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SAMMANFATTNING

Osteoartrit &r en inflammatorisk progressiv sjukdom som oftast diagnostiseras i ett alldeles for
sent stadie dar den gatt in i ett icke reversibelt kroniskt tillstand. Sjukdomen ger upphov till
hélta och kronisk smarta bade pa humansidan och djursidan och skapar stora ekonomiska
forluster for samhallet och djurédgare. Idag arbetar forskare med att ta fram biomarkdorer for att
kunna detektera sjukdomen langt innan den hunnit utvecklas till sitt kroniska slutskede.

Hésten erbjuder en unik mojlighet som forskningsobjekt med en hég férekomst av spontant
utvecklad osteoartrit som ger ett bra tillfélle att kunna validera potentiella biomarkérer.

Tidigare ansags osteoartrit vara en sjukdom som endast paverkade ledbrosket, men idag ar det
vedertaget att det &r en sjukdom som paverkar ledens alla strukturer. Aven om den etiologiska
bakgrunden till sjukdomen ej ar helt faststalld idag sa ar det troligt att det rér sig om en
samling sjukdomsforlopp som i sin tur leder till en liknande patogenes i sitt slutskede.

Forskare har anvéant hastmodeller for studera biomarkorers korrelation till osteoartrit.
Modellerna kan delas in i forsok dar man inducerat en OA likande process alternativt studerat
spontant uppkommen osteoartrit in vivo eller in vitro. Bada modelltyperna har sina for och
nackdelar vad galler kostnadseffektivitet samt formaga att ge en verklig bild av
sjukdomsforloppet.

Aven om en stor variation finns mellan vilka biomarkdrer som mest verkar avspegla
sjukdomen hos hast och korrelera till uppkomst och utveckling, sa verkar ett aterkommande
omrade vara att studera strukturella komponenter av det extracellulara matrixet i artikulart
brosk, da det ar allmant kéant att ECM destrueras vid osteoartrit. Genom att forsta sig pa den
normala omséttningen av olika komponenter av det extracelluldara matrixet i friska djur och
jamfora det med den obalans som uppstar vid sjukdom sd kan man fa en bild av vart i
sjukdomsforloppet man befinner sig, samt vilken behandlingseffekt olika potentiella
ladkemedel kan ha.

Att mita “turnover” av typ II kollagen, aggrekan samt COMP verkar kunna ge en bra
indikation pa om individen haller pa att utveckla osteoartrit, men storre studier behévs goras
for att kunna validera dessa biomarkorers diagnostiska varde.



SUMMARY

Osteoarthritis is an inflammatory progressive disease, which mostly is diagnosed when
destruction of joint tissue is irreversible. The disease results in lameness and severe pain both
in humans and animals, with economic losses for both the society and animal owners.
Researchers today are trying to develop biomarkers that are able to detect the disease in an
early stage before it has developed into its chronic end stage

The horse offers a unique opportunity as a research animal studying osteoarthritis, with its
high incidence of spontaneous development of osteoarthritis.

In the past, osteoarthritis was considered as a disease that only affected the joint cartilage, but
today it’s recognized that it’s a disease that affects all structures of the joint. Even if the
etiological background for the disease is currently partly unknown, it’s presumable that it’s a
variety of diseases with a similar pathogenesis in its end stage.

Researchers have published numerous articles with horses as a research model for biomarkers
correlated to osteoarthritis. The study models can be divided into trials of experimentally
induced osteoarthritis or alternatively spontaneous occurring osteoarthritis in vivo or in vitro.
Both study models have their pros and cons when dealing with cost efficiency and ability to
reflect the disease course.

Even if there is a great variety about which biomarkers that seems to reflect the disease in the
most prominent way and correlate to the origin and development, a reoccurring direction
seems to be to study structural components of the extra cellular matrix in hyaline cartilage,
due to osteoarthritis. To get the knowledge and understanding of normal cartilage turnover of
ECM components, and compare this with the imbalance which occurs during pathologic
circumstances, you can get a snapshot of where in the progression of the disease currently is,
or evaluate treatment effect of potential pharmaceutical candidates against the disease.

To measure turnover of type Il collagen, aggrecan or COMP with the help of biomarkers that
reflects it, it seems that you can get a good indication about if the individual is in in an early
stage of developing osteoarthritis. But bigger studies need to be done in this field to get an
unquestionable validated proof of their diagnostic value.



INLEDNING

Osteoartrit &r en inflammatorisk progressiv sjukdom som oftast diagnostiseras i ett sent stadie
dar sjukdomen progredierat till ett irreversibelt kroniskt tillstand. Né&r patologiska
forandringar syns med hjélp av bilddiagnostik har sjukdomsforloppet gatt valdigt langt. Den
ger upphov till halta och kronisk smarta bade pa humansidan samt djursidan, inte minst hos
héstar (Lee et al., 2013). Sjukdomen kostar miljarder for samhéllet pa humansidan och leder
aven till en stor ekonomisk forlust for hastagare da hastar maste avsluta sin karriar i fortid och
paverkar dven hastars valfard negativt (Skidldebrand et al., 2017).

Idag finns inga registrerade lakemedel for att behandla osteoartrit, s.k. disease modifying
osteoarthritis drug (DMOAD). Behandling av sjukdomen &r framst symptomatisk med fokus
pa smarta (Bay-Jensen et al., 2018).

Metoder for att detektera osteoartrit langt innan sjukdomen hunnit utvecklas till sitt kroniska
slutskede behovs (Frisbie et al., 2016), samt &ven metoder for att kunna mata
behandlingseffekt vid prévning av nya ldkemedel mot osteoartrit, vilket idag ar en Kkritisk
begransande faktor for att ta fram och registrera nya lakemedel (Lotz et al., 2013).

Darfor laggs stort fokus i forskningen pa att utveckla och ta fram biomarkérer som kan hjalpa
till med just detta. Mellan 1963-2014 sa publicerades mer dan 2100 artiklar om just forskning
baserat pa djurmodeller om osteoartrit, omkring 80 % av dessa hade skrivits de sista 10 aren
(Mcoy, 2015). Hésten erbjuder en unik mojlighet som forskningsdjur med en hdg férekomst
av spontant utvecklad osteoartrit som ger en stor mojlighet att kunna validera potentiella
biomarkdrer, och dér forskningen att utveckla nya biomarkdrer fortloper parallellt mellan
human och hastsidan (Mcllwraith et al., 2018).

Detta arbete syftar till att visa hur extracelluldara matrix proteiner i ledbrosk kan agera som
biomarkorer samt hur vél de korrelerar till sjukdomen. For 6kad forstaelse i &mnet presenteras
aven grundlaggande fakta kring sjukdomen osteoartrit samt de strukturer i leden som
paverkas.

MATERIAL OCH METODER

e Litteratursokningen har skett via databasen pubmed, dar sékord som: Horse, Equine,
Osteoarthritis, Biomarker, Cartilage funnits med i sokkriterierna.

e Fokus har legat pa att presentera forskning med hast som djurmodell, men da
forskningsomradet utvecklas parallellt med humansidan har information kompletterats
fran humansidan.

e Viss information dven hamtats fran nyligen utgiven litteratur for att beskriva vissa
generella begrepp.



LITTERATUROVERSIKT

Ledens anatomi och fysiologi

Leder kan klassificeras pa flera olika satt, dar en vanlig indelning sker efter ledens strukturella
karaktar baserat pa vad for vavnadstyp som befinner sig i gransskiktet mellan de skelettdelar
som utgor en led. Enligt denna klassificering sa delas de in i fibrosa leder, broskleder och
synovialleder (van Weeren, 2016).

Nar ordet led anvénds i detta arbete utan vidare beskrivning sa syftar det till att beskriva
synoviala leder. Gemensamma strukturer som aterfinns i alla synovialleder ar féljande:

Kondrocyter

Kondrocyten ar den enda cellen som normalt sett finns i adult ledbrosk (van Weeren, 2016).
Den &r ansvarig for produktion och remodellering av allt extracellulart matrix i ledbrosket via
bl.a. produktion av enzymer som metalloproteaser och olika typer av kollagen, vilket gor att
den spelar en viktig roll i att halla ledens normala homeostas (Olson & Carlson, 2017).

Kollagen

Ledbrosk bestar till storsta delen typ Il kollagen som é&r en trippelhelix sammansatt av tre
kollagenproteinkedjor. Dessa bildar kollagenfibriller som har en avgdrande roll i att fungera
som en armering av ledbrosket. Andra kollagentyper med liknande strukturell funktion i
ledbrosk ar kollagen typ X och X1 men de utgor en betydligt mindre del (van Weeren, 2016).

Proteoglykaner

Proteoglykaner dr proteinkedjor sammankopplade med hundratals sidokedjor av
glykosaminoglykaner, vanligtvis keratansulfat och kondroitinsulfat. Den vanligaste
proteoglykanen i brosk &r aggrekan. Den féaster normalt sett till andra komponenter i ECM
samt till kondrocyten med hjélp av hyaluronan. Glykosaminoglykanerna &r negativt laddade
och darav hydrofila vilket for att de binder stora mangder vatten (van Weeren, 2016).



> Flbronectin

Icke kollagena proteiner

Forutom kollagen och proteoglykaner sa innehaller ledbrosket dven andra proteiner (Figur 1).
En av dessa ar cartilage oligomeric matrix protein (COMP) vilket tillhér gruppen
trombospondiner (van Weeren, 2016). COMP finns primért i broskvavnad, och har en roll i att
via sina 5 subenheter binda kollagentradar och assistera dem i formationen av fibrillara
helixstrukturer som ses i t.ex. kollagen typ Il (Heinegard, 2009).
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Figur 1: Schematisk bild dver det extracellulara matrixet i ledbrosk. Kalla: Heinegard, D. 2009.



Ledbrosk

Ledbrosk técker den artikuldra kontaktytan dver de skelettdelar som utgér en led. En stor
funktion hos ledbrosket ar att skapa en glidyta med lag friktion samt ha en stotddmpande
effekt vid rorelse. Moget ledbrosk ar bade avaskulart och saknar innervering (Olson &
Carlson, 2017). Da blodkarl i ledbrosket saknas kravs ett alternativt sétt att transportera naring
och metaboliter in och ut ur ledbrosket. Det sker framst genom tryckandringar i leden vid
rorelse och fysisk aktivitet dar ledbrosket likt en tvattsvamp i en hink med vatten pressar ut
vétska vid kompression och vid relaxering dras ny vétska in, denna process kan beskrivas som
assisterad diffusion av ledvatska (van Weeren, 2016). Broskets extracellulara matrix bestar av
en mycket stor del vatten, ca 70-80 % (Olson & Carlson, 2017)

Ledbrosket delas histologiskt in i 4 zoner (figur 2)

Ytliga zonen: Platta tatt packade kondrocyter, kollagen typ Il fibriller ligger 1angs med
ytan av brosket, 1dg mangd proteoglykaner, hog vattenhalt. Viktig uppgift for denna zon ar
att skydda ledytan mot mekanisk nétning (Olson & Carlson, 2017)

Mellersta zonen: Runda mer utspridda kondrocyter, kollagen typ Il fibriller ligger mindre
tatt och mer oregelbundet, mer proteoglykaner an i ytliga zonen, lagre vattenhalt &n i
ytliga zonen (van Weeren, 2016)

Djupa zonen: Kondrocyterna sitter i kolumner, lag mangd kollagen typ I, h6g mangd
proteoglykaner, l&gst vattenhalt av zonerna (van Weeren 2016)

Den kalcifierade zonen avgransas fran de ytligare lagren via en tunn linje kallad tidemark,
och ar en 6vergangszon mellan subkondralt ben och det Gverliggande brosket. Den har en
funktion i att férankra det 6verliggande brosket i det subkondrala benet (Olson & Carlson,
2017).
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Figur 2. De fyra histologiska zonerna i ledbrosk. Kélla:Eva Skiéldebrand.



Subkondralt ben

Ledbrosket i en led faster i den underliggande subkondrala benytan via en évergangszon av
kalcifierat brosk. Den har en lagre mojlighet att kunna deformeras an ledbrosk men har dnda
en viktig roll i att hjalpa till att verka stotddmpande vid rorelse. (van Weeren, 2016). Det
subkondrala benet ar bade vaskulerat och innerverat. Denna innervering star for en stor del av
smartkanseln vid ledskada. Vid 6kad belastning av denna vavnad kan den sklerotiseras genom
att det bildas mer ben och forlorar da sin dampande férmaga vilket kan leda till storre
belastning pa det dverliggande ledbrosket (Olson & Carlson, 2017).

Ledvatska

Ledvatska eller synovia har flera funktioner, den agerar dels for att minska friktionen mellan
ledytorna, men &ven for att vara det medium som utbytet av ndring och metaboliter
transporteras i leden med (Olson & Carlson, 2017). Det ar en hogviskos vatska bestaende
framst av ett ultrafiltrat av plasma samt hylaluronan som bildas av synovicyterna. (van
Weeren, 2016).

Ledkapsel

Ledkapseln bestar av tva lager, den yttre fibrésa delen med framst en stabiliserande funktion,
samt den inre som avgransar hela det synoviala ledomradet. Det inre lagret delas i sin tur in i
subintima samt intima. Intima &r ett mycket tunt lager innerst mot leden med riklig
vaskularisation som fungerar som en granszon for utbyte av naring och metaboliter. Intiman
bestar dven av typ A synovicyter med makrofagliknande funktioner samt typ B synovicyter
med en excretorisk funktion, vilket bildar bl.a. hyaluronan till synovian (van Weeren, 2016).

Osteoartrit

Tidigare ansags osteoartrit vara en sjukdom som primart endast paverkade ledbrosket, men
idag &r det vedertaget att det ar en sjukdom som paverkar ledens alla strukturer (Goldring,
2010). Aven om den etiologiska bakgrunden till sjukdomen ej ar helt faststalld idag sa &r det
troligt att det ror sig om en samling sjukdomsforlopp som i sin tur leder till en liknande
patogenes i sitt slutskede (Olson & Carlson, 2017).

Idag definieras inte sjukdomen som en primér degenerativ sjukdom, utan mer som en
multifaktoriell laggradig kronisk inflammatorisk process (Robinson et al., 2016). Man vet
idag att sjukdomen paverkar strukturer som ledbrosk genom fibrillering och nedbrytning av
det extracellulara matrixet, ger brosklesioner, fértjockning genom skleros av det subkondrala
benet, bildandet av osteofyter, och paverkar dven ledkapseln, vilket ger synovit och kapsulit,
samt ger fortunnad ledvatska (Robinson et al., 2016). | tidigt stadie av sjukdomen sker
signalpaverkan fran cytokiner, framforallt IL-1p samt TNF-o vilket béda péverkar
kondrocyters uppreglering av matrixnedbrytande enzymer. Enzymerna som uppregleras ar
MMPs (matrix metalloproteinaser) samt ADAMTS (disintegrin and metalloproteinase with
trombospondin motifs) Goldring et al., 2011).



Idag kan riskfaktorerna for att utveckla osteoartrit delas in i tva olika sjukdomsmekanismer,
dar den ena &r onormal belastning av en frisk led, och den andra ar normal belastning av en
sjuk led (Goldring, 2010). Ett stort problem med sjukdomen d&r att kondrocyterna som
uppratthaller en normal uppséttning av det extracellulara matrix komponenter, gor det i en lag
hastighet, och har begransad kapacitet i att regenerera och aterstélla ett skadat ledbrosk, vilket
delvis forklarar det kroniska sjukdomsforloppet (Goldring, 2007). Behandling mot sjukdomen
ar idag begransad till att i basta fall vara symptomatisk med fokus pa att dampa smarta, men
ingen behandling finns idag for att motverka eller stoppa sjukdomen (Goldring et al., 2011)

Gruppering av biomarkdrer for osteoartrit

Det finns flera definitioner for vad en biomarkor ar, en nylig definition foreslar att en
biomarkdr kan definieras som en objektiv matmetod som kan utvardera och fungera som en
indikator for normala biologiska processer, patologiska processer eller farmakologisk
behandlingseffekt (Mcllwraith et al., 2018). Det ar nodvandigt att forstd vad en biomarkor
reflekterar. Manga biomarkarer reflekterar patologiska processer dar de kan visa pa en tidigt
pre-patologisk foérandring eller en sen post-patologisk férandring och i och med detta ge oss
information om helt olika saker (Bay-Jensen et al., 2018).

Biomarkorer kan grupperas i “dry biomarkers” som t.ex. Bilddiagnostik, eller “wet
biomarkers” som t.ex. genetiska eller biokemiska parametrar som kan métas i exempelvis
urin, blod, ledvétska eller vavnad (Mcllwraith et al., 2018).

I det hdr arbetet presenteras endast exempel pa “wet biomarkers” d& de representerar den
gruppen av biomarkorer som det har arbetets fragestallning svarar pa (Figur 3).
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Figur 3: Gruppering av olika biomarkdrer for osteoartrit. Kélla: Lotz, M. 2013.



In vivo samt in vitro modeller pa hast for att studera OA

Flera olika forskningmodeller pa hast finns beskrivna i publikationer dar man forsokt hitta en
korrelation mellan olika potentiella biomarkdrer och osteoartrit. | det hér stycket presenteras
en sammanstallning av nagra modeller. Modellerna i in vivo forsok samt in vitro forsok.

Flera studier har anvant sig av en vitro modell dar ledbrosk extraherats post mortem fran leder
av hastar som ej visat tecken pa osteoartrit (Lofgren et al., 2018; Skidldebrand et al., 2017;
Svala et al., 2015; Lee et al., 2013) for att kunna experimentellt inducera OA i det extraherade
brosket och sedan méta och utvérdera bl.a. olika biomarkdres forandring Gver tid.

En studie anvéande sig av en in vivo modell d&r de injicerade amphotericin b i carpalleden hos
8 hastar som ej visat tecken pa osteoartrit for att inducera OA. En kontrollgrupp av 5 héstar
injicerades i samma led med steril koksalt. Synoviaprover togs innan injektion samt veckovis
efter injektionen under 9 veckors tid. Proverna analyserades for flera olika biomarkorer med
hjéalp av ELISA. (Tian-wen et al., 2017)

En studie anvénde sig av en in vivo modell dér totalt 24 unga travhéstar foljdes under en
tidsperiod av 24 manader fran och med att de kordes in. Alla 24 hastarna tranades av samma
tranare. De héastar som fullfoljde hela provtagningen (n:19) provtogs totalt vid 6
provtagningstillfallen dar synovia togs fran carpalleden. Proverna analyserades for flera olika
biomarkdrer med hjalp av ELISA (Skidldebrand et al., 2006).

En studie anvande sig av en in vivo modell dar 16 tva ar gamla hastar deltog, alla hastarna
hade innan deltagande i studien kontrollerats for att inte visa tecken pa OA. 8 av héstarna
artroskoperades bilateralt i mellersta carpallederna varav den ena leden utsattes for mekanisk
ledbroskskada samt den andra endast exploratoriskt genomsoktes for OA forandringar. De
resterande 8 hastarna var kontrollgrupp, de atroskoperades bilateralt i mellersta carpallederna
delvis for att exploratoriskt kollas fér OA men aven for att verka som kontrollgrupp. Hastarna
delades sedan i 3 grupper, en kontrollgrupp som utsattes fér motion, en OA inducerad grupp
som ej motionerades samt en OA inducerad grupp som utsattes for motion. Studien pagick i
91 dagar dar motionsgrupperna tranades 5 dagar i veckan. Blodprov samt synoviaprov fran
bada mellersta carpallederna togs varje vecka forutom den 7:e, 9:e samt 11:e veckan pa
samtliga hastar. Proverna analyserades for flera olika biomarkérer med hjalp av ELISA
(Frisbie et al., 2008)

En studie studerade anvande sig av en in vivo modell dar man ville se om cirkadisk rytm,
alder traning samt akut hélta visade nagon korrelation till en neopeptid biomarkér av COMP.
Neopeptiden mattes med hjalp av blodprover. Blodprover togs fore och efter fran 5 travhastar
som utforde intervalltraning for att se om det fanns nagot samband med traning. 5 hastar
provtogs kontinuerligt 6ver 24 timmar for att se om det fanns nagot samband med cirkadisk
rytm. 32 akut halta hastar kontrollerades for att se om det fanns nagot samband med alder.
Oberoende prover fran 41 kontrollhastar samt 71 akut halta hastar kontrollerades for om det
fanns ett samband med akut halta. Alla prover analyserades md hjélp av en specialanpassad
inhibitions ELISA for hastserum for att kvantifiera koncentrationen av COMP neopeptiden
(Ekman et al., 2019)



ECM biomarkorer for osteoartrit

Aven om manga potentiella biomarkorer for OA studeras sé verkar ett aterkommande omrade
vara att studera just strukturella komponenter av det extracelluldra matrixet i artikulért brosk.
Tre av dessa ar typ Il kollagen, aggrekan samt COMP som alla finns i framférallt ledbrosk
(Heinegard, 2009), samt att de paverkas negativt vid OA.

For att kunna anvanda sig av dessa tre matrix molekyler maste man identifiera deras roll vid
normala samt patologiska forhallanden. Under normala forhallanden sker en jamn balanserad
turnover genom katabola samt anabola processer, vilket genererar ECM prekursorer samt
klyvningsprodukter som bildas genom Kklyvning av specifika enzymer. Under OA
forhallanden sa sker en obalans mellan dessa processer (Troeberg & Nagase, 2012), vilket kan
matas som biomarkorer.

| studiemodellerna som kortfattat beskrivits tidigare sa har de olika biomarkérerna Typ Il
kollagen, aggrekan och COMP analyserats. Sammanfattningsvis sd visade de foljande
resultat:

Typ Il kollagen

Nedbrytningen av typ 11 kollagen likt nedbrytningen av aggrekan spelar en central roll vid OA
(Troeberg & Nagase 2012). Biomark&rer som mater omsattningen ar ofta klyvningsprodukter
av typ Il kollagenmolekylen som t.ex. C2M, CTX-II, C2C eller MMP enzymer som bryter ner
kollagen som t.ex. MMP-13 som ofta ses oka vid OA (Heinegard, 2009). Likt val gar det dven
att mata méangden typ Il kollagen direkt. En viktig punkt i nedbrytningen av typ Il kollagen ar
att den har en extremt lang omséttningstid (van Weeren, 2017) vilket forsvarar lakningen av
brosk. Nar den vl borjar brytas ner ses skadan pa brosket som praktiskt taget irreversibel
(Troeberg & Nagase, 2012).
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Tabell 1. Typ Il kollagen som biomarkér, sammanstélining av olika publikationers matmetoder

Publikation Biomarkorer Modell Provtyp Analysmetod
Svala et al., MMP-13, Typ OA inducerat Ledbrosk ?liquid
2015 I Kollagen, ledbrosk (IL- chromatography-
c2C 1B) in vitro tandem mass
spektrometry”
Tian.wen et al., MMP-13, OA inducerade Synovia ELISA mot
2017 CTX-l leder biomarkorer
(amphotericin
B) in vivo
Frisbie et al,. c2C kirurgisk Serum, ELISA mot
2008 inducerad OA Synovia bimarkorer
in vivo
Leeetal, Typ 1l Kollagen Kompressions Ledbrosk Beddmning av
2008 modell in vitro immunohistoke
misk infargning
Lofgren et al., MMP-13, Typ OA inducerat Ledbrosk upp/nedreglering
2018 Il Kollagen ledbrosk (IL- en av
1B) in vitro genutrycket
m.h.a.
”microarray”
Skidldebrand Typ Il Kollagen Observationsst Synovia ELISA mot
et al., 2006 udie, unga biomarkor
travhastar i
tréning

Manga studier visar tecken pa att typ Il kollagen bryts ner relativt sent vid OA, och
nedbrytningen av andra ECM strukturer foregas (tabell 1). Vid OA inducerat ledbrosk in vitro
(Svala et al., 2015) sa 6kade inte nivaerna av C2C klyvningsprodukterna forran vid dag 15
efter inducering med en pik framat dag 25. Samtidigt visar en annan studie att nedregleringen
av genutrycket for typ Il kollagen sker vid samma tidpunkt (Lofgren et al., 2018). Samma sak
sags i ett in Vivo forsok (Tian-wen, 2017) dar CTX-II nivaerna inte 6kade forran 2 veckor in i
experimentet. Det visar pa att nar man anvander sig av biomarkorer som mater omséttningen
av typ Il kollagen sa ser man ofta férandringarna i senare skede av OA.

MMP-13 som enligt flera studier anses vara den primara kollagenasen vid OA (Troeberg &
Nagase, 2012), verkar daremot bade 6ka i genuttryck samt kvantitativ méangd i ledbrosk i
tidigt skede langt innan nedbrytning av kollagen borjat ske (Svala et al, 2015; Lofgren et al.,
2018). MMP-13 nivaer i ett in vivo forsok (Tian-wen, 2017) dkade avendar inom nagra dagar
efter inducering av OA. Detta kan tyda pa att det finns andra faktorer an enzymbildning som
spelar in i néar kollagen bryts ner, vilket enligt (Troeberg & Nagase, 2012) kan bero pa att
aggrekan skyddar nedbrytningen av kollagen och det &r inte forran det brutits ner som
nedbrytningen av kollagen startar.
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En tydlig korrelation mellan serumnivaer och synovia nivaer av typ 1l kollagen sags aven vid
inducerad OA (Frishie et al, 2008), vilket dven i den studien steg langt efter andra
biomarkorers stegring. Detta ger en indikation pa att typ-11 kollagen gar att sakert méatas med
blodprover och provtagningen blir enklare.

En kompressionsmodell visade att nedbrytningen av typ Il kollagen 6kade vid hard belastning
av ledbrosket (Lee et al., 2008), framst i den ytliga ledbroskzonen, vilket ger en indikation pa
att 6verbelastning av ledbrosk skadar typ Il kollagen, och att den ytliga zonen i ledbrosket ar
kénsligt for ECM skador.

Alder och koén verkar inte péverka matresultat av typ 1l kollagen i synovia, medan
langtidstraning succesivt verkar oka nivaerna (Skicldebrand et al., 20006). Det gor att
anvandbarheten 6kar om man ej behdver ha alder och kon i atanke vid bedémning av
matresultat men samtidigt behdver ha i atanke att traning kan paverka resultaten.

Aggrekan

Aggrekan bryts ner tidigt i utvecklingen av OA (Troeberg & Nagase, 2012), och flera olika
biomarkadrer anvands for att mata dess paverkan (tabell 2). Man kan méata aggrekanmolekylen
direkt, olika klyvningsprodukter vid dess nedbrytning eller aktiviteten/nivaerna av specifika
enzymer som bryter ner den som t.ex. ADAMTS-5.

Tabell 2. Aggrekan som biomarkor, sammanstéllning av olika publikationers matmetoder

Publikation  Biomarkdrer Modell Provtyp Analysmetod
Frisbie et al., CS846 Kirurgisk Serum, ELISA mot
2008 inducerad OA Synovia biomarkaor
in vivo
Leeetal., Aggrekan Kompressionsmod Ledbrosk Beddmning av
2013 ell in vitro immunohistokemi
sk infargning
Skidldebrand Aggrekan Observationsstudi Synovia ELISA mot
etal., 2006 €, unga travhastar biomarkor
i traning
Tian-wen et al., CS846, OA inducerade Synovia ELISA mot
2017 ADAMTS-5 leder biomarkor
(amphotericin B)
in vivo
Svala et al., Aggrekan OA inducerat Ledbrosk ?liquid
2015 ledbrosk (I1L-1p) chromatography
in vitro - tandem mass
spektrometry”.
Lofgrenetal., Aggrekan, OA inducerat Ledbrosk upp/nedregleringe
2018 ADAMTS-5 ledbrosk (IL-1P) n av genutrycket
in vitro m.h.a.
’microarray”
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Alla studier forutom en (Skidldebrand et al., 2006) har anvant sig av en kontrollgrupp att
jamfora sina resultat emot, vilket visade skillnader mellan test och kontrollgrupp.

Vid kompressionsmodell av ledbrosk syntes storst paverkan av aggrekan i det ytliga
brosklagret (Lee et al., 2013), vilket kan tyda pa att biomarkdérer som analyserar aggrekan ger
en indikation pa ytlig ledbroskskada, vilket dven beskrivits i andra studier (Mllwraith et al.,
2018).

Vid IL-1B inducerat ledbrosk in vitro (Lofgren et al., 2018) sags en tidig nedreglering av
genutrycket for aggrekan, samt en uppreglering av. ADAMTS enzymer som bryter ner
aggrekan vilket tyder pa att aggrekan paverkas tidigt vid OA.

Vart att ndmna &r att studien visade &ven att ADAMTS-5 som ofta beskrivs som den mest
aktiva enzymen for nedrytning in vitro (Troeberg & Nagase, 2012) uppreglerades sent i
experimentet vilket kan tyda pa att andra ADAMTS kan spela stor roll i tidig nedbrytning av
aggrekan.

Vid kirurgisk inducerad OA (Frisbie et al., 2008) sa sags en tydlig korrelation mellan serum
och synovia nivaer av CS846 nar de bada 6kade efter inducering. Vart att namna ar att en
okning av CS846 nivaer sags vid enbart traning (kontrollgrupp) men det var en stor skillnad i
jamforelse med testgrupp. Allt detta tyder pa att CS846 kan sakert matas med blodprov vilket
gor provtagningen mycket enklare med denna biomarkdr, men att man maste ha i atanke att
varden kan paverkas nagot av traning.

Vid in vivo studie av OA (Tian-wen et al., 2017) sags en snabb 6kning av bade CS846 och
ADAMTS-5 i synovia innan kliniska symptom pa OA borjade, vilket dven det ger en
indikation pa att aggrekan paverkar tidigt i OA processen och biomarkérer som mater dess
omséttning kan detektera en tidig férandring.

Aggrekan nivaerna i OA inducerat ledbrosk in vitro (Svala et al., 2015) hade klart dkade
nivaer vid dag 3 i studien for att sedan snabbt sjunka, i jamforelse med kontrollgruppen dér
nivaerna var oforandrade. Detta ger en bild av att aggrekan nivaerna i synovia vid OA snabbt
kommer att skilja sig mot normala varden. (Heinegard & Saxne, 2011) beskriver att aggrekan
verkar i tidigt skede av OA kunna kompensatoriskt nybildas vilket gor att nivaerna inte
sjunker direkt, for att sedan stanna av alternativt inte vara tillracklig i jamforelse med
nedbrytningen.

Alder verkar inte paverka matresultatet av aggrekan i synovia (Skidldebrand et al., 2006).
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COMP

Nar studierna analyserat COMP sa ar det viktigt att urskilja vad de har tagit provet ifran och
vilken analysmetod de anvant sig av for att fa ett kvantitativt svar. Man kan méta den nativa
molekylen eller dess klyvningsprodukter vid nedbrytning (tabell 3).

Tabell 3. COMP som biomarkdr, sammanstéllning av olika publikationers matmetoder

Publikation  Biomarkorer Modell Provtyp Analysmetod
Svala et al., COMP OA inducerat Ledbrosk Western blot
2015 ledbrosk (IL- mot COMP
1B) in vitro
Lofgren et al., COMP OA inducerat Ledbrosk upp/nedreglering
2018 ledbrosk (IL- en av
1B) in vitro genutrycket
m.h.a.
”microarray”’
Tian-wen et al., COMP OA inducerade Synovia ELISA mot
2017 leder COMP
(amphotericin B)
in vivo
Skidldebrand COMP Akut halta Synovia Inhibitions
etal., 2017 neoepitop héstar in vivo ELISA mot
COMP
neoepitop
Skidldebrand COMP Observationsstud Synovia ELISA mot
etal., 2006 ie, unga COMP
travhéstar i
traning
Ekman et al. COMP Flera olika Serum Inhibitions
2019 neoepitop ELISA mot
COMP
neoepitop

Alla forutom en studie (Skidldebrand et al., 2006) har anvant sig av en kontrollgrupp att
jamfdra sina resultat emot, vilket visade skillnader mellan kontrollgrupp och testgrupp.

Férutom ovannamnda analyser sa har dven immunohistokemiska analyser gjorts av ledbrosk
med bade specificitet mot hela COMP strukturer alternativt mot en specifik neoepitop
(Skidldebrand et al., 2017; Ekman et al., 2019).

Dessa visar intressant nog att deras framtagna polyklonala antikropp inte verkar detektera den
specifika neoepitopen i icke OA paverkad vavnad, vilket tyder pa att den endast bildas vid
patologiska forhallanden (Ekman et al., 2019), vilket gor den till en unik biomarkdr som
potentiellt kan skilja mellan sjuka och friska djur.
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Skillnader i COMP nivaer (av den nativa molekylen) i ledvétska syntes tidigt i OA inducerade
modeller jamfort med kontrollgrupper (Tian-wen et al., 2017; Svala et al., 2015), vilket tyder
pa att COMP paverkas i tidigt skede av OA, vilket visar pa dess anvandbarhet i att detektera
OA i tidigt skede (Heinegard & Saxne, 2011)

Skillnader i COMP nivaer i ledvatska syntes dven under kontinuerlig traning av unga
travhastar (Skioldebrand et al., 2006), dar nivaerna sjonk succesivt under en period omkring
20 manader, vilket kan vara ett tecken pa att langtidstraning leder till att nybildningen av
COMP inte hanger med over en langre period, vilket ger en kunskap om att trdning kan
paverka COMP nivaer i synovia.

Alder, cirkadiskt dygnsrytm eller kortidstraning verkar inte paverka serumnivaer av
ovannamnda COMP neo-epitop (Ekman et al., 2019), vilket gor att anvandbarheten blir storre
da man inte behover oroa sig for att dessa faktorer kan paverka analys med denna biomarkor.

DISKUSSION

Nar man gor en éverblick av forskningen inom biomarkérer for OA hos hast sa far man flera
indikationer pa att forskningen har en bit kvar att utvecklas. Nagra aterkommande skillnader i
forskningen &r t.ex. att det ar en stor variation i vilken metod man anvander sig av for att
inducera ”OA liknande” symptom for att kunna studera sjukdomens progression med hjalp av
biomarkdrer.

Inducerade modeller har fordelen att de tar kortare tid att utveckla sjukdom och i och med
detta gor forsoken mer kostnadseffektiva (Mcoy, 2015), men samtidigt s3 maste man ta
hansyn till om den inducerade modellen studerar en verklig bild av sjukdomen. Att studera
spontant uppkommen OA fran verkliga fall representerar en mer verklig bild av sjukdomen
men kraver fler studiefall for att fa en styrka i sin studie (Mcoy, 2015). En annan mycket
viktig punkt att poangtera vad galler att studera spontant uppkommen OA é&r att dagens
metoder for att diagnostisera sjukdomen gor detta i ett skede dar sjukdomen redan gatt sa
langt att skadan som uppkommit i leden &r irreversibel och &r i ett sent skede (Lotz et al.,
2013). En viktig del i biomarkdrers framtida roll &r att kunna studera OA i just ett tidigt skede
dar sjukdomen ej hunnit leda till en skada (Skicldebrand et al., 2017), vilket da kan leda till
en storre utmaning i att anvanda sig av en spontan OA modell for att studera sjukdomen, da
du maste observera och provta hastar innan de med dagens metoder kan diagnosticeras med
OA.

En annan utmaning ser ut att ligga i vilken typ av biomarkér som mest avspeglar sjukdomen
och korrelerar till uppkomst och utveckling. Olika forskningsgrupper verkar med stor
spridning sOka efter olika biomarkorer som svarar pa ovanstaende. En beskrivning av “wet”
biomarkers” vid OA ges av (Frisbie et al., 2016), dar de beskriver att OA progressiva
nedbrytning av ledbrosk sker genom en obalans mellan nedbrytning samt kompensatorisk
nybildning av ECM, och att méta skillnader mellan dessa kan ge en mer klar bild om
hélsostatus &n att bara mata en enda biomarkér. Kontentan av detta &r att troligtvis kommer
inte endast en biomarkor att ensamt sta for diagnostiken vid OA, utan snarare att en panel av
biomarkérer tillsammans ger en bild om sjukdomen och var den befinner sig i utvecklingen
vid provtagningstillfallet.
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ECM biomarkdrer som typ Il kollagen, aggrekan och COMP visar enligt tidigare beskrivna
studier att de paverkas vid OA forhallanden. Att bade aggrekan och COMP nivaer forandras
tidigt 1angt innan Kliniska symptom som hélta bekréaftar deras diagnostiska vérde som
biomarkdrer. Att vid provtagning kunna undvika att ta ledprover fér synovia och istallet
kunna forlita sig pa ett blodprov for att analysera biomarkorerna gor bade provtagningen bra
mycket mer tillganglig och betydligt enklare vid rutinkontroller, samt minskar risken for
komplikationer som kan uppsta vid ledinjektioner.

Att en specifik COMP neoepitop endast verkar bildas under patologiska férhallanden och inte
detekteras under normala “turnover” forhallanden okar kvaliteten hos denna biomarkér som
da kan skilja mellan friska och patologiska forhallanden. Med manga andra ECM biomarkorer
maste man ta hansyn till att de har en viss normalvariation i matvarde och kan delvis paverkas
av andra faktorer &n OA.

Baserat pa presenterad forskning i detta arbete visar extracellulara matrixproteiner definitivt
stor potential som biomarkérer for sjukdomen osteoartrit, med lite komplementerande
kunskap inom dessa biomarkdrers aktivitet, samt mer tillgdngliga anvandarvénliga
analysmetoder kommer de sakerligen 6ka kunskapen om en sjukdom som det humana samt
veterindrmedicinska omradet brottas med.

Konklusion

Sammanfattningsvis visar flera studier att det finns mojlighet att kunna anvénda biomarkérer
for att fA en klarare bild vad galler etiologi samt patogenes vid osteoartrit. Aven om
forskningen till stora delar hittills varit mer explorativ sa borjar lampliga kandidater att tas
fram, det har arbetet ger en kort sammanfattning av nagra biomarkorer inom omradet som har
visat sig lovande pa hast. Det som idag behovs for att kunna validera flera av dessa ar mycket
storre studier. En bra summering ges av (Mcllwraith et al., 2018), dar en stor samlad grupp
forskare inom omradet beskriver nagra 6nskvarda punkter att gemensamt jobba efter. De
skulle vilja etablera standardiserade metoder for provtagning av biomarkdrer, ha
standardiserade reproducerbara metoder for att mé&ta biomarkorerna, samt en stor
valdokumenterad biobank med prover. Omradet gar klart framat, och inom en snar framtid sa
kan biomarkorer hjalpt badde human och veterinarmedicinen att kunna behandla och forutse
sjukdomens negativa progressiva forlopp.
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