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SAMMANFATTNING

Hélta ar idag den vanligaste anledningen till sjukdom hos svenska hé&star och den vanligaste
orsaken till halta ar osteoartrit (OA). Stéllandet av diagnosen OA kommer ofta for sent sa att
irreversibla ledskador redan hunnit uppsta vilket gor det av yttersta betydelse att forbattra
diagnostiken inom omradet. OA kan uppstd pa flera olika satt; akut trauma mot leden,
intraartikulara frakturer, repetitivt trauma, skada pa mjukdelar som orsakar en instabilitet i
leden med flera. Forenklat kan OA orsakas till foljd av en normal belastning pa en onormal
led eller onormal belastning pa en normal led. Oavsett orsak ses skador pa ledbrosket och
beroende pa hur utvecklad OA &r kan rontgenforandringar ses, vilka avspeglar ett daligt
broskstatus. OA kan betraktas som en inflammatorisk ledsjukdom déar flera ledkomponenter
bidrar till inflammationen, bland annat producerar bade synoviocyterna och kondrocyterna
inflammationsmediatorer.

| sokandet efter en battre diagnostik for OA undersoks mojligheten att med hjalp av
biomarkdrer for inflammatoriska och vévnadsnedbrytande processer i synovia och blod
erhalla en tidig och korrekt diagnostik. | den har studien undersoktes med hjalp av
amnesspecifika ELISA cytokinerna interleukin (IL)-1B, high mobility group box protein
(HMGB)-1 och enzymet matrix metalloproteinas (MMP)-13, vilka alla kan vara av betydelse
I sjukdomsprocessen vid OA. Hypoteserna for arbetet var att férhdjda koncentrationer av IL-
18, HMGB-1 och aktivt MMP-13 kan ses i synovia och serum vid forekomst av olika typer av
patologiska ledforandringar och ju gravare makroskopiska patologiska ledférandringar desto
hogre nivaer av IL-1B, HMGB-1 och aktivt MMP-13 kommer att kunna pavisas i synovian.
Vidare var hypotesen att nivaerna av IL-1B, HMGB-1 och aktivt MMP-13 i synovia och
serum kommer att vara korrelerade.

Fjorton patienthastar ingick i studien och sammanlagt erhélls synovia fran 24 kot- och
karpalleder i samband med artroskopi. Koncentrationer av IL-18, HMGB-1 och aktivt MMP-
13 analyserades i synovia och blod med hjalp av ELISA och férekomst av typ och grad av
ledskador noterades under artroskopi. Synovian analyserades aven med avseende pa antal
leukocyter. Aktivc MMP-13 kunde inte detekteras i nagra patientprover och IL-1B
detekterades bara i prov fran en hast. HMGB-1 detekterades i 20 synoviaprover och 12
serumprover, och koncentrationen av HMGB-1 i synovia korrelerade signifikant med antal
leukocyter i synovia. Koncentrationen av HMGB-1 i synovia var ofta hdgre om synovit eller
fraktur pavisades makroskopiskt, men statistisk signifikans forelag ej. Inte heller sags
statistisk skillnad i HMGB-1 koncentrationer i synovia beroende pa forekomst eller inte av
ledbroskerosion, slipfaror i ledbrosket eller osteokondrala fragment utan kliniska symtom.
Ingen signifikant korrelation mellan niva av HMGB-1 i serum och synovia kunde hittas, aven
om koncentrationerna i synovia oftare Iag hogre &n i serum. Materialet var for litet for att
kunna undersbka om det fanns en statistisk korrelation mellan grad av ledskada och
koncentration av HMGB-1.

Sammanfattningsvis har studien inte kunnat visa att IL-1p eller aktivt MMP-13 kan anvéndas
for att diagnostisera patologiska ledférandringar. Daremot att det &r mojligt att HMGB-1 kan



anvandas som biomarkor for ledskador med framfor allt ett inflammatoriskt inslag. Fortsatta
studier behdvs for att vidare undersoka potentialen for HMGB-1 som biomarkdr for OA.



SUMMARY

Lameness is the most common cause of disease in Swedish horses, and the most common
cause of lameness is osteoarthritis (OA). Diagnosing OA often comes too late in the disease
process so that irreversible damage in the joint has already occurred. Therefore it is crucial to
improve the diagnostic methods in the area. There are several ways in which OA can arise;
acute trauma, intraarticular fractures, repetitive trauma and damage to the soft tissue that
creates an instability in the joint to name a few. The causes of OA can be summarized as
normal use of an abnormal joint or abnormal use of a normal joint. Regardless of the cause
the same type of changes can be seen within the articular cartilage. Depending of the stage of
OA radiografic changes can be detected, but these poorly reflect early changes in the
cartilage. OA can be considered an inflammatory joint disease where several of the different
tissues of the joint contribute to inflammation. For example both the synoviocytes and the
chondrocytes produce inflammatory mediators.

In search for better diagnostic tools for early OA detection, biomarkers may be considered.
Such biomarkers could be substances that can be tested for in synovial fluid or serum. In this
project the cytokines interleukin (IL)-1p, high mobility group box protein (HMGB)-1 and the
enzyme matrix metalloproteinas (MMP)-13 were investigated. These substances may all be
involved in the disease process of OA. The hypotheses of the study were that increased
concentrations of IL-18, HMGB-1 and active MMP-13 in synovial fluid and serum are
associated with the presence and grade of joint lesions. Furthermore, synovial fluid
concentrations of IL-1p, HMGB-1 and active MMP-13 will be correlated to levels in serum.

Fourteen patient horses were included in the study and 24 fetlock and carpal joints were
sampled during arthroscopy. Serum and synovial fluid samples were analyzed with specific
ELISAs for IL-18, HMGB-1 and active MMP-13 concentrations, and pathological changes in
joints were recorded and graded during arthroscopy. Leukocyte counts in synovial fluid were
also determined. Active MMP-13 was not detected, and IL-1p3 was only detected in samples
from one horse. HMGB-1 was detected in 20 synovial fluid samples and 12 serum samples,
and concentrations of HMGB-1 in synovial fluid correlated with synovial fluid leukocyte
counts. The concentration of HMGB-1 was often higher in samples from joints with presence
of synovitis and fracture but this was not statistically significant. No statistical difference in
HMGB-1 concentrations could be shown in synovial fluid in regard to presence of cartilage
erosions, wear lines or osteochondral fragments without clinical symptoms. Although there
was a tendency for concentrations of HMGB-1 to be higher in synovial fluid than in serum
there was no statistical correlation between synovia and serum HMGB-1 concentrations. The
graded groups of joint lesions were too small to enable calculations regarding correlations
between grade of lesions and concentrations of HMGB-1.

To conclude, this study has not been able to show that synovial fluid or serum concentrations
of IL-1B or active MMP-13 can be used as diagnostic tools to detect joint lesions. However,
there is a possibility that synovial fluid concentrations of HMGB-1 can be used as an



indicator of joint lesions, particular those lesions with an inflammatory component. Further
studies are required for evaluating HMGB-1 as a biomarker for OA.
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INLEDNING

Halta ar idag den vanligaste orsaken till sjukdom hos hast. | en svensk studie fran 2005 har 37
% av hastarna som soker veterinarvard en specifik leddiagnos och sa manga som 62 % har
problem i rorelseapparaten (Penell et al., 2005). Samma forskargrupp visade ocksa att
sjukdomar i leder &r den vanligaste orsaken till avlivning (Egenvall et al., 2006). Av
sjukdomarna i rorelseapparaten &r osteoartrit (OA) i kotleden den absolut vanligaste hos
svenska hastar (Penell et al., 2005). OA &r en valfardsfraga for manniskor da det &r en
smartsam sjukdom som leder till nedsatt livskvalité (Umlauf et al., 2010) och da sjukdomen
hos hast uppvisar liknande symtom &r det rimligt att dra slutsatsen att det ocksa &r en
djurvalfardsfraga (de Grauw, 2011).

Manga ganger finns ocksa en ekonomisk aspekt av OA da diagnostik, behandling och
rehabilitering innebér stora kostnader for djurdgaren. Om det ar en tdvlande travhast som
drabbas och djuragaren gar miste om insprungna pengar eller en ridskolehést som inte kan
inga i verksamheten kan de ekonomiska konsekvenserna bli stora. Ett stort problem med OA
ar att det manga ganger drojer for lang tid mellan uppkomst och upptackt av sjukdomen vilket
medfor att skadorna vid diagnosstallande redan har blivit svarbehandlade, och darmed dyra,
eller irreversibla (Mobasheri, 2012; Cruz & Hurtig, 2008; Helminen et al., 2000).

Hélta hos hast ar ocksa en etisk fraga da det finns risk att sporthastar pressas att prestera pa en
hog niva for att sedan om de blir sjuka slas ut och erséttas med en frisk hast. Detta istéllet for
att hasten ges tiden och pengarna som kréavs for att bli frisk, det vill sdga diagnostisering,
behandling, konvalescens och rehabilitering. Nar halta associerat med OA uppstar har leden
ofta redan blivit sa pass paverkad att den inte ar enkel att atgarda (Mobasheri, 2012; Helminen
et al., 2000).

Om det skulle vara mgjligt att med ett enkelt diagnostiskt test se om en hast lider av
preklinisk OA och darmed mdojliggora en tidigt insatt behandling skulle det revolutionera
hastmedicin och hasthallning i vérlden. Detta da tidigt insatta atgarder skulle minska skadorna
i leden och framforallt skador pa ledbrosket som har dalig lakningsformaga (Goldring &
Goldring, 2007). Troligen skulle forbattrad tidig diagnostik innebara att farre hastar slas ut pa
grund av hélta. Upptackt och behandling av OA innan det blivit irreversibla skador pa brosket
skulle troligen ocksa innebéara farre aterfall i sjukdomen eftersom Gvriga delar av leden har
storre lakningsformaga an ledbrosket. Ungefar 30 % av hastarna som sokt veterinarvard soker
igen efter cirka ett ar (ej specificerad diagnos) (Egenvall et al., 2005) och om de irreversibla
ledskadorna minskar borde ocksa recidivrisken minska. | jakten pa ett sadant diagnostiskt test
har flertalet studier gjorts pa de cytokiner som anses vara involverade i
inflammationsprocessen vid OA (Chiaradia et al., 2012; de Grauw et al., 2011; Busschers et
al., 2010; Kamm et al., 2010; Bertone et al., 2001; Brama et al., 1998).

Forhoppningen dr att hitta en eller flera biomarkdérer som korrelerar med det tidiga stadiet av
OA och som ér specifika for de patologiska processer som da uppstar. En av utmaningarna ar
att OA dr en komplicerad sjukdom som kan uppsta pa flera satt och att det ar manga cytokiner



och enzymer som samverkar pa ett komplicerat och inte helt utrett satt. Darfor har inga guld
standard markdrer hittats trots att forskning pa biomarkdérer pagatt i manga ar.

Syfte

I den hér studien undersoktes koncentrationerna av cytokinerna interleukin (IL)-1pB, high
mobility group box protein (HMGB)-1 och den aktiva formen av enzymet matrix
metalloproteinas (MMP)-13 i ledvétska (synovia) och blod hos héstar med ledskada. Dessa
amnen &r involverade i OA och &r darfor potentiella biomarkorer for sjukdomen. Syftet med
studien var att undersoka om @mnena &r lampliga att anvdnda som biomarkorer for ledskada
och om koncentrationerna i ledvétska var korrelerade till grad av patologiska forandringar i
leden och till uppmatta koncentrationer i blod.

Hypotes

Hypoteserna for arbetet var att forhojda koncentrationer av IL-18, HMGB-1 och aktivt MMP-
13 kan ses i synovia och serum vid forekomst av olika typer av patologiska ledférandringar
och ju gravare makroskopiska patologiska ledférandringar desto hdgre koncentrationer av IL-
18, HMGB-1 och aktivt MMP-13 kommer att kunna pavisas i synovian. Vidare var hypotesen
att koncentrationerna av IL-18, HMGB-1 och aktivt MMP-13 i synovia ar korrelerade till
koncentrationer i serum.



LITTERATUROVERSIKT
Synovialled

Héstens extremitetsleder &r synovialleder och liknar varandra 1 sin grundldggande
uppbyggnad. En led kan betraktas som ett organ dar alla delar inverkar och paverkar varandra
vilket har avgorande betydelse for bade den fysiologiska funktionen och patologiska
processer. | leden ingar foljande delar; skelett med framforallt det subkondrala benet, hyalint
ledbrosk, synovialmembran, ledkapsel, ligament och ledhala med synovia (Mcllwraith, 2011).

Ledbrosket delas upp i fyra zoner som skiljer sig med avseende pa innehall av kondrocyter,
extracellulart matrix (ECM) och hur kollagen fibrillerna ar orienterade. Brosket nérmast
ledhalan &r den ytliga zonen, en del av den ytliga zonen kallas lamina splendens vilken inte
utgors av celler utan av kollagenfibriller och polysackarider. Lamina splendens utgdr en
barriar mellan brosket och synovian och hindrar passage av storre molekyler (Buckwalter et
al., 2005) och bidrar till ledens smorjning genom produktion av lubricin (Kumar et al., 2001).
Zonen ndrmast skelettet dr den kalcifierade zonen vilken forankrar brosket i skelettet.
Ledbrosket har ingen direkt blodférsérjning, lymfforsdérjning eller nervforsorjning utan
tillforsel av ndring och bortforsel av slaggprodukter sker med hjalp av diffusion mellan
broskets extracellulara matrix (ECM) och synovian (Caron, 2011). Ledbrosk bestar till mindre
an 2 % av kondrocyter vilka ansvarar for produktionen av bestandsdelarna i ECM (de Grauw,
2011). Kondrocyternas metabolism paverkas av bade mekaniska faktorer och av inre och yttre
kemiska faktorer och kondrocyterna kan bade bygga upp och degradera ECM. ECM bestar
huvudsakligen av kollagen typ Il, proteoglykaner, glykoproteiner och vatten. Kollagen utgér
65-80% av broskets volym och bildar ramverket i ECM. Kollagen utséndras som prokollagen
som sedan omvandlas till kollagen. Prokollagen aterfinns i ECM till stérre del i unga hastar
och i mindre grad hos vuxna hastar (Mcllwraith, 2011). Det finns ocksa en mindre del andra
typer av kollagen an typ Il som bland annat bidrar med att 6kad stabiliteten i det kollagena
ramverket. Kollagenet bidrar till broskets stabilitet genom att Oka draghallfastheten.
Draghallfastheten ar storst ytligt i brosket och minskar djupare ner vilket innebér att om en
skada gar igenom den ytliga hallfastadelen sa blir ledbrosket mindre draghallfast (Mcllwraith,
2011). Den andra stora byggstenen i brosk ar proteoglykaner som bestar av protein och
glukosaminoglykaner (GAG). De vanligaste GAG ar kondrotin-6-sulfat och keratan sulfat
(Mcllwraith, 2011) vilka bada innehaller negativt laddade grupper vilket gor att GAG
repellerar varandra och attraherar vatten. Proteoglykanerna binder till hyaluronsyra och bildar
pa sa vis stora aggregat, benamnda aggrekan. Aggrekan ar utspritt mellan kollagen II
fibrillerna och bidrar med broskets hallfasthet fér kompression samt formagan att fordela vikt
genom dess formaga att attrahera vatten (Caron, 2011). Glykoproteinerna har olika funktion i
ECM, vissa fungerar som lankprotein mellan hyaluronsyra och proteoglykaner eller hjalper
kondrocyter att binda till typ 1l kollagen (Mcllwraith, 2011).

Synovialmembranet bestar av intima och subintima och &r inget dkta membran da det saknar
ett basalmembran. Intiman &r ett lager av synoviocyter som ar 1-4 celler tjockt (Mcllwraith,
2011). Synoviocyterna ar antingen typ B celler som harstammar fran fibroblaster och som
producerar viktiga molekyler som hyaluronsyra och kollagen, eller typ A celler som
harstammar fran makrofager och utgoér 10-20% av synoviocyterna och som huvudsakligen



fagocyterar debris. Vid hart arbete eller vid inflammation &ndras proportionerna mellan typ A
och B celler sa att typ A cellerna dominerar, men det blir &ven en proliferation av typ B celler
(Bertone, 2004b). Synoviocyterna kan syntetisera en rad olika mediatorer som ar involverade
vid OA, exempelvis interleukiner (Caron, 2011). Subintiman bestar av bindvav och &r rikligt
karlforsorjd med ett vél utvecklat kapillart natverk for att underlétta utbyte av néring och
slaggprodukter med synovian (Caron, 2011).

Synovia (ledvétska) fyller ledhalan och dess viktigaste uppgift ar att forflytta naring och
slaggprodukter mellan ledbrosket och kapillarerna i synovialmembranet (Frisbie, 2012).
Synovia é&r ett ultrafiltrat av plasma med tillsats av hyaluronsyra och andra proteiner som
synoviocyterna tillverkar. Synovia innehaller normalt ett l1agt antal celler, under 500 celler per
UL, och de flesta celler & mononukleara (de Grauw, 2011). Férutom att forflytta naring sa
forflyttar synovian ocksa olika sorters mediatorer, exempelvis IL-18 och MMP, mellan
kondrocyterna och synoviocyterna bade i normalt fysiologiskt stadie och vid
inflammationstillstand.

Subkondralt ben bestar av kortikalt ben och har en viktig del i ledens funktion genom att det
fungerar stétdampande och bidrar med strukturellt stod at ledbrosket. Benet anpassar sig till
den belastningsgrad leden utsétts for och vid 6verdriven eller onormal belastning kan skleros
ses med rontgen (Cruz & Hurtig, 2008). Skleros gor att benet blir hardare men ocksa skorare
och mindre lampat for stotdampning (Cruz & Hurtig, 2008). Till skillnad fran ledbrosket ar
det subkondrala benet blodforsorjt och innerverat (Mcllwraith, 2011).

Ledkapseln bestar av bindvav med hog andel kollagen typ | fibrer vilket gor att ledkapseln
kan bidra med stabilitet at leden. Infastningen till benet sker gradvis genom att bindvaven
forst blir delvis mineraliserad och sedan faster in i benet. Detta gor att krafter fordelas dver ett
storre omrade och minskar risken for skada. Ledernas kollateralligament &r ofta inkorporerade
I ledkapseln (Mcllwraith, 2001).

Metakarpofalangealled/metatarsofalangealled

Metakarpofalangealled/metatarsofalangealled, kotled, &r den led hos svenska hé&star som
vanligen drabbas av sjukdom (Penell et al., 2005). Kotleden &r en gangjarnsled. Det &r den led
som har storst rorelseomfang, fran 120° extension till 120° flexion, vilket gor den utsatt for
forslitningsskador (Bertone, 2004a). Leden har tva
huvudfunktioner; att bdra héstens vikt under
isattningsfasen och belastningsfasen i rorelse samt
att absorbera storsta delen av stéten som uppstar
nar hoven satts i marken (Copelan & Bramlage,
1983). Kotleden bestar férutom av metakarpalben
I (MCIII) eller metatarsalben 111 (MTIII) och
proximala falangen (P1) ocksd av kotsenbenen.
Kotsenbenen bidrar med en storre ledyta vid
maximal extension. Gaffelbandsgrenarna féster in
till kotsenbenen och fungerar som en kraftig  Figur 1. Hyperextension i kotleden. Foto:
stodjevavnad till kotleden och forhindrar en  Horse in Motion, Eadweard Muybridge.
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éverstrackning vid extension (figur 1). En sagittal styrlist pA MCIHI/MTIII och en sagittal
ranna i P1 samt kollateralligament pa medial och lateralsidorna om leden tillater endast
rérelse i kraniokaudal riktning. P& grund av det stora rorelseomfanget ar kotledens ledkapsel
rymlig. Den stracker ut sig i flera fickor vilka alla kommunicerar med varandra vilket gor att
vid skada paverkas hela leden. Vid traning i hoga farter eller vid traning sa att
stodjevavnaderna blir uttrottade kan skador pa grund av Gverextension uppsta, exempelvis
fissurer eller frakturer pa kotsenbenen eller frakturer dorsalt i leden (Copelan & Bramlage,
1983). Traumatisk synovit och kapsulit samt OA é&r andra tillstand som &r vanliga i kotleden
och som vanligen uppkommer pa grund av frekvent anvandningen av kotleden under hog
belastning och hdga farter (Bertone, 2004a).

Karpus

Karpus bestar av tre leder som samverkar med varandra, radiokarpalleden (RC),
interkarpalleden (IC) och karpometakarpalleden (CM). IC och CM kommunicerar med
varandra medan RC har ett eget synovialt utrymme, dock kan beddvningsmedel diffundera
mellan RC och IC vilket att viktigt att tanka pa vid diagnostiska anestesier (Gough et al.,
2002). Karpus bestar forutom av radius och metakarpus ocksa av sju eller atta mindre
karpalben som ligger i tva rader. Ovre raden innefattar radialis (os carpi radiale), intermediare
(os carpi intermedium), ulnaris (os carpi ulnare) och artbenet (os carpi accessorium). Undre
raden bestar av karpalben II, 111 och 1V och ibland aven karpalben 1. Benen halls pa plats av
mediala och laterala interkarpalligament, kollateralligament, ledkapsel och palmara
karpalligament (Ruggles, 2012). De olika lederna i karpus har olika mekanism; RC har en
roterande  funktion medan IC har en
gangjarnsfunktion. CM, som inte Gppnas vid
flexion, har en glidande funktion vid
belastning. Skador 1 karpus uppkommer
vanligen vid upprepad tréning i hog fart, ex
galopp (figur 2.) eller trav (Bramlage, 1983).
Denna typ av traning medfor att
mjukvdvnaderna blir uttrottade och en
dverextension av leden uppstar, vilket gor att
de dorsala kanterna pa benen slar i varandra.
TiII_exempeI ar skad(?r i IC Pé radialis”och Figur 2. Hyperextension i karpus, Foto:
tredje karpalbenet vanligt hos hastar som tavlar  Horse in Motion, Eadweard Muybridge.
I trav medan héstar som tavlar i galopp kan ha

skador i RC kraniolateralt pa radius (Bramlage, 1983).

B, S ‘ i

OA

OA ar egentligen ingen egen sjukdom i sig utan ledens respons pa skada. OA kan
karakteriseras som en obalans i ledens metabolism som leder till en stérning i broskets ECM
vilket obehandlat leder till makroskopiska skador (Loeser et al., 2012). De makroskopiska



forandringar som ses i leder drabbade av OA ar; forlust av ledbrosk, fortatat subkondralt ben,
synovit, fortjockning av ledkapseln och paverkan pa ligament (Loeser et al., 2012).
Radiologiskt kan man se benskleros, osteofyter och subkondrala bencystor. Trots manga ars
forskning &r den exakta vetskapen om de mekaniska och biokemiska faktorer och deras
interaktioner som leder till OA inte fullstdndigt klarlagd (Caron, 2011). Ett flertal olika skador
som drabbar leden kan leda till OA och OA kan ocksa uppsta utan kand predisponerande
skada. Etiologierna kan delas upp i tva grupper utifran de tva huvudmekanismerna bakom OA
namligen onormal belastning pa en normal led eller normal belastning pa en onormal led
(Goldring & Goldring, 2007).

Traditionellt har OA inte ansetts vara en inflammatorisk sjukdom da bland annat antalet vita
celler i synovian &r 1agt och utseendet i leden inte ar typiskt for inflammation (brosk som inte
ar karlforsorjt kan inte rodna). Dock finns de 6vriga tecknen pa inflammation som smarta,
funktionsnedsattning, svullnad och varme. | synovia fran leder med OA aterfinns ocksa de
viktigaste cytokinerna vid inflammation IL-1f och tumér nekros faktor (TNF)-o (Loeser et
al., 2012; Martel-Pelletier et al., 1999). Déarfor ar det nu allmant ansett att OA har en
inflammatorisk komponent som kan uppsta bade som svar pa annan skada eller vara det forsta
steget till OA. Inflammation i leden leder till OA genom att det blir en frisattning av olika
mediatorer och cytokiner som orsakar en forandring i kondrocytmetabolismen sa att den
andras till att vara huvudsakligen katabol istéllet for anabol (Buckwalter et al., 2005). Detta
ger ett forsamrat brosk som lattare skadas (de Grauw, 2011). Skador som kan orsaka OA é&r
bland annat intraartikuldra frakturer, osteokondrala chip frakturer, trauma mot leden eller
skador pa ligament eller senor som orsakar en instabilitet i leden. Alla skadorna leder till en
andrad metabolism i leden och frisdttning av mediatorer och cytokiner som framkallar
inflammation.

Buckwalter et al. har forsokt att klargora patogenesen som leder till OA och hur skadan sker
(Buckwalter et al., 2005). De delar in patogenesen i tre steg vilka inte separeras av tydliga
gréanser. Initialt sker en forandring eller skada i ledbroskets ECM. Darefter ses ett reparativt
svar fran kondrocyterna pa skadan, men slutligen avstannar kondrocyternas forsok att reparera
skadan och en forlust av vavnad sker. Skadan i broskmatrixet tillsammans med fibrillering pa
ytan 6ppnar upp brosket och gor det mer genomslappligt for vatten vilket ger det ett svullet
utseende. En minskning av mangden proteoglykaner och aggrekan, minskad langd pa GAG
samt instabilitet i ramverket av kollagen tillater att vatteninnehallet 6kar och gor brosket mer
permeabelt for exempelvis stora molekyler. Det svullna brosket ar skorare for mekanisk
paverkan och det blir latt skador djupare ner i brosket. Steg tva borjar nar kondrocyterna
reagerar pa en skada eller forandring i osmolaliteten och frisatter mediatorer for ett snabbt
cellsvar. Cellsvaret dr bade anabolt, vilket medfér att kondrocyterna prolifererar och tillverkar
mer ECM, och katabolt, med en frisattning av kvaveoxid som ger en 6kad syntes av IL-1. IL-
1 ger ett Okat uttryck av MMPs som degraderar ECM. Om det anabola svaret dverstiger de
katabola processerna kan vavnaden bli aterstalld eller atminstone kan progressionen av OA
stoppas. Om kondrocyterna inte lyckas aterstalla ECM minskar det anabola svaret succesivt
och det blir en stegvis forlust av vdvnad. Om inte de katabola reaktionerna kan hindras blir
skadorna storre och sprickorna i brosket strécker sig ner till det subkondrala benet. Slutstadiet



ar en led utan brosk pa belastningsytorna med fortjockat nekrotiskt ben (Buckwalter et al.,
2005).

Onormal belastning pa en normal led eller "wear and tear” hos tdvlingshistar kan framkalla
en anpassning i det subkondrala benet. Anpassningen innebér att benet blir tjockare for att
klara belastningen vilket gor att dess stotddmpade funktion minskar. Detta okar risken for
kompressionsskada pa brosket. | en studie bekraftades ett samband mellan forandringar i
subkondralt ben och OA skador i ledbrosket (Lacourt et al., 2012). Forfattarna menar att
forandring i det subkondrala benet kan ge upphov till sprickor i det kalcifierade brosket, (som
overfor kraft mellan ledbrosket och skelettet), vilket orsakar en instabilitet i brosket och detta
i sin tur leder till OA. De menar att detta ar ett av satten som repetitiva belastningar pa leden
kan leda till OA, och att fortsatt belastning pa en led med OA medfor en minskad bentathet
djupare ner i benet pd grund av nedsatt hallfasthet. En annan studie visade att kontaktytan
mellan ledbrosken i kotleden 6kar med ckat tryck pa leden och att det bara ar vid mycket hogt
tryck som den dorsala delen av P1 kommer i kontakt med motstaende ledytas brosk (Brama et
al., 2001). Forfattarna menar att brosket pa den dorsala ytan (som normalt inte belastas) inte
klarar av den belastning det utsatts for vid hoppning eller galopp, och att det darfor ar en
biomekanisk orsak bakom skadorna i detta omrade. Det subkondrala benet kan ocksa
paverkas sa att ossifieringen reaktiveras vilket leder till ett tunnare ledbrosk och ett hardare
subkondralt ben, vilket tillsammans predisponerar for skador pa ledbrosket (Cruz & Hurtig,
2008). Huruvida forandringar i det subkondrala benet leder till OA pé egen hand eller om det
finns olika mekanismer som paverkar ledbrosk och skelett oberoende av varandra finns ingen
konsensus. En forskargrupp visade att vissa hastar med grava skador pa ledbrosket saknar
forandringar i det subkondrala benet och tvartom, att hastar med kraftiga forandringar i det
subkondrala benet saknar skador pa ledbrosket (Cruz & Hurtig, 2008). Forfattarna menar
dock att remodellering av ben i narheten av ledbrosket kan paverka brosket genom frisattning
av cytokiner eller enzymer. | leder med aktiv OA som bekraftats med artroskopi har en
forskargrupp visat en positiv korrelation mellan graden av ledbroskada en biomarkor for
benremodellering (Fuller et al., 2001).

Kliniska tecken pd OA é&r bland annat svullnad (galla) i leden, varme, smarta och nedsatt
rorelseuttag (Buckwalter et al., 2005). | de fall OA é&r bilateral kan nedsatt prestation eller
ovilja att arbeta och ett kortare steg vara de tydligaste symtomen (Dyson, 2013). Radiologiskt
ses osteofyter, benskleros och subkondrala cystor vid vél utvecklad OA, ibland kan &ven ett
minskat ledutrymme ses (Martel-Pelletier et al., 1999).

OA behandlas traditionellt intraartikulart med glukokortikosterioder och/eller hyaluronsyra
och/eller systemiskt med NSAID och/eller hyaluronsyra (Ekman, 2010; Goodrich & Nixon,
2006; Caron, 2005) Nyare och mer specifikt riktade medicinska behandlingsmetoder
inkluderar behandling med IRAP (interleukin-1 receptor antagonist protein) for att motverka
inverkan av IL-1p (Ekman, 2010; Smith & Clegg, 2007a; Frisbie, 2005). Kronisk synovit kan
teoretiskt underhalla den inflammatoriska reaktionen med tanke pa ledhinnans formaga att
producera cytokiner och enzymer, och synovektomi anvands som kirurgisk behandling for att
avlagsna det proliferativa synovialmembranet (Smith & Clegg, 2007b).



Biologiska markdrer

En biologisk markor ar definierat av The Biomarkers Definitions Working Group som
nagonting som mats objektivt och &r utvarderat som en indikator for normala fysiologiska
processer, patologiska processer eller for ett farmakologiskt svar pa en behandling (Atkinson
et al., 2001). Biomarkorer kan vara olika sorters parametrar, exempelvis anatomiska,
fysiologiska, biokemiska eller molekyléra vilka hér samman med en viss sjukdom och som
kan méatas med olika metoder som bilddiagnostik eller laboratorieanalys. De biokemiska
markdrerna kan matas i blod, serum, synovia eller urin. | dagsldget finns det ingen bra
biokemisk markor for att upptdcka OA i ett tidigt stadium, dvervaka sjukdomsprocessen eller
utvardera behandlingar (Mobasheri, 2012). Manga olika faktorer paverkar biomarkdrer som
mats i kroppvatskor; metabolism och clearence paverkas av njurar och lever och andra
faktorer som alder, ras, narkos, operation och hur biomarkérerna samlas och forvaras maste
ocksa tas hansyn till nar biomarkorer analyseras (Mcllwraith et al., 2001). Synovia &ar den
vatska som troligen aterspeglar de fysiologiska och patologiska processerna i leden mest
korrekt genom att den fungerar som medium mellan synovialmembran och ledbrosk
(Mcllwraith, 2005). Eftersom synovia produceras kontinuerligt av synoviocyterna ger
synovian ett aktuellt varde for olika markdrer (de Grauw, 2011).

IL-18

IL-1B (IL-1F2) ar en cytokin som tillhor IL-1 familjen. Denna familj bestar av 11 olika
medlemmar, vilka alla ar involverade i inflammationsprocesser, och dar nagra inducerar
inflammation och nagra motverkar inflammation (Dinarello, 2009). IL-1B produceras
framforallt i monocyter, makrofager, dendritiska celler, B lymfocyter och NK (mérdar/natural
Killer) celler (Dinarello, 2009) Eftersom IL-1p &r en potent inflammationsframkallande
cytokin sker aktiveringen i flera steg varav alla inte ar helt utredda.

Syntetisering av IL-1B borjar nar TLR (toll-like receptor) aktiveras av PAMP (pathogen-
associated molecular patterns) (Schroder & Tschopp, 2010). Detta aktiverar NF-xB (nuclear
factor kappa beta) som da tillater syntetisering av pro-IL-1B. Efter ytterligare aktivering i
cellen av bland annat PAMP eller DAMP (danger/damage associated molecular patterns)
Klyver enzymet caspase-1 pro-1L-1 till IL-1p och IL-1p utsondras fran cellen (Strowig et al.,
2012).

IL-1B paverkar celler genom att binda till speciella receptorer som sitter pa cellytan, IL-1R,
speciellt IL-1R typ 1. | leder som drabbats av OA uttrycker kondrocyterna fler IL-1R typ | och
ar ocksa kansligare for stimuli av IL-1B d& en lidgre koncentration av cytokinet krivs for att
cellerna ska producera bland annat MMPs som bryter ner ledbrosk (Martel-Pelletier et al.,
1992). Detsamma galler for synoviocyterna, i leder med OA uttrycker de fler IL-1R typ | pa
cellytan &n i friska leder (Sadouk et al., 1995). Receptorerna ar bundna till cellens yta men
kan ocksa forekomma fritt extracellulart och fungerar da som en receptor antagonist genom
att binda upp IL-1pB (Martel-Pelletier et al., 1999).

IL-1pB bidrar till inflammation pé flera olika sdtt, bland annat paverkar det genuttryck och
produktion av cyclooxygenase-2 (COX-2), fosfolipas-2A vilket i sin tur leder till en 6kad
produktion av prostaglandin-E2 (PGE2) och kvaveoxid (NO) vilket resulterar i feber, tkad
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smartkanslighet, vasodilation och hypotension. IL-1B paverkar ocksa infiltrationen av
inflammatoriska celler fran cirkulationen till vavnaden, bland annat genom att dka uttrycket
av adhesionsmolekyler pa mesenkymala celler och endotelceller (Dinarello, 2009). M&ss med
inducerad OA uppvisar lindrigare skador pa ledbrosket om de genetiskt saknar IL-1p uttryck.
Mdoss som inte uttrycker IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist) utvecklar kronisk inflammatorisk
polyartrit spontant. | lederna syns infiltration av inflammatoriska celler i synovialmembranet
och periartikulart, 6kad osteoklastaktivitet och benerosion. Histologiskt liknar mossens leder
humana leder som drabbats av reumatisk artrit (RA) (Dinarello, 2009). IL-1 orsakar en
nedbrytning av GAG i ledbrosk mdgjligen genom att IL-1p ocksa uppreglerar MMP-13
(Busschers et al., 2010). Studier dar IL-1p inhiberats visar att IL-1 dr den cytokin som
ansvarar for nedbrytning av ledbrosk (Mcllwraith & Trotter, 2001).

MMP-13

MMP-13 ar ett enzym som framforallt bryter ner kollagen och klassificeras darfor som ett
kollagenas, kollagenase-3. Forutom att MMP-13 bryter ner kollagen typ Il 5-10 ganger
snabbare &n MMP-1 (Umlauf et al., 2010; Reboul et al., 1996) kan enzymet ocksa bryta ner
flera andra matrixkomponenter (Tardif et al., 2004) bland annat aggrekan (Martel-Pelletier &
Pelletier, 1996). Under fosterutveckling hos manniskor aterfinns MMP-13 i hypertrofiska
kondrocyter och osteoklaster men senare i livet har MMP-13 hittats vid olika sjukdomar
(Tardif et al., 2004; Stahle-Backdahl et al., 1997), nagra forskargrupper har ocksa hittat
MMP-13 i laga koncentrationer hos friska individer (Shlopov et al., 1997; Martel-Pelletier &
Pelletier, 1996). MMP-13 produceras av kondrocyter under inverkan av bland annat IL-1p
(Busschers et al., 2010) och uttrycket och syntetiseringen av MMP-13 &r kraftigt forhojt i
leder med OA (Kamm et al., 2010; Brama et al., 1998; Reboul et al., 1996). Brama et al.
visade ocksa att juvenila hastar (under ett ar) uttrycker hogre nivaer av MMP-13 i synovia an
vuxna hastar (mellan fyra och trettio ar) och menade att det beror pa att unga hastar har en
hogre grad av metabolism i ledbrosket pa grund av att de vaxer. Daremot pavisades inga
forhojda nivaer av MMP-13 i leder som drabbats av osteokondros (OC) trots att OA gav
forhojda nivaer vilket tyder pa att OC och OA har olika patogenes. Rebouls studie visar ocksa
att synoviocyter i leder med OA inte uttrycker MMP-13 trots att de uttrycker MMP-1. Detta
har dock flera senare studier motbevisat, bland annat Kamm et al. visade férhéjda MMP-13
nivaer i synoviocyter fran hastar med OA (Kamm et al., 2010). En annan studie visade att
kondrocyterna narmast OA lesionen uttrycker mer MMP-13 dn kondrocyterna i samma led
men langre bort fran lesionen (Shlopov et al., 1997).

MMP-13 tillverkas som pro-enzym och maste klyvas for att bli aktivt. Manga olika enzym
kan klyva MMP-13, t.ex. plasmin, MMP-14 och MMP-2 (Visse & Nagase, 2003; Knauper et
al., 1996). Aktiviteten av MMP-13 regleras ocksa av olika inhibitorer bland annat TIMP
(tissue inhibitor of metalloproteases). TIMP inaktiverar MMP-13 genom att binda till den
aktiva platsen pa MMP-13 (Gomez et al., 1997). TIMPs produceras av kondrocyter och av
fibroblaster (Burrage et al., 2006). Aven om IL-1B har en stor inverkan pa produktionen av
MMP-13 kan kondrocyter frisdtta MMP-13 &ven utan nérvaro av IL-1p (Bougault et al.,
2013).



HMGB-1

HMGB-1 &r ett alarmin som fungerar som ett proinflammatoriskt cytokin i sin extracelluléra
funktion. Alarminer ar proinflammatoriska proteiner som snabbt slapps ut fran celler vid
infektion eller inflammation. Dessa attraherar antigen-presenterande celler till platsen och
aktiverar dessa samt andra delar av immunforsvaret (Pisetsky et al., 2008). HMGB-1 &r i
forsta hand lokaliserat till cellkarnan, men kan ocksa finnas i cytoplasman eller pa cellytan. |
cellkdarnan har HMGB-1 bade en strukturell funktion genom att binda till bade DNA och
nukleosomer, och en genreglerande funktion genom att &ndra kromatinets struktur och reglera
transkriptionsfaktorernas bindning till DNA (Pisetsky et al.,, 2008). HMGB-1 frisatts
extracellulart av makrofager som utsétts for LPS (lipopolysackarider), TNF och IL-1p (Wang
et al., 1999). HMGB-1 frisatts aven fran nekrotiska celler vilket gor att HMGB-1 fungerar
som en signalmolekyl till omkringliggande vavnad att en skada uppstatt, och bidrar darmed
till inflammation vid vavnadsnekros (Rovere-Querini et al., 2004; Scaffidi et al., 2002). Aven
dendritiska celler (DC) kan slappa ut HMGB-1 som da fungerar autokrint och aktiverar DC
och gor DC till en effektivare antigen-presenterande cell (Pisetsky et al., 2008). Extracellulart
utévar HMGB-1 sin funktion genom att binda till bland andra TLR 2 och 4 och RAGE
(receptor of advanced glycation end products) (Park et al., 2006; Kokkola et al., 2005).

Vid bindning till receptorerna aktiveras bland annat NF-xB vilket gor att exempelvis
makrofager producerar TNF, NO och IL-1 (Kokkola et al., 2005; Pullerits et al., 2003;
Taniguchi et al., 2003; Kokkola et al., 2002). HMGB-1 kan binda till immunostimulerande
molekyler som exempelvis LPS eller IL-1p vilket ger en synergistisk effekt genom att bade
RAGE och TLR binds till samtidigt vilket ger en 6kad effekt fran bada. Dubbelbindningen
kan orsaka en forlangd period av hoga cytokinnivaer vid inflammation (Sha et al., 2008;
Youn et al., 2008).

Flera olika studier visar att HMGB-1 &r involverat i artrit. | friska leder finns HMGB-1 i
cellkarnan i bade kondrocyter och synoviocyter, medan i leder fran moss med inducerad artrit
aterfinns HMGB-1 bade i cytoplasman och extracellulart (Kokkola et al., 2002). I bovina
leder med OA hittas HMGB-1 i cytoplasman hos kondrocyter och om det ar grava OA
forandringar dven extracellulart (Heinola et al., 2010). Experiment pa mdss visade att
HMGB-1 pé egen hand kan orsaka synovit nar det injiceras i en frisk led genom att aktivera
NF-xB i makrofager vilket ger en 6kad produktion av IL-1f (Pullerits et al., 2003). | synovia
fran leder med RA har makrofagerna ett okat uttryck av RAGE vilket gor att mer HMGB-1
kan binda till cellen som da producerar mer TNF-a och IL-1B (Taniguchi et al., 2003). Hos
maoss med inducerad artrit och som behandlats med anti HMGB-1 antikroppar utvecklades
lindrigare grad av artrit med mildare ledbroskskador och lagre uttryck av IL-1B é&n
kontrollgruppen (Kokkola et al., 2003).
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MATERIAL OCH METODER

Materialet som analyserades i studien samlades in fran patienthastar pa Malaren Hastklinik
under hosten 2013. Inklusionskriterierna var kotleder och karpalleder fran hastar som
artroskoperades i behandlande eller diagnostiskt syfte. Artroskopier anvandes da detta ar guld
standard for bedomning av OA (Mcllwraith et al., 2012). For att fa ett stort material och flera
olika parameterar att jamfora inkluderades alla raser och aldrar oavsett sjukdomsduration och
symtombild. Exklusionskriterier var artroskopier av andra leder &n kotleder och karpalleder.
Etisk ansokan for studien var godk&nd (Uppsala djurforsoksetiska namnd diarie nummer
C62/13) och alla hastar som deltog i studien hade paskrivna djurdagarmedgivanden. I de flesta
fallen svarade djurdgarna ocksa pa ett antal fragor om bland annat hastens prestationsniva och
sjukdomshistoria med tidigare behandlingar (se bilaga 1). Hastarnas ras, kén och alder
dokumenterades.

Blodprover samlades via permanentkanyl i vanster jugularven och 6verfordes till serumror.
Synoviaproverna togs under allmén anestesi innan leden fylldes med Ringer acetat. Synovian
overfordes till ett EDTA ror och ett serumror. Samtliga prover forvarades i kylskap och
transporterades kylt till laboratoriet for vidare
omhéndertagande.

Ledernas utseende och skador graderades av kirurgen
enligt ett i forvag uppstallt protokoll, som baserats pa
protokoll frdn Mcllwraith et al. (Mcllwraith et al.,
2010). Graderingsskala och forklaring till de olika
graderna finns i tabell 1. Ett graderingsexempel finns i
figur 3.

For att komplettera de numerdra graderingarna _
innehsll tokollet ks3 bild Figur 3. Interkarpalled med gradering
INNENO _ protokolle 0CKsa IOET 4 pa bade synovialmembran och
skadorna fylls i (bilaga 2). erosion. Foto: Bengt Ronéus.
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Tabell 1. Gradering av ledskada

Gradering Forklaring

Synovialmembran, 0 Utan anmarkning
synovit 1 Akut lindrig (mild hyperemi, +/- 6dem, inga blodningar eller
fibrin)
2 Akut mattlig (mattlig hyperemi, +/- 6dem, sparsam
forekomst av fibrin och/eller blédningar)
3 Akut kraftig (mattlig-kraftig hyperemi, omfattande

forekomst av fibrin och/eller blddningar, +/- 6dem)

4 Kronisk (ingen eller mild hyperemi, hypertrofierade villi)
Ledbrosk karpus, erosion 0 Utan anmarkning

1 Ytliga skador

2 Erosion genom en del av brosket

3 Erosion genom en del av brosket och genom hela brosket

4 Utbredda erosioner genom hela brosket ner till subkondralt

ben

Ledbrosk kotled, slipfaror 0 Utan anmarkning

1 1-2 faror som gar genom en del av brosket

3-5 faror som genom en del av brosket eller 1-2 faror genom
hela brosket

3 > 5 faror som gar genom en del av brosket eller 6ver tva som
gar igenom hela brosket

Ledbrosk kotled, erosion Utan anmarkning
Erosion genom en del av brosket under 5 mm i diameter
Erosion genom en del av brosket dver 5 mm i diameter

Erosion genom hela brosket

w N - O

For att optimera studien utférde samma kirurg alla bedémningar av de leder som ar med i
studien. Under flera artroskopier dokumenterades skadorna med fotografering och
videoinspelning.

Sammanlagt ingick 14 héstar i studien varav 12 hastar bedémdes enligt protokollet ovan.
Hastarna var fordelade pa 7 varmblodiga travare, 4 svenska halvblod och 1 islandshast varav
4 hingstar, 2 valacker och 6 ston (tabell 2). Aldersfordelningen var mellan 1 och 8 &r.

Tabell 2. Rasférdelning och kdn

Sto Valack Hingst
Travare 2 1 4
Halvblod 3 1

Islandshést
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Efter att proverna samlats in transporterades de till laboratorium i de flesta fall inom tva
timmar och alla inom fyra timmar. EDTA roret med synovia lamnades till Klinisk kemiska
laboratoriet pa Sveriges Lantbruksuniversitet i Uppsala for leukocytrakning. Ovriga prover
hanterades i laboratoriet pa Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap
(BVF). Synovia, plasma och serum kylcentrifugerades (temperaturen 4°C) i 450 x g i 10
minuter. Darefter dverfordes supernatanterna till Eppendorfror med 250 pl i vardera roér och
frystes i — 80°C.

Proverna tinades vid samma tillfalle for ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
korning med avseende pa IL-18, HMGB-1 och aktivt MMP-13 pa BVF tillsammans med
erfaren laboratoriepersonal. MMP-13 testet anvande fluorescens for att detektera mangd aktivt
MMP-13 medan de tva andra testen anvande absorbans. For samtliga analyser jamfordes
provernas matvarden mot standardkurvor innehallande kanda koncentrationer av de
analyserade proteinerna.

For IL-1B analyserna anvandes Equine IL-1 beta ELISA VetSet fran Kingfisher Biotech Inc.
(VS0131E-002) som &r speciellt utvecklat for att anvandas pa cellkulturer fran hast.
Tillverkarens instruktioner foljdes under hela testet forutom att den forsta inkubationen
gjordes under tva timmar istallet for en timme. Detta for att tillata IL-1p att binda till
antikropparna i brunnarna under langre tid samt for att resultaten da kan jamféras med
tidigare analyser som utférts med den langre inkubationstiden. Nedre kvantifieringsgransen
var 3,1 ng/ml och standarkurvans intervall var 3,1-150 ng/ml.

For matning av aktivt MMP-13 anvandes Fluorokine E, Human Active MMP-13 fran R & D
Systems (F13MO00) som éar framtaget for att méata MMP-13 i humana cellkulturer.
Tillverkarens instruktioner féljdes under hela testet. Nedre kvantifieringsgrans var 0,25 ng/ml
och standardkurvans intervall var 0,25-10 ng/ml. Kand koncentration av MMP-13 standard
(3,2 ng/ml) tillsattes i ett synoviaprov for att utrona om ledvatskans egenskaper i sig utgjorde
ett hinder for detektion av MMP-13.

For HMGB-1 anvandes HMGB1 ELISA fran IBL International (Ref ST1011) som &r
framtaget for att mata HMGB-1 i serum och plasma fran ménniskor. Testet &r ocksa verifierat
for serum, plasma, cerebrospinalvatska, vatska fran bronkoalveolart lavage och cellkulturer
fran ndt, gris, kanin, mus och ratta. Testet kan dven anvandas for att analysera prover fran hast
da proteinsekvensen for ekvin HMGB-1 ar 99 % identisk med den humana proteinsekvensen.
Tillverkarens instruktioner foljdes under hela testet, standardkurvan for normal range
anvéandes. Nedre kvantifieringsgransen var 2,5 ng/ml och standardkurvans intervall var 2,5-
80 ng/ml.

For utrdkning av koncentrationer och sammanstéllande av tabeller och diagram anvandes
standardfunktioner i Microsoft Excel 2012 och Minitab 16. For att kontrollera korrelation
mellan antal leukocyter och koncentrationen av HMGB-1 i synovia samt korrelation mellan
koncentration av HMGB-1 i serum och i synovia anvandes Spearmans rangkorrelation. FOr att
jamfora skillnader i HMGB-1 koncentrationer i synovia med avseende pa férekomst av
patologisk ledférandring anvandes Mann-Whitney test. Signifikansniva for alla berékningar
var p=0,05 (95 % sannolikhet).
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RESULTAT

Sammanlagt ingick 14 hastar i studien varav 12 graderades under artroskopin utifran den
modifierade skalan. De tva hastar som inte graderades raknas inte in nar koncentrationer av
biomarkdrer korreleras till gradering av ledbroskskada och synovit. Sammanfattning av alla
resultat finns i tabell 3.

Gradering av synovit gjordes i 21 leder varav 11 hade grad 4 vilket var den hogsta graden av
synovit. Gradering av ledbroskerosion gjordes i 11 leder varav fem var utan anmérkning (grad
0) i karpus. Gradering av ledbroskerosion i kotled gjordes i 10 leder varav sju leder var utan
anmarkning (grad 0). Gradering av slipfaror i kotled gjordes i 10 leder varav fem hade grad 0.
Sammanfattning av graderingarna finns i tabell 4.

Aktivt MMP-13 kvantifierades inte i nagot prov fran patienthastarna vare sig i serum eller i
synovia. | det synoviaprov dar kdnd koncentration MMP-13 tillsatts uppmaéttes 0,8 ng/ml
totalt MMP-13.

IL-1p kvantifierades i bade synovia och serum fran en hast (tabell 3).

Leukocytantalet i synovian varierade mellan 90 leukocyter/ul och 1710 leukocyter/pl,
medelvardet var 431 leukocyter/ul och medianvdrdet var 265 leukocyter/ul. Atta
synoviaprover hade 6ver 500 leukocyter/pl och 2 av dessa prover hade 6ver 1000
leukocyter/ul. Mellan leukocytantal och koncentration av HMGB-1 i synovia fanns en stark
korrelation som var statistiskt signifikant, Spearman; rho= 0,87, p= 4x10"-8 (figur 9).

HMGB-1 kvantifierades i 21 av 24 synoviaprover och i 12 av 14 serumprover. | néstan
samtliga synoviaproverna frdn kotleder var HMGB-1 kvantifierbart. | samtliga
radiokarpalledsprover och i fyra av de sju proverna fran interkarpalleden var HMGB-1
kvantifierbart (tabell 3 och 5). De hdgsta véardena kvantifierades i karpalleder och i kotleder
med fraktur (d.v.s. osteokondralt fragment som uppkommit akut och orsakat kliniska
symtom). Sammanfattning av HMGB-1 vérdena finns i tabell 3 och 5 samt figur 4-8. Det
fanns ingen statistisk skillnad mellan HMGB-1 koncentrationer i synovia fran led med eller
utan synovit (Mann-Whitney, p=0,37). Mellan koncentrationer av HMGB-1 i synovia fran led
med eller utan fraktur fanns ingen statistisk skillnad (Mann-Whitney, p=0,06) (figur 10).
Ingen statistisk korrelation kunde pavisas mellan koncentrationer av HMGB-1 i synovia och
serum oavsett om utrakningarna gjordes pa medelvarden av koncentrationer i synovia
(Spearman; rho= 0,086, p= 0,77), den hogsta synoviakoncentrationen (Spearman; rho= 0,35,
p=0,23) eller den lagsta synoviakoncentrationen (Spearman; rho= 0,24, p= 0,41). Dock
hittades fler hoga koncentrationer av HMGB-1 i synovia &n i serum. Materialet var for litet
for att kunna undersbka om det fanns en korrelation mellan grad av ledskada och
koncentration av HMGB-1.
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Tabell 3. Sammanstéllning av matvarden

Ledvatska Serum Graderingar
Hast, ben, led Alder Koén Ras Leukocytantal IL-1B HMGB-1  IL-18 HMGB-1  Synovit  Karpus Kotled Kotled Osteokondrala fragment
(&) (10x6/L) (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) erosion  erosion  slipfaror  Akuta Kroniska
1VB MTP 1 H VT 760 <3.1 315 <3.1 4,2 1 0 3 Styrlistfraktur
2 HF MCP 2 S SvHb 280 <3.1 7,5 <3.1 11,6 1 0 0 POF
2 HB MTP 220 <3.1 <2,5 1 0 0 DOF
3VFIC 5 S SvHb 1160 <3.1 46,8 <3.1 11,2 4
3VFRC 1710 <3.1 35,4 4
4 VVF MCP 6 \% VT 240 <3.1 457 <3.1 <2,5 2 SBF
5 VF MCP 4 S VT 200 <3.1 53 <3.1 47 4
5VFIC 180 <3.1 <2,5 4 3
6 HB MTP 3 H VT 590 <3.1 33,2 <3.1 6,3 1 3 0 SBF
7VFIC 4 H VT 740 <3.1 28,4 <3.1 37,6 4 4
7HFIC 190 <3.1 55 4 4
8HFIC 5 S SvHb 540 <3.1 21,7 <3.1 14,6 4 2
8 HF RC 750 <3.1 50,0 4 2
9HFIC 6 \% SvHb  90a <3.1 <2,5 <3.1 8,1 4 1
9 HF RC 300a <3.1 11,0 0 0
9VFIC 100a <3.1 <2,5 0 0
9VFRC 140a <3.1 6,4 4 0
10 HF MCP 6 S Isl 160 <3.1 4,0 <3.1 11,3 - - -
10 VF MCP 490 <3.1 16,6 - - -
11 VB MTP 8 H VT 170 13,9 6,8 20,6 3,2 - - -
12 HB MTP 1 S VT 290 <3.1 9,0 <3.1 3,9 0 0 1 POF
13 HF MCP 6 S SvHb 240 <31 6,6 <3.1 <2,5 4 3 2
14 VB MTP 2 \Y% VT 560 <3.1 21,7 <3.1 9,3 1 0 2 POF
14 HB MTP 250 <3.1 23,0 1 0 0

a, Analyserat tva dagar efter provtagning. -, Ej graderad. VB, vanster bak. VF, vanster fram. HB, hoger bak. HF, hoger fram. IC, intercarpal, RC, radiocarpal, MCP, metacarpophalangeal. MTP,
metatarsophalangeal. IL-1p, interleukin 1B. HMGB-1, high mobility group box protein 1. POF, plantart/palmart osteochondralt fragment. DOF, dorsalt osteochondralt fragment. SBF,
sesamoidbensfraktur.
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Tabell 4. Sammanfattning av makroskopiska ledféréandringar detekterade vid artroskopi

Gradering Antal leder

Synovialmembran, 0 3
synovit 1 6
2 1
3 0
4 11
Totalt antal leder: 21
Ledbrosk karpus, erosion 0 5
1 1
2 2
3 1
4 2
Totalt antal leder: 11
Ledbrosk kotled, slipfaror 0
1
2
3
Totalt antal leder: 10
Ledbrosk kotled, erosion 0 7
1 0
2 0
3 3
Totalt antal leder: 10

Tabell 5. Koncentration HMGB-1 i synovia fran olika leder

Antal Antal prover med Koncentration HMGB-1 (ng/ml)
undersokta detekterat Medelvérde (intervall)  Medianvarde
prover HMGB-1

Kotled 13 12 17,6 (4,0-45,7) 12,8

Interkarpal 7 4 25,6 (5,5-46,8) 55

Radiokarpal 4 4 25,7 (6,4-50,0) 23,2

Medianvarden beraknat pa samtliga undersokta prover. For medelvarden har endast varden éver
detektionsgréns inkluderats i utrdkningarna.
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Figur 4. Koncentration av HMGB-1 i synovia vid olika grader av ledbrosk erosion i kotled.

Prov under kvantifieringsgransen 2,5 ng/ml redovisas som 1,25 ng/ml.
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Figur 5. Koncentration av HMGB-1 i synovia vid olika grader av ledbrosk slipfaror i kotled.

Prov under kvantifieringsgransen 2,5 ng/ml redovisas som 1,25 ng/ml.
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Figur 6. Koncentration av HMGB-1 i synovia vid olika grader av ledbrosk erosioner i karpus.
Prov under kvantifieringsgransen 2,5 ng/ml redovisas som 1,25 ng/ml.
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Figur 7. Koncentration av HMGB-1 i synovia vid olika grader av synovit i kotleder och karpalleder.

Prov under kvantifieringsgransen 2,5 ng/ml redovisas som 1,25 ng/ml.
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Figur 9. Koncentration av HMGB-1 och leukocytantal i synovia. Spearman; rho= 0,87, p= 4x10"-8
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Figur 10. Koncentration av HMGB-1 i synovia vid foérekomst eller inte av olika ledpatologier. |
figuren representerar strecket i ladan medianen, den undre ladkanten nedre kvartilen och den 6vre
ladkanten 6vre kvartilen. POF=palmart/plantart osteokondralt fragment, DOF=dorsalt
osteokondralt fragment, N= antal leder, Fraktur; styrlistfraktur och sesamiodbensfraktur.
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DISKUSSION

Makroskopisk bedomning av ledskadorna utférdes av en erfaren ortopedisk kirurg som bade
ar VMD (veterinarmedicinsk doktor) och diplomat i ECVS (European College of Veterinary
Surgeons) och har manga ars erfarenhet av artroskopi. Detta 6kar sakerheten i bedomningarna
av skadorna, vilka kommer att kunna jamfoéras med beddmningar i andra studier som
anvander samma graderingsskala. Tidigare studier har bekraftat att makroskopisk bedémning
av ledbrosk korrelerar val med det histologiska utseendet (Neundorf et al., 2010) vilket gor att
den makroskopiska bedémningen kan betraktas som en sann bedémning pa ledens status.

IL-1B detekterade endast i prover fran en hést. En studie har visat att IL-1B koncentrationer
éver 4,5 pg/ml (0,0045 ng/ml) i synovia ar en bra indikation pa ledskada (Bertone et al.,
2001). Dock anvande forfattarna en ELISA framtagen for humant bruk vilket gor resultaten
fran den studien osdkra. Eftersom metoden i detta arbete uppmatte koncentrationer i
nanogramsniva och inte picogramsniva ar det maojligt att metoden ej detekterat mycket laga
IL-1B koncentrationer. Den hast med kvantifierbart IL-1B var en &ldre hast som trénat och
tavlat hart. Hasten har haft upprepade problem med haltor och senskador och behandlats
flertalet ganger med olika preparat. Vid provtagningstillfallet hade den en aktiv senskada och
var halt pa frambenen. Artroskopin gjordes av en annan kirurg varfor leden inte blev
graderad. Da det ar en hogre koncentration i blodet an i den provtagna leden gar det inte att
sdga att det ar den provtagna leden som &r orsaken till den héga nivan i blodet utan det kan
vara en process som pagar nagon annanstans i kroppen. En forskargrupp har visat att det &r
skillnad i koncentration av biomarkorer mellan leder med aktiv OA och motstaende led hos
samma individ, dar leden med aktiv OA uppvisar de hdgre koncentrationerna (Fuller et al.,
2001). Den forhéjda koncentration av IL-1B som uppmattes i ledvatska fran hasten i denna
studie kan vara till foljd av sjukliga processer i den provtagna leden.

HMGB-1 detekterades i de flesta prover (20/24) med de hogsta koncentrationerna i prover
fran karpalleder och kotleder med fraktur. 1 18 av 21 leder pavisades synovit (figur 10). Ingen
statistisk skillnad kunde bekréftas mellan koncentrationer av HMGB-1 och nérvaro av
synovit. Dock vore det intressant att utféra samma berdkningar med ett stdrre material. Detta
da leder med synovit ofta hade en hdgre koncentration av HMGB-1 én de leder utan synovit.
Mellan leder med och utan fraktur var skillnaden i koncentrationer av HMGB-1 néra
signifikant (p=0,06) trots att antalet hastar i den ena gruppen bara &r tre. Daremot syns inga
sadana tendenser vad galler forekomst eller inte av erosioner, slipfaror eller osteokondrala
fragment (POF/DOF) (figur 4-6,10). Brown et al. har i en studie visat att HMGB-1 varden i
synovia fran kotleder 6ver 11 ng/ml innebar en 2 ganger ékad sannolikhet att leden drabbats
av en osteokondral skada. | karpalleder innebar ett varde 6ver 9 ng/ml en 4 ganger ¢kad
sannolikhet att leden drabbats av en osteokondral skada (Brown et al., 2009). Forfattarna
anvande bara héstar med fragment som gett kliniska symtom vilket gor att de uppmétta
koncentrationerna inte ar jamforbara med koncentrationerna i den hér studien. Dock hade de
tre héstarna i den héar studien med frakturer (och kliniska symtom) HMGB-1 véarden mellan
31,5 och 45,7 ng/ml vilket &r ungefar tre ganger hogre an medianvardet for gruppen kotled.
Detta stdammer Gverens med resultaten i studien av Brown et al.. Hastarna med POF eller
DOF i den hér studien hade inga kliniska symtom vilket kan forklara skillnaden gentemot
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frakturerna och mot Browns studie. Skillnaden kan ocksd bero pa att POF/DOF och
osteochondrala fragment med kliniska symtom har olika patogenes, POF/DOF forklaras ofta
som en utvecklingsrubbning (osteochondrosis dissecans) medan fragment som uppstar i
samband med hard traning/tavling forklaras med overbelastning och utslitning. | den har
studien hade alla POF/DOF upptackts vid normal kontrollrontgen emedan frakturerna
upptackts da de hastarna visade kliniska symtom. Ingen korrelation mellan HMGB-1 i
synovia och serum kan pavisas forutom att koncentrationerna tenderar att vara nagot hagre i
synovia (figur 8). Om det varit ett storre material ar det mojligt att det gatt att faststélla ett cut
off vérde for fraktur och grad av synovit pa samma vis som Brown et al. faststallde vérden for
osteokondrala fragment i kotled och karpalled. Materialet var for litet for att fa tillrackligt
antal hastar med olika gradering av de olika lesionerna for att kunna analysera om det fanns
nagon skillnad i HMGB-1 koncentration mellan de olika grupperna.

Resultaten med k&nda koncentrationer av. MMP-13 standard visade att MMP-13 testet
fungerade. Aktivt MMP-13 detekterades inte i nagot prov fran patienthast vare sig i synovia
eller i serum. | synoviaprovet med tillsatts av k&nd méngd MMP-13 uppmattes lagre &n
forvantade koncentrationer, vilket kan tala for att metoden inte &r lamplig for synoviaanalyser.
Metoden &r inte heller validerad for synovia och serum utan bara for cellkulturer. Ytterligare
metodutveckling och validering behdvs for att undersoka om metoden &r Iamplig att anvéndas
pa serum och synovia.

Antalet leukocyter i synoviaproverna var laga, endast 8 av 24 prover var éver normalgransen
och av dessa var det bara tva som lag mycket dver gransen. Det stammer Gverens med
litteraturen for vad som &r normalt vid OA (Steel, 2008). Normalantalet leukocyter i synovia
ar under 500 leukocyter/ul (de Grauw, 2011) och vanligen runt 200 leukocyter/ul (Mahaffey,
2002; Davies, 1945). De tva proverna med hogst leukocytantal kom fran samma hést som
dagen innan operation hade beddvats i lederna med mepivakainhydroklorid (Carbocain 20
mg/ml) vilket paverkar leukocytantalet (White et al., 1989). En stark signifikant korrelation
mellan leukocytantal och HMGB-1 koncentration kan ses i synoviaproverna, vilket inte &ar
helt 6verraskande med tanke pa att bada bidrar till och ar aktiva i inflammation (figur 9). Att
det fanns en korrelation mellan koncentration av HMGB-1 och antal leukocyter i synovia trots
att leukocyterna var under gransen for vad som anses normalt ar ett intressant fynd som borde
undersokas vidare.

Brister med studien var ett for litet och for heterogent material vilket bidragit till att bara ett
signifikant resultat kan presenteras. Ett storre material som kan delas in i mer homogena
grupper &n i den har studien vore optimalt. Vid vissa av artroskopierna undersoktes inte hela
leden vilket innebar att det kan ha funnits patologiska forandringar som paverkade de
potentiella biomarkdrerna men som inte upptécktes under operation. Det géllde framforallt
POF/DOF artroskopierna men inga av dessa varden paverkade resultaten pa nagot avgorande
satt da vardena fran de hastarna ligger i narheten av medelvéarde och medianvarde for kotled.
Fyra av synoviaproverna analyserades inte pa en gang med avseende pa leukocytantal pa
grund av icke fungerande laboratorieutrustning, vilket gor att det inte gar att utesluta att
tidsfordrojningen gett ett forandrat resultat. Vardena lag i underkant jamfort med Gvriga
leukocytvarden och det ar majligt att de skulle ha varit hogre om de analyserats pa en gang.
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Leukocyter bor inte forvaras langre an 24 timmar da cellerna ar kéansliga och riskerar att ga
sonder i rakningsprocessen, vilket kan ge ett falskt lagt varde.

Sammanfattningsvis behdvs en storre studie for att kunna avgdéra om det finns en statistisk
skillnad mellan olika grader av synovit och koncentration av HMGB-1 i ledvatska. Samt for
att kunna fastsla att det finns en statistisk skillnad mellan forekomst av fraktur eller inte och
koncentration av HMGB-1 i synovia. | det har begransade materialet fanns inget som tydde pa
att POF/DOF, erosion eller slipfaror ar associerat med férhojda koncentrationer av HMGB-1.
For att vidare undersoka om IL-1p koncentrationer i synovia kan hjélpa till vid diagnostik av
OA behover ett kansligare test utvarderas. Aven for MMP-13 analyser behdver testmetoden
bli kénsligare och kanske &r det béattre att mata den totala mangden MMP-13 istallet for endast
den aktiva delen. Detta da den totala mangden MMP-13 ar hogre an endast den aktiva
mangden vilket kan gora det lattare att kvantifiera.

Hypotesen att desto gravare patologisk ledférdndring desto hégre koncentrationer av 1L-1p
och aktivt MMP-13 har inte bekraftats i den har studien och aven med avseende pa HMGB-1
behovs ytterligare studier. Dock finns det en tendens till ett samband mellan hdga
koncentrationer av HMGB-1 och intraartikulér fraktur, samt en statistisk korrelation mellan
koncentrationer av. HMGB-1 i ledvatska och leukocytantalet. Hypotesen att nivaerna av
markorer i synovia och serum skulle vara korrelerade har inte bevisats.
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KONKLUSION

Studien har inte kunnat visa att koncentrationer av IL-1p eller aktivt MMP-13 i ledvatska eller
serum kan anvéndas for att diagnostisera patologiska ledférandringar i kot- och karpalleder
hos hast. Daremot att det & mojligt att HMGB-1 kan anvéndas som indikator fér ledskador
med framfor allt ett inflammatoriskt inslag. Fortsatta studier behdvs for att vidare undersoka
potentialen for HMGB-1 som biomarkdr for OA.
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BILAGA 1
Hastuppgifter for ledinflammationsprojekt

Datum:
Héastens namn:
Ras:

Kon:

Alder:
Agare/ryttare:

Tranare:

Hastens anvandningsomrade: Dressyr (1 Hoppning [1 Félttdvlan [ Trav [ Ovrigt

Tavlingsniva, rid: Latt klass[] Medelsvar [] Svar (] Promenadridning [1 Unghast []
Tavlingsniva, trav; Antal starter senaste aret: Vinstsumma senaste aret: Ej startat: [

Sjukhistoria:

Nar tavlade hdsten senast? Mindre dn 1 manad sedan] 6 mansedan [] 1 arsedan (] tavlas ej ]

Ar histen i traning? Full tivlings-/traningskondition | Under igdngsattning [ Helt i vila [

Nar kérdes/reds/arbetades hasten senast? Senaste veckan [J 2 veckor sedan [] 3 veckor sedan [] 4

veckor sedan [] Langre an 4 veckor ] Aldrig arbetad [

Hur ldnge har hésten varit halt pa detta ben? Om mojligt ange dagantal: Mindre an 1 vecka [J
mindre dn 2 veckor [J 2-4 veckor, konstant halt [1  2-4 veckor, halt dd och da [ 1 manad, konstant halt [
1 manad, haltdaochda [  Mer dn 1 manads halta [

Sedan haltan upptacktes, har den: forbattrats 1 forvarrats [ oforandrat lika halt [J
Tidigare diagnosticerad hilta fran dettaben? Ja [1 Nej [1 Vetej [

Om ja, hur lange sedan, diagnos och vilken klinik:

Har histen fatt behandling/injektion i nagon led pa detta ben de senaste 3 manaderna?

Ja [ vilken led? Nej [ Vetej [

Om ja, senast behandlad: Preparat:

Har hasten fatt allmdnbehandling med antiinflammatoriskt preparat den senaste manaden?

Ja [ Nej [ Vetej ] Omja,senast behandlad: Preparat och
dosering:
Annan behandling t ex. naturmedelspreparat, laser? Ja [J Nej [1 Vetej [J

Om ja, med vad:

Om ja, senast behandlad:

Tack for din medverkan!



BILAGA 2

Provinsamling artroskopi

Hastens namn:

Led:

Allt material 6verfors till respektive ror sa fort som mojligt samt hanteras sterilt. Efter
provtagning forvaras proverna i kylskap.

Prov Kommentar/gradering

Blodprov 5-10 ml i

Fran serumror

permanentkanyl i (helst 2 ror)

samband med

sovning

Ledvatska 0.5-1 mlilitet | Resteni

EDTA ror serumror

Ledkapsel En bit i En bit i

Tva bitar Formalin RNAlater
(Kontrollera
att biten tacks
av vatska)

Chip fragment En deli En deli

Delas i tva delar Formalin RNAlater
(Kontrollera
att biten tacks
av vatska)

Ovriga kommentarer (markeringar kan goras pa skissen):




Gradering ledkapsel:

O=u.a.

1 = akut lindrig (mild hyperemi, +/- 6dem, inga blodningar eller fibrin)

2= akut mattlig (mattlig hyperemi, +/- 6dem, sparsam férekomst av fibrin och/eller
blédningar)

3 = akut kraftig (mattlig-kraftig hyperemi, omfattande forekomst av fibrin och/eller
blédningar, +/- 6dem)

4 = kronisk (ingen eller mild hyperemi, hypertrofierade villi)

Gradering ledbrosk carpus:

O=u.a.

1 = Very superficial erosion with articular cartilage swelling

2 = Partial-thickness erosion

3 = Partial- and full-thickness erosion

4 = Extensive full-thickness erosion to the level of subchondral bone

Gradering ledbrosk kotled (wear lines):

0=u.a.

1 =1 or 2 partial-thickness wear lines/joint surface

2 = 3-5 partial-thickness or 1-2 full-thickness wear lines/joint surface
3 = > 5 partial-thickness or > 2 full-thickness wear lines/joint surface

Gradering ledbrosk kotled (erosions):

O=u.a.

1 = Partial-thickness erosion, < 5 mm in diameter
2 = Partial-thickness erosion, > 5 mm in diameter
3 = Full-thickness erosion

Carpus:
B (ﬂwﬁm Mellersta : | Ovre , Do Sius
ﬂ,ﬁ / ‘}5’ ?’mﬁ(mw }
e ¢
Lo C % (e \?’“ Wed
Kotled:
fovis i
, %;\\.‘_& E‘?‘f}g e e%
""""" ™ YN
} 70N
{ 1 5 éﬂ i
s\\ ,,‘r";' ; § :% %
.‘m’"““-“m- — M"'>f'==-sv~--.<zzr‘?’ %

‘&mﬁ e:ﬂéea\



