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SAMMANFATTNING

Ledinflammation eller osteoartrit (OA) &ar en vanlig orsak till hdlta hos h&st. De metoder som
idag anvands for att diagnosticera ledinflammation ar forhallandevis ospecifika och allt for
ofta diagnosticeras ledinflammation nar skadan har blivit irreversibel med radiologiska
skelettforandringar. Genom att méta férekomsten av olika inflammationsmediatorer vid OA
kan denna kunskap i framtiden férhoppningsvis utnyttjas for tidig diagnostik och utvardering
av behandling. Syftet med denna pilotstudie ar att studera forekomsten av de tva
proinflammatoriska cytokinerna interleukin (IL)-1B och high mobility group box protein
(HMGB)-1 i ledvatska och serum fran halta hastar och korrelera dessa till kliniska fynd.

Studien innefattar 14 héstar som vid klinikbesok uppvisat en initialhdlta. Undersdkning av
héstarna inkluderade uppgifter om tidigare sjukdomshistoria, objektiv haltbedémning med
hjélp av Lameness Locator, diagnostiska ledanestesier och i vissa fall rontgen. Ledvétska och
blodprov togs i samband med ledanestesi. Serum och ledvétska analyserades med
kommersiellt tillgangliga ELISA-analyser.

ELISA-analyserna for bada cytokinerna visade resultat som kunde upprepas. Endast i 6 av 29
ledvatskeprov kunde matbara nivaer av IL-1p detekteras. I serum pévisades matbara IL-1p
nivaer i 11 av 16 prov. Koncentrationen IL-1B var hogre i serum an i ledvétskan fran alla
héastar i studien. HMGB-1 detekterades i 24 av 29 ledvétskeprov med den hdogsta
koncentrationen pa 53,57 ng/ml. | serum kunde HMGB-1 métas i 8 av 16 prov men endast i 2
av proven var koncentrationen éver 2 ng/ml.

Denna pilotstudie visar att de inflammatoriska cytokinerna HMGB-1 och IL-1B kan mitas i
ledvétska och serum hos hast. De testade ELISA-metoderna ger sékra resultat som kan
upprepas. Inga slutsatser kan dras om varfér koncentrationen av HMGB-1 och IL-1p varierar i
serum och ledviétska hos de provtagna hastarna. For att fa en béttre uppfattning om forekomst
och koncentration av IL-1B och HMGB-1 i ledvétska och serum bor framtida studier
inkludera fler héstar. Dessutom bor hastar med likartade ledproblem, kénd duration av
ledproblemen och tidigare behandlingar inkluderas och jamféras med en val definierad och
aldersmatchad frisk kontrollgrupp.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) is a well known cause of lameness in horses. The methods currently used
to diagnose OA are relatively nonspecific and OA is often diagnosed when the joint damage
has become irreversible with radiographic skeletal changes. The presence of different
inflammatory cytokines in synovial fluid and serum could aid in diagnosing early OA prior to
irreversible changes. The purpose of this pilot study was to investigate the presence of two
proinflammatory cytokines; interleukin (IL)-1f and high mobility group box protein (HMGB)
-1 in synovial fluid and serum from lame horses and correlate the concentration of the
cytokines to clinical findings.

The study includes 14 horses presented at the university hospital (UDS) with initial lameness.
The study included details of the horses past medical history, objective lameness evaluation
with the lameness locator system, intraarticular anesthesia and in some cases radiography.
Synovial fluid and blood samples were obtained when the intraarticular anesthesia were
performed. Serum and synovial fluid were analysed with commercially available ELISA-
assays.

The ELISA assays used presented repeatable concentrations for the two cytokines. Only 6 of
29 synovial fluid samples presented measurable levels of IL-13. However, in serum IL-1
levels were detected in 11 of 16 samples. The concentration of IL-1B was higher in serum
than in synovial fluid from all horses in the study. HMGB-1 was detected in 24 of 29 synovial
fluid samples with the highest concentration of 53,57 ng/ml. HMGB-1 in serum was detected
in 8 of 16 samples, with a concentration higher than 2 ng/ml in only 2 samples.

This pilot study shows that the inflammatory cytokines HMGB-1 and IL-1p can be measured
in synovial fluid and serum from horses. The ELISA methods tested gave repeatable result.
However, no correlations between clinical symptoms and concentrations of HMGB-1 and IL-
1B in serum and synovial fluid could be detected. To be able to correlate the concentrations of
inflammatory cytokines in synovial fluids and serum from lame horses, with type of OA and
joint destruction, a large horse population must be included. The horses must also be
presented with similar joint problems; known duration of lameness and previous treatment
regimes. The study must also include a well-defined and age-matched control group.
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INLEDNING

Ledinflammation eller osteoartrit (OA) som orsak till hélta &r vanligt hos hdastar inom alla
discipliner. De metoder som idag anvands for att diagnosticera ledinflammation &r
forhallandevis ospecifika. Bortsett fran rontgen saknas det metoder for att karaktarisera och
mata den patologiska processens typ och grad. Allt for ofta diagnosticeras ledinflammation
forst nar skadan har blivit irreversibel med ledbroskdestruktion och skelettforandringar sasom
subkondral benskleros med mikrofrakturer och osteofytara palagringar (Sutton et al, 2009).
Genom att karaktérisera och mata forekomsten och koncentrationen av olika
inflammationsmediatorer vid OA kan 6kad kunskap fas om de molekyléara signalvagar som
aktiveras och nedregleras under sjukdomsprocessen. Denna kunskap kan sedan utnyttjas for
att hitta sakrare diagnostiska metoder och béttre metoder for att utvérdera behandlingar
(Mcllwraith, 2005).

Interleukin (IL)-1p anses vara central i uppkomsten av OA (Schultze-Tanzil, 2009) och high
mobility group box protein (HMGB)-1 finns i cellkdrnan och frisatts extracelluléart vid
patologiska processer (Bianchi, 2009). Metoder for att mata bada dessa cytokiner hos hést
finns uppsatta pa Institutionen for Biomedicin och Veterinar folkhalsovetenskap, SLU. Syftet
med denna pilotstudie ar att méta forekomsten av de inflammatoriska cytokinerna IL-1f och
HMGB-1 i ledvatska och serum fran halta hastar och korrelera dessa till kliniska fynd.



BAKGRUND

Den synoviala leden

Den synoviala leden bestar av minst tva broskbekladda benstrukturer som halls ihop med
hjalp av en ledkapsel och ligament. Ledhalan innehaller en viskos hyaluronsyrerik ledvatska
(Palmer & Bertone, 1994). Dess funktion &r att ge en forbindelse och hantera de krafter som
genereras av gravitation och rérelse mellan tva sammanlénkade benandar. Ledens samtliga
bestandsdelar hjalper till att dstadkomma detta (Heinegard & Saxne, 2011; René van Weeren
& de Grauw, 2010).

Ledbrosk

Ledbrosket som saknar karl och nerver, tacker den subkondrala benplattan och &r sammansatt
for att ta emot och fordela mekaniska krafter (Caron, 2010). Broskets tjocklek varierar mellan
olika leder och aven inom en led. Brosk innehaller en sparsam méngd kondrocyter, vilka
utgér 1-2% av broskets volym, och syntetiserar extracellulart matrix (ECM) (René van
Weeren & de Grauw, 2010). Kondrocyterna &r kansliga for mekaniska och biokemiska stimuli
och uppratthaller ledbroskets homeostas via ett samspel mellan anabola och katabola
processer, samt med pro- och antiinflammatoriska mediatorer (Schultze-Tanzil, 2009).
Brosket delas in i fyra histologiskt och biokemiskt olika lager; ytliga, intermediéra, djupa
samt det mineraliserade lagret. | det ytliga lagret &r cellerna avlanga och orienterade parallellt
med ledytan. Cellerna i det intermedidra lagret &r runda och ser ut att vara slumpmassigt
fordelade. | de djupa lagren ar cellerna arrangerade i kolumner vinkelréatt mot ledytan. ECM i
det djupaste lagret mot benet ar mineraliserat och innehaller rikligt med
hydroxyapatitkristaller. De tva djupaste brosklagren ar separerade med en oregelbunden linje,
mellan det forkalkade och icke forkalkade lagret, kallad “tidemark”. Det forkalkade
brosklagret forankrar brosket i den subkondrala benplattan (Caron, 2010; Palmer & Bertone,
1994).

Extracellulart matrix

Ledbroskets fysiska egenskaper beror pa sammanséttningen av ECM och det innehaller i
huvudsak kollagen, proteoglykaner, matrixprotein och vatten (René van Weeren & de Grauw,
2010). Atskilliga olika typer av kollagen har isolerats fran broskvévnad, déribland typ II, V,
VI, IX, X och Xl kollagen (Palmer & Bertone, 1994). Typ Il kollagen utgor ca 90 % av
ledbroskets torrvikt och bildar draghallfasta fibriller. Kollagen i det ytliga lagret ar organiserat
parallellt med ledytan och fungerar som ett skyddande lager. | djupare lager &r de kollagena
fibrillerna organiserade vinkelratt med ledytan och forankrar brosket till den subkondrala
benplattan (Caron, 2010).

Proteoglykaner ar molekyler som bestar av protein och glykosaminoglykan (polysackarid).
Ett flertal olika proteoglykaner finns i ledbrosket med aggrekan som den mest férekommande,
vilken bildar stora aggregat tillsammans med hyaluronsyra (HA). Aggrekan bestar av ett
linjart karnprotein med tre globuldra doméaner. Den forsta doménen binder in till HA och sa
manga som 100 aggrekanmolekyler kan binda till en och samma hyaluronsyrekedja. Langs

med kérnproteinet binder negativt laddade kondroitinsulfatkedjor in. Pa grund av de kraftigt
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negativa laddningar som dessa skapar, kan aggregaten dra at sig vatten vilket ger brosket dess
elasticitet. | ECM finns dven andra matrixprotein sasom biglykan, fibromodulin och decorin
vilka ocksa bidrar till broskets egenskaper (Caron, 2010).

Subkondralt ben

Det subkondrala benet inkluderar den kortikala benplattan samt underliggande trabekul&rt ben
med benmarg och &r strukturellt och biokemiskt snarlik annan benvévnad. Men den
subkondrala benplattan varierar i tjocklek, beroende pa belastningen i leden och de
haverianska gangarna gar parallellt med ledytan(Caron, 2010).

Ledkapsel

Ledkapseln bestar av tva lager, den fibrosa yttre kapseln och ett synovialmembran in mot
ledhalan. Det fibrosa lagret bestar av en kompakt bindvav med elastiska fibrer vilket hjalper
till att bygga upp stabiliteten i leden och det forstarks i flera leder av kollateralligament.
Synovialmembranet bestar av ett inre tunt cellulart lager samt ett yttre stromalt lager, intiman
respektive subintiman. Subintiman ligger mot det fibrosa lagret och karakteriseras av fibros-,
och fett-vavnad samt ar rik pa karl och nerver. Intiman ar en 1-4 celler tunn bekladnad av
ledkapseln bestaende av synoviocyter med direktkontakt till ledvatskan (René van Weeren &
de Grauw, 2010; Palmer & Bertone, 1994). Synovialmembranet utgor en selektiv barriar for
ultrafiltration av plasmakomponenter och bestammer darmed ledvatskans komposition.
Eftersom subintiman ar rikligt karlférsorjd kan utbytet av plasmakomponenter ske néra
ledkapselns insida mot ledhalan (Palmer & Bertone, 1994).

Tre olika typer av synoviocyter har identiferats, typ A synoviocyter harrér fran makrofager,
typ B synoviocyter fran fibroblaster och typ C &r ett mellanting av dessa tva. Typ B éar
vanligast och syntetiserar en rad viktiga makromolekyler sasom HA och kollagen. Typ A
synoviocyterna ar fagocyterande och utgdr endast 10-20% av cellerna. Synoviocyter har
formaga att syntetisera cytokiner (bland annat IL-1), eicosanoider (prostaglandin E2) och
proteinaser vilka alla ar involverade i uppkomst och uppratthallande av ledinflammation vid
OA (Schultze-Tanzil, 2009; Sutton et al, 2009).

Ledvatska

Ledfickan &r fylld av ledvétska, vilken kan betraktas som ett ultrafiltrat av plasma dar
molekyler mindre an 10 KDa férekommer i jamvikt med blodet. Ledvatskan ar normalt Klar
och blekt gul med hog viskositet pa grund av det hdga innehallet av HA (Steel, 2008).
Eftersom ledvatska varken innehaller fibrinogen eller koagulationsfaktorer koagulerar den
inte. Ledvatskan agerar friktionsnedsattande, forsorjer brosket med néringsamnen samt
transporterar bort restprodukter och ar darfor mycket viktig for att uppréatthalla ledens
homeostas (René van Weeren & de Grauw, 2010; Palmer & Bertone, 1994). Vid synovit
forlorar ledvatskan sin viskositet pa grund av utspadning och enzymatisk nedbrytning av HA
(Steel, 2008).



Ledinflammation

OA kan beskrivas som en obalans mellan nedbrytande och uppbyggande processer i leden och
involverar samtliga strukturer i leden (Heinegard & Saxne, 2011). De kliniska symptomen vid
OA dr ledsmérta, svullnad och stelhet. De morfologiska férdndringarna som ses vid OA é&r
degeneration av ledbrosk med forlust av broskkomponenter, i synnerhet typ 11 kollagen och
proteoglykaner. Dessutom uppkommer subkondral benskleros med mikrofrakturer och
aseptisk synovit (Sutton et al, 2009). OA har ocksd beskrivits som en misslyckad
l&kningsprocess i leden efter kraftig mekanisk stress (René van Weeren & de Grauw, 2010).
Inflammationen som uppstar vid hog belastning far cellerna i leden att skifta fran anabola till
katabola processer vilket leder till ytterligare vavnadsskada (Heinegard & Saxne, 2011). En
kombination av hdg, frekvent eller statisk belastning och en inflammation i leden anses vara
viktiga faktorer for utveckling av OA (René van Weeren & de Grauw, 2010).

De proinflammatoriska cytokinerna IL-1B och tumor nekrosis factor (TNF)-a ar centrala i
uppkomsten av  OA och produceras av infiltrerade leukocyter samt synoviocyter och
kondrocyter (Schultze-Tanzil, 2009; Sutton et al, 2009). Okad mangd TNF-a har pévisats i
synovialmembran och ledbrosk vid OA hos hést (Kamm et al, 2010). Vid mekanisk stress
svarar kondrocyterna i ledbrosket genom att 6ka produktion av inflammatoriska cytokiner,
aktivera matrix metalloproteinaser (MMPSs) och/ eller uppreglera syntetisk aktivitet. IL-1B och
TNF-o tillsammans med ytterligare cytokiner aktiverar kondrocyter till att producera
kvaveoxid (NO), prostaglandin E2(PGE2), leukotriener, cyklooxygenas (COX)-2 och flera
olika MMPs. Manga av dessa faktorer har en synergistisk effekt med varandra och resultatet
blir att de katabola processerna i cellen dominerar. PGE2 hdmmar proteoglykansyntesen och
ger aven en uppreglering av. ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin)-1, (ADAMTS)-5 och MMP-13 (kollagenas-3) med nedbrytning av aggrekan
och typ Il kollagen som foljd. Aktivering av MMPs ar hart reglerat i kondrocyter under
normala fysiologiska forhallanden och ett okat utryck av aktiva MMPs spelar darmed en stor
roll for nedbrytningen av ledbrosk (Goldring & Otero, 2011).

Aseptisk synovial inflammation karaktériseras av infiltration av mononukledra celler, dkad
vaskularisering, hyperplasi av synovialmembranet och proinflammatoriska cytokiner som
frisétts och produceras av synoviocyter och de mononukleéra cellerna. Akut synovit kan vara
en av de forsta patologiska férandringarna i en drabbad led (Sutton et al, 2009). Synovial
inflammation &r associerat med symptom pa sjukdom eftersom inflammationen ger svullnad,
stelhet och smérta (Goldring & Otero, 2011).

Kondrocyter har receptorer for ECM-komponenter, bland dessa finns vissa integriner vilka
binder till t.ex. fragment av fibronectin och typ Il prokollagen. Detta gor att kondrocyterna
aktiveras vid Dbroskskada och producerar matrixnedbrytande MMPs, ADAMTSs,
proinflammatoriska cytokiner och chemokiner. Darmed forstarks inflammationen vid
broskskada (Goldring & Otero, 2011; Schultze-Tanzil, 2009). De skenande
inflammationsreaktionerna kommer sa smaningom att leda till uppmjukning i form av
vattenintrade, fibrillering (kollagenfragmentering), och ulceration med forlust av ledbrosk
(René van Weeren & de Grauw, 2010). Den inflammation som initieras tidigt i OA férloppet
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paverkar aven ledbroskets formaga att std emot mekaniska krafter (Heinegard & Saxne,
2011). Utvecklingen av en obehandlad OA inkluderar en kronisk synovit, kapsulit med fibros
av ledkapsel, skleros av subkondralt ben, periartikulara osteofytiara palagringar och
mikrofrakturer med bildning av subkondrala cystor. Kollagen typ Il, som dominerar det
hyalina ledbrosket, har 1ang omséttningstid och vid forlust av kollagen typ 11 repareras skadan
istallet med fibrost brosk som innehdller typ | kollagen vilket inte har samma elastiska
egenskaper (René van Weeren & de Grauw, 2010).

IL-18

Interleukinfamilj-1 bestar i dagslaget av 11 medlemmar daribland IL-1a, IL-1B och IL1-
receptorantagonist (Ra) (Dinarello, 2011). En prekursor till IL-1B syntetiseras i cytoplasman
av bland annat makrofager, neutrofiler och monocyter (Arend et al, 2008) men ocksa av
synoviocyter och kondrocyter (Goldring & Otero, 2011). Via enzym, bland annat kaspas-1,
klyvs prekursorn som da frisatts extracellulart som aktivt IL-1B och interagerar med
receptorer pa omkringliggande celler (Dinarello, 2011). Det finns tva olika IL-1 receptorer,
IL-1RI samt IL-1RII dar endast IL-1R1 kan aktivera celler. IL-RII &r biologisk inaktiv men
kan hamma inflammationssvaret genom att binda IL-1 och darmed hindra interaktion med IL-
RI. IL-1Ra éar strukturellt mycket lik bade IL-1a och IL-1B och fungerar som en specifik
antagonist. Nar IL-1Ra binder till IL-1RI sker ingen aktivering av cellen (Arend et al, 2008).

HMGB-1

HMGB-1 finns 1 cellkérnan i daggdjursceller. Proteinet & 99 % identiskt mellan
daggdjursarter och bestar av tvd DNA-bindande doméner (A resp B-box) samt en negativt
laddad C-terminal (Dumitriu et al, 2005). Extracellulart verkar HMGB-1 som en damage-
associated molecular pattern (DAMP) och kan frisdttas aktivt av bland annat makrofager,
dendritceller, endotelceller och synoviocyter vid inflammatoriska stimuli (Bianchi, 2009).
Den aktiva frisattningen sker langsamt. Passiv frisattning sker fran nekrotiska celler och &r
mer eller mindre momentan. Apoptos (programmerad cellddd) leder till en mycket liten
frisattning av HMGB-1 da proteinet ar bundet till kromatin (Andersson & Erlandsson-Harris,
2010; Bianchi, 2009).

Hur HMGB-1 utbvar sina proinflammatoriska egenskaper ar inte fullstandigt klarlagt.
HMGB-1 verkar genom att rekrytera mononukleréra celler samt bilda komplex tillsammans
med enkelstrangat DNA, lipopolysackarider (LPS), IL-1B och nucleosomer vilka binder in till
toll like receptor (TLR)-9, TLR-4, IL-1R och TLR-2 och uppreglerar darmed
inflammationssvaret (Bianchi, 2009). Enligt andra understkningar kan extracellulart HMGB-
1 binda till ’receptor for advanced glycation end products” (RAGE), TLR2, TLR4 och TLR9
och paverkar darmed mononuklerara celler pa egen hand och stimulerar till frisattning av
cytokiner, déribland IL-1 och TNF-a (Andersson & Erlandsson-Harris, 2010; Yang & Tracey,
2010; Dumitriu et al, 2005).



Biomarkorer

Markorteknologin syftar till att ta fram biomarkdrer som &r unika for tidiga patologiska
processer vid exempelvis OA. Malet ar att forekomst av olika biomarkérer i ledvatska eller
serum ska kunna korreleras till tidig skada i leden sa att irreversibel OA kan undvikas, men de
ska ocksa kunna anvandas for att monitorera resultatet av en behandling. Eftersom det vid
ledskada uppstar forandringar i balansen mellan katabola och anabola processer kan
koncentrationen av olika molekyler och deras fragment 6ka eller minska och variera med
skadans duration. Dessa molekyler kan friséttas i ledvatskan om kéllan &r ledbrosk, menisker,
ligament eller synovialmembran. Om det underliggande subkondrala benet &r involverat
kommer molekylerna sannolikt att frisattas direkt till blodbanan. Molekyler som kan
detekteras och métas i ledvatska, blod eller urin har potentialen att anvédndas som biomarkorer
(Mcllwraith, 2005).

Biomarkorer inkluderar proteolytiska enzymer och deras inhibitorer, tillvaxtfaktorer och pro-
inflammatoriska cytokiner som direkt eller indirekt paverkar celler och deras metabolism.
Exempel pa biomarkorer som matts vid OA hos hast ar MMP-2,-9 (Clegg et al, 1997a),
MMP-13 (Trumble et al, 2001), IL-1p (Bertone et al, 2001; Trumble et al, 2001), IL-6 (Ley,
2010), TNF-a, hyaluronsyrafragment, C-reaktivt protein (CRP) (Mcllwraith, 2005) och
HMGB-1 (Ley, 2010; Brown et al, 2009).

Objektiv beddomning av héalta

Lameness Locator® ar ett tradlost sensorbaserat rorelseanalys-system utformat for att
detektera och objektivt bedoma halta hos hastar. Systemet bestar av ett datorprogram med tre
sensorer kopplade till sig: en gyrometer som fésts Over hastens hogra kotben och tva
accelerometrar som placeras pa huvudet respektive korsets hogsta punkt. Sensorerna véager ca
30 gram och fésts med sarskilt utformade hallare i neopren eller dubbelhaftande tejp.

En accelerometer mater accelerationen i en riktning, medan gyrometern mater hastighet och
rorelseriktning. Accelerometrarna méter de vertikala rérelserna hos nacke och kors medan
gyrometern pa hoger kotben definierar stegcykeln. Eftersom trav dr en tvataktig symmetrisk
gangart kan Ovriga bens positioner bestdammas utifran var hoger framben befinner sig i
stegcykeln. Informationen som sensorerna samlar in sands i realtid via tradlés kommunikation
till datorn vilken sedan analyserar héstens rorelse. Systemet analyserar skillnader pa huvudets
och backenets position mellan héger och vénster kroppsida. Skillnaden (differensen) i max-
respektive min-position pa huvud (Head diff max/min) och béacken (Pelvis diff max/min),
mellan vénster respektive hdger sidas ben utvérderas for varje steg och medelvarde samt
standardavvikelse (s.d) for alla analyserade steg redovisas. | teorin forvantas den
symmetriska, dvs ohalta, hasten ha en differens pa noll. Den perfekt symmetriska hasten
existerar dock inte i praktiken utan &ven den ohalta hasten uppvisaren viss grad av asymmetri.
Frambenshélta indikeras om Head diff min/max &r storre &n +/- 6mm i absoluta tal och vérdet
ar storre an standardavvikelsen. Positiva varden talar for en hogersidig hélta och negativt



varde for en vanstersidig halta. Motsvarande gransvarde for bakbenshélta ar +/- 3mm pa
Pelvis diff min/max (Keegan et al, 2009).

For en tillforlitlig analys bor minst 25 steg registreras pa rakt spar i ett jamnt tempo. Systemet
har vissa inbyggda hjalpfunktioner som plockar bort avvikelser som sker inkonsekvent under
matningen. Om hasten brakar for mycket, blir radd, eller pa annat satt blir stord
rekommenderas att matningen tas om fran borjan (Keegan et al, 2009). Lameness Locator-
systemet har i undersokningar visat god repeterbarhet (Keegan et al, 2011).



MATERIAL OCH METODER

Studien ar godkand av Stockholms norra djuretiska nd&mnd (diarienummer N378/12, giltigt till
2013-10-13). Skriftligt medgivande att delta i studien finns fran samtliga hastagare.

Hastar

Provinsamling har skett under hosten 2012 pa Universitetsdjursjukhuset (UDS), Ultuna.
Totalt har 3 veterinarer deltagit i studien. I studien ingar 14 hastar, av vilka 10 &r valacker och
4 ar ston. Hastarna ar mellan 4 och 18 ar gamla med en medelalder pa 11 ar. Hastmaterialet
bestod av 10 hastar av halvblodstyp, 3 ponnyer och 1 Quarterhorse (tabell 1). Samtliga hastar
anvands eller var tankta att anvandas till ridning.

Provtagna hastar har vid klinikbesdket uppvisat en initialhdlta som subjektivt bedémts av en
klinikveterinar. Tva hastar har undersokts och provtagits vid tva tillfallen, dels vid det forsta
besoket, dels vid aterbesék (a.b). Undersékningen av hastarna har inkluderat uppgifter om
tidigare sjukdomshistoria, diagnostiska ledanestesier och ledvatske- samt blodprov. Héltan
har objektivt beddmts med hjalp av Lameness Locator fore och efter varje anestesi. Har héltan
avtagit efter ledanestesin enligt veterindar och Lameness Locator bedémdes anestesin vara
positiv (leden beddmdes som héltutlésande). Provtagning av hastarna har resulterat i 16
serumprov och 29 ledvatskeprov varav 12 fran kotleder, 3 fran hasleder, 1 fran
tarsometatarsled (TMT), 3 fran hovleder, och 10 fran karpalleder. Proverna fran karpalleder
innefattar 5 prover fran radiocarpalled (r.c) samt 5 prover fran intercarpalled (i.c). Om
undersokt led har rontgenundersokts har detta och eventuella rontgenforéandringar noterats.
Rontgentolkningen ar utford av Bilddiagnostiska kliniken, UDS. Hastarna har avidentifierats
och fatt ett nummer, 1-14.



Tabell 1. Hastar i studien.

Hést Ras Koén Alder (ar) Provtagen led

1 SWB Sto 4 Kotled HF
Kotled HF &.b

2 New Forest Valack 18 Hasled VB

SWB Valack 12 Hasled HB

4 SWB Valack 16 Kotled HB
Kotled HF

5 SWB Valack 9 Hasled VB
Kotled VB
Kotled VF &.b
rcVFab
i.c VFab

6 SWB Valack 11 TMT VB
Hovled HF

7 Irlandsk import Valack 15 Kotled HF
r.c HF
i.c VF

SWB Sto 9 Kotled VF

9 SWB Sto 9 Kotled VF
r.c VF
i.c VF

10 Korsningsponny Valack 9 Kotled HF

11 SWB Sto 13 Kotled HF
Hovled HF

12 Quarter horse Valack 8 r.cVF
i.c VF

13 SWB Valack 13 Kotled VF
r.c VF
i.c VF

14 SWB Valack 4 Hovled HF

SWB — Svensk varmblodig hast. a.b — aterbesok. r.c — radiocarpalled. i.c — intercarpalled. TMT —
tarsometatarsalled. HF - hoger framben. VF - vanster framben. HB - hdger bakben. VB - vanster
bakben.

Provhantering

Ledvétska aspirerades i steril spruta av veterindr innan lokalbeddvningsmedlet injicerades i
leden med steril teknik. Blodprov togs i jugularvenen i samband med ledanestesin. Blodet
samlades i serumrdr med hjalp av vacutainer.

Om >1ml ledvétska provtogs Overfordes minst 0,5ml till EDTA-ror for analys av leukocyter.
Resterande mangd overfordes till sterilt serumrér. Om méangden ledvétska var <1ml sparades

9



all vétska i sterilt serumror, och ingen analys av leukocyter gjordes. Proverna placerades i kyl
omedelbart efter provtagningen och centrifugerades sedan i 10 min, 450 x g i 4°C.
Supernatanterna alikvoterades till sterila eppendorfror och foérvarades 1 -80°C till
analystillfallet. Serum samt ledvatska analyserades inom 3 manader fran provtillfallet och
inga prover tinades under denna period.

Analys

Serum och ledvétska analyserades med kommersiellt tillgdngliga ELISA (Enzyme linked
immunsorbent assay) for HMGB-1 (Katalog nummer ST51011, IBL International, Hamburg,
Tyskland) och IL-1B (Equine IL-1B VetSet™, katalog nummer VS0131E-002, Kingfisher
Biotech Inc, USA). Bada testerna var av typen “sandwich-enzyme immunoassays” och
utfordes enligt tillverkarnas instruktioner. Proverna inkuberades i duplikat pa mikrotiterplattor
innehallande antikroppar specifika for HMGB-1 eller IL-1B och direfter kiindes de bundna
analyterna igen av enzymmarkta antikroppar. Efter tillsats av substrat skedde enzymatiska
reaktioner vilka resulterade i en fargforandring som kunde uppmétas som absorbans vid
450nm. Mellan de olika stegen tvéttades plattorna for att avlagsna obundna komponenter.
Koncentrationerna av. HMGB-1 eller IL-1B i proverna raknades sedan ut fran den
standardkurva som erholls fran kanda koncentrationer av analyten och angavs i ng/ml.
Grénsvérdet for detektion anges till 1 ng/ml for HMGB-1 enligt tillverkaren. Motsvarande
varde for IL-1p bestamdes till 1,56 ng/ml déa det var den l&gsta kdnda koncentrationen given
fran standardkurvan. Vid varje analystillfalle, anvandes for IL-1p och HMGB-1 ett tidigare
analyserat positivt kontrollprov bestdende av ledvatska med kand koncentration for att
utvardera testets repeterbarhet. Tva analystillfallen gjordes for respektive cytokin. Prover
med synlig forekomst av blod eller hemolys har noterats. Férekomst av erytrocyter kan ge
falskt h6ga koncentrationer av HMGB-1 enligt tillverkaren av analysen.
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RESULTAT

I serum kunde IL-1p detekteras i 11 av 16 prov och den hogsta uppmaétta koncentrationen var
48,03 ng/ml (tabell 2). Endast i 6 av 29 ledvatskeprov kunde métbara nivaer av IL-1B
detekteras (tabell 3). Den hdgsta uppmatta koncentrationen IL-1f i ledvétska var 11,24 ng/ml.
Om man korrelerar de 5 serumprov med hogst koncentration IL-1B med motsvarande hésts
ledvatskeprov finns detekterbara koncentrationer aven i ledvatskan i atminstone en led.
Koncentrationen IL-1pB &r hogre i serum én i ledvitskan fran provtagna leder hos alla héstar i
studien. Det positiva kontrollprovet for IL-1p visade en koncentration pa 23,3 ng/ml vid forsta
analystillfallet och 24,8 ng/ml vid andra analystillfallet.

HMGB-1 detekterades i 24 av 29 ledvatskeprov och den hégsta detekterbara koncentrationen
var 53,57 ng/ml (tabell 3). I serum kunde HMGB-1 detekteras i 8 av 16 prov. Endast i tva av
serumproven (Hast 1 a.b, Hast 3) dar HMGB-1 kunde detekteras var koncentrationen 6ver 2
ng/ml vilket maste anses vara laga koncentrationer jamfort med de detekterade
koncentrationerna i ledvéatska (tabell 2). Hos hast 3, vilken hade den hdgsta detekterbara
koncentrationen, hade serumprovet dessutom hemolys. Det positiva kontrollprovet for
HMGB-1 visade koncentration pa 33,8 ng/ml vid forsta analystillfallet och 29,2 ng/ml vid
andra analystillfallet.

Tabell 2. Analyserade serumprov

Hast IL-1B (ng/ml) HMGB-1(ng/ml)
1 <1,56 1,52
1ab <1,56 2,47
2 <1,56 <1
3* 47,51 3,14
4 3,91 1,48
5 36,24 <1
5ab 30,55 1,29
6 20,78 <1
7 48,03 <1
8 9,74 <1
9 3,43 1,71
10 <1,56 1,72
11 9,07 <1
12 14,13 1,79
13 <1,56 <1
14 4,90 <1

a.b- aterbesok, *-hemolys
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Tabell 3. Analyserade ledvéatskeprov

Hast Prov Ledvatska Rontgen Ledanestesi IL-1B HMGB-
(ng/ml) 1(ng/ml)
1 Kotled HF - Positiv <1,56 22,76
Kotled HF &bz  Lindrig entesiofyt Negativ <1,56 52,72
2 Hasled VB ua Ej halt <1,56 <1
3 Hasled HB Lindriga Positiv 11,24 <1
osteofyter
Lindrig Ankylos
DIT
4 Kotled HB - Positiv <1,56 6,26
Kotled HF Misstankt Endast bojreaktion <1,56 3,45
kondyldefekt
5 Hasled VB - Positiv <1,56 <1
Kotled VB - Positiv <1,56 9,29
Kotled VFab  Lindrig osteofyt Endast bojreaktion 2,42 6,48
r.c VF a.b ua Endast bojreaktion <1,56 1,14
i.c VFab ua Endast bojreaktion 3,11 1,83
6 TMT VB  Lindrig osteofyt Positiv <1,56 <1
Hovled HFa ua Negativ 9,15 13,71
7 Kotled HF - Ej tillforlitlig métning <1,56 29,97
r.c HF Misstankt  Ej tillforlitlig métning 5,42 10,91
icHF  benfragmentd.c g lifrlitlig matning <1,56 14,13
8 Kotled VF - Negativ <1,56 11,41
9 Kotled VF - Positiv <1,56 2,24
r.cVF - Positiv <1,56 3,63
i.c VF - Positiv <1,56 1,74
10 Kotled HF  Lindrig entesiofyt Positiv <1,56 1,84
11 Kotled HF ua Negativ <1,56 1,95
Hovled HF Misstanke osteit Negativ <1,56 3,91
12 r.c VF Mattliga Endast bojreaktion 1,77 44,84
benproliferationer
i.c VFo Mattlig Endast bojreaktion <1,56 53,57
benproliferationer
13 Kotled VF ua Positiv <1,56 11,60
r.c VF ua Positiv <1,56 4,47
i.c VF ua Positiv <1,56 <1
14 Hovled HFa ua Positiv <1,56 3,11

r.c — radiocarpalled. i.c — intercarpalled. d.c — distala karpalleden. TMT — tarsometatarsalled. DIT-
distala intertarsalleden. HF - hoger framben. VF - vanster framben. HB - hdger bakben. VB - vanster
bakben ua — utan anmérkning . = - Blodblandad. - Ej rontgad vid klinikbesok. Endast bojreaktion —
Hasten ar ej halt utan har endast en bojreaktion i provtagen led.
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Efter de inledande analyserna valdes 6 hastar ut for narmare granskning. Hast 1 samt hést 12
valdes pa grund av koncentrationer av HMGB-1 6ver 50 ng/ml i ledvétska. Hast 3 valdes pa
grund av hogsta detekterade koncentrationen IL-1p i ledvdtska. Héstarna 5,6 och 7 har
forhojda nivaer av bade IL-1p och HMGB-1 i nagon led. Samtliga utvalda hastar har nagon
provtagen led som rontgenundersokts.

Hast 1

Hast 1 var ett fyradrigt halvblodsto som kom till kliniken da &garen och tranaren uppfattat
hésten som stel eller halt vanster bak. Hasten var under utbildning och var ténkt att anvandas
inom hoppning och dressyr. En manad innan undersoknng hade hasten kommit 16s och skenat
runt med transportskydd pa ojamnt underlag. Hasten skadade sig inte, men problemen har
noterats sedan dess. Veterinaren bedémde att hasten har en initialhalta hoger fram pa en 0,5
grad vilket bekraftas med Lameness Locator (tabell 4). Lag bojning av bada fram gav en hélta
pa 1 grad. Inga signifikanta gallor noterades. Intrartikular anestesi i kotleden hoger fram,
slackte héltan enligt veterindr och Lameness Locator. Hasten behandlades intraartikulart i
kotled hdger fram med hyaluronsyra och kortison samt peroralt med meloxicam i 9 dagar.

Tabell 4. Lameness Locator analys Hast 1.

Framben Bakben

Head diff Max/s.d Head diff Min/ s.d  Pelvis diff Max/s.d Pelvis diff Min /s.d
Initial 5,76/4,25 15,26/5,24 1,94/2,42 -2,84/2,62
Anestesi -2,25/5,89 -1,26/7,38 2,04/3,73 -2,29/3,12
Kotled HF
Initial &.b 7,20/8,96 9,05/8,00 -1,56/4,41 0,63/3,85
Anestesi 7,31/5,83 10,90/9,65 -1,36/4,30 -2,10/3,52
Kotled HF &.b
Anestesi 0,35/8,39 -2,11/5,37 -0.71/2,42 -1,01/2,61
Lag HF &.b

Lag — 1&g nervblockad. s.d — standardavvikelse. Varden som indikerar halta ar fetmarkerade. Positivt
varde — hdgersidig asymmetri. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.

Vid aterbesok tre veckor senare var hasten fortfarande intitalhalt hoger fram. Baserat pa den
objektiva bedémningen var haltan mindre an vid forsta besdket. Ny beddvning av kotled
hoger fram slackte endast bojreaktionen. Lag nervblockad slackte haltan vid detta tillfalle
(tabell 4).

Rontgenundersokning av kotled och hov HF i samband med aterbesok visade en lindrig
osteofyt i anslutning till kotled samt en hov med lang ta och lag trakt. Hasten behandlades
peroralt med fenylbutazon i 10 dagar samt skoning med ringskor pa framhovarna. Vid
aterbesok tre veckor senare var hasten ohalt enligt veterinar.

| tabell 5 redovisas samtliga prov fran hast 1. Ledvéatskan fran kotleden hoger fram vid
aterbesok var blodblandad. IL-1B detekterades varken i serum eller i ledvatska. HMGB-1
detekterades i samtliga prover och koncentrationen var hagre i bade ledvatska och serum vid
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aterbesoket. Detta trots att hasten objektivt sett var mindre halt samt att ledanestesi inte
slackte haltan.

Tabell 5. Analyserade prov Hast 1.

Prov Rontgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)

Serum <1,56 1,52

Kotled HF - Positiv <1,56 22,76

Serum &.b <1,56 2,47

Kotled HF a.b Lindrig Negativ <1,56 52,72
entesiofyt

HF - hoger framben. a.b-aterbesok. - Ej rontgad vid klinikbesok.

Hast 3

Hast 3 var en tolvarig halvblodsvalack som tavlades i medelsvar dressyr. Hésten har haft en
fraktur av tuber coxae hoger sida som unghast vilket gjorde att korset upplevdes snett. For 2.5
ar sedan upptécktes artrosférandringar i bada hasarnas glidleder vid réntgen och scintigrafi i
samband med en ortopedisk utredning. Hasten hade sedan dess varit igang och tavlat men
hade enligt agaren haft en lindrigare rorelsestorning pa bakbenen. Problemen har tilltagit
vilket var anledningen till klinikundersékning. Hoger hasled (tibiotarsalled) hade en lindrig
galla medan vanster hasled hade en kraftig galla.

Pa grund av det sneda korset var den intitiala haltan svarbedomd pa rakt spar. Pa volt
bedémdes haltan till en halv grad hoger bak. Hasten hade svart att halla galoppen och héltan
accentuerades pa mindre volt och med inspanning. Lameness locator indikerade hélta hoger
fram och hdger bak. Intraartikuldr beddévning av hoéger hasled férbattrade bakbenshaltan och
frambenshéltan var inte langre synbar. Aven efter bedévningen indikerade vardena pa pelvis
diff Max/Min for halta, men da standardavvikelsen &ar stérre an medelvardet minskar
tillforlitligheten (tabell 6).

Tabell 6. Lameness Locator analys Hast 3.

Framben Bakben
Head diff Max/sd ~ Head diff Min/s.d  Pelvis diff Max/sd  Pelvis diff Min /s.d
Initial 2,44/5,84 6,48/4,70 10,30/4,09 -2,77/2,48
Anestesi 1,74/5,99 1,91/5,69 5,21/11,10 -3,35/4,58

Hasled HB

s.d — standardavvikelse. Positivt varde — hogersidig asymmetri. Varden som indikerar halta &ar
fetmarkerade. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.

Ny rontgenundersokning av hoger has visade lindrigt tilltagande osteoartrosférandringar och
en begynnande ankylos av distala intertarsalleden. Hésten behandlades med kortison och
hyaluronsyra i hasled och TMT HB. Inget aterbesok finns noterat men vid telefonkontakt
med dgaren, som &r veterindr, framkom att h&sten k&nns mycket béttre.
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| tabell 7 redovisas samtliga prov fran hast 3. Serumprovet har studiens hdgsta noterade
koncentration av HMGB-1 i serum, men provet har en lindrig hemolys. HMGB-1 i ledvatskan
fran hasleden var ej detekterbart. Koncentrationen IL-1p i ledvitskan #r studiens hdgsta och
aven i serum &r koncentrationen hdg.

Tabell 7. Analyserade prov Hast 3.

Prov Réntgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)

Serum Lindrig 47,51 3,14

Hasled HB osteofyt Positiv 11,24 <1
+ Ankylos DIT

DIT- distala intertarsalleden. HB - héger bakben.

Hast 5

Hast 5 var en nioarig halvblodsvalack som blev kraftigt halt pa hoger bakben en manad fére
klinikbesoket. Hasten vilades i tvd veckor och haltan forsvann. Ett par dagar fore
klinikbestket blev han aterigen akut halt pa hoger bakben i samband med dressyrtraning.
Haltan hade ater avtagit men var fortfarande kvar enligt dgaren. Hasten opererades som
tredring for OCD i bada i tibiotarsallederna samt som femaring med artroskopi av hdger
bakbens kotled som femaring pa grund av en cystisk forandring pa den mediala kondylen.

Enligt veterinar var hasten 0.5-1 grad halt pa vénster bakben. Lameness Locator bekraftade
denna hélta. Hogt bojprov vanster bakben bedomdes till 1 grad och Iagt till 1.5 grad. Béjprov
av hoger bakben gav inte nagon reaktion. Hasten hade relativt kraftiga bojprovsreaktioner
hogt och lagt pa bada frambenen. Bed6vning av vanster tibiotarsalled forbattrade haltan samt
slackte bojreaktionen, men vid denna matning noterades en halta pa vanster framben.
Beddvning kotleden VB sléckte bakhaltan och framhéltan var inte langre synlig (tabell 8).
Ingen rontgenundersokning gjordes vid detta tillfalle. Hasten behandlades intraartikuldrt med
kortison och hyaluronsyra i kotled VB och tibiotarsalled VB samt peroralt med fenylbutazon i
10 dagar.

Tabell 8. Lameness Locator analys Hast 5.

Framben Bakben

Head diff Max/sd Head diff Min/ s.d Pelvis diff Max/sd  Pelvis diff Min /s.d
Initial -3,30/7,55 -4.67/5,19 -3,14/2,40 -1,93/3,10
Anestesi -2,83/5,31 -9,19/5,45 -1,48/2,42 -2,04/2,62
Hasled VB
Anestesi -1,81/4,60 -2,23/3,11 -2.17/3,06 -0,98/2,52
Kotled VB
Initial &.b -2,37/9,06 1,62/7,58 -3,821/2,65 0,83/2,28

s.d — standardavvikelse. &.b-aterbesok Varden som indikerar halta ar fetmarkerade. Positivt varde —
hogersidig asymmetri. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.
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Vid aterbesok 3 veckor senare fanns en liten markering kvar pa vénster bakben enligt
veterinar. Detta noterade dven Lameness Locator men for fa steg utvarderades for en séker
analys. Bojprovsreaktionerna pa bakbenen var forbattrade medan bojprovsreaktionerna pa
frambenen hade forsamrats. Bojprov pa vanster framben gav en reaktion pa 2,5 grader hogt
samt 3 grader lagt. Reaktionerna satt i mycket lange. Motsvarande bojprov pa hoger framben
gav reaktioner pa 1 grad respektive 2 grader. Ingen hélta observerades pa frambenen (tabell 8)
och inga fler analyser med Lameness Locator genomférdes. Beddvning av kotleden pa
vanster framben forbattrade bojreaktionen till ca 0,5 grad. Beddvning av intercarpal och
radiocarpalleden pa vénster framben sléckte den hdga béjprovsreaktionen.

Vid rontgenundersokning av kotleden pa vanster framben sags lindriga tecken pa osteoartros.
Carpus saknade pavisbara skelettala forandringar. Kotled och karpalleder behandlades med
kortison och hyaluronsyra bada fram. Inget mer besok finns noterat.

| tabell 9 redovisas samtliga prov fran hast 5. Koncentrationen IL-1p ligger forhallandevis
hogt i de tva serumproven. Detekterbara koncentrationer IL-1B finns i kotleden samt
intercarpalleden vid aterbescket. HMGB-1 &r detekterbart i alla provtagna leder utom
hasleden med hogst koncentration i proverna fran kotlederna.

Tabell 9. Analyserade prov Hast 5.

Prov Rontgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)

Serum 36,24 <1

Hasled VB - Positiv <1,56 <1

Kotled VB - Positiv <1,56 9,29

Serum &.b 30,24 1,29

Kotled VF a.b Lindrig OA  Slacker endast 2,42 6,48
bojreaktion

rcVFab ua  Slacker endast <1,56 1,14
bojreaktion

i.c VFab ua Slacker endast 3,11 1,83

bojreaktion

r.c — radiocarpalled. i.c — intercarpalled. &.b- aterbesok. HF - hoger framben. VF - vénster framben.
VB - vanster bakben. ua — utan anmarkning.

Hast 6

Hast 6 var en elvaarig halvblodsvalack som tavlar dressyr i msvA. Hasten blev for ett par
veckor sedan kraftigt halt vanster bak och besokte da kliniken utan att héaltan kunde
lokaliseras och vilades i sjukhage tills nasta klinikbesok. Hasten tog vid det andra
klinikbesoket for ett kortare steg med vanster bakben i skritt och initialh&ltan i trav bedomdes
till 0,5 grader pa vanster bakben. Vid longering i vanster varv pa hart underlag upptacktes
aven hélta pa hoger framben pa 0,5-1 grad. Analysen med Lameness Locator gav varden som
indikerade hélta vanster bak och hoger fram, men standardavvikelsen &r hog (tabell 10).
Hasten hade en lindrig galla i hovleden pa hoger framben, samt lindrig-mattlig galla i hasled
och kotsenskida pa vanster bakben. Hogt bojprov pa vénster bakben gav 1.5-2 gradig halta.
Lagt bojprov pa frambenen gav en reaktion pa 1.5 grad pa vanster och 3 grader pa hoger.
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Vid beddvning av . TMT VB kunde 8,5 ml injiceras och det var darfor troligt att
kommunikation fanns till distala intertarsalleden. Haltan vénster bak slacktes av
glidledsanestesin men héltan hdger fram kvarstod enligt veterindr. Lameness Locator-
analysen bekraftade detta. Beddvning av hovled HF gav inte ndgon synlig forbattring.
Lameness Locator indikerade aterigen halta pa vanster bakben. Lag nervblockad pa hoger
framben slackte haltan HF och ingen hélta syntes inte pa nagot ben(tabell 10).

Tabell 10. Lameness Locator analys Hast 6.

Framben Bakben

Head diff Max/sd Head diff Min/ s.d Pelvis diff Max/sd  Pelvis diff Min /s.d
Initial 8,86/11,36 12,32/12,78 -3,15/5,74 -3,42/5,58
Anestesi 8,09/6,65 2,75/10,78 -,016/3,17 9,77/10,29
TMT VB
Anestesi 11,59/7,30 9,77/10,29 -9,50/3,42 -2,74/3,86
Hovled HF
Anestesi Lag 9,57/16,94 5,07/16,03 -3,99/4,77 -0,54/3,43
HF

s.d — standardavvikelse. Lag — 1ag nervblockad. Vérden som indikerar hélta ar fetmarkerade. Positivt
varde — hdgersidig asymmetri. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.

Vid réntgenundersékning av vanster has fanns tecken pa lindrig osteoartros i TMT, lindrig
skleros i gaffelbandets proximala infastning samt entesiofytformationer proximalt pa tredje
metatarsalbenet. Aven hoger frambens hov- samt stralben rontgas men utan signifikanta fynd.
Hésten behandlas intraartikulart med kortison i glidlederna vanster bak samt peroralt med
fenylbutazon i 10 dagar. Vid aterbesok tre veckor senare var hasten ohalt i trav pa rakt spar
och pa volt bedémd av veterinar och igangsattning rekommenderades.

Varken IL-1p eller HMGB-1 detekterades i serum eller i hasens glidleder trots subjektivt
bedomd halta, bdjprovsreaktion och signifikanta rontgenfynd (tabell 11). | hovleden
detekterades daremot bade IL-1p och HMGB-1 trots att leden inte var ansvarig for haltan
samt att rontgenfynd saknades. Ledvétskan fran hovled var dock blodig.

Tabell 11. Analyserade prov Hast 6.

Prov Rontgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)

Serum <1,56 <1

TMT VB Lindrig Positiv <1,56 <1
osteofyt

Hovled HF ua Negativ 9,15 13,71

TMT — tarsometatarsalled. HF - hdger framben. VB - vanster bakben. ua — utan anmérkning.

Hast 7
Hast 7 var en 15-arig ridponny som importerats fran Irland och tavlas i falttavlan. Hasten

tavlades sa sent som nagra dagar fore klinikbesoket och blev i samband med detta tydligt halt
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pa hoger framben. Vid undersokning fanns lindriga gallor i samtliga kotleder. Initialhaltan
bedomdes till 0,5 grad pa hoger framben. Haltan accentuerades pa hart underlag pa volt.
Analysen med Lameness Locator var inte tillforlitlig da standardavvikelsen var hog for
frambenen men analysen pekade anda mot en hdger frambenshalta samt en vanster
bakbenshalta. Vid hogt bojprov sags en reaktion pa 0,5 grad pa bada frambenen. Vid lagt
bojprov sags en reaktion pa drygt 1 grad pa bada frambenen och hésten var besvarad av
bdjningen. Hoger framhov visiterades och 6mmade lateralt Gver sulan.

Kotledsanestesi forbattrade bojreaktionen men inte frambenshéltan. Mé&tning med Lameness
Locator gav inte ett tillforlitligt resultat da standardavvikelsen blir mycket hog pa frambenen.
Standardavvikelsen var lagre pa bakbenen och dar har haltan flyttat till hoger bakben (tabell
12). P4 grund av att den hoga standardavvikelsen genomfordes inga fler analyser med
Lameness Locator. Anestesi av hdger carpus ledavdelningar slackte haltan och bojreaktionen
enligt veterinar.

Tabell 12. Lameness Locator analys Hast 7.

Framben Bakben
Head diff Max/sd  Head diff Min/s.d  Pelvis diff Max/sd  Pelvis diff Min /s.d
Initial 7,706/11,082 10,919/14,696 -8,463/6,177 0,171/3,454
Anestesi -9,742/23,202 -19,169/28,533 6,594/5,90 -1,521/5,553

Kotled HF

s.d — standardavvikelse. Varden som indikerar héalta ar fetmarkerade. Positivt varde — hdgersidig
asymmetri. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.

Vid rontgen och ultraljudsundersokning av hoger carpus sags ett benfragment plantart i
carpometacarpalleden. Den provtagna kotleden réontgenundersoktes inte. Hasten behandlades
intraartikuldrt i hoger carpus med kortison och hyaluronsyra samt peroralt med metacam i 10
dagar. Vid aterbesok sags ingen forbattring.

Koncentrationen IL-1p i serum &r hos denna hést en av de hogst detekterade. IL-1p var dven
detekterbart i radiocarpalleden men inte i intercarpalled eller kotled héger fram. HMGB-1
detekterades i relativt hoga koncentrationer i samtliga provtagna leder men inte i serum (tabell
13). Ledvatskan fran kotleden hade en hog koncentration av HMGB-1 samtidigt som leden
inte beddmdes vara huvudansvarig for haltan. Det ar naturligtvis mojligt att det finns en
patologisk process dven i kotleden trots att ingen forbéattring av haltan sags vid anestesi.
Bojreaktionen forbattrades alltjamt.
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Tabell 13. Analyserade prov Hast 7.

Prov Rdntgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)

Serum 48,03 <1

Kotled HF - Forbattrar <1,56 29,97
bojreaktion

r.c HF Misstankt 5,42 10,91

i.c HF benfragment Slicker <1,56 14,13

bojreaktion

r.c —radiocarpalled. i.c — intercarpalled. HF - hoger framben.

Hast 12

Hast 12 var en attaarig Quartervalack som kommer till kliniken pa grund av att han egentligen
aldrig fungerat som ridhést. Héasten hade varit hos samma é&gare sedan han var fol.
Djuragarens uppfattning var att hasten &r stel, ovillig och har ont i hela kroppen. Hasten hade i
omgangar tranats i vatten och behandlats av en equiterapeut med varierande resultat.

Enligt veterinar hade hasten en markering pa vanster framben pa rakt spar. Vid longering pa
hart underlag blev hasten 1 grad halt pa det inre frambenet i bada varven. Vidare var hasten
ovillig att galoppera vid longering. Galla noterades i samtliga kotleder, bada de mellersta
karpallederna samt bada hasleder. Vid hoga bojprov av frambenen noterades en dalig
bojbarhet, hasten visade tecken pa obehag och reaktionen bedomdes till 1,5 grad pa vanster,
respektive 1 grad pa hoger. Inga reaktioner ficks vid bojning av bakbenen. Analysen med
Lameness Locator var svartolkad da standardavvikelsen pa frambenen ar mycket hog. Pa
bakbenen indikerade Pelvis diff max halta pad vanster bakben och Pelvis diff min halta pa
hdger bakben (tabell 14).

Tabell 14. Lameness Locator analys Hast 12.

Framben Bakben
Head diff Max/sd ~ Head diff Min/s.d  Pelvis diff Max/sd  Pelvis diff Min /s.d
Initial 2,689/26,724 7,458/25,57 -4,385/3,23 3,019/2,707
Anestesi -1,038/5,184 0,364/6,949 0,725/3,295 2,469/2,928

Lag BF

Lag BF — 1ag nervblockad bada framben. s.d — standardavvikelse. Varden som indikerar hélta ar
fetmarkerade. Positivt varde — hdgersidig asymmetri. Negativt varde — vanstersidig asymmetri.

Veterinaren valde att ga vidare med att lagga laga nervblockader pa bada frambenen vilket
slackte haltan vid longering pa hart underlag. Enligt veterinar kvarstod en liten markering pa
vanster framben pa rakt spar. Lameness Locator indikerade ingen halta pa nagot ben och vid
denna matning ar standardavvikelsen lagre. Eftersom hasten objektivt sett inte langre var halt
gjordes inga fler analyser. Bedévning av carpus ledavdelningar gjordes pa denna hast stegvis.
Bedovning av carpus mellersta ledavdelning forbattrade bojreaktionen men slackte den inte
helt och markeringen var oférdndrad subjektivt bedomt. Beddvning av carpus Ovre
ledavdelning slackte den kvarvarande bojreaktionen samt markeringen.
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Vid rontgenundersokning av bada carpallederna sags mattliga benproliferationer i
radiocarpalled och mellersta carpalleden, det vill siga tydliga tecken pa osteoartros. Aven
brost och landrygg rontgenundersoktes med misstankt osteoartros i facettleder samt tranga
utrymmen mellan tornutskott i sadelstad och land med tecken pa skleros och lysis dvs. kissing
spines. Prognosen for en fungerande ridhast bedomdes som synnerligen dalig och hasten
behandlades darfor inte.

HMGB-1 i de bada ledvatskeproven fran carpus HF &r bland de hogsta i undersokningen
(tabell 15). Provet fran intercarpalleden inneholl dock blod. HMGB-1 var dven detekterbart i
serum pa denna hast. IL-1B detekterades i radiocarpalled och i serum men inte intercarpalled.

Tabell 15. Analyserade prov Hast 12.

Prov Rontgen Ledanestesi IL-1B (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml)
Serum 14,13 1,79
r.c HF Mattliga Slacker 1,77 44,84
periartikulara bojreaktion
osteofyter
i.c HF Mattliga Forbattrar <1,56 53,57
periartikulara bojreaktion
osteofyter

r.c — radiocarpalled.

i.c — intercarpalled.. HF - hoger framben.
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DISKUSSION

| studien ingdr 14 hastar i varierande alder, av olika ras och med olika anvandningsomraden.
Héstarna provtogs och undersoktes efter misstanke om smarta i eller kring en led. Orsaken till
hastens halta lokaliserades sallan till en enda led eller ens ett ben och att hitta tydligt
haltorsakande leder dven med ledanestesier och ett objektivt bedémningssystem som
Lameness Locator, blev darfor en tolkningsfraga. Vidare skiljer sig hastarnas haltor at vad
galler duration och grad, vissa hastar har mycket laggradiga kliniska haltor utan signifikanta
réntgenfynd medan andra har skelettforandringar sedan en langre tid tillbaka. Pa grund av att
patientgruppen var sa heterogen samt med ett Iagt antal prover blir resultaten svartolkade och
det har heller inte varit mojligt att gora nagon statistisk analys.

Den testade hastspecifika ELISA-metoden for IL-1B ger resultat som i denna studie var
repeterbara. Aven ELISA-metoden for HMGB-1 visade sig vara repeterbar. Men den positiva
kontrollen for IL-1p respektive HMGB-1 analyserades endast vid tva olika tillfallen vardera.
ELISA-metoden for HMGB-1 &r inte hastspecifik, men eftersom HMGB-1 ar mycket likt (99
% homologi) hos olika daggdjursarter (Dumitriu et al, 2005) bér immunoanalysen vara
palitlig. Dock kunde inte koncentrationer under 1 ng/ml matas for HMGB-1 och
koncentrationer under 1,56 ng/ml matas for IL-1p.

Flera undersokningar avseende IL-1P och ledskada hos hist finns sedan tidigare. En 6kad
bioaktivitet (formaga att stimulera IL-1-beroende T-lymfocyter) av IL-1 i ledvatska fran
hastleder med artrit har setts jamfort med friska leder (Alwan el al, 1991; Morris et al, 1990).
Vidare har dven en 6kad transkription av IL-1B har noterats i ledbroskets kondrocyter hos
hastar med OA (Kamm et al, 2010) och osteokondritis dissekans (OCD) (Trumble et al, 2001)
jamfort med friska héastar.

Koncentrationen av IL-1p ar hogre i serum én i ledvétska hos alla héstar i studien och i endast
6 av 29 ledvatskeprov kunde IL-1B detekteras. Inget tydligt samband mellan pavisbar
koncentration av IL-1p och positiv ledanestesi eller rontgenférandringar kan ses. Den hogsta
noterade koncentrationen IL-1B i ledvatska var 11,24 ng/ml fran en hasled som var
konstaterat haltorsakande och med signifikanta rontgenfynd. Den nést hogsta koncentrationen
i ledvatska kom fran en hovled utan rontgenfynd och som inte ansags vara haltorsakande. | en
undersokning av Bertone et al (2001) &r variationen mellan koncentrationen av IL-1p i
ledvatska fran symptomfria karpalleder stor. Vidare verkar koncentrationen IL-1p i ledvitska
ocksa paverkas av hastens alder (Trumble et al, 2001). Bertone et als (2001) undersékning ar
gjord med immunoanalyser (ELISA) riktade mot humana cytokiner och ar darfor svara att
validera da hastens IL-1B bara visar 66 % homologi med humant IL-1p (Kato et al, 1995).
Vara resultat motsager oavsett inte deras slutsatser.

Serumkoncentrationen IL-1pB varierar fran att inte vara pavisbar till 48,03 ng/ml. De hogsta

koncentrationerna i serum pavisas hos hastar som har rontgenforandringar i nagon led men

allvarlighetsgraden av rontgenforandringarna varierar och nagon fullstandig rontgenscreening

av héstarna har inte genomforts. Ingen tydlig korrelation finns heller mellan
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koncentrationerna IL-1p i serum och ledvitska hos provtagna histar. Dessutom kan bade IL-
1B (Goldring & Otero, 2011) och HMGB-1(Dumitriu et al, 2005) forekomma extracellulart
vid andra patologiska processer i andra vavnader och kan darfor inte betraktas som markorer
som é&r ledspecifika i serum (Mcllwraith, 2005). En hég koncentration av IL-1f i serum
kanske speglar en annan inflammatorisk process an just OA. Vidare finns ingen studie gjord
pa normalvariationen av koncentrationen IL-1B i serum pé hist.

Flera undersokningar visar att HMGB-1 forekommer extracellulért i samband med artrit. Vid
experimentellt framkallad artrit hos gnagare férekommer matbara nivaer av extracellulart
HMGB-1 (Kokkola et al, 2002). Vid intrartikuldr injektion av HMGB-1 i mdss utvecklades
artrit genom aktivering av makrofager och produktion av IL-1 (Pullerits et al, 2003). Vidare
har behandling med anti-HMGB-1-antikroppar av rattor med kollagen-inducerad artrit visat
pa hammad utveckling av ledinflammationen (Kokkola et al, 2003). Forskningen pa HMGB-1
hos héstar med ledinflammation &r begransad, men i en studie av Brown et al (2009) hade
hastar med OCD en signifikant hdogre koncentration av HMGB-1 i ledvatska &n den friska
kontrollgruppen.

| var studie detekterades HMGB-1 i 24 av 29 ledvitskeprov. Inte heller for HMGB-1 kan
nagot tydligt samband ses mellan hdg koncentration och positiv ledanestesi eller
rontgenforandringar. Flera av proverna fran leder med rontgenforandringar har dock hoga
koncentrationer HMGB-1. | de 5 ledvatskeprov dar HMGB-1 inte detekterades var 4 fran
hasleder. HMGB-1 pavisades inte i nagon ledvatska fran hasleder. Antalet prover é&r
visserligen fa, men fynden vécker anda fragan om den normalkoncentrationen av HMGB-1
varierar mellan olika leder. | studien av Brown et al (2009) fanns dock ingen signifikant
skillnad mellan koncentrationen HMGB-1 i ledvatska fran kotleder och karpalleder.
Ledvatska fran hasleder ingick inte i Browns et als (2009) studie.

Samtliga prov (1 serumprov, 4 ledvétskeprov) med synlig forekomst av erytrocyter
(blodblandade eller hemolys) hade detekterbara koncentrationer av HMGB-1 vilket enligt
tillverkaren kan ge ett falsk hogt varde. Koncentrationen i dessa prover varierar mellan 3,11
ng/ml till 53,57 ng/ml. Flertalet ledvatskor utan synlig forekomst av blod hade betydligt hogre
koncentration an 3,11 ng/ml och det verkar darfor osannolikt att hdga koncentrationer endast
beror pa erytrocytforekomst. Men det kan &nda i framtida studier vara vardefullt att bestimma
erytrocytkoncentrationen i de prov dar HMGB-1 analyseras for att sakrare slutsatser ska
kunna dras.

| serum kunde HMGB-1 matas i 8 av 16 prov men endast i 2 av proven var koncentrationen
Oover 2ng/ml. Hos hést 3, vilket hade den hogsta detekterbara koncentrationen, hade
serumprovet dessutom hemolys. Eftersom HMGB-1 inte férekommer extracellulért i frisk
vavnad (Bianchi, 2009) borde dessa laga serumkoncentrationer vara att forvanta eftersom
héstarna bortsett fran haltan var kliniskt friska.
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SLUTSATS

Denna pilotstudie visar att de inflammatoriska cytokinerna HMGB-1 och IL-1p kan matas i
ledvétska och serum hos hast. De testade ELISA-metoderna ger sakra resultat som kan
upprepas. Tyvarr kan inga slutsatser dras om varfér koncentrationen av HMGB-1 och IL-1p
varierar i serum och ledvatska hos de provtagna hastarna. For att fa en battre uppfattning om
forekomst och koncentration av IL-1p och HMGB-1 i ledvéatska och serum fran halta hastar
och dess korrelation till typ av OA och leddestruktion bor framtida studier inkludera fler
hastar. Dessutom bor hastar med likartade ledproblem, kand duration av ledproblemen och
tidigare behandlingar inkluderas och jamforas med en val definierad och aldersmatchad frisk
kontrollgrupp.
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