-fargning, men genom IHC kunde ett mindre antal T-celler
pavisas hos samtliga hdstar. I en humanstudie pdvisade Shanklin (1948; 1951) lymfocyter i
hypofysen genom histologisk undersékning av H&E-fargade snitt hos 43 av 100 individer vid
obduktion, dir dodsorsaken ej kunde kopplas till patologi i hypofysen. Lymfocytaggregaten var
framfor allt lokaliserade till pars intermedia. Ytterligare humanstudier indikerar att lymfocyter
forekommer 1 hypofysen orelaterat till klinisk sjukdom men uppfattning géllande prevalens
saknas dn sa ldnge (Caturegli et al., 2005).

Samtliga former av primédr hypofysit hos méinniska innehéller mer eller mindre inslag av
lymfocytinfiltrat vars sammansittning divergerar ndgot mellan studier. I ett flertal studier har
T-celler forekommit i stérre proportion &n B-celler vid bdde LYH och GRH (Hashimoto ef al.,
1991; Fehn et al., 1998; Gutenberg et al., 2005; Mirocha et al., 2009; Rao et al., 2016). Tashiro
et al. (2002) fann diremot lika andel T- och B-celler vid dessa tillstdind. CD4-CD8-kvoten
skiljer ocksa mellan studier. Gutenberg et al. (2005) anger CD4+ och CD8+ T-celler i lika
forhallande oavsett histopatologisk underklass och att en 6kad andel aktiva CD8+ T-celler ses
vid kortare anamnes. En annan studie beskriver att vid LYH dr CD4+/CD8+ > 1 och vid GRH
ar CD4+/CD8+ < 1 (Rao et al., 2016).

Immunohistokemisk fenotypning av lymfocytinfiltratet vid hypofysit hos hund har gjorts i tva
fall. Adissu et al. (2010) pavisade B-celler (70%) 1 majoritet dver T-celler (30%) celler, vilket
star 1 kontrast till Meij ef al. (2012) dér infiltratet uteslutande bestod av T-celler.

For att battre kunna tolka fynd av lymfocytinfiltrat, syftade denna studie till att undersoka
forekomst av lymfocyter och i forekommande fall deras distribution, i hypofysen hos hund.
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MATERIAL OCH METODER
Provmaterial

Provmaterialet bestod av hypofysvidvnad fran hundar som inkom for rutinobduktion till BVF
vid SLU 1 Uppsala under tidsperioderna:

1. 28 november 2013 till 18 februari 2014
2. 13 april 2017 till 26 september 2017

Insamling skedde utan hénsyn till anamnes eller patologisk fragestillning. Undantag gillde
hundar med fragestéillning om intrakraniell patologi dir hypofysen ej kunde reserveras at denna
studie. Ett inklusionskriterie, bestdende av ldgstadldern tolv ménader, tillimpades i efterhand
pa det insamlade materialet. Dessutom uteslots tidigt insamlade preparat eftersom en viss
inldrningsstriacka, gillande anatomi och vévnadshantering, bidrog till att dessa var histologiskt
svarbedomda.

Insamling och hantering av provmaterial

For att minimera graden av autolys i vdvnaden s& skedde insamling inom ett dygn efter
avlivning. I tva fall saknades exakt datering for insamling. Insamling kan da ha dr6jt upp till tre
dygn efter avlivning.

Genom att 6ppna upp skalltaket kaudodorsalt kunde hjidrnan tas ut intakt ur kraniet. Eftersom
diaphragma sellae innesluter hypofysen 1 sella turcica och anslutande kirl utdvar en
fasthdllande verkan, dissekerades dessa forsiktigt loss s hypofysen blev frilagd. Annars finns
en Overvigande risk att adenohypofysen blir kvar i sella turcica, medan neurohypofysen foljer
med hjérnan, vid urtagningen. Oppning av skalltak utfordes av obduktionstekniker

Efter urtagning gjordes en rektanguldr incision runt hypofysen genom hypotalamus och
synnerv, strax rostralt om synnervskorsningen, sa att hypofysen separerades tillsammans med
detta block. Synnervskorsningen anvindes senare som riktmérke for att lokalisera ventrala
mittlinjen. Det rektanguldra vavnadsblocket skars av dorsalt. Vdvnaden lades sedan 1 10%
formalinlosning for fixering. Efter 1-2 dygn i1 formalinlésning gjordes ett midsagittalsnitt
genom hypofysen, med synnervskorsningen som riktmérke. En formalinfixerad hypofys ses i
figur 3. Viavnaden lades sedan éter i formalinldsning i avvaktan pé vidare paraffininbdddning.
Inbdddning av de formalinfixerade preparaten och ddrefter snittning till 4 pm tjocka
vévnadssnitt utférdes av BVF vid SLU i Uppsala. Total tid i formalinlosning, frén urtagning till
inbaddning, var 1-4 dygn.

Histologi

De formalinfixerade paraffininbdddade vdvnadssnitten fargades med H&E av BVF vid SLU 1
Uppsala for histologisk undersékning. De H&E-firgade preparaten bedomdes med avseende
pa forekomst av lymfocyter och tecken pa andra fordndringar.
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chiasma opticum

‘ corpus mamillare

pars distalis neurohypophysis infundibulum
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chiasma opticum hypophysisis cerebri

Figur 3. Formalinfixerad hypofys med néirliggande hypotalamus i a) lateroventral och b) ventral vy. c)
samma provmaterial efter midsagittalsnitt, medial vy.

Immunohistokemi

IHC utfordes pa de formalinfixerade paraffininbdddade preparaten som ytterligare analysmetod
for pavisande av lymfocyter samt vidare fenotypning av lymfocytinfiltratet. Preparaten
deparaffinerades 1 xylen och rehydrerades i sjunkande koncentrationer av alkohol enligt
protokoll for IHC, se figur 4. Upphettning (92°C) med trishydroxymetylaminometan-
etylendiamintetraittiksyra (Tris-EDTA) 1 20 min anvéndes som “antigen retrieval”. Blockering
av endogen peroxidasaktivitet (POD) skedde genom inkubation i morker med viteperoxid 3%
1 5 min. Monoklonala mus-anti-human-CD3- och mus-anti-human-CD79a-antikroppar fran
Dako Denmark A/S, vilka ir specificerade i figur 4P, valdes for pavisande av T- respektive
B-celler. Lymfknuta fran hund 3 i tabell 4 utgjorde positiv kontroll. Hypofysvidvnad fran hundar
som ingick i studien, ddr den primédra antikroppen uteldmnades, fungerade som negativ kontroll.
Glas med vdvnadssnitt som genomgar inkubering kan ses i figur 5. Avidin-biotin-peroxidas
(VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit) och diamino-benzidine (ImmPACT DAB Peroxidase
Substrate) frdn Vector Laboratories anvindes for infirgning, se figur 4¢. Spidning gjordes
enligt anvisning fran tillverkaren med undantag for den sekundira antikroppen. P& grund av
problem med bakgrundsfargning spidddes den sekundira antikroppen 1:800 (rekommenderad
spidning 1:200). Dessutom tillsattes 1% normalserum fran hund, se figur 4F, till den sekundira
antikroppen enligt forslag 1 tillverkarens felsokningsguide. Motfargning gjordes med
hematoxylin. Preparaten genomgick dehydrering i stigande koncentrationer av alkohol och
klarning i xylen innan montering med pertex.

Preparaten bedomdes genom ljusmikroskopi. For att undvika risk for falskt positivt infargade
celler tillampades foljande kriterier, som samtliga var tvungna att vara uppfyllda, for att en
infargad cell skulle tolkas som lymfocyt:
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1. Cellmorfologi av infargad cell 6verensstimde med en lymfocyt, d.v.s. liten cell med rund
till 14tt indenterad cellkdrna och sparsam mingd cytoplasma.

2. Infirgning av cytoplasma.

3. Infargningen omgav en identifierbar cellkirna.
Uppenbara intravaskuldra och intrasinusoidala CD3+ och CD79a+ celler exkluderades.

Kvantifiering av CD3+ och CD79a+ celler

For kvantifiering av CD3+ celler definierades 14 omraden i hypofysen dér antal CD3+ celler
per areaenhet (CPA), med areaenheten kvadratmillimeter (mm?), bestiimdes p4 ett systematiskt
och konsekvent sitt for respektive omrade, se figur 6. Arean beréknades genom ett okular med
rutnit, 10x10 liksidiga rutor, dir hela rutnitet métte 0,0625 mm? (0,000625 mm?/ruta) vid 400x
forstoring. Arean for respektive omréde i figur 6 var mellan 0,065-0,5 mm? beroende pa
tillginglig mdngd material i preparatet.

For CD79a+ celler riknades det totala antalet celler per preparat.

Statistisk analys

Statistisk analys utférdes med R (v. 3.4.3, The R Foundation). Icke-parametriska test
tillampades. Skillings-Macks test anvindes for att undersoka skillnader i antal CD3+ CPA
mellan hypofysens fem huvudsakliga histoanatomiska delar och dir varje hund/preparat
motsvarade ett block. Post-hoc-analys utférdes genom upprepade parvisa jaimforelser mellan
de olika delarna i hypofysen med Wilcoxons teckenrangtest och korrektion for multipla tester
med Holm-Bonferronimetod. Mann-Whitneys test anvdndes for att undersoka skillnader i antal
CD3+ CPA mellan hundar med multicentriskt malignt lymfom och 6vriga hundar, samt mellan
kastrerade och intakta hundar. Korrektion for multipla tester utférdes med Bonferronimetod
genom multiplikation med 5.
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1. Deparaffinering Xylen, 3x5 min.
2. Rehydrering Alkohol 100%, 2x1 min = Alkohol 95%, 2x1 min = Alkohol 70%,
2x1 min = Destillerat vatten, 5x1 min.
3. Tvitt TBSTA 1X, 3x5 min.
4. Antigen retrieval Tris-EDTAB pH 9,0, i vattenbad 92°C, 20 min = L&t svalna i Tris-
EDTA-16sningen, rumstemperatur, 20 min.
5. Tvitt TBSTA 1X, 3x5 min.
6. Inringning Ringa in snitten med penna.
7. Blockering, endogen Inkubera med H202 3% for blockering av endogen POD, i morker,
POD rumstemperatur, 5 min.
8. Tvitt TBSTA 1X, 3%x5 min.
9. Blockering, ospecifik  Inkubera med blockeringsserum® rumstemperatur, 20 min =
infirgning Avligsna dverflodigt serum efter inkubation.
10. Primér antikropp Inkubera med primér antikropp, CD3P alt. CD79a¥, rumstemperatur,
60 min.
Negativ kontroll: inkubera med TBST i stéllet for primér antikropp!
11.  Tvitt TBSTA 1X, 3x5 min.
12. Sekundir antikropp Inkubera med sekundar antikropp® ', kylskap, 30 min.
13. Tvitt TBSTA 1X, 3%5 min.
14. ABC Inkubera med ABC-reagent®, rumstemperatur, 30 min.
15.  Tvitt TBSTA 1X, 3%5 min.
16. Infirgning ABC Inkubera med KfOMOgenyDABC, rumstemperatur, 90 s.
17. Skéljning Rinnande kranvatten, 15 min.
18. Kaérnfirgning Mayers Hematoxylin, 80 s.
19. Skéljning Rinnande kranvatten, 15 min.
20. Dehydrering Alkohol 70%, 2x10 s = Alkohol 95%, 2x10 s = Alkohol 100%,
1x10 s+ 1x30s.
21. Klarning Xylen, 2x10 s + 1x5 min.
22. Montering Montera tickglas med pertex.

A Tris buffered saline/0,1% Tween-20 (TBST) 1X. Tillredning TBS 10X: Tris-HCI 24,23 g,
NacCl 80,06 g, destillerat vatten 1000 ml, justera pH till 7,6 med HClI/NaOH.

B Tris-EDTA 1X. Tillredning: Tris Base 1,21 g, EDTA 0,37 g, destillerat vatten 1000 ml, Tween
500 pl (0,05%), justera pH till 9,0 med HCI/NaOH.

C  VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit (Peroxidase, Mouse IgG), PK-6102 (Vector
Laboratories, Inc, Burlingame, California, USA). Innehéller blockeringsserum, sekundar
antikropp och ABC-reagent. Spéades enligt medfdljande anvisning med TBST 1X. OBS:
sekundar antikropp spades 1:800.

D Monoclonal Mouse Anti-Human CD3, Clone F7.2.38, M7254, 138 mg/l (Dako Denmark
A/S, Glostrup, Denmark). Spades 1:400 med TBST 1X. Beddmning av hypofys fran hund nr 2,
5 och 7 i tabell 4 vid spadning 1:800 p.g.a. kraftig bakgrundsféargning vid spadning 1:400.

E Monoclonal Mouse Anti-Human CD79acy, Clone HM57, M7051, 250 mg/ml (Dako
Denmark A/S, Glostrup, Denmark). Spéades 1:200 med TBST 1X.

F Normalserum fran hund (Klinisk kemiska laboratoriet, SLU, Uppsala, Sverige). 1% serum
tillsétts spadningen med sekundér antikropp.

G

ImmPACT DAB Peroxidase (HRP) Substrate, SK-4105 (Vector Laboratories, Inc,
Burlingame, California, USA). Spides enligt medfoljande instruktion.

Figur 4. Protokoll for immunohistokemi.
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Figur 5. Glas med vivnadssnitt som genomgar inkubering.

Adenohypofysen
PD. pars distalis
PL  pars intermedia
PT. pars tuberalis

Neurohypofysen

I.  infundibulum
L.N. lobus nervosus

Indelningar

c¢.  kaudal

c.d. kaudodorsal
c.v. kaudoventral
di.  distal

m. mellerst/mitten
pr.  proximal

T rostral

rd. rostrodorsal
r.v. rostroventral

Figur 6. Valda omraden i hypofysen ddr antal CD3+ celler per areaenhet bestimdes. Forkortningar
forklarade till héger i figuren.
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RESULTAT

Provmaterialet bestod av hypofysvidvnad fran totalt 20 hundar (N = 20), vilka ér listade i tabell
4. Medeléldern var 8,3 ar (SD = 2,8 ar). Urvalsgruppen bestod av 17 tikar (85%), varav 5
kastrerade (29,4%), och 3 hanar (15%), varav 1 kastrerad (33,3%). Fyra av hundarna (20%)
hade multicentriskt malignt lymfom. Sektionsdiagnos for 6vriga hundar ses i tabell 4.

Tabell 4. Hundar som ingick i studien

# Ras Alder Kon Sektionsdiagnos
1 Hamiltonstovare 9,8ar Tik Myxomatds mitralisklaffdegeneration med
ruptur av chorda tendinea
2 Blandras 8,74r Honkastrat Unilateral korsbandsruptur och osteoartrit
(multipla leder)
3 Eng. springer spaniel 11,5ar Tik Bilateral nefrolitiasis
4 Stravharig vorsteh 10,34r Tik Extraadrenalt paragangliom
5 Rottweiler 9,14r Honkastrat Multicentriskt hemangiosarkom
6 Papillon 14,2 4r Honkastrat Osteoartrit (kniled bilat.)
7 Labrador retriever 7,2ar Tik Glomerulonefrit och nefrotiskt syndrom
8 Golden retriever 89ar Tik Akut myeloid leukemi
9 Beagle 13,34r Honkastrat Fibrosarkom och osteosarkom juver
10  Golden retriever 6,7ar Tik Multicentriskt malignt lymfom och ovariellt
papillért cystadenokarcinom
11  Eng. springer spaniel 9,5ar Tik Duktulért karcinom i benign blandtumor
(multipla juverdelar)
12 Rottweiler 7,0ar Hane Bilateral korsbandsruptur, osteoartrit (multipla
leder) och spondylos (flertal ryggavsnitt)
13 Bullmastiff 4,5ar Tik Rupturerat hemangiosarkom hoger férmak och
hemoperikard
14 Samojed 6,1 &r Honkastrat Fokal inkarceration jejunum och sebakds adenit
15 Beagle 7.8ar Tik Mastocytom med metastasering
16 Blandras 7,2ar Tik Metastaserande juverkarcinom
17  Storpudel 2,1ar Tik Multicentriskt malignt lymfom
18 Engelsk bulldog 6,4ar Hane Multicentriskt malignt lymfom
19  Cav. king charles sp. 8,94r Hankastrat Multicentriskt malignt lymfom
20 Irldndsk varghund 7,74r Tik Dilaterad kardiomyopati och purulent
bronkopneumoni
Histologi

En uppenbar lymfocytinfiltration kunde pavisas i ett fall (hund 18, tabell 4) genom H&E-
fargning. Sektionsdiagnos hos denna hund var multicentriskt malignt lymfom. Hos hund 9 sags
en avgransad proliferation av polygonala celler, morfologiskt snarlika adenohypofysira
epitelioida celler. Cellerna uppvisade mild anisocytos, mild anisokaryos och lag mitosaktivitet.
Foridndringen, som bedomdes motsvara ett adenom, hade orsakat kompression av omgivande
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parenkym. Hos 3 hundar kunde kolloidfyllda dilaterade folliklar 1 pars distalis pavisas (hund
15, 16 och 19).

Immunohistokemi

Immunohistokemi pavisade enstaka diffust spridda CD3+ celler i hypofysen hos samtliga
hundar. Figur 7 visar CD3+ celler i pars tuberalis (hund 11) och pars distalis (hund 13). Data
over antal CD3+ CPA ar sammanstilld 1 tabell 5 efter hypofysens huvudsakliga
histoanatomiska delar: pars tuberalis, pars distalis, pars intermedia, infundibulum och lobus
nervosus. Avvikande hoga antal CD3+ CPA sigs hos hund 9 och 18. Eftersom histologi
pavisade adenom hos hund 9 och kraftig lymfocytinfiltration hos hund 18 exkluderades dessa
vid fortsatt statistisk analys. Antal CD3+ CPA i adenomet hos hund 9 var 54 CD3+ celler/mm?.
Antal CD3+ CPA {or 6vriga 18 hundar &r grafiskt presenterad som lddagram i figur 8.

Tabell 5. Antal CD3+ celler per areaenhet (CPA) angivet for pars tuberalis, pars distalis, pars
intermedia, infundibulum och lobus nervosus hos hund med samma nummer i tabell 4. Arean som
CPA dir uppskattad pd anges inom parantes i mm’. Streck (-) anger att vérdet saknas.

Pars tuberalis

Pars distalis

Pars intermedia

Infundibulum Lobus nervosus

# CPA (mm?) CPA (mm?) CPA (mm?) CPA (mm?) CPA (mm?)

1 8,9 (0,23) 3.4 (1,75) 6,0 (0,50) 0,0 (0,50) 2,0 (0,50)

2 16,0 (0,25) 6,5 (2,00) 6,9 (0,44) 0,0 (0,50) 0,0 (0,13) *
3 40,0 (0,25) 16,0 (0,50) - - 8,0 (0,25) - - **
4 21,3 (0,75) 15,0 (2,00) 16,0 (0,38) 4,0 (0,25) 3,0 (1,00

5 208 (0,63) 2,0 (1,50) 0,0 (0,25) 0,0 (0,13) 0,0 (0,75) *
6 26,7 (0,38) - - 16,0 (0,25) 6,0 (0,50) 6,7 (0,75)

7 50,7 (0,38) 3,0 (1,00 8,0 (0,38) 0,0 (0,25) 6,0 (0,50) *
8 4277 (0,38) 154 (1,63) 10,0 (0,50) 4,0 (0,50) 8,0 (0,50)

9 184,0 (0,13) 60,0 (0,50) - - 52,0 (0,25) - -

10 50,0 (0,50) 13,5 (1,26) 0,0 (0,44) 10,0 (0,50) 6,7 (0,75)

11 89,6 (0,63) 10,9 (1,75) 2,7 (0,75) 10,0 (0,50) 20,0 (1,00)

12 21,3 (0,75) 7,3 (1,50) 4,0 (0,25) 0,0 (0,50) 5,0 (1,00

13 94,7 (0,75) 25,5 (2,00) 6,7 (0,75) 0,0 (0,50) 15,0 (1,00)

14 16,0 (0,38) 9,3 (1,50) 6,0 (0,50) 2,0 (0,50) 3,0 (1,00

15 48,0 (0,25 6,0 (1,00) - - - - - -

16 46,0 (0,50) 14,7 (1,50) 6,4 (0,31) 0,0 (0,50) 7,0 (1,00)

17 64,0 (0,25 16,5 (2,00) 0,0 (0,27) 4,0 (0,50) 9,3 (0,75)

18 116,0 (0,50) 168,0 (1,00) 66,7 (0,38) - - 172,0 (0,50)

19 58,0 (0,50) 30,9 (1,75) 8,0 (0,50) 10,7 (0,38) 9,3 (0,75)

20 13,3 (0,38) 6,0 (2,00) 13,3 (0,38) 0,0 (0,38) 1,1 (0,88)

* Bedomning gjordes vid spadning 1:800 av den priméra antikroppen, jamfort med spadning

1:400 for 6vriga hundar.

** Cellrakning och uppskattning av CPA gjordes ¢j enligt de omradden som ar definierade i
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figur 6 p.g.a. att snittets plan devierade kraftigt fran sagittalplanet.
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Figur 7. a) CD3+ celler i lymfknutans kortikala omrdde, motsvarande lokalisation for T-celler (positiv
kontroll, hund 3); b) negativ kontroll for motsvarande omrdade som i a; ¢c) CD3+ cell i pars tuberalis
markerad med svart pil (hund 11); d) negativ kontroll fér motsvarande omrdde som i c; e¢) CD3+
celler i pars distalis markerade med svarta pilar (hund 13); f) negativ kontroll fér motsvarande
omrdde som i e. IHC. Bar, 50 um.
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Figur 8. Ladagram éver antalet CD3+ celler per areaenhet (mm?2) i pars tuberalis, pars distalis, pars
intermedia, infundibulum respektive lobus nervosus. Antalet CD3+ celler per areaenhet dr som hogst i
pars tuberalis och som ldgst i infundibulum. Punkter sammanbundna med linjer motsvarar varje
enskild hund/preparat. 1 figuren anges ocksd p-virden vid parvis jimforelse mellan de olika delarna i

hypofysen.

En signifikant skillnad av antalet CD3+ CPA pévisades mellan hypofysens olika delar, x* (4) =
45,90, p < 0,001. Antalet CD3+ CPA var som hogst i pars tuberalis (Median = 41,3 celler/mm?)
och som ligst i infundibulum (Median = 2,0 celler/mm?).

Jamforelse mellan hundar med multicentriskt malignt lymfom och Ovriga pévisade inga
skillnader for ndgon del av hypofysen. Likasé pavisades inga skillnader mellan kastrerade och
intakta hundar for ndgon del av hypofysen.

CD79a+ celler pavisades hos 7 hundar (35%). En kraftig infiltration av CD79a+ celler sédgs hos
hund 18, se figur 9. Antalet CD79a+ CPA uppmiittes till >500 celler/mm? i hypofysens samtliga
delar hos denna hund. Hund 19 hade ett mindre aggregat, med 12 st CD79a+ celler 1 pars
tuberalis, vilket rymdes inom ett synfélt vid 400x forstoring. Hos 6vriga fem hundar (hund 3,
5, 6, 7 och 13) kunde endast ett mycket litet antal CD79a+ celler (1-2 celler/preparat) pavisas.
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Figur 9. @) CD79a+ celler i hypofysen hos hund 18 med multicentriskt malignt lymfom. Pars distalis,
pars intermedia och lobus nervosus dr markerade i figuren; b) negativ kontroll for motsvarande

omrdde som i a. IHC. Bar, 50 um.
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DISKUSSION

Lymfocyter har normalt inte ansetts forekomma i hypofysen hos hund. And4 kunde enstaka
diffust spridda CD3+ celler, vilka beddmdes motsvara T-celler, pavisas genom IHC i hypofysen
hos samtliga 20 hundar som ingick i studien. Vidare kunde IHC bara pavisa CD79a+ celler,
vilka bedomdes motsvara B-celler, i betydande omfattning hos tvd hundar dir bada var
diagnosticerade med multicentriskt malignt lymfom. Standardinfargning med H&E pavisade
endast i ett fall en uppenbar forekomst av lymfocyter i form av en kraftig infiltration. Resultaten
samstdmmer med dem frdn tidigare studier pd hést och ménniska. Grau-Roma et al. (2017)
pavisade CD3+ T-celler hos samtliga undersokta kontrollhdstar genom IHC, vilka endast var
pavisbara i standardinfdrgning i hilften av fallen. Likasd har forekomst av lymfocyter i
hypofysen beskrivits hos minniska (Shanklin 1948; 1951). Resultaten i den aktuella studien
indikerar att en liten méngd T-celler kan forekomma normalt i hypofysen dven hos hund.

Lymfocytinfiltrat har beskrivits i samband med hypofysit hos hund (McAllister, 1991; Adissu
et al., 2010; Cramer et al. 2011; Wolfesberger et al., 2011; Meij et al., 2012; Polledo et al.,
2017). Ingen av hundarna i1 den aktuella studien misstinktes kliniskt ha en hypofysrelaterad
sjukdom. Histologisk undersdkning pdvisade en kraftig infiltration av lymfocyter i ett fall.
Infiltrationen dominerades av CD79a+ B-celler men dven ett avvikande hogt antal CD3+ CPA
kunde konstateras. Malignt lymfom med involvering av lever, bukspottkortel, gallblasa, mjélte,
magsdck, hjirta, multipla lymfknutor och benmérg faststilldes i samband med obduktion hos
denna hund. Fenotypning av lymfocytinfiltraten i andra organ dn hypofysen utférdes ej, men
med avseende pa infiltratets sammanséttning i hypofysen ar det rimligt att anta att lymfomet
inbegriper B-cellslinjen. Vidare bedomning av B-cellernas karaktéristika utférdes ej i denna
studie. Aven om antalet CD3+ CPA var hogre i hypofysen hos denna hund jimfort med
majoriteten av hundarna, s var infiltratets utseende likartat med enstaka diffust spridda T-
celler. Detta skulle kunna reflektera en respons orsakad av infiltrationen av B-celler. Hos en av
hundarna sags ett mindre aggregat med 12 st CD79a+ B-celler i pars tuberalis. Denna hund
hade ocksa multicentriskt malignt lymfom vilket skulle kunna forklara fyndet av CD79a+ B-
celler i hypofysen.

Ett avvikande hogt antal CD3+ CPA sdgs dven hos en 13 &r gammal kastrerad tik med
hypofysadenom som enligt anamnestiska uppgifter forefaller icke-funktionellt. Biokemiska
analysdata saknas 1 detta fall. Fibrosarkom och osteosarkom i flera juverdelar faststilldes som
sektionsdiagnos. Hypofystumoérens histologiska utseende, i form av en vilavgriansad
proliferation av polygonala celler med mild anisocytos, mild anisokaryos och lag mitosaktivitet,
gjorde att metastas fran tumdrer pavisade i juver bedémdes som mindre troligt. Aven i detta fall
skulle ett hogt antal CD3+ CPA kunna forklaras som en respons till adenomet eller till f6ljd av
kompression och vivnadsskada i omgivande parenkym.

Signifikanta skillnader, géllande antal CD3+ CPA, mellan hypofysens olika delar kunde
pavisas. Antalet CD3+ CPA var generellt hogre i1 adenohypofysen, jamfort med
neurohypofysen, och hogst i pars tuberalis. En forklaring till skillnaderna kan ligga i hypofysens
blodcirkulation. Kapillirbddden har en mycket hogre densitet och storre karl-diameter i
adenohypofysen jimfort med neurohypofysen (Akmayev, 1971). Adenohypofysen borde
saledes vara exponerad for ett hogre tryck av cirkulerande lymfocyter. Adenohypofysens
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arteriella forsorjning fas i huvudsak fran artdrer som utgar fran circulus arteriosus cerebri, vilka
ansluter till det priméra kapillarndtverket som forsorjer pars tuberalis, som via portasystemet
forsorjer pars distalis. Cirkulerande lymfocyter kommer dérfor forst i kontakt med pars tuberalis
pa sin resa genom adenohypofysen. Pars tuberalis dr dessutom forst exponerad for eventuella
cirkulerande skadliga agens som skulle kunna orsaka vdvnadsskada och rekrytering av
lymfocyter som f6ljd. Den arteriella forsorjningen av neurohypofysen kommer i forsta hand
fran artérer som ansluter till neurohypofysens kaudala pol.

Uppbyggnaden av adenohypofysen och neurohypofysen skiljer sig at. Adenohypofysen bestér
av ett kortelparenkym medan neurohypofysen dr en forlangning av hypotalamus bestiende av
axon och pituicyter. Adenohypofysen dr dessutom mer plastisk i sin natur nir det kommer till
omstéllning av produktion och frisittning av hormoner. Det hér dr ocksa skillnader som skulle
kunna forklara distributionen av CD3+ T-celler.

Att CD3+ T-celler forekom i storre omfattning 4n CD79a+ B-celler 6verensstimmer med att
T-celler dr den dominerande cirkulerande fenotypen (Tizard, 2013).

Vid jamforelse mellan hundar med malignt lymfom och &vriga, samt mellan kastrerade och
intakta hundar kunde inga skillnader géllande antal CD3+ CPA pavisas for nidgon del av
hypofysen. Det bor dock understrykas att detta bygger pd resultat med mycket smé
urvalsgrupper.

Provmaterialet bestod av hypofysvdvnad insamlad vid rutinobduktion. Med undantag for tva
hundar, vilka avlivades utan specifik fragestéillning, sa uppvisade dvriga hundar ndgon form av
tecken pa sjukdom. Det gar inte utesluta att systemisk sjukdom skulle ha kunnat orsaka de funna
lymfocytinfiltraten. CD3+ T-celler pévisades i hypofysen hos samtliga hundar, dven i tvé fall
dér klinisk bild och sektionsfynd framst var lokaliserade till rorelseapparaten. Detta faktum gor
det rimligt att anta att systemisk sjukdom inte gett upphov till lymfocytinfiltrat i hypofysen hos
samtliga hundar.

Antal CD3+ CPA sammanstilldes for hypofysens olika delar, se tabell 5, baserade pa data for
de omraden som é&r definierade i figur 6. Nagot eller ndgra omrdden saknades i i stort sett alla
preparat. Dessutom fanns individuella skillnader 1 hypofysens morfologi, nivaskillnader mellan
snitten i forhallande till midsagittalplanet och varierande grad av deviation i1 forhédllande till
sagittalplanet. Detta innebér att ett och samma omrade hos en individ inte till fullo motsvarar
det hos en annan. Genom sammanslagning av registreringar frdn flera omraden erholls
forhoppningsvis ett mer representativt genomsnitt. For att 6ka precisionen skulle flera snitt fran
samma individ i olika nivaer kunnat undersokas.

Ett flertal problem har forelegat med analysmetoden (IHC) och valda komponenter.
Bakgrundsfargning orsakad av den sekundira antikroppen kunde reduceras enligt forslag pé
atgérder i tillverkarens felsokningsguide, men kunde inte elimineras fullstdndigt. Detta innebar
en Okad risk for falskt positiva resultat och typ I-fel (o), men som minimerades genom
tillimpning av strikta tolkningskriterier rérande cellmorfologi och lokalisation for att tolkas
som lymfocyt. Darmed infordes en viss risk for falskt negativa och typ II-fel (), men denna
risk foredrogs framfor risk for for typ I-fel. Ett forslag pé dtgérd i tillverkarens felsokningsguide
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var att tillsdtta 2% normalserum frdn samma djurslag som den analyserade vdvnaden till den
sekunddra antikroppen. I denna studie tillsattes 1% normalserum frdn hund till den sekundira
antikroppen vilket tillsammans med ytterligare spiddning av sekundéra antikroppen och tillsats
av detergent (Tween 20) i buffertlosningen, se figur 4, reducerade bakgrundsfiargningen
markant. Negativ kontroll vid respektive korning visade péd konsekvent reduktion av
bakgrundsfargning.

Den priméra antikroppen gav ockséa upphov till bakgrundsfirgning. Méngden varierade mellan
preparaten och dven mellan omraden i samma preparat. Vissa delar av preparaten var darfor
inte mojliga att analysera. I de fall dér detta var ett problem utfordes upprepad infargning av
nya snitt frain samma individ. Om bakgrundsfargningen kvarstod i samma omréade forklarades
detta som artefakter i samband med t.ex. fixering, dehydrering eller snittning och det aktuella
omradet uteslots frin analys. Forsok att spada den priméra antikroppen ytterligare gav i stillet
en genomgaende dalig kontrast. I tre fall kunde bedomning av CD3+ celler inte goras vid den i
ovrigt anvianda spddningen 1:400. Bedomning gjordes i stdllet vid spddning 1:800. Anti-
CD79a-antikroppen faste, forutom in till sitt tdinkta méalantigen hos B-cellen, dven in till okdnd
epitop hos celler i blodkérlsvaggar. Bedomning i ndrheten av kirl var darfor svar och infargning
i néra anslutning tolkades inte som sann positiv. Detta kan innebéra att perivaskuldra CD79a+
B-celler uteldmnats och att antalet CD79a+ B-celler underskattats. Kompletterande analys med
ytterligare anti-B-cells-antikroppar, riktade mot exempelvis Pax5 och CD20 som anvinds vid
fenotypning av lymfom, kunde méjligtvis ha eliminerat detta problem (Avery et al., 2013).

Ekonomiska begrinsningar ledde till valet att anvénda snitt dir primér antikropp utelimnats
och ersatts med enbart buffertlosning som negativ kontroll. Detta anses inte vara lege artis
enligt vissa forfattare d& det inte gar att avgora huruvida antikroppen har bundit in till sitt
antigen via den antigenbindande delen pa Fab-fragmentet eller via ospecifika mekanismer
(Hewitt et al., 2014). Vid anvéndning av en monoklonal primér antikropp rekommenderas
darfor att denna ersdtts med en irrelevant isotypmatchad monoklonal antikropp. Det bor dock
tilldggas att det finns mycket lite publicerad evidens géllande negativ kontroll i IHC (Torlakovic
etal.,2014).

Uppenbart intravaskuldra och intrasinusoidala lymfocyter inkluderades inte vid cellrdkning.
Uppskattningsvis utgjorde de ca 10-20% av de identifierade lymfocyterna. Det gar dock inte
utesluta att nagra cirkulerande lymfocyter blivit medriknade. Aven om adenohypofysen ir
rikligt vaskulariserad s& forvéntas bara ett litet antal cirkulerande lymfocyter i ett histologiskt
snitt. Ett storre antal skulle 1 s fall indikera en process som rekryterar lymfocyter i hypofysen.

Trots ovan ndimnda problem beddms resultaten som tillforlitliga. Inklusionskriterier tillimpades
for att undvika falskt positiva. De valda primira antikropparna ér forvisso riktade mot humana
antigen men #r enligt tillverkarens specifikation verifierade for analys hos hund. Aven om
ytterligare studier behdvs for att fordjupa kunskaperna pd omradet har det i denna studie forsta
géngen pavisats CD3+ T-celler i hypofyser vid rutinobduktion av hundar dér det inte fanns
ndgon klinisk misstanke om hypofyspatologi. Det 14ga antalet CD79a+ B-celler tyder pa att
forekomsten av B-celler ar 14g.
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Konklusion

Resultaten fran denna studie indikerar att lymfocyter forekommer i sparsam méngd i hypofysen
hos hundar utan klinisk misstanke om hypofysit. Resultaten indikerar vidare att majoriteten av
lymfocyterna utgérs av T-celler och att dessa framfor allt &r beldgna i pars tuberalis.
Forekomsten av B-celler forefaller 1ag.
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