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SAMMANFATTNING

Ledinflammation som orsak till hdlta &r vanligt hos héstar inom alla discipliner.
Om inflammationen inte upptécks i tid eller behandlas felaktigt resulterar den ofta
1 osteoartros och kronisk hilta. Patogenesen frdn en reversibel synovit till
osteoartros r inte helt klarlagd. En rubbad homeostas i leden med olika endogent
producerade mediatorer tros starta en ond cirkel som sedan &r sjdlvunderhallande.
Att finna en markor for att uppticka tidiga fordndringar dr hogintressant. Den
proinflammatoriska cytokinen Interleukin-1 har foreslagits vara den molekyl som
initierar en kaskadreaktion av for leden skadliga processer.

Denna pilotstudie syftar till att i synovia hos halta hdstar méta koncentrationen Il-
1B med hjélp av en kommersiell Equine Il-13 ELISA. Halta har verifierats med
Lameness Locator som é&r ett objektivt datorbaserat system for att utvédrdera
rorelseavvikelser hos hist.

Endast i 4 av 33 provtagna leder (normala och konstaterat héltorsakande) sags
miétbar II-1p koncentration i denna studie. Nagra slutsatser rorande forekomst vid
olika patologiska tillstand i leder eller tidpunkt i forhallande till skadetillfdlle kan
darfor inte dras.

Ytterligare studier av hur Interlekin-1 paverkar patogenesen vid osteoartros och
nir dess effekt dr som storst bor utforas i en storre skala och pé ett storre och mer
varierat hdstmaterial.



SUMMARY

Joint inflammation as a cause of lameness is common in horses in all disciplines.
If the inflammation is not observed in time or not treated appropriately, it often
results in osteoarthrosis and a chronic lameness. The pathogenesis from reversible
synovitis to osteoarthrosis is not completely established. A disrupted homeostasis
in the joint with different endogenously produced mediators is assumed to start a
vicious circle, which becomes self-perpetuating. To find a marker to detect early
changes is of utmost interest. The proinflammatory cytokine interleukin-1 has
been proposed to be the molecule initiating a cascade of harmful processes in the
joint.

This pilot study aims at measuring the concentration of Il-1f in synovia from lame
horses with the aid of a commercial Equine Il-1B ELISA. Lameness has been
verified with the computer-based system Lameness Locator, which objectively
evaluates asymmetrical movement in the horse.

Only in 4 of 33 synovial samples (from both normal and lame joints), detectable
concentrations of Il-1B were found. Therefore no conclusions regarding
prevalence in different pathological conditions or point in time in relation to the
injury can be drawn.

Further investigations are required to better understand how Interleukin-1 affects
the pathogenesis to osteoarthrosis and when it’s effect is at largest. This should be
done in a larger scale and on a larger and more diverse population of horses.



BAKGRUND

Halta orsakad av ledinflammation &r en vanlig orsak till veterindrbesok for héstar
inom alla discipliner. Panoramat som ses varierar fran reversibel akut synovit till
fullskalig artrosutveckling och kronisk hilta. Utvecklingen till osteoartros é&r
successiv men kan vara snabb och medieras av en rad inre faktorer i den sjuka
leden. En molekyl som fatt stor uppmérksamhet inom artrosforskning pé
humansidan, men som é&r forhdllandevis lite kartlagd pa hést, dr Interleukin-1f.
Detta dr en proinflammatorisk cytokin med potential att sitta igdng en
kaskadreaktion med for leden skadliga processer. Samtidigt verkar II-1f sjdlv i for
hog koncentration direkt negativt pd ledbrosket. Det finns idag kommersiella
behandlingsmetoder for att motverka dess effekt men antalet kliniska studier pa
hist dr fa. Syftet med denna pilotstudie &r att faststdlla koncentration av Il-1f 1
ledvitska hos halta héstar.

DEN SYNOVIALA LEDEN

Ledens huvudsakliga bestandsdelar dr ledbrosk, subkondralt ben och synovium.
Dessa strukturer omges av stddjevdvnad sdsom ligament, muskulatur och senor
(se figur 1).

Det subkondrala benet som ledbrosket vilar pd tar upp delar av kraften som
genereras vid belastning. Storsta delen av denna belastning vilar dock pé
stodjeviavnaden (Todhunter Rory J. 1996).

Figur 1. Kotled i genomskdrning. Akvarell av aNCa eLMBeRg 2012.
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Ledbrosk

Hos vuxna hiéstar dr ledbrosket avaskulirt, aneuralt och indelat i fyra (se figur 2)
skilda lager (Palmer JL, Bertone AL 1994) samt far sin néringsforsorjning
tillgodosedd fran ledvitskan som levereras dver synovialmembranet (Sutton et al
2009). Broskets viktigaste bestdndsdelar dr kondrocyter, kollagen (50 % av
broskets  torrvikt), proteoglykaner (35 % av  broskets torrvikt),
glukosaminoglykaner (som hyaluronsyra, kondroitinsulfat och keratansulfat) samt
icke-kollagena proteiner. Kollagen ger dragstyrka, proteoglykanerna och
glukosaminoglykanerna ger tillsammans motstand vid kompression genom att dra
in vatten i brosket nér leden ar obelastad (Bertone AL 2004, Palmer JL, Bertone
AL 1994, Todhunter Rory J. 1996). Sambandet mellan proteoglykaner och
glukosaminoglykaner bestir av att olika glucosaminoglykaner binder till de olika
proteoglykanerna. Ett vilkint exempel dr aggrekan som binder hyaluronsyra. Man
har sett en enda HA molekyl binda 100 aggrekaner och séledes bilda stora
komplex (Todhunter Rory J. 1996).
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Figur 2. Schematisk indelning av ledbrosket. Akvarell av aNCa eLMBeRg 2012.



Ledbrosket har formagan att omséttas och bytas ut &ven om processen dr extremt
langsam. Efter nysyntes utsondras kollagen typll (som dr den vanligaste formen
av kollagen i ledbrosk) till broskmatrix. Detta sker som prokollagen, som efter
enzymatisk aktivering kan bilda fibriller och inkorporeras i brosket (Platt David
1996).

Pa grund av den ldngsamma regenerationen av ledbrosk &r ledbroskets viktigaste
komponent kollagen skyddad frdn enzymatisk nedbrytning. Endast tvd enzymer
med formaga att bryta ned trippel-helix strukturen hos kollagen typ II finns
beskrivna, MMP-1 (interstitiellt kollagenase) och MMP-2 (neutrofilt kollagenase).
Det finns dessutom sdkerhetssystem for att undvika massiv kollagennedbrytning.
Kollagenase (MMP-1) som degraderar kollagen utsondras frdn kondrocyterna i
inaktiv form och kriver aktivering av proteolytiska enzymer (Todhunter Rory J.
1996). Brosket har ocksd kollagenasehdmmare for att undvika alltfor excessiv
nedbrytning (Palmer JL, Bertone AL 1994).

Den mekaniskt pumpande effekten som rorelse ger tros paverka ledbroskets
metabolism 1 positiv bemérkelse. Effekten blir en inforsel av néring till och en
utforsel av slaggprodukter frén brosket. Lagom arbete ger en Okad syntes av
proteoglykaner och proteiner och en verbelastning det motsatta (Todhunter Rory
J. 1996). Inom humanmedicinen ir det bevisat att fysiologisk rorelse har en
positiv inverkan pa ledbrosket och att bade dveranvdndning och inaktivitet leder
till broskdestruktion (Sun Hui B. 2010).

Extracellulart matrix

Nér det giller broskets matrix, eller nédtverk, som omger kondrocyterna, sa
behover dven dess bestandsdelar regenereras. Denna omsittning ombesorjs av
kondrocyterna, och kan bade stimuleras av belastning pa leden och av cytokiner
som kan aktivera degradativa enzymer (Todhunter Rory J. 1996).
Proteoglykanerna anses som extra viktiga da deras nedbrytning vid en rubbad
homeostas gar mycket snabbare &n nedbrytningen av kollagen. Nettoeffekt av en
forlust av proteoglykaner &r ett mjukare ledbrosk som ej ldngre kan motverka det
tryck som leden utsétts for vid belastning (Palmer JL, Bertone AL 1994,
Todhunter Rory J. 1996). Glukosaminoglykanen hyaluronsyra har tva viktiga
funktioner i en synovial led. Den &r dels en viktig bestandsdel i1 ledvétskan dér den
okar viskositeten och har en smorjande effekt (Todhunter Rory J. 2006), dels
ingdr den i ledbroskets matrix dar den bunden till proteoglykanen aggrekan bidrar
till den kompressionshimmande effekten (Kamm JL et al. 2010). Hyaluronsyrans
association till proteoglykan medfor att &ven den kan forsdmra styrkan hos
ledbrosket om syntesen stors och for korta HA molekyler produceras (Palmer JL,
Bertone AL 1994). Vad som styr lingden p4 HA molekylerna i den normala leden
ar inte faststdllt (Todhunter Rory J 1996), men vid patologiska tillstind kan
polymeriseringen storas och HA molekylerna blir kortare (Tew W.P. & Hotchkiss
R.N. 1981).



Ledkapsel

Ledkapseln ger ledens dess integritet och skydd mot omvirlden. Den fibrosa yttre
delen av ledkapseln ingar i ledens stodjevdvnad. Innerst finns synovialmembranet
som &r i kontakt med ledvitskan. Synovialmembranet ticker de inre delar av
leden som inte dr ledbrosk och kan delas in i intima och subintima, dir det
sistndmnda lagret ar beldget ndrmast ledkapselns fibrosa yttre del. Subintiman dr
till skillnad frdn ledbrosket rik pa blodkérl (se figur 2), vilket krivs for
néringsforsorjningen av ledbrosket. For att detta ska ske effektivt saknar
synoviocyterna i intima basalmembran, och kérlen ar fenestrerade s& att mindre
molekyler ska kunna passera. Inflammatorisk svullnad kan darfor verka negativt
pa detta utbyte. Ledkapselns intima inhyser tva olika typer av synoviocyter. Typ
A dr en variant av mononukleéra fagocyter (liknande makrofager), och typ B ér en
variant av fibroblaster som &ven syntetiserar hyaluronsyra (Palmer JL, Bertone
AL 1994).
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Figur 3. Ledkapsel med omgivande strukturer. Akvarell av aNCa eLMBeRg 2012.



Ledvatska

Synovia utsondras frdn synovialmembranet och &r den enda védgen {for
néringsforsorjning till det icke kérlforsorjda ledbrosket. Synovia har dven en
uppstidande och smorjande funktion (Sutton et al. 2009). Foérutom sin
proportionellt hoga koncentration av hyaluronsyra &r synovia egentligen ett
ultrafiltrat av plasma med de flesta komponenter som normalt finns i
blodplasman, exklusive proteiner och storre molekyler vilka inte tar sig dver ett
normalt synovialmembran (Todhunter Rory J. 2006, Tew W.P.& Hotchkiss R.N.
1981). Synovia innehdller déarféor normalt vita blodkroppar men halten av
karnforande celler ska inte 6verstiga 500 celler/ul (Todhunter Rory J 2006).

Makroskopiskt normal synovia ska vara trdddragande, genomskinlig och till
fargen glasklar till ljusgul. D& synovia saknar koagulationsfaktorer ska den
normalt inte koagulera (Steel C.M. 2008).

Differentiering mellan septiska och aseptiska tillstind &r den vanligaste analysen
som gors pa ledvitska. Denna distingering gors med hjilp av analys av vita
blodkroppar, totalprotein och andel neutrofiler. For ovrigt dr bedomningen som
gors kliniskt rent subjektiv men &ndad virdefull (Steel C.M. 2008). Férg,
genomskinlighet och viskositet kan ldtt uppskattas kliniskt.

Man borjade tidigt betrakta analys av synovia som en ténkbar diagnostisk vég for
olika patologiska tillstdnd i leder. Att ledvitskan speglar ledens vélbefinnande ér
klarlagt men hur detta kan anvindas i praktiken &r mer osékert (Tew W.P,
Hotchkiss R.N. 1981, Steele C.M. 2008). Aven om analysteknik och kunskap gatt
framét under de 30 dren som gatt sedan Tew och Hotchkiss sammanfattade dessa
teorier, har analys av synovia inte fatt faste inom rutindiagnostiken.



CYTOKINER

Cytokinerna dr immunforsvarets budbirare, de ar polypeptider och tillverkas av
de olika immunforsvarscellerna (Tizard 2004). Exempel pa cytokiner é&r
interleukiner, interferoner, tumor necrosis factor (TNF), colony stimulating
factors (CSF) och tillvéaxtfaktorer (Palmer J.L, Bertone A.L. 1994). Undergruppen
interleukiner har fatt sitt namn efter sin funktion som bestdr i att formedla
information inom och mellan celltyperna lymfocyter och leukocyter (Tizard
2004).

De senaste 25 aren har dessa smé signalmolekyler véckt stort intresse nér det
giller ledens patologi. Enormt mycket arbete har lagts ner pa att kartldgga deras
paverkan pé ledbroskets homeostas (Platt David 1996).

Interleukin-1

Forutom att vara den forst upptickta interleukinen (Tizard 2004) har II-1 viktiga
och vitt omspannande uppgifter i kroppen sédsom att verka proinflammatoriskt, ge
upphov till sjukdomskénsla och stimulera immunforsvarets 6vriga komponenter.
Sjdlva kénslan av att vara sjuk uppstdr nér Il-1 kommer ut i blodomloppet med
effekter sdsom feber, letargi, illamdende och aptitloshet. Nervus vagus har
specifika II-1 receptorer pa sensoriska neuron vilket snabbt ger systemiska
effekter direkt fran hjdrnan. Dessa effekter sker i synergi med TNF-a och I1-6
(Arend 1998, Tizard 2004).

Interleukin-1 &r inte en enda molekyl utan en grupp av proteiner. Det finns tva
positivt verkande agonister som bendmns a och . Dessa tva kan binda till ndgon
av de tvd receptorerna Il-1RI eller II-1RII, dér den sistndmnda inte ger ndgon
aktivitet efter bindning. Utdver dessa finns en antagonist kallad IlI-1Ra vars
funktion &r att neutralisera I1-1’s effekt nidr den binder till receptorn, en effekt som
ar viktig for att undvika sjukdom (Tizard 2004). Det kravs dock stora méngder Il-
1Ra i forhallande till 11-1 for att lyckas motverka effekten av II-1. Studier visar att
en obalans mellan Il-1 och dess antagonist (for mycket agonist och/eller for lite
antagonist) predisponerar for ledsjukdomar av bade inflammatoriskt och
autoimmunt ursprung (Arend 2002).

Makrofager dr de inflammatoriska celler som producerar mest Il-1 som svar pa
stimuli (Tizard 2004). Merparten ar Il-1B som utsondras som en inaktiv
promolekyl och kraver enzymet Caspasel for att aktiveras (Arend 2002). I1-1a har
en begransad rackvidd dd den forblir adherent till makrofagen och har dédrmed
mindre betydelse i sammanhanget (Tizard 2004).

Som svar pa en frisdttning av Il-1 kan man bland annat se en forh6jd migration
och adhesion av neutrofiler samt en aktivering av fibroblaster som utsondrar
reparativt kollagen3 (Tizard 2004). Det ger dven en okad produktion av andra
proinflammatoriska cytokiner sasom II-6 och Il-8 (Arend 2002). I leden &r det
kanske dock I1-1s stimulerande effekt pd produktion av sdvil metalloproteinaser,
eikosanoider, plasminogen aktivatorer, akutfasproteiner, samt dess hdmmande
effekt pd broskmatrix, kollagen och proteoglykaner, som vécker storst intresse
(Palmer JL, Bertone AL 1994, Morris EA et al 1994).



En nyligen publicerad studie av Scott et al. 2009, dér man tittat pa effekten av
intraartikulédr injektion av 10ng Il-1B 1 fotleder pa ratta, pavisar en signifikant
ledsvullnad jamfort med kontroller. Syftet med studien var att kartldgga forekomst
av ett okat genuttryck for proinflammatoriska och prodegrativa mediatorer som
svar pa II-1B injektionen (47 olika gener). Man fann ett 6kat genuttryck for savil
11-6, prostaglandin syntase2 (PTGS2), inducerbart kvidveoxid syntase2 (NOS2),
TNF-0, NFkB1 och ADAMTSS (Aggrekanase-2) synkroniserat med sjélva
ledinflammationen. Il-6 var signifikant Okat i1 synovia fyra timmar -efter
injektionen (normaliserat efter ett dygn). Halten PGE, var ddremot inte matbar.
Dessutom sdgs en synovit med hypertrofi av synovialmembranet som forvérrades
over tid. Ndgra akuta broskskador sdgs inte men Il-1p inducerade bevisligen den
kaskadreaktion som foreslagits (Scott et al. 2009).

Studier p4 bade humant och equint ledbrosk har indikerat en skillnad i II-1's
formaga att stimulera produktion av nedbrytande enzymer. Ett moget ledbrosk har
visats mer motstdndskraftigt mot Il-1 &n ett omoget (Platt David 1996).

LEDINFLAMMATION

Upprepat mikrotrauma dar leden utsétts for pafrestningar som ligger en aning 6ver
dess toleransnivd anses som en huvudorsak till ledinflammation. Déirutdver &r
traumatiska skador, inforsel av bakterier iatrogent och forekomst av
osteokondrosfragment vanliga orsaker.

Klinisk beddmning av en ledinflammation utgér ifrdn kriterierna svullnad, virme
och smérta. Vad som sker pé insidan av leden vid inflammation &r att blod och
inflammatoriska celler fortjockar synovialmembranet vars funktion stors och
synovians sammansittning fordndras (Palmer J.L. et al. 1996). Smaérta vid
ledinflammation orsakas delvis av synoviten (Sutton et al 2009).

Forst pa plats ndr leden signalerat att den har problem é&r blodburna vita
blodkroppar (flerkdrniga leukocyter och monocyter), som producerar fria
radikaler och olika mediatorer. Dessa stimulerar i sin tur cellerna i leden
(kondrocyter, synoviocyter och makrofager) att producera bland annat cytokiner
men &dven eikosanoider och matrixenzymer sdsom matrix metalloproteinaser
(MMP’s). Inbyggt 1 ledens eget forsvar finns hidmmare av de olika
inflammationsmediatorerna sdsom “tissue inhibitors of matrix metalloproteinases”
(TIMP’s).  Inbordes  fordelning av  proinflammatorisk  “gas”  och
antiinflammatorisk “broms” paverkar utgangen och mojligheten for ledens
komponenter att reparera skadan (Palmer JL, Bertone AL 1994). Antalet vita
blodkroppar (leukocyter) som ansamlas vid en ledskada speglar hur pass extensiv
inflammationen ar (Tew W.P & Hotchkiss R.N 1981).

Ledvitskans kvalitet och kvantitet visar generellt hur vél synovialmembranet
fungerar (Steel C.M. 2008). Om skada pédverkat synovialmembranets unika
arkitektur och dess genomslépplighet fordndrats, leder det oundvikligen till en
fordndring av synovians sammanséttning. Detta 1 sin tur péverkar direkt
ledbrosket som &r beroende av synovia for sin homeostas. Synoviocyterna som
ansvarar for produktion av hyaluronsyra bade till synovia och ledbrosk, tillverkar
vid en synovit bade mindre och  kortare HA  molekyler.
Hyaluronsyrekoncentrationen kan &dven reduceras genom ett nettoinflode av
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vitska Over synovialmembranet i samband med vétskeuttride pa grund av en
rubbad blod-synovia barridr (Tew W.P.&Hotchkiss R.N. 1981). Bigge skeendena
reducerar viskositeten och dirmed dven smorjningen av leden vid rorelse.

Experimentella studier dir man inducerat synovit med hjilp av en LPS-modell
(E.Coli) pavisade en overgdende (1 vecka) dkad koncentration av kdrnforande
celler och protein i synovia. Kvarstdende en lidngre tid var ddremot eikosanoiderna
(PGE; och TXB;) som sammanfoll med en hyperplasi hos synoviocyterna,
Dessutom sdgs en 0kad produktion av kortare proteoglykaner som tédnkbart kan
forsvaga brosket pa lingre sikt (Palmer J.L. et al. 1996). I en annan studie med
ledinflammation inducerad av humant Il-1f sdgs en mycket snabbt inséttande men
dven snabbt overgdende inflammatorisk reaktion. Il-1B var signifikant 6kad i de
leder som inflammerats men var i avtagande vid sista méttidpunkten (330 min). Il-
1B inducerade snabbt (240 min) leukocytos i synovia samt en neutrofil vaskulit i
synovialmembranet. Man sdg dven en Okning over tid av I1-6 och PGE, i dessa
leder (Hardy J. et. al 1998).

Det endogena forsvaret dr ocksd viktigt vid en ledinflammation. Olika
antiinflammatoriska cytokiner sdsom I1-4, 11-10, 1l-13 och II-Ra har forméga att
motverka bdde PGE, och MMP produktion och effekten av de proinflammatoriska
cytokinerna  (Sutton S. 2008). Koncentrationen av de inbyggda
skyddsmekanismerna i form av TIMP’s och andra hdmmare till de destruktiva
enzymerna vilka produceras vid inflammation avgoér delvis om inflammationen
hejdas (Palmer J.L, Bertone A.L. 1994).

FRAN SYNOVIT TILL OSTEOARTROS

Intraartikuldr behandling med kortison och systemisk administration av NSAID ér
tvd vanliga behandlingsmetoder vid ledinflammation hos hést.

Dessa behandlingsmetoder baseras pd en hidmning av olika stadier av
prostaglandin-syntesen. Kortison anses dessutom kunna hamma I1-1 och TNF-a
om det administreras 1 hdgre koncentrationer. Gemensamt for béde
prostaglandinerna och ovan ndmnda cytokiner dr att de har fOormagan att
sensitisera smirtreceptorer (Bertone A.L. 2004). Neurotransmittorn Substans P
har nimnts som viktig i patogenesen d4 denna kan modulera det inflammatoriska
svaret hos synovialmembranet (Sutton S. 2008, Bertone A. 2004). Aven andra
substanser sdsom aminen Serotonin och neurotransmittorn CGRP deltar och detta
via en aktivering av bade C fibrer och Ad-fibrer (Bertone A.L. 2004).

En faktor som anses pdverka utvecklingen av den akuta synoviten till ett kroniskt
problem ér viloperioden efter en behandling. Om denna efter en akut synovit
kortas av och hiéstens sitts 1 trdning for tidigt kan de inflammatoriska
mediatorerna antingen kvarstd for lange eller kraftigt 6ka i koncentration. Dessa
mediatorer kan om de far Overtag direkt skada ledbrosket. Ledbehandling med
konventionella behandlingsmetoder (sdsom intraartikuldr injektion med kortison)
vars avsikt dr att pdskynda ldkningsprocessen har i vissa fall direkt negativ effekt
pa sjilva ledbrosket. Bade tidig igdngséttning och sjélva behandlingen kan saledes
starta en ond cirkel som resulterar 1 kroniska forandringar (Palmer JL, Bertone AL
1994). Denna onda cirkel dr sjdlvunderhéllande ndr vél broskdegenerationen
borjat. Nedbrytningsprodukter fran brosket leder till aktivering och produktion av
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proinflammatoriska  cytokiner och  kollagenaser fran  synoviocyterna.
Nedbrytningsprodukterna som ansamlas i synoviocyterna leder dessutom till
hypertrofi av synovialmembranet (Sellam J. & Berenbaum F. 2010).

Ledens blodforsérjning 4r en annan aspekt som &r sammanldnkad med
utvecklingen till artros. Kronisk inflammation i synovialmembranet leder till
fibros 1 ledkapseln tillsammans med tréngre kapilldrer. Denna ledkapsel kan inte
langre skota sina arbetsuppgifter pd ett optimalt sétt. Det okade intraartikulira
trycket 1 leden kan i sin tur leda till ischemiska skador och &nnu mer fibros i
ledkapseln (Bertone Alicia L. 2004).

Aven hos hund och minniska ir osteoartros ir en mycket vanlig orsak till hilta
och/eller smirta (Sutton et al. 2009). Det dr visat att osteoartros i minga fall dr en
foljd av broskskador som orsakats av en ledinflammation (Todhunter Rory J.
1996, Sutton et al. 2009), samt att det 4r synoviten som fororsakar stora delar av
den smirta och ledinflammation som ses simultant med osteoartrosen (Sutton et
al. 2009). Dessutom diskuteras huruvida ledinflammationen ar sekundar till de
fordndringar och nedbrytningsprodukter man ser i leden under utvecklingen till
osteoartros (Sutton et al. 2009). Det exakta héndelseforloppet &r med andra ord
inte helt klarlagt, men att en synovit finns nirvarande under hela patogenesen ér
bevisat. Det finns dven bevis for att denna synovit kan skynda pé och forvirra de
broskskador den resulterar i, via produktion av MMP’s (Sutton et al. 2009).
Humant anser man att den broskdestruktionen som ses vid reumatism och
osteoartros péaverkas av inflammatoriska cytokiner och MMP’s som producerats
av synovialmembranet (Sun Hui B. 2010). Med detta sagt anses osteoartros
humant &nda vara en ickeinflammatorisk process. Hos hédst ses osteoartros ofta
efter akut skada och inflammation i ndgon av ledens mjukdelar diar man inte
lyckats vinda sjukdomsforloppet i positiv riktning (Mcllwraith C. Wayne 1996).

Vid en manifest osteoartros finns per definition skador pa ledbrosket i form av
fibrillering eller fissurer (Sutton et al 2009). I de fall broskskadorna penetrerat
hela broskets tjocklek si att det subkondrala benet &r blottat innehdller dven
benvévnad cytokiner med potential att forvérra skadan (Todhunter Rory J 1996).

Osteoartros omfattar manga (om inte alla) strukturer i leden. For att undvika detta
scenario dr framtiden att lyckas identifiera tidiga tecken pa skada och direfter
vénda sjukdomsprocesserna innan den onda cirkeln initierats. Nyckeln dr i ménga
fall synovialmembranet dé detta dr s viktigt for ledens homeostas.
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MATERIAL OCH METOD

Denna pilotstudie har utforts pé vid Universitetsdjursjukhuset Ultuna under 2011.
Tre klinikveterinérer har deltagit i provinsamling och métningar.

Hastar

Totalt har cirka 75 histar bedomts vilket resulterat i 18 provtagna hastar, 3-20 ar
gamla med en medeldlder pad 11 ar. Materialet bestod av 10 hédstar av
halvblodstyp, 6 ponnyer, 1 varmblod och 1 islandshést (se tabell 1). Héstarna har
vid besoket uppvisat en initialhdlta pd rakt spér subjektivt beddmd av
klinikveterindr och dérefter verifierad som hélta med Lameness Locator. Hastarna
har avidentifierats och fatt ett [opnummer, KC1-18.

Tabell 1. Anamnes provtagna hdstar.

élr(;er Kon i?il:;nd- Tévlas f;:;;::agen Problem
KC1 14 Sto Dressyr/ Littklass  VF Karpus Hélta fram
hoppning VF Karpus
KC2 11 Sto Hoppning Lattklass  VF Kotled Hilta fram
HF Kotled
KC3 4 Sto Dressyr Tévlasej HF Kotled Svullnad HF
KC 4 17 Valack Dressyr Unghdst  HF Kotled Intermittent
HF Karpus hilta fram
HF“Karpus
HF Hovled
KCS5 20 Valack Dressyr Msv/svar VB Gétt omkull
KC6 9 Valack Latt klass HF Karpus Ovillig, vagrar
Ridskolehést =
HF Karpus
HF Kotled
KC7 16 Valack Dressyr/ Tavlas ej VF“Karpus Ojémn, ej hoppglad
hoppning VF Karpus
VF Kotled
KC8 9 Valack  Dressyr Tévlasej HF Hovled Halt hoger fram
KC9 8 Sto Hoppning Litt klass HF Kotled Aterkommande hilta
KC10 8 Valack  Dressyr Msv VB Ovillig till arbete
KC11 10 Sto Promenad- Tévlasej HF Karpus‘ Intermittent hilta
ridning HF“Karpus
KC12 4 Valack  Dressyr Unghést ~ HF Kotled Ovillig till arbete
KC13 17 Valack  Dressyr/hopp  Léttklass  HF Hovled Aterkommande hilta
KC14 10 Valack Hoppning Latt klass VB Stannar pa hinder
VB TMT
KC15 15 Valack Dressyr Litt klass HB Kotled Ojamn vid ridning
KC16 6 Hingst  Hoppning Litt klass HF Hovled Intermittent halt
HF Kotled
HF Karpus
HF“Karpus
KC17 18 Sto Dressyr Tavlasej HB Kotled Ojamn vid ridning
KC18 3 Sto Unghist Unghdst  VF Kotled Halt vénster fram
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Provinsamling och analys

Om veterindr under undersdkningens ging lagt diagnostiska ledanestesier har
synovia aspirerats i steril spruta innan lokalbedévningsmedlet injicerats. Blodprov
fran hésten har tagits i samband med synoviaprovtagningen. Hésten har dterigen
miétts pa rakt spdr med Lameness Locator nir veterindr list av effekt av lagd
anestesi.

Blodprov har tagits med hjdlp av vacutainer fran jugularvenen i tva serumrdr. Pa
cell-laboratoriet vid Patologen SLU centrifugerades roren 5 minuter i 1500 rpm i
4 grader. Supernatanten Overfordes och alikvoterades till autoklaverade
eppendorfror och frystes ned till -80 grader, ca 250 pl/rér. Serumanalys har inte
utforts inom ramen for denna studie av analystekniska skal.

Synovia overfordes fran sprutan till EDTA-r6r (minst 0,5 ml) for analys av vita
blodkroppar, differentialrdkning och analys av totalprotein pa Klinisk kemi UDS.

EDTA-r6r ér att foredra for cytologisk undersokning, dessutom forhindrar det
koagulation i de fall totalprotein &r forhojt eller injektionen resulterat i
kontamination med blod (Steel C.M. 2008). Resterande méngd synovia dverfordes
till sterilt serumror. Synovian sattes direkt efter provtagning in i kylskap och togs
inom en till tvd timmar efter provtagning omhand pé cell-laboratoriet vid
Patologen SLU och centrifugerades i 5 minuter i 1500 rpm i1 4 grader.
Supernatanten alikvoterades till autoklaverade plastror med ca 250 pl/ ror och
frystes ned till -80 grader. Cell-pelleten som aterstod resuspenderades i RNAlater,
minst 5 ggr cellvolymen eller 200ul och forvarades i1 kylskdp (4 grader) over
natten och frystes sedan ned till -80 grader.

Supernatanten fran synoviaproverna analyserades sedan med ett kommersiellt
tillgéngligt Equine IL-1p VetSet'™ ELISA development kit som kvantifierar
méngden Interleukin-1p i proverna. Ddrefter méttes absorbans vid 450nm.
Analysresultaten rdknades ut frdn ekvationen given ur den standardkurva med
kinda koncentrationer som samkorts med analysen. Halten I1-1f angavs i ng/ml.
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Lameness Locator

Lameness Locator &r ett kommersiellt tillgidngligt system for att objektivt
utvirdera avvikelser i hdstars rorelsemonster. Systemet bestdr av en dator med tre
sensorer kopplade till sig: en gyrometer som anbringas dver kronbenet hdger fram
och tva accelerometrar dér den ena sdtts pa grimman mellan héstens 6ron och den
andra pa korsets hogsta punkt. Sensorerna detekterar och jamfor avvikelser i
héstens stegcykel mellan hoger och vénster kroppssida i trav pé rakt spdr. Dérefter
sinds informationen tradlost till datorn som bearbetar informationen.
Rorelsestorning motsvarande hélta pd ett framben medfor antingen en hojning
och/eller sinkning av huvudet. Detta anges i1 systemet som head diff max eller min
védrden och en differens i amplitud pd mer &n +/- 6mm definieras av Keegan et al.
som ett avvikande rorelsemonster. Sensorn beldgen pd korset gor motsvarande
tolkning for héstens bakben dér ett nigande eller hdjande av korset i samband med
hélta ger ett asymmetriskt rorelsemonster. Pelvis diff max och min vérden for
bakbenens rorelser tolkas av datorn och amplituder pd mer dn +/- 3mm réknas
som avvikande. Systemet kan dven med ledning av var i stegcykeln avvikelsen
sker, tolka denna som antingen en isdttnings- eller franskjutshélta.

En brékig eller busig hést kan stora analysen genom att paverka sensorerna under
métningen. Detsamma géller dven en hidstigare som med grimskaftet paverkar
héstens huvudhdjd och position. Systemet har inbyggda hjdlpfunktioner for att
plocka bort sa kallade outliers (kraftiga avvikelser som inte sker konsekvent under
métperioden) vid behov. Annars géller det for anvidndaren av systemet att
instruera djurdgaren, tillse att tillrdckligt manga steg analyserats (att hdsten travat
en tillrdckligt lang stricka), samt att ta om maétningar dér histen inte uppfort sig
vél (Keegan et al. 2009).

Om en hist enligt métning med Lameness Locator var for 1dggradigt halt pd rakt
spar for att komma Over systemets gransviarden (+/- 6mm huvud respektive +/-
3mm i pelvis och en standardavvikelse overstigande matvérdet) exkluderades den.
I de fall dir beddvning ej sldckt i den led som ledvétska samlats fran uteslots de
synoviaproverna frn studien men analysvérden pa synovia har beaktats och anses
dd vara av karaktiren normalprov. Héstar som varken passade in bland
normalprov eller har kunnat inkluderas blev dven de exkluderade.
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RESULTAT
Inkluderade

Hastarna bendmnda KC4, KC5, KC9, KC12, KC13 och KCI15 ér inkluderade i
studien. Dessa hdstar har en initialhdlta pa rakt spar som slidckts med ledanestesi.
Synovia analyserad fran dessa leder redovisas nedan.

KC4

Kliniskt sdgs hos denna hist en lindrig ledfyllnad i kotleden HF och en lindrig till
madttlig ledfyllnad i hovleden HF. Hésten var initialhalt HB och efter bojprov dven
tydligt halt HF. Hos denna hist lades forst en kotledsbedévning HF vilken slidckte
ungefir hilften av héstens hélta. Dérefter lades ytterligare tvd ledbeddvningar
utan subjektiv eller objektiv forbattring, synovia frén dessa leder ar att anse som
normalprover. Héltan dterkom drygt tva timmar efter att den forsta anestesin lagts
(kotled HF). Anmirkningsvért for 6vrigt hos denna hést var synovian frdn hovled
HF som var makroskopiskt avvikande, grumlig och med nedsatt viskositet. Histen
har inte rontgats i aktuell kotled. Haltan enligt Lameness Locator dr en
isdttningshdlta hoger fram som &r tydlig initialt och efter hovledsbedévning (se
tabell 2).

I1-1B kotled HF 0,02 ng/ml (under gransvirde)

Tabell 2. Lameness Locator protokoll KC 4. Fet markerat = hdlta

Head diff Standard Head diff Standard

KC4 MAX avvikelse MIN avvikelse
Initialt 6,591 5,504 9,983 8,288
Efter anestesi kotled HF 0,725 7,232 6,705 6,226
Efter anestesi karpus HF 1,603 7,775 5,436 7,541
2,021 6,987 -0,892 6,734
Efter anestesi hovled HF 8,078 6,585 16,465 4,836
6 6,074 8,768 7,534

KC 5

Subjektivt beddmd var hdsten 2 grader halt rakt ut VB och anestesi av
tarsocruralled VB slédckte héltan i sin helhet. Enligt Lameness Locator hade hésten
en hilta VB (franskjuts- och iséttningshélta) pa -7,3 respektive -6mm som efter
hasledsanestesi ~ sjonk  till normalvirde. Detta  Overensstimde med
klinikveterindrens bedomning (se tabell 3). Héisten behandlades i tarsocruralled
VB vilket gav ett positivt behandlingssvar tillsammans med en lidngre tids vila.

I1-1P tarsocruralled VB not detectable
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Tabell 3. Lameness Locator protokoll KC 5. Fet markerat = hdlta

KC5 Pelvis diff Standard Pelvis diff Standard

MAX avvikelse MIN avvikelse
Initialt -7,318 1,926 -5,95 2,251
Efter anestesi -0,755 2,842 -2,915 2,864
tarsocruralled VB

2,222 2,09 -2,13 1,849
Aterbesok 0,064 1,777 -6,26 1,839

KC9

Hos denna hist sdgs en halvgradig hédlta hdger fram som okade till cirka 1,5 grad
vid bdde hogt och lagt bojprov som var ihallande efterdt. Longering hoger varv
gav en markant cirka 2-gradig hilta hoger fram. Initialhdltan enligt Lameness
Locator ses som ett forhdjt maxvérde och ett kraftigt forhojt minvérde, vilket kan
oversittas till en iséttningshidlta hoger fram. Efter abaxial anestesi HF sjonk
maxvéirdet till ohalt men minvéirdet kvarstod relativt ofordndrat, detta tolkades
som en forbéttring av hédltan. Efter lagd kotledsbeddvning sjonk dven minvirdet.
Histen var darefter objektivt sett ohalt (se tabell 4). Detta resonemang é&r
samstdimmigt med klinikveterindrens subjektiva tolkning.

Tabell 4. Lameness Locator protokoll KC 9. Fet markerat = hdlta.

Head diff Standard Head diff Standard

KC9 MAX avvikelse MIN avvikelse
Initialt 11,35 4,78 23,851 4,947
Efter anestesi abaxial HF 2,016 3,364 19,118 5,725
0,341 3,055 8,022 4,566
-0,566 3,46 7,964 3,37
Efter anestesi kotled HF 1,052 3,574 7,997 4,691
1,578 2,732 3,527 4,59
-0,469 4,293 4,702 5,772

11-1B kotled HF not detectable.

Kotleden HF var utan anmirkning radiologiskt. Hésten behandlades i bada
kotlederna fram och hovled hoger fram ndr undersokningarna som utfOrts
summerades ihop. Vid aterbesok en manad senare hade reaktion pd de laga
bdjproven minskat men de hdga kvarstod.
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KC 12

Vid undersokningstillfdllet bedomde klinikveterindren att hdsten markerade rakt
ut hoger fram vilket accentuerades vid longering i hoger varv. Laga bojprov gav 1
grads hélta vinster fram som virmde ur, och cirka 2-gradig hélta hoger fram.
Beddvning av héstens kotled HF sldckte initialhéltan partiellt enligt den subjektiva
beddmningen vilket konfirmerades med Lameness Locator. Héltan aterkom cirka
50 minuter efter att kotledsbedovningen lagts, nagot som kan bero pa att
beddvningen borjat ga ur. Darefter lades en abaxial ledningsanestesi som dven den
vésentligt minskade héstens hélta. Rorelseavvikelsen ses som ett forhdjt maxvéarde
pa 32mm, vilket Oversitts till hdlta hoger fram. Histen behandlades i bada
kotleder fram d& dven hélta vénster fram setts pd bojt spar. Tre veckor senare
kvarstod fortfarande hélta hoger fram rakt ut (se tabell 5). Hasten har inte rontgats
i det aktuella hogra frambenet.

11-1B kotled HF 2,8 ng/ml.
Tabell 5. Lameness Locator protokoll KC 12. Fet markerat = hdlta

Head diff Standard Head diff Standard

KC12 MAX avvikelse MAX avvikelse

Initialt 31,261 11,31 2,898 5,345

Efter anestesi kotled HF 16,05 11,609 -4.212 14,574
13,704 13,994 -5,593 9,991
9,957 10,18 -2,683 12,01

Efter anestesi abaxial HF 27,106 15,999 6,34 13,32
21,22 11,344 9,281 11,386
13,941 15,259 4,769 12,265
11,71 8,603 -1,81 12,572

Aterbesok
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KC 13

Vid detta besok var histen 1,5 grad halt rakt ut i trav HF subjektivt bedomd. Med
hjédlp av Lameness Locator sdgs héstens initialhdlta som ett 13,2mm forhojt
maxvérde och ett 11,9mm forhdjt minvirde (franskjutshdlta HF). Anestesi av
hovled HF sliackte héltan (se tabell 6). Rontgenundersokning som utférdes vid
besoket pavisade fordndringar 1 bdda hovlederna fram indikerande
artrosfordndringar. Palpatoriskt kdndes hovledernas ledkapslar fortjockade.
Hésten behandlades i bdda hovleder fram och svarade bra pd behandlingen
kombinerad med sjukbeslag till aterbesoket tre veckor senare.

11-1PB hovled HF 8,1 ng/ml

Tabell 6. Lameness Locator protokoll KC 13. Fet markerat = hdlta
Head diff Standard Head diff Standard

KC 13 . .
max avvikelse min avvikelse
Initialt 13,255 6,318 11,928 2,819
Efter anestesi hovled HF -1,33 6,639 3,104 5,363
-1,614 4,865 2,676 5,559
7,972 5,52 3,069 5,162

KC 14

Ponnyn var vid besoket cirka en halv grad halt rakt ut VB subjektivt bedomd.
Detta konfirmerades med Lameness Locator och preciserar denna som en
franskjutshélta vénster bak pd -9mm. Héltan slicktes efter beddvning av
tarsocruralled och TMT och i samband med detta sdgs en begynnande laggradig
hélta i det andra bakbenet som uppgick till 4,7mm vid métning tre (se tabell 7).
Rontgen av hasledsomradet VB visade pa liten entesiofyt i TMT, sannolikt utan
klinisk relevans.

I1-1P tarsocruralled VB not detectable
[I-1B TMT VB not detectable

Tabell 7. Lameness Locator protokoll KC 14. Fet markerat = hdlta

KC 14 Pelvis diff Standard Pelvis Standard
MAX avvikelse diff MIN avvikelse
Initialt -9,238 6,519 2,056 4,536
Efter anestesi -8,882 7,27 3,36 3,723
tarsocruralled+TMT VB
-4,024 5,392 4,69 2,976
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KC 15

Hiasten visade vid ett tidigare veterindrbesok en halv grads hélta VF och
markering HB, subjektivt beddomd. Behandlades d& VF efter lokalisation med
hjélp av ledanestesier. Detta besok syftade till en fortsatt utredning HB efter tva
veckors konvalescens. Histen dr métt med Lameness Locator vid bada
besokstillfallena. Vid detta aterbesok kvarstod enligt Lameness Locator en
laggradig franskjutshdlta HB pa 5Smm. Efter anestesi av kotled HB minskade
denna till 3,8mm och en tendens till isdttningshilta VB pa 3,4mm uppstod (se
tabell 8). Ridprov efter lagd kotledsbedovning gav ett mycket positivt resultat (av
ryttaren subjektivt bedomt). Hésten &r inte rontgad i kotleden HB.

I1-1 B kotled HB not detectable.

Tabell 8. Lameness Locator protokoll KC 15. Fet markerat = hdlta
Pelvis diff ~ Standard  Pelvis diff = Standard

KC15 MAX avvikelse MIN avvikelse
Initialt 5,054 3,525 -2,969 2,5
3,862 2,869 -3,376 1,5

Efter anestesi kotled HB

Exkluderade

Hastarna KC2, KC3, KC7, KC8, KC10 ar exkluderade ur studien. Dessa héastar
hade antingen en for liten rorelseavvikelse pé rakt spar (KC2, 3 och 7) eller en
rorelseavvikelse som inte sldcktes i den led synovia erhallits fran. En av hdstarna
kan inte betraktas som normalprov d& den subjektiva beddmningen och Lameness
Locators objektiva bedomning inte 6verrensstimde (KCS8). Hos en annan hist har
fynd vid ett senare besokstillfdlle indikerat patologi fran led som vid métningarna
ansags normal (KC10). Totalt 7st synoviaprover dr tagna frdn gruppen med
exkluderade héstar (se tabell 9).

Tabell 9. 1I-1P exkluderade héstar. N.d. (not detectable)

Led 11-1p
KC2 VF kotled n.d
HF kotled n.d
KC3 HF kotled 23 ng/ml
KC7 VF karpalled 6vre n.d
VF karpalled mellersta ~ n.d
KC38 HF hovled n.d.
KC10 VB tarsocruralled 5 ng/ml

KC2 var for 14ggradigt halt pa rakt spar for att kunna tas med i studien.

KC3 ér inte inkluderad i studien d& histens rorelseavvikelser enligt Lameness
Locator inte var tillforlitliga. Hasten dr dock vérd att ndmna d& den hade riktigt
hog koncentration II-1B (23 ng/ml) i synovia frdn kotled hoger fram korrelerat
med en hog koncentration vita blodkroppar i synovia.

KC7 var for 14ggradigt halt pa rakt spar for att kunna tas med i studien.
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KC8 blev enligt Lameness Locator inte ohalt efter ndgon av de bedovningar som
lagts hoger fram (1&g, hovled och abaxial). Snarare sags en tendens till att héltan
okade under en period av undersékningen for att sedan sjunka till ett virde strax
under initialhdltan. Klinikveterindren bedomde att hovledsbedévningen hade god
effekt tillsammans med den abaxiala ledningsanestesin och histen behandlades i
kron- och hovleder. Histen hade vid dterbesdk svarat bra pd denna behandling.
Rontgenundersokning av hov- och kronledsomrédet pad bdda fram visade en
lindrig  osteoartros  kronleder = samt  entesiofyter pd  hovledens
kollateralligamentfasten pa kronbenet bada fram. Histen har haft aterkommande
problem fran omrédet.

Hos KC10 gav lagda beddvningar vid besoket, véinster bak (knéled, tarsocruralled,
TMT, ringblock) ,varken nagon subjektiv eller objektiv (Lameness Locator)
forbéttring av histens hélta. Histen har vid uppfoljande besdk undersokts med
hjélp av scintigrafi utan signifikanta fynd. Vid ytterligare ett uppfoljande besok
befanns héstens tarsocruralled VB vara huvudfyndet men positivt behandlingssvar
uteblev.

Normalprov

Hos histarna benimnda KC1, KC4", KCS6, KCII*, KC16, KC17 och KC18
slacktes ej héltan i en eller flera av de leder som synovia aspirerats fran. De
anestesier som lagts dr d& en kontroll for att det vid undersokningstillfillet inte
fanns ndgon héltutlosande process i dessa leder. Totalt 16st synoviaprover fran
sddana leder har analyserats och inte i ndgot fall har vi kunnat se detekterbara
koncentrationer av I1-1.

# KC 4 ér inkluderad i studien da kotledsbedovning sldckt héltan, vriga anestesier normalprov.
* KC11 har uppmaitt varde pa 0,103 ng/ml I1-1p fran 6vre karpalledsavdelningen, detta &r under
analysens gransvirde.

n-1p

Totalt 33 synoviaprover har analyserats. Av dessa sags II-1B 1 mitbar
koncentration i 6 prov varav tvd prov 18g under standardkurvan for berdkningar
(virden under 2,3 ng/ml). Av aterstdende 4 prov dr 2 inkluderade, en hist
exkluderad pa grund av alltfor smé rorelseavvikelser pa rakt spar och hos en hést
slacktes inte hiltan fran aktuell led. De métbara koncentrationerna uppmattes i tva
kotleder, en tarsocruralled och en hovled. De tvd inkluderade héistarna med
mitbara koncentrationer var av vitt skilda dldrar (4 respektive 17 &r). Fér den
yngre av hdstarna var det forsta veterindrbesoket och den andra hade sedan tvé ér
tillbaka aterkommande problem med hélta och konstaterad artros i aktuell hovled.
Hos de 6st inkluderade héstarna fann vi saledes métbara koncentrationer av II-1p 1
tva leder (se tabell 10).
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Tabell 10. Samtliga provtagna hdstar.

KC1

KC2

KC3
KC 4

KCS5
KC 6

KC7

KC8
KC9
KC 10
KC 11

KC 12
KC 13
KC 14

KC 15
KC 16

KC 17
KC 18

Alder
(ar)
14

11

17

20

16

o o0 O

17
10

15

18
3

Hilta
dgr*

45
14

60
75

41
21

45

14
110
30

45

25
45
30

45
30

90
42

OA#

VF kotled

Ej rontgad
Ej rontgad
BF kotleder

Ej rontgad

Neg rontgen

Ej rontgad

Kronleder BF

Kronleder BF
Neg rontgen
Ej rontgad
Neg rontgen
Neg rontgen
Ej rontgad
Hovleder BF
Neg rontgen
Neg rontgen”
Kotled VB

Ej rontgad

Ej rontgad
Ej rontgad

Led

VF Karpus mell.

VF Karpus ovre
VF Kotled
HF Kotled
HF Kotled
HF Kotled

HF Karpus mell.

HF Karpus ovre
HF Hovled
VB Tarsocrural

HF Karpus mell.

HF Karpus ovre
HF Kotled

VF Karpus mell.

VF Karpus ovre
VF Kotled
HF Hovled
HF Kotled
VB Tarsocrural

HF Karpus mell.

HF Karpus ovre
HF Kotled

HF Hovled

VB Tarsocrural
VB TMT

HB Kotled

HF Hovled

HF Kotled

HF Karpus mell.

HF Karpus ovre
HB Kotled
VF Kotled

-1p
ng/ml
n.d
n.d
n.d
n.d
23,0
n.d (0,02)
n.d.
n.d.
n.d.
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
5,0
n.d (1,3)
n.d
2,8
8,1
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d
n.d

* uppskattad tidsperiod i dagar sedan hdltan/problemet uppticktes
# diagnostiserad osteoartros i provtagen eller annan led
” lindriga fordndringar
o entesiofyt TMT som antas sakna klinisk relevans
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Status

normalprov
normalprov
exkluderad
exkluderad
exkluderad
inkluderad

normalprov
normalprov
normalprov
inkluderad

normalprov
normalprov
normalprov
exkluderad
exkluderad
exkluderad
exkluderad
inkluderad

exkluderad
normalprov
normalprov
inkluderad

inkluderad

inkluderad

inkluderad

inkluderad

normalprov
normalprov
normalprov
normalprov
normalprov
normalprov



DISKUSSION

Den vanligaste orsaken till hdlta hos hést, sa har ledrelaterade héaltor beskrivits. I
denna studie var det endast 18 héstar som f0ll inom ramen for de
inklusionskriterier som satts upp. Detta trots att cirka 75 héstar initialbedomts pa
héstkliniken UDS. Av dessa histar har synovia analyserats frdn konfirmerat
héltorsakande leder hos 6 histar. Svarigheten att fi ett storre provmaterial kan
delvis bero pd patientunderlaget vid histkliniken UDS, som ofta dr av lite
diffusare karaktir och inte har kunnat utredas i filt. Hade héstarna varit yngre
hogpresterande  tdvlingshdstar hade  fler hdstar mgjligen  matchat
inklusionskriterierna och dédrmed kunnat inkluderas i studien. Hos en dylik
héstpopulation hade sannolikheten for kroniska forédndringar varit mindre och mer
akuta héltor vanligare.

En fraga som veterindrer stéller sig efter att ha lokaliserat en hélta till en specifik
led 4r hur linge den patologiska processen pagéatt, och hur allvarlig och djupt
géende denna skada dr. En etablerad osteoartros med klassiska
rontgenforandringar dr relativt enkel att diagnostisera. Broskforédndringar av olika
svérighetsgrad dr svérare att bedoma ur ett kliniskt perspektiv och det vore av
nytta att ha en tillforlitlig diagnostisk markor for att enkelt uppticka dessa
fordndringar tidigt. Idealiskt vore det dessutom om denna markoér kunde anvindas
for att kunna vilja en ldmplig behandlingsmetod, och undvika utveckling till
ostcoartros.

Redan 1981 foreslog Tew & Hotchkiss, efter att ha sammanfattat bade egen och
andras forskning pd omrddet, att det i synovia vore tiankbart att hitta en markor
som skulle gé att anvéinda som ett finkénsligt diagnostiskt verktyg. Forvisso var
diagnosmetoderna inte lika forfinade som dagens ELISA-teknik, men tidiga
studier for att utrona forekomst av Interleukin-1 och dess antagonist i leder hos
hést finns fran borjan av 90-talet. Morris et al. kunde redan 1990 konstatera att
Interleukin-1 fanns nérvarande i synovia hos fem hdstar med diagnostiserad
osteoartros (baserat pa rontgenfynd och klinisk hédlta som slickts med
ledanestesi).

En generell slutsats for majoriteten av de héstar som ingatt i var pilotstudie &r att
métbara Il-1B koncentrationer i ledvétska dr ovanliga. Detta monster ses saval 1
normala leder som i leder dir lagda anestesier bekriftat att en smértsam process
pagar. I denna pilotstudie saknas ddrmed en vésentlig korrelation for att gradera
och gruppera ledpatologier med I1-1 som diagnostisk markor.

Forutom mycket sparsam forekomst av II-1B i de leder vi har tittat pa finns dven
fallgropar med den utrustning vi anvént for att bekréfta hilta i denna studie. Det
storsta problemet dr att minga av histarna varit mycket laggradigt halta, i
synnerhet pa rakt spar. Ménga av hastarna hade dessutom multipla problem med
dubbelsidiga hiltor som Lameness Locator har svart att detektera och utvirdera.

Provtagna hastar

KC9 svarade mycket bra pa de beddvningar som lagts och blev ohalt fram efter
dessa. Sannolikt fanns ndgon patologisk process i histens kotled vinster fram men
inga detekterbara nivder av IlI-1p sdgs 1 synovia. Rontgen och
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ultraljudsundersdkningar gav inte ndgon definitiv diagnos i form av ledfyllnad
eller tydliga tecken pa osteoartros.

Detta skulle kunna relateras till att processen inte var helt akut och att II-1 gett
plats for de sekundira mediatorerna som producerats som svar. En analys av
exempelvis I1-6 som dr en av de molekyler som produceras som svar pé Il-1 och
okar over tid hade kunnat vara av intresse (Bertone et al. 2001). Detta skulle dven
kunna vara fallet for KC4, KC14 och KC15.

KC14 uppvisade en laggradig hdlta VB. Hiltan slicktes efter anestesi av
tarsocruralled och TMT. Efter lagda anestesier VB sdgs en begynnande hilta i det
andra bakbenet. Rontgenundersdkning VB utfordes och kunde inte pavisa nagra
artrosfordndringar 1 hasens leder. Diaremot sags en synovit i tarsocruralled VB
men inga madtbara koncentrationer Il-1B hittades i ledvitskan frdn denna led.
Histen hade inga kinda hiltproblem sedan tidigare men en anamnes som striackte
sig cirka en ménad tillbaka i tiden.

Aven KC4 hade en lang anamnes (mer &n tvd manader) med diffusa problem.
Liksom for KC14 kunde man hos KC4 inte hitta ndgot avvikande med hjélp av
rontgen som skulle kunna indikera artros. Hos KC4 aterkom hiltan HF drygt tva
timmar efter kotledsbedévning HF vilket kan tyda pd att beddvningen i kotleden
hade borjat ga ur.

KC15 hade en laggradig hélta HB som trots att den inte minskade till helt ohalt
(3,8 mm jamfort med griansviardet 3,0 mm) dndd ridknades som en signifikant
forbattring. Detta till stor del sammanvigt med att hidsten vid ridning nu kéndes
helt bra enligt djurdgaren. Histens smygande VB hilta som uppstod efter
ledanestesi HB har sin forklaring i en redan diagnostiserad artros i kotleden pa
detta ben. Denna missténks i sin tur vara orsakad av tva osteokondrala fragment
(som pévisats med rontgenundersdkning tidigare under histens liv). Kotleden
hoger bak ir inte rontgad sé artrosfordndringar dir gar ej att utesluta. Histen hade
dessutom statt pa allmédnbehandling med NSAID efter foregdende veterindrbesok
som skedde drygt tvd veckor innan detta besok. Analysen av synovia fran kotled
HB visade inga detekterbara nivder med Il-1B, men relativt 14ng anamnes,
konstaterad artros i kotled VB och NSAID behandling gor tolkningen svér.
Sannolikheten att hdsten har en tidig synovit &r dock liten och mer kroniska
fordndringar sannolika.

KCS5 har pa grund av den akuta arten hos sin skada dven ett konkret datum (41
dagar innan métningarna) for nir denna uppstod. Hos denna hist har man férutom
rontgen vid skadetillféllet (for att utesluta skelettskada) dven gjort en uppfoljande
rontgenundersdkning cirka ett halvar senare. Bdda undersokningarna var utan
anmirkning forutom mjukdelsansvillning av varierande grad. Hasten har direkt
efter olyckan fétt adekvat hantering med boxvila och behandlats bade lokalt och
systemiskt med NSAID. D4 skelettskador kunnat uteslutas och histen hanterats
utmarkt under konvalescensperioden har mjukdelsskadorna fatt tid att 1dka utan att
en sjdlvunderhéllande inflammation propagerats. Det hade varit mycket intressant
att ha ett synoviaprov frdn denna hést vid skadetillfillet, for vid det uppfdljande
besoket en dryg ménad senare sigs inte nigra detekterbara koncentrationer I1-1p
fran den skadade tarsocruralleden. En synovit fanns nédrvarande dven om denna
minskat sedan skadetillféllet.
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KCI12 dr en ung hdst dir sannolikheten for kroniska fordndringar innefattande
dven ledbrosk (osteoartros) dr mycket liten. Analysresultat visade en forhojd halt
av II-1B (2,8 ng/ml) i kotled hoger fram, vilket skulle kunna indikera en tidig
synovit. Anmérkningsvért nog svarade histen inte tillfredstdllande pd behandling,
ndgot som skulle kunna indikera pd en okdnd bakomliggande faktor sdsom
osteokondros.

Man har vid jamforande studier mellan olika patologiska tillstind i histleder
funnit signifikant 6kade halter Il-1B 1 synovialmembran vid just osteokondros
(Trumble T.N et al. 2001). Ndgot som en rontgenundersokning kunnat faststilla
alternativt utesluta hos KC12. Tittar man pd méitningarna med Lameness Locator
ar det minvirdet som styr vilket framben hésten ar halt pa. Detta dverstiger inte
gransvardet samt genererar for hoga standardavvikelser hos KC12, vilket kan vara
en indikation pi ett dubbelsidigt problem.

Den andra histen med detekterbar koncentration av I1-1B som &r inkluderad i
studien dr KCI13. Hésten &ar ett 17 &r gammalt svenskt halvblod med
aterkommande hiltproblem som relaterats till hovleder fram och har pdgatt i mer
ian 1,5 &r. Hiésten &ar rontgenundersokt i hovledsomrddet sd sent som nagra
ménader fore vara mitningar, utan tecken pa artros. Vid detta besok och fornyad
rontgenundersokning ses artrosfordndringar i hovlederna pa bada héstens
framben. Histen har ett II-1p vérde i synovia fran hovled HF pa 8,1 ng/ml. De
palpatoriska fynden med fortjockade ledkapslar i hovlederna bada fram indikerar
en kronisk synovit och ett daligt fungerande synovialmembran. Inflammation kan
ge en fortjockad ledkapsel som dérefter inte kan skdta ledens homeostas. Ischemin
som blir foljden av ett daligt fungerande synovialmembran kan leda till
fibrosomvandling och en dnnu sdmre funktion. Detta leder till att brosket inte far
tillrdckligt med néring vilket kan initiera en produktion av proinflammatoriska
cytokiner som kan starta en degenerativ process.

Hos de dvriga tva héstarna dér I1-1PB kunnat detekteras i synovia fanns faktorer
som gjort att de inte kunnat inkluderas i var pilotstudie. KC3 som hade den
absolut hogsta koncentrationen av Il-1B pa 23 ng/ml i HF kotled, var den enda
histen med en forh6jd koncentration leukocyter i synovia. Hiasten hade dessutom
lindriga artrosfordndringar i bada kotleder fram vilket skulle kunna indikera ett
dubbelsidigt problem. Enligt tidigare redogorelse har Lameness Locator svarare
att beddma dubbelsidiga problem, ndgot som kan ha paverkat att histen enligt
systemet ansdgs ohalt rakt ut initialt. Den andra histen som ej inkluderats i
pilotstudien var KC10. Métningarna med Lameness Locator gav inte ndgot
konkret svar pad de beddvningar som lagts. Dessutom gjorde temperamentet hos
hésten vissa avldsningar svira d& sedering kravdes for att ldgga anestesierna, detta
medforde att en lidngre tid fick forflyta mellan maétningarna. Hésten var
svarbedomd rent generellt med ménga komponenter involverade i hiltan, flera
ben samt eventuellt d&ven rygg. Hésten svarade sedan inte tillfredstéllande pa den
behandling som gjordes. Vid ett senare besokstillfalle lokaliserade man
tarsocruralleden vénster bak som ursprung till &tminstone delar av héltan. Hésten
ar ej rontgad 1 aktuell led men man har gjort en scintigrafisk undersdkning utan
anmarkningsvirda fynd. Analys pa ledvitska fran tarsocruralled VB ger Il-B-
koncentration pa 5 ng/ml.
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lI-1B analys

Det finns en nyligen publicerad studie av Kamm et al. 2010 med liknande
diagnostik som den vi anvént till denna studie, baserad pa detektion med
monoklonala hést Il-1 antikroppar. Den visar ett liknande monster med ej
detekterbara halter av I1-1. Dar fann man inte métbara koncentrationer hos nagon
av de 31 sjuka och 21 friska leder som undersokts. Man drog dér slutsatsen att
diagnostiken dnnu inte har den kénsligheten (under 1 ng/ml) som krévs, snarare dn
att forekomsten kan antas vara noll. For TNF-a som ofta bendmns som en
synergistisk parhdst till II-1 fann man déremot signifikant 6kade koncentrationer i
sjuka leder jamfort med normala leder. I synovialmembran och brosk ségs ett dkat
genuttryck for I1-18 men endast signifikant i brosk. Virt att nimna &r att man i
denna studie tittat pa leder med konstaterad osteoartros i den sjuka gruppen.

I en annan studie av Alwan et al. ddr man jimfort normala leder och leder med
konstaterad osteoartros, septisk artrit, osteokondros eller traumatisk artrit fann
man signifikant 6kade nivéer “Interleukin-1-lik” aktivitet i de patologiska lederna.
Hogsta halterna sags hos de septiska artriterna. I serum kunde man déremot inte
pavisa Interleukin-1 i ndgot fall (Alwan et al. 1991). Forekomst av inhiberande
verkan pd human rekombinant Il-1 har befunnits vara hogre i synovia fran
normala histleder samt tidigt 1 sjukdomsforloppet. Nedgangen i denna
inhiberande verkan ansédgs lika viktig 1 patogenesen vid en kronisk ledsjukdom
som en 0kning av II-1 (May et al. 1992).

Bertone et al gjorde 2001 en jimforande studie pa ett storre hidstmaterial med
olika patologiska tillstind och normala histleder med avseende pé ett flertal
tankbara markorer. Detta var innan hést Interleukin-1B (dven TNF-a och I1-6)
kunnat syntetiseras for diagnostiska dndamal, s& human rekombinant II-1f
anvindes. Av denna orsak kunde man inte kvantifiera halterna mer &n som relativ
massa. Man fann precis som i andra studier en stark korrelation mellan Il-1$ och
halten av vita blodkroppar. For 6vrigt var I1-1f i enlighet med denna studie inte
tillforlitlig for att tidsbestimma och gradera ledsjukdom annat &n vid grava akuta
tillstdind. Samma monster sdgs hos TNF- « . Dessutom fann man I1-1p i varierande
grad dven hos de héstar som ingick i normalgruppen, vilket teoretiskt kan bero pa
tidig ledskada eller aldersvariation. Att man hittade hoga koncentrationer I1-1 vid
akut allvarlig ledskada ansdgs ovésentligt ndr man vill utvirdera en finkénslig
diagnostisk markor, dd denna skada dr sa uppenbar rent kliniskt for den
undersdkande veterindren. Interleukin-6 déremot fann man endast i de kliniskt
sjuka lederna. I1-6 produceras bland annat som svar pa IlI-1. Man spadde dérfor
storre potential for I1-6 som markdr men faktum kvarstér att ett monster hos I1-1
(som troligen foregér stora delar av de kliniska symptomen) kan vara vardefullt. I
denna studie kartlades dven tre eikosanoider didr PGE, var lika bra péd att
identifiera ledpatologi som I1-6. Aven eikosanoider produceras som svar pa Il-1.
Slutsatsen var att I1-6 och PGE, var bra indikatorer pa ledsjukdom och att sa inte
var fallet for II-1 och TNF-a (Bertone et al. 2001).
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SLUTSATSER

Ur denna pilotstudie for att utrona forekomst av I1-1f 1 synovia vid héltorsakande
patologiska tillstind kan inga slutsatser dras. Hur Interleukin-1 i detalj paverkar
patogenesen vid osteoartros och nér i sjukdomspanoramat dess effekt dr som
storst dr fortfarande en gata. For att komma nérmare sanningen kravs fler och mer
omfattande studier fran ett mer diversifierat histmaterial. Som tillagg till detta bor
inbordes forhdllande mellan agonist (Il-1) och antagonist (II-1Ra) klarldggas hos
hist, 1 synnerhet nir etablerade behandlingsmetoder redan finns tillgdngliga.

TACK

Ett stort tack vill jag rikta till min huvudhandledare Karin Roethlisberger Holm
for all hjélp med provinsamling, trevliga dagar nere pé histkliniken. Samt inte att
forglomma tadlamod med de skriftliga bitarna som gjort det mdjligt for mig att
jobba parallellt.

Bitrddande handledare Marie Rhodin som lirt mig allt om Lameness Locator och
talmodigt svarat pa samma frdgor gang pa gang.

Maria Lofgren som analyserat synoviaproverna efter konstens alla regler.

Klinikveterindrerna Malin Santesson och Ulrika Lagerquist pa hastkliniken
UDS for att ni varit sa vinliga och latit oss anvidnda era patienter och héstégare.

Till alla trevliga hiistigare som sa nyfiket latit oss montera var utrustning pé sina
héstar och sedan sprungit maratonlopp i héltgangen for vér skull!

Sist och inte pd ndgot sétt minst ett fenomenalt stort tack till min véin Annica for
fantastiska illustrationer. www.ancaelmberg.com
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