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SAMMANFATTNING

Osteoartrit (OA) ar ett mycket vanligt problem hos hastar och har i manga fall sitt ursprung
fran felaktig belastning av leden, blir ofta kroniska och omfattar inflammation i ledens
samtliga ingdende delar. Resultatet ar bland annat nedbrytning av ledbrosk och
matrixkomponeneter. ldag baseras diagnostik och framtida prognos mestadels pa den kliniska
bilden och/eller bilddiagnostiska hjalpmedel.

| denna studie har tva inflammationsmediatorer; interleukin 1B (IL-1pB), high mobility group
box protein 1 (HMGB-1), och ett enzym; matrixmetallopeptidas 13 (MMP-13) matts i
ledvéatska och serum med hjalp av kommersiell enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)-teknik. Hypotesen ar att dessa ar forhojda i ledvatska fran leder med konstaterad
halta.

Tjugonio ledvatskeprov och 11 serumprov fran 11 hastar som sokt till
Universitetsdjursjukhuset i Uppsala for hélta analyserades i denna studie. | samband med
diagnostisk ledbeddvning samlades ledvatska och blodprov, och utifran veterinarbedémning
samt undersokning med det objektiva rorelseanalyssystemet Lameness Locator™ (LL)
bedomdes leden som positiv eller negativ for halta. IL-1p fanns i detekterbara nivaer i 2 av 29
ledvatskeprov samt i 7 av 11 serumprov. De hastarna med hogst serumnivaer hade &dven
forhojda nivaer i ledvatska. HMGB-1 var detekterbart i 17 ledvatskeprov och ansags forhajt i
fem av dessa. HMGB-1 var detekterbart i 2 av 11 serumprov. MMP-13 kunde ej analyseras
tillfredsstéllande med den teknik som fanns tillganglig.

Underlaget var litet och heterogent, och darfor svart att analysera statistiskt. De hastar med
leder som beddmts positiva for halta visade en hdgre genomsnittskoncentration av HMGB-1
(11,1ng/ml) jamfort med negativa leder (4,5ng/ml). Denna skillnad var ej statistiskt
signifikant. De tva leder med detekterbara nivaer av IL-1p tillhérde gruppen positiva leder
(n=10). En statistiskt signifikant korrelation mellan HMGB-1 och leukocytantal i ledvéatska
kunde ses (p=0,02). Mycket forskning kvarstar innan man kan anvanda dessa biomarkorer
kliniskt for diagnostik och prognos for OA pa hast. Analysmetoderna behéver utvecklas och
det saknas an sa lange kunskap om normalnivaer hos friska hastar och hur dessa markorer
forandras med tid och grad av OA. Det insamlade materialet kommer att tillféras en paborjad
biobank av ledvatskor och serum fran kliniskt halta hastar som undersokts med LL. Denna
biobank som nu innehaller prover fran ca 50 hastar, kommer att ligga till grund for fortsatta
studier av tankbara biomarkorer for OA pa hast.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) with subsequent lameness is a common problem among horses.
Inflammation of the joint, often initialized by abnormalities in joint workload, tends to
become chronic and includes the tissues of the entire joint (articular cartilage, subchondral
bone and synovial membrane) and its adjacent structures (ligaments and synovial capsule).
The joint inflammation results in degradation of articular cartilage with chondrocyte necrosis
and fragmentation of its matrix components. Today, diagnosis and prognosis of OA in horses
is mostly based upon clinical and/or radiological findings.

In the presented study, the presence of two inflammatory mediators; interleukin 1p (IL-1pB),
high mobility group box protein 1 (HMGB-1), and one enzyme; matrix metallopeptidase 13
(MMP-13) in synovial fluid and serum have been analyzed using commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) technology. The hypothesis being that these substances are
elavated in synovial fluid in joints with clinical lameness.

Twenty-nine synovial samples and 11 serum samples were collected from 11 horses. The
horses were presented with lameness at the horse clinic Universitetsdjursjukhuset in Uppsala.
Samples of synovial fluid and blood samples were collected during diagnostic intra-articular
anesthesia. Based on subjective veterinary examination and objective examination with the
lameness evaluation system Lameness Locator™ (LL) the joint was determined as being
positive or negative regarding lameness. Detectable levels of IL-1f3 were present in 2 out of
29 synovial fluid samples and in 7 out of 11 serum samples. The horses with highest serum-
levels of IL-1p also had elevated synovial fluid levels. HMGB-1 was detectable in in 17 out
of 27 synovial samples and considered elevated in five of those. HMGB-1 was detected in 2
out of 11 serum samples. MMP-13 could not be analyzed in synovial fluid or serum with the
methods available.

The number of horses and samples included in the presented study were few and
heterogeneous, which made it difficult to analyze the results statistically. Samples from joints
that were determined positive regarding lameness, had higher concentrations of HMGB-1
(mean = 11.1 ng/ml) than negative (non-lame) joints (mean = 4.5 ng/ml), but the difference
was not statistically significant. The two joints that had detectable levels of IL-1, were found
in the 10 joints determined as positive (lame). The joints that had elevated levels of IL-1,
were also determined as positive (lame) joints. A statistically significant correlation could be
seen between HMGB-1 and leukocyte count in synovial fluid (p=0,02). Additional research is
still needed before any of these substances can be used as clinically valid biomarkers. More
knowledge about normal variations and how these substances vary with duration and severity
of OA is required, and the biochemical analyzes needs further development. The synovial
fluids and sera, sampled in this study, will be included in a bio bank, where material from
lame horses, evaluated by the LL system is stored. Samples from this bio bank will be used in
the future research for evaluation of potential biomarkers in equine OA.
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INLEDNING

Osteoartrit (OA) med klinisk halta & en mycket vanlig akomma bland hastar. En studie
baserad pa forsakringsmaterial visade att ledproblem var den vanligaste orsaken till
veterindrbesok hos hastar i Sverige (Penell et al., 2005). Av ledbesvaren var OA i kotleden
den vanligaste orsaken, féljt av OA med paverkan pa flera leder och OA involverande
karpallederna.

OA kan forenklat sagas ha tva grundorsaker: onormal belastning pa en normal led, eller
normal belastning pa en onormal led (Goldring & Goldring, 2007). Sjukdomen uppkommer
genom ett komplext samspel av biomekanisk stress och biokemiska faktorer dar ledens alla
delar, sasom ledbrosk, subkondralt ben, synovialmembran, ledkapsel, ligament och ibland
menisker ingar (Felson et al., 2000). | en normal led rader balans mellan katabola faktorer
(ex. interleukin 1B (IL-1pB), tumour necrosis factor a (TNF-a), matrix metallopeptidaser,
(MMP:s)) och anabola faktorer (ex. transforming growth factor B (TGF-B), insulin-like
growth factor 1 (IGF-1)), (Westacott & Sharif, 1996). Vid OA rubbas denna balans vilket
leder till 6kning av proinflammatoriska och katabola faktorer (Kuipera et al., 1998). Redan
tidigt i forloppet kan man upptacka tecken pa inflammation i ledvatska (Saxne et al., 2003),
ledbrosk (Borden et al., 1996) och i vissa fall &ven i synovialvdvnad (Benito et al., 2005).
Inflammationen medfor vidare aktivering av enzymer som medierar nedbrytning av bland
annat aggrekan och kollagen II, vilka ar byggstenar i extracelluara matrix (ECM) som ger
brosket dess draghallfasthet och elasticitet (Borden et al., 1996; Heinegard & Saxne 2011).
Nedbrytningsprodukterna kan i sin tur trigga ytterligare inflammation vilket leder till vidare
utveckling av sjukdomen (McKee et al, 1996). Exempel pa forandringar i ledens vavnader vid
OA é&r nedbrytning av ledbrosk, benskleros, mikrofrakturer av det subkondrala benet,
osteofytbildning och inflammation i ledens mjukdelar samt i brosk och ben. (Loeser et al..
2012).

Denna studie syftar till att undersdka hé&star som kommer till kliniken pga ledhalta med
misstankt OA, och att analysera blod och ledvéatska fran dessa hastar med avseende pa 11-1,
high mobility group box protein 1 (HMGB-1) och MMP-13, vilka ar faktorer som man vet
forekommer i forhojda nivaer hos hastar med OA (Alwan et al., 1991; Schlopov et al., 1997;
Kamm et al., 2010; Heinola et al., 2010). Hypotesen &r att forekomsten och nivan av dessa i
ledvatska och blod &r forhéjda hos hastar med konstaterad ledrelaterad halta. Malet &r att man
i framtiden ska kunna anvanda inflammatoriska biomarkérer Kkliniskt inom diagnostiken av
OA.



INTERLEUKIN 1B (IL-1B)

IL-1 &r en grupp av cytokiner som har en framtradande roll for kroppens inflammatoriska
forsvar, dar bl.a. IL-1a, IL-1B och IL-1-receptorantagonist (IL-1ra) ingar. Dessa har en
framtradande roll for kroppens inflammatoriska svar. IL-1p kan bland annat vid systemisk
frisattning (ihop med TNF-a) paverka centrala nervsystemet och ge upphov till feber,
sjukdomskansla, nedsatt aptit. IL-la och -p kan ocksa inducera produktion av
akutfasproteiner, paverka celltillvaxt och har dven en rad andra proinflammatoriska effekter
(Tizard, 2009).

IL-1a och IL1-B har samma effekt pa malcellen, skillnaden ligger i att IL-1a syntetiseras i
mindre omfattning och &r knutet till cellytan pa den syntetiserande cellen och saledes har en
lokal effekt. IL-1ra binder till IL-1-receptorer men ger ej upphov till ndgon vidare signalering
och verkar darmed som en inhibitor (Lonneman et al., 1989; Tizard, 2009). Det finns tva
olika IL-1-receptorer; typ | respektive Il. IL-1-receptor | &r den normala receptorn och
bindning till denna ger fortsatt signalering. IL-1-receptor Il &r en “falsk” receptor som binder
IL-1 men inte ger upphov till nagon signalering och har darmed liksom IL-1ra en inhiberande
effekt (Colotta et al., 1993; Tizard, 2009). IL-1 receptorer uttrycks pa cellytan hos manga
olika celltyper (Tizard, 2009). Studier pa manniska har visat att antalet IL-1 typ 1-receptorer
Okar hos kondrocyter vid OA (Martel-Pelletier et al., 1992).

IL-1B anses tillsammans med TNF-o vara den viktigaste proinflammatoriska cytokinen vid
utvecklandet av OA (Goldring & Goldring, 2007). Makrofagen &r den dominerande celltypen
nar det galler produktion av IL-1p, men flera dven andra celltyper har formaga att producera
IL-1B (Tiku et al., 1992; Tizard, 2009). Kondrocyter kan sjalva syntetisera IL-1p som kan
verka lokalt, men paverkas dven sekundart av synoviocyter som producerar IL-18 vid OA,
vilket nar kondrocyterna via ledvétskan. Hos manniska har man visat att I1L-1B-produktionen
hos synoviocyter ar hogre tidigt i forloppet vid utvecklandet av kronisk OA (<1ar), for att
sedan sjunka nagot (Benito et al., 2005).

Okning av IL-1p sker tidigt i forloppet av OA och kan i sin tur leda till okat uttryck av
proteolytiska enzymer (MMP:s), och andra inflammationsmediatorer (Borden et al., 1996,
Garcia-Anardis et al., 2010). En in vitro-studie med kondrocyter fran hést har visat att 1L1-f
ger en kraftig 6kning av den enzymatiska aktiviten hos viktiga aggrekanaser som a disintegrin
and metallopeptidase with thrombospondin motifs 4 & 5, (ADAMTS4/5) och MMP:s, samt
att gentranskriptionen av dessa Okar. Detta gor att nedbrytningen av ledbrosk och
proteoglykaner accelereras (Busschers et al., 2010). En annan in vitro-studie pa hast har ocksa
visat att IL-1p minskar kondrocyternas syntes av aggrekan och kollagen Il (Ley et al., 2011).
IL-1B kan &ven stdora kondrocyternas normala differentiering och proliferation enligt en
musmodell in vivo (Simsa-Maziel & Monsonega-Orna, 2012). Enligt samma studie kan IL1-B
orsaka apoptos hos kondrocyter. H&mning av IL-1p kan vara skyddande vid utveckling av
Kirurgiskt inducerad OA (genom avldagsnande av framre korsband) hos hund, dar lindrigare



brosklesioner, mindre osteofyter och lagre nivaer av vissa MMP:s pavisades efter
intraartikuldr administrering av IL-1-receptorantagonist (Caron et al., 1996).

| en in-vivo-studie pa hast pavisades 6kat genuttrycket for IL-1p i ledbrosk vid mild OA, och
ytterligare forhojt genuttryck vid mattlig OA jamfort med en normal led (Kamm et al., 2010)
Mellan mattlig och kraftig OA sags inga signifikanta skillnader i genuttryck. Samma studie
forsokte aven mata IL1-B i ledvétska hos hastarna, men nivaerna var for laga for att kunna
detekteras med den metod som anvéndes, det ar darmed inte fullstandigt klarlagt om den
okade transkriptionen i ledbrosket leder till 6kade nivaer av IL-1p i ledvatska vid OA hos
hastar (Kamm et al., 2010).

Forutom studier som visar pa IL-1Bs proinflammatoriska, nedbrytande effekt vid OA finns
aven studier som tyder pa att IL-1p ar nodvandigt for ledens funktion bade i normala leder
och i leder med OA. | ett forsok pa moss av Clements et al. (2003) inducerades OA kirurgiskt
genom att avldgsna mediala kollateralligamentet och delar av mediala menisken i ena
knaleden, dels pa knock-out moss som saknade formaga att bilda IL-1p och dels pa mdss av
vildtyp. Man kunde da se att knock-out mdss utvecklade kraftigare OA-forandringar och
dessutom snabbare i de leder som genomgatt kirurgi. En hogre incidens av OA i de leder som
ej atgardats kirurgiskt hos knock-outmdss jamfort med vildtypen konstaterades ocksa
(Clements et al., 2003).

HIGH MOBILITY GROUP BOX PROTEIN 1 (HMGB-1)

HMGB-1 tillnor en grupp intranukleéra protein som &r vanligt forekommande i alla kroppens
vavnader (Pisetsky et al., 2008) och ar genetiskt sett mycket konserverad mellan arter (Brown
et al. 2009). HMGB-1 har olika funktioner beroende pa om det befinner sig intra- eller
extracellulart. Intracellulart medverkar HMGB-1 till att férandra den tredimensionella
strukturen hos DNA och ar med och reglerar transkription av gener (Pisetsky et al., 2008).
Knock-out mass som saknar HMGB-1 fods normala men dor inom 48h da viktiga gener for
glukosmetabolismen inte kan uttryckas normalt (Calogero et al., 1999). Man har &ven sett att
HMGB-1 har okat uttryck i tumorceller vilket tros accelerera genuttryck och paskynda
cellcykeln (Choi et al., 2003).

Skadade eller doende celler frisatter HMGB-1 fran dess normala plats i cellkarnan till
cytoplasman och &ven extracellullart. Extracellulart verkar proteinet som en
proinflammatorisk alarmin eller damage-associated molecular pattern molecule (DAMP), dvs
en endogen substans som signalerar vavnadsskada (Garcia-Arnandis, 2010). Makrofager och
andra immunforsvarsceller kan frisatta HMGB-1 &ven utan cellskada. | ett férsok av Wang et
al., (1999) tillsattes bakteriellt endotoxin (lipopolysackarid, LPS) till murina makrofager i
sadan dos att det inte orsakade celldod. Detta gav forhojda nivaer av HMGB-1 i serum.
Frisattningen av HMGB-1 var fordréjd jamfért med andra inflammatoriska cytokiner och
forfattarnas slutsats var att frisattningen snarare medierades av andra proinflammatoriska



cytokiner &n av LPS sjalvt. Detta har kunnat styrkas av andra studier (Garcia-Arnandis et al.,
2010). Studien av Wang et al. (1999) visade &ven att administration av antikroppar mot
HMGB-1 6kar dverlevnaden hos moss utsatta for normalt dédlig dos av LPS. De visade &ven
att HMGB-1 kan ha direkt letala egenskaper da det vid ensam administrering i hoga doser
ledde till doden hos moss, vilket ytterligare visar att HMGB-1 har en potent roll i
immunforsvaret (Wang et al., 1999).

Vid immunohistokemisk inféargning av HMBG-1 i ledbrosk hos nétkreatur med olika grad av
OA, har man visat att vid kraftig OA sker en translokation av HMGB-1 fran intranukleart till
extracellulart (Heinola et al., 2010). HMGB-1 kan aven frisattas av synoviocyter vid paverkan
av IL-1B, och verka synergistiskt med IL-1f (Garcia-Arnandis et al., 2010).

HMGB-1s exakta roll vid OA é&r inte fullstandigt klarlagd (Ley et al., 2011). Ley et al. (2011)
har visat att tillsats av HMGB-1 till h&stkondrocyter odlade i pelletsystem inte ger en 6kning
av matrixdegraderande enzymer utan tvartom tycks stimulera kondrocytdifferentiering och
broskbildning. Daremot har HMGB-1 kunnat inducera OA hos mdss. Mdss som gavs HMGB-
1 intraartikulart utvecklade i 80 % av fallen tecken pa OA (Pullerits et al., 2003). Detta
skedde dock inte hos en grupp av knock-outmdss som saknade IL-1-receptor. Detta kan vara
en indikation pa att HMGB-1 har en inflammatorisk verkan vid OA som atminstone delvis
medieras via vidare aktivering av IL-1 (Pullerits et al., 2003). Samma studie visade att
HMGB-1 extracellullart leder till aktivering av nuclear factor kappa B (NF-xB), en
transkriptionsfaktor som &r mycket vanligt forekommande och &r viktig for syntesen av IL-j
(Pullerits et al., 2003). | studier med odlade hastkondrocyter sags ingen tydlig 6kning av
HMGB1-mRNA eller translokation av HMGB-1 fran intranukleart till extracellulart efter
langtidsstimulering (48h, 96h och 7 dagar) med IL-1p (Ley, opublicerade resultat).

MATRIXMETALLOPEPTIDAS 13 (MMP-13)

MMPs finns i manga av kroppens vavnader. Gemensamt for de 23 olika MMP man kanner till
hos daggdjur &r att de bryter ner komponenter i extracullulara matrix (ECM), och &r darmed
viktiga for exempelvis sarlakning och fosterutveckling. Enzymen aktiveras av olika signaler
sasom tillvaxtfaktorer och cytokiner och inhiberas lokalt av tissue inhibitor of
metallopeptidases (TIMPs) (Visse & Nagase, 2003). MMP-13, ocksa benamnt kollagenas 3,
bryter effektivt ner kollagen typ Il vilket ar den vanligast forekommande kollagentypen i
ledbrosk. Det anses vara det mest potenta och darmed viktigaste kollangenaset i ledbrosk
(Mitchell et al., 1996). MMP-13 har vid in vitro-forsok dven visat sig kunna bryta ner
aggrekan, en proteoglykan som ar vanligt forekommande i ledbroskets ECM (Fosang et al.,
1996).

MMP-13 finns normalt i friskt ledbrosk hos manniska men har visat sig finnas i hdgre halter
vid OA (Schlopov et al., 1997). Vid immunohistokemisk fargning av degraderat kollagen II
och MMP-13 i ledbrosk fran patienter med OA féljer koncentrationen och utbredningen ofta



varandra. Vid mildare OA ses en 0kad aktivitet frdmst pericellulért i ledbrosket, néra ledytan,
vilket skiljer sig fran vid kraftiga forandringar, dar MMP-13 och kollagen I1-fragment ses mer
generellt utbrett i ledbrosket (Wu et al., 2002).

Flera studier pad moss styrker MMP-13s roll vid OA. Transgena moss med oOkat uttryck av
MMP-13 visade tecken pa OA i form av matrixdegradering, broskerosioner och synovit
(Neuhold et al. 2001). Foérsok med knock-out méss som saknar genen som kodar for MMP-13
har visat att vid kirurgiskt inducerad OA blir skadorna pa ledbrosk mindre hos knock-out
maoss &n hos vildtyp, vilket indikerar att MMP-13 har en signifikant roll vid nedbrytningen av
ledbrosk vid OA (Little et al., 2009).

| en in vivo-studie pa hastar med olika grad av OA undersoktes forekomsten av en rad
inflammationsmediatorer, daribland MMP-13 i ledvatska och MMP-13mRNA i
synovialmembran och ledbrosk. Nivderna av MMP-13-mRNA var forhojda i
synovialmembran och ledbrosk fran hastarna med OA. MMP-13 kunde ej detekteras i
ledvatska (Kamm et al., 2010). | studien bedémdes graden av OA vara mild, mattlig eller
kraftig beroende pa radiologiska, histologiska och makroskopiska fynd. Nivaerna av MMP-
13-mRNA varierade med grad av skada och var hogst vid mattlig OA, for att sedan vara nagot
lagre vid kraftig OA och ytterligare lagre vid mild OA men &anda forhojt mot nivaerna i
normala leder. Detta gallde for samtliga undersokta vavnader. Liknande forhojning pavisades
aven hos andra undersokta inflammatoriska biomarkdrer (IL-1B, TNF-a och ADAMTSA4/5)
Nivaerna av. MMP-13-mRNA foljde i hogre grad nivderna av TNF-o #n IL-1pB, vilket
mojligen antyder att TNFa ar viktigare for regleringen av MMP-13 &n IL-1f in vivo (Kamm
et al., 2010). Det har visats att IL-1p 6kar gentranskriptionen av MMP-13 in vitro och darmed
har potential att paverka halterna av MMP-13 in vivo (Borden et al., 1996). Det sker en
naturligt 6kad aktivitet av. MMP-13 hos unga héstar, vilket sannolikt speglar en ¢kad
metabolism till foljd av skelettets och ledernas normala utveckling och tillvéxt (Brama et al.,
2000).



MATERIAL OCH METODER
URVAL

Studiematerialet utgjordes av 11 hastar (humrerade H1-H11). Samtliga hastar undersoktes och
behandlades for halta pa Universitetsdjursjukhuset (UDS) under perioden september-
november 2013. Inklusionskriterierna innefattade patienthast som sokte for halta, och som vid
besok genomgick diagnostisk intraartikular anestesi. Hastar som tidigare behandlats
intraartikulart < 3 manader fore besoket exkluderades, med undantag av uppféljning av hastar
som vid forsta besoket inkluderades i studien. Aldern p& hastarna var mellan 6-26 ar, med en
genomsnittsalder pa 13,4 ar. Av hastarna som ingick i studien hade cirka hélften (n=6) haft
besvar langre &n 1 manad. Generellt var besvéren laggradiga, i ndgot mindre an héalften av
fallen (n=4) hade &garen sett en hélta fore besoket, se tabell 1. Mer ofta var anledningen till
veterinarbesok ovilja fran hastens sida eller forandrat beteende pa annat sétt i samband med
ridning, i ett fall var ledsvullnad primér anledning till bestket. Etisk ansdkan for studien
godkandes av Uppsala djurforsdksetiska namnd (diarienummer C62/13). Samtliga hastagare
gav sitt medgivande till att lata deras hastar inga i studien genom att skriva pa ett
djurdgarmedgivande.

Tabell 1. Duration och grad av besvéar enligt anamnes

Problemens duration enligt djurdgare Antal hdstar (n=11) Manifest hélta enligt &gare
<1 vecka

1 vecka 2 1
2 veckor 2 -
3 veckor 1 -
>1 méanad 6 3

HANTERING PA KLINIK

Anamnes for samtliga patienter samlades in via ett sérskilt formulér (bilaga 1). Hastarna
genomgick en haltutredning dar klinisk undersokning, grad av hélta pa rakt och bojt spar,
reaktion pa bojningsprov samt vilken led som var paverkad bedomdes subjektivt av
behandlande veterindr Karin Holm-Forsstrom. Dessutom genomfdérdes undersékning med det
objektiva rorelseanalyssystemet Lameness Locator™ (LL) pa rakt spar och volt. | samband
med diagnostisk intraartikul&r anestesi samlades ledvatskeprov och blodprov. Férnyad
héaltbeddmning av veterinar samt med LL samt i trav pa rakt och bdjt spar utférdes 15-25
minuter efter beddévning. | vissa fall beddvades flera leder/ledavdelningar samtidigt, vilket
resulterade i att forekommande fall korrelerades tva olika ledvatskeprov till samma
bedbvning.



LAMENESS LOCATOR™

Lameness Locator™ d&r ett verktyg for att objektivt pavisa rorelseassymmetrier/haltor hos
hastar. Systemet utvecklades vid University of Missouri och bestar av tre sensorer som mater
rorelse. Dessa sensorer placeras pa korset, pa huvudlagets nackstycke respektive over
kotbenet pa hdger framben, se figur 1. Genom att mata asymmetrier i hastens huvud- och
backenrorelse kan haltor upptickas, systemet kan ocksa kvantifiera haltan och differentiera
mellan vilket ben som rorelsestorningen utgar fran samt om den ar tydligast tidigt eller sent i
stegcykeln. Den insamlade datan analyseras automatiskt av Lameness Locator™ och
presenteras numeriskt och visuellt, se figur 2 (Suneson, 2009; Keegan et al., 2010; Keegan et
al., 2011). Studier gjorda pa SLU har visat det finns god korrelation mellan en haltutredares
bedomning och resultat fran Lameness Locator™ vid halta pa hast (Sandstrom, 2009;
Sunesson, 2009).

Xy g Rk

Figur 1. Hast utrustad med Lameness Locator™. De tre sensorerna fasts pa korset (vanstra bilden),
pa huvudlagets nackstycke (bilden i mitten) samt distalt om kotleden p& hoger framben (hogra bilden).
Forutom utrustningen pa bilden ingar en dator med sarskild mjukvara for analys och bearbetning av
radata. Foto: Marie Rhodin.

HANTERING AV PROVER

Ledvatska och blodprov kyldes direkt efter provtagning och centrifugerades vid 450 x g i 10
minuter vid 4°C inom 2,5h efter provtagning. Efter centrifugering av ledvétska separerades
supernatanten fran cellerna. Vid centrifugering av blod separerades serum och sparades.
Samtliga prover forvarades i -80°C innan vidare analys.

RADIOLOGISK UNDERSOKNING

I fem fall undersOktes hastarna radiologiskt som ett komplement till haltutredningen.
Undersokningen gjordes i samband med besoket och bilderna tolkades av veterindrer pa
bilddiagnostiska avdelningen pa Universitetsdjursjukhuset. | rontgenutlatandena bedémdes
radiologiska tecken pa kronisk OA sasom osteofyter och entesiofyter. Forandringarna
graderades som milda, mattliga eller kraftiga.
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Figur 2. Resultat fran matning av frambensasymmetri, som den presenteras vid anvandning av
Lameness Locator™. Den vanstra grafen visar en ohalt hast och den hogra en hast som &r halt pa
vanster framben. Linjerna i figuren motsvarar asymmetrin i varje steg. Langden pa linjen anger
asymmetrins magnitud och riktningen dess ursprung, linjer riktade uppat indikerar héalta fran hoger
ben, nedat indikerar véanster. Om linjen stracker sig at vanster eller hoger bestammer om asymmetrin
forekommer tidigt (isattning) eller sent (franskjut) i stegcykeln. Generellt uppvisar en frisk ohalt hast
sma asymmetrier riktade at olika hall, i motsats till en halt hast som tenderar att uppvisa samma typ
av asymmetri i varje stegcykel och ha kraftigare asymmetri. Under graferna presenteras resultaten
numeriskt. For frambenen anges en asymmetri av >x6mm som gransvarde for halta. En motsvarande
bild fas aven av bakbenens rérelser. Bild: Marie Rhodin.

ANALYS AV IL-1B

For analys av IL-18 anvdndes Equine IL-1p VetSet™ ELISA Development test
(katalognummer: VS031E-002), utvecklat for anvandning pa supernatant fran cellodlingar
och blod fran hast av Kingfisher Biotech, inc. Analysen utfordes enligt tillverkarens
instruktioner med undantag for att proverna inkuberades i tva timmar vid den initiala tillsatsen
av ledvétska och standard, istallet for en timme som protokollet angav. Anledningen till detta
var att resultaten ska vara jamforbara med resultat som ar gjorda tidigare, da protokollet angav
tva timmars inkubation. En standardkurva innehallande kanda koncentrationer (3,1-200
ng/ml) av IL-1B anvéandes for att bestimma koncentrationen i av IL-1p i proverna. Metoden
har tidigare anvants for analys av ledvétska och serum av Maria Loéfgren, SLU.



ANALYS AV HMGB-1

Halten HMGB-1 i serum och ledvatska kvantifierades med hjalp av en sandwich-ELISA
utvecklat av Dr. lkuro Maruyama och Shino-test corporation och som tillverkas av IBL
International GMBH (katalognummer: ST51011). Testet &r utvecklat fér humant bruk men
aven indicerat for anvandning pa not, gris, kanin, mus och ratta enligt tillverkaren. Da
proteinsekvensen for ekvin HMGB-1 &ar 99 % identisk med den humana sekvensen kan testet
aven anvandas for analys av ekvina prover. Metoden har tidigare anvants for att analysera
ledvatska och serum fran hast av Maria Lofgren, SLU. Analyser utfordes enligt tillverkarens
instruktioner. En standardkurva innehallandes kanda koncentrationer (2,5-80 ng/ml) av
HMGB-1 analyserades for att bestdamma koncentrationen av HMGB-1 i proverna.

ANALYS AV MMP-13

For att analysera halterna av MMP-13 i ledvatska och serum anvandes Fluorescein® E
(katalognummer: F13MO00), en kommersiell sandwich-ELISA som utnyttjar fluorescens for
att mata aktivt MMP-13. Den ar utvecklad for humant bruk och tillverkad av R&D Systems,
Inc. Analysen genomférdes efter tillverkarens instruktioner utan tillsats av p-
aminophenylmercuric acatate (APMA) vilket mdjliggjorde analys av aktivt MMP-13. En
standardkurva innehallandes kénda koncentrationer (0,25-16 ng/ml) av MMP-13 analyserades
for att bestamma koncentrationerna i proverna. Metoden ar ej tidigare utprovad vid SLU pa
ledvatska och serum fran hast.

STATISTIK

Resultaten analyserades statistiskt med hjalp av Mann-Whitney U-test och Spearmans
rangkorrelation, vilka ar metoder som lampar sig bra for sma dataméngder. Anvandningen av
statistik begransades av studiematerialets begrénsade storlek och stora heterogenitet.
Gransvardet som anvéndes for statistisk signifikans var p<0,05. Analys med Spearmans
rangkorrelation ger forutom p-varde (signifikans) ett korrelationsvarde mellan 0 och 1 dér 1
innebar fullstandig korrelation och 0 ingen korrelation alls. Spridningsmattet variationsvidd
anvandes, da de undersokta parametrarna i manga fall kan antas vara icke normalférdelade
och datamangden var for liten for att anvanda kvartilavstand tillfredsstéallande.



RESULTAT
KLINISK BEDOMNING INKLUDERANDE LL

Resultaten fran LL ihop med bedémningen fran behandlande veterinaren analyserades for att
avgora om den diagnostiska bedévningen av den aktuella leden skulle betraktas som positiv,
dvs. att haltan pa ett signifikant satt paverkats positivt av bedévningen eller inte. Grad av
halta beddmdes fore och efter varje beddvning av undersokande veterindr. Haltan graderades
fran markering, vilken &r den lindrigaste graden av halta, och darefter med hjalp av en 10-
gradig nominal skala d&r 0,5° innebdr lindrig hélta och 5° representerar blockh&lta. Om héltan
ej paverkades av den intraartikulara lokalbeddvningen tillfoll ledvatskeprovet fran denna led
gruppen negativ kontroll. Sammanlagt samlades 29 ledvétskeprov in fran sex olika
leder/ledavdelningar, se tabell 2. | samtliga fall dar det forekom motstridiga resultat avseende
veterinarens beddmning och resultatet fran LL anvandes benamningen positiv/negativ med
reservation”. Detsamma gallde om forandringarna var mycket sma eller pa annat satt
svartolkade. Vid tveksamma fall har som regel den veterinara bedémningen fatt visst
bedémningsforetrade gentemot LL aven om bada resultaten vagts in, se tabell 3. Om mangden
ledvatska som provtogs Gversteg 1ml, anvandes 0,5 ml for analys av antalet leukocyter pa
laboratoriet for klinisk kemi pa Universitetsdjursjukhuset i Uppsala.

Tabell 2. Fordelning av ledvatskeprover mellan olika leder for de hastar (n=11) som ingick i studien

Leder Antal ledprov (n=29)
Interkarpalled 9
Radiokarpalled
Kotled fram
Hovled fram
Femoropatellarled
Medial knéled

= = N 0 0
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Tabell 3: Sammanstéllning av effekten av diagnostisk ledanestesi samt grad av initialhdlta fore
beddvning. Den sammantagna bedémningen anvandes i studien och utgjordes av en sammanvagning
av resultaten fran Lameness Locator™ och resultaten fran den subjektiva veterinarbedémningen av
veterindr Karin Holm-Forsstrom. Initialhdlta fore aktuell bedévning bedémdes subjektivt av Karin
Holm-Forsstrom och objektivt med LL. Teckenforklaringar till tabell 2: Markering ar den minsta
haltgraden, darefter fortsatter graderingen fran 0,5° (lindrig héalta) till 5° (blockhalt). R.C —
radiokarpalled, I.C — interkarpalled, Fem. pat.-femoropatellarled, M. Knd — medial kndled, + =
Positiv, (+) = Positiv med reservation, - = Negativ, (-) = Negativ med reservation, dx = hdger, sin =
vanster.

! Beddvad ihop med ovanst&ende led

’Ej halt fore bedévning enligt Lameness Locator™

Sammantagen Lameness Veterinar-
bedémning Locater™  bedémning Initialhalta
Resultat av beddvning Fére beddvning

H1 Kotled + + + Markering
H2 Fem.pat (+) - + 2-3°
H2 M. Kna (+' - + j
H3 Kotled + (+) + 0,5°
H4 R.C + + + 1°
H4 1.C + + + Markering
H5 R.C. dx (+) ) + Markering
H5 1.C dx (+)' () + '
H5 R.C sin + + + 0,5°
H5 1.C sin + + + '
H6 R.C + 2 Markering
H6 1.C + ’ ' '
H7 Hovled - - - 0,5°
H7 Kotled ) - ) 0,5°
H7 R.C +) - + 0,5°
H7 1.C (+)* A + Markering
H8I.C + + + 1°
H8 Kotled (+) () + Markering
H9 Kotled (+) (+) + 1°
H9R.C (+) - + Markering
H9 I.C 4 - + '
H10 Kotled + + + Markering
H10R.C (+) (+) + Markering
H10 I.C. 4 4 + '
H11 Kotled ) 2 ) Markering
H11 Hovled (+) 2 (+) Markering
H11R.C ) 2 ) Markering
H111.C O ’ )
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IL-1B

Mangden IL-1p i ledvitska uppmattes i tva fall till 6ver den lagsta detektionsnivan, 3,1 ng/ml.
Bada dessa prover kom fran leder med saker positiv effekt av ledbeddvning. De forhojda
vardena lag pa 4,6 ng/ml (interkarpalled) respektive 4,8 ng/ml (kotled), se tabell 4. Vid analys
av serum uppvisade prover fran sju hastar nivaer av IL-1B dver ligsta detektionsnivd. Dessa
varden lag mellan 4-68,5 ng/ml. De hastar som hade hogst niva av IL-1P i ledvitska hade
aven hogst nivaer i serum. Standardkurvan som konstruerades utifran kénda koncentrationer
av IL-1p hade R?=0,994.

HMGB-1

Samtliga hastar hade nivaer av HMGB-1 som var hogre an lagsta detektionsniva (>2,5 ng/ml)
i nagot ledvatskeprov, se tabell 4. Av 29 ledvéatskeprov hade tio provvéarden under lagsta
detektionsniva (<2,5 ng/ml), 17 hade varden over detta (medel: 15,1 ng/ml (2,5-71,7 ng/ml))
och tva prover gick ej att analysera pga. hemolys. Nivaerna i serum var generellt lagre, endast
tva hastar hade serumvarden dver lagsta detektionsniva (medel: 4,7 ng/ml (2,8-6,5 ng/ml).
Standardkurvan som konstruerades utifran kanda koncentrationer av. HMGB-1 hade
R%=0,995.

Ingen av de hastar med serumnivaer HMGB-1 6ver detektionsgransen hade forhojda nivaer i
ledvatska. Alla prover med forhojda nivaer HMGB-1 i ledvitska kom fran bedévningar som
bedomts positiva (n=3) eller positiva med reservation (n=2). Ledprov fran bedévningar som
beddmts som positiva eller positiva med reservation (n=21) hade en genomsnittskoncentration
av HMGB-1 pa 11,1ng/ml (<2,5-71,7). Gruppen negativa/negativa med reservation (n=>5)
hade i genomsnitt 4,5ng/ml (<2,5-19). Resultaten dverlappade varandra och skillnaden var ej
signifikant (p=0,26), se figur 3.

MMP-13

En testanalys genomfordes innan prov fran detta projekt analyserades. Da aktivt MMP-13 ¢j
kunde detekteras i de analyserade proverna kraver metoden mer utveckling och validering
innan man kan anvéanda den for analys av MMP-13 i ledvéatska och serum fran hést.
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Tabell 4: Sammanstallning av nivaer av IL-18 och HMGB-1 i serum och ledvatska samt bedémning av
ledbeddvning, duration av problem samt i foérekommande fall rontgenférandringar och leukocytantal i
ledvéatska. Teckenforklaringar till tabell 4: R.C — radiokarpalled, 1.C — interkarpalled, fem. pat.-

femoropatellarled, med. knd — medial knaled, +
Negativ led, (-) = Negativ med reservation, dx

= Positiv led, (+) = Positiv med reservation, - =
= hoger, sin = vanster, Ev lindrig artrit = sma

radiologiska forandringar dar normalvariation ej kan uteslutas 'Bedévad ihop med ovanstdende

led, 2Ej undersokt

Effekt av Radiologiska Leukocyt
IL-1 (ng/ml) HMGB-1 (ng/ml) bedévning Duration foérandringar x10°/
Ledvatska Serum Ledvdtska Serum Ledvatska

H1 Kotled <3.1 4.0 22,4 <25 + >4y Ev lindrig artrit 2
H2 Fem.pat <3.1 5,7 6,2 2,8 (+) >4y Lindrig- méttlig -2
H2 M. Kni  <3.1 7.9 (+)' artrit i kniled
H3 Kotled 4,8 68,5 26 <25 + 1v -2 160
H3b Kotled

(terbesok) <3.1 = 6,8 -2 Ej beddvad = =
H4 R.C <3.1 20,6 30,5 <25 + 1v Kraftig artrit i 690
H41.C 4,6 Hemolys + carpus 690
H5R.C.dx <3.1 7,8 2,5 <25 (+) >4v 2 110
H51.Cdx  <3.1 30 (+)* 2 2
H5R.Csin  <3.1 2,8 + 2 2
H51.Csin  <3.1 <25 + 2 2
H6 R.C <3.1 <31 23,6 <25 + >4v 2 560
H6 1.C <3.1 20,5 + 2 2
H7 Hovled <3.1 <3,1 <25 6,5 - >4y Mattlig artrit 2
H7 Kotled  <3.1 19,0 ) Ev lindrig artrit 450
H7 R.C <3.1 <3,1 4,4 (+) Lindrig artrit 50
H7 I.C <3.1 <25 (+)" Ev lindrig artrit -2
H8 I.C <3.1 <3,1 <25 <25 + 2v Mattlig artrit 220
H8 Kotled <3.1 71,7 (+) flbnrgi?ldringar 980
H9 Kotled  <3.1 10,2 240 <25 (+) 2v = =
HI9R.C <3.1 <25 (+) 2 2
H9 I.C <3.1 <25 ! 2 40
H10 Kotled <3.1 15,1  Hemolys <25 + 3v 2 220
H10R.C <3.1 <25 (+) 2 2
HIOIC. <31 43 ! 2 2
H11 Kotled <3.1 <31 3,7 <25 () >4v 2 70
H11 Hovled <3.1 <25 (+) = =
H11R.C <3.1 <25 ) 2 150
HILILC <31 <25 () 2 110

13



80

60

50

40

30

20

HMGB-1 i ledvatska (ng/ml)

10+

Positiv/positiv med reservation Negativ/negativ med reservation

Figur 3: HMGB-1 i ledvatska, jamforelse mellan leder som betraktas som positiva eller positiva med
reservation (n=21) respektive negativa eller negativa med reservation (n=5) med avseende pa halta.
Skillnaden var ej signifikant (p=0,26). Linjen inuti boxarna representerar medelvardet (linjen
sammanfaller med lagsta vardet i gruppen negativ/negativ med reservation). Den fyllda boxen
representerar 6vre och undre kvartilen, strecken ovanfor boxarna representerar dvriga varden och
asterixen ett varde som kraftigt avviker fran de 6vriga (outlier).
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Figur 4: Leukocytantal i ledvatska korrelerat till HMGB-1 (n=10). Korrelationen var 0,67 och
statistiskt signifikant (p=0,02).

14



LEUKOCYTER

Leukocytantal i ledvatska mattes i 14 leder och uppvisade varden mellan 40-980*10°%/L.
Ledvatskeprov fran bedovningar som beddmts som positiva eller positiva med reservation
(n=10) hade ett medelvarde p& 370*10°%L (40-980*10°%/L), ledvatskeprov fran bedévningar
som beddémts negativa eller negativa med reservation (n=4) hade medelvardet 130*10°/L (70-
450*10%L). Skillnaden var ej signifikant (p=0,39). Leukocytantal korrelerade till
koncentrationen HMGB-1 i ledvatska. Korrelationsvérdet var 0,67 och statistiskt signifikant
(p=0,02), se tabell 4 och figur 4.

RADIOLOGISK UNDERSOKNING

Sammanlagt nio leder fran fem hastar undersoktes radiologiskt. Resultaten varierade fran inga
tecken pa kronisk artrit till kraftiga forandringar i de undersokta lederna, se tabell 4.
Radiologiska forandringar kunde ses i leder med férhojda nivaer av IL1-B och HMGB-1 men
aven i leder utan detekterbara nivaer av de undersokta substanserna. | tre fall sdgs mycket
milda radiologiska forandringar som skulle kunna representera normalvariation, men dér
radiologen ej kunde utesluta artritférandringar, dessa anges i tabell som eventuell (ev)
lindring artrit. 1 6vrigt ar forandringarna graderade efter radiologens utlatande om lindriga,
mattliga, eller kraftiga tecken pa kronisk OA.
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DISKUSSION

Ingen statistiskt signifikant skillnad kunde ses mellan positiva och negativa leder avseende
nagon undersokt parameter i denna studie. Hos samtliga undersokta parametrar dar méatbara
nivaer erhélls kunde oftare hogre varden i ledvatska fran leder som beddmts som positiva
eller positiva med reservation gentemot gruppen som beddmts negativa eller negativa med
reservation pavisas. Viss koppling kunde ses mellan nivaerna av IL-1p i serum och ledvétska,
de hogsta serumvérdena uppmattes hos hastar déar &ven IL-1B kunde detekteras i ledvatskan.
For HMGB-1 pavisades inte nagot sadant samband.

IL1B

De tva hastar som hade hogst niva av IL-1p i ledvitska hade dven hogst nivéer av IL-1pB i
serum. Nivaerna i serum var mellan 4,5-14ggr hogre an i ledvétska. Hos méanniska med akut
traumatisk OA har forhallandet visats vara det omvanda, med mer an fyra ganger hogre nivaer
av IL-1P i ledvitska &n i serum i det akuta skedet (inom en manad efter skada) (Catterall et al,
2010). Med detta som utgangspunkt ar det osannolikt att nivaerna av IL-1pB i dessa leder
skulle leda till en sa pass kraftig hojning av serum-IL-1B enbart pga. av patologi i en led. IL-
1B ar inte specifikt for OA utan kan stiga vid i princip alla typer av inflammation och déarmed
ha valdigt manga orsaker (Tizard, 2009). Dock visade bada de aktuella héstarna tecken pa OA
fran flera leder och dessutom liknande reaktioner bilateralt vilket skulle kunna ge en
kumulativ effekt som leder till hogre serumnivaer i blod an i individuella leder. Studier
innefattandes manga fler halta hastar med olika duration av héltan och antal involverande
leder skulle behdvas for att klargora detta. De tva hastar som visade hogst nivaer av IL-1p i
ledvatska hade den kortaste anamnesen med hélta som pagatt i sju respektive nio dagar samt
palperbar mild-mattlig ledsvullnad, vilket mojligen kan antyda att IL-1B 4r mer forhojt i
ledvatska tidigt i forloppet. Materialet ar dock for litet for att en sadan slutsats ska kunna dras.
Det gick inte att se nagon koppling mellan detekterbara nivaer av IL-1B och grad av hilta. De
leder med detekterbara nivaer hade initialhdlta pa 1° respektive markering enligt den
subjektiva veterinarbedémningen, se tabell 5.

Sannolikt krévs kansligare analysmetoder for IL-1p pa hast for att tillfredsstdllande kunna
koppla nivaerna i ledvatska till prognos och diagnosticering avseende OA, da koncentrationer
i manga fall sannolikt ligger under denna metods detektionsgrans pa 3,1 ng/ml aven om de &r
forhojda. Detta ar nagot som ocksa diskuterats i andra studier (Kamm et al., 2010).

HMGB-1

Brown et al. (2009) anger i sin studie normalvarden for HMGB-1 i kotled till 11,1+6,1 ng/ml,
interkarpalled till 7,2+6,0 ng/ml och i radiokarpalled till 16,5+9,1 ng/ml. Dessa normalvérden
ar framtagna fran en undersokning med stora variationer i matresultat, men om dessa
gransvarden relateras till nivaerna i var studie ses forhojda varden i fem leder; tre kotleder, en
interkarpalled och en radiokarpalled, se tabell 6. HMGB-1 pavisades i forhojda nivaer hos
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bade hastar med kort (en vecka) och lang (>4 veckor) anamnes vilket kan tyda att det var
forhojt under en langre tid. Det sags bade i leder med och utan rontgenforandringar. Den led
som hade forhojt IL-1B hade detekterbart men ej forhojt HMGB-1-varde. Fa studier ar gjorda
pa normalvarden for HMGB-1 i héstens ledvatska, det ar darfor svart att med sékerhet avgora
vad som bor rdknas som forhojt. | denna studie har gréansvéardena som Brown et al. (2009)
tagit fram anvants. Dessa normalvarden &r baserade pa ett relativt litet antal hastar (n=40) och
variationen inom normalgranserna &r stor. Sannolikt behdvs mer forskning for att faststalla
vad som dr normal koncentration av HMGB-1 i ledvatska pa hast, och om véardena skiljer sig
mellan olika leder, vilken analysmetod som anvénds, varierar med hastens alder, etcetera.
Forhojda nivaer av HMGB-1 i ledvatska kunde ej kopplas till grad av halta, forhojda nivaer
forekom i leder med héaltgrad fran markering till 1°, se tabell 5.

Koncentrationerna i serum var generellt l&gre med endast tre varden 6ver detektionsgransen
pa 2,5 ng/ml. Nar det galler serum saknas publicerade studier med normalvéarden pa hast
vilket gor dessa varden svartolkade. Det kunde ej pavisas nagot samband mellan forhojd niva
i serum och forhojd niva i ledvatska i denna studie. Detekterbara serumvarden sags hos tre
héastar med ledvatskenivaer fran ej detekterbart till forhojt.

Interkarpal- och radiokarpalleder hade hogre andel negativa resultat med avseende pa HMGB-
1, jamfort med kotleder. Det kan ha sin forklaring i att de olika ledavdelningarna i karpus i
majoriteten av fallen bedévades samtidigt. Detta har medfort att man vid en positiv bedévning
ej kunnat skilja pa hastar med paverkan pa bada ledavdelningar fran de med enbart den ena
ledavdelningen paverkad. Detta har gjort att risken for falskt positiva leder Okat och
tolkningen av resultaten fran dessa leder blivit svar att gora.
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Tabell 5. Grad av initialhalta (fére bedovning av aktuell led) korrelerat till detekterbara nivaer av IL-
1B och forhojda nivaer av HMGB-1 i ledvatska (Brown et al., 2009). Teckenforklaring tabell 5:
Markering ar den minsta haltgraden, darefter fortsatter graderingen med 10-gradig nominal skala
fran 0,5° (lindrig halta) till 5° (blockhalt). R.C — radiokarpalled, I.C — interkarpalled + - forhojda
varden (HMGB-1), detetkterbara (IL-15).

Hast Initialhdlta IL-13 HMGB-1
H1 Kotled  Markering +

H3 Kotled  1° +

H4 R.C 1° +

H4 1.C Markering +

H6 1.C Markering +

H8 Kotled  Markering +

H9 Kotled 1° +

Tabell 6: HMGB-1 i respektive led. Varderna i tabellen avser medelvarden med variationsvidd inom
parentes i forekommande fall. Granvardena som anvands for forhojda respektive negativa i tabellen
ar de som anges i studien av Brown et al., 2009. Teckenférklaring tabell 6: R.C — radiokarpalled, I.C
— interkarpalled.

Antal Antal Antal Medelvérde Medelvérde Hemolys
prov  negativa forh6jda negativa (ng/ml) forhojda (ng/ml)
Kotled 8 4 3 8,0 (2,6-19) 39,3(22,4-71,7) 1
R.C 8 7 1 5,8 (<2,5-23,6) 30,5 -
I.C 9 7 1 2,8 (<2,5-4,3) 20,5 1
Hovled 2 2 - <25 - -
Medial 1 1 - 7,9 - -
kondylled
Femoro- 1 1 - 6,2 - -
patellarled
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MMP-13

Inget aktivt MMP-13 kunde detekteras med den metod som fanns tillganglig att anvéanda.
Andra studier har fatt liknande resultat vid analys av ledvatska fran hast dar andra ELISA-
metoder utvecklade for humant bruk anvéants (Kamm et al., 2010). Att MMP-13 ej kan
detekteras i ledvatska fran hast med en ELISA utvecklad for humant bruk kan bero pa dalig
korsreagens mellan antikroppar mot human MMP-13 och ekvin MMP-13. Genetiskt sett &r
ekvin och human MMP-13 lika, homologin i den genetiska sekvensen ar éver 90 % (Orth et
al., 2002). ELISA-teknik bygger pa specifika antikroppar som binder in till specifika delar av
ett protein, och trots hog total homologi kan det finnas delar av ett protein dar graden av
overensstammande ar lagre. Om antikroppen ar riktad mot ett omrade dar den genetiska
skillnaden &r stor, kommer det sannolik resultera i dalig korsreagens. En ELISA utvecklad
specifikt for ekvint bruk skulle kunna ge andra resultat, men i dagslaget finns inget sadan
tillganglig kommersiellt.

LEUKOCYTANTAL | LEDVATSKA

Leukocytantal var i fyra fall hogre &n vad som anses som normalvariation for leukocytantal i
ledvatska pa hast (<500%10°/L) (Mahaffey, 2002; de Grauw, 2011). Samtliga férhéjda vérden
kom ifran leder som bedomts positiva for halta. Signifikant korrelation sags mellan HMGB-1
och leukocyter i ledvatska (p=0,02). Korrelationsvardet bestamdes till 0,67 med Spearman-
test. VVarden 6ver 0,7 indikerar att ett starkt samband foreligger (Scott et al., 2013). | detta fall
kan sambandet sagas vara mattligt. Samtliga leder med férhojda HMGB-1varden hade
leukocytantal >450*10%/L (450-980*10°/L), samtliga med HMGB-1 inom normalvariation
hade leukocytantal <250*10%/L (40-220*10°%/L), se figur 1 och tabell 4.

Foérhdjda HMGB-1-varden (Brown et al., 2009) korrelerade i tre av fyra fall till férhdjda
leukocytantal (Mahaffey, 2002; de Grauw, 2011) i ledvatska. | ett fall hade en ledvatska med
forhojda nivaer HMGB-1 leukocytnivaer nagot under cut-off vardet for stegrat leukocytantal
(450%10°). Dessa resultat baserades pa ett litet antal prover (n=10), ett storre material beh6ver
utvarderas innan nagra slutsatser kan dras angdende om dessa metoders gransvérden
motsvarar varandra.

BEGRANSNINGAR MED TOLKNING AV RESULTAT

All tolkning av resultaten i denna studie bygger pa om en given led betraktas som positiv
avseende halta, dvs. anses ha tecken pa OA, eller inte. Om leden ar feldiagnoserad och
darmed placerad i fel grupp kommer detta att gora att felaktiga slutsatser dras. Majoriteten av
de héstar som ingick i studien hade lindriga problem med liten initialhdlta. Forskning har visat
att haltbeddmning vid lindriga héltor ar vanskligt, samma hastar kan beddmas olika beroende
pa undersokande veterinar. | en studie dar flera veterinarer fick bedoma samma hast fann man
att vid lindriga haltor var graden av overensstimmande (dvs. om hasten ansags halt pa ett
givet ben) bland erfarna veterinarer endast 61,7 % (Keegan et al., 2010). | den hér studien har
samma veterindr beddmt hastarna vid samtliga tillfallen och det objektiva
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rorelseanalyssystemet Lameness Locator ™ (LL) har anvants for att forbattra sakerheten i
beddmningen av haltorna. Trots detta finns alltid en risk att vissa leder felbedoms, denna risk
Okar sannolikt ju mildare symptom hdasten uppvisar.

Vid cirka halften av de intraartikulara bedévningarna (11 av 20) var det svart att helt faststélla
om den intraartikulara bedévningen paverkade initialhaltan eller ej da resultaten fran LL och
den subjektiva veterindra beddmningen var helt eller delvis motstridiga. | majoriteten av dessa
tveksamma fall sags effekt av bedévningen vid trav pa rakt spar eller volt, trav efter bojprov
och/eller framforandet av benet (rérelsemonster) enligt den veterindra bedémningen, medan
asymmetrin uppmatt med LL kvarstod. | vissa fall pavisade inte LL nagon asymmetri fore
beddvning, trots att veterindren uppfattade hasten som halt. Dessa skillnader i bedémning kan
ha berott pa att en veterindar har mojlighet att bedoma andra saker &n huvud- och
backenrorelser, sasom framforande av ben, steglangd, framatbjudning med mera. Da LL
mater den genomsnittliga asymmetrin for samtliga stegcykler (Keegan et al., 2011) kan
intermittenta haltor vara svartolkade for LL, medan en veterinar har mojlighet att selektera
vilka steg som ska ligga till grund for bedémningen. Generellt gavs den veterindra
beddémningen bedémningsforetrade vid tveksamma fall i denna studie, men dven resultaten
fran LL paverkade samtliga slutbedémningar.

KONKLUSION

Resultaten fran den har studien tyder pa att det mojligen kan finnas en potentiell roll for
biomarkorer vid diagnostisering av OA pa hast, da leder med positiv hélta visade en hégre
genomsnittskoncentration av HMGB-1 (11,1ng/ml) jamfért med negativa leder (4,5ng/ml).
Denna skillnad var dock inte statistiskt signifikant. Det aterstar dock en hel del arbete innan
detta kan fa praktisk tillampning. Ingen publicerad studie har enligt forfattarens vetskap
framgangsrikt analyserat MMP-13 i ledvatska hos hast, och mycket fa studier ar gjorda pa
HMGB-1 och IL-1B. Mer forskning behovs angdende nivderna av samtliga undersokta
substanser i ledvétska och serum for att man ska kunna faststalla vad som ar normala nivaer
hos friska hastar och hur dessa nivaer forandras vid olika skeden av OA. Forst nar
normalvérden finns framtagna och kannedom om hur nivaerna korrelerar till grad och
duration av OA kan ett batteri av biomark6rer mojligen borja anvéndas i klinisk diagnostik.

Materialet i denna studie ar for litet for att man ska kunna dra nagra slutsatser avseende
diagnostik av OA pa individniva, men de insamlade proverna kommer att vara en del av en
biobank som &r under uppbyggnad. Proverna i denna biobank kommer att kunna anvéandas for
att utveckla och testa nya analysmetoder som utvecklas avseende biomarkdrer for ekvin OA.
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