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SAMMANFATTNING

Osteoartrit (OA) dr den vanligaste orsaken till for tidig pension av tivlingshéstar och dr den
sjukdom som stdr for den enskilt storsta ekonomiska fOrlusten inom héastndringen.
Diagnostiken &r svar i ett tidigt skede vilket gdr att man vill hitta bra markdrer och
inflammationsmediatorer som kan anvéndas fOor att snabbt stilla ritt diagnos samt sitta in
lamplig behandling. Sedan bdrjan av 2000-talet har man i prekliniska studier pa gnagare och
ménniskor tittat pd den pro-inflammatoriska cytokinen high mobility group box protein-1
(HMGB-1) och dess inblandning i inflammationen vid artrit. De senaste aren har det dven
kommit studier pa hést. Det hdr arbetet gir igenom resultatet av dessa studier for att kunna
diskutera vilken roll HMGB-1 spelar vid OA, dess lamplighet som markor for sjukdomen och
huruvida en inhibering av HMGB-1 skulle kunna anvdndas som en framtida
behandlingsmetod. HMGB-1 ir ett litet intracellulért protein som finns i ndstan alla celler hos
vertebrater, bakterier, vixter samt jast. Det dr forst de senaste tva decennierna som man borjat
titta pa dess roll som en pro-inflammatorisk cytokin. Proteinet frisétts aktivt frdn makrofager
och monocyter efter aktivering av tumor necrosis factor a (TNF-o)) och interleukin-1 (IL-1).
Frisatt HMGB-1 stimulerar makrofagerna till ytterligare frisdttning av de pro-inflammatoriska
cytokinerna TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 och macrophage inflammatory protein 1o (MIP-
la). HMGB-1 frisitts dven passivt frdn kdrnan hos celler som genomgétt nekros och indikerar
dé vivnadsskada (trauma). Studier har visat att HMGB-1 forekommer i 6kade koncentrationer
i ledvitskan samt synoviala membran hos histar med OA och att det kan frisdttas fran
synoviocyter. Man har visat att proteinet paverkar uttrycket av gener som &r inblandade 1
bildandet av extracelluldrt matrix. Prekliniska forsok pd mdoss visar att man kan hindra
utvecklingen av OA genom en inhibering av HMGB-1. Arbetets slutsats dr att proteinet
paverkar inflammationssvaret vid OA hos hést men att det krdvs fler och mer omfattande
ekvina studier for att kunna anvinda proteinet som en markor for sjukdomen samt framtida
behandlingsmetod.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) is the most common reason for early retirement of competition horses and
is the disease that causes the largest economic loss within the equine industry. Since diagnosis
is difficult in the initial there is an on-going search for appropriate biomarkers and
inflammatory mediators that can be used to diagnose the disease and hence allow
commencement of suitable treatment. Preclinical studies on rodents and people, during the
past twenty years, have investigated the pro-inflammatory cytokine high mobility group box
protein-1 (HMGB-1) and its role in arthritis, which has led to equine studies on the same topic
during the last few years. This thesis presents the results of these studies in order to discuss
the role of HMGB-1 in equine OA, whether it’s suitable as a marker of the disease, and if an
inhibition of HMGB-1 could be used successfully to treat OA patients. HMGB-1 is a small
protein found in almost all cells in vertebrates, bacteria, plants and yeast, however its role as a
pro-inflammatory cytokine has only been studied for the past two decades. The protein is
actively secreted from macrophages and monocytes that have been activated by tumour
necrosis factor oo (TNF-a)) and interleukin-1 (IL-1). Extracellular HMGB-1 can stimulate an
additional secretion of the pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-1a, IL-1P, IL-6, IL-8 and
macrophage inflammatory protein la (MIP-1a) from macrophages. HMGB-1 can also be
secreted passively from the nucleus of cells that have undergone necrosis. Studies have shown
that the concentration of HMGB-1 increases in the synovial fluid and synovial membranes of
horses with OA and that it can be secreted from synoviocytes. The protein is also involved in
the expression of genes that affect the metabolism of extracellular matrix. Preclinical studies
on mice show that the progression of OA can be prevented by an inhibition of HMGB-1. This
thesis concludes that the protein affects the inflammatory response in equine OA, however
additional studies have to be performed in order to understand if HMGB-1 can be used as a
marker for the disease and a future method of treatment.



INLEDNING

Den huvudsakliga orsaken till hélta och for tidig pension av tavlingshdstar idag dr ledbesvir
(de Grauw, 2011). Osteoartrit (OA) dr den sjukdom som stdr for den enskilt storsta
ekonomiska forlusten inom héstnaringen samtidigt som ledsmértan ér ett djurvélfardsproblem.
Diagnostiken av OA é&r svar 1 ett tidigt skede vilket gor att man vill hitta markérer och
inflammationsmediatorer som kan anvéndas fOr att snabbt stilla ritt diagnos samt sitta in
lamplig behandling (van den Boom, 2005). En pro-inflammatorisk cytokin vars inblandning i
OA man tittat pd de senaste dren dr high mobility group box protein-1 (HMGB-1). Inom
humanforskningen har man sedan borjan av 2000-talet gjort prekliniska studier pa gnagare
och minniskor (Andersson & Erlandsson-Harris, 2004) och de senaste dren har det dven
borjat komma studier gjorda pa hist. Det hir arbetet ska redogora for vilken roll HMGB-1
spelar vid OA hos hést samt diskutera om en inhibering av HMGB-1 kan anvidndas som en
framtida behandlingsmetod av sjukdomen.

MATERIAL OCH METODER

Litteratursokning har skett i databaserna Google Scholar, CAB abstracts, PubMed,
ScienceDirect, Scopus och Web of Sceince. Olika kombinationer av soktermerna HMGB-1,
HMGB, A-box, equine, arthritis, osteoarthritis, synovitis, inflammation, immunology,
cytokine, och biomarker har anvénts.

LITTERATUROVERSIKT

Ledernas struktur och funktion

Ledkapsel
Ledbrosk

Synovialt membran
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Figur 1. Schematisk bild av en synovialled. Killa: de Grauw, J.C. (2011). Molecular monitoring of
equine joint homeostasis. Veterinary Quarterly, vol. 31(2), ss. 77-86.

En synovialled (Figur 1) bestar av subkondralt ben, ledbrosk, ledvitska, synovialt membran
samt en ledkapsel. Ledbrosket fungerar som stétddmpare och bestir av chondrocyter, typ II
collagen, proteoglykaner, glykoproteiner och vatten. Det saknar bade blod samt lymfkérl och
fir dirmed sin niring via diffusion frin ledvitskan. Aven avligsnandet av slaggprodukter
sker via diffusion till ledvétskan. Ledbrosket dr unikt eftersom det helt saknar nervvdvnad
vilket innebér att en skada pad enbart ledbrosket inte orsakar ndgon smairta vilket forsvérar
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diagnostiken vid OA (de Grauw, 2011).

Ledkapseln ticks pé insidan av det synoviala membranet som bestar av synoviocyter (dven
kallade synoviala fibroblaster) och dr 1-3 celler tjockt. Det synoviala membranet dr vilforsett
med nervvdvnad och rikligt vaskulariserat. Inflammation 4r associerat med angiogenes,
fortjockning samt fibros av det synoviala membranet och att synoviocyterna producerar
cytokiner som frisétts i ledvitskan (de Grauw, 2011).

Eftersom det synoviala membranet endast dr négra celler tjockt sker det enkelt ett utbyte av
molekyler mellan plasman och ledvétskan, man anser darfor att ledvitskan ar ett ultrafiltrat av
plasman. Allt féorutom makromolekyler kan passera in i ledvitskan. Frisk ledvitska ér klar,
viskds och innehdller vildigt f4 celler. Vid akut ledinflammation okar cellantalet,
foretrddesvis pa grund av intrdde av neutrofiler. Ledvitskan &r en viktig ldnk i
kommunikationen mellan det synoviala membranet och chondrocyterna i ledbrosket inte
minst vid inflammation. Cytokiner, till exempel TNF-a och IL-1f, samt enzymer, exempelvis
matrix-metalloproteinaser som frisétts frdn synoviocyterna eller infiltrerande leukocyter nar
chondrocyterna via ledvétskan och paverkar dir syntesen samt metabolismen och kan orsaka
nedbrytning av ledbrosket (de Grauw, 2011).

Fran borjan fokuserade osteoartrit-forskningen framforallt pa ledbrosket men man har insett
att lederna maste ses som komplexa organ dir samtliga komponenter och vidvnader ingér i
sjukdomsforloppet (de Grauw, 2011).

HMGB-1 struktur och funktion

HMGB-1 ir ett litet protein bestdende av 216 aminosyror (Yang et al., 2005) som upptécktes
pa 70-talet (Miiller et al., 2004) och har fatt sitt namn pa grund av sin hoga hastighet vid
gelelektrofores (Pullerits et al., 2003). Proteinet bestdr av tre doméner, varav tvd homologa
DNA bindande (A-box och B-box) samt en svans med en negativt laddad C-terminal (se Figur
2). HMGB-1 finns i néstan alla celler hos vertebrater, bakterier, vixter samt jast (Yang et al.,
2005) och ir till 99 % identiskt mellan alla ddggdjur (Miiller et al., 2004). Det finns i bade
cellkdrnan och cytoplasman i varierande nivaer i olika vdvnader (Yang et al., 2005).

v e — e — T
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Figur 2. Struktur av HMGB-1. Baserad pad Yang et al, 2005.

De forsta studierna pA HMGB-1 fokuserade pé dess intracelluldra roll som ett DNA-bindande
protein. HMGB-1 ér viktigt for reglering av gentranskription, steroidhormonaktiviteten (Yang
et al., 2005) samt nukleosom ”sliding” och kromatin omlagring (Ugrinova et al., 2009).
Nukleosom sliding &r en process dér nukleosomerna glider pd DNA f{or att gora nukleosomalt
DNA tillgéngligt (Mueller-Planitz et al., 2013). Férsok med HMGB-1 defekta mdss har visat
att mossen dor kort efter fodseln, troligtvis pd grund av utebliven aktivering av
glukokortikoidreceptorgener (Yang et al., 2005).
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Rollen vid inflammation

HMGB-1s intracelluléra roll har varit kdnd lange men under de senaste femton aren har man
borjat titta mer péd dess extracelluldra roll och upptickt proteinets funktion som en cytokin. De
proinflammatoriska egenskaperna sitter i B-box medan A-box har en antagonistisk anti-
inflammatorisk effekt som kan anvéndas i terapeutiskt syfte (Kokkola et al., 2003). A-box
antagonistiska effekter sitter i att den kompetitivt binder till receptorer pad aktiverade
makrofager och ddrmed ddmpar B-box proinflammatoriska effekt (Yang et al., 2004) Inom
humanmedicinen har hoga nivder av HMGB-1 upptéckts i ledvétskan hos patienter med
rheumatoid artrit. De proinflammatoriska mediatorerna tumor necrosis factor o (TNF-a) och
interleukin-1 (IL-1) inducerar frisittning av  HMGB-1 fran monocyter och makrofager
(Pullerits et al., 2003) genom lysosomal exocytos (Kokkola et al., 2003). HMGB-1 finns i
cellkdrnan hos makrofager och vid aktivering av dessa omdistribueras proteinet fran
cellkdrnan till organeller i cytoplasman for att sedan frisittas (Andersson & Erlandsson-
Harris, 2004). Frisatt HMGB-1 kan stimulera makrofagerna till ytterligare frisdttning av
proinflammatoriska cytokiner, exempelvis TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 och macrophage
inflammatory protein la (MIP-la) (Pullerits et al., 2003). HMGB-1 signaleringen sker
troligtvis huvudsakligen genom the receptor for advanced glycation end products (RAGE)
(Kokkola et al., 2003). RAGE tillhér immunoglobulin superfamiljen och uttrycks pa flertalet
olika celler till exempel neuron, glatt muskulatur, mononukleédra fagocyter och endotelceller.
Néar HMGB-1 binder in till cellytan uppregleras transkriptionen av RAGE (Andersson &
Erlandsson-Harris, 2004). I forsok med makrofager fran rattor har man visat att nir HMGB-1
binder till receptorn leder det till fosforylering av MAP kinaser samt translokering av NF- kB
(Kokkola et al., 2005) Detta leder till den proinflammatoriska effekten eftersom NF- kB &r en
viktig transkriptionsfaktor som &r delaktig i produktionen av flertalet cytokiner och
adhesionsmolekyler (Pullerits et al., 2003). HMGB-1 kan dven binda till toll-like receptor 2
(TLR-2) och IL-1 receptor I men det &r oklart om det paverkar cellens proinfllammatoriska
signalering (Kokkola et al., 2005).

Studier har visat att HMGB-1 frisédttning kan vara ett resultat av vévnadshypoxi vilket &r
vanligt forekommande vid artrit och synovit. I ledvitskeprov har man pavisat en tydlig
korrelation mellan koncentrationen av. HMGB-1 och mj6lksyra som dr en markdr av
viavnadshypoxi (Hamada et al., 2008). Vavnadshypoxin leder till nekros vilket ger en passiv
frisdttning av HMGB-1 fran upplosta cellkdrnor hos de nekrotiska cellerna. HMGB-1 kan
ddrmed vara en viktig lank till den inflammation som uppkommer till f6ljd av oprogrammerad
celldod. Aven en aktivering av komplementsystemet har visats leda till 6kade extracellulira
koncentrationer av HMGB-1 (Kokkola et al., 2003).



Rollen vid osteoartrit

I en studie har man injicerat mdss med 1pug eller Spg HMGB-1 intraartikuldrt (Pullerits et al.,
2003). Leder dissekerades efter 4, 7 samt 28 dagar for histopatologisk och
immunohistokemisk undersékning. Man fann att artrit hade utvecklats i 80% av djuren och
vid undersokning av vilka celltyper som fanns i ledvitskan hittade man mestadels Mac-1+
makrofager och endast ett faital CD4+ lymfocyter. Pannus (granulationsvdvnad) utvecklades
hos ndgra av mdssen 7 dagar efter injektionen. For att utvdrdera betydelsen av olika sorters
vita blodkroppar avldgsnade man, in vivo, olika sorters blodkroppar fran vissa av mdssen med
hjélp av ldkemedlet etoposid och monoklonala antikroppar. Etoposid har visat sig kunna
selektivt avldgsna monocyter samt neutrofiler hos mdss och de monoklonala antikropparna
anvindes for depletion av neutrofiler. Man sdg ingen skillnad pa artritens utveckling bland
mdss dir monocyter, granulocyter eller T/B lymfocyter avligsnats men bland mdss dér man
avldgsnat bdde neutrofiler och monocyter sdg man en 43 % lagre incidens av artrit. Hos IL-1-
receptor-defekta mdss utvecklades ingen inflammation vid HMGB-1 injektion. HMGB-1
inducerar IL-1-produktion genom aktivering av NF- kB men saknas IL-1-receptorerna sa kan
IL-1 inte utdva sin proinflammatoriska effekt. Studien drog slutsatsen att HMGB-1 inte enbart
ar en markor for ledinflammation utan dessutom dr delaktig i utvecklingen av inflammationen
genom aktivering av makrofager samt inducering av IL-1-produktion genom NF-xB
aktivering. IL-1 har pévisats leda till brosk och bendestruktion (Pullerits et al., 2003).
HMGB-1s effekt verkar vara begrinsad till makrofager och monocyter eftersom man vid in
vitro studier inte har lyckats aktivera lymfocyters cytokinproduktion (Andersson et al., 2000)
Sammantaget tycks alltsd det ospecifika immunforsvaret spela huvudrollen vid HMGB-1
inducerad artrit.

I en studie dér man tittat pd brosk i knéna hos apor och ménniskor har man konstaterat att
chondrocyter uttrycker RAGE och att fler receptorer yttrycks vid OA. HMGB-1 kan ddrmed
binda in till RAGE pé chondrocyter och stimulera MAP kinaser samt NF- kB aktivitet. Man
sdg dven en Okad produktion av matrix-metalloproteinas 13 (MMP-13) som bidrar till
brosknedbrytning (Loeser et al., 2005).

Studier pa hast

Det finns tre studier pa hist dir man matt nivder av HMGB-1 i ledvitska (De Grauw et al.,
2010) (Brown et al., 2009) (Dagis Bostrom, 2013), en som tittat pA hur HMGB-1 paverkar
uttrycket av gener som styr broskmetabolism (Ley et al., 2011), och en som tittar pA HMGB-1
produktion i synoviala membran (Ley et al., 2007).

Den mest omfattande studien som gjorts pa hést dr Brown et al, 2009, dir man anvént sig av
totalt 85 fullblodshéstar. Héstarna var uppdelade i tva grupper dér grupp 1 bestod av 40 tva-
aringar som efter klinisk undersdkning och rontgen konstaterats ha friska leder. Grupp 2
bestod av 45 hidstar i aldern 2-6 &r som genomgatt artroskopi for borttagning av
osteochondrala fragment som uppkommit i samband med tévlingsskador. Man tog
ledvitskeprov frén samtliga héstar. I grupp 1 provtogs 20 héstar i metakarpofalangealleden
(kotled fram), 10 i intercarpalleden, 10 i radiocarpalleden och i1 grupp 2 togs ledvitskeproven
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Figur 3. lllustration av hdstens
radiokarpalled, interkarpalled, kotled och
hovled Kdlla: Ley C. (2010 ) Inflammatory
Response in Equine Joints Diss. Uppsala

fore artroskopin i metakarpofalangealleden hos 14 av histarna,
intercarpalleden hos 17, radiocarpalleden hos 10 samt
metatarsofalangealleden (kotled bak) hos 4 (se Figur 3).
Ledvitskeproven analyserades med ELISA. Medelvirdena for
nivderna av HMGB-1 i ledvitskan finns sammanstillda i Figur 4.
Metatarsofalangealleden finns inte med d& denna bara
undersoktes i grupp 2 (Brown et al., 2009).

Figur 4 visar signifikant hogre nivaer av HMGB-1 i ledvitskan
hos héstarna med osteochondrala fragment (Grupp 2) vilket
innebdr att de osteochondrala skadorna har lett till en frisdttning
av HMGB-1 till den extracelluldra vétskan (Brown et al., 2009).
Makrofager och monocyter i det synoviala membranet kan
utsondra HMGB-1 efter att ha aktiverats av TNF-a, IFN- v och
IL-1 (Yang et al., 2005). TNF-a och IL-1 har tidigare visats spela
en stor roll 1 osteoartrit (Brown et al., 2009). Studier har visat att
HMGB-1 finns i chondrocyter och synoviocyter hos
méinniskor (Kokkola et al.,, 2002). Resultaten fran
Brown et al tyder pa att det samma géller for hdstar
och att HMGB-1 frisatts frdn dessa celler till

Sveriges Lantbruksuniversitet (Ritat av ledvitskan. Den exakta mekanismen bakom detta ar

Karolina Larsson).

40-

30+
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HMGB-1 i ledvitska (ng/mL)

oklar (Brown et al., 2009).

Bl Grupp 1
Grupp 2

Figur 4. Medelvirde (med standardavvikelse) for nivierna av HMGB-1 i ledvdtskan (ng/mL) i kotled,
intercarpalled och radiocarpalled i respektive grupp. Baserad pd data frdan Brown et al, 2009.



I Dagis Bostroms studie (2013) togs ocksd ledvétskeprov fran olika leder for analys av
HMGB-1 men man anvénde sig av betydligt farre héstar (14 stycken) och enda gemensamma
ndmnaren var att de wuppvisade en initialhdlta vid klinisk undersdkning pa
Universitetsdjursjukhuset Ultuna. P4 grund av urvalsgruppens ringa storlek gar det inte att dra
nagra signifikanta slutsatser men man kan didremot se vissa trender. Vissa av héstarna
rontgades vid sitt besok och tar man medelvirdet for HMGB-1 i ledvéitskan (ng/mL) i leder
med rontgenfordndringar jimfort med leder utan rontgenfordndringar ser man ett hogre
medelvérde i1 gruppen med rontgenforéndringar (Figur 5).

50+

40+

30+

HMGB-1 i ledvatska (ng/ml)

Figur 5. Medelvirde (med standardavvikelse) av HMGB-1 i ledvitskan i leder med
rontgenfordndringar och leder som var utan anmdrkning pd réntgen. Data fran Dagis Bostréom, 2013.



Gor man en sammanstéllning som Brown et al (2009) dar man jamfor nivderna av HMGB-1 1
olika leder (Figur 6) kan man konstatera att man inte har uppmétt HMGB-1 i hasleder. Endast
fyra hasleder ingick i studien s& det gar inte att dra négra slutsatser. Diremot pévisades
lindriga osteofyter (benpélagringar) i den ena hasleden och detta var den enda leden i studien
dér denna rontgenforindring inte sammanfoll med maitbara nivder av HMGB-1 (Dagis
Bostrom, 2013). Tyvérr ingick inga hasleder i Brown et als studie (2009) vilket innebir att det
inte finns ndgot att jimfora med. Det gar ddremot att konstatera att dven i studien av Brown et
al kunde man se skillnader pA HMGB-1 nivaer i ledvitskan i olika leder trots att de varit
utsatta for samma skada. Detta vicker fragan om huruvida normalnivderna av HMGB-1
skiljer sig mellan olika leder.
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Figur 6. Medelvirde (med standardavvikelse) av HMGB-1 (ng/mL) som uppmdits i olika leder. Data
fran Dagis Bostrém (2013)

I den tredje studien ddr man mitt HMGB-1 i ledvitska tittade man péd hur koncentrationerna
dndrades Over tid. Man inducerade ledinflammation genom injektion av 0,5ng
lipopolysackorid (LPS) i intercarpalleden hos sex friska héstar. Man tog ledvétskeprover
precis innan LPS injektionen, samt 8, 24 respektive 168 timmar efterat. Vid tiderna 0 och 168
lag HMGB-1 koncentrationen under detekterbara nivder (<2,5 ng/mL) men efter § samt 24
timmar var de signifikant forhojda. Studiens forfattare Overraskades av den snabba
frisdttningen av HMGB-1 d& man tidigare trott att HMGB-1 frisatts fran makrofager senare
under inflammationen. Studien anvénde sig inte av niagon kontrollgrupp. (De Grauw et al.,
2010).

Ley et al (2007) tittade p& HMGB-1 i synoviala membran (SM) och osteochondrala fragment
(OCF) hos héstar med OA. Studien omfattade 21 hdstar som skulle genomga artroskopi
antingen 1 samband med kirurgi eller for diagnos vid misstanke om ledinflammation samt en
kontrollgrupp pd 4 héstar som skulle genomgd post mortem undersdkning. De undersokta
lederna delades in i tva grupper, de med OCF och de med OA men utan OCF. Vid
mikroskopisk undersdkning av SM biopsier fran de 25 héstarna fann man hos 19 av histarna
(inklusive samtliga i kontrollgruppen) att HMGB-1 framst forekom i cellkérnorna. I de 6vriga
6 biopsierna hittade man HMGB-1 i cytoplasman hos flera celler samt extracelluldrt, 5 av de
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hir 6 lederna hade OCF (Ley et al., 2009). De hiar 5 OCF lederna dr ddremot bara hilften av
alla OCF leder som ingick i studien (figur 7).
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Figur 7. Lokalisering av HMGB-1 i OA leder med respektive utan OCF. Data frdn Ley et al (2007)

I en studie fran 2010 undersdktes hur HMGB-1 péverkade uttrycket av gener som paverkar
broskmetabolism. Man anvinde sig av chondrocyter fran friska histar. HMGB-1 behandlade
celler visade ett okat uttryck av Sox9 jimfort med obehandlade kontroller. Sox9 ar en
transkriptionsfaktor som aktiverar flera gener som &r inblandade i bildningen av extracellulért
brosk matrix vilket antyder att HMGB-1 stimulerar proliferationen av chondrocyter samt en
okad metabolism (Ley et al., 2011)

Framtida behandlingsmetoder?

I en studie frdn 2003 har Kokkola et al tittat pa huruvida en hdmning av HMGB-1 kan
anvindas som behandlingsmetod vid collagen inducerad artrit hos moss. Artrit inducerades
genom injektion av typ II collagen. Darefter behandlades en grupp méss med anti-HMGB-1-
antikroppar som riktas mot B-box och en annan med A-box protein. For varje grupp hade man
dven en kontrollgrupp. Man anvinde sig av ett artrit-index baserat pa hur ménga olika leder 1
varje tass som drabbats av OA. Vid ett resultat >2 ansdgs mossen ha en tydligt mérkbar artrit.
Mossen som behandlats med A-box protein hade efter post mortem undersdkning ett
genomsnittligt artrit-index pé 3.2 vilket var signifikant bdttre dn de i kontrollgruppen som
hade ett index pa 5.4 (Kokkola et al., 2003).

Mossen som behandlats med anti-HMGB-1 antikroppar hade ett genomsnittligt index pa 2.4
vid studiens slut och kontrollgruppen ett resultat pd 5.7. Aven hir hade den behandlade
gruppen ett signifikant béttre resultat. Bdde bland mdssen som behandlats med antikroppar
och mdssen som behandlats med A-box protein ansags dven allméntillstindet vara battre én 1
respektive kontrollgrupp, exempelvis hade de behandlade mossen inte en lika stor viktforlust.
Vid mikroskopisk undersokning sdg man betydligt mindre brosknedbrytning i de drabbade

lederna hos de behandlade mdssen (Kokkola et al., 2003).
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Det finns dven teorier att man skulle kunna hamma HMGB-1 friséttning, och ddarmed dess
proinflammatoriska effekter, genom att undvika den vdvnadshypoxi som uppkommer vid
artrit och synovit (Hamada et al., 2008). En studie har visat att vivnader hos moss som
genomgatt hyperbaric oxygen therapy (HBOT, en metod dir patienter behandlas med 100 %
syre vid 0kat atmosfariskt tryck) far en ldgre koncentration av extracelluldrt HMGB-1 (Liang
et al., 2013). Dock finns inga studier specifikt for leder.

Andra markorer for osteoartrit

Det finns flera studier dir man forsoker hitta ldmpliga biomarkdrer for ledinflammation hos
hést. Déribland prostaglandin E,, kvdveoxid (NO), TNF- a och IL-1B. Kumulativ stress eller
strukturella fordndringar i leden, till exempel osteochondros dissecans (OCD) leder till
frisdttning av TNF- o och IL-1B frdn synoviocyter och chondrocyter. Dessa cytokiner
aktiverar matrix-metalloproteinaser (MMP) och prostaglandin E, vilket leder till en
nedbrytning av proteoglykaner i bindvdv. MMP &r viktiga for ombildandet av brosk och
bindvév. I en frisk led finns 95% av MMP i en latent form genom att de inhiberas av fissue
inhibitors of metalloproteinase (TIMP). Vid OA dr MMP koncentrationen hogre en TIMP-
koncentrationen vilket leder till brosknedbrytning (Trumble ef al., 2001).

Koncentrationen av kvédveoxid oOkar i ledvitska vid OA. Studier har visat att ekvina
chondrocyter okar sin NO syntes efter stimulering med IL-13. NO kan orsaka apoptos av
chondrocyter samt aktivera matrix-metalloproteinaser (van den Boom, 2005). Vad géller flera
av de hiar markorerna har man kommit betydligt ldngre i forskningen &n vad man har gjort
med HMGB-1. Det har till exempel gjorts studier pd hur motion och artrocentes (instick 1
leden) paverkar uttrycket av TNF- a, prostaglandin E, och kvdveoxid. Man dr verens om att
dessa markorers koncentration i1 ledvitska okar vid OA men for att kunna anvéndas i
diagnostiken ville van den Boom et al titta ndrmre pd hur de paverkas av olika miljofaktorer.
Inte minst paverkan till f61jd av artrocentes &r viktigt att ta i beaktande vid diagnostik d4 man
maste gora ett instick i leden for att fa ett ledvitskeprov. Man fann att upprepad artrocentes
med ett intervall pd 12 timmar gav upphov till kade NO koncentrationer i1 kotleder jamfort
med kontrollgrupper. Aven en statistiskt sékerstilld 6kning av prostaglandin E, uppmiittes vid
samma intervall i radiocarpalleder. Ett intervall >12 timmar resulterade inte i ndgon 6kning
for ndgon av markorerna (van den Boom, 2005).

For att undersoka motionens inverkan pa markdrerna jaimfordes héstar som fick rora sig i
samtliga gingarter pa 16pband och i skrittmaskin totalt 70-80 minuter dagligen (durationen
okades succesivt) med hdstar som endast skrittades for hand 5 min per dag. Koncentrationerna
av prostaglandin E; och TNF- o var hogre i ledvétskan i samtliga undersokta leder i
motionsgruppen jaimfort med kontrollgruppen (van den Boom, 2005). En férdel med HMGB-
1 som markdr jamfort med framforallt prostaglandin E; och NO ér att det krévs mindre miangd
ledvitska for analys (Brown et al., 2009). En HMGB-1 ELISA kan utféras med 10 pl
ledvitska medan analysmetoderna som anvénts for prostaglandin E2 och NO i de studier som
det hér arbetet studerat har krévt 700 respektive 100 pl ledvitska. Prostaglandin E2-analys har
utforts med hjdlp av masspektrometri och NO har analyserats genom att méta hur mycket
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nitrit som bildas 1 ett sa kallat Griess-test. I ett Griess-test anvinder man sig kortfattat av
spektrofotometri for att mita absorbans efter tillsats av bland annat sulphanilamid (van den
Boom, 2005).

DISKUSSION

Sammanfattningsvis behdvs det fler hastspecifika studier om HMGB-1 {or att kunna svara pa
huruvida det kan anvéndas vid diagnostik och behandling av ledinflammation. De fem studier
som finns visar att HMGB-1 forekommer i héstarnas leder och visar pd en Okning av
koncentration i samband med inflammation men det ir egentligen endast studien av Brown et
al (2009) som innehaller tillrdckligt ménga hastar samt tydlig kontrollgrupp att man kan dra
nagra sikra slutsatser. Det behdvs fler storre studier dir man anvéinder héstar med sa lika
forutsattningar och sjukdomsforlopp som mojligt till exempel genom att bygga upp en
biobank med material frdn OA héstar som samlas in under flera ar innan studien utférs. Man
behover dven titta mer pa skillnader mellan olika leder. Var det till exempel bara ett
sammantriffande att man i1 Dagis Bostroms studie (2013) inte uppmétte nigon HMGB-1
koncentration i ledvétska frn hasleder eller stimmer det att forekomsten och frisdttningen ar
lagre dir jamfort med andra leder?

Man skulle dven behdva gora studier liknande Van den Boom et als (2005) dir man tittar pd
hur HMGB-1 koncentrationerna paverkas av faktorer som motion och artrocentes for att 6ka
precisionen 1 anvdndandet av HMGB-1 som ett diagnostiskt instrument. Det &r framforallt
viktigt att veta om artrocentes paverkar HMGB-1 koncentration eftersom man dr tvungen att
gora ett instick i1 leden for fa ett ledvétskeprov for analys. Man bor overlag iaktta stor
forsiktighet vid instick i leden da det finns en risk for infektion och septisk artrit. Artrocentes
kréver att man utfor en noggrann desinfektion av huden samt ser till att ndlen och handskar
inte kontamineras. Det dr daremot omojligt att fa huden helt steril s& det foreligger alltid en
risk att mikroorganismer fran hudens yta kommer in i leden vid artrocentes (Wahl et al.,
2012). Man bor alltid ta det i beaktande ndr man gor ett instick i leden d&ven om risken for
septisk artrit &r véldigt liten. I en studie dér man tittade pd 16 624 ledinjektioner av
corticosteroider eller antibiotika i olika leder hos fullblodshéstar resulterade endast 13
injektioner i septisk artrit (Steel et al., 2013).

En annan fundering dr att de immunanalyser (ELISA) som anvénts vid héststudierna dr
anpassade for humant HMGB-1. Proteinet &r till 99 % identiskt mellan alla ddggdjur (Miiller
et al., 2004) sa det bor inte vara ndgon skillnad 1 resultaten men for att kunna anvénda som ett
tillforlitligt instrument i histdiagnostiken vore det kanske ldmpligt med en histspecifik
analysmetod.

Nér och om man hittar ett precist sitt att anvinda HMGB-1 1 diagnostiken av OA hos hdst kan
man borja titta pd om det gér att anvénda vid behandling, antingen via en inhibering eller med
hjédlp av A-box anti-inflammatoriska egenskaper men detta ligger troligtvis lingt in i1
framtiden.
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