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SAMMANFATTNING

Pyometra, varbildande livmoderinflammation, &ar emnlig sjukdom pa

okastrerade aldre tikar. Under efterlopet, da liderm ar under paverkan av
progesteron, skapas en gynnsam miljo for baktatteraxa till, vilket kan leda till

att pyometra utvecklas. De vanligaste symptomemeitsatt allmantillstand,

nedsatt aptit, variga flytningar fran kénsvagarpalyuri och polydipsi samt

krakningar. Behandlingen som rekommenderas argamlovariohysterektomi.

Mastceller ar celler som framst ar kanda for a#lapen stor roll vid allergiska
reaktioner, da de frisatter preformerade granul@eldllande bl.a. histamin,
serotonin och cytokiner vilket ger upphov till enmmunmedierad

Overkanslighetsreaktion. Mastceller har aven visedsa involverade i det

medfédda forsvaret mot vissa patogener. Mastdefiedven granula innehallande
proteaser. Proteaser ar enzymer som klyver proteiok det finns tre stycken
mastcellsspecifika proteaser: chymaser, tryptasech omastcells-CPA

(carboxypeptidase A). Hos hund &ar det beskrivetdett finns ett chymas, ett
tryptas samt mastin som ar ett enzym med trypsakikitet.

Syftet med denna studie var att undersoka mojlidiniskt varde av
mastcellsenzymer som biomarkdrer i blodet vid dimgrav samt eventuellt
prognos for hundar med pyometra. | denna underagkstuderades nivaerna av
enzymerna mastin, tryptas och caspase 4, men @dtkstas-lik aktivitet, CPA-
aktivitet (carboxypeptidase A) samt chymotrypskaktivitet.

Med hjalp av real time PCR kunde en statistiskinifikant skillnad ses i

genuttrycket av mastin i livmodervavnaden hos hundad pyometra jamfort
med hos friska tikar. Dock kunde inte matbara nivée varken mastin, tryptas
eller caspase 4 i serum pavisas med hjalp av We&lat. Nagon skillnad i

elastas-lik, chymotrypsin-lik eller CPA-aktivitet serum mellan de bada
grupperna kunde inte heller identifieras.



SUMMARY

Pyometra, chronic purulent endometritis, is a commnigsease in intact older
bitches. During metoestrus, when the uterus isuémited by the hormone
progesterone, an environment favourable for badtgrowth is formed, which
can lead to the development of the disease. Thé¢ comsmon signs of pyometra
are depression, anorexia, purulent vaginal dis@sargolyuria, polydipsia and
vomiting. The treatment of choice is ovariohystevaty.

Mast cells are primarily known for their importardgles in allergic reactions.
When activated, mast cells release preformed geancbntaining for example
histamine, serotonin and cytokines that generatas immune mediated
hypersensitive reaction. Mast cells have also s®wn to participate in the
innate immunity defense against certain pathog®msteases, some of them
produced by mast cells, are enzymes with the cgptricleave proteins. There
are three types of mast cell specific proteaseBymases, tryptases and mast cell
CPA (carboxypeptidase A). Previously one chymase,toyptase and mastin- an
enzyme with trypsin-like activity have been demeoatstd in dogs.

The purpose of this study was to examine possimentarkers, detectable in
blood, for diagnosis of or possibly prognosis daieation in dogs with
pyometra. In this study we examined mastin, tryptasspase 4, elastase-like
activity, CPA-activity (carboxypeptidase A) and amytrypsin-like activity.

By means of real time-PCR a significant differemeeghe amount of mastin in
uterine tissue between dogs with pyometra andeatintrol dogs was detected.
There were, however, no measurable concentratioserum of mastin, tryptase
or caspase 4 as examined with Western Blot. Theas also no detectable
difference between the two dog groups regardingepse activity (chymases-like,
tryptases-like and CPA).



INLEDNING
Pyometra

Pyometra ar en akut eller kronisk varbildande lidexanflammation (Bild 1) som
drabbar framst aldre tikar under efterlopsperioden [6pcykeln. Sjukdomen
orsakar bade genitala och extragenitala forandringa uppstar pa grund av bade
hormonell paverkan och bakteriell infektion i livchern. Under metostrus
(efterlopsperioden) ar blodkoncentrationen av hamgrogesteron hdg och detta
paverkar livmodern pa olika satt. Bland annat skimas kortelproliferation i
endometriet och exkretionen fran kortlarna ©6karog@steron hammar aven
immunforsvaret vilket gor livmodern mer mottaglgr foakterier. Aktiviteten av
livmodermuskulaturen minskar och livmoderhalsenrvigg¢ halls sluten. Allt
detta tillsammans leder till en livmodermiljo som lamplig for utveckling av
foster men som aven ar lattare mottaglig for intekimed bakterier (Hardy et al.,
1974). Exogent tillfért dstrogen har inte visat #gnna framkalla pyometra
(Dow, 1959) men Okar daremot livmoderns mottaglighi@ progesteronets
effekter vilket kan vara anledningen till att betlsmy med Ostrogen for att
avbryta draktighet har associerats med Okad riskpf@metra (Bowen et al.,
1985). Bakterier tar sig in i livmodern under Ostr@a cervix ar 6ppen och
livmodern &r under paverkan av Ostrogen. Kvarvegabdkterier kan sedan
etablera en infektion under metostrus under pregespaverkan (Hardy et al.,
1974).

Bild 1. Bilden visar en kraftigt forstorad och wdttl livmoder som avlagsnas med
operationen ovariohysterektomi.

Foto: Ragnvi Hagman



En vanlig patologisk forandring under met6strus hblsar ar cystisk
endometriehyperplasi (CEH), vilket lange har laagsetts vara ett forstadie till
pyometra (Hardy et al.,, 1974). Sannolikt uppstarHCé&ter att livmodern vid
upprepade tillfallen paverkats av progesteron dthletta i sin tur predisponerar
livmodern for sekundar bakteriell paverkan vilketnkleda till pyometra (Dow,
1959). Pa senare tid har man dock borjat sepasssadva sjukdomstillstdnd med
avseende pa Klinisk bild och livmodermorfologi iatwlika delar: CEH-
mukometrakomplexet samt endometrit-pyometrakompleRe bada komplexen
har mycket gemensamt, bland annat histologiskt, amses kunna uppsta som tva
skilda lidanden (De Bosschere et al.,, 2000). Det#aonemang stods av
forskningsstudier som visar pa skillnad i forekomsv Ostrogen- samt
progesteronreceptorer vid de olika tillstanden Bosschere et al., 2002).

Den vanligaste bakterien som isoleras fran livmoderss hundar med pyometra
ar Gram-negativa bakterigtscherichia coli(E. coli). E. coliisolerades i 72 % av
pyometrafallen i en forskningsstudie. | 16 % avefaloch nast vanligast i samma
studie var en blandinfektion me#. coli och Gram-positiva streptokocker
(Vandeplassche et al., 1991). At coli vanligen isoleras kan forklaras bade av
att dessa bakterier hor till normala bakteriefloramgina hos tikar men ocksa av
att de har affinitet for epitel i bade urinvagahdiwmoder och aven muskellager i
urinvagarna. Affiniteten &r beroende av livmodehmmonella status och en
progesteronpaverkad livmoder under metOstrus  paverkbakteriens
bindningsférmaga positivt. Pa grund By coli-bakteriernas formaga att binda till
slemhinnan i livmodern kan de motsta de férsvarem&kner som annars
eliminerar bakterier fran omradet (Sandholm et1#l75).

Pyometra a&r en mycket vanlig sjukdom och har raBgpesition. Bland annat

Rottweiler, Collie, Cavalier King Charles SpaniehoGolden Retriver har dkad
risk att utveckla sjukdomen och &ven i tidig aldav. alla tikar yngre an 10 ar

som soOkte veterinarvardsersattning ar 1996, och samforsakrade i Agrias

databas, fick 13,7 % diagnosen pyometra. Medelalfteratt utveckla sjukdomen

var samma ar 6.9 ar, men detta ar troligen lagréeinegentliga medelaldern da
hundar 6ver 10 ar inte ingick i studien (Egenvakle 2001).

Symptom

Allvarlighetsgraden pa symptomen beror pa om cegixdppen eller sluten,
sjukdomsdurationen samt hur allvarliga de extragénioch uterina skadorna ar.
De vanligaste symptomen pa pyometra ar dock nedalmantillstand,
depression, anorexi, vaginala flytningar, poliwljglipsi samt krékningar (Hardy
et al., 1974).

Eftersom symptomen vid pyometra kan variera mydikets manga tankbara
differentialdiagnoser som till exempel dréaktighgigbetes, hyperadrenocorticicm
samt generell leversjukdom, vilka utesluts med adeliagnostik (Hardy et al.,
1974).

Diagnostik och behandlingsprinciper

Man bor alltid utesluta pyometra pa en sjuk, olastl tik i efterlépsperioden
eftersom symptomen kan vara mycket varierande.ilEsom uppvisar typiska
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symptom som t.ex. vaginala flytningar, depressi@h &rakningar bor direkt

undersodkas och utredas vidare (Johnson C., 2008ja [@o6rs oftast genom att
man tar blodprov for att undersdka blodbild ochlgsera biokemiska variabler.
Hos hundar med pyometra kan man ofta se en hogungLP (alkaliskt fosfatas)

i blodet samt 0kad mangd vita blodkroppar och d@m$t en okning av

segmentkarninga neutrofiler (Wikstrom., 2008). Qftalerstks ocksa livmodern
med rontgen alternativt ultraljud av buken for atiésluta dréaktighet och pavisa
vatska i livmodern. Dock kan det vara fordelaktagt undersdka med ultraljud
istallet for med rontgen da en dréaktig livmoderanrfostren kalcifierats ger en
forstorad livmoder som annars kan vara svar askdgr fran den vid pyometra
(Johnson C., 2003).

Man har vid pyometra visat att det sker forandrningar flera ytterligare
inflammatoriska parametrar i blodet. Bland annanigderna av prostaglandin
F..-metabolit 15-ketodihydro-PGE  (PG-metabolit) forhojda och
koncentrationerna var korrelerade med endotoximmivé (Hagman et al., 2006).
Det sker a&ven en uppreglering av nastan 800 germmbdervavnaden vid
pyometra. Dessa gener kodar bland annat for kertgitakproteiner, cytokiner,
delar i komplementsystemet, proteoglykaner och gas#r som caspase 4
(Hagman et al., 2009). Caspase 4 ar ett inflamns&tocysteinproteas vars
funktion inte ar helt klarlagd (Martinon et al., @). Da en okontrollerad
aktivering av proteolys kan vara mycket skadlig ¥awvnaden ar det viktigt att
aven inhibitorer uppregleras. Detta kunde ocksa bamodervavnad framforallt i
form av SLPI, ett &mne som inhiberar proteasetroélatiastase (Hagman et al.,
2009).

Den sakraste och mest effektiva behandlingen s&ommnenderas vid pyometra
hos tikar &r kirurgiskt avldgsnande av livmoder oclggstockar
(ovariohysterektomi). Det &ar viktigt att stabiliaeiken innan operation och bland
annat ge intravenos vatsketerapi da tikarna oftatt@rkade och har paverkat
allmantillstand. En alternativ behandling finns drrh av enbart medicinsk
behandling men detta forutsatter en ung tik vidtrel god hélsa samt med 6ppen
cervix (Johnson C., 2003).

Det kan dock vara riskabelt att inte operera vildetanledningen till att tiken
maste vara vid god halsa om en enbart medicinskarting valjs.
Koncentrationen fritt cirkulerande endotoxin i béddhar visat sig 0ka snabbt efter
insattande av vissa sorters antibiotika vilket bgré lysis av bade levande och
doda bakterier. En frisk individ klarar av att odkggora (detoxifiera) fritt
endotoxin i blodet. Om stora mangder av fritt enaot kommer ut i blodbanorna,
som vid bakteriell sepsis, kan den 0kade endotokimgden leda till att leverns
detoxifieringsformaga och det reticuloendoteliaystemets kapacitet 6verskrids
(Shenap et al.,, 1984). Hela 80 % av det retikulogithla systemet, bl.a. den
fagocytiska aktiviteten, finns i levern och kand&s av cirkulerande endotoxiner.
Detta resulterar i s.k. "spill over’-effekt, vilkeinnebar att bakterier och
endotoxiner inte oskadliggors av levern och dakén orsaka inflammatoriska
reaktioner och skada i flera organ i kroppen (Okeinal., 1993).



Prognos

Prognosen for pyometra varierar kraftigt beroendeikens allméantillstand och
om generell inflammation eller blodférgiftning utkdas. Man har visat att
hundar med pyometra har hogre koncentration avterm@r i blodet jamfort
med friska hundar. Detta anses bero pa absorpti@ndotoxiner fran livmodern
ut i blodet. De tikar med pyometra som hade sammsirms hade i en studie &ven
betydligt hogre blodkoncentrationer av endotoximf@t med de hundar som
hade lite battre prognos och overlevde. Vissa huhdde laga endotoxinnivaer
trots sjukdomen och detta skulle kunna bero pa d# hade en
livmoderinflammation orsakad av Gram-positiva bakte istdllet for Gram-
negativa bakterier (Okano et al.,, 1998). Enligt serstudies forfattare kunde
man inte heller se en lika kraftig 6kning av endatoivan hos hundar med 6ppen
pyometra (opublicerade data, Okano et al., 1998)loEbxiner forsvinner i regel
snabbt fran blodbanorna, vilket gor att de kan wa@matbara aven om de redan
hunnit initiera manga inflammatoriska reaktionenditoxiner binder ocksa latt
till bland annat proteiner i blodet vilket gor atétmetoden for endotoxin har flera
praktiska svarigheter och mojliga felkallor. Eftems nivaerna av PG-metabolit ar
korrelerade med nivan av endotoxiner och ar relatiabil och inte varierar lika
snabbt i blodet kan istédllet denna parameter s@&trasivandas som en indikator
for endotoxinemi vid pyometra (Hagman et al., 2006)

Mastceller

Mastceller harstammar fran hematopoetiska progesitier lokaliserade i
benmargen. Mastcellerna mognar inte forran de \aanalr fran blodbanorna in i
bindvav eller mucosa (Bild 2). Stamcellsfaktor ($CGigerar chemotaktiskt for
mastcellerna till den vavnad dar de behovs samergav aven proliferation och
Overlevnad av mastcellerna (Okayama et al., 2006).

Framst ar mastcellerna forknippade med allergiglektioner dar de genom sina
preformerade mediatorer, forvarade i sekretorigieengla, ger upphov till en s.k.
immunmedierad Overkénslighetsreaktion (Kube et1898). Dessa mediatorer
innefattar bl.a. histamin, serotonin, cytokiner.dblTNF) en del lysosomala
enzymer samt proteaser. Man har pa senare tid ckipat mastceller aven har
del i det medfodda forsvaret mot vissa patogenakaviismerna bakom detta ar
dock inte helt klarlagda (Pejler et al., 2010).

Det finns tre olika sorters mastceller hos hund delssa skiljer sig at med
avseende pa sitt granulainnehall. En av mastcallenmehaller ett tryptas, medan
den andra innehdller ett chymas och den tredjesannehaller bade tryptas och
chymas. Man kan, hos hund, inte se nagon skillfacdelningen av mastceller i
livmodervavnad pa samma séatt som man har kunnagaandra organ (Kube et
al., 1998).



Bild 2. Bilden visar fyra mastceller (mérklila cet) lokaliserade i livmodervavnad hos
en tik med pyometra. Vavnadssnittet ar fargat madidinblatt.

P ]

Foto: Camilla Axelsson
Proteaser

Proteaser ar enzymer som kan klyva malproteinérntihdre peptider och
beroende pa mekanismen som anvands vid klyvningars fett antal olika
undergrupper av proteaser. Den storsta undergrugipserinproteaser (Gallwitz,
1977). Det finns s.k. "mastcellsproteaser” och naed menas proteaser som
specifikt uttrycks av mastceller. Dessa mastcallgaser ar: chymaser
(chymotrypsin-lik aktivitet, hydrolyserar peptiddimingar efter stora hydrofoba
aminosyror), tryptaser (trypsin-lik aktivitet, hydyserar peptidbindningar efter
positivt laddade aminosyror) och mastcells-CPA {oaypeptidase A,
hydrolyserar peptidbindningar fran C-terminalens.cden anden péa proteinet som
innehaller en carboxylgrupp, -COOH). Av dessalitligt tryptaser och chymaser
de s.k. serinproteaserna (Pejler et al., 2010).nAet proteas med elastas-lik
aktivitet (hydrolyserar peptidbindningar efter srafinosyror) tillhér de sa
kallade serinproteaserna men ar inte ett mastpelisiikt enzym (Gallwitz,
1977). Elastas finns i granula hos neutrofiler dels frisattning stimuleras av ett
antal olika cytokiner och chemoattraktanter mennde® lipopolysackarider
(endotoxin) (Lee et al., 2001).

Tidigt hittades en chymotrypsin-lik aktivitet hosastceller hos hund (Glenner et
al., 1962), vilket senare kunde bevisas vara ettmels (Caughey et al., 1990).
Hos hund fann man &ven ar 1987 ett trypsin-likt tgms som liknade
mastcellstryptas (Caughey et al., 1987). Detta mnkynde senare identifieras
som just tryptas (Vanderslice et al., 1989). Emiilgant 6kad trypsin-lik aktivitet
hos tikar med pyometra jamfort med friska tikar baksa demonstrerats vilket
tyder pa att mastceller &r involverade i sjukdomeatmgenes (Wikstrom, 2008).
Mastin ar ett gelatinolytiskt peptidas med trypkin-aktivitet som utsondras
primart fran mastceller (Raymond et al., 2004).n&efor mastin har visats vara
signifikant uppreglerad i livmodern hos tikar megometra jAmfort med i
livmodrar hos friska tikar (Hagman et al., 2009).
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Syfte

Syftet med denna studie var att studera forekomateanzymer utséndrade av
mastceller hos hundar med pyometra jamfort meddrigar. Syftet var dven att

narmare undersdka om en 6kad enzymaktivitet aa fleoteaser kunde detekteras
hos hundar med pyometra. Det slutgiltiga syftetd ntessa studier var att

undersdka om dessa enzymer mojligen skulle kunmdralas som biomarkdrer

for tidig diagnos samt eventuellt prognos for huntiad pyometra.

METOD OCH MATERIAL

Materialet som anvandes i denna studie, serumprbigplogisnitt och vavnader,
insamlades under ar 2007-2008 enligt tidigare esikig (Wikstrom, 2008) .

Etisk provning

Ansokan om etiskt tillstand fran Uppsala djurforsétiska namnd var godkand
innan studien paborjades. Djuragarna blev inforaei@m studien och fick ge sitt
medgivande skriftligt till att deras hund ingictorsoket.

Djur

De hundar som ingick i studien var samtliga paéent vid
Universitetsdjursjukhuset (UDS) vid Sveriges Laolsuniversitet (SLU),
Uppsala. | gruppen av tikar med pyometra ingiclatikom inkom till kliniken
med sjukdom och som déarefter diagnostiserades memderinflammation och
behandlades med ovariohysterektomi. Diagnosen pyameerifierades sedan
med hjalp av histopatologisk beddomning utférd vicheten for patologi och
viltsjukdomar, statens veterindrmedicinska anstdbVA), Uppsala. |
kontrollgruppen ingick hundar som inkom till UDS rftnormalkastration
(ovariohysterektomi) och utan tecken pa kliniskejpm. Analyserade blodprover

uppvisade heller inga avvikande parametrar framrmadrariationen hos dessa
kontrolltikar.

Antalet friska kontrolltikar i studien var sex skgm efter det att tva av de initialt
provtagna tikarna uteslutits pa grund av mojlig toelssdegranulering av annan
orsak an livmoderinflammation. En av dessa tikasslkits fran kontrollgruppen
eftersom den var extremt stressad vid provtagnitighet (Arck et al., 2006).
Den andra tiken som uteslots ur kontrollgruppen ehaen betydande
muskelinflammation vilket ocksa kan leda till attastceller degranulerar
(Bortolotto et al., 2004).

Tva av de initialt provtagna 17 hundarna i pyonwgtuppen fick uteslutas ur
studien efter den histopatologiska understkningen limmddrarna. Detta
resulterade i att det totalt var 15 stycken tikamsngick i pyometragruppen, alla
med pyometra enligt patologanatomisk diagnos.

Blodprovstagning

| samband med operationstillfallet togs blodprovbade serum och EDTA-ror
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterrike) vid ptatg av permanentkateter i
distala v. cephalica Proverna analyserades direkt med avseende pa
koncentrationen av gallsyror, alaninaminotransfe@isAT), alkaliskt fosfatas
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(ALP), kreatinin, urea, albumin, erytrocytvolymftadn, hemoglobin, totalantalet
leukocyter i partikelkoncentration (LPK) samt drfatialrakning av stavkarniga
och segmentkéarniga granulocyter (inkluderande oélgr, basofiler och
eosinofiler), monocyter och lymfocyter samt avenerguell férekomst av
karnforande erytrocyter. Samtliga dessa analysférdas pa kliniskt kemiska
laboratoriet, UDS, SLU.

Makroskopisk och histopatologisk undersékning

Direkt efter operationen frystes 2-3 st. 1x1 cnratbitar av livmodervavnaden i
flytande kvave och sparades sedan i -70°C frys. @2sterande livmoder- och
aggstocksvavnaden fixerades i formalin for senarakraskopisk samt
histopatologisk undersdkning som utférdes vid esmetfor patologi och
viltsjukdomar, SVA, Uppsala. Férédndringarna i livteovavnaden graderades
aven enligt en skala mellan 0-V dar skalans inadglviar som foljer:

0 = inga patologiska forandringar

| = cystisk endometriehyperplasi (CEH)
Il = CEH med endometrit

[Il = endometrit utan cystor

IV = pyometra (innefattande CEH)

V = atrofisk pyometra

Materialet till denna studie kommer fran hundar dnkollgruppen som fatt
bedomningen 0 pa sin livmoder samt hundar i pyomgetrppen som fatt
beddmningen IV pa sin livmoder.

Western Blot

Western Blot anvandes for att detektera och idendifproteiner. Provet forbereds
och appliceras sedan i gelbrunnar bredvid en kaoteinstege. Beroende pa
vikten av proteinerna i provet sa vandrar de olékagt pa gelen, sma proteiner
vandrar langst. Proteiner &r negativt laddade aoidrar darfor mot en positivt
laddad pol. Sedan overfors banden fran gelenttiinembran (se mer detaljerad
information under stycket utférande). Nar man d&iiler primarantikroppar

(primérAk) specifika for det protein man letar eft@&ster dessa till det aktuella
proteinet. Sedan tillsatts sekundéarantikropparuiseérAk) som ar lankade till ett
enzym som fluorescerar och som da faster vid dgatid fasta primarAk. Om

proteinet finns i nagot av proverna sa kommer fguemarAk och sedan

sekundarAk att fasta och ge upphov till fluoresceidsdet provet pa membranet.
Fluorescensen kan sedan lasas av med hjalp avyss@dinfrared imager under

olika vaglangder (700 eller 800 nimeroende pa vald sekundarAk) varvid banden

pa membranet kan ses. D& man vet molekylvikten gtdsdkta proteinet kan
banden som fas pa membranet jamforas med den kintkinstegen for att se
om banden som ses kan motsvara det stkta proteinet.

| detta forsok kordes Western Blot pa caspase 4defmlvikt: 45kDa), mastin

(molekylvikt: 31 kDa) och tryptas (molekylvikt: 3DkDa) fran serumprover samt

pa mastin fran homogeniserad livmodervavnad. DengAk som anvandes i
9



forsoket var: Goat polyclonal to Caspase 4-(ab2y4B8Buse polyclonal [AA1]
to Mast Cell Tryptase —(ab2378), bada fran Abcaranfridge, USA), samt
Rabbit polyclonal to Mastin, framstallda pa labv@a&v G. Caughey, UCSF, San
Francisco, USA), genom att renat mastin injicer&eniner som sedan tappas pa
blod ett antal ganger, dvs. dessa antikroppar koremersiellt tillgangliga.

Homogenisering av vavnad

Livmodervavnad fran fyra friska kontrolltikar octyré tikar med pyometra
anvandes for Western Blot enligt foljande protokoH preparering av vavnaden:
En liten bit livmodervavnad homogeniserades i 700Lpw salt buffer som
blandats med 0,5 tablett proteas inhibitor (forusmidvika att proteaser i vavnaden
bryter ner proteinet). Homogenaten centrifugerade®00 rpm i 4° C under 20
minuter. Supernatanten sparades. Pelleten lostiEsgpp | 400 pl High salt
buffer och proverna sattes pa skak i kylrum undé€ mBinuter. Sedan
centrifugerades roren i 13400 rpm i 4°C under 2@uber och supernatanten
sparades aven denna gang.

Med hjalp av BioRad Protein Assay mattes sedan éanationen protein i varje
prov. Efter att ha spatt proverna till samma konegion var de fardiga for att
slutligen kéra Western Blot.

Utférande

Western Blot pa serumprov utférdes enligt foljafdlecaspase 4 och tryptas: 20
pl serum (spadd med 40 ul destillerat vatten) tdded med 5 pl 5xSDS-buffert
(spé&dd med 10 ul 5xSDS-buffert). Proverna centefages och varmdes sedan 5
min i ett varmeblock (100°C) for att denatureratpierna sa de kan vandra i
gelen senare. Mixen centrifugerades igen och gefiamna laddades, en av
brunnarna laddades med proteinstege som storleksHoGelen inkuberades i 2
h, forst 90 V sedan 110 V (nu vandrar proteinerngelen). Ett PVDF-FL-
membran blottes i Metanol. Tva svampar och fytarfiblotlades i transferbuffert
(for 2 | transferbuffert blandas: 4,84 g TRIS, 22¢ Glycin, 400 ml Metanol, 1
ml 20 % SDS). Gelen placerades i féljande ordningg start fran den vita sidan
av behallaren: svamp- 2 filter- membran- gel- 2effil svamp . Transferboxen
laddades och fylldes upp med transferbuffert octdé® i 100 mA under 1 h.
Membranet plockades bort och lades i 5 ml Odysdegkhgbuffer (spadd 1:1
med antingen PBS el TBS) under 1 timme (detta @iiratt blockera ospecifika
proteiner pa pappret). Membranet tvattades i TBE Mhé % TWEEN20 under
3x5 min, sedan i TBS under 5 min. PrimarAk spadd®ao tillsattes i totalt 5 ml
Odyssey Blockingbuffer (fran blockingsteget) tilembranet och placerades i tat
plastpase pa skakbord i kylrum under natten. Mengirtvattades i TBS med 0,1
% TWEEN20 under 3x10 min, sedan i TBS under 5 rhifter detta tillsattes
sekundar-antikaninAk, spadda 1:2000 i Odyssey Bitauffer. Membranet och
sekundarAk placerades morkt, da de ej far kommanitadkt med ljus, da de
fluorescerar. Efter det placerades de pa skakboteRih, fortfarande morkt.
Membranet tvattades an en gang i TBS med 0,1 % TMZBEUNnder 2x10 min,
sedan i TBS under 10 min, fortfarande i svart |ddambranet scannades sedan
och beroende pa vilken sekundarAk man har valég@rvman antingen 700 eller
800 nm vaglangd.
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Western Blot pa serum for mastin utférdes enligiafide: 5 pl serum blandades
med 10 pl destillerat vatten och 5 pl 5xSDS-buffdfbrsoket foljde sedan
schemat ovan som for caspase 4 och tryptas. PrikngpAddes 1:1000 i totalt 5
ml Odyssey Blockingbuffer. 1 pl sekundar-antikarknApaddes med 2 mi
Odyssey Blockingbuffer (1:2000).

Western blot p4 de homogeniserade vavnadsprovéfiraes pa samma satt som
beskrivet ovan med 25 pl prov av bade High salk lomw salt-Idsningen till 7 pl
5xSDS-buffert. PrimarAk spaddes 1:10 i totalt inbOdyssey Blockingbuffer.
Sekundar-antikaninAk spaddes med Odyssey BlocKiffigrb(1:2000).

Méatning av enzymaktiviteten

FoOr att kunna méata aktiviteten av ett enzym i etusiprov, i detta fall elastaslik,

chymotrypsinlik och CPAaktivitet, kan man anvandg stav en metod med

kromogena substrat. Ett kromogent substrat ar guidpesom nar ett proteas
klyver det bildar farg. Denna farg kan sedan méatas spektrofotometer. Genom
att folja forandringen av farg over tid kan man tBesma hur mycket aktivt

proteas det finns i provet. S2288 &ar ett kromogsuibstrat som detekterar
proteaser med trypsinlik aktivitet, dvs. proteasam klyver efter positivt laddade
aminosyror i proteinet. Genom att tillsatta spé&eifproteashammare kan man
utreda exakt vilka proteaser man har i provet. @m specifika proteashammaren
ar effektiv ser man ingen 0Okning av farg i provdétersom det kromogena
substratet da inte klyvs. Hamning av tryptas utsrd denna studie med MC
52355 (200 puM) vilket ar en human tryptashammare.

Utférande

200 pl PBS-buffert blandades med 20 pl serumprost $aed 20 pl S2288 och
tillsattes i en 96-halsplatta. Matning gjorde maski 1 gang/min under 1 h.

Tryptashammare: 94 ul PBS-buffert blandades meadl 2@rumprov, 20 pl S2288
samt med 6 pl MC 52355 och tillsattes i en 96-Hatsqp. Matning gjordes av
maskinen 1 gang/min under 1 h.

Vi lat aven proverna for elastaslik, chymotrypdinich CPAaktivitet ga over
natten for att upptacka eventuell &ndring 6verdegie period.

Real time PCR

Real time PCR ar en metod som anvands for att thteloch kvantifiera

specifika RNA-sekvenser och darigenom fa ratt pé higt uttrycket av den

genen &ar. Genom att tillsdtta cDNA tillsammans mederse- och forward-

primrar specifika for den DNA-sekvens vi &r intresgle av samt SYBR-Green-
Supermix (BioRad, California, USA) sa kan vi, omhar DNA for vart sokta

protein, mata en uppforokning av den sekvensen.Aba framstallts fran RNA

preparerat fran livmodervavnad fran kontroller qoyometror. SYBR-Green-

Supermixen bestar av ett fluorescerande amne sster fill dubbelstrangat DNA

och innehaller &ven dNTPs, byggstenar for DNA-syis&mt ett polymeras.

Sekvenserna till de primrar som anvandes for reaé tPCR i denna studie
redovisas i Tabell 1. Vid anvandning av nya primi@r forsta gangen boér en
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"primer efficiency test” (effektivitetstest) utfésdor att se vilka av primrarna som
fungerar bast, dvs. ar mest effektiv, och som meshas valjer att anvanda i
forsoken.

Tabell 1: Tabellen illustrerar sekvenser till de wlika primers som anvandes for real
time PCR i denna studie, har benamnda Mastin 230

Mastingen Sequence (5'->3') Length Start Stop Tm GC%
Forward primer CGTGCCCATAAGCCCCGACC 20 45 64 59.83 70.00%
Reverse primer CACTGGCCGCTACCCATGCC 20 173 154 60.11 70.00%
Product length 129 (Mastin 1)

Forward primer GGCATGGGTAGCGGCCAGTG 20 154 173 60.11 70.00%
Reverse primer AGCTGCCCGACTTGGACCCT 20 287 268 59.82 65.00%
Product length 134 (Mastin 2)

Forward primer GCGTGGAGCTGGAGGGCTTG 20 233 252 60.04 70.00%
Reverse primer TCCGCGCTGTCCCAGCCATA 20 380 361 60.32 65.00%
Product length 148 (Mastin 3)

Primer efficiency (effektivitetstest)

Effektivitetstest av de olika primers som var ténktt anvandas i studien gjordes
enligt foljande: 5ul rewerse-primer samt 5 pl fordv@rimer blandades med 40 pl
RNA i DNA-fritt vatten till en sa kallad primermixSedan gjordes en mix av 5 pl
SYBR-Green-Supermix, 0,2 pl primermix, 0,2 ul Refey dye (maskinen kan
med hjalp av denna kontrollera korrekt pippeteriogh 3,6 ul vatten. Darefter
pipetterades 9 pl av denna mix samt 1 pl cDNA sthlaunnar pa plattan. Méatning
av Gr-varde gjordes for tre olika koncentrationer, 11110, 1:100 av mixen.
Beroende pa koncentrationen i provet fran borjand& olika manga cykler att
uppna G for de tre proverna. Koncentrationerna pa cDNAs d:1, 1:10 samt
1:100, logaritmerades (0, -1, -2) och plottades @Gvardena i en graf dar man
matte lutningen pa linjen. Lutningen, L, bor vai&1>L> -3,6. Se Figur 1.
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Figur 1: Figuren nedan visar resultatet av primdfi@ency test for mastin-primerpar 1.

Y -axel= G- varde. G-vardet kan forklaras som ett matt pa mangden avsidta
sekvensen i provet. | borjan av analysen ar méangadeten sokta sekvensen liten och det
kravs fler fordubblingscykler for att f4 detekterlmaingd av provet. X -axel= log
(koncentration cDNA). Formeln for y &r raka linjeftsmel. -3,4 &r lutningen pa linjen
vilken sedan anvands for att rakna ut effektivitete primern med hjalp av formeln:
efficiency= 10(-1/slope)-1. Denna ska da vara nafér att vara tillrackligt effektiv for
forsoket och i detta fall var resultatet O,996f=(619961).

35 -

‘\ y = -3,4048x + 25,087
30 R2 = 0,9961

N
D

e
(4]

Ha
(0]

a

(o)

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Lutningen pa linjen var i detta fall -3,4048 vilkiatinom det rekommenderade intervallet
och dessa primers kunde darmed anses vara tiligheflektiva for att anvandas i
forsoket.

Utférande

For real time PCR (ABI PRISM 7900 HT) mixades 1cPNA med 9 ul av vald
primermix. Denna blandning tillsattes i plastbrunpa en 384-halsplatta bredvid
en motsvarande Hprt-referensmix (9 pl i varje br@wnfoljande mix: 200 ul
SYBR, 8 pl primer 1, 8 ul primer 2, 144 pL®). Hprt a en gen som finns
uttryckt i alla celler och Hprt-mix anvands somereinskontroll for att sdkerstalla
att man tillsatt lika mangd cDNA i sina olika briamnDessa kordes sedan i cykler
enligt foéljlande schema- 2 min i 50°C, 10 min i 95%dlan (15 s i 95°C, 1 min i
60°C) x 40. Tva blanka brunnar anvandes som negatintroller dar man inte
ska se nagon uppforokning av DNA-sekvenser.

Direktmikroskopi

Direktmikroskopering av livmodervavnad (12 snitdrrtikar med pyometra samt
tre snitt fran friska kontrolltikar) utfordes fottainderséka om det vid pyometra
blir en omfordelning eller uppférékning av masteeli livmodervavnaden eller
om man kan pavisa en dkad mastcellsdegranuleridigare undersokningar har
inte kunnat identifiera nagon skillnad i férdelnamgav mastceller mellan olika
lager i livmodervavnaden hos hund pa samma sattrsamsett i andra vavnader
(Kube et al., 1998). De histologiska preparategdédes innan mikroskoperingen
med Toluidinblatt for att underlatta mastcellsidiéetingen da Toluidinblatt

fargar in granula i mastcellerna med en morkliley falrotalantalet mastceller i
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varje snitt beraknades, saval som andelen degracielenastceller/snitt (cirka 50

celler raknades och andelen som var degranuleradiessa berdknades sedan).
Forsoket utfordes blindat. Forstoring x200 (20xadyandes vid berékning av

totalantal mastceller/snitt. Forstoring x400 (40xl&hvandes vid att avgora

andelen degranulerade mastceller i forhallandaniflelen intakta mastceller.

Statistik

For att analysera resultaten i denna studie anga@adef pad prism’s inbyggda
statistikprogram som anvander oparade t-testerdéstis t-test) (Graf pad
software, California, USA). Nivan for signifikanattes vid p < 0,05. Ett p-varde
< 0,05 innebar enstjarnig signifikansnivd, p < 0,@inebar tvastjarnig

signifikansniva och p < 0,001 innebar trestjarngngikansniva.

RESULTAT
Mastin

Mastin analyserades med avseende pa forekomsumssamt i homogeniserad
livmodervavnad med hjalp av Western Blot. Aven degoket av mastin
studerades med hjélp av real time PCR.

Resultaten av Western Blot visade inte pa nagreififme band som skulle kunna
motsvara mastin varken i serum eller i vavnadeBa&kgrundsband kunde ses for
mastin nar analysen gjordes pa serum, men inga ldladkunde ses vid
undersokning av livmodervavnad.

Figur 2: Figuren visar resultatet av Western Blaftut for mastin i serum. Proverna
tagna fran friska tikar motsvarar de fyra férstartaen pA membranet réknat fran vanster
efter proteinstegen och prover fran tikar med pytwanér de fyra banden langst till

hdger.
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Real time PCR visade hogre uttryck av mastin i dervavnaden fran tikar med
pyometra med tvastjarnig statistisk signifikangimjorelse med kontrollgruppen
(Student’s t-test, p<0,01).
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Figur 3: Figuren illustrerar uttrycket av mastirivmodervavnad, visat med hjalp av real
time PCR, hos tikar med pyometra (gruppen till hpgenfort med friska kontrolltikar
(gruppen till vanster). Resultatet visar en tvastjg statistiskt signifikant skillnad
(Student’s t-test, p<0,01).
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Caspase 4 och tryptas

Caspase 4 och tryptas testades med Western Blotpdserumprover. Inga
specifika band som skulle kunna motsvara caspasked tryptas kunde ses i
nagon av hundgrupperna.

Figur 4: Figuren visar resultatet av Western Blpé tvd membran, utfort for caspase 4
och tryptas i serum. Kontroller motsvarar de tvésfa banden pa varje membran raknat

fran vanster efter proteinstegen och tikar med pstoanar de tva banden langst till hoger
pa varje membran.
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Elastas-lik, Chymotrypsin-lik samt CPA-aktiviet

Forsoket kunde inte pavisa nagon skillnad av eagta chymotrypsin-lik eller
CPA-aktivitet i serum hos hundar med pyometra jatnféed friska kontrolltikar.
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Figur 4: Figurerna nedan visar kromogenaktivitela@as-lik, chymotrypsin-lik eller
CPA-aktivitet) i serum hos friska kontrolltikar j&nt med hundar med pyometra.

Aktiviteten mattes 1 gang/min under 1 h (bildeitiav@inster) samt efter 1 dygn (bilderna

till hoger). Friska kontrolltikar (controls) ar gimppen till vanster i varje figur. Hundar
med pyometra (pyometra) representerar gruppemditier i varje figur.

OD/hour

OD/hour

OD/hour

Chymotrypsin like-activity

0.005 -
0.000 a - ‘: A
.| - gl "L L
[]
0,005 - -
-0.010 4
-0.015 4
-0.020 4
-0.025 T T
controls pyometra
CPA-activity
0.025 -
0.015 4
0.005 4 A
F
x FFY
-0.005 4 —_——
_...._ "‘ A
F 3
m_gl
0.5 u D
-0.025 T T
controls pyometra
Elastase activity
0175 -
0.150 4 4
0.125 4
0.100
0.075
0.050
0.025 4 _‘-._
0.000{ —sju ga Aoy tas
-0.025 T T
controls pyometra

chymotrypsin-like activity

0.025 -
E. w
0000 _m SHm 4
[ [ ] "‘
4 . 2
0-0.025 4 A
fal F Y
=] A
E-U.IHI -
@
20075 4 »
m
=
0100 ' .
controls pyometra
CPA activity
o D005~
=
=
=
€ 000-
2 "9 _mat as Aygaat
8 ]
o +
E Aah
m -0.05 4
oo
=
m
5
-0.10 T e
control pyometra
Elastase activity
g 0154 .
2
° 0104
E 0.054
a .
© 004 gt e —Snggld
E
[ ]
§7 0.05- .
2 o®
o 010 T T
controls pyometra

17



Trypsin-lik aktivitet

Hos tikarna med pyometra uppmattes signifikant @ogypsin-lik aktivitet i
serum jamfort med de friska tikarna i kontrollgrepp (tvastjarnig niva av
signifikans). Detta resultat ar i1 Overensstammelsed tidigare utforda
undersdkningar av samma material och med sammadng@tikstrom., 2008).
Med den humana tryptashammaren MC 52355 kunde dérggen skillnad i
trypsin-lik enzymaktivitet uppmatas mellan de b§dapperna.

Figur 5: De tva forsta staplarna fran vanster idign nedan visar kromogenaktivitet
(trypsin-lik aktivitet) i serum hos friska kontriklar (forsta stapeln) jamfort med hundar
med pyometra (andra stapeln). Aktiviteten méattgarig/min under 1 h. De tva staplarna
langst till hdger visar trypsin-lik aktivitet i sem hos friska kontrolltikar (tredje stapeln)
jamfort med hundar med pyometra (fjarde stapelt@®reillsats av den humana
tryptashammaren MC 52355.
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Direktmikroskopi av histologipreparat

Nagon storre skillnad i totalantal mastceller/smitellan tikar med pyometra
jamfort med friska tikar kunde inte pavisas. Darerkonde en skillnad ses i
antalet degranulerade mastceller, dar nastan 40 vWomastcellerna hade
degranulerat i livmodervavnaden fran tikar med pgten medan 20 % av
mastcellerna hade degranulerat i livmodervavnadén friska tikar (Figur 6).
Mastcellerna sags framst ligga i muskellagret (mgwiet) i livmodern, bade hos
friska kontroller och snitt fran livmddrar med pyetra. En stor andel mastceller
sags aven vara placerade runt blodkarl (Bild 3).
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Bild 3. Bilden nedan till vanster visar 12 masteelnsamlade runt ett karl i
livmodervavnaden hos en tik med pyometra. Bildelaméill hbger visar tva mastceller
(pilar) som ligger mellan myocyter i myometrieitvimhodern hos en frisk tik.

Figur 6. Tabellen nedan illustrerar antalet masteel bade i totalantal/snitt, samt antal
degranulerade, i %, i livmodervavnaden fran tottttikar med pyometra samt tre friska
tikar.

Mastceller
Snitt Total méangd % Degranulerade
o
Pyometra 318 (varav .61 e 39 %
myometriet)
o
Kontroller 184 (varav .66 a 21 %
myometriet)
DISKUSSION

Vid tidigare undersdkningar av livmodervavnad ftamdar med pyometra har
det visats att genen som kodar for mastin ar kyattppreglerad (Hagman et al.,
2009). Dessutom ger sjukdomen pyometra en Okadimfk aktivitet i blodet

hos drabbade tikar (Wikstrom., 2008). Denna stutfi@rdes for att underséka om
det kunde vara mastin, som har en trypsin-lik aleiy som ger upphov till den
tidigare visade dkade trypsin-lika aktiviteten samt detta enzym ocksa gick att
mata i blodet. Resultaten av denna studie visanattWestern Blot kordes pa
serum uppnaddes inte matbara nivaer av mastinunild daremot med real time
PCR-teknik se en tvastjarnigt signifikant uppreigigr av mastin-RNA i

livmodern hos hundar med pyometra jamfort med &islkar. Detta resultat
stammer val med tidigare micro-arrayanalyser avdaunmed sjukdomen
(Hagman et al., 2009). For att utreda om mastinskanbara finns lokalt i

vavnaden och inte slapps ut i blodet utférdes hge undersokningar dar
livmodervavnaden homogeniserades for att sedan ndagd for analys med
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Western Blot. Resultatet av den senare Westerndlalysen kunde dock inte
pavisa nagra band som motsvarade mastin, varkeontrddigruppen eller
pyometragruppen. Om detta betyder att mastin fipAsRNA-niva men inte
uttrycks som protein ar fortfarande oklart och leévortsatt utredning. Mest
troligt ar det sa att PCR-tekniken ar mycket mardkg an Western Blot eftersom
den mater vad som hander pa gen-niva. Det kandinmestinproteiner i vavnad
och serum men i sa sma mangder att de ej ar mathedaNestern Blot. Det kan
ocksa vara sa att vi hade mindre bra primarantjxaogller sekundarantikroppar
nar vi korde Western Blot eller att annat mateebér vatskor som anvants i
forsoket varit daliga. Onskvart for fortsatta sardvore att inkludera en positiv
kontroll for mastin vid analyserna for att uteslutaentuellt falskt negativa
resultat pa grund av daliga antikroppar eller vétsBakgrundsbanden som kunde
ses pa Western Blotmembranet f6r mastin i serurarkeoligtvis pa ospecifika
antikroppar i forsoket, dvs. de binder in till aagiroteiner an bara mastin.

Tryptas, ett serinproteas med trypsin-lik aktivitendersoktes i serum med hjalp
av en human tryptashammare, MC 52355. Syftet wakwuatna sdga om det var
tryptas som lag bakom den tidigare visade tryp&m-laktivitetsokningen
(Wikstrom, 2008). Resultatet av denna undersokmiagde dock ingen hdmning
med MC 52355 vilket skulle kunna betyda att dee iét tryptas som vi har i
serumproverna fran tikar med pyometra. Vi kan diot& helt utesluta att det ror
sig om tryptas eftersom hammaren vi anvant ar aniiladumant tryptas. Det ar
alltsa inte sakert att denna hammare faktiskt hammadtryptas. Som det ar i
dagslaget finns det ingen specifik hundtryptas-hanem tillganglig for
kommersiellt bruk. D& tryptas har en speciell fonrmed manga "active sites”
vanda inat ar det mycket svart for specifika trgbtammare att komma at dessa
och darmed hamma enzymaktiviteten (Pejler et abR@etta skulle ocksa kunna
vara en forklaring till varfér man inte far en haimmptrots tillsats av MC 52355.
Det skall aven namnas att den humana tryptashammaranvande har statt i
frysen under en langre tid vilket mojligen ocksén kaa paverkat aktiviteten
negativt.

Vi studerade aven aktiviteten av andra serinpreteased hjalp av kromogena
substrat, med anledning av den Okade trypsin-likiavitet man visat tidigare
(Wikstrom, 2008). Vi sdg med tvastjarnig statistislgnifikant skillnad en 6kad
trypsin-lik aktivitet vilket stdmmer Overens medligiare resultat (Wisktrom,
2008). Vi kunde dock inte pavisa nagon 0kad CPAvikt, elastas-lik aktivitet
eller chymotrypsin-lik aktivitet varken efter emtine eller efter att forsoket fick
paga med matningar dver natten. Dessa analysesdades inte anvandas som
markdrer for pyometra.

Enligt en tidigare forskningsstudie dar man pavesatippforokning av genen som
kodar for mastin i livmodern vid pyometra sdg maaréen kraftig uppforokning
av genen som kodar for caspase 4 (Hagman et &9)2&nligt resultaten fran
Western Blot utfort pa serum i den har studien leuniddock inte se nagra band
som motsvarar molekylvikten for caspase 4. Avenkiadrman tanka sig att vi har
for sma mangder av sjalva proteinet for att det lalkana méatas med den valda
metoden. Alternativt ar vara primar- eller sekumaidikroppar inte helt optimala.
Att inkludera en positiv kontroll &ven for caspaseore ett bra satt att identifiera
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eventuellt falskt negativa resultat i framtida séndDe bakgrundsband som kunde
ses pa Western Blotmembranen beror dven har trisligh ospecifika antikroppar
som binder in till andra proteiner 4n caspase fbrtisatta studier skulle man
kunna tanka sig att analysera caspase 4 med meaRCR for att utvardera om vi
har 6kat uttryck av caspase 4-RNA.

Vid direktmikroskopi av histologisnitt av livmodrarspecialfargade med
Toluidinblatt, frAn tikar med pyometra och friskkar kunde man inte se nagon
skillnad i totalantalet mastceller per snitt. Dar Weller inte forvantat da antalet
mastceller oftast ar "konstant” i en vavnad. Darekan man ténka sig att se en
skillnad i antalet degranulerade mastceller sommddr skulle kunna vara ett
tecken pa en o6kad aktivitet hos cellerna. NastarP#@v mastcellerna hade
degranulerat i livmodervavnad fran tikar med pyamemedan drygt 20 % av
mastcellerna hade degranulerat i livmodervavnaa fidska tikar. Det har
resultatet styrker tidigare resultat som tyder pid naastceller aktiveras och
degranuleras da tikar drabbas av varbildande liarinlammation (Hagman et
al., 2009, Wisktrom, 2008). Att mastcellerna fransdgs i myometriet i
livmodervavnaden, bade hos friska och sjuka tilsiylle kunna bero pa att
myocyter i livmoderns muskellager producerar SG&nisellsfaktor) (Mori et al.,
1997), den faktor som agerar chemotaktiskt for ogdistr till den vavnad dar de
behovs (Okayama et al., 2006). Manga mastcelles a&gn ligga runt blodkarl
vilket inte heller &r sa konstigt da det ar viadab som mastceller tar sig ut i
vavnaderna. D& endast tre snitt fanns fran frisdeax bch av dessa infargades bara
tva snitt tillfredstallande kan det vara onskvéttidortsatta studier ha fler snitt
fran friska tikar att jamfora med. Det ska aven namatt flera av livmodersnitten
fran tikar med pyometra var mycket ljust infargadeh darmed blev nagot
svarbedomda. Sjalva fixeringen av vavnaden kan &zepaverkat mastcellerna
sa att de sag degranulerade ut fast de inte var det

Det ar fortfarande intressant att ta reda pa vadadsom gor att vi har en okad
trypsin-lik aktivitet i blodet hos tikar med pyomet Idag finns dock inga
tillgangliga hammare for hundtryptas, vilket forsadsadana fortsatta studier. Det
finns flera icke mastcellsspecifika enzymer megdmy-lik aktivitet, men det som
anda talar for att det ar mastcellstryptas ellerstmasom gett den Okade
aktiviteten hos tikarna med pyometra ar att maigdic inte kunde se nagon
hamning vid anvandning av trypsininhibitor. Trypambitor hammar de flesta
trypsin-lika serinproteaser men kommer inte athdthma just mastcellstryptas
eller mastin (Wikstrom, 2008). Att genen for mastiir uppreglerad vid
pyometra ar visat bade i denna studie och i anmaskiingsstudie (Hagman et al.,
2009). Det ar ocksa visat att pyometra hos hundangitbara nivaer av histamin
i blodet (Wikstrém, 2008). Vi kan alltsa dra slutsn att mastceller aktiveras vid
pyometra och frislapper mastin samt histamin. Emklar fortsattning skulle
kunna vara att analysera tryptas med hjalp avtimal PCR. Men samtidigt sags
inte genen for tryptas vara uppreglerad i geneyastadien (Hagman et al., 2009),
sa som genen for mastin sags vara, vilket var aimgdn till att vi i denna studie
valde att analysera just mastin med real time PCR.

Vi skulle i fortsatta studier vilja understka onsda enzymer uppregleras enbart
vid pyometra eller om det sker generellt vid utdgckav sepsis. Om det &r sa att
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de uppregleras generellt vid sepsis kan analys emsad parametrar eventuellt
anvandas for att tidigt diagnostisera begynnangesiseoch darmed forbattra
prognosen for tillfrisknande.
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