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SAMMANFATTNING

Matrix metalloproteinaser (MMPs) &r en grupp proteolytiska enzymer som degraderar
komponenter i vdvnaders extracelluldra matrix (ECM). Dessa proteiner spelar en viktig roll i
manga fysiologiska och patologiska processer. Enzymerna anses vara delaktiga vid olika
typer av hjartsjukdomar dar de genom att utdva sin effekt paverkar sammansattningen hos
ECM. Aktiviteten hos MMPs hdmmas av TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) som
ar enzymernas specifika inhibitorer. Balans mellan nedbrytning och uppbyggnad av ECM ar
nodvandigt for att bibehdlla hjartvavnadens normala struktur och funktion. Aktivitet hos vissa
MMPs (exempelvis MMP-2, -9 och -14) har i olika studier beskrivits vara involverad i
utvecklingen av hjartsjukdomen myxomatds klaffdegeneration hos hund.

Myxomatds mitralisklaffdegeneration &r den absolut vanligaste forvarvade hjartsjukdomen
hos wuxna hundar. Klaffarna genomgar degenerativa processer som forandrar klaffarnas
arkitektur och rorelsemonster, vilket resulterar i prolabering av Kklaffarna upp i formaket samt
mitralisinsufficiens. Manga hundar lever med denna langsamt progredierande sjukdom utan
att visa kliniska sjukdomstecken, medan andra hundar med tiden utvecklar tecken pa icke-
kompenserad hjartsvikt.

Syftet med arbetet var att understka aktiviteten av MMP-2, -9 och -14 i serum hos hundar
med olika stadier av myxomatts klaffdegeneration. | studien ingick totalt 66 hundar, varav 21
var friska kontroller. Inga statistiska samband sags mellan aktivitet av nagon av de olika
MMPs som analyserades och grad av sjukdom. Resultaten som erh6lls visade att aktiviteten
av. MMP-14 o¢kade med minskande systoliskt blodtryck (P=0,031) och att totat MMP-9
(proMMP-9 + MMP-9) sjonk med okande fractional shortening (FS) i vanster kammare
(P=0,027). Detta kan tolkas som att MMP-14-aktiviteten 6kar och MMP-9-aktiviteten sjunker
vid nedsatt systolisk funktion. Att de bada enzymerna varierar under sjukdomsutvecklingen
kan betyda att de &r involverade i olika stadier av sjukdomsutvecklingen. Utifran var studie
forefaller MMP-2 spela en mindre roll hos hundar med myxomatés mitralisk laffdegeneration.



SUMMARY

Matrix metalloproteinases (MMPs) is a group of proteolytic enzymes, which degrade
components of the extracellular matrix (ECM) of different tissues. These proteins play an
important role in different physiological and pathological processes. The enzymes are thought
to be important in various kinds of heart disease because of their effect on the composition of
ECM. The MMP activity is inhibited by TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases)
which are specific inhibitors of the enzymes. Balance between production and degradation of
the ECM is crucial for maintaining normal stucture and function of the heart parenchyma. The
activity of certain MMPs (e.g. MMP-2, -9 and -14) has been described to have part in the
development of myxomatous mitral valve disease in dogs.

Myxomatous mitral valve disease (MMVD) is the most common acquired heart disease in
adult dogs. In MMVD, the mitral valve undergo degenerative changes leading to altered valve
architecture, resulting in prolapse of the mitral valve into the atrium and mitral insufficiancy.
A large number of dogs live with the disease without showing clinical signs of disease, whilst
others develop signs of non-compensated congetive heart failure.

The aim of this thesis was to investigate the activity of MMP-2, -9 and -14 in serum from
dogs with different stages of MMVD. A total of 66 dogs was included in the study, of which
21 were classified as healthy. No owverall significance was found between the activity levels of
the different MMPs and the different stages of MMVD. The results showed that the activity of
MMP-14 increased with decreasing systolic blood pressure (P=0,031) and that total MMP-9
(proMMP-9 + MMP-9) decreased with increasing fractional shortening (FS) of the left
ventricle (P=0,027). These results can be interpreted as follows: The activity of MMP-14
increases and the activity of MMP-9 decreases when systolic function is impaired. Activity of
both enzymes vary during pathogenesis which may implicate that they are involved in
different stages of disease progression. This study suggests that MMP-2 play a minor role in
dogs with MMVD.
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FORKORTNINGAR
A0 = Aorta

CKCS = Cavalier King Charles Spaniel

ECM = Extracellulart matrix

FS = Fractional shortening (ett matt pa vanster kammares kontraktilitet)
HF = Hjartfrekvens

LA = Vénster kammare

LVIDd = Vanster kammares innerdiameter i slutdiastole

LVIDdi,. = Okning av vénster kammares interna dimension i slutdiastole
LVIDs = Vénster kammares innerdiameter i slutsystole

LVIDsinc = Okning av vénster kammares interna dimension i slutsystole
MMP = Matrix metalloproteinas

MR = Mitralisregurgitation

MT-MMP = Membranbundet matrix metalloproteinas

SAP = Systoliskt blodtryck

TIMP = Tissue inhibitor of metalloproteinases (MMP-hdmmare)



INLEDNING

Matrix metalloproteinaser (MMPs) &r en relativc nyupptackt grupp enzymer som &r
involverade i bade fysiologiska och patologiska processer (Visse & Nagase, 2003). MMPs har
i tidigare studier visats vara delaktiga i patogenesen hos flera hjartsjukdomar hos ménniska
och hund. Mer forskning kravs for att 6ka forstaelsen om MMPs betydelse i utvecklingen av
myxomatds mitralisk laffdegeneration.

Syfte

Syftet med detta examensarbete var att undersoka aktiviteten av matrix metalloproteinas-2, -9
och -14 i serum fran hundar med olika stadier av myxomatods mitralisk laffdegeneration.



LITTERATUROVERSIKT
Myokardiell histologi

Storsta delen av myokardiet utgérs av myocyter. Varje myocyt bestar av myofibrillountar som
innehaller langsgdende sma enheter kallade sarkomerer. Sarkomererna, som &r uppbyggda av
myosin- och aktinfilament, &r den fundamentala kontraherande kraften i myocyten (Katz,
2001). Myocyterna halls i ratt position inuti myokardiet av vavnadens extracellulara matrix
(ECM), som skanker stabilitet och styrka at parenkymet (Spinale, 2002). ECM produceras av
endoteliala och stromala celler i hjartvavnaden. ECM é&r ett komplext sammansatt nétverk
som bestar av bl a kollagen, elastin, fibronectin, laminin, proteoglykaner och
glykosaminoglykaner (Aupperle & Disatian, 2012). Fo6rdelningsmonstret av mitralisklaffarnas
ECM-komponenter skanker dem elasticitet, stabilitet och flexibiltet (Aupperle & Disatian,
2012).

Myokardiell remodellering

ECM &r ingen statisk struktur utan ett dynamiskt ndtverk som sténdigt remodelleras, dvs
strukturellt andrar sammansattning och utseende (Aupperle & Disatian, 2012). Vid
remodellering av hjartvavnad kan dven myocyterna éndra utseende och prestanda (Hutchinson
et al., 2010). Balans mellan syntes och degradering av ECM bibehdller hjartparenkymets
normala struktur och funktion (Aupperle & Disatian, 2012). Sammanséttningen av. ECM
regleras pa flera satt. Fibroblasten &r den vanligaste celitypen i ECM och producerar de flesta
ECM-komponenterna pa egen hand (Pelouch et al., 1993). Fibroblasten kan ocksa utséndra
enzymer som reglerar remodelleringen av ECM; sasom matrix metalloproteinaser (MMPS),
MMPs inhibitorer samt andra proteolytiska enzymer (Hutchinson et al., 2010). Det har
foreslagits att ECM spelar en viktig roll i myokardiets anpassning till patologisk stress vid
hjartsjukdom. Denna anpassning underlattar hjartats remodellering (Spinale, 2002).

Matrix metalloproteinaser

Matrix metalloproteinaser &ar en familj proteaser med liknande struktur och funktion som
hydrolyserar och degraderar ECM-komponenter (Visse & Nagase, 2003). Dessa proteiner
spelar en central roll i manga biologiska processer som t ex embryogenes, sarlikning,
angiogenes samt vid normal ombildning av vavnad. MMPs &r ocksa involverade i manga
sjukdomstillstand sa som artrit, cancer och vavnadssar (Vissi & Nagase, 2003). Enzymerna &r
kalcium- och zinkberoende och produceras och utséndras som inaktiva proenzymer
(zymogener), dven kallade proMMPs (Aupperle et al., 2009a; Aupperle et al., 2009b; Li et al,
2000). Efter sekretionen binder proMMPs till olika ECM-komponenter beroende pa MMP-
typ. Bindningen fungerar som extracellular forvaring tills proteaserna stimuleras, aktiveras
och mobiliseras (Li et al., 2000). Vissa av enzymerna stannar emellertid i cellen, forankrade i
cellmembranet (Visse & Nagase, 2003).

Generellt bestar MMPs av en prodomén, en katalytisk domén, en “hinge region” och en
hemopexindoman. | prodomédnen finns en “cysteine switch” som hdller proteinet i dess



inaktiva proMMP-form.  Det finns en “zinc-binding site” i den katalytiska domdnen som
karaktériserar proteinaserna i denna familj (Visse & Nagase, 2003).
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Figur 1. Schematisk illustration 6ver hur det inaktiva enzymet proMMP Gvergar till sin aktiva form
dar prodoménen klyvts bort. Med tillatelse fran Ingrid Ljungvall.

Matrix metalloproteinaser degraderar olika typer av  ECM-komponenter och delas in i 6
huvudgrupper baserat pa denna substratspecificitet. Dessa enzymgrupper ar: kollagenaser,
gelatinaser (bl a MMP-2 och MMP-9), stromelysiner, matrilysiner, membranbundna MMPs
(MT-MMPs, exempelvis MMP-14) samt 6vriga MMPs (Visse & Nagase, 2003).

En viktig funktion hos MMPs anses vara nedbrytning av ECM vid véavnadsresorbtion (Visse
& Nagase, 2003) samt under vavnadsremodellering (Li et al., 2000). Remodellering av
myokardiets matrix bidrar till utvecklandet av hjartdilatation och svikt (Li et al., 2000). En
okning av. MMP-aktivitet kan inducera en uppluckring av ECMs struktur vilket tillsammans
med andra processer i myokardiet resulterar i dilatation av hjartats halrum. Det har &ven
foreslagits att en minskad MMP-aktivitet minskar ECM-degraderingen vilket resulterar i 6kad
fibrotisering av hjartvavnaden (Anné et al., 2005). Eftersom ECM fungerar som reservoar for
biologiskt aktiva molekyler (ex tillvéxtfaktorer) kan degradering av det extracellulira matrixet
leda till &ndrat cellbeteende. Detta gor att dessa proteasers funktion involverar mer &n bara
degradering och att MMPs har en komplex roll i hdlsa och sjukdom (Visse & Nagase, 2003).

Aktivering och hamning

Under normala forhdllanden regleras MMP-nivaerna noga pa flera plan: Via transkription,
aktivering av proMMPs, interaktion med specifika ECM-komponenter samt via inhibition av
endogena inhibitorer (Visse & Nagase, 2003). Matrix metalloproteinaser aktiveras bl a av
andra MMPs, angiotensin I, endothelin-1, katekolaminer, noradrenalin, interleukin 1-beta
(IL-1B), tumour necrosis factor alfa (TNF-a), trypsin, urokinas och plasmin (Aupperle &
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Disatian, 2012). Lagt pH och varmebehandling kan ocksd leda till aktivering. (Visse &
Nagase, 2003). Hamningen regleras via substratinteraktion och via endogena, fysiologiska
inhibitorer (Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)) (Li et al., 2000). TIMPs &r
specifika MMP-inhibitorer som bidrar till kontrollen av den lokala MMP-aktiviteten i
vavnader genom irreversibel komplexbildning (Aupperle et al., 2009a). Foérlorad kontroll Gver
MMP-aktivitet kan resultera i sjukdomar som artrit, cancer, ateroskleros, aneurysmer, nefrit,
vavnadssar och fibros (Visse & Nagase, 2003). Oxidativ och mekanisk stress kan eventuellt
ocksa paverka uttrycket av MMPs och TIMPs.

Samverkan mellan MMPs, TIMPs och deras regulatorer styr fibrotiseringshastigheten i
hjartvavnaden, och justering av denna process kan darfor forandra hjartats fibrotisering och
darmed dess funktion (Li et al., 2000). | kardiovaskular vavnad deltar framst MMP-1, -2, -3, -
9, -13 och -14 (Aupperle & Disatian, 2012; Polyakova et al., 2004).

Matrix metalloproteinas-2 & -9

MMP-2 (gelatinas A) och MMP-9 (gelatinas B) ingar i gruppen gelatinaser och dessa enzym
degraderar kollagen typ 1V, V, VII, gelatin, fibronectin, laminin och elastin. MMP-9 &r
sérskilt involverat i nedbrytningen av proteoglykaner (Aupperle et al., 2009a). MMP-2, men
inte MMP-9, kan bryta ner kollagen typ I, Il och Il (Visse & Nagase, 2003).

Matrix metalloproteinas-14

MMP-14 ingdr i gruppen MT-MMPs (membranbundna MMPs) som & en grupp
membranbundna matrix metalloproteinaser (Aupperle & Disatian, 2012). MT-MMPs
aktiveras intracellulart vilket gor att de, olikt andra MMPs, utsondras proteolytiskt aktiva. Da
dessa enzymer sitter fOrankrade i cellmembranet kan de endast utova fokal proteolytisk
aktivitet pd ECM (Spinale, 2002). Ett antal celler i myokardiet uttrycker MT-MMPs,
exempelvis fibroblaster, myocyter och vaskuldra glatta muskelceller (Aupperle & Disatian,
2012). MMP-14 har kollagenolytiska egenskaper och kan degradera kollagen typ 1, Il och Il
(Visse & Nagase, 2003). Likt alla andra MT-MMPs (forutom MT4-MMP) kan MMP-14
degradera flera ECM-molekyler samt aktivera andra MMPs (Aupperle & Nagase, 2012).
Enzymet spelar ocksa en viktig roll i angiogenesen (Visse & Nagase, 2003). Det har visats att
TIMPs inte effektivt kan binda in till MT-MMPs, varfor det verkar som att MT-MMPs inte
berors av den lokala inhiberingen (Aupperle & Disatian, 2012).

Tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPS)

Fyra TIMPs har identifierats hos ryggradsdjur. Vid patologiska tillstand, associerade med
obalans i MMP-aktivitet, anses forandringar i TIMP-nivaer vara viktiga pd grund av deras
direkta effekt pd MMP-aktiviteten (Visse & Nagase, 2003). Grad av TIMP-aktivering kan
aven bestdamma vilken funktion en TIMP har i vavnaden. Exempelvis stimulerar TIMP-2 i
laga nivaer proMMP-2-aktivering medan hoga nivaer av TIMP-2 inaktiverar MMP-2 och
MMP-14 (Li et al., 2000). Utdver att hdmma MMPs har TIMPs andra biologiska funktioner,
exempelvis potentierar TIMP-1 och -2 erytropoesen och stimulerar cellvaxt. Ett Overuttryck
av TIMP-1, -2 och -3 har visats minska tumortillvaxt (Visse & Nagase, 2003).
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Anvandande av TIMPs som terapeutiskt verktyg vid behandling av kardiovaskuldr sjukdom
och cancer dar MMPs medverkat har stor potential. Forskningen star dock fortfarande i
startgroparna pa omradet och de Kliniska forsoken som utforts hittills har varit utan positiva
resultat. Att behandla med brett agerande TIMPs kan dock hdmma fler MMPs an 06nskat,
viket kan f& negativa bieffekter. Onskvart vore om specifika smalspektrum-TIMPs kunde
framstéllas sa det blir mojligt att hamma precis det MMP som éar aktuellt (Visse & Nagase,
2003).

Myxomatds mitralisklaffdegeneration

Myxomatds degeneration av mitralisklaffarna & den absolut vanligaste forvarvade
hjartsjukdomen hos wvuxna hundar (Haggstrom et al., 2004; Fox, 2012; Black et al., 2005;
Borgarelli & Haggstrom, 2010; Richards et al., 2012) och fororsakar flest hjartrelaterade
dodsfall hos hund (Fox, 2012). Myxomattds klaffdegeneration representerar 75% av alla
kardiovaskulara sjukdomar hos hund (Borgarelli & Héggstrom, 2010). Sjukdomen kan drabba
alla hundar men prevalensen varierar kraftigt mellan olika raser (Borgarelli & Hé&ggstrom,
2010). Vanligast ar tillstandet hos sma-medelstora raser sasom Cavalier King Charles Spaniel
(CKCS), tax, pudel, papillon och chihuahua (Egenvall et al., 2006). Sjukdomen &r ovanlig
hos unga hundar men &r vanlig hos &ldre individer. Hanhundar uppvisar en tidigare
sjukdomsdebut jamfort med tikar (Haggstrom et al., 2004; Egenvall et al., 2004; Borgarelli &
Haggstrom, 2010).

Patogenes och patofysiologi

Man har lange ansett att forandringarna vid myxomatds klaffdegeneration &r sekundéra till
langvarigt slitage, men eftersom inte alla aldre hundar uppvisar sjukdomen maste &ven andra
faktorer spela in. Flera teorier har presenterats for att forsoka forklara uppkomsten av
sjukdomen, men etiologin bakom myxomatds klaffdegeneration ar &nnu inte helt kénd.
Eftersom vissa raser drabbas oftare an andra har en genetisk bakgrund misstankts under lang
tid. Detta konfirmerades av tva studier (Swenson et al., 1996; Olsen et al., 1999) som visade
pa genetisk predisposition for sjukdomen hos CKCS och tax. Vidare identifierade Madsen et
al. (2011) tva loci i genomet hos CKCS, associerade med utvecklandet av myxomatos
klaffdegeneration.

Myxomattds klaffdegeneration orsakas av en progressiv myxomat6s degeneration av de
atrioventrikulara  klaffarna  (Haggstrom et al., 2004). Den myxomatésa degenerationen
forvandlar de normalt tunna och genomskinliga klaffseglen till nodulért fortjockade och
deformerade strukturer (Fox, 2012) vilket resulterar 1 Klaffinsufficiens. Forandringarna
inkluderar en progressiv expansion av spongiosalagret och nedbrytning av fibrosalagret. Detta
ses oftast forst i omradet dar klaffseglen mots under systole. Klaffseglens spongiosalager blir
fotjockat med okad mangd ECM innehdllande bl a glykosaminoglykaner (GAGs) och
proteoglykaner. Fibrosalagret tappar sin normalt organiserade kollagenstruktur och minskar i
storlek (Fox, 2012). Den forandrade klaffarkitekturen leder till fordndrat rorelsemonster hos
klaffarna som prolaberar in i formaket, vilket resulterar i mitralisregurgitation. Prolaberingen
tillsammans med mitralisregurgitationen ger Okad pafrestning pa klaffen, vilket kan leda till
5



endotelskador med efterfoljande aktivering av valvulara interstitiella celler. Aktiveringen ger
subendotelial ~ deponering  av  glykosaminoglykaner  vilket  ytterligare  fOrvarrar
sjukdomsforloppet  och  regurgitationen  (Black et al.,, 2005). Den  kroniska
mitralisregurgitationen  leder till en vénstersidig volymsOverbelastning med efterfoljande
formaks- och kammardilatation. Kammardilatationen i sig kan orsaka en dilatation av hjartats
mitralisannulus,  vilket forvarrar regurgitationen  ytterligare (sekunddar mitralisregurgitation)
(Ahmed et al., 2009; Fox, 2012).). Mitralisregurgitation kan fororsakas av fordndrade Klaffar,
dilatation av mitralisannulus, ruptur av chordae tendineae eller felaktig kontraktion av
papillarmuskulaturen. Flera av dessa faktorer kan vanligtvis identifieras vid myxomatos
klaffdegeneration (Olsen et al., 2010). | tidigt skede av sjukdomen paverkar en lindrig
regurgitation Over mitralis inte hjartats funktion och storlek. Med progredierande sjukdom
forvarras mitralisregurgitationen vilket ger dilatation av vénster formak (Haggstrom et al.,
2004) och sent i sjukdomsforloppet aven minskad hjartminutvolym och sankt blodtryck
(Ljungvall et al., 2011a). Kroppen kompenserar detta genom kardiovaskulara mekanismer for
att bibehalla hjartats minutslagvolym, exempelvis genom att Oka blodvolymen. Vanster
kammare kompenserar den minskade hjartminutvolymen genom att ¢ka den slutdiastoliska
fylinadsgraden  (Olsen et al., 2010). Detta leder till eccentrisk hypertrofi av
kammarmuskulaturen vilket betyder att kammaren dilateras men vaggtjockleken forblir
oférandrad (Grossman et al., 1975). Hundar kan tolerera detta tillstand i flera ar, dock ger
kronisk  volymoverbelastning och den eccentriska hypertrofin  gradvis en minskande
kontraktionsformaga hos myokardiet, aven hos hundar med kompenserad hjartsvikt (Olsen et
al., 2010). Samtidig myokardiell arterioskleros kan forvarra situationen ytterligare genom att
ge upphov till mikroinfarkter i myokardiet vilket minskar kontraktiliteten samt 6kar riskerna
for hjartsvikt eller plotslig dod (Falk et al., 2006).

Kliniska sjukdomstecken

Sjukdomen karaktériseras av en lang preklinisk period vilket gor att madnga hundar dor av
andra anledningar innan de hinner utveckla hjartsvikt (Egenvall et al., 2006). Darfor varierar
graden av kliniska sjukdomstecken hos patienterna med myxomatds klaffdegeneration ocksa
kraftigt. Vissa fOrblir asymptomatiska medan andra utvecklar lungddem vilket ar ett
livshotande tillstand (Borgarelli et al., 2012). Det viktigaste kliniska sjukdomstecknet ar det
systoliska blasljud som hors bast Gver apex pa vanster sida av thorax (Haggstrom et al.,
1995). Med progredierande sjukdom kan hunden drabbas av dyspné, letargi, anorexi,
motionsintolerans, svimningar, viktnedgang och ascites (om hdogersidig hjartsvikt utvecklats)
(Haggstrom et al., 2004). Hosta ar ocksa ett vanligt sjukdomstecken hos hundar med
myxomat0s klaffdegeneration. Hosta ses vid kardiogent lungddem eller ndr forstoring av
vanster formak orsakar kompression av huvudbronkerna (Borgarelli & Haggstrom, 2010).
Sjukdomen kan aven ge plotsliga dodsfall, da associerade med ruptur av chordae tendineae,
kammararytmier eller hjarttamponad (Olsen et al., 2010).

Diagnos

Hundar med myxomatos klaffdegeneration uppvisar ett systoliskt blasliud som vid
auskultation hors bast oGver mitralisomradet. Intensiteten pa blasljudet korrelerar med
6



sjukdomsgrad hos sma raser inklusive CKCS (Ljungvall et al., 2009, Haggstrom et al., 1995).
Vid sjukdomen ses, som tidigare beskrivet, ofta en dilatation av véanster formak samt
kammare vilket kan verifieras med rontgen. Da en hund med ratt signalement och alder
uppvisar ett systoliskt blasliud samt ev forstorat hjarta pa rontgen hamnar myxomatos
Klaffdegeneration hogt pa listan Over mojliga differentialdiagnoser. Definitiv diagnos stélls
med hjdlp av ultraljudsundersdkning av hjartat dar fortjockade och/eller prolaberande
mitralisklaffar och mitralisregurgitation kan ses (Borgarelli & Héaggstrom, 2010). Ultraljud
ger dven information om sjukdomens svarighetsgrad via métning av vénster formaks- och
kammarstorlek och eventuell ndrvaro av systolisk/diastolisk dysfunktion (Ljungvall et al.,
2011a).

Behandling

Enligt aktuell publicerad data verkar det i dagsliget inte finnas nagon tillganglig behandling
som senareldgger symptomdebuten vid forvarvad hjértsvikt (Haggstrom et al., 2009). Darfor
rekommenderas att endast hundar med tecken pa hjartsvikt behandlas (Atkins et al., 2009).
Den ideala behandlingen for svart drabbade hundar vore sannolikt att kirurgiskt rekonstruera
eller byta ut angripna klaffar. Tekniska, ekonomiska och etiska aspekter gor dock att dessa
operationer ar ovanliga pa hund. Malet med den medicinska behandlingen av drabbade
hundar blir darfor att oka livskvalitén, minska de Kliniska sjukdomstecknen samt forbéattra
Overlevnadstiden (Haggstrom et al., 2004). Resultat fran flera kliniska studier tillslammans
med klinisk erfarenhet foreslar en medicinsk  behandling innehallande  furosemid,
pimobendan, ACE-hdmmare och spironolakton (Borgarelli & Haggstrom, 2010).

Matrix metalloproteinaser och deras inhibitorer vid myxomatos
klaffdegeneration

Aupperle et al. (2009a) utforde en studie dar MMP-/TIMP-nivaer i mitralisklaffsvavnad, fran
friska hundar samt fran hundar med olika grad av myxomatds klaffdegeneration, undersoktes
med immunohistokemi. Hos de friska kontrollhundarna aterfanns MMP-2 och -14 samt
TIMP-2 normalt uttryckta i isolerade stromala celler. TIMP-3 fanns mattligt uttryckt
intracellulart och lindrigt extracellulart. MMP-9 aterfanns inte i klaffarnas stromala celler,
dock i stora mangder i myocyterna. Med progredierande sjukdom sjonk uttrycket av MMP-2
samtidigt som antalet stromala celler uttryckandes MMP-14 Okade, speciellt i kanterna av de
noduldra forandringarna. Uttrycket av TIMP-2 och -3 okade bade intra- och extracellulrt.
MMP-9 kunde inte detekteras varken i frisk eller sjuk klaffvavnad.

Samma forskargrupp utforde samma ar ytterligare en studie (Aupperle et al., 2009b) som
undersokte MMP-/TIMP-nivader med hjalp av PCR. Aven i denna studie ingick friska hundar
samt hundar med olika grad av myxomatos klaffdegeneration. PCR utfordes pa klaffvavnad
fran mitralis for att analysera forekomst av mRNA kodande for MMP-1, -2, -9, -14 och
TIMP-2, -3 och -4. | klaffvavnad frdn hundar med sjukdomen ségs en signifikant okning av
MRNA kodande for MMP-1 och -14 samt TIMP-2, -3 och -4. Ingen stegring i MMP-2- eller
MMP-9-mRNA kunde detekteras.



I en tredje studie (Ljungvall et al., 2011b) méttes aktiviteten av proMMP-2, proMMP-9,
MMP-2 och MMP-9 i serum fran hundar med myxomatos klaffdegeneration av olika grad
samt fran friska kontroller. Inga signifikanta skillnader i MMP-aktivitet kunde detekteras
mellan de olika graderna av sjukdomen. Aktivitet av proMMP-2 och proMMP-9 kunde
detekteras i samtliga prover, aktivi MMP-9 aterfanns hos 85 % av hundarna. Aktiviteten hos
proMMP-9 minskade med minskande systoliskt blodtryck och var signifikant htgre hos hanar
jamfort med tikar. MMP-9-aktiviteten sjonk vid stigande LVIDsj,c (6kning av kammarens
inre  dimension i slutsystole) samt vid minskande  systoliskt  blodtryck  och
troponinkoncentration. Inga signifikanta associationer kunde ses mellan proMMP-2-aktivitet
och de undersokta variablerna. MMP-2 kunde inte detekteras hos de undersokta hundarna.

MATERIAL OCH METODER

Detta ar en prospektiv studie som har blivit godkand i etisk prévning. Djurdgarnas samtycke
erholls skriftligt innan hundar inkluderades i studien.

Inklusionskriterier

Hundarna som ingick i studien var privatdigda och véagde alla under 15 kg. Hundarna var
antingen Kliniska friska eller uppvisade tecken pa myxomatds klaffdegeneration utan tecken
pd annan sjukdom. Hundar med medfédda hjartfel, andra forvarvade hjartfel eller systemiska
sjukdomar exkluderades. Dréaktiga tikar, hundar under behandling med glukokortikoider samt
hundar med detekterbara tumdrer exkluderades pga mojlig paverkan pa MMP-nivaerna.
Hundar som behandlades for hjartsvikt sekundart till myxomatds klaffdegeneration
inkluderades i studien.

Datainsamling

Hundarna undersoktes vid Universitetsdjursjukhuset vid SLU i Uppsala under 2009-2010. Det
skapades ett protokoll for varje hund dar det ingick djurdgarintervju, klinisk undersékning,
blodtrycksmatning, EKG-upptagning, blodprovstagning och ultraljudsundersokning.

Ekokardiografi

Ultraljud utfordes for att diagnostisera och gradera myxomatts klaffdegeneration. Hundarna
var osederade och fick ligga pd hoger och vanster sida pa ett undersokningsbord.
Ultraljudsundersokningarna utfordes och analyserades av en och samma veterindr (IL).
Diagnos av sjukdomen baserades pa narvaro av typiska forandringar pa mitralisklaffarna
(fortjockning och/eller prolabering in i vénster formak) med samtidig mitralisregurgitation
(MR).

MR identifierades med hjalp av farg-Doppler-teknik och delades in i obefintlig/minimal (<
30%), mattlig (> 30 — 50%) och kraftig (> 50%) regurgitation. Som bas for gradering av
myxomatds klaffdegeneration anvandes LA/Ao-kvoten och storleken pa MR. LA/Ao-kvoten
ar ett matt pa storleken hos vanster formak, dar LA &r diametern pa vanster formak och Ao &r
diametern 6ver aortabasen. Ju hogre kvot, desto storre formak. Klassificeringen gjordes enligt
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foljande mall: Frisk (LA/Ao < 1,5, obefintlig/minimal MR), lindrig (LA/Ao < 1,5, MR <
30%), mattlig (LA/Ao < 1,8, MR < 50%) och kraftig (LA/Ao > 1,8, MR > 50%).

Via M-mode-analys mattes vanster kammares innerdiameter i slutdiastole (LVIDd) och
vanster kammares innerdiameter i slutsystole (LVIDs). Storleken pa djurets vanstra kammare
ar relaterat till individens storlek och vikt. Den procentuella 6kningen av LVIDd (LVIDdinc)
och LVIDs (LVIDsijn) berdknades enligt foljande: ((observerad diameter — forvantad normal
diameter)/(forvantad diameter x 100)). De forvantade normala diametrarna beréknades sa har:
LVIDd: (LVIDd = kroppsvikt(kg)®?°* x 1,53) och LVIDs: (LVIDs = kroppsviki(kg)®3'® x
0,95) (Cornell et al., 2004).

Via M-mode-analys mattes &ven vanster kammares kontraktilitet, som anges som fractional
shortening (FS). FS anges i procent (%) och fas genom formeln (LVIDd - LVIDs) / LVIDd x
100 (Toumanidis et al., 2011).

Blodtrycksmatning

Blodtrycket mattes med hjalp av en oscillometrisk blodtrycksapparat (Krutech VET 420A).
Kuffen fastes runt svansroten och kuffdimensionen anpassades efter hundens storlek. Né&r
hunden acklimatiserat sig togs fem blodtrycksvéarden varpa ett medelvarde raknades ut for det
systoliska respektive diastoliska blodtrycket. Matande veterindr beddémde dven hundarnas
stressniva vid provtagningstillfillet. Stressnivan graderades som: ingen, lindrig, méattlig eller
kraftig stresspaverkan.

Hjartfrekvens

Hjartfrekvensen (HF) erholls vid auskultation av hjartat samt vid EKG-upptagning i samband
med ultraljudsundersokningen.

Blodprover

Blodprov togs fran samtliga hundar i anslutning till undersokningen. Blodet togs fran vena
jugularis och samlades i serumrdr. Proverna centrifugerades, serum avskiljdes och forvarades
i -80°C tills denna studies analyser utfordes.

Analysmetoder

Tva analyser for att mata MMP-nivaerna i proverna genomfordes och redovisas nedan;
zymografi och western blot. Ursprungligen fanns &ven intentionen att méta TIMP-aktiviteten i
respektive prov genom omvand zymografi Da denna analys inte resulterade i nagra vérden
avbréts vidare arbete med denna del av studien pa ett tidigt stadium.

Zymografi

Zymografi ar en teknik som anvands for att analysera enzymatisk aktivitet i biologiskt
material, exempelvis MMP-aktivitet. Metoden ger inte exakta varden utan aktiviteten kan
endast matas ungefarligt for att sedan anvdndas komparativt mot ett referensprov. Zymografi
anvands for att méta enzymers gelatinasaktivitet, vilket gor att gelen som anvands vid
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elektroforesen innehaller gelatin. P4 grund av analysens utformning fungerar det saledes
enbart att mata MMPs med gelatinasaktivitet (bl a MMP-2 & 9). Analyserna utférdes enligt
metodbeskrivning forfattad av Hawkes et al. (2010).

Metodbeskrivning

Serumproverna tinades och spaddes (1:6,25) med oreducerad SDS-buffert. Referensprovet
som anvandes (konditionerat medium fran den humana cellstamen HT1080) spaddes (1:1,25)
med oreducerad SDS-buffert. Analysen inleddes med att denaturerade, ej reducerade, protein
separerades via elektrofores (50 V per gel, 60 mA i 1,5 timme). Gelen som anvandes vid
denna elektrofores var av polyakrylamid-typ (10 %) och inneholl gelatin (1 %). 5 pl av de
spadda serumproven, referensprovet och en molekylviktsmarkor (Spectra multicolor)
pipetterades ner i gelens brunnar. Efter elektroforesen 6verfordes gelen till en Tritonlosning
(2,5 %) som renaturerade proteinerna (2 x 20 minuter pa skakmaskin). Sedan inkuberades
gelen Over natt vid 37°C i en buffertlosning innehdllande kalciumklorid (5 mM CaCl).
Kalcium behovs for att aktivera de eventuella MMPs som finns i proverna. Vél aktiva borjar
enzymerna bryta ner gelatinet i gelen.

Néstfoljande dag hdlldes aktiveringsbufferten av och ersattes med fixeringsbuffert. Sedan
behandlades gelen i Coomassie-staining, som &r bla till fargen och binder till proteinerna i
gelen. Detta gjorde att gelen blev bla i de partier déar gelatinet inte brutits ner. Slutprodukten
blev saledes en gel med bla basfirg och vita band dar enzymerna med gelatinasaktivitet
(MMP-2 & 9) agerat. Gelerna scannades och i datorn inverterades bilderna vilket gjorde att de
vita banden blev grd mot en vit bakgrund. MMP-aktiviteten méttes darefter som intensiteten
hos de olika gra banden och jamfordes mot intensiteten hos en referens.

Western blot

Western blot har i denna studie anvants for médtning av MMP-14-nivaer eftersom detta enzym
ej har ndgon namnvard gelatinasaktivitet. Istillet markeras proteinerna med primdra och
sekundédra fluorescerande antikroppar, vilket betyder att ndrvaro ave MMP-14 méts som
ljusintensitet. Ju hogre ljusintensitet, desto hogre koncentration MMP-14 i provmaterialet.

For att fA korrekta varden bor resultaten relateras till det totala proteininnehéllet i proverna.
Gors inte detta kan exempelvis en dehydrerad individ fa falskt hoga varden pa grund av mer
koncentrerat blod. Istéllet for att pipettera en bestdmd méngd prov per brunn (som i
zymografianalysen) fastslogs en lamplig proteinmédngd (5 pg ) per brunn som testades fram
genom en spadningsserie. Provernas proteinkoncentration mattes via spektrofotometri varpa
ett individuellt volymschema upprattades for hundarna i studien.

Metodbeskrivning

Proverna tinades och spaddes (1:62,5) med oreducerad SDS-buffert innehdllande 1% -
mercaptoetanol.  B-mercaptoetanol reducerar proverna vilket innebar att proteinernas
disulfidbryggor bryts upp. En SDS-gel (10%) gjots, genom vilkken de denaturerade
proteinerna i proverna separerades via elektrofores (100 V, 50 mA i 1,5 timme).
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Serumproverna och referensprovet upphettades innan elektroforesen till 100 °C i 5 minuter. |
varje gel kordes ett referensprov (HT1080 — en stam humana celler med kdnd MMP-14-
aktivitet) samt en molekylviktsmarkor (Spectra multicolor) parallelt med serumproverna.
Efter elektroforesen 6verfordes proteinerna i gelen till ett membran genom en ny elektrofores
(100 mA per gel, 300 V i 1 timme). Innan elektroforesen behandlades membranet med etanol
for att kunna motta proteinerna under elektroforesen. Efter proteindverforingen lades
membranet i blockeringsbuffert i 1 timme pa skakmaskin. Sedan placerades membranet i en
buffert innehdllande de primara antikropparna, vilka binder in specifikt till MMP-14.
Membranet inkuberades i denna buffert 6ver natt pa skakmaskin i kylrum.

Nastfoljande dag tvattades membranet i TBS-T-1I6sning (3 x 10 minuter) samt TBS-Iosning (1
x 10 minuter) pa skakmaskin. Membranet inkuberades sedan 1 timme i en buffert med de
sekundéara antikropparna. De sekunddra antikropparna &r fluorescerande och darfor
ljuskansliga, vilket gor att inkuberingen maste ske i mdrker. Membranet tvéttades sedan i
TBS-T-I6sning (3 x 10 minuter) samt TBS-I6sning (1 x 10 minuter) pa skakmaskin i morker,
varpa membranet scannades. Aktuella band identifierades, ljusstyrkan méttes och jamfordes
mot referensprovet.

Statistisk analys

De statistiska analyserna utfordes med analysprogrammet JMP wversion 9.0.1. For att
underséka samband mellan de olika sjukdomsgrupperna av myxomatds Kklaffdegeneration och
nivaerna av MMP-2, -9 & -14 anvandes Kruskal-Wallis test. Unilinjara regressionsanalyser
genomfordes for att utvardera samband mellan MMP-2, -9 & -14 och hundarnas signalement
(dlder, kon, CKCS/ej CKCS, vikt), systoliskt blodtryck (SAP), och ultraljudsvariabler
(LA/Ao, LVIDd, LVIDdin, LVIDs, LVIDsi,c och FS). Gruppvisa varden rapporteras som
median samt interkvartil range (IQR). Statistisk signifikans sattes till P<0,05.

RESULTAT

| studien inkluderades totalt 66 hundar (36 tikar och 30 hanar), med en medianalder pa 7,9 ar
(interquartile range, IQR, 5,9-9,7 ar) och en medianvikt pa 9,6 kg (IQR 7,7-10,5 kg). 49 av
hundarna var av rasen CKCS och resterande 16 hundar utgjordes av tax (6 st), blandras (3 st),
jack russel (2 st) samt 1 hund vardera av foljande raser: chinese crested powder puff,
dvargpudel, norfolkterrier, shetland sheepdog, tibetansk spaniel. 21 av hundarna klassades
som friska, 21 hundar hade mild, 8 hundar hade mattlig och 16 av hundarna hade kraftig
myxomatds klaffdegeneration. En sammanfattning av data grupperat efter grad av myxomatos
klaffdegeneration ses i tabell 1.

11



Tabell 1. Sammanfattning av resultat, grupperat efter grad av myxomatos klaffdegeneration.
Klassificeringen gjordes enligt féljande mall: Frisk (LA/Ao < 1,5, obefintlig/minimal
mitralisregurgitation (MR)), lindrig (LA/A0 < 1,5, MR < 30%), mdttlig (LA/Ao < 1,8, MR < 50%) och
kraftig (LA/Ao > 1,8, MR > 50%,). De numeriska vardena redovisas som medianvarde samt
interquartile range (IQR) inom parentes. CKCS = Cavalier king charles spaniel; HF = hjartfrekvens
(slag per minut); SAP = systoliskt blodtryck (systolic arterial pressure); LA/Ao = matt pa vanster
formak; LVIDd = vanster kammares innerdiameter i slutdiastole; LVID;,. = Den procentuella
okningen av LVIDd; LVIDs = vanster kammares innerdiameter i slutsystole; LVIDs;,. = Den
procentuella 6kningen av LVIDs; FS = fractional shortening, ett matt pa vanster kammares

kontraktilitet

Friska Mild Mattlig Kraftig
Antal 21 21 8 16
Kon (tik/hane)  14/7 1417 4/4 4/12
CKCS (ja/nej) 17/4 19/2 5/3 a7
Alder (ar) 50 (3,0-6,4) 7.2 (6,2-10,4) 91 (7,2-10,2) 9,3 (8,7-10,7)
Vikt (kg) 8,1 (7,0-10,1) 9,7 (8/4-10,7) 10,0 (7.8-10,9) 96 (7,7-12,0)
HF (slag/min) 116 (106-127) 106 (97-115) 110 (104-126) 130 (118-166)
SAP (mmHg) 133 (121-138) 139 (133-152) 139 (127-147) 123 (116-137)
LA/A0 12 (11-12) 13 (1,2-14) 16 (1,5-1,6) 2,1 (2,0-2,6)
LVIDd (cm) 29 (2,7-34) 35 (3,1-3,7) 35 (34-4,5) 4.4 (4,0-4,8)
LVIDdi, (%) 4,0 (-3,3- 13)9) 13,6 (49 -240) 23,6 (16,3-41,7) 45,1 (40,5-59,3)
LVIDs (cm) 2,0 (18-25) 23 (2,1-2,7) 23 (2,2-29) 2,7 (25-32)
LVIDsic (%) 64 (-0,2-27.8) 215 (11,1-41,2) 221 (16,7-41,8) 428 (26,6-57,7)
FS (%) 31,6 (26,8-33,8) 288 (24,4-343) 350 (32,5-37,2) 36,6 (31,1-39,7)
Zymografi

Zymografi av serumproverna visade gelatinasaktivitet vid samma regioner som hos de
positiva kontrollerna (referensprovet). Band som 6verensstimde med proMMP-2, proMMP-9
och MMP-9 i referensprovet tolkades som hundformer av samma enzymer (Rajaméki et al.,
2002). ProMMP-2, proMMP-9 samt MMP-9 aterfanns hos 97 % av hundarna (64/66). MMP-
2 kunde inte detekteras i studiepopulationen.

Western blot

Vid den western blot som utfordes aterfanns band med en molekylvikt pa ca 48 kDa i
samtliga prover. Da dessa band var synliga bade vid anvandande av monoklonala och
polyklonala antikroppar tolkades de som specifika for MMP-14. MMP-14 har i sin fulla langd
en molekylvikt pa ca 60-66 kDa (Evans et al., 2012) och det band som aterfanns tolkades som
en avklyvningsprodukt, sannolikt det som aterstar efter att prodoménen Klyvts av. Band pa 20
kDa och ca 60-66 kDa aterfanns i merparten proverna vid anvdndande av polyklonala
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antikroppar. Da de inte kunde ses vid anvandning av monoklonala antikroppar kunde de inte
fastslds som MMP-14-specifika.

Statistiska analyser
Gruppvisa jamfdrelser

Inga signifikanta skillnader kunde detekteras mellan de fyra graderna av myxomatds
klaffdegeneration for nagon av de analyserade MMPs.

Unilinjara regressionsanalyser

Analyserna visade att MMP-14-aktivitet 6kar med sjunkande blodtryck (P = 0,031) och att
totalt MMP-9 (proMMP-9 + MMP-9) sjunker med ©kande FS (P=0,027) (Fractional
shortening, ett matt pa vanster kammares kontraktilitet).

dtryck (mmHg)

Figur 2. Serumkoncentrationen av MMP-14 i forhallande till systoliskt blodtryck.

al shortening (%)
Figur 3. Serumkoncentrationerna av totalt MMP-9 relaterat till fractional shortening (FS).
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DISKUSSION

Savitt forfattaren kanner till &r detta den forsta publicerade studie dar forekomst av MMP-14
analyserats i serum fran hundar med olika stadier av myxomatds klaffdegeneration.
Serumaktivitet av. MMP-2 & -9 hos hundar med myxomatds klaffdegeneration har tidigare
undersokts (Ljungvall et al., 2011b), pa en annan grupp hundar. | var studie detekterades
ndrvaro av proMMP-9, MMP-9, proMMP2 samt MMP-14 hos den undersokta
hundpopulationen, dock ej MMP-2. Aktiviteten hos MMP-14 o©kade med minskande
blodtryck och totalt MMP-9 sjonk med Okande FS. Utifran var studie forefaller MMP-2 spela
en mindre roll hos hundar med myxomatts Klaffdegeneration.

| denna studie 6kade MMP-14-aktiviteten i proverna med minskande blodtryck. Ljungvall et
al. (2011a) visade att blodtrycket sjunker sent i sjukdomsforloppet vilket skulle betyda att
MMP-14-nivan ~ Okar  vid langt  framskriden  sjukdom. Vid myxomatos
mitralisklaffdegeneration  utvecklas, som tidigare beskrivet, mitralisregurgitation som blir
varre med progredierande sjukdom. Kroppen kompenserar detta genom kardiovaskuldra
mekanismer. | sena stadier av sjukdomen kan hundar uppvisa regurgitationsfioden pa Gver
75% av den totala slagvolymen (Kittleson & Brown, 2003), vilket kan Overstiga kroppens
kompensationskapacitet. Om detta intraffar minskar minutvolymen vilket resulterar i sénkt
blodtryck. Att MMP-14 okar med minskande blodtryck borde darfor kunna tolkas som att
MMP-14 6kar vid nedsatt systolisk funktion.

| studien sags en minskande aktivitet av totalt MMP-9 med okande FS % (P=0,027), FS &r ett
indirekt matt pa vanster kammares kontraktionsformaga. Vid forvarrad myxomatos
mitralisklaffdegeneration okar klaffldckaget och regurgitationen Over mitralis. Trycket &r
mycket lagre i vanster formak &n i aorta. Detta gor det lattare for vanster kammare att
kontrahera nar blodet aker tillbaka in i formaket istillet for enbart ut i aorta. Med
progredierande sjukdom ses darfor en ¢kande sammandragning (FS %) av vanster kammare,
kallat hyperkinesi. Hyperkinesi indikerar normalt god kontraktionskraft men kan hos hundar
med mattlig till kraftig mitralisregurgitation maskera nedsatt systolisk funktion. Minskande
aktivitet av totalt MMP-9 med Okande FS talar for att aktiviteten hos MMP-9 sjunker med
progredierande sjukdom. Fynden stdmmer val Overens med tidigare resultat (Ljungvall et al.,
2011b) dér aktiviteten av proMMP-9 minskade med sjunkande systoliskt blodtryck och dar
aktiviteten av MMP-9 minskade med sjunkande systoliskt blodtryck samt 6kande LVIDsinc.
LVIDsijrc ar den procentuella 6kningen av vénster kammares innerdiameter i slutsystole och
har visats 0ka hos hundar med kraftigt utvecklad myxomatos klaffdegeneration (Borgarelli et
al., 2007). Matning av vanster kammares slutsystoliska dimensioner har foreslagits aterspegla
nedsatt systolisk funktion (Borgarelli et al., 2007; O’Gara et al., 2008) da LVIDsinc 6kar med
sjunkande systolisk funktion. Sammantaget skulle detta kunna betyda att MMP-9 &r negativt
associerat med nedsatt systolisk funktion.

MMP-9 &r, som tidigare beskrivet, extra involverat i nedbrytningen av proteoglykaner
(Aupperle et al., 2009a) vilket &r intressant eftersom aktiviteten hos MMP-9 sjunker med
progredierande  sjukdom. Detta Oppnar upp en intressant fragestdllning  huruvida
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nedregleringen av. MMP-9 kan bidra till den proteoglykanansamling som ses vid myxomatos
klaffdegeneration (Aupperle et al., 2009a).

Vid métning av MMP-aktivitet ar det av stort varde att samtidigt undersoka TIMP-aktiviteten
i samma provmaterial eftersom de har en direkt inverkan pa MMP-aktiviteten. Intentionen var
fran borjan att mata TIMP-nivaerna i samtliga serumprover for att kunna jamfora mellan
prover och mot MMP-nivaerna. Dessa varden hade varit valdigt intressanta for studien, men
fick exkluderas da dessa analyser inte gav métbara resultat. Majliga forklaringar till detta kan
vara att analysen inte fungerade pa hundblod eller att det helt enkelt inte fanns méatbara nivaer
av TIMP i cirkulationen hos de undersokta hundarna. Den definitiva orsaken forblir oklar.

De analyser som i dagslaget finns tillganglig for médtning av aktivitet hos MMP-2, -9 och -14 i
hundserum &r zymografi och western blot. Analyserna mater aktivitet och inte mingd av ett
specifikt protein vilket gor att exakta varden inte erhalls, utan resultaten maste uppskattas for
att sedan anvandas komparativc mot aktiviteten i andra prover. Analyserna ar tidskrédvande
och maste utféras av utbildad laboratoriepersonal vilket goér dem ndgot svartillgangliga.
Onskvirt vore att PCR eller ELISA fanns tillgangligt for analys av olika MMPs, som finns pa
humansidan, vilket skulle underlatta hanteringen och analyseringen avsevart.

STUDIENS SVAGHETER

De primdra antikropparna som anvandes under western-blot-analysen var antikroppar
framtagna for humant MMP-14. Detta kan gora att antikropparna binder in séamre till
hundenzymerna vilket kan ge falskt laga varden, men eftersom aktivitetsnivaerna i proverna
jamfors mot varandra spelar denna eventuellt nedsatta bindningsgrad inte in pa resultatet. De
band som i proverna identifierades som MMP-14-specifika var storleksmassigt lite mindre
jamfort med de humana proteinerna i referensprovet, vilket sannolikt beror pa artspecifika
posttranslationella forandringar.

Resultaten grundar sig pa relativa varden da dessa varden erhéllits genom jamforelse mot
prov med okdnd méngd protein. For att kunna jamfora resultaten med andra studier &r det
onskvart att anvanda absoluta méatvarden. Absoluta métvarden kan fas genom att jamfora
proverna mot kdnda koncentrationer (en standard), vilket anvands inom t.ex. ELISA.

SLUTSATS

Aktiviteten hos MMP-14 6kar med sjunkande blodtryck och aktiviteten hos totalt MMP-9
sjunker med Okande FS. Detta kan tolkas som att MMP-14-aktiviteten dkar och MMP-9-
aktiviteten sjunker vid nedsatt systolisk funktion. Att de bada enzymerna varierar under
sjukdomsutvecklingen kan betyda att de &r involverade i olika stadier av
sjukdomsutvecklingen. Utifran var studie forefaller MMP-2 spela en mindre roll hos hundar
med myxomatds mitralisk laffdegeneration.
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