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SAMMANFATTNING

Synovialleden dr den vanligaste ledtypen 1 histens extremiteter och drabbas ofta av
osteoartrit (OA). Leden bestér av flera delar som samverkar med varandra, bade i friska
och sjuka leder, déarfor bor den betraktas som ett organ. De olika delarna som utgor en
synovialled ar subkondralt ben, ledbrosk, ledvitska, ligament, senor, muskler och en
ledkapsel bestdende av tva lager. Ledbrosket dr uppbyggt av en celltyp som endast utgor
en liten andel, resten fylls ut av ett extracelluldrt matrix. Matrixet ger ledbrosket forméga
att fordela kraft som verkar pa leden, genom att forse brosket med specifika biomekaniska
formégor. Normalt brosk har en balanserad metabolism bestdende av anabola och katabola
processer som pagar samtidigt och resulterar i en kontinuerlig omséttning av vivnaden.

OA ir en progressiv sjukdom som orsakar obalans i den normala broskmetabolismen,
vilket resulterar i nedbrytning av ledbrosket. Sjukdomen ar komplex och har flera
potentiella bakomliggande orsaker, bland annat tros trauma och inflammation leda till
utvecklingen av OA. Smirta och hilta uppstar till foljd av ledforédndringarna och dr de
vanligaste akommorna hos svenska héstar och dven den vanligaste utslagsorsaken.
Patogenesen &r inte helt faststélld och idag &r det inte mojligt att uppticka tidiga
sjukdomsfordndringar, eftersom de tillgéngliga diagnostiska metoderna ar for okansliga.
Sjukdomen yttrar sig kliniskt i ett sent skede, varfor broskskadorna oftast dr irreversibla
innan diagnos stélls. Darfor dr det onskvirt att utveckla diagnostiska metoder for att
uppticka sjukdomen i ett tidigare skede. Syftet med denna litteraturstudie ar att avgdra om
det dr mdjligt att diagnostisera patienter med OA pd individniva genom att anvénda
biomarkdrer.

Biomarkorer dr en objektiv metod som anses ha potential att anvéndas for att diagnostisera
OA. 2006 myntades ett klassificeringssystem som syftar till att underlétta forskningen
genom att dela in markdrerna i olika grupper beroende pa funktion. Det finns flera typer
av biomarkorer, 1 detta arbete fokuseras pa de 16sliga markorerna, dvs de som kan finnas 1
serum, synovia och urin. Nedbrytningen av ledbrosket sker 1 en sérskild ordning och ger
upphov till unika fragment, dessa tros kunna métas och ge en bild av sjukdomsforloppet
och oka forstaelsen kring patogenesen.

Ett flertal studier om biomarkorer har gjorts, men det finns fa som genererat upprepbara
resultat. Den stora spridningen pa resultaten och méitvirdena av biomarkorer i patienter
g0r det svart att faststélla troskelvdrden for att skilja sjuka patienter frén friska kontroller.
Framtida forskning maste syfta till att 6ka kinsligheten pd mdtmetoderna och ddrmed
deras formaga till detaljerade métresultat géllande biomarkorer. I dagslidget gir det inte att
méta biomarkdrer 1 synovia och serum for att diagnostisera individuella patienter med OA.



SUMMARY

Synovial joints are the most common type of joint in the extremities of the horse. It is also
the type of joint most prone to develop osteoarthritis (OA). The synovial joint is to be
considered an organ, it consists of several parts that collaborate in both normal and
diseased joints. The basic set of parts in the joint is subchondral bone, articular cartilage,
synovial fluid, ligaments, tendons, muscles and a joint capsule involving two layers.
Articular cartilage consists of a small percentage of a single type of cellular component
and a voluminous extracellular matrix, that provides the articular cartilage with its specific
biomechanical properties and ability to withstand load. In healthy cartilage the normal
metabolism is a homeostasis between anabolic and katabolic processes that take place
simultaneously, the result is a continuous tissue turnover.

OA is a progressive disease that cause an imbalance of the normal processes in the
cartilage that lead to degradation of the articular cartilage. The disease is complex and the
pathogenesis is yet to be fully determined and understood. There are a few potential
reasons for the development of OA, two of which are trauma and inflammation. OA
causes joint pain and lameness, the most frequent disorders of horses in Sweden and a
common reason for disposal. The disease manifests clinically in a late phase and the
methods for diagnose that are available today does not enable early detection of the
disease, because of their lack of sensitivity. It is desirable to develop diagnostic methods
that have sufficient capacity to discover the early changes that occur in OA. Early
detection would be valuable, since the late phases of OA results in irreversible damages to
the articular cartilage. The purpose of this review is to determine if biomarkers can be
used to diagnose OA in individual patients.

Biomarkers are considered a potential and objective method for diagnose of OA and in
2006 a classification scheme was created to divide the markers into different groups
depending on their function, to facilitate research. There are many types of biomarkers,
but the ones that are included in this review are the soluble markers, i.e. the ones that
could be detected in serum, synovia and urine. The degradation of the articular cartilage
occurs in a time-dependent order and measuring concentrations of the unique fragments
that form could provide a real-time view of the ongoing pathological processes, as well as
increase the understanding of OA and shed some light on the pathogenesis.

Many studies of biomarkers have been done, but few have come up with reproducible
results. The wide distribution of results and values of different biomarkers in patients
makes it impossible to establish a threshold to distinguish OA-patients from healthy
controls. Future research must focus on developing an increased sensibility in measuring
levels of biomarkers in synovia and serum, to enable the use of them for diagnose of OA
in individual patients, something that is not possible in the current situation.



INLEDNING

Osteoartrit (OA) dr en kronisk progressiv ledsjukdom (Liu-Bryant & Terkeltaub, 2015)
och en vanlig orsak till hdlta hos histar. Synovialleden dr den vanligaste ledtypen 1 héstens
extremiteter och drabbas ofta av OA (Mcllwraith ef al., 2016). Sjukdomen yttrar sig
kliniskt i ett sent skede och de diagnostiska metoder som anvinds idag kan inte uppticka
tidiga fordndringar (Rousseau & Garnero, 2012), varfor sjukdomen ofta nér irreversibla
stadier innan den upptécks (Skidldebrand et al., 2017).

OA karaktériseras bland annat av en obalans 1 den normala broskomséttningen som leder
till brosknedbrytning (Skidldebrand, 2004), detta initieras troligtvis av inflammation
(Berenbaum, 2012) och/eller trauma (Mcllwraith ef al., 2016). Vid nedbrytningen sker en
fragmentering av broskets extracelluldra matrix och unika klyvningsfragment bildas. Vissa
fragment har kunnat pdvisas 1 ledvétska med hjilp av ELISA (Skidldebrand et al., 2017),
dérfor anses de ha potential att anvindas som biomarkorer for att skildra anabola och
katabola processer och ddrmed rddande sjukdomssituation i specifika leder (Skidldebrand,
2004). Biomarkorer tros kunna mojliggora upptickt av sjukdomen innan irreversibla
ledskador uppkommer (Mcllwraith ef al., 2016). Denna litteraturstudie syftar till att
avgora ifall de biomarkorer som hittills upptickts hos hést kan anvédndas for att
diagnostisera enskilda individer med OA.

MATERIAL OCH METODER

PubMed och Web of Science anvindes for foljande sokningar:
joint AND horse* OR equine

osteoarthritis OR OA AND horse* OR equine
biomarkers AND OA OR osteoarthritis
BIPED AND osteoarthritis OR OA OR arthritis

vV V V V V

equine®* AND cartilage AND degradation AND COMP
» equine* AND cartilage AND degradation AND CTX*

Referenslistor fran vetenskapliga artiklar samt reviewartiklar anvéndes sedan for att hitta
fler relevanta referenser.



LITTERATUROVERSIKT
Synovialleden — anatomi & fysiologi

Synovialleden dr den vanligaste ledtypen 1 hidstens extremiteter samt den ledtyp som oftast
drabbas av OA och orsakar kliniska besvir (Mcllwraith ef al., 2016). Detta arbete kommer
av den anledningen endast behandla denna ledtyp.

En synovialled bestér av flera strukturer som tillsammans klassas som ett organ, eftersom
de interagerar med varandra bade i friska och sjuka leder. Grundstrukturerna ar tvé
broskbeklddda ledytor som omsluts av en ledkapsel bestaende av tva lager, ledkapseln
omges 1 sin tur av senor och ligament. Ledhdlan som uppstér mellan broskytorna och de
periartikuldra strukturerna fylls ut av ledvitska, dven kallat synovia. Under ledbrosket
finns det subkondralt ben (Bild 1). Ledens uppgift &r att mdjliggdra rorelse mellan olika
benstrukturer och fortplanta rorelseenergin som uppkommer nér histen forflyttar sig
(Mcllwraith et al., 2016).

Frisk led

\‘ 1. Ledhala & synovia
| 2. Synovialmembran
3. Ledbrosk
4. Ledkapsel

S

Bild 1. Synovialledens uppbyggnad i kotled hos hést (modifierad bild, original av Li Gessbo,
2004)

Ledbrosk

Ledbrosk hos en adult hist dr en forhéllandevis cellfattig vivnad, innehdllet av
kondrocyter utgdr endast 1-12% av den totala volymen (Mcllwraith et al., 2016). Cellerna
omges av ett extracellulirt matrix (ECM) som utgdr grundsubstans. Det vuxna brosket
saknar bade blodforsorjning och innervering (Palmer & Bertone, 1994). Broskets
viktigaste funktioner &r att tryckfordela samt tillata ledytorna att samverka med sa 14g
friktion som mgjligt (Skidldebrand, 2004).



Det artikuldra brosket dr uppbyggt av fyra zoner: den ytliga zonen, intermedidrzonen, den
djupa zonen och den kalcifierade zonen (Bild 2). Broskets sammanséttning skiljer sig i de
olika zonerna beroende pa avstand till ledytan, vilken typ av led och vilket omréde i leden
det bekldder samt individens alder (Palmer & Bertone, 1994).

' Ytlig zon

Intermediirzon
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T .0 ’A .," “‘ Tidemark
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Bild 2. Histologisk bild av ledbroskets olika zoner. Den stora pilspetsen markerar interterritoriellt
matrix och den lilla territoriellt matrix (modifierad bild fran Skidldebrand, 2004).

De tre dversta zonerna utgdr den hyalina delen av brosket och saknar tydlig avgransning
sinsemellan (Mcllwraith et al., 2016). I den ytliga zonen finns rikligt med langsmala
kondrocyter och fibriller av kollagen typ II. Fibrillerna &r arrangerade parallellt med
ledytan (Palmer & Bertone, 1994). Vatteninnehéllet dr forhéllandevis hogt och
koncentrationen av proteoglykaner (PG) dr lagt (Mcllwraith et al., 2016).

Intermediédrzonen har hogre PG-halt och lagre vatteninnehdll dn den ytliga zonen
(Mcllwraith et al., 2016). Kollagenfibrillerna forekommer i ldgre koncentration och ar
slumpartat organiserade. Kondrocyterna ér storre, rundare och forekommer ensamma eller
1 par (Palmer & Bertone, 1994), slumpmaissigt utspridda i ECM (Mcllwraith et al., 2016).

Den djupa zonen har ldgst vatteninnehall och koncentration av kollagenfibriller, samt
rikligast PG-koncentration (Mcllwraith et al., 2016). Kondrocyterna ar staplade i
kolumner som stricker sig mot ledytan (Palmer & Bertone, 1994).

Tidemark ar den histologiska gransen mellan kalcifierat och icke-kalcifierat brosk.
Kondrocyterna i den kalcifierade zonen &r organiserade individuellt eller i kolumner. Det
extracelluldra matrixet 4r mineraliserat, sanédr som pa ett tunt lager av icke-mineraliserat
matrix 1 kondrocyternas omedelbara nérhet. Innehéllet av kollagen och PG ér 14gt (Palmer
& Bertone, 1994).



Kondrocyten syntetiserar alla komponenterna till ECM, badde molekylerna som utgdr
broskvévnaden och de katabola enzym som bryter ner och omsitter den.
Broskomséttningen &r en langsam process. Det forekommer en strikt reglerad balans
mellan uppbyggnad och nedbrytning av komponenterna (Sandell & Aigner, 2001).
Tillvaxtfaktorer och enzymer reglerar denna balans. I normal broskvévnad byts
matrixkomponenterna ut kontinuerligt i och med homeostasen mellan anabola och
katabola processer (Skidldebrand, 2004), ddremot &r den proliferativa aktiviteten 1 sjélva
kondrocyterna néstan obefintlig (Sandell & Aigner, 2001).

Eftersom kondrocyterna omges av ECM saknar de direktkontakt med varandra och maste
kommunicera via matrixet (Skidldebrand, 2004). Denna kommunikation ar ett komplext
samspel och cytoplasmatiska processer pa cellerna tros spela en viktig roll i
kommunikationen genom att upptécka fordndringar i cellens omgivning (Mcllwraith ef al.,
2016).

Extracelluliirt matrix &r viktigt eftersom det ger brosket sina unika biomekaniska
egenskaper, det bidrar till draghallfasthet samt mdjliggor stotdimpning (Skidldebrand,
2004). Samverkan mellan olika matrixkomponenter ger upphov till ett hogt osmotiskt
tryck som medfor att vatten diffunderar in 1 vivnaden och gor att brosket kan motsti
kompression som uppstér vid belastning (Palmer & Bertone, 1994).

Den exakta sammansittningen av ECM varierar, vattenhalten dr mellan 70-80%. Den
aterstdende andelen utgors 1 torrvikt av 50% kollagen, 35% PG, 10% glykoproteiner
(exempelvis tillviixtfaktorer och reglerande molekyler). Aterstdende 5% bestér av
mineraler, lipider och celluldra komponenter (Mcllwraith ef al., 2016).

Matrixet som omger kondrocyterna bestér av tre zoner. Det pericelluldra matrixet ar i
cellernas omedelbara nérhet och omsluter enstaka celler. Utanfér denna zon finns
territoriellt matrix och hér sker monteringen av ECM-komponenterna efter syntes 1
kondrocyten. Det matrix som fyller ut utrymmet mellan kondrocyterna kallas
interterritoriellt och utgdr den storsta andelen av totalt ECM (Bild 3) (Skidldebrand,
2004).

Kollagena proteiner ér en bestdndsdel i ECM, av dem ér kollagen typ II den vanligaste
och utgdr 85-90% av det totala kollageninnehéllet (Palmer & Bertone, 1994). Molekylen
bildar fibriller och proteinstrukturen ar uppbyggd av tre identiska a;-kedjor snurrade runt
varandra i en trippelhelix (Mcllwraith et al., 2016). Fibrillerna ger ledbrosket stabilitet,
styvhet och forméga att motstd dragkrafter (Palmer & Bertone, 1994). Stabiliteten fés
genom att kollagenfibrillerna fungerar som armeringsjirn i brosket, de korsbinder bade
med andra o,;-kedjor i samma molekyl och med andra fibriller (Mcllwraith ef al., 2016).
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Bild 3. De olika zonerna i det extracelluldra matrixet, pericellulart matrix dr omradet precis runt
kondrocyten, territoriellt matrix dr omradet utanfor cellen och interterritoriellt matrix ar beldget
mellan cellerna. Bilden visar ndgra av de molekyler som férekommer i respektive zon (egen
omarbetning av Heinegérd & Saxne, 2011)

Det finns @ven andra typer av kollagen i ledbrosket, bland annat typ III och VI som &r
lokaliserade i det pericelluldra matrixet. Kollagen typ VI bildar inte fibriller och &r en
viktig bestandsdel i chondron — en struktur som utgdrs av kondrocyten och dess direkta
omgivning. Chondron dr en viktig funktionell och metabolisk enhet i det hyalina brosket
(Mcllwraith et al., 2016).

Proteoglykaner (PG) ger brosket styvhet och formaga att motsta kompression (Palmer &
Bertone, 1994). Molekylstrukturen bestdr av en socker- och en proteinkomponent, PG ar
lokaliserat mellan kollagenfibrillerna och haller ihop dem (Mcllwraith et al., 2016). Den
vanligaste proteoglykanen 1 ledbrosk dr aggrekan, en molekyl med hog molekylvikt och
formaga att binda till hyaluronan, en glukosaminoglykan (se Bild 4) (Palmer & Bertone,
1994). Kondroitinsulfat och keratansulfat utgoér sockerkedjorna som ingar i aggrekan,

sulfatgrupperna ér negativt laddade och ger molekylen sin viskositet (Mcllwraith et al.,
2016).
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Bild 4. Proteoglykanen aggrekan bestér av tre globuléra proteinstrukturer och tva linjira
proteinsegment, dir det forsta linjdra segmentet kombinerar de tva forsta globuléra strukturerna.
Det andra linjara segmentet kombinerar andra och tredje globuléra strukturerna och har tva typer
av glukosaminoglykaner, kondroitinsulfat och keratansulfat, kopplat till sig. Bindningen mellan
aggrekan och glukosaminoglykanen hyaluronan sker med hjélp av ett lankprotein, som forenar den
hyaluronanbindande doménen med aggrekanets forsta globuldra struktur (egen omarbetning av
Sofat, 2009; Palmer & Bertone, 1994).

Glukosaminoglykaner (GAGs), exempelvis kondroitinsulfat (CS) och keratansulfat (KS)
ingar i1 aggrekanmolekylen, de spelar en viktig roll eftersom de med sina laddade
sulfatgrupper binder vattenmolekyler samtidigt som de repellerar varandra. CS ar
uppbyggt av upprepade disackaridsekvenser av D-glukuronat och N-acetyl-D-
galaktosamin (Garvican ef al., 2010). KS bestdr av upprepningar av disackariderna
galaktos och N-acetylglukosamin (Mcllwraith ef al., 2016).

Hyaluronan (HA) dr ocksé en GAG men saknar laddning eftersom den saknar
sulfatgrupper. Molekylen stérker brosket genom att binda till aggrekan (Palmer &
Bertone, 1994). HA ér en vanligt forekommande komponent i ECM (Mcllwraith ef al.,
2016), men forekommer &dven fritt i synovia (Sofat, 2009).

Icke-kollagena proteiner i ECM, exempelvis COMP (cartilage oligomeric matrix
protein) &r ett glykoprotein som dven kallas trombospondin 5 (Skidldebrand, 2004).
Molekylen tros vara viktig for att organisera kollagenfibrillerna i ledbrosket till nitverk,
detta tack vare sin uppbyggnad av 5 identiska subenheter sammansatta till en pentamer
(Skidldebrand et al., 2005). Molekylen har en viktig funktion for normal broskutveckling
och matrixsammanséttning (Garvican et al., 2010) eftersom COMP-mutationer har visat
sig ge storningar i broskbildningen och tillvéxtzoner i subkondralt ben (Roughley, 2001).



Subkondralt ben

Subkondralt ben utgérs vanligtvis av ett lager kompakt ben och skiljer det trabekuldra
benet frén det 6verliggande ledbrosket. Benytan bestdr av oorganiska mineralsalter och
organiska komponenter, exempelvis kollagen typ I, PG, GAG och vatten. Mineralsalterna
ger benet hdrdhet och stadga, och de organiska komponenterna ger benet en viss
flexibilitet (Mcllwraith et al., 2016).

Till skillnad fran ledbrosket &r det subkondrala benet bade kérlforsorjt, innerverat och har
en intensiv metabolism. Benet har ddrmed hog regenerativ formaga och en kinslighet for
bade fysiologiskt och patologiskt stimuli. Nociceptorer forekommer 1 benvévnaden och
gor den kinslig for smértstimulering (Mcllwraith et al., 2016).

Ledkapsel

Strukturen som utgdr ledhalans yttre avgrdnsning bestdr av tva lager, en yttre fibros
ledkapsel, samt ett inre synovialmembran. Ledkapseln ger mekanisk stabilitet (Dyce et al.,
2010) och forser dven hjdrnan med viktig information om rérelse i leden, tack vare riklig
forekomst av proprioceptiva nervindar (Mcllwraith et al., 2016).

Synovialmembranet bestar i sin tur av tva lager: subintima och intima. Subintiman bestar
av fibros bindvédv, medan intiman &r uppbyggd av synoviocyter som vilar pd subintimans
bindvédvsbiadd. Intiman bestar av ett cellager som &r 1-4 celler tjockt, som linjerar insidan
av ledkapseln och har direktkontakt med ledhdlan och ledvitskan (Palmer & Bertone,
1994). Synovialmembranet saknar basalmembran och &r rikligt kérlforsett. Detta gor att
blodplasma kan passera in i1 ledhalan genom aktiv transport av synoviocyterna, medan
storre molekyler inte tar sig in(Mcllwraith et al., 2016).

Synoviocyter forekommer i tva huvudsakliga typer, typ A och typ B. Forekomsten av en
tredje celltyp har pévisats, som tros vara en odifferentierad variant. Samtliga tre celltyper
ar viktiga 1 upprétthallandet av homeostas 1 leden, eftersom de kan producera och utsondra
cytokiner, tillvixtfaktorer och inflammationsmediatorer (Mcllwraith et al., 2016). Typ A-
synoviocyter har makrofagliknande beteendemdnster och fagocyterar gérna. Typ B-
synoviocyter dr morfologiskt lika fibroblaster och star for utsondring av bland annat HA
till synovian (Palmer & Bertone, 1994).

Ledvitska, synovia, dr en viskds, gulaktig vitska med en sammanséttning som liknar
blodplasma. Den anses vara ett ultrafiltrat av plasma (Mcllwraith ez al., 2016).

Dess huvudsakliga funktion dr att smorja leden och minska friktionen mellan ytorna i
ledhalan. (Mcllwraith et al., 2016). Ledvitskan stér dven for niringstillforsel samt
bortforsling av slaggprodukter fran ledbrosket (Palmer & Bertone, 1994).

Ligament, muskler & senor

Detta dr strukturer som omger leden och ger upphov till en mekanisk stabilitet (Dyce et
al., 2010). Senor, ligament och den fibrosa delen av ledkapseln delar vissa strukturella
likheter, de &r cellfattiga men har ett rikligt ECM som bestér av kollagen typ I och III, PG,
GAG och vatten (Mcllwraith ef al., 2016).



Osteoartrit

OA ér en kronisk progressiv ledsjukdom (Skidldebrand et al., 2017; Liu-Bryant &
Terkeltaub, 2015) som &r en vanlig orsak till hélta hos hastar (Mcllwraith et al., 2016).
Hos hist karaktiriseras OA bland annat av brosknedbrytning, skleros 1 subkondralt ben,
osteofyter, synovit, kapsulit och ligamentskador (Skidldebrand, 2004). Sjukdomen &r en
grupp av patologiska ledférédndringar som kan involvera hela ledorganet (Mcllwraith et
al., 2016) och leder till smirta samt forlorad ledfunktion (Skidldebrand, 2004).

Etiologi

OA idr en komplex sjukdom (Berenbaum, 2012) och det finns flera potentiella
bakomliggande orsaker till att sjukdomen bryter ut (Skidldebrand, 2004). Hos méinniska
finns en korrelation mellan OA och hog dlder (Berenbaum, 2012), medan sjukdomen hos
hist kan uppsta bade hos yngre sporthéstar samt hos dldre hastar (Mcllwraith ef al., 2016).

Lokal inflammation och ldggradig systemisk inflammation utgdr kallor for
inflammationsmediatorer som visat sig potentiellt viktiga for utveckling och
uppritthallande av OA. Aven det medfddda immunforsvaret kan ge upphov till lokal
inflammation. (Berenbaum, 2012).

Forutom inflammation finns dven en hypotes om att trauma kan trigga
sjukdomsprocessen, som en f6ljd blir leden instabil och detta kan i sin tur paverka
ledorganet och leda till OA (Skidldebrand, 2004). Aven mekanisk stress tros kunna starta
OA-processen. Pa kondrocyter och subkondrala benceller finns mekanoreceptorer som
stimuleras av mekaniska krafter, dessa kan via intracelluldr signalering 6ka férekomsten
av kemokiner och cytokiner i leden (Berenbaum, 2012). Ledbrosket &r utformat {or att
motsta belastning upp till ett visst troskelvérde, nir detta virde dverskrids genom att leden
utsdtts for hog stotvis belastning kan det initiera brosknedbrytning (Mcllwraith ef al.,
2016).

Patogenes

OA leder till en obalans mellan syntes och nedbrytning av ECM-komponenter, detta
resulterar 1 att ledbrosket bryts ner (Sofat, 2009). De leder som visat sig mest benégna att
drabbas av OA ér karpalleder, kotleder, distala intertarsalleder och tarsometatarsalleder
(Skidldebrand, 2004).

Brosknedbrytningen sker i tva steg, inledningsvis en biosyntetisk fas dd kondrocyterna
forsoker reparera skadorna som uppkommer i ECM genom att 6ka syntesen av
matrixmolekyler. Nedbrytningsfasen &r steg tva, den inleds nér kondrocyternas
reparationsforsok inte ldngre ar tillrackliga for att uppritthilla normalstruktur och de
katabola processerna i brosket tar 6ver. Kondrocyten producerar sjdlv de enzymer som
bryter ner ECM och i fas tva inhiberas dessutom syntesen av ECM-molekyler och bidrar
till att brosknedbrytningen gar snabbare (Sandell & Aigner, 2001).

Nedbrytningen av ECM sker i en viss ordning, dar aggrekan och COMP bryts ner 1 ett
tidigt sjukdomsskede (Svala ef al., 2015). Trots den 6kade syntesen av matrixkomponenter
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sa sker en nettoforlust av PG 1 detta skede (Sandell & Aigner, 2001). Kollagen typ II bryts
ner sent 1 sjukdomsforloppet (Svala ef al., 2015), detta leder till att broskvdvnaden sviller
och tappar viss funktion. Forlust av kollagen dr ett kritiskt steg i brosknedbrytningen,
eftersom syntesen av nya kollagenfibriller sker langsamt (Skidldebrand, 2004).

Synovit och andra makroskopiska tecken pa inflammation forekommer i senare
sjukdomsstadier och ger upphov till kliniska symptom (Liu-Bryant & Terkeltaub, 2015).

Inflammationsmediatorer &r viktiga i inflammationsprocessen som uppstar vid OA hos
hist, exempel pa mediatorer och enzymer dr proinflammatoriska cytokiner,
prostaglandiner, metalloproteinaser, aggrekanaser och fria radikaler (Mcllwraith et al.,
2016).

Cytokiner ir peptiduppbyggda signalmolekyler (Palmer & Bertone, 1994) som bildas av
synovialceller och kondrocyter i leden (Sandell & Aigner, 2001). De reglerar viktiga steg 1
inflammationsprocessen genom att stimulera kondrocyter och synoviocyter till syntes av
katabola enzymer (Skidldebrand, 2004), sdvil som inhibera syntes av viktiga
matrixkomponenter sdsom kollagen typ II och PG (Sofat, 2009).

De proinflammatoriska cytokiner som &r viktigast i OA-processen dr IL-1f (interleukin-1)
och TNF-a (tumour necrosis factor), dir IL-1 anses viktigaste signalmolekylen for
brosknedbrytningen medan TNF-a tros bidra till sméirta (Mcllwraith ef al., 2016).

Prostaglandiner tillhdrande grupp E (PGE2) orsakar vasodilatation och dkad
smirtkdnslighet (Mcllwraith et al., 2016). Molekylen produceras av kondrocyterna i
inflammerade leder (Mcllwraith ef al., 2016) och IL-1f 4r den cytokin som inducerar
syntesen (Palmer & Bertone, 1994), medan TNF-a tros ansvara for frisldppningen fran
cellerna. PGE2 minskar PG-innehéllet i ECM genom tva verkningsmekanismer, minskad
syntes och 6kad nedbrytning (Mcllwraith et al., 2016).

Matrixmetalloproteinaser (MMPs) ér ett samlingsnamn for en grupp proteolytiska
enzymer som anses sarskilt viktiga for brosknedbrytningen (Mort & Billington, 2001) och
kollektivt kan de bryta ner samtliga ECM-komponenter (Mcllwraith et al., 2016). MMPs
syntetiseras av kondrocyter och synoviocyter (Mort & Billington, 2001) och &r viktiga for
den normala broskomséttningen. De uppregleras av proinflammatoriska cytokiner,
exempelvis IL-18 (Mcllwraith et al., 2016). Férekomsten av MMP-3 och MMP-1 i
synovia frin OA-drabbade héstleder i kombination med pévisat hog MMP-aktivitet 1
lederna utgdr bevis for att enzymerna dr inblandade i sjukdomsprocessen (Skidldebrand,
2004).

En undergrupp av MMPs som utgérs av bland annat kollagenaser, stromelysiner och
gelatinaser har formégan att bryta ned kollagen. Kollagenaser (MMP-1, -8, -13) stér for
den initiala klyvningen genom att bryta ner kollagenfibriller till mindre bestandsdelar, s&
att andra proteinaser sdsom gelatinaser kan ta vid (Mort & Billington, 2001). MMP-13,
dven kallad kollagenas-3, anses det viktigaste enzymet vid OA eftersom det stir for den
storsta andelen kollagennedbrytning (Sandell & Aigner, 2001). Den forsta klyvningen som
sker delar trippelhelixen sa att tva olika fragment bildas, de utgér 3/4 respektive 1/4 av den
ursprungliga trippelhelixen (Rousseau & Garnero, 2012). Stromelysiner (MMP-3, -10, -
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11) bryter ner PG och flera typer av kollagener, sdsom typ II, IX och XI (Skidldebrand,
2004).

De proteolytiska enzymerna syntetiseras som inaktiva proenzymer i kondrocyterna och
reglering av denna syntes i kombination med forekomsten av TIMP (tissue inhibitors of
metalloproteases) utgdr den dvergripande regleringen av den proteolytiska effekten
(Skidldebrand, 2004).

Aggrekanaser (ADAMTYS) ér en familj av MMPs, vars bestandsdelar utgors av
disintegrin, metalloproteas och trombospondin-typ-I. Aggrekanas-1 (ADAMTS-4) och
aggrekanas-2 (ADAMTS-5) dr ansvariga for nedbrytningen av aggrekan i ECM, som sker
pé fem specifika stédllen 1 molekylens proteinkédrna (Mort & Billington, 2001).

Fria syreradikaler forekommer i1 synovia hos OA-héstar, detta visar pd att molekylerna ar
inblandade i sjukdomsforloppet. Det finns flera typer av fria radikaler som kan orsaka
skador vid OA. ROS (reactive oxygen species) bildas vid mekaniska skador och
jonformerna av superoxid, véiteperoxid och hydroxyl frisétts frin skadade vivnader. Som
svar pa mekaniska faktorer och inflammatoriska cytokiner kan kondrocyter producera NO
(kvavemonoxid) (Mcllwraith et al., 2016).

Syreradikalerna kan orsaka direkt skada i ECM genom att klyva HA i synovian (Palmer &
Bertone, 1994) samt genom att bryta sonder alfakedjor som bygger upp kollagen
(Mcllwraith et al., 2016).

Skyddsmekanismer i ledbrosket utgors exempelvis av tillvixtfaktorerna TGF-
(transforming growth factor) och IGF-1 (insuline-like growth factor), som dr anabola
cytokiner som stimulerar syntes av ECM-molekyler (Sandell & Aigner, 2001). De verkar
skyddande pa ledbrosket genom att stimulera matrixproduktion och inhibera
matrixnedbrytande enzymer (Mcllwraith et al., 2016).

Patologiska férdndringar i olika sjukdomsstadier

De olika sjukdomsstadierna kénnetecknas enligt Zachary & McGavin av sirskilda
forandringar, bdde makro- och mikroskopiska (Tabell 1).

En tidslinje for nedbrytningen av broskets matrixmolekyler tydliggjordes av Svala et a/
(2015) med en in vitro-modell av broskexplantat som stimulerades med den
proinflammatoriska cytokinen IL-18. Studien visade att aggrekan och COMP bryts ner
tidigt 1 sjukdomsforloppet, medan det kollagena nétverket (kollagen typ II) dr bland de
sista molekylerna som bryts ner.
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Tabell 1. Relevanta fordndringar som kan uppstd i OA-leder i olika sjukdomsskeden (egen
omarbetning (Zachary & McGavin, 2012, Sandell & Aigner, 2001)

Sjukdomsskede Makroskopiska Mikroskopiska fordandringar
forandringar

Tidig Brosk eventuellt mjukare Mild 6kning av broskets
vid palpering tjocklek/svullnad pga PG-forlust

Mild Eventuellt ytliga erosioner Klusterformering av kondrocyter pa
i och fortunning av skadeplatsen, ytlig broskfibrillering,
ledbrosket kondrocytdod

Mittlig Lokalt utbredda omraden Broskforlust dven i djupare zoner,
med broskfibrillering fortjockat subkondralt ben, mild

synovit, periartikuldra osteofyter,
klusterformering kondrocyter pa

skadeplatsen
Kronisk Djupa erosioner i brosk, Samtliga makroskopiska
blottlagt och fortjockat forandringar, ev cystor i subkondrala
subkondralt ben, benet, kroniskt inflammerat
osteofyter pga sekundér synovium, fibros
broskbildning, fortjockad
ledkapsel

Diagnostik

OA yttrar sig kliniskt i ett sent skede (Rousseau & Garnero, 2012). Hos héstar i Sverige ar
kotledsartrit den vanligaste diagnosen (Penell et al., 2005) och ledproblem &r den
vanligaste utslagsorsaken (Egenvall et al., 2006). Diagnos hos histar stélls idag genom
klinisk och radiologisk undersdkning (Skidldebrand et al., 2017), dven ultraljud,
magnetisk resonanstomografi (MRI) och artroskopi anvinds. En subjektiv hiltbeddmning
utgodr en del av den kliniska undersokningen (Mcllwraith et al., 2016).

Med rontgenundersokning kan endast fordndringar i benvévnad och inte i omgivande
mjukdelar pavisas (Bauer et al., 2006). Rontgenbilder har darfor dalig sensitivitet och
délig formaga att uppticka tidiga OA-fordndringar (Rousseau & Garnero, 2012), varfor
sjukdomen ofta nétt irreversibla stadier innan den upptécks (Skidldebrand et al., 2017).
Det ar onskvirt att ta fram fungerande biomarkdrer eftersom de kan ha potential att ge en
ogonblicksbild av rddande sjukdomssituation i specifika leder (Skidldebrand, 2004) och
ddrmed gora det mdjligt att upptécka sjukdomen tidigare (Mcllwraith et al., 2016).
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Biomarkorer

Enligt Biomarker Definitions Working Group (Mcllwraith et al., 2016) ir definitionen av
en biomarkor “en objektiv indikator pa normala biologiska processer,
sjukdomsalstrandande processer, eller farmakologiska responser pa terapeutiska
interventioner” (Bauer ef al., 2006; Mcllwraith et al., 2016).

2. 2

vata” eller "16sliga”, dér de torra innefattar
exempelvis bilder och frageformulidr. De 16sliga utgors av genetiska markdrer och

Markorerna kan delas in 1 ”’torra” och

biokemiska molekyler som kan métas, exempelvis i blod, serum, urin, synovia och
vavnadsprover (Kraus et al., 2011). Vidare kan de 16sliga markorerna delas in 1 direkta
och indirekta, dér de direkta kan anvindas for att méita vdvnadsomséttning och ger en bild
av de anabola och katabola processer som pagér vid métningstillfillet, exempelvis ECM-
fragment. Till de indirekta markorerna rdknas exempelvis cytokiner och enzymer som
paverkar vivnadsomsittningen, men inte sjélva bildas till foljd av processerna (Mcllwraith
et al,. 2016). De direkta biomarkdrerna har visat sig ha en hogre sensitivitet och
analysstabilitet jAimfort med cytokinerna, som har en kort halveringstid och dirmed &r av
mer akut natur (Bay-Jensen et al., 2016).

BIPED

2006 skrev Bauer ef al en artikel dér ett klassificeringssystem for biomarkorer framtaget
av Osteoarthritis Biomarkers Network presenterades. Systemet syftar till att underlitta
framtida forskning kring markorerna genom att dela in dem i fem undergrupper. BIPED
star for Burden of disease, Investigative, Prognostic, Efficacy of intervention och
Diagnostic.

B-markorer dr sddana som beddmer sjukdomens svarighetsgrad vid en viss tidpunkt, hos
individer med OA. I-markdrer &r inte tillrdckligt utredda for att kunna ridknas in i ndgon av
de ovriga kategorierna. P-markorer dr prognostiska markdrer, som kan forutse utbrott av
OA hos patienter som inte dr sjuka vid provtillféllet eller forutse sjukdomsutveckling hos
patienter med OA. E-markdrer ger information olika behandlingsalternativs effektivitet i
olika situationer, antingen hos OA-drabbade eller de som har risk att utveckla sjukdomen.
D-markorer ér diagnostiska och kan anvindas for att pa individniv skilja sjuka patienter
frén friska (Bauer et al., 2006; Bay-Jensen et al., 2016; Mcllwraith et al., 2016).

Potentiella biomarkorer

Det forekommer ett omfattande antal studier pd méinniska som syftar till att utveckla och
testa nya biomarkdrer, savél som utvirdera tidigare kdnda markorer (Bay-Jensen ef al.,
2016). De flesta kiinda biomarkdrer har visat sig fungera pa flertalet djurarter, men det
finns vissa skillnader mellan djur och méinniskor som gor att resultaten inte nddvéandigtvis
ar direkt Overforbara mellan olika djurarter. I detta arbete har endast COMP och CTX-II
tagits upp, eftersom de anses vara av sérskilt intresse for att spegla OA hos hist
(Mcllwraith et al., 2016).
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COMP ir en vilstuderad molekyl, det finns fler 4n 50 studier gjorda pa ménniska. Som
biomarkor tros den méta brosknedbrytning och kan mgjligtvis komma att klassas som en
B-, D- eller P-markor (Bay-Jensen et al,. 2016). Det finns dven ett antal studier gjorda pa
hist, dér koncentrationen av hela molekylen eller fragment métts i synovia och serum (se
Tabell 2) (Mcllwraith et al., 2016). COMP forekommer i normalt brosk, vid OA sker en
fragmentering av ECM som leder till att det bildas unika klyvningsfragment (Ski6ldebrand
et al., 2017). ELISA (enzymkopplad immunadsorberande analys) kan anvéndas for att
méta COMP-koncentrationer, antingen hela molekylen eller fragment (Svala et al., 2015).

Resultat fran aktuella studier gor géllande att COMP-fragment formodligen inte
forekommer 1 normala broskomsittningen, utan bildas av katabola processer i inflammerat
ledbrosk 1 ett tidigt sjukdomsskede (Skidldebrand et al., 2017; Svava et al., 2015).

CTX-II (carboxy-terminal cross-linked fragment of type II collagen) har studerats i hog
utstrackning hos méinniska och kan ha potential att anviandas som B-, D- och P-markor
(Bay-Jensen et al., 2016). Molekylen har studerats i viss utstrdckning dven hos héstar och
har mitts bland annat i synovia och serum, den tros indikera klyvning av kollagen typ II
och ddrmed katabola processer i1 ledbrosk (Mcllwraith et al., 2016). Antikroppsbaserade
ELISA-tester som kan mita olika kollagenfragment finns tillgéngliga (Mcllwraith ef al.,
2016), CTX-II-test kan anvédndas for att kénna igen %-fragmentet som bildas vid
kollagennedbrytningen (Rousseau & Garnero, 2012). Kollagen typ II &r den ECM-
molekyl som bryts ner sist i inflammerat ledbrosk (Svala et al., 2015), varfor det finns
anledning att tro att markdren kan komma att anvéndas for att pavisa brosknedbrytning i
ett sent skede. Det finns ett fital studier gjorda pé hést som méter forekomsten av CTX-II 1
synovia och serum (se Tabell 2).

Hos minniska har CTX-II visat sig korrelera med allvarlighetsgrad av OA baserat pa
rontgenbeddmning av patologiska forandringar (Bay-Jensen ef al., 2016), minst tre studier
visar pd en koppling mellan forhjda CTX-II-nivéer 1 urin och antal leder drabbade av
osteofyter. Detta talar for att markoren har potential att anvindas som B-markor
(Rousseau & Garnero, 2012).
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Tabell 2. Sammanstdillning dver aktuella studier gjorda pd héist som anvint ELISA for att mdta COMP
och CTX-1I i synovia (sf) och/eller serum, i histar med osteoartrit (OA) och/eller osteokondros (OC)

Forfattare Markor Typ av Sjukdom Resultat — Antal histar
antikroppar eller jamfort med sjuka eller
& riktade skada frisk (sjuka:friska)
mot kontrollgrupp
Ski¢ldebrand et C Polyklonala, OA & COMP1 i sf 63
al., 2005 0] hela proteinet ocC fran hist med
M ocC
P
Arai et al., C Monoklonala, OA & COMP! isf (100:80)
2005 (@) fragment OoC
M
P
Yamanokuchi C Monoklonala, OA COMP? isf& (100:95)
etal.,2009 0 fragment serum
M
P
Brink et al., C Polyklonala, oC COMP inte (115:29)
2013 0] intakt & hogre i sf fran
M fragment OC-héstar
P
Skitldebrand et C Polyklonala, OA COMP1 i sf (24:15)
al., 2017 0] neo-epitop/ fran akut halta
M fragment hastar
P
Cleary et al., C Monoklonala, ocC CTX-Isf& (38:40)
2010 T epitop/fragment sfiserum 1
X-
11
Nicholson et C Monoklonala, oC CTX-II1 i sf (41:59)
al., 2010 T hela proteinet fran histar med
X- OC i karpalled,
I CTX-I1{ i
serum
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DISKUSSION

Den progressiva nedbrytningen av ledbrosk som dr karaktéristiskt for OA &r smértsam och
leder till hélta och forlust av ledfunktion (Ski6ldebrand, 2004). De diagnostiska verktyg
som anvinds idag dr inte nog kdnsliga for att finga upp drabbade individer i ett tidigt
sjukdomsskede (Rousseau & Garnero, 2012). Dessutom stélls diagnos till viss del baserat
pa subjektiva hédltbedomningar, ndgot som kan anses problematiskt eftersom det finns
studier som visar pa att bedomningarna kan skilja sig mellan olika bedomare, sérskilt om
hiltan ar forhallandevis mild (Keegan et al., 2010).

Objektiva médtmetoder for att utvérdera hilta hos héstar dr ndgot av en bristvara i den
kliniska verksamheten idag (Mcllwraith ef al., 2016), men det finns ett behov av palitliga
mitmetoder och utveckling av dessa bor uppmuntras (Keegan ef al., 2010). Forutom
biomarkorer finns dven ndgra andra potentiella objektiva metoder, exempelvis kinematisk
mitning av hdlta med hjélp av filmkameror som utvirderar rorelsemonster. Det finns dock
omstindigheter som gor att metoderna i1 dagsldget inte kan anses kliniskt praktiska
(Mcllwraith et al., 2016). I jamforelse kan biomarkorerna anses forhéllandevis
anviandarvénliga, eftersom analys kan ske med flertalet provtyper (serum, synovia, urin)
som dessutom redan rutinmissigt samlas in och anvénds i kliniskt arbete.

Omfattande forskning kring biomarkdrer hos ménniska finns, men flertalet studier har
misslyckats med att erhalla upprepningsbara resultat (Bay-Jensen ef al., 2016). En
anledning till att resultaten inte blir jdmfGrbara kan vara att studierna skiljer sig 1 design
och sker pa olika underlag, varfor olika resultatvarden erhalls (Skidldebrand, 2004). Det
faktum att patogenesen for OA fortfarande till viss del dr okénd kan vara en annan
anledning till misslyckandena (Bay-Jensen et al., 2016). I de studier som &r upptagna i
detta arbete har olika typer av antikroppar anvénts, som ir riktade mot olika fragment av
biomarkorerna. Vissa antikroppar fingar upp intakta molekyler sévil som fragment,
medan andra dr specialiserade pa fragment. Dessutom &r det konstaterat att olika
sjukdomsskeden genererar olika molekylfragment, varfor resultaten fran de olika studierna
inte nodvéndigtvis dr jimforbara.

Vid litteratursdkningen som foregatt denna rapport uppdagade sig en tidslinje, dar tidig
litteratur tar upp forekomsten av specifika molekyler men anger att deras funktion inte
anses faststilld. COMP ir ett exempel pa en sddan molekyl, som sedan i mer aktuell
litteratur inte bara visar sig viktig for normalfunktionen utan i dagsférsk forskning
dessutom visar sig ha en roll i patogenesen sdvil som en potentiell relevans for diagnostik.

Biomarkorernas formaga att i dagsléget anvindas i1 den kliniska praktiken som diagnostisk
metod pé individniva anses obefintlig (Rousseau & Garnero, 2012; Mcllwraith et al.,
2016), eftersom de tillgéngliga markdrerna inte ar tillrdckligt kdnsliga. Trots att de flesta
undersokta markorer forekommit 1 forhdjd koncentration hos ménniska med OA, finns det
bland dem dven en stor andel OA-patienter med normala vérden. Flera studier har fatt
liknande resultat och denna skillnad skapar svarigheter att ta fram troskelvarden som
skiljer sjuka individer fran friska kontroller (Rousseau & Garnero, 2012).
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Forskningen har dock inte varit helt fruktlos. Flera studier har alstrat resultat som pekar pé
att anvindandet av specifika markdrer tillsammans i en panel kan ge béttre prediktion om
sjukdomsforloppet dn anvidndning av individuella markorer (Rousseau & Garnero, 2012;
Mcllwraith et al., 2016).

Bay-Jensen et al (2012) skriver om ett EU-finansierat PPP-initiativ som syftar till att
utveckla och ta fram nya biomarkdrer genom att anvinda BIPED-klassificeringen vid
hypotestestning. Denna satsning kommer forhoppningsvis vilja ut och utveckla de
biomarkorer med bést potential och driva dem mot kvalificering.

Sammanfattningsvis konstateras att biomarkérerna COMP och CTX-II kan matas 1
synovia och serum, men i dagsliget inte kan anvéndas for att diagnostisera individuella
héstar med OA. Det finns dock lovande resultat som talar {for att biomarkodrerna har
potential att fungera som diagnostisk metod i framtiden, men vidare forskning krévs for att
utveckla markorerna till kliniskt anvidndbara. Det finns ett behov av att utveckla
fungerande markdrer att anvédnda till ménniska savil som hist. Behovet, i kombination
med ekonomiska medel fran EU, gor att utvecklingen verkar lovande.
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