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SAMMANFATTNING

Den vanligaste orsaken till att hastagare soker veterinarvard i Sverige ar skador och
sjukdomar i hastens rorelseapparat. Den vanligaste prestationshammande
sjukdomen hos tavlingshastar ar osteoartrit (OA). Fo6r att kunna hava
sjukdomsférloppet vid OA kravs att en tidig detektion av sjukdomen gérs, innan
skadorna pa leden har blivit irreversibla. Darfor ar det av yttersta vikt att hitta ett
diagnostiskt hjalpmedel som formar detektera OA i de tidigaste stadierna.
Biomarkorer skulle kunna vara ett sadant hjalpmedel och cellytemolekylen CD163,
som ses pa M2 makrofagerna, tros vara en sadan markor for OA hos manniska.
Syftet med detta examensarbete var att med hjalp av immunocytokemi utveckla en
metod for att undersoka forekomsten av CD163-positiva celler i ledvatska fran hast.

For detektion av CD163-positiva celler i ledvatska anvandes immunocytokemi och for
detektion i ledkapsel anvandes immunohistokemi. Tva olika antikroppar riktade mot
humant CD163 testades och resultat fran olika typer av fixering, férbehandling av
preparaten och olika antikroppskoncentrationer utvarderades.

Totalt ingick sju ledvatskeprover fran sex hastar och en ledkapselbiopsi i studien,
varav fem ledvéatskeprover harrérde fran artroskoperade héastleder dar ledskadorna
var makroskopiskt bedémda.

CD163-positiva celler kunde pavisas med antikroppen fran R&D Systems i saval
ledvatskeprover som ledkapsel. Bast resultat for infargning av celler erhélls efter
formalinfixering och férbehandling med varmebad och en kommersiell "antigen-
retrieval’-I6sning. Forbehandling medforde att en lagre koncentration av antikroppen
kunde anvandas och en tydlig infargning av cellerna erhdlls. Det laga antalet
individer inkluderade i studien samt avsaknaden av prover fran friska hastleder
medforde att inga slutsatser betréaffande antalet CD163-positiva celler i ledvatska vid
olika typer av ledskador kunde utvarderas.

Den framtagna metoden for pavisandet av CD163-positiva celler i ledvatskan
mojliggor fortsatta studier for undersékning av férekomst av denna typ av celler vid
olika typer av ledskador, och utvardering av desamma som biomarkér fér OA hos
hast.



SUMMARY

The most common reason for horses to be presented for veterinary care in Sweden
IS injuries affecting their locomotor system. The most common performance inhibiting
disease in horses is osteoarthritis (OA). An early detection of OA is required in order
to reverse the progression before the structural damage in the joint has become
irreversible. It is therefore of great importance to find a diagnostic tool that enables
detection of OA in its early stages. Biomarkers could be such a tool, and the cell
surface molecule CD163, found on M2 macrophages, is believed to be a biomarker
for OA in humans. The purpose of this study was to establish a method for detection
of CD163-positive cells in synovial fluid and joint capsule from horses.

Immunocytochemistry and immunohistochemistry were used in order to detect
CD163-positive cells in synovial fluid and joint capsule, respectively. Two different
primary antibodies against human CD163 were used, and different methods for
fixation and antigen retrieval, as well as the use of different antibody concentrations
were evaluated.

In total seven samples of synovial fluid from six horses and one joint capsule biopsy
were included in the study. Five synovial fluid samples originated from joints that had
macroscopically been examined and evaluated during arthroscopy.

CD163-positive cells were detected with the antibody from R&D Systems in synovial
fluid sample as well as in the joint capsule. The best immunostaining result were
obtained when cytospin preparations from synovial fluid were fixed in formalin and
pretreated with heated water bath and a commercial antigen retrieval solution.
Pretreatment resulted in usage of lower concentration of antibody and a distinct
staining of the cells was obtained. Due to the low number of horses included in the
study and the lack of samples from healthy joints conclusions regarding numbers of
CD163-positive cells in synovial fluid with different types of joint injuries could not be
made.

The method established in this study makes it possible to perform further studies of
the presence of CD163-positive cells in equine synovial fluid in different types of joint
injuries and evaluation of CD163-positive cells as a biomarker of OA in horses.
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INLEDNING

Skador och sjukdomar i hastens rorelseapparat ar den vanligaste orsaken till att
forsakrade hastar i Sverige sOker veterinarvard enligt en studie av Penell et al.,
(2005). Ledskador ar dessutom den vanligaste orsaken till att forsékrade hastar
avlivas i Sverige (Egenvall et al.,, 2006). Den vanligaste prestationshammande
ledsjukdomen hos vara tavlingshastar ar osteoartrit (OA) och darfor finns det idag ett
stort behov av att tidigt kunna detektera denna ledsjukdom (Cruz & Hurtig, 2008).
Detta for att kunna behandla i ett stadie da de OA-associerade ledskadorna
fortfarande ar reversibla. En tidig detektion av OA, innan irreversibla skador pa
brosket har utvecklats, skulle formodligen resultera i battre aterhamtning och mindre
risk for recidiv. En studie har visat att 30 % av de hastar som fatt veterinarvard pa
grund av skador och sjukdomar i rérelseapparaten soker veterinarvard igen inom ett
ar (Egenvall et al., 2005). Studien har dock inte specificerat orsak fér andra besoket.

Idag baseras diagnostiken av OA ofta pa radiologiska kriterier, sisom ledhalans vidd,
samt pa kliniska symtom, sdsom ledsvullnad, nedsatt rorlighet och smarta med
pafoljande halta (Bijlsma et al., 2011; Zachary & McGavin, 2012). Da dessa
diagnostiska metoder oftast inte upptacker OA innan den redan &r val etablerad och
tidiga forandringar har borjat progrediera ar det av stor vikt att finna ett diagnostiskt
hjdlpmedel som kan anvandas i de tidiga akuta stadierna av OA. Biomarkorer,
detekterade i ledvatska, skulle kunna utgbéra en metod for tidig OA-detektion och
cellytemolekylen CD163 tros vara en sddan markor hos manniska (Daghestani et al.,
2015).

CD163 har i tidigare studier fungerat som en infargningsbar markor lokaliserad till M2
makrofagernas cellyta i vdvnader hos manniskor (Edin et al., 2012). | en studie av
Daghestani et al., 2015 pavisades CD163 i bade ledkapsel, ledvatska och serum hos
manniska med diagnosticerad OA. | studien faststélldes &aven att det fanns ett
samband mellan CD163 i serum och aktiverade makrofager i ledkapseln fran
patienter med OA. Forekomst av CD163-positiva celler i ledvatska fran hast har annu
inte beskrivits i litteraturen. Om CD163-positiva celler kan detekteras i ledvéatska fran
hast ar det mgjligt att mangden positiva celler kan avspegla ledens status och
darigenom fungera som en tidig biomarkdor for ledskada.

SYFTE

Detta examensarbetes syfte var att understéka om det med hjalp av immunocytokemi
och immunohistokemi gick att pavisa forekomsten av CD163-positiva celler i
ledvatska respektive ledkapsel fran hast.

Pavisandet av CD163-positiva celler i leder hos hast skulle kunna anvandas for att
berdakna mangden av dessa celler vid olika typer och grader av ledpatologi. En
korrelation mellan cellférekomst och ledskada skulle kunna goras i en senare storre
studie. Baserat pa resultatet av arbetet var férhoppningen med examensarbetet att
analys av CD163-positiva celler ska kunna anvandas som en biomarkor for OA hos
hast i framtiden.



HYPOTES

CD163-positiva celler kan pavisas i ledvatska fran hast och mangden ar korrelerad till
typ och grad av ledskada. Detta gor forekomseten av CD163-positiva celler till en
potentiell biomarkor for tidig OA-detektion.

LITTERATUROVERSIKT
Synovialled

En synovialled ar uppbyggd av flera olika typer av vavnader (Samuels et al., 2008).
Centralt i leden finns ledhalan, vilken innehdller ledvéatska. Ledhalan begransas av
ledkapseln vars inre yta ar bekladd med synovialmembran (ledhinnan). Ledkapseln
faster in i benet proximalt och distalt om ledhalan. Den del av benvavnaden vars
ledytor beklads av ledbrosk och som d& befinner sig i leden kallas subkondralt ben
(Caron, 2011; van Weeren, 2013) (figur 1). Ovriga strukturer som kan inga i en
synovialled ar intraartikulara ligament och menisker (van Weeren, 2013).
Synovialleden omges av periartikular vavnad som bestar av muskler, senor och
ligament (Caron, 2011).

Subkondralt ben

Ledka:sel

Ledhala

Synovial-
membran

Figur 1. Schematisk bild dver en synovialleds uppbyggnad. Baserat pa texten i van Weeren,
2013.

Synovialmembranet utgdrs av ett tunt lager med vaskular bindvav. Med undantag av
ledbrosket utlinjerar synovialmembranet den inre ytan av leden och bestar av tva
mesenkymala cell lager, den synoviala intiman och den subsynoviala intiman (Caron,



2011; Palmer & Bertone, 1994). Synovialmembranets intima saknar basalmembran
och &r uppbyggt av celler som ar inbaddade i ett porost lager av extracellulara
matrixproteiner (van Weeren, 2013). Den subsynoviala intiman ar uppbyggd av
lucker bindvav och fettvav och angransar till ledkapselns yttre fibroésa lager. Den
luckra uppbyggnaden av synovialmembranet tillater diffusion av stora molekyler
mellan blodet och ledvéatskan och synovialmembranet fungerar darigenom som ett
ultrafilter. Cellerna i synovialmembranets intima (aven kallat lining layer) ar av
benmargsursprung (Johansson & Rejno, 1976) och kan delas in i tva celltyper,
makrofaglika synovialceller (typ A) och fibroblastlika synovialceller (typ B). Typ A
celler har liksom makrofager fagocytara egenskaper och framtradande golgiapparat,
lysosomer och sekretoriska vakuoler. Typ A cellerna uppvisar cellytereceptorer vilka
indikerar att cellerna har en roll i det inflammatoriska och immunologiska svaret
(Johansson & Rejno, 2002; Henderson & Pettipher, 1985). Typ B cellerna producerar
bland annat hyaluronan och kollagen (Matsubara et al., 1983; Iwanaga et al., 2000).
Hyaluronan fungerar bade som en huvudsaklig komponent i ledvatskan, dar den
avgor ledvatskans traddragighet, och som en viktig komponent i extracellulart
broskmatrix. P4 sa satt har synovialmembranets celler en stor betydelse for
ledvatskans sammansattning (Caron, 2011) och genom riklig blodférsorjning kan
synovialmembranet bidra till bibehallandet av ledens homeostas genom regenerering
av ledvatska och utbyte av slaggprodukter och naringsamnen med blodet. Utbytet
som sker mellan synovialmembranet och ledvéatskan utgdr den enda naringskedjan
til de mogna kondrocyterna i ledbrosket (Caron, 2011). Ledvatskan kan anses
avspegla ledens homeostas eftersom den angransar bade synovialmembranet med
dess celltyper och ledbrosket (van Weeren, 2013).

Ledvatskan ar en trogflytande gulaktig vatska med smorjande funktion, vilket minskar
friktionen i leden (Caron, 2011; van Weeren, 2013). | ledvétskan finns det en liten
mangd celler, vilka till storsta del utgdrs av stora mononukleéra celler, lymfocyter och
neutrofiler (van Weeren, 2013). Dessa celler kan identifieras i ljusmikroskop med
hjalp av Giemsafargning (figur 2). Stora mononukleéara celler har en decimeter pa 15-
20 um (Kierszenbaum, 2007). Karnan hos en typisk stor mononuklear cell ar
njurformad och cellerna har rikligt med cytoplasma fylld med sma lysosomer vilket
ger cytoplasman ett grynigt utseende. Lymfocyter ar ca 7-12 um i diameter. Deras
karna ar rund och nagot indenterad och upptar storre delen av cellytan varfor
cytoplasman endast ses som en tunn inramning runt cellkarnan. Neutrofilernas
diameter ar 12-15 um. Karnan ar i regel segmenterad i 3-5 lober och omges av rikligt
med cytoplasma.
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Figur 2. Giemsafargade cytospinpreparat pa ledvatska (1000x med olja). (A) Lymfocyter
(gréna pilar) och stora mononukleara celler ses pa bilden. (B) Neutrofiler (roda pilar) och
flera mononukleéra celler med njurformad kérna typisk for makrofager (svart pil) kan ses.

Ledkapselns yttre lager bestar av ett stumt fibrost lager (van Weeren, 2013). | det
fibrosa lagret finns forutom fibroblaster i ett tatt kollagent matrix ocksa proprioceptiva
nervandar som signalerar till hjarnan om ledens position. Det yttre lagrets framsta
funktion ar att ge mekanisk stabilitet till leden.

Ledbrosket ar uppbyggt av kondrocyter, vatten och extracellulart matrix, vars
huvudkomponenter ar kollagen och proteoglykaner (van Weeren, 2013; Caron,
2011). Kollagenet bestar huvudsakligen av kollagen typ Il fibrer. Dessa bygger upp
ett tredimensionellt natverk och faster in i det forkalkade (kalcifierade) brosklagret
(van Weeren, 2013). Det kollagena néatverket bidrar till broskets slittalighet.
Proteoglykanmolekylerna bildar aggregat som ar inflatade i det kollagena natverket
antingen genom att vara bundna direkt till kollagenfibrerna eller via
hyaluronanmolekyler. Den stdrsta andelen proteoglykaner i brosket utgérs av
aggrekan. Aggrekan bestar av ett karnprotein och ett stort antal sulfaterade
glukosaminoglykaner som sidokedjor. Sulfatgrupperna ger sidokedjorna en negativ
laddning och gor dem hydrofila. Detta medfor att proteoglykanaggregaten drar in
vatten i det stela kollagennatverket och skapar ett inre tryck i extracellulart matrix
vilket ger ledbrosket elasticitet. Alla komponenter till extracellulart matrix produceras
av kondrocyter, vilka ar den enda celltyp som finns i normalt ledbrosk. Ledbrosket &r
en aktiv vavnad da det hela tiden genomgar remodellering genom anabola och
katabola processer reglerade av kondrocyterna. De katabola processerna i
extracellulart matrix medieras av olika proteinaser, varav matrix metalloproteinaser
(MMP) och aggrekanaser ar de tva viktigaste. Ledbrosket ar uppbyggt av flera zoner
vilka uppvisar olika morfologiska och biokemiska egenskaper (Caron, 2011). Den
ytliga zonen (tangentiella zonen) uppvisar kondrocyter som &ar orienterade parallellt
utmed ledytan och ar inbaddade i ett extracellulart matrix bestdende av kompakt
packat kollagen typ Il, relativt f& proteoglykaner och med hogt vatteninnehall (Caron,
2011; van Weeren, 2013). | den mellersta zonen (6vergangszonen) ar kondrocyterna
till synes slumpmassigt fordelade i ett mindre kompakt och mer ostrukturerat kollagen



typ Il matrix, med lagre vattenhalt och fler proteoglykanaggregat. | den djupa zonen
ar kondrocyterna arrangerade i staplar, sa kallade myntrullar, orienterade vertikalt
mot ledytan. Cellerna ar inbaddade i ett extracellulart matrix dar kollagen typ Il &r
strukturerat vertikalt mot ledytan. Denna zon har lagst vattenprocenthalt av dessa tre
namnda zoner och hégst koncentration av proteoglykaner (van Weeren, 2013). | den
djupare forkalkade zonen innerhaller matrix hydroxyapatitkristaller och denna zon
angransar till det subkondrala benet (Caron, 2011). Ledbrosket ger en utjamnad yta i
leden (Loeser et al., 2012) och tillater pa sa vis samtidig rorelse och belastning med
forsumbar friktion (Caron, 2011). Ledbroskets tjocklek varierar beroende péa led och
lokalisation (Caron, 2011). Ledbrosket &r darmed inte jaAmntjockt langs med hela
ledytan utan anpassat till vilken kraft den delen av leden utsatts for, sa som laggradig
frekvent belastning, intermittent belastning eller kraftig belastning (Herzog &
Federico, 2006).

Det subkondrala benets histologiska och biokemiska bild &r identisk med trabekulart
ben pa andra platser i kroppen och uppvisar ett kollagen typ | rikt extracellulart matrix
(Caron, 2011). Den subkondrala benplattan, nédrmast ledbrosket, ar emellertid
tunnare men mer kompakt an ovrigt kortikalt ben och det haverska systemet ar
orienterat parallellt med ledytan istdllet fér parallellt med benets langdaxel (van
Weeren, 2013; Caron, 2011). Det subkondrala benet &r rikligt vaskulariserat med
valutvecklad nervforsoérjning, viket innebar att det har en stor betydelse for
smartupplevelsen vid exempelvis ledsjukdomar. Det subkondrala trabekulara benet
har en elastisk funktion och minskar belastningen pa leden genom att verka
stotdampande och absorbera kraft (Caron, 2011). Den subkondrala benplattan
verkar stddjande for det 6verliggande ledbrosket, genom férankringen med den
forkalkade broskzonen (van Weeren, 2013).

Metakarpofalanglederna/metatarsofalanglederna

Kotleden (metakarpofalangleden och metatarsofalangleden) begransas skelettalt av
metakarpalben 1l (MCIIl) respektive metatarsalben Il (MTIII), den proximala
falangen (PI) samt tva kotsenben (Dyce et al., 2010). Kotsenbenen fungerar framfor
allt som en forstoring av ledytan och mojliggér en storre flexions- och
extensionsrorelse i leden. Kotleden &r en roterande gangjarnsled och den av hastens
leder som har det storsta rorelseomfanget, fran 120° extension till 120° flexion
(Bertone, 2004). Det dr en hogt belastad led, vilkket medfor att kotleden skadas
frekvent hos arbetande hastar (Kawcak et al., 2000). Kotleden har i huvudsak tva
funktioner, att under rorelse agera viktbarande under isattningsfasen och
belastningsfasen samt att dampa den storsta delen av stdten som uppkommer i
stegcykeln da hoven far kontakt med marken (Copelan & Bramlage, 1983). Skador i
kotleden kan drabba alla typer av hastar men ar vanligast da kotleden utsatts for
arbete i hoga hastigheter (Richardson & Dyson, 2011). Foér att kotleden inte ska
Overstrackas vid kraftig belastning stabiliseras kotleden upp palmart/plantart av djupa
och ytliga bojsenan, gaffelbandet samt flertalet ligament sa som de abaxiala och
axiala palmarligamenten/plantarligamenten (Richardson & Dyson, 2011; Dyce et al.,
2010). OA-associerade forandringar och ostekondrala fragment (I6sa benbitar) ses



vanligen i kotleder pa tavlingshéastars framben och anses uppkomma till félid av att
de tar mycket belastning under arbete i héga hastigheter (Bertone, 2004; Dyce et al.,
2010).

Karpallederna

Karpallederna utgdrs av tre ledavdelningar: radiokarpalleden, interkarpalleden och
karpometakarpalleden (Richardson & Dyson, 2011). Proximala begransningen pa
karpallederna ar os radius och distalt metakarpalben 1ll. Mellan dessa ben &ar tva
rader med sju eller atta mindre karpalben. Den Gvre raden bestar av fyra karpalben,
artbenet (os accessorius), radialis (os carpi radiale), intermediare (os -carpi
intermadiale) och ulnaris (os carpi ulnaris). Den undre raden innefattar karpalben I,
II, IV och hos vissa individer aven karpalben I. Det forsta karpalbenet ar valdigt litet,
eller saknas, och anses sakna funktion i leden (Dyce et al, 2010).
Karpometakarpalleden kommunicerar med interkarpalleden. Karpallederna fungerar
tillsammans som en gangjarnsled och tillater bara rérelse i ett rorelseplan
(Richardson & Dyson, 2011). Den stérsta rorelsen tillats i radiokarpalleden dar upp
till 100° flexion tillats (Dyce et al., 2010). Mellersta karpalleden &r relativt rorlig och
tillater en rorelse pa runt 45° medan karpometakarpalleden &r i stort satt ororlig.

Osteoartrit

OA ar en inflammatorisk degenerativ ledsjukdom som drabbar en eller flera
synovialleder (Goldring & Goldring, 2007; Sellam & Berenbaum, 2010). OA benamns
aven artros, men denna term avspeglar inte att det ingar en tidig
inflammationskomponent i sjukdomen. Idag ar OA den vanligaste leddkomman hos
manniska och medfér minskad livskvalitet fér de drabbade individerna.
Karakteristiska lesioner for OA &ar erosion av ledbrosk samt varierande grad av
synovit, osteofytbildning, fibros i ledkapseln och skleros (6kad tathet) i det
subkondrala benet (Goldring & Goldring, 2007; Caron, 2011; Loeser et al., 2012;
Lacourt et al., 2012). Andra forandringar som kan ses i det subkondrala benet i
samband med OA &r mikrofrakturer, subkondrala bencystor och vaskular invaxt fran
det subkondrala benet till den kalcifierade broskzonen (Buckland-Wright, 2004; Lane
et al., 1977; Burr & Schaffler, 1997). Saval unga som &ldre hastar kan drabbas av
OA och detta kan yttra sig antingen symtomatiskt eller asymtomatiskt. (Zachary &
McGavin, 2012). De initiala ledférandringarna ar sannolikt ett resultat av mekanisk
Overbelastning med pafdljande traumatisk skada pa ledbrosket,
ledkapselsinflammation och skleros 1 det subkondrala benet. Mekanisk
overbelastning kan ses vid olika typer av hard traning eller vid abnormateter i ledens
utformning, vilket paverkar ledens stabilitet och den anatomiska Gverensstammelsen
mellan ledytorna.

Den fullstédndiga etiologin och patogenesen fér OA ar i dagslaget emellertid okand,
men det ar sannolikt att OA innefattar flera sjukdomstillstand som leder till samma
slutskede (Zachary & McGavin, 2012). Det finns idag tre hypotetiska huvudsakliga
patologiska mekanismer foér OA hos hast (Caron, 2011).



Den forsta hypotesen bygger pa grundlaggande defekter i ledbrosket vilket ger
brosket onormala biomekaniska egenskaper (Caron, 2011). Detta leder till att brosket
inte klarar av normal belastning. Hos manniska finns en arftlig del i denna patogenes
men ingen sadan arftlig defekt har annu kunnat visas pa hast.

En andra patogenes involverar primara forandringar i det subkondrala benet (Caron,
2011; Lacourt et al., 2012). Skleros i det subkondrala benet leder till att benet forlorar
sin kraftdampande férmaga. Nar benet forlorar sin kraftdampande effekt medfor detta
okad stress pa ledbrosket som da inte kan absorbera den ¢kade kraften. Detta
resulterar i sin tur i att normal belastning ger upphov till mikrofrakturer i det
subkondrala och epifysara trabekulara benet, vilket leder till ytterligare skleros och
omorganisering i det subkondrala benet (Caron, 2011). Néar detta sker Overbelastas
ledbrosket eftersom det inte klarar av att deformeras normalt under trycket fran
normal belastning. Sammanfattningsvis sa utsatts friskt brosk for en éverbelastning
av normal kraft pa grund av en primar skada i det subkondrala benet.

Den tredje hypotesen bygger pa att friskt brosk skadas av mekanisk Gverbelastning
vid till exempel mycket hard traning (Caron, 2011). Detta innebar att normalt ledbrosk
utsatts for kraftigare fysisk anstrangning an vad det klarar av.

Gemensamt for dessa tre teorier ar mekanisk 6verbelastning av ledbrosk (Caron,
2011). Nar broskmatrix och celler skadas av Overbelastningen sker en metabolisk
forandring hos kondrocyterna vilket resulterar i frisattning av proteolytiska enzymer
som bryter ner proteoglykanaggregat. Da proteoglykanaggregaten bryts ner och inte
binder vattnet normalt 6kar vattenmangden i ledbroskets matrix vilket leder till att
vavnaden svullnar (Zachary & McGavin, 2012). Proteoglykanaggregatens
nedbrytning foljs av kollaps av det kollagena natverket da det inte langre halls isar av
den gel som proteoglykaner och vatten tillsammans bildar. Detta medf6ér att
ledbrosket blir mjukt och en uppfibring av ytlagret pabdrjas med lesioner i form av
slipfaror och erosioner.

Synovit i samband med OA kan vara priméar men anses oftast uppsta sekundart till
ledbroskskadan (Zachary & McGavin, 2012). Inflammationsmediatorer frisatts
exempelvis fran synoviala makrofager som fagocyterat nedbrytningsprodukter fran
brosket. OA anses darfor innefatta ett aktivt inflammatoriskt svar pa ledskada och
inte bara inkludera en nedbrytande process (Loeser et al., 2012).

Synoviocyterna producerar proinflammatoriska mediatorer s& som prostaglandiner
och cytokiner samt nedbrytande enzymer sa som aggrekanaser och MMP’s, vilka
spelar en stor roll vid nedbrytningen av ledbrosket (Scanzello & Goldring, 2012). Av
cytokinerna anses interleukin-1beta (IL1B) och tumér nekros faktor alfa (TNF-a) ha
en betydande roll for nedbrytning av broskets extracellulara matrix och uppkomsten
av ledskador (Gao et al, 2014; van Weeren, 2013). Forandringarna i
synovialmembranet kan innebé&ra en minskad produktion av broskskyddande faktorer
och broskmatrix komponenter samtidigt som det kan ge en 6kad koncentration av
faktorer som bidrar till nedbrytning av ledbrosk (Gao et al., 2014). Cytokinerna tros



dels diffundera in i ledbrosket och dar stimulera kondrocyter men aven stimulera fler
synoviocyter att producera cytokiner och proteinaser varpa koncentrationer av
nedbrytningsprodukter fran proteoglykan- och kollagenmetabolism aterfinns i
ledvatskan (Martel-Pelletier et al., 1999). Bade inflammationsprodukter och
nedbrytningsmetaboliter ar potentiella bimarkérer fér OA (van Weeren, 2013). | en
inflammerad led Okar permeabiliteten i synovialmembranet vilket medfor att
koncentrationen av stora molekyler som normalt inte kan passera membranet, sa
som hyaluronan, minskar i ledvatskan (Scanzello & Goldring, 2012). Histologiska
foradndringar som kan ses i synovialmembranet hos individer med OA &r fibros,
synoviocythyperplasi, forekomst av debris fran brosk och ben samt infiltrat av
makrofager, plasmaceller och lymfocyter (Oehler et al., 2002). Graden av
inflammation, framfor allt i form av mangd makrofagerinfiltrat (Farahat et al., 1993),
vid OA har visats sig korrelera till symtomens allvarlighet samt hastigheten pa
brosknedbrytningen och osteofytbildningen (Scanzello & Goldring, 2012; Oehler et
al., 2002).

Vid OA &r det vanligt att ledvatskan ar mindre traddragande. Detta kopplas till en
minskad koncentration eller depolymerisering av hyaluronan i ledvatskan (Caron,
2011).

Biologiska markdrer

Uttrycket biologiska markdrer anvands inom biomedicin och definieras pa manga
olika satt. Enligt the Biomarkers Definitions Working Group definieras en biomarkér
som nagot som mats objektivt och kan utvarderas som en indikator for normala
biologiska processer, patologiska processer eller farmakologiska svar pa en
behandling (Atkinson et al., 2007). Det finns flera olika anvandningsomraden for
biomarkérer. En biomarkdér kan anvandas som ett diagnostiskt redskap for att
identifiera patienter med en viss sjukdom, ett verktyg for att faststalla en sjukdoms
progression, en indikator for patientens prognos vid ett sjukdomstillstand eller for att
forutse och folja det kliniska svaret pa en behandling. Biomarkorer kan vara
anvandningsbara markorer for sjukdomsférlopp och detekteras i blod, serum,
ledvatska och urin (Mobasheri, 2012).

De tekniska framstegen inom molekylarbiologin har inneburit att potentiella
biomarkorer inte bara utgérs av proteiner eller proteinfragment utan ocksa
metaboliter, kolhydrater, genomiska biomarkérer (DNA och RNA) (Kraus et al.,
2011), celler och bilddiagnostik (Atkinson et al., 2007).

Det finns flera olika biomarkérer for OA som kan ge viktig information vid OA-
diagnostiken (Rousseau & Garnero, 2012). Malet med flera av de pagaende
forskningsprojekten inom OA-diagnostik ar att upptacka biomarkérer som kan pavisa
tidiga reversibla férandringar och férhoppningsvis med en panel av biomarkdrer ge
en uppfattning om var i skadeforloppet leden befinner sig.



Makrofager och CD163

Makrofager ar enkarninga celler vars cytoplasma innehaller mitokondrier, flertalet
lysosomer, fria ribosomer, RER (rough endoplasmic reticulum) och en golgiapparat
vilket ger makrofagen mojlighet att syntensitera och utsdndra proteiner (Tizard,
2009). | vavnaden finns residenta makrofager. Monocyter, omogna makrofager i
blodet, rekryteras vid inflammation och differentieras ut till makrofager nar de trader
in i vavnaden (Stein et al., 1992). | vavnaden fungerar makrofagerna som
sentinelceller vilket innebéar att de agerar som kroppens forsta forsvarslinje mot
mikroorganismer (Tizard, 2009). Men makrofagernas sentinelfunktion ar inte bara att
detektera mikroorgansimer och skicka ut signalsubstanser till andra celler i kroppen
och pa s vis trigga en immunologisk respons, utan makrofagerna kan aven sjalva
avddda mikroorganismer genom fagocytos. Nar makrofagerna fagocyterar tar de upp
mikroorganismer och innesluter dem i sitt cytoplasmamembran for att sedan bryta
ner dem. Makrofagerna spelar &ven en stor roll for vavnadslakning genom att
fagocytera doda, doende eller skadade celler och vavnad.

Makrofager kan delas in i tva fenotyper, M1 och M2 (Mosser & Edwards, 2008). M1
makrofager representerar klassiskt aktiverade makrofager, specialiserade pa
avlagsnande av intracellulara patogener. Alternativt aktiverade makrofager (M2),
uppvisar immunosuppressiva och antiinflammatoriska egenskaper och ar involverade
i avlagsning av debris, angiogenes och vavnadsreparation. Vilken fraktion
makrofagerna differentierar ut till bestams av vilka interferoner och interleukiner
monocyterna utsatts for under differentieringen (Stein et al., 1992). For att en
makrofag ska differentiera ut till M2 kréavs interaktioner med IL-4, IL-10 eller I1L-13
som utsondras av T-hjalparceller (Tizard, 2009).

Graden av inflammation i leden och vilka proinflammatoriska substanser som finns i
ledvatskan kan paverka makrofagernas beteende och differentiering (Lopa et al.,
2015). Ett visst samband mellan ledvatskans sammansattning och vilken
makrofagfenotyp (pro- eller antiinflammatoriska) som ar mest aktiv har kunnat ses
hos manniskor med OA. Det ar troligt att typen av makrofager ar av stor klinisk
betydelse for huruvida ledskadorna utvecklas eller avlaker. Studier har visat att typ A
synoviocyter har en drivande roll i inflammationen av synovialmembranet och
ledbroskdegenerationen vid OA (Ambarus et al., 2012; Bondeson et al., 2006; Benito
et al., 2005). En studie visar ocksa att makrofager har en drivande roll vid
uppkomsten av strukturella skador samt vid progressionen av OA med
osteofytbildning (Daghestani, 2015). Makrofager anses aven ge upphov till
lakningsframjande egenskaper, vilka kan ha stor betydelse vid kronisk OA (Ambarus
et al., 2012; Fahy et al., 2014 ).

CD163 ar en kdnd markor for M2 makrofager (Buechler et al., 2000; Moghaddami et
al., 2004). Hos maéanniska uttrycks CD163 endast av monocyter/makrofager och
uttrycket av CD163 uppregleras vid cellaktivering (Hogger et al., 1998; Philippidis et
al., 2004). CD163 kallas ibland for "scavenger receptor’ (renhallningsreceptor),
eftersom M2 makrofager fagocyterar debris i vavnader. Under de tidiga stadierna av



OA kan framfér allt M2 makrofager pavisas i ledkapseln medan ett mer blandat
uttryck av bade M1 och M2 makrofager ar narvarande under de senare stadierna
(Fahy et al.,, 2014). | en studie pavisades CD163-molekyler i bade ledkapsel,
ledvatska och serum hos manniskor med OA (Daghestani et al., 2015). | samma
studie pavisades aven ett samband mellan CD163-molekyler i serum och aktiverade
makrofager i leden pa patienter med OA.

Immunocytokemi/immunohistokemi

Immunocytokemi och immunohistokemi ar tva metoder som anvands for att pavisa
antigen, sa som cell-associerade proteiner eller peptider (Kumar et al., 2009).
Immunocytokemi anvands for att farga in celler utan omgivande extracellulart matrix
medan immunohistokemi anvands vid fargning av celler i intakta vavnader.

Bada metoderna gar ut pa att pavisa antigen med hjalp av antikroppar (Kumar et al.,
2009). Antigenet visualiseras genom att anvanda en antikropp riktad mot det
specifika antigenet. Visualiseringen kan utféras med en direkt eller indirekt metod.
Den direkta metoden anvander sig av en antikropp som ar markt for vidare detektion,
vilket medfor att antigenets lokalisation kan goras synlig da antikroppen faster in.
Denna metod ar oftast inte kanslig nog da det finns for fa antigen pa cellytan for att fa
en tillrackligt stark visualisering. Den indirekta metoden bygger pa tva antikroppar, en
primar och en sekundar. Precis som i den direkta metoden faster en antikropp, den
primara, in till antigenet, men denna antikropp ar inte markt utan maste i sin tur
visualiseras med hjélp av en markt sekundér antikropp som ar riktad mot den primara
antikroppen. Till varje primarantikropp kan sedan flera sekundara antikroppar fasta in
vilket gor denna metod kansligare och man far ett tydligare resultat (figur 3).
Antikropparna som anvéands for detektion av antigenet &r antingen monoklonala eller
polyklonala. Monoklonala antikroppar bildas av plasmacellskloner och ar darfor
identiska med varandra. Polyklonala antikroppar bildas av olika celler och binder
darfor till olika epitoper pa antigenet de ar riktade mot.

Enzymmarkta
sekundara
antikroppar

/A\NAN

Primar antikropp

\

I Cellmembran

CD163-molekyl
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Figur 3. Schematisk bild pa principerna for indirekt immunocytokemi med CD163 som
exempel pa antigen. Figuren ar baserad pa texten fran Kumar et al., 2009.

For att gora den slutliga visualiseringen av lokalisationen fér antigenet ar antikroppen
markt med en fluorescerande substans eller ett enzym (Boenisch, 2009). Ett enzym
som anvands till detta ar “horseradish peroxidase” (HRP). HRP katalyserar
reaktionen som sker da vateperoxid bryts ner till syre och vatten. For att denna
reaktion ska kunna ske kravs en elektrondonator sa som 3,3'diaminobenzidine (DAB)
som vid oxidering producerar en brun slutprodukt vid reaktionsplatsen, vilket ses
ljusmikroskopiskt.

Innan fargningen maste vavanden fixeras for att forhindra autolys och bevara
epitoperna som antikropparna ska binda till (Ramos-Vara et al., 2008). | vissa fall
utfors aven en forbehandling (en sa kallad "antigen retrieval”’). Malet med "antigen
retrieval” ar att gbéra antigenet mer mottagligt for detektion av antikroppen samt att
vanda pa skadeeffekterna som kan ha erhallits av fixeringsmetoden, till exempel
strukturella férandringar som kan modifiera epitopen. Denna férbehandling kan
utforas i varmt vattenbad och kallas da for HIER ("heat induced epitope retrieval”).
For detta finns kommersiellt tillgangliga 16sningar som till exempel DiVA Decloaker.
Den exakta mekanismen fOor hur "antigen retrieval” fungerar ar inte helt faststalld
(Boenisch, 2006).

MATERIAL OCH METODER
Urval av material

Det material (tabell 1) som anvandes i studien var ledvéatska fran fyra hastar med
klinisk misstanke pa ledskada som genomgatt artroskopi pa Malaren Hastklinik,
ledvatska frdn tvad hastar analyserade pa Klinisk kemiska laboratoriet,
Universitetsdjursjukhuset (UDS), med konstaterat leukocytantal over 4000 x10°
celler/L och med hog andel stora mononukledra celler, formalinfixerad
paraffininbaddad ledkapselvavnad fran kotled fran obducerad hast med OA och
kronisk hyperplastisk synovit, samt mjaltvavnad och mjaltutstryk frAn obducerad hast
med myocardit.

Sammanlagt ingick totalt sju ledvatskeprover fran sex héastar i ledvatskestudierna.
Fem prover kom fran fyra artroskoperade hastar (Malaren Hastklinik) samt tva
ledvatskeprover kom fr&n hastar med mer &n 4000 x10° celler/L (Klinisk kemiska
laboratoriet, UDS).

Inklusionkriterierna for ledvatska fran Malaren Hastklinik var artroskopi i diagnostiskt
eller behandlingssyfte utford pa karpalleder eller kotleder under september och
oktober manad 2015. Hastar av alla raser, aldrar, sjukdomsduration och
sjukdomsbild inkluderades for att fa stor variation i materialet. Hastarnas ras, kon och
alder dokumenterades. For deltagande i studien kravdes skriftliga
djurdgarmedgivanden. Etisk ansdkan for studien var godka&nd (diarienummer
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C62/13). Exklusionkriterier var, av praktiska skal, artroskopi utférd pa helger eller

efter klockan 15.00 pa vardagar.

Tabell 1. Material och undersokningsmetod avseende forekomst av CD163-positiva celler.

Material Antal prover Metod

Ledvatska, >4000 x10° celler/L 2 Immunocytokemi

Ledvatska fran artroskopi 5 Immunocytokemi

Mjalte 1 Immunocytokemi/Immunohistokemi
Ledkapsel 1 Immunohistokemi

Gradering av ledskador

Skador i synovialmembran och ledbrosk graderades av héastkirurg i samband med
artroskopi enligt ett modifierat protokoll (tabell 2) baserat pa ett protokoll framtaget av

Mcllwraith et al. (2010).
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Tabell 2. Gradering av ledskador vid artroskopi

Typ av lesion Gradering Forklaring
Synovialmembran, 0 Utan anmarkning
synovit
1 Akut lindrig (mild hyperemi, +/- 6dem, inga
blédningar eller fibrin)
2 Akut mattlig (mattlig hyperemi, +/- 6dem, sparsam
forekomst av fibrin och/eller blédningar)
3 Akut kraftig (mattlig-kraftig hyperemi, omfattande
férekomst av fibrin och/eller blédningar, +/- 6dem)
4 Kronisk (ingen eller mild hyperemi, hypertrofierade
villi)
Ledbrosk karpus, 0 Utan anmarkning
erosion
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
subchondralt ben
Ledbrosk kotled, 0 Utan anméarkning
slipfaror
1 1-2 faror som gar genom en del av brosket
2 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
tvd som gar igenom hela brosket
Ledbrosk kotled, 0 Utan anmarkning
erosion
1 Erosion genom en del av brosket under 5 mm i
diameter
2 Erosion genom en del av brosket 6ver 5 mmi
diameter
3 Erosion genom hela brosket

Provhantering — ledvétska

Ledvatska samlades vid artroskopins bdrjan 1 sterila EDTA ror. Proverna
transporterades kylt till laboratorium (Klinisk kemiska laboratoriet, UDS) samma dag
for rakning av totalantal leukocyter samt preparering av cytospinpreparat pa
Superfrost Plus Gold objektsglas (Thermo Scientific, MA, USA) vilka lagrades i
-20°C.

Provhantering — mjalt- och ledkapselpreparat

Mijalte provtogs inom 24 timmar post mortem. Mjaltpreparat fér immunocytokemi
preparerades genom utstryk och vavnadsavtryck pa Superfrost Plus Gold glas.

13



Preparaten fick lufttorka och forvarades darefter i frys i —20°C. Mijaltvavnad for
immunohistokemi fixerades i buffrad 10 % formalin. Vavnaden dehydrerades och
baddades darefter i paraffin infor snittning. Formalinfixerad, paraffininbaddad
ledkapsel fran kotled med kronisk proliferativ synovit, fanns tillganglig fran tidigare
obduktionsmaterial. Preparaten snittades till 4 um tjocklek och placerades pa
Superfrost Plus Gold objektsglas.

Metodutveckling for detektion av CD163-positiva celler

| studien utvarderades tva polyklonala get anti-human CD163 antikroppar (cs-18794,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, och AF1607, R&D Systems,
Minneapolis, MI, USA). Utover detta anvandes tva olika framkallningskit, ett fran
Santa Cruz (Santa Cruz staining system, sc-2023) innehallande asneserum,
biotinylerad sekundar antikropp, reagent A, reagent B, substratbuffert, DAB
kromogen samt peroxidas substrat och ett kit fran Vecta Stain (PK-4005, Southfield,
MI, USA) innehallande biotinylerad sekundar antikropp, normalt kaninserum, reagent
A och reagent B.

En tillfredstallande fixeringsmetod provades ut under metodutvecklingen och
varierade darfor beroende pa& experiment. Samtliga tvattar av preparaten i
experimenten utférdes i fosfatbuffrad saltlosning (PBS) tre ganger om vardera 5 min.

Foljande protokoll anvandes for samtliga experiment. Efter fixering (med hjalp av
olika fixeringsmetoder) tvattades preparaten i PBS. Endogent peroxidas blockeras
genom att preparaten placeras i 3 % vateperoxid, i 5 min foljt av tvattning i PBS. Efter
tvattningen  forbehandlades preparaten i 95°C vattenbad (med olika
forbehandlingslosningar) varpa ytterligare en tvattning i PBS utfordes. Preparaten
inkuberades med 1.5 % blockingserum (asneserum for Santa Cruz antikropp och
normalt kaninserum for R&D systems antikropp) spadd i PBS i en fuktkammare
under 60 min i rumstemperatur. Blockingserumet dranerades fran preparaten som
sedan inkuberades 6ver natten med primar antikropp mot CD163 respektive negativ
kontroll (getserum) i en fuktkammare i 4°C. Dagen darpa tvattades preparaten i PBS
for att sedan inkuberas 30 min i rumstemperatur med den sekundara antikroppen
(biotinylerad asna anti-get 1gG for Santa Cruz antikropp och biotinylerad kanin anti-
get IgG for R&D Systems antikropp) i en fuktkammare. Déarefter tvattades preparaten
ytterligare min i PBS. Preparaten inkuberades 30 min med AB-enzymreagent foljt av
annu en tvatt i PBS.

Framkallning utférdes med hjalp av DAB och reaktionen avbrots da onskad
infargning erhdllits. Innan montering karnfargades preparaten med Mayer's
haematoxylin och rehydrerades genom graderad alkohol och xylen.

Test av CD163-antikropp fran Santa Cruz

For att utvardera inmarkning av CD163-positiva celler med antikroppen fran Santa
Cruz utfordes immunocytokemi pa utstryk av mijalte i tre olika koncentrationer.
Preparaten fixerades enligt rekommenderad metod fran foretaget (Santa Cruz) i 5
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min i —20°C metanol. Preparaten forbehandlades 40 min i 95°C vattenbad med Diva
Decloaker (Biocare Medical, DV2004MX, Concord, CA, USA) eller citratbuffert
(10mM sodium citrat, 0.05% PBS Tween 20, pH6) (tabell 3). Framkallning utférdes
med hjélp av den DAB som foljde med i Santa Cruz framkallningskit och reaktionen
avbrots efter 15 minuter.
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Tabell 3. Fixering, forbehandling, koncentration av CD163-antikropp (Santa Cruz) och
framkallningsmetod av utstryk fran mjalte

Material Fixeringsmetod Fdrbehandling Koncentration DAB*
(ng/ml)
Mjaltutstryk Metanol -20°C  Ingen 10,5,1 Santa Cruz
95°C Citratbuffert 10,5, 1 Santa Cruz
95°C Diva Decloaker 10,5,1 Santa Cruz

* = 3, 3-diaminobenzidine

Immunohistokemi pa formalinfixerad paraffininbaddad mjalte och ledkapsel féregicks
av avparaffinering i X-TRA Solv (MEDITE GmbH, Burgdorf, Tyskland) och
rehydrering genom sjunkande koncentration av alkohol. De férbehandlingar och olika
koncentrationer av primarantikroppen som anvandes anges i tabell 4. Framkallning
utfordes med hjalp av den DAB som ingick i Santa Cruz framkallningskit och
reaktionen avbrots efter 15 minuter.

Tabell 4. Forbehandling, koncentration av CD163-antikropp (Santa Cruz) och
framkallningsmetod av preparat fran formalinfixerad paraffininbaddad mjalte samt ledkapsel

Material Forbehandling Koncentration (pg/ml) DAB*
Mijalte 95°C Diva Decloaker 10,5,1 Santa Cruz
95°C Citratbuffert 10,5,1 Santa Cruz
Ledkapsel 95°C Diva Decloaker 10,5,1 Santa Cruz
95°C Citratbuffert 10,5,1 Santa Cruz

* = 3, 3-diaminobenzidine

Experimentet upprepades med ytterligare tva lagre koncentrationer av primar
antikroppen men framkallning gjordes denna gdng med DAB frAn Dako REAL™
(K400911-2, Glostorp, Denmark) (tabell 5). Reaktionen avbrots efter 15 minuter.

Tabell 5. Férbehandling, koncentration av primarantikropp (Santa Cruz) och
framkallningsmetod av preparat fran formalinfixerad paraffininbaddad mjalte samt ledkapsel

Material Forbehandling Koncentration (pg/ml) DAB*

Mijalte 95°C Citratbuffert 10,5, 1 Dako REAL™
95°C Diva Decloaker 10,5, 1 Dako REAL™

Ledkapsel 95°C Citratbuffert 10,5, 1 Dako REAL™
95°C Diva Decloaker 10, 5, 1, 0.4, 0.04 Dako REAL™

* = 3, 3-diaminobenzidine

Test av CD163-antikropp fran R&D systems

For att utvardera antikroppen fran R&D systems genomfordes samma experiment pa
formalinfixerad paraffininbdddad mjalte och ledkapsel som de ovan beskrivha for
antikroppen fran Santa Cruz, men primarantikroppen anvandes i koncentrationerna 5
pg/ml, 1 pg/ml samt 0.5 pg/ml. Protokollet skiljde sig aven genom att ett
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framkallningskit fran Vectastain (PK-4005, Southfield, MI, USA) anvandes istallet for
det frAn Santa Cruz. Som blockingsserum anvandes normalt kanin serum (Normal
rabbit serum fran Vectastains framkallningskit), spatt i PBS till 1.5 % och som negativ
kontroll anvadndes get IgG (Goat IgG, code no. 005-000-002, Jackson
ImmunoResearch Inc., West Grove, PA).

Vid immunocytokemi av mijaltutstryken testades tre olika fixeringsmetoder: 5 min i
—-20°C metanol (rekommenderat av R&D Systems), 2 min i kyld aceton samt 10 min i
1 % formalinldsning. Mijaltutstryken forbehandlas i 95°C vattenbad med Diva
Decloaker. Koncentrationerna av primar antikropp som anvandes vid detta
experiment var 1 pg/ml, 0.5 pg/ml och 0.25 pg/ml. Den lagre koncentrationen
anvands for att utvardera lagsta anvandbara primarantikroppskoncentration.

Sista steget i metodutvecklingen var att undersoka om CD163-positiva celler kunde
pavisas i cytospinpreparat fran ledvatska med den framtagna metoden baserad pa
anvandandet av antikroppen frdn R&D Systems. Protokollet testades forst pa
ledvatskeprov med kant hog forekomst av mononukleara celler (prov 1; tabell 6).

Tabell 6. Fixeringsmetod, forbehandling och koncentrationer av CD163-antikropp (R&D
Systems) och framkallningsmetod av immunocytokemi pa ledvatskeprov 1

Material  Fixeringsmetod Forbehandling Koncentration DAB*
(Hg/ml)
Prov 1 1 % formalin 95°C Diva Decloaker 0.25 Dako REAL™
Obehandlad 0.25 Dako REAL™
Metanol 95°C Diva Decloaker 0.25 Dako REAL™
Aceton (utstryk) 95°C Diva Decloaker 0.25 Dako REAL™

* = 3,3-diaminobenzidine

En lagre koncentration av primar antikroppen, 0.1 pg/ml, testades pa ytterligare ett
cytospinpreparat med tidigare kant hég forekomst av stora mononukleara celler (prov
2). Detta cytospinpreparat férbehandlades med Diva Decloaker, fixerades i 1 %
formalin. Framkallningsreaktionen avbrots efter 3 min.

Den framtagna metoden anvéndes sedan med primar antikroppskoncentrationen
0.25 pg/ml pa 5 ledvatskeprover insamlade vid artroskopi utford pa Malaren
Hastklinik. Cytospinpreparaten fixerades i 1 % formalinlésning och férbehandlades i
Diva Decloaker. Darefter foljdes det ovan beskrivha protokollet fram till framkallning
med DAB fr&n Dako REAL™ d& reaktionen avbrots efter 40 sek.

Cellrakning

Klinisk kemiska laboratoriet, UDS, beraknade totalantal leukocyter i samtliga
ledvatskeprover med hjdlp av Advia 2120 hematology system (Siemens Healthcare
Diagnostics, Deerfield, IL).
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Resultat frn differentialrékning p& de tv& proverna med mer &n 4000x10° celler/L
hade tidigare gjorts pa Klinisk kemiska laboratoriet, UDS. Ett hundra celler réaknades
da manuellt pa Giemsafargade preparat i ljusmikroskop.

Aven differentialrakningen p& de fem proverna fran artroskopihastar utfordes pé
Giemsafargade preparat i ljusmikroskop. Cellerna delades in i neutrofiler, lymfocyter
och stora mononukleara celler. Ett hundra celler raknades tva ganger och ett
medelvarde pa dessa varden anvandes. | tva prover fanns det valdigt fa celler varfor
endast femtio celler réknades tva ganger for att sedan anvanda ett medelvarde fran
dessa berakningar.

Réakning av CD163-positiva celler utférdes i ljusmikroskop pa sju cytospinpreparat
infargade med CD163-antikroppen fran R&D Systems. Cellerna klassificerades med
hjalp av subjektiv beddémning som CD163-positiva eller icke CD163-positiva,
beroende pa om de visade infargning eller inte med CD163-antikroppen. Ett hundra
celler raknades fyra ganger i varje preparat. Medelvarde av de tvd medelvarden som
erholls av forsta och andra rakningen respektive tredje och fjarde rakningen
beraknades. | tva prov fanns det valdigt fa celler varfor endast 50 celler raknades tre
ganger och sedan anvandes ett medelvarde for de tre cellrédkningarna.

Antalet CD163-positiva celler jamfordes med totalantalet leukocyter och totalantalet
stora mononukleéra celler for att fa fram andelen CD163-positiva celler i ledvatskan.

RESULTAT

De sex ingdende hastarna i studien var fordelade p& en varmblodstravare och fem
svenska halvblodhastar varav tva ston, tre valacker och en hingst.
Aldersférdeliningen p& hastarna var mellan 1 och 17 &r.

Av de sju ledvatskeprover som ingick i studien var det endast tvd som graderats av
kirurgen enligt det framtagna protokollet.

Detektion av CD163-positiva celler med hjalp av antikropp fran Santa
Cruz

D& get anti-human CD163 antikroppen fran Santa Cruz anvandes pa
metanolfixerade mjaltutstryk och framkallning utférdes med hjalp av DAB-I6sning fran
Santa Cruz framkallningskit kunde inga positiva celler identifieras i preparaten,
oavsett koncentration och forbehandling. Inte heller vid immunohistokemi av
vavnadspreparat fran mjalte och ledkapsel kunde infargning ses. DAB-IGsningen
fallde ut innan framkallning pabérjats.

D& preparaten framkallades med DAB fr&n Dako REAL™ erhélls ospecifik infargning
av celler och extracellulart matrix. F6r negativt resultat av preparat behandlade med
get 1gG (negativ kontroll) kravdes laga koncentrationer (0.4 — 0.004 pg/ml) och vid
dessa laga koncentrationer erhélls endast en ospecifik svag infargning pa preparat
behandlade med primarantikroppen.
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Detektion av CD163-positiva celler med hjalp av antikropp fran R&D
Systems

DA get anti-human CD163-antikroppen fran R&D Systems anvandes pa snitt fran
ledkapsel och mjalte kunde en tydlig infargning av celler ses.

Vid immunohistokemi av formalinfixerad mjalte kunde CD163-positiva celler ses
lokaliserade i den roda pulpan belagen utanfér den vita pulpan med
lymfocytansamlingar (figur 4).

Figur 4. Mijaltpreparat, 200x forstoring. (A) Haematoxylin och eosin-fargat histologiskt
mjaltpreparat. (B) Immunohistokemiskt infargat histologiskt mjaltpreparat (CD163-antikropp
fran R&D Systems, koncentration 0.5 pg/ml). CD163-positiva celler infargade i brunt ses i
den réda pulpan. * = vit pulpa, ¢ = rdd pulpa.

| ledkapseln var CD163-positiva celler i huvudsak lokaliserade till synovialmembranets intima
(figur 5) och rikligt med CD163-positiva celler kunde ses i synovialmembranets villi.

Figur 5. Ledkapselpreparat (A) 200x forstoring och (B) 1000x férstoring (med olja).
Preparaten ar immunohistokemiskt infargade med CD163-antikroppen fran R&D Systems
(koncentrationen 0.5 pg/ml). CD163-positiva celler infargade i brunt. Svarta pilar visar pa
CD163-positiva celler i synovialmembranets intima.
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Da immunocytokemi utférdes pa mjaltutstryk for att faststalla énskvard koncentration,
forbehandling och fixeringsmetod erholls 6nskad skarpa pa infargning och tydliga
cellkanter da preparaten fixerats i 1 % formalinlosning, forbehandlats i 95°C
vattenbad med Diva Decloaker och antikroppskoncentration som anvandes var 0.25
ug/ml. DA preparaten inte forbehandlades erhélls en grabakgrundsfargning i samtliga
cellers cytoplasma. Infargning erhélls vid samtliga fixeringsmetoder, dock med
varierande kvalitet. Fixering med metanol och aceton medforde indistinkta cellkanter,
viket forsvarade urskiliningen av cellgranser (figur 6).
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Figur 6. Mjaltutstryk i 1000x forstoring (med olja). (A) Preparat fixerade i formalin med
distinkta cellkanter. Indistinkta cellgranser erholls pa preparat fixerade i aceton (B) samt
preparat fixerade i metanol (C). Preparaten & immunocytokemiskt infargat med CD163-
antikropp fran R&D Systems (koncentrationen 0.25 pg/ml).

1 % formalin och 95°C vattenbad med Diva Decloaker som var den fixeringsmetod
respektive forbehandling som gett de mest tillfredstallande resultaten anvandes pa
ledvatskepreparaten. Av de fem koncentrationer av primarantikropp som anvandes
gav 0.25 pg/ml den mest tillfredstéallande infargningen. Vid denna koncentration
fargades endast celler morfologiskt férenliga med stora mononukledra celler in.
Infargningen var distinkt och cellkdrnan kunde skonjas hos cellerna (figur 7). De
CD163-positiva cellerna uppvisade nagot varierande storlek och var olika starkt
infargade. De mindre cellerna tenderade att vara kraftigare infargade (morkare) an
de storre cellerna. Hogre koncentrationer gav en sa stark infargning att cellkarnor
inte kunde urskiljas i de positiva cellerna. Den lagre koncentrationen (0.1 pg/ml) gav
en svag infargning av celler (figur 8) vilket medforde att cellkarnan var valdigt latt att
urskilja, men skillnaden péa positiva och negativa celler for CD163 uttrycket var inte
lika pataglig.

20



Figur 7. Cytospinpreparat fran ledvatska i 1000x forstoring (med olja). Preparatet ar
immunocytokemisk infargat med CD163-antikropp fran R&D Systems (koncentration 0.25
pg/ml). CD163-positiva celler har ett distinkt infargat cellmembran i brunt. | preparatet ses
starkare (réd pil) eller svagare (svart pil) infargade celler

Vid en koncentration pa 0.1 pg/ml blev infargningen svag och inte lika distinkt som da
koncentrationen 0.25 pg/ml anvandes (figur 8).

Figur 8. Cytospinpreparat fran ledvatska i 1000x forstoring (med olja) av CD163-positiva
celler. Preparatet ar immunocytokemisk infargat med CD163-antikropp fran R&D Systems
(koncentrationen 0.1 pg/ml). CD163-positiva celler har svagt infargat cellmembran i brunt.

Celltal i ledvatska

Proverna hade en stor variation i totalantalet leukocyter da det hogsta vardet var
5120 x10° celler/L och det lagsta var 210 x10° celler/L. Aven andelen CD163-positiva
celler varierade patagligt mellan proverna, da den hogsta andelen CD163-positiva
celler som réknades var 78 % och den lagsta andelen var 26 % (tabell 7).

| tabell 8 redovisas resultaten fran differentialrakning av ledvatskans leukocyter och
andelen CD163-positiva celler i ledvatskan fran samtliga sju ledvéatskeprover.
Andelen neutrofiler varierade mellan 0 och 11 % och andelen lymfocyter varierade
mellan 3 och 29 %. Andelen stora mononukleéra celler varierade mellan 70 % och 94
% beroende pa prov. Av de stora mononukleara cellerna i ledvatskeproverna
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varierade frekvensen CD163-positiva celler mellan 29 % och 85 %. Inget tydligt
samband kunde ses mellan férekomsten av CD163-positiva celler i forhallande till
totalantalet leukocyter (figur 9) och inte heller mellan antalet stora mononukleara
celler och andelen CD163-positiva celler (figur 10).

Tabell 7. Sammanstéllning av ledvatskeparametrar samt typ och grad av ledskada.

Ledvatska Typ av ledskada med gradering
Hast Diagnos  Antal leukocyter Andel Synovit Kotled Kotled
(10° celler/L) CD163- erosion slipfaror
positiva celler
(%)
1* Sar** 4420 78 - - -
2* Sar** 5120 54 - - -
3# DOF 260 26 2 1 3
44 OA 480 43 2 0 0
5# DOF 210 78 - - -
6# POF 250 45 - - -
T# POF 300 40 - - -
* = prover fran Klinisk kemiska laboratoriet, UDS, ** = ledvatska fran hast med lednéara
sarskada vid kotled, # = prover fran artroskopi, - = ej graderad, DOF = dorsalt osteokondralt

fragment, POF = palmart osteokondralt fragment
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Tabell 8. Differentialberakning pa ledvatska samt av andel CD163-positiva celler.

Hast Leukocytantal Neutrofiler  Lymfocyter Stora Andel CD163-positiva celler Andel CD163-positiva celler av
(108 celler/L) (%) (%) mononukleéara (%) av leukocyter (%) stora mononukleara (%)
1* 4420 1 6 93 78 84
2% 5120 11 3 86 54 62
3# 260 3 7 90 26 29
4# 480 1 29 70 43 60
5# 210 5 3 92 78 85
6# 250 0 6 94 45 48
T# 300 0 6 94 40 43

* = preparat med mer an 4000 x106 celler/L, # = preparat fran artroskopimaterial
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Figur 9. Andelen CD163-positiva celler av leukocytantalet i ledvatska.
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Figur 10. Andelen CD163-positiva celler av totalantalet stora mononukledra celler

ledvatska.
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DISKUSSION

Syftet med arbetet var att utveckla en metod for att undersoka férekomsten av
CD163-positiva celler i ledvatska fran hast med hjalp av immunocytokemi.
Forhoppningen ar att med hjalp av en sadan metod kunna detektera CD163-positiva
celler i ledvastska fran hast och i forlangningen kunna underséka om det finns en
korrelation mellan antalet CD163-positiva makrofager samt typ och grad av ledskada.

| arbetet testades tva olika polyklonala antikroppar riktade mot humant CD163, en
antikropp fran Santa Cruz och en fran R&D Systems. Detektion av CD163-positiva
celler (M2 makrofager) med hjalp av antikropp och framkallningskit fran Santa Cruz
var inte mojlig. Detta kan bero pa att antikroppen som anvéndes i studien inte var
specifikt riktad mot CD163 hos ekvina makrofager utan riktad mot humant CD163.
CD163 molekylen hos ménniska har flera isoformer och éverensstammelsen mellan
hastens CD163 och humana isoformer av CD163 anges till 84 %
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Det ar ocksa majligt att antikroppen inte kan
binda till gemensamma epitoper pa grund av olika proteinkonformation hos humant
och ekvint CD163.

Antikroppen fran Santa Cruz gav ingen infargning vid framkallning med DAB
inkluderat i Santa Cruz framkallningskit. Nar DAB fr&n Dako REAL™ anvéndes sdgs
en ospecifik infargning pa bade preparat som inkuberats med Santa Cruz CD163-
antikropp och preparat som inkuberats med IgG (negativ kontroll). Detta kan till
exempel bero pa att den primara antikroppen varit defekt vid leverans och darfor inte
fungerat. Det kan ocksd bero pa att DAB fran Santa Cruzs framkallningskit inte
fungerat som den skulle, da det uppstod en fallning i framkallningslésningen innan
den applicerats p& preparaten. Enligt kommunikation med Santa Cruz var denna
fallning dock helt normalt. Den ospecifika infargning som detekterades efter
anvandning av DAB fran Dako skulle kunna bero pa en otillracklig blockering av
endogena peroxidaser dad HRP &aven kan patraffas i vavnader s som blodkarlens
endotel, erytrocyter, muskler och monocyter i form av endogent peroxidas (Pace,
2009). Om det endogena peroxidaset ar tillrackligt likt det enzym som anvands for
framkallning kan detta ge falskt positiva fargutfallningar eller interferera med det
tillsatta enzymet.

Detektionsmetoden av M2 makrofager i ledvatska, ledkapsel och mjaltutstryk med
hjalp av den polyklonala antikroppen fran R&D Systems och framkallningskit fran
Vectastain fungerade tillfredstallande. Att celler kunde detekteras tyder pa att det
fanns tillrackligt manga exponerade gemensamma epitoper mellan humant och
ekvint CD163 for att en human primarantikropp ska kunna binda till ekvint CD163.

Koncentrationen 0.25 pg/ml gav den mest tillfredstallande infargningen. Detta
eftersom inméarkningen var distinkt och cellkarnan kunde skdnjas hos cellerna. Den
starka infargningen som erhélls da hogre koncentrationer testades gav en sa stark
infargning att cellkarnor inte kunde urskiljas i de positiva cellerna. Da cellkarnan inte
kan urskiljas kan man inte med absolut sékerhet pasta att det ar en stor mononuklear
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cell som blivit inmarkt, darfor & hogre koncentrationer inte fordelaktigt. Den lagre
koncentrationen som testades (0.1 pg/ml) gav en svag inmarkning av celler vilket
medforde att cellkarnan var valdigt latt att urskilja, men skillnaden pa positiva och
negativa celler for CD163-uttrycket var inte lika pataglig, vilket gjorde cellrdkningen
av positiva celler osaker.

For att f& fram ett optimalt protokoll testades olika fixeringsmetoder. Av dessa gav 1
% formalin den mest tillfredstallande fixeringen. Formalinfixering ar en sa kallad
"cross-link” fixering vilket innebar att det uppstar korsbhindningar inom proteiner och
nukleinsyror (Ramos-Vara et al., 2008). P& detta vis bevaras lipider, nukleinsyror och
andra makromolekyler i preparatet. Formalinfixering skapar metylen-bryggor mellan
fria aminosyror och andra protein vilket kan resultera i strukturella forandringar som
kan modifiera epitopen som antikroppen ska binda till. Preparat fixerade med
formalin uppvisade tydliga celler med bra detaljskarpa vid mikroskopering.
Preparaten fixerade i metanol respektive aceton, som bada klassas som koagulativa
fixeringsmetoder, gav suddiga indistinkta celler och fransig utlinjering av
cellgranserna. Koagulativa fixeringsmedel verkar genom att koagulera proteiner och
pa sa vis gora dem olosliga. Detta sker genom att fritt vatten ersatts av
fixeringsmedlet. Darmed uppstar hydrofila och hydrofoba bindningar och under
denna process sker en viss "uppveckning” av proteinstrukturer i preparatet (Ramos-
Vara, 2005). Koagulativ fixering anses bibehalla vavnadsstrukturer bra for
ljusmikroskopi men far cytoplasman att klumpa ihop sig och ger en dalig bevaring av
sekretoriska granula och mitokondrier.

Vidare undersoktes effekten av "antigen retrieval” pa preparaten. Metoderna som
anvandes var 95°C vattenbad med Diva Decloaker respektive citratbuffert, vilka bada
ar sa kallade HIER-losningar. Férbehandling med citratbuffert gav en bra infargning
men inte lika tydlig som da férbehandling gjorts med Diva Decloaker. Den
sistnamnda gav en distinkt inmarkning av celler aven vid laga koncentrationer.
Preparat som inte forbehandlats fick en diffus graaktig fargforandring i samtliga
cellers cytoplasma och antigen kunde inte detekteras i koncentrationen 0.1 pg/mi.
Resultaten visade att med hjalp av "antigen retrieval” kunde en lagre koncentration
av antikroppen anvandas for detektion av CD163-positiva celler.

Antikroppens specificitet for makrofager utvarderades med hjalp av infargning pa
mjaltpreparat. Med avseende pa lokalisationen av CD163-positiva celler i
mjaltvavnaden stammer detta 6verens med var makrofager normalt kan pavisas, dvs.
perifert om den vita pulpan (Kierszenbaum, 2007). Vid immunohistokemi utfort pa
ledkapselvavnad sags CD163-positiva celler huvudsakligen i synovialmembranets
intima. Denna lokalisation stammer bra dverens med den beskrivning som tidigare
studier har gjort avseende makrofagernas lokalisation i ledkapseln pa hast
(Johansson & Rejno, 1976). Detta starker att det ar M2 makrofager i
synovialmembranet som har fargats in. Ett fatal CD163-positiva celler var
lokaliserade langre in i vavnaden kring blodkarl. Med tanke péa lokalisationen skulle
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dessa celler kunna utgéras av makrofager som rekryterats i form av monocyter fran
blodet och differentierat ut till makrofager i vavnaden.

De tva ledvatskeproverna fran Klinisk kemiska laboratoriet, UDS, var speciellt utvalda
for experimentet p& grund av att de hade ett hogt antal totala leukocyter (>4000 x10°
celler/L) och ett hogt antal stora mononukleara celler. Detta for att ett hogt antal stora
mononukleara celler teoretiskt sett skulle 6ka sannolikheten att kunna pavisa CD163-
positiva celler i preparaten.

| ledvatskepreparaten infargades endast stora mononukleara celler in av CD163-
antikroppen. Olika starkt infargade celler kunde ses vid samma
antikroppskoncentration. Stora infargade celler tenderade att uppvisa svagare
infargning an sma infargade celler. Detta kan vara relaterat till skillnader i
koncentrationen av CD163 molekyler pa cellernas yta. Det ar kant att CD163
uttrycket uppregleras pa M2 makrofager da de aktiveras (Hogger et al., 1998;
Philippidis et al., 2004), och det ar darfor majligt att skillnaden i fargintensitet kan
bero pa att en del av de infargade cellerna & mer aktiverade an andra. Det skulle
aven kunna vara s att de svagare infargade cellerna nyligen har fagocyterat varpa
deras cellmembran har expanderat vilket medfort att samma antal receptorer har
blivit férdelade péa en storre yta.

Av de stora mononukledra cellerna i ledvatskeproverna var frekvensen CD163-
positiva celler 29-85%. Dessa celler &r sannolikt & M2 makrofager. Resterande stora
mononukleara celler skulle kunna vara M1 makrofager eller monocyter som annu inte
differentierat ut till en bestamd makrofagfenotyp.

Det ar mdjligt att antalet CD163-positiva celler i ledvatska kan anvandas som
biomarkor for olika typer av ledskada, inklusive OA. Emellertid saknades i detta
arbete undersokning av férekomst av CD163-positiva celler fran friska leder, vilket
begransar tolkningen av fynden. Aven det l&ga provantalet medférde att resultaten
inte kunde tolkas avseende CD163-positiva cellers potentiella varde som biomarkoér.
Det fanns en stor andel CD163-positiva celler i ledvatskan fran leden med dorsalt
osteokondralt fragment (DOF) och fran en led med ett lednara sar utan kannedom
om ledskada. Uppkomsten av bade proximalt osteokondralt fragment (POF) och
DOF anses vara frakturer uppkomna pa grund av mekanisk belastning pa kotleden
under folens forsta levnadsmanader orsakad av att bakbenets axel roterar utat (Dalin
et al, 1993). En annan orsak till att dessa fragment uppstar skulle kunna vara en
medfodd forsvagning i benet vilket gor att benet inte klarar av belastningen den
utsatts for, denna patogenes skulle innebéara att POF och DOF ingar i OA-komplexet
(Dalin et al., 1996; Pool, 1996). Fragmenten kan &ven uppstd da kronisk
vavnadsskada, som till exempel OA, gett upphov till osteofytbildningar som sedan
fraktureras (Pool & Meagher, 1990). Det & mdjligt att det hoga antalet CD163-
positiva celler ar relaterat till ett reparativt svar i leden.

Provet med den lagsta andelen CD163-positiva celler (26 %) kom fran en led med
DOF. Denna led uppvisade slipfaror av grad 3, en broskerosion <5 mm i diameter
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och mattlig synovit. Enligt journalnoteringar hade hasten varit symtomfri och DOF
upptackts under en rutinrontgen fore start. Det &r mdjligt att det akuta skedet i leden
ar passerat och bade leukocytantalet och antalet CD163-positiva celler har
nedreglerats. Det forhdllande vis laga antalet CD163-positiva celler skulle ocksa
kunna vara relaterat till den mattliga synoviten varfor det finns forhallandevis storre
antal M1 makrofager i jamférelse med M2 makrofager. Kring detta kan endast
spekuleras da ingen sjukdomshistoria finns och da fa hastar ingick i studien for att
kunna jamfora med liknande individer.

De oOvriga fyra proverna hade medelhdg andel CD163-positiva celler (45, 40, 43
respektive 54 % av totalantalet leukocyter). Tva av proverna var fran leder
diagnostiserade med POF, ett prov fran en led med OA och ett prov fran en hast med
sarskada Over kotleden. Leden med OA hade mattlig synovit utan ovriga
ledférandringar, de oOvriga tre lederna var inte graderade avseende férandringar.
Inom denna grupp varierade totalantalet leukocyter kraftigt men andelen CD163-
positiva celler i forhallande till totalantalet leukocyter uppvisade liten variation.

Ytterliggare forskning behdvs for att faststalla om en statistiskt relevant korrelation
foreligger mellan andel CD163-positiva celler i ledvatska samt typ och grad av
ledforandringar. Det vore aven onskvart att inkludera koncentrationer av CD163 i
blod och korrelera detta till forekomsten av CD163-positiva celler i ledvatska. Om en
sadan korrelation foreligger kan analys av systemisk forekomst av CD163 utgora en
del av en rutinundersdkning av hastar med haltproblem.

Foljande begréansningar i detta examensarbete bér uppmarksammas.

Eftersom alla undersokta prover kom fran hastar med nagon grad av ledskada kan
resultaten ej relateras till forekomst av CD163-positiva celler i friska leder.

D& studien planerades var forhoppningen att ett tjugotal ledvatskeprover skulle
analyseras. Beroende pa bristande patienttiigdng och ofullstandigt ifyllda
graderingsprotokoll kom undersdkningsmaterialet att kraftigt begransas. | studien
analyserades endast fem ledvatskeprover fran artroskoperade leder, vilket
omojliggjorde statistiska berdkningar.

Tva av de prover som analyserats hade lindriga ledforandringar och lagt total antal
leukocyter i ledvatska. Prover med laga antal celler forsvarade specificiteten pa
cellrékningen eftersom den standardiserade cellrdkningsmetoden inte kunde
tillampas da det inte fanns tillrackligt manga celler att rakna. Om cellerna inte kan
raknas i samma antal pa alla prover blir inte differentialrakningen och cellrakningen
av andelen CD163-positiva celler helt likvardig.

KONKLUSION

| denna studie utarbetades en metod for att pavisa CD163-positiva celler med hjalp
av immunocytokemi pa ledvatska fran hast. Utvardering av immunohistokemisk
infargning utfordes aven pa mijalt- och ledkapselpreparat, vilka bada uppvisade
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positivt inmarkta celler som baserat pa sitt utseende och lokalisation tolkades som
makrofager. Den framtagna metoden mojliggor fortsatta studier pa ledvatska for
undersokning av foérekomst av denna typ av celler vid olika typer av ledskador, och
utvardering av desamma som biomarkér for OA hos hast. For att undersdka om det
finns nagon korrelation mellan graden av ledskada och antal CD163-positiva celler
kravs ytterligare studier med en storre studiepopulation.
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