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SAMMANFATTNING

Osteoartrit (OA) ar en kronisk progressiv ledsjukdom som drabbar synovialleder. En viktig del
i sjukdomsforloppet ar degradering av ledbrosket, men forandringar ses i alla delar av leden
inkluderande subkondralt ben och ledkapsel. Sjukdomen har tidigare ansetts vara en icke-
inflammatorisk sjukdom men idag finns evidens for att inflammation ar en del av patogenesen.
En kalla till de pro-inflammatoriska cytokiner som stimulerar nedbrytningen av ledbrosk ar
celler i synovialmembranet och samband mellan synovit och ledbroskdegeneration kan ses hos
bade manniska och katt.

Prevalensen av OA hos katt & hdg och botande behandling saknas. Kunskapen kring den
inflammatoriska reaktionen vid OA-relaterad synovit hos katt &r idag begransad. Okad kunskap
inom detta omrade skulle bidra till 6kad forstaelse for sjukdomsforloppet och pa sikt kunna
bidra till att forebygga OA och utveckla nya behandlingsstrategier. Syftet med detta
examensarbete var att undersoka forekomst av inflammatoriska celler och deras vévnads-
distribution och infiltrationsmonster i ledkapselpreparat med synovit och utan synovit.

For detektion av makrofager, B- och T-celler utférdes immunohistokemi och for mastceller
Giemsa-fargning. En generell bedomning gjordes av vart i vavnaden och i vilket monster
respektive celltyp lag. Korrelation mellan summerad synovitpoang och grad av ledbroskskada
undersoktes. | studien inkluderades 17 individer och totalt undersoktes 18 leder, varav atta var
fran talokruralleder (alla med synovit) och tio fran armbagsleder (fem med synovit och fem
utan synovit) och en jamforelse mellan inflammationsreaktionen i armbagsled och talokruralled
utfordes.

Summerad synovitpoang och grad av ledbroskskada visade en stark korrelation, vilket talar for
att synovit har en roll i patogenesen av OA hos katt. Mastceller, makrofager, B- och T-celler
kunde hittas hos individer med synovit. Mastceller, makrofager och T-celler forekom ocksa i
ledkapselpreparat utan synovit. Mastceller forekom i huvudsak som enskilt liggande celler, eller
i grupper om tva eller tre och véavnadsdistributionen var subintimal. Makrofager forekom
framférallt som enskilt liggande celler och var hos katter med synovit mer jamnt utspridda i
vavnaden, jamfort med katter utan synovit dar de framforallt forekom i lining. T-celler forekom
dominerande i mindre grupper och lag oftast perivaskulart, men forekom éven interstiellt och i
lining. B-celler sags hos minst andel av individerna och samtliga utan synovit hade inget eller
minimalt infiltrat av dessa celler. B-cellerna lag huvudsakligen perivaskulart eller interstitiellt
och forekom som enskilt liggande celler eller som mindre del av cellerna i storre lymfocytéara
aggregat. Inga eosinofiler men enstaka neutrofiler pavisades. Dessa celler bedomdes darfor ha
en underordnad betydelse i den inflammatoriska reaktionen vid OA hos katt. | férhallande till
B-celler var T-celler mer forekommande, vilket talar for att det lymfocytdra svaret ar T-
cellsberoende. De undersokta cellernas exakta roll i patogenesen av OA hos katt vore vardefullt
att undersoka i framtida studier.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) is a chronic, progressive joint disease that affects synovial joints.
Degeneration of the articular cartilage is an important part of the pathogenesis of the disease,
but pathologic changes are seen in all parts of the joint, including the subchondral bone and
joint capsule. OA was previously considered a non-inflammatory disease but several studies
have shown that inflammation is involved in the development of the disease. The synovial
membrane is a source of pro-inflammatory cytokines that can stimulate the degradation of the
articular cartilage, and a correlation between synovitis and degeneration of articular cartilage
has been described in both human and feline OA.

The prevalence of OA in the feline population is high and there is no cure for the disease. Little
is known about the inflammatory reaction in OA-related synovitis in cats, and increased
knowledge of the inflammatory process in the synovial membrane may contribute to a better
understanding of the disease process, which could aid in disease prevention and finding new
treatment strategies. The aim of this master thesis was to investigate presence of inflammatory
cells, their tissue distribution and pattern of infiltration in synovial membrane biopsies from
feline elbow and talocrural joint.

Macrophages, B- and T-cells were detected by immunohistochemistry and mast cells with
Giemsa-stain. An overall assessment of the tissue distribution and pattern of infiltration of each
type of immune cell was made. Correlation between synovitis score and grade of cartilage
lesions was evaluated. 17 cats were included in the study and a total of 18 joints were assessed.
Eight of these were talocrural joints (all with synovitis) and ten were elbow joints (five with
synovitis and five without synovitis).

Synovitis score and grade of articular cartilage lesions showed a strong positive correlation,
which indicates that synovitis is involved in the pathogenesis of feline OA. Mast cells,
macrophages, B- and T-cells were present in cats with synovitis. Mast cells, macrophages and
T-cells, but none or only minimal infiltrate of B-cells, were found in cats without synovitis.
Mast cells were found in the subintimal region, either as isolated cells or in small groups of two
to three cells. The majority of the macrophages were found as isolated cells and evenly
distributed in the tissue in cats with synovitis, compared to cats without synovitis where they
were found primarily in the lining. T-cells were predominantly found in small groups
perivascularly, but were also seen interstitially and in the lining layer. B-cells were uncommon
and individuals without synovitis had no or minimal infiltrates. The majority of the B-cells were
expressed as isolated cells or as a small part of cells in larger lymphocytic aggregates. The
tissue distribution was perivascular or interstitial. No eosinophils and only occasional
neutrophils were found in some specimens, which indicated an inferior significance in the
inflammatory reaction in feline OA. Compared to B-cells, T-cells were more common which
indicates that the lymphocytic response in feline OA is T-cell dependent. The exact role of these
investigated cells in the pathogenesis of feline OA would be valuable to investigate in further
studies.
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FORKORTNINGAR
e ADAMTS = a disintegrin and metalloproteinase with trombospondin motifs
AL = Alexandra Leijon
AN = Albin Norman
BCR = B-cellsreceptor
BCS = body condition score
CD = cluster of differentiation
CL = Cecilia Ley
e DAMP = damage associated molecular patterns
e ECM = extracelluléart matrix
e HE = hematoxylin och eosin
Ibal = joniserat kalciumbindande adaptorprotein 1
IFN = interferon
Ig = immunoglobulin
IL = interleukin
ILC = medfodd lymfoid cell
KV = Karin Vargmar
MAPK = mitogen-activated protein Kinase
MHC = major histocompatibility complex
MMP = matrix metalloproteinas
NF- kB = nuclear factor k-B
NK-celler = natural killer celler
NO = kvaveoxid
OA = osteoartrit
PAMP = pathogen associated molecular patterns
PRR = pattern recognition receptors
ST = Sofia Tengstrand
TCR = T-cellsreceptor
TGF = transforming growth factor
TNF = tumor nekros faktor
TLR = toll-lika receptorer
VA = Vidar Andersson
VEGF = vascular endothelial growth factor



INTRODUKTION

Osteoartrit (OA) &r en kronisk, progressiv sjukdom som drabbar synovialleder och ger
forandringar i alla ingaende delar av leden. Sjukdomen anses ha multifaktoriell etiologi och
vilka mekanismer som initierar sjukdomsforloppet ar fortfarande oklara (Clarke & Bennett,
2006; Woods, 2016). Sjukdomen har visats ha hdg prevalens i kattpopulationen (Clarke et al.,
2005; Godfrey, 2005; Lascelles et al., 2010; Slingerland et al., 2011), och botande behandling
saknas. Hos katt ar det vanligt att en uppenbar, initierande orsak inte hittas och sjukdomen
klassas darfor ofta som primar eller idiopatisk (Bennett et al., 2012). Ett tydligt samband mellan
stigande alder och OA har visats i flera studier (Clarke et al., 2005; Lascelles et al., 2010;
Slingerland et al., 2011; Bennett et al., 2012).

En viktig del i patogenesen av OA &r nedbrytningen av ledbrosk. Tidigare ansags OA vara en
icke-inflammatorisk sjukdom men det finns idag evidens for att inflammatoriska reaktioner ar
en del av sjukdomsprocessen. Pro-inflammatoriska cytokiner har visats ha en viktig roll da de
stimulerar produktionen av enzymer som degraderar ledbrosket (Tateiwa et al., 2019).
Synovialmembranet (ledhinnan) har visats vara en kalla till dessa pro-inflammatoriska
cytokiner och enzymerna som bryter ned ledbrosket (Benito et al., 2005; Bondeson et al., 2006)
och samband mellan inflammation i ledhinnan (synovit) och broskdegeneration har visats hos
manniska (Ayral et al., 2005; Felson et al., 2016) och katt (Freire et al., 2014). Hos manniska
har inflammatoriska infiltrat bestaende av lymfocyter, plasmaceller, makrofager och mastceller
setts i synovialmembranet vid OA (Engberg Damsgaard et al.,1999; Oehler et al., 2002; Smith,
2011). Kunskapen om den inflammatoriska reaktionen och forekomst av inflammatoriska celler
i ledhinnan vid OA hos katt &r fortfarande mycket begransad. Lymfoplasmacytéra infiltrat i
ledhinnan finns rapporterat (Freire et al., 2014; Leijon et al., 2017), men i 6vrigt ar kunskapen
om den immunologiska reaktionen i ledhinnan liten.

Enligt forfattarens vetskap har ingen tidigare studie som fokuserar pa den inflammatoriska
reaktionen i ledhinnan, avseende infiltration av inflammatoriska celler ut6ver férekomst av
lymfocyter och plasmaceller publicerats for OA hos katt. Syftet med detta examensarbete var
darfor att undersoka forekomst och vévnadsdistribution av olika inflammatoriska cell-
populationer i ledhinnan hos katt och forandringar i densamma vid OA-relaterad synovit. Detta
for att 6ka kannedomen om den inflammatoriska reaktionen i ledhinnan och uppticka
eventuella monster i den immunreaktion som vécks vid OA hos katt. Detta kan vara
betydelsefullt for att forsta patogenesen av sjukdomen och i langden vara vardefullt for att
forebygga OA och initiera lampliga behandlingsstrategier. | studien undersoktes férekomst och
vavnadsdistribution av inflammatoriska celler i ledkapselpreparat fran tva olika ledregioner,
vilka bada drabbas av OA hos katt; armbagsleder och talokruralleder. Férekomst och
distribution av mastceller understktes i Giemsa-fargade preparat och férekomst och
distribution av makrofager, B- och T-celler med hjalp av immunohistokemi

Hypotes

Celltyper (mastceller, makrofager, B- och T-celler) som beskrivits vid OA-relaterad synovit
hos ménniska forekommer &ven hos katt vid OA-relaterad synovit. En skillnad kan ses i
forekomst, infiltrationsmaonster och vavnadsdistribution i synovialmembranet av de undersokta
celltyperna mellan katter med och utan synovit. Inflammationen i synovialmembranet ar
relaterat till graden av broskskada.



LITTERATUROVERSIKT
Ledens uppbyggnad

Klassificering av leder

| kroppen bildas leder dar tva eller flera ben mots. Vissa leders uppgift ar att stabilt forena benen
medan andra tillater storre rorlighet. Detta ger en stor variation i ledernas utseende och
uppbyggnad, beroende pa deras syfte. Leder delas in i tre huvudsakliga kategorier; fibrosa leder,
broskleder och synovialleder (Dyce et al., 2010).

Fibrosa leder forekommer framforallt mellan skallbenen. 1 fibrgsa leder forenas benen med tét
bindvév och lederna har generellt valdigt liten rérlighet. Broskleder &r den grupp av leder déar
benen forenas med brosk och delas upp i underkategorierna synkondroser och symfyser.
Synkondroser &r oftast temporéra leder, sasom mellan epifys och metafys hos unga individer,
vilka forsvinner nar benet véxt klart och brosket ossifierats. Symfyser aterfinns bland annat
mellan backenbenen och i ryggkotpelarens intervertebraldisker (Dyce et al., 2010).

| synovialleder mots benandarna i en ledhala som omsluts av en ledkapsel. Ledhalan &r fylld
med ledvatska. Benandarna ar i dessa leder tdckta av hyalint ledbrosk. Synovialledens
utformning tillater mycket rérelse i leden jamfort med de andra tva kategorierna av leder och
ar den vanligaste typen av leder i extremiteterna. Vissa leder stabiliseras av ligament och andra
kan innehalla menisker, sa som femorotibialleden. Ledbrosket &r en viktig komponent i
synovialleder och gor att leden klarar av det tryck som kroppsvikten utévar pa densamma (Dyce
et al., 2010). En schematisk bild av synovialledens uppbyggnad kan ses i figur 1.

1: subkondralt ben

2: ledbrosk

4: synoviailmembran

Figur 1. Schematisk bild av uppbyggnaden av en synovialled, baserad pa texten i Linden et al., 2016.

Ledbroskets uppbyggnad och funktion

Mikroskopiskt delas ledbrosket in i fyra lager (zoner) beroende pa kondrocyternas storlek och
orientering i vavnaden. Zonerna kallas ytliga zonen, 6vergangszonen, djupa zonen och
mineraliserade zonen. Broskceller (kondrocyter) ar den enda celltypen i ledbrosk och utgér ca
5 % av vavnaden. Ovriga 95 % utgors av extracellulart matrix (ECM), vilket bildas av
kondrocyterna och bestar till storsta del av proteoglykaner, kollagen och vatten. Proteo-
glykanerna utgors framst av aggrekan, ett glykosylerat protein innehallande sulfatgrupper.



Aggrekanmolekyler bildar tillsammans med hyaluronsyra stora aggregat med negativa
laddningar. Vatten, som utgdr 70-80 % av broskmatrix, dras in i aggregaten av de negativa
laddningarna. Kollagenfibrerna ger ledbrosket dess dragfasthet och bestar framforallt av typ I
kollagen, men &ven typ V, VI, IX, X och XI férekommer. Da ledbrosket pressas ihop forflyttas
vattnet i matrix vilket gor att naringsamnen kan transporteras till kondrocyterna. Kondrocyterna
maéste kontinuerligt bilda nya matrixkomponenter for att ersitta de som degraderas. Aldrade
kondrocyter utsondrar mindre matrix med mindre aggrekankomplex. Detta, tillsammans med
korshindning av kollagen, gor att brosket far samre dragfasthet och elasticitet med stigande
alder (Linden et al., 2016). Kondrocyter syntetiserar och degraderar matrixkomponenter som
svar pa forandringar i mikromiljon, exempelvis forandringar i tillvaxtfaktorer, cytokiner och
biomekaniska krafter (Wei & Bai, 2016).

Ledbrosk har dalig formaga att regenerera vid skada da det inte innehaller nagra blodkarl.
Kondrocyter i moget brosk har begransad férmaga att 6ka syntesen av matrixkomponenter och
visar liten mitotisk aktivitet. Reparation av ytliga skador och skador som nar ner till subkondralt
ben skiljer sig at. Djupare skador orsakar en blédning i subkondralt ben och medfor att primitiva
mesenkymala celler nar lesionen. Dessa celler kan utveckla kondrocytegenskaper och lesionen
kan fyllas med fibrost brosk. Ytliga skador orsakar ingen blodning och darfor sker ingen
spontan reparation. Nérliggande kondrocyter kan proliferera och bilda sma kluster och
producera nytt matrix, men de migrerar inte in i lesionen (Cancedda et al., 2003; Linden et al.,
2016).

Subkondralt ben

Under ledbrosket ligger en tunn platta av subkondralt ben som ledbrosket faster vid. Denna
platta bestar av ett mineraliserat benlager som separerar ledbrosket fran benmargen. Exakt vad
som definieras inga i den subkondrala benplattan skiljer sig at, da zonen med kalcifierat brosk
ibland inkluderas i den subkondrala benplattan och ibland inte (Madry et al., 2010). Subkondralt
ben innehaller nerver och blodkarl och har bland annat som funktion att vara en kalla till naring
for kondrocyterna (Scanzello & Goldring, 2012). Den subkondrala benplattan, som &r mer
formbar an kortikalt ben, har aven som funktion att dverféra och fordela trycket som laggs pa
belastat ledbrosk till underliggande ben (Madry et al., 2010; Linden et al., 2016).

Synovialmembranets uppbyggnad och funktion

Alla synovialleder omges av en ledkapsel som byggs upp av en yttre, fibrds kapsel och ett inre
synovialmembran, vilket tacker ytan in mot ledhalan. Den fibrosa kapseln sammanfogas med
benets periost pa varje sida av leden och begréansar ledens rérelseomfang. Ledkapseln kan dven
vara forstarkt med fokala fortjockningar, ligament eller senor som faster in till ledkapseln. Den
fibrosa delen av ledkapseln ar vélvaskulariserad och innerverad (Linden et al., 2016).

Synovialmembranet tacker all inre yta av synoviallederna férutom ledbrosket. Synovial-
membranet &r slatt men i vissa delar kan ett litet antal mindre villi forekomma normalt.
Fortjockade veck av synovialmembranet, innehallande fettvavnad, kan fylla upp trianguléra
rum som bildas da runda benandar inte fyller ut hela ledhalan (sa kallade fettkuddar) (Linden
etal., 2016). Synovialmembranet bestar av tva lager. Innerst mot ledhalan finns en tunn, cellular
intima (aven kallat lining) som é&r cirka en till tre celler djup. Lagret vilar inte pa nagot
basalmembran da de ingaende cellerna ar av mesenkymalt ursprung. Under denna ligger en
relativt acellular subintima bestdende av kollagen bindvéav innehallande blodkarl, lymfkarl,
fettvavnad, nerver, fibroblaster och ett litet antal antigenpresenterande celler. Den luckra
bindvéven i subintiman sméalter samman med den kompakta bindvaven i den fibrdsa ledkapseln
(Smith, 2011; Linden et al., 2016).



Cellerna som bygger upp synovialmembranet kallas synoviocyter och delas upp i tva olika typer
baserat pa deras morfologi, funktion och uttryck av cellytemarkérer. Typ A synoviocyter ar
makrofaglika och harstammar fran benmarg. Dessa celler har en fagocyterande och antigen-
presenterande funktion. I normala synovialmembran utgér de en mindre del av cellerna men
okar kraftigt vid inflammatorisk artrit. Typ B synoviocyter harstammar fran fibroblaster. De
syntetiserar hyaluronan och ECM-komponenter sdsom kollagen. De kan dven producera flera
olika enzymer, till exempel matrix metalloproteinaser (MMP), som kan degradera brosk och
ben och de uttrycker ett flertal adhesionsmolekyler, vilka kan ha betydelse for cellulér trafik
over synovialmembranet. Bada celltyperna har formaga att producera cytokiner som interleukin
(IL)-1, IL-6 och tumor nekros faktor (TNF)-a (Smith, 2011; Linden et al., 2016).

Synovialmembranets huvudsakliga funktioner &r att producera komponenter till ledvétskan,
kontrollera ledvatskan volym och komposition och genom detta &ven reglera nutrition till
kondrocyterna. Det har ocksa som viktig funktion att bidra till att ge ledbrosket en friktionsfri
rorelseyta i leden (Smith, 2011; Scanzello & Goldring, 2012). Mindre partiklar kan rora sig
bade in och ut ur ledvatskan da synovialmembranet ar fritt permeabelt for dessa (Linden et al.,
2016). Detta gor att mindre molekyler som cytokiner och tillvaxtfaktorer kan diffundera 6ver
synovialmembranet, medan de storre, smérjande molekylerna som lubricin och hyaluronan
halls kvar i ledvatskan (Scanzello & Goldring, 2012).

Ledvatska

Ledvatskan &r en klar, farglos till svagt gul vatska och innehaller hyaluronan som bidrar till
vatskans hdga viskositet. Hyaluronan tros fungera som ett smorjningsmedel for synovial-
membranet, medan sjalva ledytan smorjs av lubricin. Mangden ledvatska i synovialleder &r
normalt sett liten men volymen kan 6ka kraftigt vid skada och inflammation. Normalt innehaller
ledvétskan endast ett litet antal mononukleéra celler och enstaka synoviocyter. Forutom att
ledvatskan smarjer leden dr den ocksa den framsta kéllan till naring till kondrocyterna (Linden
etal., 2016).

OA

OA é&r en progressiv sjukdom som drabbar synovialleder. Sjukdomen ar ett komplext tillstand
och har ofta en multifaktoriell etiologi. Sjukdomen karaktariseras av ledbroskdegeneration,
osteofytbildning, remodellering av subkondralt ben och synovit. Sjukdomen &r irreversibel och
botande behandling saknas (Clarke & Bennett, 2006; Woods, 2016). Pa humansidan har man
borjat se pa OA som ett heterogent syndrom med olika kliniska fenotyper som leder till en
slutlig, gemensam klinisk manifestation. Dessa olika Kkliniska fenotyper baseras pa vilken
vavnad i leden som é&r varst drabbad. Indelning av sjukdomen baserat pa olika etiologier har
ocksa foreslagits, till exempel genetisk, dstrogen-beroende eller aldersrelaterad. Metabol OA
har ocksa diskuterats som en fenotyp av OA, da dvervikt bade leder till 6kad belastning pa
lederna men dven forandrar nivan av adipokiner (cytokiner som utsondras fran fettvavnad)
vilket kan ha en effekt pa utvecklingen av OA (Castaneda et al., 2014).

Hundar utvecklar ofta sjukdomen sekundart till funktionell, strukturell eller traumatisk
ledabnormalitet (Woods, 2016). Hos katter ar det vanligt att man inte kan hitta ndgon uppenbar,
initierande orsak till OA och sjukdomen klassas darfor ofta som primér eller idiopatisk OA
(Clarke & Bennett, 2006; Bennett et al., 2012). Kénda orsaker till OA hos Katt ar bland annat
trauma, hoftledsdysplasi, mukopolysackaridos, medial patellaluxation, akromegali, Scottish
Fold osteokondrodysplasi och andra artropatier (Clarke & Bennett, 2006; Bennett et al., 2012;
Perry, 2014).



I ett flertal studier dar radiologiska tecken pa OA har undersokts har prevalensen av sjukdomen
hos katt varierat mellan 16,5-91 % (Clarke et al., 2005; Godfrey, 2005; Lascelles et al., 2010;
Slingerland et al., 2011). De vanligast drabbade lederna ar bogled, armbagsled, héftled, knaled
och tarsalled (Godfrey, 2005; Clarke & Bennett, 2006; Lascelles et al., 2010; Slingerland et al.
2011). Sjukdomen drabbar vanligen leder bilateralt (Godfrey, 2005; Clarke & Bennett, 2006;
Lascelles et al., 2010; Slingerland et al., 2011). Flertalet studier har visat ett tydligt samband
mellan OA och stigande alder (Clarke et al., 2005; Lascelles et al., 2010; Slingerland et al.,
2011; Bennett et al., 2012), medan kroppsvikt, body condition score (BCS) eller kon inte &r
korrelerat med forekomst av OA hos katt (Clarke et al., 2005; Lascelles et al., 2010; Slingerland
et al., 2011). Andra studier har dock visat att katter med OA hade signifikant hogre kroppsvikt
och BCS jamfort med friska katter (Ryan et al., 2013; Stadig et al., 2019) sa det kan eventuellt
finnas ett samband.

Symtom som kan ses hos katter med OA &r att de hoppar séllan och lagre, stelhet, minskad
palsvard, minskad aktivitet, okad vila samt att de kan bli mindre sociala och interagerar mindre
med &dgare eller andra djur (Slingerland et al., 2011; Perry, 2014). Halta &r inte ett typiskt
symtom for OA hos katt utan ses enbart hos ett mindre antal individer (Clarke et al., 2005;
Clarke & Bennett, 2006; Slingerland et al., 2011).

Kroppens immunforsvar

Kroppens immunférsvar kan delas in i det medfédda (ospecifika) immunférsvaret och det
adaptiva (specifika) immunforsvaret. Det medfédda immunforsvaret ar kroppens forsta forsvar
mot patogener som ska kunna reagera snabbt och vara pa konstant stand-by. Det adaptiva
immunforsvaret aktiveras och ar effektivt forst efter nagra dagar till veckor. Det adaptiva
immunfdrsvaret kan ses som ett mer komplext och sofistikerat system och har till skillnad fran
det medfédda systemet ett minne. Detta medfor att om kroppen stoter pa samma patogen igen
ar forsvaret mycket mer effektivt (Tizard, 2013).

En viktig skillnad mellan medfodda och adaptiva immunforsvaret & mekanismerna och
receptorerna som anvands for igenkannande av antigen. Varje lymfocyt, som ingar i det
adaptiva immunforsvaret, har en unik receptor som genereras slumpartat. Detta medfor att det
finns en oerhort stor repertoar av olika receptorer som kan binda till oerhért manga olika
molekyler. Nar en lymfocyt stoter pa ett antigen som just dess receptor har affinitet for sker en
klonal expansion av just den typen av lymfocyt (Medzhitov & Janeway, 2000). Det medfédda
immunforsvaret aktiveras istallet via ett mer begransat antal receptorer som kan binda till
molekyler som vanligen uttrycks pa manga olika mikrober. Dessa receptorer kallas for pattern
recognition receptors (PRRs). Dessa receptorer uttrycks bland annat pa sa kallade sentinelceller
(aven kallat vaktpostceller) som har som primar funktion att kdnna igen och reagera pa
invaderande mikrober. PRRs aktiveras av exogena molekyler, sa kallade pathogen associated
molecular patterns (PAMPs) men ocksa av endogena molekyler som utsondras fran skadade
eller doda celler, sa kallade damage associated molecular patterns (DAMPSs) (Medzhitov &
Janeway, 2000; Tizard, 2013). Toll-lika receptorer (TLRs) &r en familj av receptorer som tillhor
PRRs. TLRs uttrycks pa cellytan eller intracellulart pa manga olika celltyper, bland annat
sentinelceller som makrofager, mastceller och dendritiska celler (Tizard, 2013).

I detta examensarbete undersoktes forekomst av mastceller, makrofager, B- och T-celler och
darfor ges en kort sammanfattning av dessa celltyper och deras funktion nedan.

Makrofager ingdr i det medfédda immunforsvaret och ér en celltyp med manga olika funktioner.
Den verkar som sentinelcell och detekterar antigen via PRRs, utséndrar manga olika kemokiner



och cytokiner som stimulerar till infiltration av andra inflammatoriska celler i védvnaden och
fagocyterar bade patogener och celldebris. Makrofager kan delas in i tva olika typer; M1- och
M2-makrofager. Sa kallade M1-makrofager kan producera kvaveoxid (NO), har en viktig roll
i forsvar mot mikrober och producerar pro-inflammatoriska cytokiner, vilka driver pa den
inflammatoriska reaktionen. M2-makrofager kan inte producera NO och har en motsatt effekt
mot M1-makrofager, da de producerar anti-inflammatoriska cytokiner och minskar den
inflammatoriska reaktionen. M2-makrofager framjar istdllet angiogenes, reparation och
remodellering av skadad vdvnad. Detta gor att M1-makrofager typiskt forekommer tidigt i
inflammationsforloppet for att stimulera inflammation och M2-makrofager har en roll i senare
stadier da lakning ar viktig (Tizard, 2013).

Aven mastceller ingdr i det medfédda immunforsvaret. Mastceller fungerar likt makrofager som
sentinelcell och aktiveras bland annat via PRRs. Mastcellers granula innehaller en komplex
blandning av inflammatoriska mediatorer (till exempel histamin), enzymer och cytokiner som
vid utsondring leder till en akut inflammatorisk reaktion. Mastceller har &ven en viktig roll vid
typ 1 dverkanslighetsreaktioner (Tizard, 2013).

B- och T-celler ingar i det adaptiva immunforsvaret. B-celler &r ansvariga for det antikropps-
medierade forsvaret i adaptiva immunsystemet, da de producerar antikroppar efter att de stott
pa antigen. B-celler kan, efter aktivering, differentiera till plasmaceller som producerar stora
méangder antikroppar. T-celler utgor det cell-medierade forsvaret i adaptiv immunitet. Det finns
flera subpopulationer av T-celler med olika funktioner; T-hjalparceller, cytotoxiska T-celler
och regulatoriska T-celler. T-hjalparceller uttrycker cellytemolekylen cluster of differentiation
(CD) 4. CD4 ér en receptor for major histocompatibility complex (MHC) klass I1-molekyler,
vilka uttrycks pa antigen-presenterande celler. T-hjalparceller delas upp i ytterligare grupper,
namligen Thl, Th2 och Th17, beroende pa vilka cytokiner de utsondrar. Thl producerar
interferon (IFN)-y och IL-2, vilket bland annat frdmjar makrofag-aktivering och natural Kkiller
(NK)-cellers cytotoxicitet. Th2 utséndrar bland annat IL-4, vilket bland annat stimulerar
antikroppsproduktion. Th17 utséndrar framférallt IL-17 och har som funktion att framja
inflammation och stimulera B-celler. Cytotoxiska T-celler uttrycker CD8 som &r en receptor
for MHC klass 1-molekyler. Cytotoxiska T-celler dddar celler som uttrycker frimmande
antigen. Regulatoriska T-celler uttrycker CD4 och CD25 (en del av receptorn for IL-2) och har
en viktig roll i att reglera immunforsvaret (Tizard, 2013).

For att kunna detektera de olika immuncellerna som undersokts i detta arbete har bland annat
detektion av CD-proteiner anvénts. For att detektera B-celler har CD79, som utgor det
signaloverforande komplexet i B-cellsreceptorn (BCR), anvants som cellmarkor. For att
detektera T-celler har CD3, som &r det signaléverforande komplexet i T-cellsreceptorn (TCR)
anvants som cellmarkdr. Nar det galler makrofager har joniserat kalciumbindande adaptor-
protein 1 (Ibal) anvants. Ibal &r involverad i omformningen av cytoskelettet vid cellforflyttning
och fagocytos (Oshawa et al., 2000).

OA och inflammation

Mycket av den forskning som har gjorts kring patogenesen vid OA harror fran studier pa
manniska eller musmodeller for sjukdomen. Foljande fakta som redovisas under denna och
nasta rubrik ar alltsa konstaterade pa manniska eller mus, om inte annat anges. Da forskning
om patogenesen av OA hos katt & mycket begransad anses anda denna fakta vara relevant att
redovisa for forstaelse av sjukdomen. Det baseras pa antagandet att aven snarlika mekanismer
géller mellan olika species. Naturligtvis ar det dock ett antagande som behdver bekraftas med
mer forskning kring sjukdomen hos Katt.



OA anses ha en multifaktoriell etiologi och exakt vilka mekanismer som rubbar homeostasen i
ledbrosket ar annu inte kand. Tidigare ansags OA vara en icke-inflammatorisk artropati men
det finns idag evidens for att inflammation dr viktig for progression av sjukdomen. Pro-
inflammatoriska cytokiner inhiberar kondrocyternas syntes av kollagen och proteoglykaner och
framjar produktion av MMPs och aggrekanaser, vilka degraderar ECM-komponenter sasom
kollagen och aggrekan. Dessa tva enzymfamiljer produceras av kondrocyter i ledbrosk och
fibroblaster och makrofager i synovialmembranet. Nedbrytningen bérjar med en fibrillering av
det ytliga lagret, foljt av fissurer som involverar djupare lager i ledbrosket. ECM fragmenteras
och slutligen fas en forlust av samtliga brosklager och subkondralt ben blottas. Nedbrytningen
av ECM anses vara den viktigaste processen i degraderingen av ledbrosk (Tateiwa et al., 2019)
och nar kollagennatverket borjar degraderas verkar ett icke-reversibelt stadie uppnas (Loeser et
al., 2012). Via mikrofissurer, kérlkanaler och diffusion kan &ven subkondralt ben exponeras for
cytokiner och tillvaxtfaktorer producerade av kondrocyter vilket paverkar benremodellering
(Wei & Bai, 2016).

Produktion av MMPs stimuleras av inflammatoriska cytokiner och tillvéxtfaktorer, till exempel
TNF-a, IL-18 och IL-17 och transforming growth factor (TGF)-g (Tateiwa et al., 2019).
MMPs delas in i olika typer baserat pa deras substratspecificitet. MMP13 har en viktig roll i
nedbrytning av ledbrosk da den framforallt bryter ned kollagen typ Il som &r vanligt fore-
kommande i ECM (Wei & Bai, 2016; Tateiwa et al., 2019). A disintegrin and metalloproteinas
with trombospondin motifs (ADAMTS) &r en enzymfamilj som tillhor aggrekanaser. Sarskilt
ADAMTS4 och ADAMTSS ar viktiga for nedbrytningen av aggrekan. Bade IL-15 och TNF-
a stimulerar produktion av ADAMTS4 av kondrocyter. ADAMTS5 verkar daremot produceras
konstant i leder och produktionen paverkas inte av cytokiner. ADAMTS5 har darfor troligtvis
en roll i vanlig matrix-omséttning medan ADAMTS4 induceras vid inflammation (Tortorella
et al., 2001).

Det ar visat att degradering av ECM-komponenter kan stimulera till inflammation. Exempelvis
kan fibronectinfragment stimulera kondrocyter att producera cytokinerna IL-13, IL-6, IL-8 och
TNF-a (Pulai et al., 2005). Detta tyder pa att degradering av brosket kan inducera en
inflammatorisk miljé genom att stimulera kondrocyterna att utséndra pro-inflammatoriska
cytokiner. Aktivering och stimulering av kondrocyter vid OA sker primart via transkriptions-
faktorerna nuclear factor k-B (NF- kB) och mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Loeser
et al., 2012). TLR-aktivering i synovialmembranet &r en viktig stimulus for NF- kB-aktivering
och efterfoljande produktion av de ovan ndmnda cytokinerna samt kemokiner som i sin tur
rekryterar och aktiverar makrofager, granulocyter och lymfocyter till vdvnaden (Scanzello &
Goldring, 2012). IL-18 och TNF-a inducerar aven NF- kB (Miagkov et al., 1998), sa cyto-
kinerna bade produceras efter aktivering av transkriptionsfaktorn samt stimulerar den. NF- kB
uttrycks hos patienter med OA och uttrycket har visats vara hogst vid tidiga stadier av OA
(Benito et al., 2005; Ostojic et al., 2017). Inhibering av NF- kB har visats leda till minskad
produktion av cytokiner (Miagkov et al., 1998; Pulai et al., 2005; Loeser et al., 2012). Aven
produktionen av flera olika MMPs &r beroende av aktivering av NF- kB (Scanzello & Goldring,
2012).

Just IL-18 och TNF-a ar tva cytokiner som fatt mycket uppmarksamhet i OA-forskning. IL-
18 och TNF-a produceras i leder av kondrocyter, osteoblaster, synoviocyter och inflamma-
toriska celler. Da de tva cytokinerna aktiverar samma grupp av intracelluléra signalvéagar har
de liknande effekter, det vill sdga o6kar inflammatoriska reaktioner i leden samt driver pa
nedbrytning av ledbrosk genom inhibering av syntes av kollagen typ Il och aggrekan och
stimulering av MMPs och ADAMTS4 (Wojdasiewicz et al., 2014). Hamning av bade IL-18
och TNF-a leder till hamning av produktionen av MMPs och ADAMTS4, vilket tyder pa att



bada dessa cytokiner bidrar till att driva pa degraderingen av ECM vid OA (Bondeson et al.,
2006). Dock har medicinsk behandling med forsok att blockera effekterna av IL-18 hos
manniskor enbart lett till minimal minskning av symtom (Cohen et al., 2011), vilket visar att
patogenesen vid OA ar viéldigt komplex och involverar manga olika faktorer.

Andra cytokiner som foreslagits ha en roll i patogenesen av OA é&r IL-6, IL-15, IL-17 och IL-
18. IL-6 ar en cytokin som produceras av kondrocyter, osteoblaster, typ B synoviocyter,
makrofager och adipocyter, ofta efter stimulering av IL-18 och TNF-a. IL-6 har synergistiska
effekter pa ledbrosk med IL-18 och TNF-a, det vill sdga minskad produktion av matrix-
komponenter och 6kad produktion av MMPs (Bondeson et al., 2006; Wojdasiewicz et al.,
2014). Dock visade en studie pa moss att mus-hanar som saknade IL-6 utvecklade allvarligare
brosklesioner jamfort med moss som uttryckte 1L-6 (de Hooge et al., 2005). Detta visar pa att
cytokinen har en komplex roll i patogenesen. Involveringen av IL-15 i patogenesen av OA
inkluderar stimulering av differentiering och proliferation av T-celler. IL-17 och IL-18
inhiberar syntes av ECM-komponenter och stimulerar produktion av MMPs. IL-17 stimulerar
aven utsondring av vascular endothelial growth factor (VEGF) vilket leder till angiogenes i
synovialmembran. Noterbart ar att manga inflammatoriska cytokiner stimulerar produktion och
utséndring av andra inflammatoriska cytokiner vilket gor att inflammationen driver pa sig sjalv
pa ett autokrint satt (Wojdasiewicz et al., 2014). Aven komplementkaskaden kan ha en roll i
patogenesen vid OA, men exakt hur &r oklart (Scanzello & Goldring, 2012; Wei & Bai, 2016).

Avseende katt visade Gruen et al. (2017) att katter med hogre grad av radiologiska tecken pa
OA hade hogre serumkoncentrationer av IL-4 och IL-8, jamfort med friska katter. Man sag
aven att katter med hogre grad av ortopedisk smarta hade hogre serumkoncentrationer av IL-8,
IL-2 och TNF-a. IL-8 6kade dock med hdgre alder och fyndet bor darfor tolkas med forsiktighet
da alder ar en vanlig riskfaktor for att utveckla OA. Det bor ocksd noteras att normala
referensvarden for cytokiner hos katt inte &r faststallda, vilket gor resultaten svartolkade, da det
inte gar att saga om de forhojda cytokinnivaerna hos dessa katter var hdgre an normalt.

Da de underliggande mekanismerna som initierar OA hos katt &r okanda undersokte Gao et al.
(2013) i en studie om katter med OA uppvisade annorlunda genuttryck jamfort med alders-
matchade, friska kontroller. Av de undersdkta generna var gener involverade i immunforsvars-
reaktioner och oxidativ fosforylering nedreglerade medan anti-apoptotiska gener var upp-
reglerade hos katter med OA. Generellt var genuttrycket mer homogent hos Kkatter utan OA
medan de med OA visade storre variation i genuttryck. Nér det gallde immunférsvaret var det
framforallt gener involverade i antigenpresentation via MHC-molekyler och T-cellsreceptor-
signalering som var paverkad hos katter med OA. Uttrycket av gener som kodar for CD3, CD4
och CD8, som alla ar viktiga for T-cellers funktion i immunfdérsvaret, var nedreglerad hos de
sjuka katterna. Detta resultat tolkades som att katter som drabbats av OA kan ha en samre
funktion i det T-cellsmedierade immunforsvaret.

OA-relaterad synovit

Inflammationen och det inflammatoriska cellinfiltratet i synovialmembranet vid OA &r ofta
lindrigt (Oehler et al., 2002; Rollin et al., 2008). Inflammation i synovialmembranet, synovit,
har dock visats ha en potentiell roll i progression av sjukdomen. Bland annat visade en
prospektiv studie att synovit var kopplat till smarta vid OA i knéleden, associerad med mer
allvarlig kondropati vid studiens start och mer allvarlig progression av broskskador (Ayral et
al., 2005). En annan studie visade att synovit var en riskfaktor for att utveckla OA i knéleden
(Felson et al., 2016).



Vid OA-relaterad synovit hos ménniska infiltrerar lymfocyter, plasmaceller och makrofager
synovialmembranet. Lymfocyterna ligger ofta perivaskulart och kan ibland bilda follikulara
aggregat. Lining-lagret fortjockas vid OA, bland annat pd grund av en okning av typ A
synoviocyter (Oehler et al., 2002; Smith, 2011; Linden et al., 2016) och histologiska tecken pa
aktivering av celler i lining-lagret, i form av hypertrofi och hyperplasi av cellerna, kan ocksa
ses vid OA (Oehler et al., 2002). Infiltration av mononukleéra celler, angiogenes och uttryck
av proinflammatoriska cytokiner och nukleéra transkriptionsfaktorer har visats vara hégre vid
tidiga stadier av OA jamfort med senare, vilket tyder pa att inflammationen i synovial-
membranet &r kraftigast tidigt i sjukdomen (Benito et al., 2005; Ostojic et al., 2017). Andra
tecken pa synovit ar stromalt 6dem och proliferation av blodkarl (Smith, 2011).

Vid en experimentell inducering av OA hos mdss sags under de tva forsta veckorna aktivering
av synoviala makrofager, infiltration av ett lagt antal inflammatoriska celler, 6kat uttryck av
tillvaxtfaktorer i synovialmembranet och fibros. Detta tyder pa att inflammatorisk aktivering av
celler i synovialmembranet kan vara en bidragande faktor for progressionen av OA (Blom et
al., 2004).

Mycket tyder pa att makrofager i synovialmembranet ar betydelsefulla i patogenesen av OA.
En studie visade att frAnvaro av makrofager hade stor effekt pa nivan av MMPs, sérskilt MMP-
2, MMP-3 och MMP-9 (Blom et al., 2007). Samma studie visade &ven att mdss med lagre antal
makrofager i synovialmembranet hade mindre tendens att utveckla allvarligare brosklesioner
vid spontant uppkommen OA jamfért med kontrolimdss. Det &r dock oklart om det &r det 6kade
antalet makrofager som resulterar i svarare broskskador, eller om de infiltrerar vavnaden pa
grund av Okad forekomst av broskskador och det broskdebris som bildas (Blom et al., 2007).
Makrofager tros aven spela en viktig roll i bildandet av osteofyter, tillsammans med TGF-3.
En experimentell modell for att inducera osteofytbildning ar att injicera TGF-£ intraartikulart,
da det leder till osteofytbildning liknande den vid OA. | en studie utplanade man synoviala
makrofager och nar TGF-f sedan injicerades for att inducera osteofytbildning visades denna
vara kraftigt reducerad hos leder utan makrofager, vilket tyder pa att de har en roll i bildandet
av osteofyter (van Lent et al., 2004). Makrofager i lining och sublining &r aktiverade vid tidig
OA. Utplaning av makrofager i lining innan experimentell inducering av OA leder till minskad
fibros, minskad hyperplasi av lining och minskad infiltration av inflammatoriska celler, vilket
tolkats som att makrofager spelar en viktig roll i tidiga stadier av sjukdomen (Blom et al., 2004).
I cellkulturer bestaende av celler fran synovialmembran fran patienter med OA togs makrofager
bort via magnetisk cellsortering. Detta ledde till minskning i produktion av TNF-a, IL-18, IL-
8, MMP1 och MMP3, jamfort med cellkulturer med makrofager, vilket tyder pa att
makrofagerna har en viktig regulatorisk roll vid produktion av MMPs och proinflammatoriska
cytokiner (Bondeson et al., 2006).

T-celler &r den huvudsakliga lymfocyten i inflammatoriska infiltrat i synovialmembranet vid
OA och anses inte forekomma i normala synovialmembran (Haynes et al., 2002; Ishii et al.,
2002). Infiltrerande lymfocyter uppvisar en aktiverad fenotyp da de uttrycker aktiverings-
markéren CD69 (Rollin et al., 2008). Bade CD4-positiva och CD8-positiva T-celler fore-
kommer i synovialmembran vid OA, dock &r andelen CD4-positiva celler storre. Cellerna éar
framforallt lokaliserade i sublining och djupare i synovialmembranet och ligger ofta peri-
vaskulart (Haynes et al., 2002; Ishii et al., 2002). Bade Th1- och Th2-celler forekommer men
andelen Thl-celler ar stérre (Ishii et al., 2002). T-celler i ledvatska har visat en cytokinprofil
som tyder pa Thi-fenotyp (Haynes et al., 2002).

Mastceller forekommer i normala synovialmembran hos ménniskor, men antalet 6kar vid OA.
Mastcellerna &r lokaliserade i sublining, ofta perivaskulart (Dean et al., 1993; Engberg



Damsgaard et al.,1999). Tecken pa att mastceller degranulerat har dven setts vid OA, vilket
tyder pa att de &r aktiva och darmed kan bidra till patogenesen vid OA (Dean et al., 1993).

Andra inflammatoriska celler, sdsom neutrofiler och multinukledra jatteceller har ocksa
rapporterats forekomma i synovialmembran, och da i samband med forekomst av ben och
brosk-debris i leden (Oehler et al., 2002).

Fyra olika histologiska monster av synoviopatier har beskrivits vid OA; hyperplastisk,
inflammatorisk, fibrotisk och detritus-rik. Hyperplastisk typ karaktériseras av enbart synovial
hyperplasi, inflammatorisk typ karaktariseras av mattliga lymfocytara infiltrat och synovial
hyperplasi, fibrotisk typ karaktériseras av framforallt kapsulér fibros, och detritus-rik typ
karaktariseras av forekomst av ben- och broskdebris. Den hyperplastiska formen sags nastan
enbart hos patienter i tidiga sjukdomsstadier, medan den fibrotiska och detritus-rika typen
enbart sags i senare stadier av sjukdomen. Den inflammatoriska typen sags bade vid tidiga och
senare stadier av OA (Oehler et al., 2002).

Histologiska forandringar som setts i synovialmembran hos katter med OA &r lindrig synovit i
form av synovial hyperplasi och mild inflammation. En signifikant korrelation mellan synovit
och 6kad allvarlighetsgrad av broskskador har ocksa visats (Freire et al., 2014; Leijon et al.,
2017). | studien av Freire et al. (2014) hade de synovialmembran med hdgst synovit-score
lymfoplasmacytéra noduléra infiltrat perivaskulart.

Metoder for detektion av celltyper i histologiska vavnadspreparat
Immunohistokemi

Immunohistokemi &r en féargningsteknik som mojliggor identifiering av specifika cell-
populationer i formalinfixerad och paraffininbaddad vavnad. Tekniken baseras pa anvandandet
av antikroppar riktade mot specifika antigen som enbart uttrycks i eller pa den celltyp man vill
farga in. En stor fordel med immunohistokemi &r att man i samband med utférandet &ven kan
farga in vavnaden med karnfargning, sasom hematoxylin, for samtidig bedémning av vavnads-
morfologi (Jackson & Blythe, 2008).

Antikroppar, daven kallade immunoglobuliner (lg), bildas av B-celler som aktiverats.
Antikroppar dr formade som ett Y och byggs upp av tva ldtta och tva tunga kedjor. “Armarna”
pa antikroppen kallas Fab-region (fragment, antigen-binding) och ytterst finns en variabel
doman som bildar en urholkning dit antigen kan binda. Formen pa urholkningen och
aminosyrasekvensen i detta omrade varierar mellan olika antikroppar och ger dem dess
specificitet. De variabla domanerna ar bilateralt identiska, varje antikropp har darmed tva
likadana antigenbindande delar. “Svansen” péa antikroppen kallas Fc-region (fragment,
crystallizable). Det finns fem olika klasser av immunoglobuliner, 1gG, IgM, IgA, IgE och IgD,
som skiljer sig at genom vilka tunga kedjor som antikroppen bestar av och de olika klasserna
har nagot olika funktion inom immunforsvaret (Tizard 2013). IgG ar den vanligaste klassen av
immunoglobuliner som anvands inom immunohistokemi. Bade polyklonala antikroppar, som
alla ar riktade mot samma antigen men med lite olika specificitet, och monoklonala antikroppar
som alla har samma specificitet kan anvandas till immunohistokemi (Jackson & Blythe, 2008).

Immunohistokemi &r en teknik som bestar av flera steg som nagot forenklat kan beskrivas som
foljande. Da vavnadsmaterial samlas in for histologisk undersokning kravs fixering av
vavnaden for att bevara cellmorfologi och arkitektur, vilket oftast sker genom att vévnaden
fixeras i formalin. For att underlatta snittning av vavnaden baddas biopsierna ofta in i paraffin
efter formalinfixeringen. Biopsierna snittas sedan tunt och laggs pa ett glas. Infor all histologisk
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fargning behover paraffinet smaltas bort och vavnaden rehydreras. Vid fixering med formalin
bildas bindningar till protein i vdvnaden vilket gor att antigen kan maskeras. Antikropparna kan
da inte binda in och man far ingen infargning av celler som egentligen uttrycker antigenet
antikroppar &r riktade mot. FOr att avmaskera antigen gors en sé kallad “antigen retrieval”.
Nagra av de I6sningar som ar mest anvanda idag for “antigen retrieval” ar citratbuffert med pH
6,0 och EDTA med pH 8,0. Utdver mikrovagsugn kan tryckkokare, angning eller vattenbad
anvandas for uppvarmning av preparaten. Enzymdigestion kan ocksa anvandas for “antigen
retrieval”, men &r idag i princip ersatt av varmeinducerade tekniker (Jackson & Blythe, 2008).

Efter ”antigen retrieval” inkuberas vavnadspreparaten med antikroppar riktade mot ett antigen
som uttrycks av enbart de celler man vill farga in. Denna antikropp kallas primar antikropp.
Antikropparna &r markta med ett enzym, vanligen pepparrotsperoxidas (eng. horseradish
peroxidase (HRP)). Nar ett kromogen, som ar ett forstadie till ett fargamne, tillsatts omvandlar
enzymet kromogenet till ett fargdmne som &r synligt i ljusmikroskop. Det finns flera olika
kromogener som ger olika farg men 3,3"-Diaminobensidin-tetrahydroklorid (DAB), som ger en
brun farg, ar den vanligaste. Vid direkt teknik & enzymet konjugerat till den priméra
antikroppen. Vid indirekt teknik &r det en sekundar antikropp, som &r riktad mot den primara
antikroppens Fc-del, som &r enzymmarkt (schematisk bild kan ses i figur 2). Denna metod har
hogre sensitivitet da flera antikroppar kan reagera pa den primara och binda in, vilket ger en
signalamplifiering da det ar fler antikroppar som féargas in (Jackson & Blythe, 2008). Flera
tekniker finns beskriva men detaljer kring dessa tas ej upp i detta arbete.

Sekundar antikropp
maérkt med enzym

7\ /Z\

Primar antikropp

Antigen

Figur 2. En schematisk bild av indirekt teknik vid immunohistokemi. Baserat pa texten i Jackson &
Blythe, 2008.

Vid varje immunohistokemisk fargning bor kontroller anvandas for att validera resultatet.
Genom att farga en vavnad dar den eftersdkta cellen garanterat forekommer kontrolleras
fargningsprotokollet och antikropparnas specificitet. Varje vavnadspreparat som fargas in bor
dven ha en negativ kontroll. Antingen appliceras ingen primar antikropp pa dessa preparat eller
sd anvands en antikropp riktad mot ett helt annat, irrelevant protein (Jackson & Blythe, 2008).
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MATERIAL OCH METODER
Urval av material

I denna studie ingick leder fran 17 katter som donerats till SLU for forskning och undervisning.
Totalt inkluderades 18 leder i projektet. Ledbiopsier fran 14 av katterna utgjorde del av ett stérre
material som samlats in under 2014 till ett tidigare projekt om OA hos katt. Detta material var
graderat avseende synovit av en patolog (CL) och en resident i veterinér patologi (AL). For att
sakerstalla att ledkapselmaterialet som undersoktes i examensarbetet skulle inkludera bade
leder med synovit och leder utan synovit valdes preparaten till denna studie ut av handledarna.
Malet med urvalet var att ge ett representativt material for att kunna undersoka synovit-
reaktionen i tva olika leder och att materialet skulle utgoras av ett ungefarligt lika antal leder
med synovit respektive avsaknad av synovit. For att komplettera andelen individer med friska
leder samlades material fran hasleder in fran tre katter under september 2019. Inklusions-
kriterier for dessa tre katter var att de skulle vara 6ver 1,5 ars alder, inte varit avlivade mer an
24 timmar innan provtagning, inte ha en kand sjukdomshistorik som kan ha paverkat leden samt
uppvisa ett makroskopiskt normalt utseende pa synovialmembranet. Eftersom alla de leder som
kompletterats for studien histologiskt uppvisade laggradig synovit kom det slutliga materialet
att utgoras av fem armbagsleder med synovit, fem armbagsleder utan synovit och atta
talokruralleder med synovit.

Makroskopisk undersdkning och histologisk bedémning av broskskador och
synovit

Samtliga ingaende leder undersoktes makroskopiskt inom ett dygn efter avlivning av en patolog
(CL). Som hjalp for att bedoma grad av brosklesioner applicerades svart black (India Ink,
Lefranc & Bourgeois, Le Mans Cedex, France) spadd 1:5i 0,9 % NaCl-16sning pa ledbroskytan
pa de 14 leder som provtagits i den tidigare OA-studien och pa tva av de kompletterande
lederna. Efter att India Ink-l6sningen forsiktigt torkats av fixerades lederna i 10 % buffrad
formalinlosning. Efter ca. 48 timmars fixering togs biopsier av ledkapseln och resterande
ledvavnad lades i myrsyra (20 % v/v, Kristensens l6sning, Solveco AB, Rosersberg) for
urkalkning av benvévnad. Efter urkalkning skars ledbrosk och underliggande subkondralt ben
ut for histologisk beddmning. Histologisk preparering skedde enligt rutinprotokoll.

For den mikroskopiska bedomningen anvandes preparat fran ledkapsel och ledbrosk med
underliggande subkondralt ben fargade med hematoxylin och eosin (HE). Ledbroskpreparat
fargades dven med toulidinblatt. Histologiska forandringar i ledbrosk, subkondralt ben och
synovialmembran bedémdes var for sig och graderades av tva patologer (CL, AL). For
gradering av lesioner i ledbrosket anvandes en modifierad version av OARSIs (Osteoarthritis
Research Society International) histopatologiska graderingssystem fér human OA (Bilaga 1)
(Pritzker et al., 2006). Gradering av ledbroskskador gjordes for varje humerus (tva lokalisa-
tioner bedémda), ulna (tva lokalisationer bedémda) och radius respektive tibia, fibula och talus.
Lesioner med grad 0-1 klassades som ingen OA, mellan grad 1,5-2,5 klassades som milda, 3-
4,5 mattliga och lesioner >5 som kraftiga. Det kompletterande materialet graderades pa
liknande satt av tva patologer (CL och KV). Darefter raknades ett medelvérde av broskskadorna
ut for varje led. Synovit beddmdes enligt ett modifierat publicerat protokoll av Krenn et al.
(2006) (Bilaga 2), dar sammantagen poang for tre olika bedomningsomraden resulterade i en
summerad synovitpodng. Individer med en summa mellan 0-1 klassades som ingen synovit, 2-
4 laggradig synovit och 5-9 hdggradig synovit.
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Fargning av vavnadsmaterial

For detektion av inflammatoriska celler utférdes immunohistokemi med antikroppar riktade
mot CD79 (B-celler), CD3 (T-celler) och Ibal (makrofager) av samtliga ledkapselpreparat. For
fullstandiga protokoll se bilaga 3. Da Ibal-antikroppen aldrig anvants pa labbet innan utférdes
forst ett forsok dar ett lampligt fargningsprotokoll och en lamplig spadning pa den priméara
antikroppen testades. Testprotokollet utformades i samrad med biomedicinska analytiker pa
BVF (VA och AN) och baserades pa protokoll enligt Pierezan et al. (2014). Giemsa-fargning
for detektion av mastceller utférdes av BVFs personal (AN). All immunohistokemi utférdes av
forfattaren (ST). Vid samtliga immunohistokemiska fargningar anvandes lymfknuta som posi-
tiv kontroll och vid fargning av mastceller anvéndes en mastcellstumér som positiv kontroll.

Beddmning av forekomst av inflammatoriska celler

Preparaten kodades for blindning for avlasaren (ST). Alla preparat bedomdes i sin helhet avse-
ende vavnadsdistribution, och mer specifikt om de inflammatoriska cellerna férekom peri-
vaskulért, interstitiellt eller i lining. En beddmning gjordes &ven av i vilket monster majoriteten
av cellerna forekom i vavnaden, enligt kriterier i tabell 1.

Tabell 1. Kriterier for de olika monstren

Monster  Kriterium
0 Inget infiltrat
Minimalt infiltrat, <10 celler totalt
Cellerna ligger enskilt, eller 2 eller 3 tillsammans. >10 celler totalt
Mindre grupper med cirka 5-10 celler

A WO DN B

Stdrre aggregat med tydligt mer an 10 celler

Exempel pa de olika monstren visas i figur 3. Kriterier for att en cell skulle bedémas som
immunohistokemiskt positiv var tydlig infargning samt att infargningen skulle ga att koppla till
en cellkarna. Preparaten bedémdes pa 200x och/eller 400x férstoring och en subjektiv
bedémning gjordes av i vilken del av vavnaden majoriteten av cellerna lag och i vilket ménster
enligt ovan. Da de ledkapselpreparat med ménster 1 hade sa fa positiva celler gjordes ingen
beddmning av vavnadsdistribution hos dessa. Om inte enbart ett dominerande moénster kunde
bestdmmas och i en del av vdvnaden noterades alla de monster och delar av vdvnaden som
beddmdes som vanligast forekommande. Forekomst av monster 4 noterades alltid, &ven om det
inte var det dominerande monstret, da det ansags vara den allvarligaste forekomsten av
inflammatoriska celler. For Ibal-positiva celler gjordes &ven en bedémning av antal positiva
celler i lining genom att i tre omraden rékna 50 celler och andelen positivt infargade av dessa.
Ett medelvérde av de tre vardena raknades sedan ut. Omraden dar antalet celler raknades valdes
ut subjektivt efter var det var rikligast infiltrat av positivt infargade celler i preparatet.
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Figur 3. 1 bild A visas exempel pa vad som bedémts som ménster 2, i bild B visas exempel pa monster 3
och i bild C visas exempel p& monster 4. Positivt infargade celler &r bruna (pilar).

Forekomst av neutrofiler, eosinofiler, “foamy” makrofager och multinukledra jatteceller
beddmdes gemensamt av ST och CL i HE-fargade preparat. FOr dessa cellpopulationer gjordes
ingen specifik bedémning av lokalisation i vavnaden eller i vilket monster, utan enbart fore-
komst noterades.

Statistik

For statistisk analys anvandes statistikprogrammet Minitab 18 (Minitab, Ltd. Coventry,
Storbritannien) och tva online-berdknare for statiska analyser (http://vassarstats.net och
https://astatsa.com). Spearmans rangkorrelation anvandes for att berdkna korrelation mellan
summerad synovitpoang och medelvarde av grad av brosklesion och korrelation mellan
medelvarde av andel makrofager i lining och medelvérde av grad av brosklesion. For
bedémning av styrkan pa korrelationen anvandes féljande skala: 0-0,19 mycket svag
korrelation, 0,20-0,39 svag korrelation, 0,40-0,59 mattlig korrelation, 0,60-0,79 stark korre-
lation och 0,80-1 mycket stark korrelation (Swinscow, 1997).

Mann-Whitney U-test anvandes for att jamfora medelvardet av antal makrofager i lining mellan
olika grupper. Samband mellan lymfocytaggregat och grad av broskskada (mild vs. mattlig-
kraftig) testades med Fishers exakta test. Vid denna analys med Fishers exakta test delades
katterna upp i tva grupper avseende brosklesionerna. De med ett medelvarde under 2,5 ingick i
gruppen med lindriga férandringar och de med ett medelvarde pa eller 6ver 2,5 ingick i gruppen
med mattliga-kraftiga forandringar. Fishers exakta test anvandes dven for att analysera
skillnader i monster och vavnadsdistribution mellan gruppen med synovit och utan synovit samt
mellan armbagsled och talokruralled.

Signifikansnivan som anvandes for samtliga analyser var 0,05.

RESULTAT

| studien ingick ledkapselbiopsier fran 17 katter. Aldersspannet pa katterna var mellan 1 och 18
ar (medelalder 9,6 ar). Tio katter var hankastrater och sju var honkastrater. Detaljer kring
individer (alder, kon, led och huvuddiagnos vid obduktion) redovisas i tabell 2.
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Tabell 2. Demografisk data for individer som ingick i studien

Individnr.  Alder (&r) Kon* Led Huvuddiagnos vid obduktion

3 1 Hane Armbagsled Non-purulent meningoencephalomyelit

9 18 Hona Talokruralled  Trauma med blédning i hjarna och ryggmarg

10 3 Hona Armbagsled Non-purulent meningoencephalomyelit

11 12 Hane Armbagsled Diskdegeneration T11-12, spondylos L7-S1
Talokruralled

14 8 Hane Armbagsled Astrocytom

17 Hane Armbagsled Kronisk nefrit med uremi

18 16 Hane Armbagsled FIP

19 9 Hane Armbagsled Missténkt lymfom i tarm, lymfknutor

20 16 Hona Armbagsled Ej obducerad

21 7 Hona Armbagsled Akut tubuldr nekros med uremi

22 13 Hane Talokruralled ~ Missténkt trauma

23 3 Hona Armbéagsled FIP

26 11 Hane Talokruralled ~ Meningiom (lymfom i thymus)

31 10 Hona Talokruralled  Kronisk nefrit med uremi

ST1 9 Hane Talokruralled ;(Irr]ir;:fk aktiv nekrotiserande rhinit samt

ST2 13 Hane Talokruralled  Carcinom i multipla organ

ST3 9 Hona Talokruralled Akut blédning och myelomalaci ryggmarg

L4-L5, med axonal degeneration

*samtliga individer var kastrerade

Korrelation mellan allvarlighetsgrad av brosklesioner och synovit

Antalet ledkapselbiopsier med synovit fran armbagsleden var fem stycken och fran talokrural-
leden atta stycken. Antalet biopsier utan synovit var fem stycken och samtliga kom fran
armbagsleden. Férdelningen mellan hoggradig, laggradig respektive ingen synovit och medel-
varde av grad av brosklesion i motsvarande led visas i tabell 3. Férdelningen mellan grupperna
var fem individer med héggradig synovit, atta med laggradig synovit och fem utan synovit. Nio
katter ansags ha mildare grad av brosklesioner och nio mattlig-kraftig grad av brosklesioner.
Alla katter uppvisade histologiska férandringar av ledbrosket.

Summerad synovitpodng och medelvdrde av grad av broskskada visade en stark positiv
korrelation (rho 0,715) med p-varde 0,001, vilket visas i figur 4.
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Figur 4. Graf 6ver medelvarde av grad av ledbroskskada och summerad synovitpodng, med en

regressionslinje som visar den starka, positiva korrelationen. Prickarna symboliserar de olika
individerna.

Tabell 3. Summerad synovitpoang och medelvarde av grad av brosklesion

Led Individ Summerad Grad av brosklesion
synovitpoéng (medelvérde)

Armbagsled 11 6 35
18 5 6,2

20 4 1,6

19 4 39

14 3 39
3 1 0,25

10 1 0,7

23 1 1,1

17 0 3,3

21 0 0,7

Talokruralled 22 7 6,3
26 6 3,2

11 5 5,7

ST2 4 1,7

ST3 4 1,5

9 4 55

31 3 1,3

ST1 2 1,5

Hoggradiga synoviter ar fetmarkerade och laggradiga understrukna. Ovriga har ingen synovit.
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Vavnadsdistribution och ménster av understkta inflammatoriska celler

Katt nummer 17 fick uteslutas ur denna del av studien da ledkapselpreparaten bedémdes
innehalla for lite lining for att kunna utvarderas. Vid immunohistokemi fargades ledkapsel-
preparaten fran individ nummer 26 in for blekt for att kunna bedémas for alla celltyper utom
Ibal-positiva celler och utesléts darfor fran bedomning av de 6vriga celltyperna. Ledkapsel-
preparat fran ytterligare tva individer (nummer ST3 och 20) blev for blekt infargade vid
immunohistokemi med CD79 for att kunna bedémas och utesléts darfoér vid bedémning av den
celltypen.

Forekomst och vavnadsdistribution av mastceller

Mastceller forekom i samtliga undersokta preparat. De bedémdes alltid férekomma i huvudsak-
ligen ménster 2, och Iag alltid interstitiellt eller perivaskulart. Inga mastceller kunde ses i lining.
Detaljer kring varje individ redovisas i tabell 4 och 5.

Vid den histologiska genomgangen gjordes en subjektiv beddmning av om infiltratet av mast-
celler var lindrigare eller rikligare. Tre av fyra individer utan synovit beddmdes ha lindrigare
infiltrat men &ven tre av 16 individer med synovit anséags ha lindrigare infiltrat.

Forekomst och vavnadsdistribution av makrofager

Antikroppen som anvandes for att farga in makrofager hade aldrig tidigare anvants pa
laboratoriet och behdvde darfor utvéarderas. En tydlig positiv infargning, huvudsakligen
cytoplasmatisk, av makrofaglika celler i lymfknutan erholls vid immunohistokemisk fargning
(figur 5 A) och antikroppen beddmdes darfor fungera bra med det protokoll som anvéndes.
Positiva celler kunde dven hittas i samtliga ledkapselpreparat med en stallvis valdigt kraftig
andel positiva celler i lining. Dock forekom det omraden med valdigt fa positiva celler, trots
tydlig hyperplasi, vilket visas i figur 5 B och 5 C. Infargning av celler med annorlunda
morfologi i perifera nerver som inkluderats i biopsierna kunde ocksa ses.
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Figur 5. | bild A ses positivt infargade celler (bruna celler) i lymfknuta. Bild B V|sar ett
ledkapselpreparat med hyperplasi av lining och manga lbal-positiva celler, markerat med pilar, och
bild C visar ett ledkapselpreparat med synovit och lag férekomst av positiva celler i lining, markerat
med pilar.

Makrofager forekom ocksa i samtliga undersokta preparat. Majoriteten av cellerna bedémdes
ligga enskilt och utspridda i alla undersokta delar av vavnaden, men stéllvis véldigt kraftiga
infiltrat kunde ses i lining i flera preparat. En tendens till att makrofagerna framforallt lag i
lining hos de katter utan synovit kunde ocksa ses. Detaljer kring varje individ redovisas i tabell
4 och 6.
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Forekomst och vavnadsdistribution av lymfocyter

CD3-positiva celler (T-celler) fanns i samtliga ledkapselpreparat. Infiltraten beddmdes vara
minimala hos tva individer utan synovit. T-cellerna bedémdes huvudsakligen ligga i mindre
grupper hos katter med synovit, men varierade mer i monster hos de utan synovit. Cellerna
bedomdes oftast ligga perivaskulart hos bade katter med synovit och utan synovit. Hos vissa
katter med synovit beddmdes de dven ha dominerande forekomst interstitiellt och i lining. Hos
katter utan synovit var den dominerande véavnadsdistributionen dock aldrig i lining. Detaljer
kring varje individ redovisas i tabell 4 och 7.

CD79-positiva celler (B-celler) forekom hos minst andel individer (10 av 14). Tre av de fyra
individerna utan infiltrat uppvisade ej synovit och den fjarde individen laggradig synovit. Fyra
individer hade dven minimalt infiltrat av B-celler, varav tre tillhérde gruppen med synovit och
en gruppen utan synovit. Bland de katter med rikligare infiltrat var monstret blandat mellan
monster 2 och 4. B-cellernas vavnadsdistribution var aldrig dominerande i lining utan framfor-
allt interstitiellt eller perivaskulért. Flertalet av de celler som féargade in positivt hade ett
utseende liknande plasmaceller i form av mattlig mangd cytoplasma och ojamnt fordelat hetero-
kromatin i karnan. Binukleara plasmaceller férekom ocksa i tva preparat, men var totalt enbart
cirka sex celler. Detaljer kring varje individ redovisas i tabell 4 och 8.

Detaljerade resultat for individer

| tabell 4 redovisas resultat for vilket monster som ansetts dominera vid celluttryck for varje
celltyp. Hos tre katter angavs tva olika monster for T-celler (n=2) och B-celler (n=1) och da har
det monster motsvarande storre ansamling av celler angetts. Exempelvis om T-celler
forekommit bade enskilt (2) och i mindre grupper (3) i lika stor utstrackning har 3 redovisats i
tabellen. Motiveringen till detta &r att storre ansamlingar av celler antas ge storre inflamma-
torisk paverkan. Detta ar &ven i linje med hur graderingen av synovit gjorts enligt den modi-
fierade skalan av Krenn et al. (2006) dar férekomst av storre aggregat av lymfocyter gett hogre
poang jamfort med enstaka.

Tabell 4. Huvudsakligt distributionsménster i vavnaden

Dominerande monster

Grupp Individnr. Mastceller Makrofager  T-celler  B-celler
Armbéagsleder med synovit 11 2 2 3 1
14 2 2 3 2
18 2 2 3 1
20 2 2 3 -*
19 2 2 3 0
Talokruralleder med synovit 9 2 2 3 4
11 2 2 3 2
22 2 2 4 2
26 - 2 - -
31 2 2 3 4
ST1 2 2 2 1
ST2 2 2 3 2
ST3 2 2 3 -
Armbagsleder utan synovit 3 2 2 2 1
10 2 2 1 0
21 2 2 3 0
23 2 2 1 0

*celltypen ej har kunnat bedémas hos individen
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| tabell 5, 6, 7 och 8 redovisas resultat for var i vavnaden majoriteten av cellerna fran de olika
celltyperna Iag. Ibland kunde ingen uppenbar dominerande vavnadsdistribution ses och da har
alla de omraden dar flest antal celler funnits angetts. De individer med minimalt infiltrat
(monster 1) har ej inkluderats da antalet celler i vavnaden varit for fa for att kunna dra nagra
slutsatser om vavnadsdistributionen. Detta, tillsammans med att vissa fargningar av ledkapsel-
preparaten misslyckades, gor att totalantalet beddomda individer varierar mellan de olika
tabellerna.

Tabell 5. Sammanstéallning av mastcellers dominerande vavnadsdistribution

Antal individer med dominerande forekomst

Grupp Antal bedémda Lining Interstitiellt  Perivaskul&rt
individer/totalantal

Armbagsled med synovit 5av5 0 5 5

Talokruralled med synovit 7av8 0 7 7

Ej synovit 4av4 0

Tabell 6. Sammanstallning av makrofagers dominerande vavnadsdistribution

Antal individer med dominerande forekomst

Grupp Antal bedémda Lining Interstitiellt  Perivaskulart
individer/totalantal

Armbagsled med synovit 5av5 4 4 4
Talokruralled med synovit 8av8 6
Ej synovit 4av4 4 2 1

Tabell 7. Sammanstéllning av T-cellers dominerande vavnadsdistribution

Antal individer med dominerande férekomst

Grupp Antal bedémda Lining Interstitiellt  Perivaskulart
individer/totalantal

Armbagsled med synovit 5av5
Talokruralled med synovit 7av8 2
Ej synovit 2av4 0 1 2

Tabell 8. Sammanstéallning av B-cellers dominerande vavnadsdistribution

Antal individer med dominerande férekomst

Grupp Antal bedémda Lining Interstitiellt  Perivaskulart
individer/totalantal

Armbagsled med synovit 2av4 0 1
Talokruralled med synovit 5av8 0
Ej synovit 3avid 0 0
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Jamforelse mellan grupper

Jamforelse mellan katter med synovit och katter utan synovit avseende monster och vavnads-
distribution visade enbart ett signifikant resultat, ndmligen T-cellers monster i vdvnaden som
visade ett beroende med forekomst av synovit eller ej (tvasidigt p-varde 0,039). Ovriga resultat
var ej signifikanta (p-varden mellan 0,16-1). Mastceller och makrofager uppvisade ingen
skillnad mellan de olika individerna avseende mdnster och vévnadsdistribution, respektive
enbart monster, och kunde darfor inte jamforas mellan grupperna.

Vid jamforelse mellan armbagsleder och talokruralleder erhélls inget signifikant resultat som
kunde visa att monster eller vavnadsdistribution av celler skulle vara beroende av vilken led.
Slutsatsen blev darfor att det inte forelag nagon skillnad mellan lederna géllande de para-
metrarna. Fordelningen av hog respektive laggradig synovit var jamn mellan armbagsleder och
talokruralleder.

Lymfocytara aggregat och grad av broskskada

Forekomst av storre lymfocytéra aggregat (monster 4) noterades for samtliga ledkapselpreparat,
aven om det inte var det dominerande monstret. Av ledkapselpreparat med synovit bedémdes
sju av tolv (cirka 58 %) innehalla minst ett lymfocytart aggregat. Tre av dessa var hoggradiga
synoviter. Inget av de fyra ledkapselpreparaten utan synovit hade lymfocytdra aggregat. | flera
lymfocytara aggregat bedémdes andelen T-celler vara fler an B-celler, exempel visas i figur 6.
| vissa aggregat fanns &ven flera lymfocytlika celler som varken uttryckte CD79 eller CD3,
vilket visas i figur 7.

Da forekomst av storre follikulara aggregat gav hogst poang avseende inflammatoriska celler
vid beddmning av synovitpoang, och antogs ge en stor inflammatorisk paverkan, testades det
om forekomst av storre lymfocytdra aggregat visade ett samband med mattlig-kraftig grad av
broskskada. Inget samband kunde pavisas (p-vérde 0,6).
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ifigur 6. | bild A ses tva storre Iymfocyiéra'égg're-gat utmérkta med pilar, med infargning av
cellytemarkdren CD79 (B-celler). | bild B visas motsvarande aggregat men har med infargning for
cellytemark6ren CD3 (T-celler), som utgér majoriteten av cellerna i aggregaten.
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Figur 7. 1 bild A visas ett aggregat med inférgnir;g f('jF B-celler. | bild B vis
infargning for T-celler. Flera av de lymfocytlika cellerna har inte blivit positivt infargade for nagon av
de tva olika cellytemarkorerna.

Korrelation makrofager och synovit samt allvarlighetsgrad av broskskada

Medelvardet av antalet makrofager i lining varierade mellan 2,7 och 30,3 per 50 celler. Ingen
signifikant skillnad mellan gruppen med synovit och den utan kunde pavisas (p-varde 0,33).
Dock sags en signifikant skillnad mellan hég- och laggradiga synoviter (p-vérde 0,03) dar
antalet var hogre hos individer med laggradig synovit. En jamforelse av véarden mellan
grupperna visas i figur 8. Det foreldg ingen signifikant korrelation mellan antalet makrofager
och grad av ledbroskskada (p-varde 0,258). Antalet positiva celler for varje individ redovisas i
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Figur 8. Fordelning av medelvarden av antal makrofager per 50 celler fér grupperna ingen synovit,
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Tabell 9. Medelvarde av antalet makrofager av 50 lining-celler

Grupp Individ  Andel positiva celler av
50 lining-celler
Hoggradig synovit 11 2,7
11 12,3
18 7,7
22 9
26 -*
Laggradig synovit 9 7,3
14 14,7
19 15
20 25
31 17
ST1 17
ST2 16,7
ST3 17
Ej synovit 3 16,3
10 11
21 9,3
23 7,3

*Andelen Ibal-positiva celler kunde ej réknas hos individ 26 da karnfargningen var for svag i
ledkapselpreparatet.

Ovriga histologiska iakttagelser

Sparsamt med neutrofillika celler forekom i elva ledkapselpreprat. Tio av dessa uppvisade
synovit. Inga eosinofiler sags hos nagon individ. Multinukleéra celler pavisades i tva ledkapsel-
preparat, bada med synovit.

Ledkapselpreparaten fran individ 26 och hasleden fran individ 11 uppvisade en nagot annor-
lunda histologisk bild. | ledkapselpreparaten kunde flera cystlika forédndringar ses dar
kaviteterna utlinjerades av rikligt med makrofager med skummigt utseende, “foamy” makro-
fager. Makrofagerna kunde ocksa ligga l6st i dessa kaviteter. Ett av dessa preparat inneholl
aven multinukledra jatteceller. Det histologiska utseendet visas i figur 9. ”Foamy” makrofager
kunde aven hittas i ytterligare tva ledkapselpreparat, bada med synovit.
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Figur 9. Foto av histoloéiskt preparat fran Iedkapsel fran katt nr 11. Bilden visar multipla cystlika
kaviteter. Dessa utlinjeras av rikligt med Ibal-positiva celler, som &ven ligger I6st i kaviteterna.

DISKUSSION

Syftet med detta arbete var att undersoka forekomsten av inflammatoriska celler och deras
vavnadsdistribution vid OA-relaterad synovit. Férhoppningen var att fa en dkad forstaelse for
den inflammatoriska reaktionen i synovialmembranet da kunskapen kring denna &r valdigt
begransad hos Katt.

Ett av de mest intressanta fynden i denna studie var att summerad synovitpodng och grad av
broskskada visade en stark positiv korrelation. Materialet &r litet i denna studie och bor tolkas
med forsiktighet, men resultatet &r i linje med tidigare studier av Freire et al. (2014) och Leijon
et al. (2017) som ocksa sett att synovitgrad och allvarlighetsgrad av brosklesioner i leden &r
associerade med varandra. Att detta samband kan pavisas tyder pa att den inflammatoriska
reaktionen i synovialmembranet kan ha en roll vid patogenesen vid OA hos katt, och att det &r
motiverat att undersoka om cellerna i synovialmembranet hos katt kan ha en bidragande effekt
pa degraderingen av ECM som visats pa andra djurslag.

Tidigare studier inom detta omrade pa katt har konstaterat att det forekommer mild inflamma-
tion och att lymfoplasmacytara infiltrat kan ses perivaskulart i armbagsleder respektive kna-
leder (Freire et al., 2014; Leijon et al., 2017). Denna studie visar pa forekomst av samtliga
undersokta celltyper, det vill sdga mastceller, makrofager, T-celler och B-celler, hos katter med
synovit. Mastceller, makrofager och T-celler forekom hos alla katter, &ven de utan synovit,
vilket talar for att dessa populationer forekommer normalt i synovialmembranet.

Mastceller Iag alltid interstitiellt eller perivaskulart och férekom oftast som enskilda celler eller
i grupper om tva eller tre i vavnaden. Ingen skillnad kunde ses mellan vare sig katter med eller
utan synovit eller hog- eller laggradig synovit avseende maonster eller vavnadsdistribution. Sa
avseende de parametrar som undersoktes gick det inte att avgéra om det fanns nagon skillnad
mellan de olika grupperna. Mastcellerna forekom hos alla individer utan synovit. Hos manniska
har man konstaterat att mastceller forekommer i normala synovialmembran (Dean et al.,1993),
vilket talar for att celltypen har en funktion dven i icke-inflammerade synovialmembran. Da
mastceller verkar som sentinelcell kan det vara en forklaring till att de férekommer hos
individer utan synovit. Vid den histologiska genomgangen gjordes en subjektiv bedémning av
vilka ledkapselpreparat som hade lindrigare respektive rikligare infiltrat av mastceller och dar
majoriteten av katterna utan synovit beddmdes ha lindrigare infiltrat. Denna uppskattning ar
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enbart subjektiv och bor darfor tolkas med forsiktighet, men skulle kunna tyda pa en 6kning av
antalet mastceller vid synovit. Musmodeller av OA har visat att méss som saknar mastceller
hade lagre forlust av ledbrosk, osteofytbildning och lagre grad av synovit. Samma studie visade
aven att hamning av den proteolytiska effekten hos tryptas, ett enzym som utsdndras av
mastceller vid degranulation, ocksa reducerade utvecklingen av ledbroskdegeneration,
osteofytbildning och synovit. Dessutom kunde tryptas stimulera synoviala fibroblaster att
producera IL-15, MMP3 och ADAMTS4 in vitro (Wang et al., 2019). Det finns saledes bevis
for att mastceller har en roll inom patogenesen vid OA. En mer exakt kvantifiering av mastceller
i synovialmembran hos katt och en undersokning av om de &r aktiva &r dnskvart i framtida
studier.

I studien anvéandes en antikropp (anti-1bal) for att detektera makrofager. Ibal har tidigare visats
uttryckas av celler i monocyt/makrofag-cellinjen hos hund och katt (Pierezan et al., 2014) och
vid forsok i denna studie visades en tydlig, specifik infargning av makrofaglika celler i
lymfknuta och antikroppen ansags darfor fungera bra. | ledkapselpreparaten sags &ven
infargning i nerver. En forklaring till detta skulle kunna vara att neuroglia i perifera nerver
uttrycker lbal, da Ibal har visats uttryckas av mikroglia i centrala nervsystemet (Ito et al.,
1998). Detta var enbart en iakttagelse och ingick inte i syftet med studien och undersoktes darfor
inte vidare.

Ibal-positiva makrofager forekom i alla ledkapselpreparat och visade samma huvudsakliga
cellmonster hos samtliga individer. Ibal-positiva celler var generellt utspridda i alla undersokta
delar av vavnaden men infiltratet var stéllvis valdigt rikligt i lining. Ingen signifikant skillnad i
vavnadsdistribution kunde ses mellan katter med eller utan synovit, vilket kan bero pa att det
testade materialet var litet. Tendensen att makrofagerna framforallt férekom i lining hos katter
utan synovit, men var mer jamnt utspridda i alla delar av vdvnaden hos katter med synovit, kan
tolkas som att det sker en infiltration av makrofager subintimalt och att antalet da borde ¢ka vid
OA-relaterad synovit. En spekulation &r att dessa celler infiltrerar vdvnaden for att mota det
Okade behovet av fagocytos av matrixfragment eller celldebris, vilket &ven Oehler et al. (2002)
spekulerar kring i sin artikel. Hos ménniskor med rheumatoid artrit (RA), en annan kronisk
artrit, har det visats att antalet makrofager i sublining korrelerar med klinisk forbéattring och att
ett minskat antal kan anvandas som biomarkdor for effektiv medicinsk behandling (Haringman
et al., 2005). Detta tyder pa att makrofager i sublining bidrar till sjukdomsutvecklingen av RA
och det & mojligt att ett liknande fenomen kan ses vid OA. Infargning av makrofager med Ibal
skiljer inte pd M1- eller M2-makrofager sd denna studie ger ingen kunskap om vilken
huvudsaklig typ det & som infiltrerar védvnaden. | framtida studier hade det varit intressant att
undersoka om det ar framforallt M1- eller M2-makrofager som forekom i vavnaden da dessa
har olika funktion och paverkar den immunologiska reaktionen pa olika satt. Genom att fa béattre
uppfattning om vilken typ som &r vanligast skulle det &ven ge en béttre uppfattning om vilken
roll makrofager har vid OA-relaterad synovit.

Andelen Ibal-positiva celler var stéllvis kraftig i lining och det & pa manniska konstaterat att
andelen typ A synoviocyter (makrofaglika) okar i lining-lagret vid OA-relaterad synovit
(Oehler et al., 2002). Enligt forfattarens kunskap har Ibal inte anvants for att pavisa typ A
synoviocyter, men det ar rimligt att tdnka att dven dessa celler skulle uttrycka Ibal. I vissa
ledkapselpreparat kunde dock fa antal positiva celler ses, trots att de hade tydlig hyperplasi av
lining. En mojlig forklaring till den stéllvis hoga infiltrationen i lining & om uttrycket av Ibal
forandras beroende pd om makrofagen ar aktiverad eller ej. Da uttrycket har visats oka i
aktiverade mikroglia (Ito et al., 1998) och Ibal ar involverad i fagocytos och cellforflyttning
(Oshawa et al., 2000) kan man spekulera i att de celler som féargats in enbart ar aktiverade celler.
Den stallvis kraftiga infargningen skulle da motsvara mer inflammatoriskt aktiva omraden,
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exempelvis dar det finns ett behov av fagocytos. For att fa battre klarhet i vilka celler som fargas
in och om antalet typ A synoviocyter faktiskt & hogre i lining hos katter med synovit hade det
varit bra att gora en jamforelse med en annan antikropp riktad mot en annan makrofagmarkor,
exempelvis CD68. En jamforelse av vilka celler som fargas in hade da kunnat géras och detta
rekommenderas till framtida studier. En signifikant skillnad i antal makrofager kunde ses
mellan katter med hdg- och laggradig synovit, dar de i gruppen med laggradig synovit oftast
hade hogre antal i lining. En tankbar forklaring till detta skulle kunna vara att andelen
makrofager minskar vid mer hoggradiga synoviter och att liningen istallet blir rikligare
infiltrerad av typ B synoviocyter. Hyperplasi av denna typ av cell har visats férekomma vid
end-stage OA (lzquierdo et al., 2011). Materialet &r dock litet sa resultatet bor tolkas med
forsiktighet. En av individerna med hoggradig synovit uppvisade dven det lagsta vardet for
medelvérde av antal makrofager i lining (katt nr 11), och det & mojligt att en extrem individ
paverkat resultatet. Om samma resultat skulle erhallas dven pa ett storre, undersokt material
kan det vara intressant att undersoka hur antalet makrofager forandras i liningen 6ver tid.

Hos katter med synovit pavisades T-celler oftast i mindre grupper och perivaskulart, d&ven om
vissa ledkapselpreparat bedémdes uppvisa dominerande forekomst interstitiellt eller i lining
ocksa. Ett intressant fynd avseende T-cellerna ar att de dven forekom hos samtliga individer
utan synovit. Infiltraten var forvisso minimala i tva av dessa men det &r anda ett observandum.
Inflammationen ar ofta mild vid OA-relaterad synovit och en forklaring till varfor dessa celler
infiltrerat vavnaden kan vara att inflammationen antingen ar sa laggradig att den inte klassas
som synovit eller att sjukdomen &r i en sa tidig fas att det inte skett nagon kraftigare infiltration
av T-celler &n. Samtliga av de katter utan synovit som kunde utvérderas i studien hade mycket
lindrigare grader av brosklesioner jamfort med katter med synovit, vilket tyder pa att de
fortfarande ar tidigt i sjukdomsforloppet. Att inflammationen i synovialmembranet annu inte
blivit tillrackligt kraftig for att klassas som synovit kan da vara en rimlig forklaring till narvaron
av T-celler aven hos dessa Kkatter.

B-celler var den celltyp som fanns i minst andel av ledkapselpreparaten. Tre av fyra katter fran
gruppen utan synovit uppvisade inga infiltrat och den fjarde katten enbart minimalt infiltrat.
Detta tyder pa att B-celler inte forekommer, eller forekommer i véldigt lag grad, hos katter utan
synovit. Aven hos katter med synovit var B-cellsférekomsten sparsam och flera uppvisade
minimalt eller inget infiltrat. Monstret var mer blandat for B-celler an 6vriga celler och ingen
tydlig slutsats om vilket som var vanligast kunde dras. VVavnadsdistributionen var framférallt
interstitiell och perivaskular. Ett fatal binukleara plasmaceller kunde ses i tva ledkapselpreparat.
Binukledra och multinukledra plasmaceller har &ven hittats i synovialmembranet hos manniskor
med rheumatoid artrit (Perry et al., 1997), men pa grund av den laga forekomsten i denna studie
lades ingen storre vikt vid detta fynd.

Den lymfocytdra reaktionen verkar vara T-cellsberoende hos katter med OA-relaterad synovit.
Detta baseras pa att T-celler forekom i flera preparat och oftast i stérre grupper jamfort med B-
celler och att flera av de lymfocytéra aggregaten utgjordes av en majoritet av T-celler. En
naturlig foljdfraga ar da vilken funktion dessa T-celler har? Det gjordes ingen ytterligare
immunologisk fenotypning av cellerna i detta arbete, sa foljande resonemang bygger enbart pa
spekulationer. P4 humansidan har man visat att andelen CD4-positiva T-celler och Th1-celler
ar storre i synovialmembranet vid OA (Haynes et al., 2002; Ishii et al., 2002). Med tanke pa att
B-celler och plasmaceller forekom i preparat som undersoktes i detta examensarbete kan en del
av T-cellerna vara Th2-celler som stimulerar till antikroppsproduktion. Dock borde inte dessa
utgora majoriteten av cellerna, med tanke pa den lagre forekomsten av B-celler. Om fordel-
ningen av de olika subtyperna av T-celler hos katter liknar den hos ménniska skulle den storre
andelen av dessa celler utgoras av T-hjalparceller och sannolikt vara Th1-celler. Thl producerar
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bland annat TNF- a och framjar aktivering av makrofager (Tizard, 2013). Bada dessa har
konstaterats ha viktiga roller i patogenesen av OA hos andra djurslag. Dock genererar Thl-
celler immunitet mot intracelluldra mikroorganismer som virus, och OA antas vara en icke-
infektios ledsjukdom. Th17, som &r en annan typ av T-hjélparcell, stimulerar B-celler,
rekryterar granulocyter och makrofager och ar viktiga i immunforsvar mot extracellulara
bakterier (Tizard, 2013). Precis som med Th1-celler har de vissa funktioner, som att rekrytera
makrofager, som visats viktiga vid OA hos andra djurslag. Samtidigt rekryterar de granulocyter,
som enligt resultaten i denna studie &r véldigt fa i antal i vavnaden, vilket inte tyder pa att just
den subtypen skulle vara vanligt forekommande. T-cellerna i vavnaden skulle ocksa kunna vara
CD8-positiva cytotoxiska T-celler. Dessa kraver hjalp av Thl for att kunna aktiveras till fullo
och dddar abnormala celler, som cancerceller, virusinfekterade eller skadade celler (Tizard,
2013). Forvisso forekommer skadade celler vid OA, men da sjukdomen inte tros orsakas av
virus kéanns det inte sa troligt att majoriteten av T-cellerna i vavnaden skulle vara cytotoxiska.
Lymfocyterna lag ofta i vavnadens djupare delar och lokalisationen var sallan dominerande i
lining. Hade lymfocyterna typiskt dominerat i lining hade man kunnat tdnka sig att de verkar
mer direkt som effektorceller mot de skador som uppstar vid OA. Néar de ligger djupare ned i
synovialmembranet och da langre ifran de direkta skadorna, kan det snarare vara sa att de
framfdrallt bidrar till att skapa en viss inflammatorisk miljé via utsdndring av vissa cytokiner,
an att ha en direkt effekt pa de cellskador och matrixfragment som skapas vid nedbrytningen
av ledbrosket.

| vissa av de lymfocytéra aggregaten noterades det att flera lymfocytlika celler inte uttryckte
varken CD3 eller CD79. Det finns lymfoida celler som inte uttrycker nagon av dessa
cellytemarkorer, sa kallade medfodda lymfoida celler (innate lymphoid cells, ILC), dar bland
annat NK-celler ingar. Det finns flera olika subtyper av ILCs med manga olika funktioner (Artis
& Spits, 2015) och det gar inte att séga om de negativa celler som setts i de lymfocytara
aggregaten faktiskt utgors av nagon av dessa subtyper. En annan majlighet ar att cellerna
tidigare uttryckt nagon av dessa cellytemarkérer men att nagot vid tidigare hantering av
biopsierna forstort dem, eller att spadningen pa den priméara antikroppen var for 1ag for att
tydligt farga in dem. For att svara pa det hade det behovts ytterligare undersokningar.

I denna studie undersoktes &en om det fanns ett samband mellan foérekomst av storre
lymfocytdra aggregat (monster 4) och grad av broskskada, men inget samband kunde pavisas.
Da synovitgrad var kopplat till grad av brosklesioner kandes det troligt att storre aggregat av
lymfocyter, som ingar i bedémningen av synovitgrad, ocksa borde vara kopplat till allvarligare
forandringar i leden. Dessa tva fynd i relation till varandra vacker funderingen om det ar
framforallt andra immunologiska celler dn just lymfocyter som kan driva pa progressionen av
skador eller infiltrerar vavnaden som respons pa skada? Exempelvis makrofager har visats ha
en viktig roll i produktion av MMPs och aggrekanaser hos ménniska (Tateiwa et al., 2019) och
det & mojligt att det ar huvudsakligen dessa celler som driver pa nedbrytningen av ledbrosket.
Bristen pa koppling skulle emellertid kunna bero pa att materialet i studien var for litet for att
kunna visa nagot tydligt samband.

Enstaka neutrofillika celler pavisades i flera ledkapselpreparat. Den morfologiska bedémningen
av neutrofiler utfordes pa HE-fargade preparat och byggde pa att en segmenterad cellkérna
kunde identifieras. Cellmorfologin var stallvis svar att sakerstélla som typisk neutrofil och det
kan inte uteslutas att enstaka neutrofila celler kan ha missats eller att fynd misstolkats. Det gar
i alla fall att sékert saga att ingen kraftig infiltration av neutrofiler kunde ses hos nagon individ
vilket talar for att neutrofiler & av mer underordnad betydelse for den inflammatoriska
reaktionen i synovialmembranet vid OA hos katt. Eosinofiler kunde inte hittas hos nagon
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individ, vilket var vantat da OA inte &r allergiskt eller parasitart orsakad, och bedémdes inte
vara en del av den inflammatoriska reaktionen vid OA hos katt.

Multinukleéra celler hittades i tva ledkapselpreparat. Denna typ av celler bildas genom fusion
av makrofager och kan ses vid kronisk inflammation. Hos manniska férekommer multinukleéra
celler vid OA, sarskilt hos individer med synovit (Prieto-Potin et al., 2015). Hos katt &r det ej
tidigare rapporterat att multinukleara celler ses vid OA. Daremot rapporterade Freire et al.
(2014) specifikt att de inte pavisade nagra multinukleara celler hos katter med OA-relaterad
synovit. Bada katterna med forekomst av multinukleara celler uppvisade héggradig synovit,
men det dr svart att saga nagot om de multinukleara cellernas exakta funktion och nar de bildats
baserat pa materialet i den har studien.

Fyra ledkapselpreparat hade forekomst av “foamy” makrofager och tva av dessa uppvisade
vavnad med ett annorlunda histologiskt utseende i form av cystlika kaviteter, an vad som var
typiskt for vavnaden i 6vriga preparat. “Foamy” makrofager bildas genom en obalans i inflode
och utflode av lagdensitets-lipoprotein (LDL) (Russell et al., 2009). De tva individer med
cystlika kaviteter klassades bada som overviktiga avseende total kroppsfettprocent och BCS
(data insamlad till tidigare studie). Hos méanniska diskuterar man om OA associerat med
metabolt syndrom ar en sarskild fenotyp, da dvervikt ar en viktig riskfaktor for att utveckla
sjukdomen. Utover att den okade vikten leder till hogre belastning pa leder, tror man att
fettvdvnad utdvar en pro-inflammatorisk effekt, bland annat i form av adipokiner som leptin.
Hos manniskor har man sett samband mellan OA i hander och metabolt syndrom, dar man kan
utesluta att det &r enbart den mekaniska belastningen som bidrar till 6kad sjukdomsrisk. Man
har dven visat att adipokiner och fria fettsyror har en proinflammatorisk effekt vid OA (Courties
et al., 2019). Tva av katterna med forekomst av “foamy” makrofager hade emellertid normalt
eller 1agt BCS. Dessa uppvisade dock inga cyst-lika kaviteter. Det ar mojligt att de tva
individerna med ett annorlunda histologiskt utseende skulle kunna motsvara en sarskild OA-
fenotyp hos katt kopplad till 6vervikt. Som ndmns i litteraturdversikten &r resultaten avseende
koppling mellan BCS och OA tvetydig, da vissa studier visat en korrelation (Ryan et al., 2013;
Stadig et al., 2019) och andra inte (Lascelles et al., 2010; Slingerland et al., 2011). Pa ett sa
litet material som ingick i denna studie &r det svart att saga om detta fynd faktiskt ar relevant,
men det hade varit intressant att undersoka hur vanligt detta utseende &r och om det &r relaterat
till overvikt/fetma.

Antalet katter i gruppen utan synovit blev tyvéarr farre an planerat i studien, vilket troligtvis
bidragit till att flera resultat inte blev signifikanta vid jamférelse mellan katter med och utan
synovit. Det enda signifikanta resultatet var T-cellers monster som visade sig vara beroende av
om Katterna hade synovit eller ej. Vissa andra tendenser till skillnader mellan grupperna kunde
ses i materialet, som diskuterats tidigare i arbetet, och det hade varit intressant att se om dessa
skillnader &r signifikanta pa ett storre material. Tva olika leder inkluderades i studien for att se
om det foreldg nagon skillnad mellan stérre och mindre ledavdelningar. Resultat i studien kunde
inte visa att vare sig monster eller vdvnadsdistribution av celler var beroende av faktorn vilken
led, och slutsatsen drogs darfor att det inte var nagon skillnad mellan de olika lederna.

Slutligen, nagra begransningar med studien som bor namnas ar bland annat att tva undersokta
leder (en talokruralled och en armbagsled) kom fran samma individ och detta kan ha bidragit
till bias och darmed paverkat resultaten i studien. Ledkapselpreparaten fran samma individ
inkluderades av misstag. Da studien redan inneh6ll fa antal individer hade det varit battre att
alla leder kom fran unika individer for att 6ka majligheten att fa en sékrare uppfattning om
monster hos kattpopulationen i stort.
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Vissa ledkapselpreparat fick uteslutas da de blev for blekt infargade, bade immunohistokemiskt
och vid kéarnfargning med Mayers hematoxylin. Orsaken till detta ar oklar da &vriga
ledkapselpreparat som fargades samtidigt som dessa blev lyckade, samt att den positiva kontroll
som inkluderades vid alla laborationer hade infargning av celler. Protokollet, material och
maskiner som anvandes vid laborationerna har alltsa fungerat. Troligtvis har de behandlats
annorlunda vid den tidigare hanteringen av biopsierna som gjort att fargningen inte fungerar
lika bra. Exempelvis kan de ha legat langre i myrsyra vid urkalkning vilket skulle kunna ha
paverkat infargningen.

Konklusion

Resultat i denna studie visar att synovitgrad och grad av brosklesioner ar korrelerat vilket tyder
pa att synovit har en roll i patogenesen av OA. Mastceller och makrofager bedémdes subjektivt
Oka i antal hos katter med synovit vilket talar for att de kan ha en aktiv roll i den inflammatoriska
reaktionen. En mer objektiv kvantifiering av cellerna ar oOnskvart i framtida studier. |
forhallande till B-celler var T-celler den dominerande celltypen, vilket talar for att det
lymfocytdra svaret ar T-cellsberoende. Inga eosinofiler och endast sparsamt med neutrofiler
kunde ses och det talar for att dessa celltyper &r av underordnad betydelse i det inflammatoriska
forloppet. Denna pilotstudie visar att mastceller, makrofager, T-celler och B-celler forekommer
vid OA-relaterad synovit men deras exakta funktion behdver utredas i vidare studier.

POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Osteoartrit (OA), synonym artros, &r en progressiv sjukdom som drabbar kroppens
synovialleder. Synovialleder ar leder som omges av en ledkapsel och har en vatskefylld ledhala,
exempelvis knaleden. Denna ledkapsel dr pa insidan kladd med en ledhinna, &ven kallad
synovialmembran, som bland annat har som funktion att producera komponenter till ledvétskan
sd att leden smarjs och minskar friktion vid rorelse.

OA ér en vanlig sjukdom i kattpopulationen och det saknas i dagslaget botande behandling.
Sjukdomen &r komplex och kan orsakas av flera olika faktorer, bland annat kan sjukdomen
uppsta till foljd av onormalt utvecklade leder (sasom exempelvis hoftledsdysplasi) och ses
rasspecifikt hos katter med felutveckling av brosk. Hos katter ar det dock vanligt att man inte
kan hitta ndgon uppenbar, initierande orsak till sjukdomen. Manga studier har visat ett tydligt
samband mellan OA och stigande &lder. Overvikt, som ar en riskfaktor hos ménniska, har
daremot visat motstridiga resultat da vissa studier anger att det inte finns nagot samband medan
andra studier hittat ett samband.

En viktig del i utvecklingen av OA ar nedbrytningen av ledbrosk. I ledbrosket finns broskceller
och dessa omges av rikligt med sa kallad grundsubstans. Vid OA ruggas ytan av ledbrosket upp
och den grundsubstans som broskcellerna ligger i borjar brytas ned och lossna fran ytan.
Forandringarna stracker sig djupare ned genom ledbrosket da sjukdomen forvarras och nar
slutligen underliggande ben sa att det exponeras. Det finns olika typer av enzymer som kan
bryta ned grundsubstansen. Produktion av dessa enzymer stimuleras av signalsubstanser som
ar verksamma inom immunforsvaret, sa kallade cytokiner. Dessa signalsubstanser kan i leden
produceras av broskceller, men &ven celler i synovialmembranet och inflammatoriska celler
som migrerat till vavnaden.

Kroppens immunforsvar byggs upp av flertalet olika celler med olika funktion och det ar olika
typer av celler som aktiveras beroende pa vad de ska skydda kroppen fran. En inflammatorisk
reaktion kan darmed se valdigt olika ut vid olika sjukdomstillstand. Man har hos méanniskor
kunnat visa att inflammation i synovialmembranet, synovit, &r kopplat till forvarring av OA.
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Hos Kkatt vet man valdigt lite om vilka olika typer av inflammatoriska celler som finns i
synovialmembranet hos individer som lider av OA. Syftet med det hér arbetet var darfor att
undersoka forekomsten av fyra olika typer av inflammatoriska celler i synovialmembran fran
katter med och utan synovit. Genom att fa en battre forstaelse for vilken typ av inflammatorisk
reaktion som uppstar i synovialmembranet vid OA kan man fa en béttre forstaelse for hur
sjukdomen utvecklas, vilket i langden kan bidra till att upptécka sjukdomen tidigare och hitta
nya behandlingsmdjligheter.

| studien undersoktes ledkapselvavnad fran 17 katter, insamlad i samband med obduktion.
Vévnaden undersoktes i mikroskop. For att kunna synliggéra de olika undersokta celltyperna
anvandes en fargningsteknik kallad immunohistokemi. Man anvéander sig da av en teknik dar
fargamnet ar kopplat till antikroppar som binder in till olika molekyler som enbart uttrycks pa
den cell man vill farga in. Efter fargningen studerades ledkapslarna i mikroskop och det
noterades i vilket monster cellerna var utspridda i i vavnaden och vart i synovialmembranet
majoriteten av cellerna lag. Ledbrosket och ledkapslarna graderades efter vilken grad av skada
man kunde se respektive hur kraftig synoviten, det vill séga den inflammatoriska reaktionen,
var.

Ett av resultaten i studien var att man kunde se en stark korrelation mellan grad av skada pa
ledbrosket och synovitgrad. En varre inflammation i ledkapseln var alltsa kopplat till vérre grad
av skada pa ledbrosket. Detta &r i linje med resultat i tva tidigare studier pa katt och visar att
den inflammatoriska reaktionen i synovialmembranet &r kopplad till skadan pa ledbrosket vid
OA.

Samtliga av de undersokta celltyperna kunde hittas i synovialmembran fran individer med
synovit, och tre av dem &ven hos individer utan synovit. De undersokta celltyperna i studien
var mastceller, makrofager, B- och T-celler. Mastceller och makrofager kan nagot férenklat
sagas inga i kroppens forsta, mer ospecifika immunforsvar som startar direkt nar ett fraimmande
amne upptécks i kroppen. B- och T-celler ingar i ett mer specifikt immunfarsvar, riktat mot ett
speciellt fraimmande amne, och &r effektivt forst efter nagra dagar. Bade mastceller och
makrofager fanns hos alla undersokta individer, &ven de utan synovit. En subjektiv bedémning
av antalet mastceller gjordes som visade tendenser pa att de dkar vid synovit och darmed skulle
kunna ha en roll i sjukdomsutvecklingen av OA. Ett medelvarde av antalet makrofager i det
ytligaste lagret av synovialmembranet réknades ut, men ingen skillnad i antalet celler kunde ses
mellan katter med eller utan synovit. Makrofagerna var dock mer utspridda i vavnaden hos
katter med synovit vilket kan tolkas som att de infiltrerar vavnaden vid inflammation. Aven T-
celler hittades hos alla individer, &ven de utan synovit. T-celler har inte samma Overvakande
roll i vdvnaden som mastceller och makrofager kan tdnkas ha och att de forekommer hos
individer utan synovit kan bero pa att de mycket tidigt i sjukdomsprocessen infiltrerar vavnaden
och hjalper till att reglera den fortsatta inflammatoriska reaktionen. B-celler var den mest
ovanliga celltypen och fanns huvudsakligen hos de katter med synovit.

Flera resultat i studien tyder pa att det ar mer T-celler an B-celler som infiltrerar vavnaden vid
synovit. Det finns flera olika subtyper av T-celler och dessa har olika funktion och kan styra
immunforsvaret pa olika satt, beroende pa vad de utsondrar for amnen. Baserat pa resultaten i
denna studie gar det enbart att spekulera kring vilka typer av T-celler som férekommer i
synovialmembranet, men det hade varit intressant att undersoka vidare i andra studier vilka
typer av T-celler som férekommer.

Sammanfattningsvis kan man konstatera att denna studie visade att synovitgrad ar kopplat till
grad av broskskada vid OA, att mastceller och makrofager verkar vara hogre i antal vid OA-
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relaterad synovit jamfort med vid icke-synovit och att av B- och T-celler var T-celler den
vanligaste. Dessa resultat bidrar med kunskap kring vilka celler som forekommer i synovial-
membranet vid OA och darmed vilka som kan vara varda att undersoka vidare for att fa en
uppfattning om hur de olika cellerna kan paverka nedbrytningen av ledbrosket i leder med OA.
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BILAGOR
Bilaga 1

Graderingsprotokoll for ledbrosklesioner*

Lesionsgrad Histologiska kriterier

0

1

15

2.5

3.5

4.5

5.5

6.5

Normal; inga forandringar
Lindrig fibrillering kan ses, men inga celluléra férandringar

Fibrillering av ytliga zonen och proliferering, hypertrofi och/eller forlust av
kondrocyter i ytliga zonen

Fibrillering nar genom hela ytliga zonen; celluléra lesioner som vid grad 1,5

Som grad 2, men med forlust av matrix i ytliga zonen

Som grad 2,5, men med vertikala eller sneda enkla fissurer och celluldra férandringar
som stracker sig in i mittenzonen

Som grad 3, men med vertikala eller sneda, forgrenade fissurer

Ytliga zonen fokalt eller multifokalt delaminerad; celluldra lesioner som ovan

Mittenzonen paverkad; cellulara lesioner som ovan

Total erosion av hyalint brosk till kalcifierat brosk eller subkondralt ben

Som grad 5, men med granulationsvavnad som stracker sig nivan av den eroderade
ytan

Benremodellering med uppenbara osteofyter; deformering av artikuldr kontur

Som grad 6, men med granulationsvévnad som stracker sig ovanfor den eroderade ytan

*Pritzker et al.,2006.



Bilaga 2

Graderingsprotokoll for histologisk utvérdering av synovit*

Hyperplasi av synovialmembranets lining
Ett lager av lining-celler
2-3 lager of lining-celler
4-5 lager av lining-celler
Lining-celler bildar >5 lager
Densitet av residenta celler
Normal cellularitet av synovial stroma

Cellularitet &r lindrigt forhojd i synovial stroma

Mattligt forhojd cellularitet

Kraftigt forhojd cellularitet
Narvaro av inflammatoriska infiltrat

Inga inflammatoriska infiltrat

Fa lymfocyter och plasmaceller kan ses

Manga lymfocyter och plasmaceller som kan bilda follikuldra

aggregat

Stora, follikuldra aggregat av inflammatoriska celler

Summerad synovitpodng
Ingen synovit
Laggradig synovit

Hoggradig synovit

0 poéng
1 poéng
2 poéng

3 poéng

0 poéng
1 poang
2 poang

3 poéng

0 poéng
1 poang

2 poang

3 poéng

Summa 0-1
Summa 2-4

Summa 5-9

*Modifierad fran Krenn et al., 2006.



Bilaga 3
Protokoll for immunohistokemi med Ibal, CD79 och CD3

Tvétta med fosfatbuffrad saltlosning (PBS) vid infargning av Ibal och med Trisbuffrad
saltlésning (TBS) vid infargning av CD79 och CD3.

1.
2.

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

IBAl

Inkubera i 60°C varmeskap, 40 minuter

Rehydrering i Histoclear, 1x15 minuter i 37°C varmeskap, 1x15 minuter i
rumstemperatur. Absolut alkohol 2x5 minuter, 95 % alkohol 1x5 minuter, 70 % alkohol
1x5 minuter. Skolj i avjoniserat vatten 3 ganger.

Antigen retrieval i 92°C vattenbad i 20 minuter. Lat svalna staendes i I6sningen i
rumstemperatur i 20 minuter.

Skolj i avjoniserat vatten tre ganger.

Blockera endogent peroxidas med 3 % véteperoxid i fem minuter i morker. Skolj noga
I avjoniserat vatten.

Tvétta glasen tva ganger och mark in med fett-penna. Tvatta glasen ytterligare en gang.
Blockera ospecifik bindning med Goat Serum (Normal) (X0907, Dako Denmark) spadd
1:50 i fuktad lada med lock i 30 minuter i rumstemperatur.

Dréanera glasen och inkubera med primar antikropp och negativ kontroll i fuktad lada
med lock i 30 minuter i rumstemperatur.

Tvatta glasen tre ganger och inkubera med EnVision HRP anti rabbit/mouse (K5007,
Dako) i fuktad lada med lock i 30 minuter i rumstemperatur.

Tvétta glasen tre ganger.

Framkallning med DAB+substrat (DAB+chromogen (X50) K5007, Dako och Substrate
buffer, K5007, Dako) i 4 minuter for CD3 och CD79a och 5 minuter for anti-Ibal.
Skolj i rinnande kranvatten i 15 minuter

Féargning med Mayers hematoxylin i 1 minut.

Skolj i rinnande kranvatten i 15 minuter.

Dehydrering i 95 % alkohol, ca 2x15 sekunder, absolut alkohol i 2x2 minuter och sedan
1x5 minuter. Klarning med Xylen ca 2x15 sekunder och 2x2 minuter.

Montering

Antigen retrieval i Na-Citratbuffert pH 6.0

Primér antikropp: anti-Ibal, katalognummer 019-19741, CAP4688, Wako Chemicals.
Spadd 1:500 i PBS

Negativ kontroll: Rabbit Immunoglobulin Fraction (Solid-Phase Absorbed), X0936,
Dako Denmark. Spadd 1:15000 i PBS

Antigen retrieval i Tris-EDTA pH 9.0

Primér antikropp: CD79a, klon HM47/A9, katalognummer CM067C, Biocare Medical.
Spadd 1:100 i TBS

Negativ kontroll: Mouse 1gG1, X0931, Dako Denmark. Spadd 1:250 i TBS

Antigen retrieval i Tris-EDTA pH 9.0
Primar antikropp: CD3, klon F7.2.38, M7254, Dako Denmark. Spadd 1:50 i TBS
Negativ kontroll: Mouse 1gG1, X0931, Dako Denmark. Spadd 1:37 i TBS
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