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SAMMANFATTNING

Hjartspecifikt troponin | (cTnl) &r ett protein som ingar i troponinkomplexet. Det ar involverat
I myocytens kontraktion. cTnl & normalt bundet inuti myocyten men vid myocytskada lacker
proteinet ut i blodcirkulationen och ¢kade koncentrationer kan da matas i ett blodprov. En
okning av cTnl i blodet kan ske bade vid primar hjartmuskelskada och vid extrakardiella
sjukdomsprocesser som sekundart paverkar hjartmuskulatur.

Ledsjukdom ar vanligt hos hund och manga olika ledsjukdomar kan orsaka en sekundér
osteoartrit (OA). Tidigare studier har visat pa forekomst av Okade koncentrationer av
cytokiner, sasom TNF-a,, i blodet vid OA. Andra studier har visat att TNF-o. kan orsaka en
sekundar hjartpaverkan. Om en myocytskada foreligger sekundart till ledsjukdom hos hund
kan det bli aktuellt att infora generella forsiktighetsatgarder eller forandrade rutiner vid
sjukgymnastik. Med anledning av denna bakgrund var det intressant att undersdka det
potentiella sambandet mellan OA och hjartpaverkan vidare. Syftet med den aktuella studien
var att undersoka om hundar med icke-purulent ledsjukdom och sekundar OA far sekundéar
myocytskada och darmed en 6kning av cTnl i blodet. Detta undersoktes genom att méta cTnl
fran blodprov hos 31 hundar med icke-purulent ledsjukdom och jamfora resultaten med 17
friska kontrollhundar. Alla hundar rekryterades vid Universitetsdjursjukhuset (UDS) i
Uppsala. Ledsjukdom diagnosticerades hos hundarna genom klinisk undersokning,
bilddiagnostik, synoviaprov och i de flesta fall artroskopi/artrotomi. Vi kontrollerade aven for
eventuella samband mellan troponinkoncentration och alder, kon, vikt, C-reaktivt protein
(CRP) och lagringstid av blodproverna.

Troponinkoncentration analyserades i plasmaprov och analysen utférdes med en hdgsensitiv
metod, Beckman Coulter Access 2. Det ar en metod utvecklad for humant bruk men metoden
ar ven validerad for hund.

Resultaten av studien visade att det inte foreldg nagon skillnad i cTnl koncentrationer i
plasma mellan hundar med OA och friska kontrollhundar. Utifran detta resultat foreligger inte
en sekundar hjartmuskelpaverkan vid icke-purulent osteoartrit. Studien visade att bade alder
och vikt hade ett positivt samband med cTnl koncentrationer i blodet, dock var uppmatta
koncentrationer mycket laga hos samtliga hundar i studien.



SUMMARY

Cardiac troponin | (cTnl) is a subunit of the troponin complex. The troponin complex is
involved in contraction of the myocyte. Normally cTnl is bound inside the myocyte but when
a myocyte injury occurs, cTnl leaks from the myocyte into the circulation. An increase in
cTnl concentration can be measured using a blood test. Increased circulating cTnl
concentration can occur both as a result of a primary cardiac disease and in the event of an
extracardiac pathological process that causes a secondary myocyte injury.

Joint disease is a common problem in our domestic dogs and several joint diseases can cause
a secondary osteoarthritis (OA). Previous studies have shown presence of increased
concentrations of cytokines such as TNF-a in the circulation in patients with OA. Other
studies have shown that TNF-a can cause a secondary myocyte injury. If a myocyte injury is
present secondary to joint disease in dogs this may be of interest to consider when starting a
rehabilitation program. Based on this information, we found it interesting to further
investigate a potential association between non-purulent OA and myocyte injury. The aim of
this study was to investigate if dogs with joint disease and secondary OA might be affected by
a secondary myocyte injury; and thereby a rise in circulating cTnl concentration. We analysed
blood from 31 dogs with different non-purulent OA as well as 17 healthy controls. All dogs
were recruited from the University Animal Hospital (UDS) in Uppsala. Joint diseases were
diagnosed through clinical examination, imaging diagnostics, synovial fluid and in most cases
arthroscopy/arthrotomy. A potential influence of age, weight, sex, C-reactive protein (CRP)
and storage time of the blood samples on cTnl concentration was controlled for.

The cTnl concentrations in plasma was analysed using a high sensitive method; Beckman
Coulter Access 2, which is a method developed for human purpose that has been validated for
canine use.

No difference in plasma cTnl concentration could be found between dogs with OA and
healthy control dogs. Hence, according to this study, no secondary myocyte injury is present
in dogs with non-purulent OA. Associations between plasma cTnl concentration and age and
weight were found, but the cTnl concentrations were very low in all included dogs.
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INLEDNING

Hjartspecifikt troponin I (cTnl) &r ett protein som ingar i troponinkomplexet. Detta komplex,
som bestar av tre enheter; troponin C, troponin T samt troponin |, &r en del av sarkomeren
vilken spelar en viktig roll vid kontraktion av myocyten. Den storsta delen av cTnl &r bunden
inuti myocyten och endast en liten del finns fritt i cytosolen (Li et al., 2005). cTnl kan
anvandas som biomarkor for att médta myocytskada. Vid en skada av myocyten lacker cTnl ut
i cirkulationen vilket kan upptéckas via en blodprovsundersdkning (Wells & Sleeper, 2008).

Inom veterindrmedicinen analyseras cTnl ofta vid extrakardiella sjukdomsprocesser i kroppen
som sekundart kan paverka hjartat; sasom pyometra, magsacksomvridning och vid
huggormsbett, men cTnl kan &ven anvéndas vid priméra patologiska processer i hjartat som
till exempel myxomatds klaffdegeneration (MMVD) och dilaterad kardiomyopati (DCM)
(Ljungvall et al., 2010; Pelander et al., 2008; Pelander et al., 2010; Schober et al., 2002;
Spratt et al., 2005).

Oss veterligen finns det ingen publicerad studie som undersokt om olika typer av ledsjukdom
hos hund kan ge en 6kning av cirkulerande cTnl vilket skulle indikera en myocytskada vid
dessa tillstand. Ledsjukdom, av bade medfodd och forvarvad etiologi, ar ett vanligt problem
hos hund och manga leder till en sekundar osteoartrit (OA). Manga av dessa hundar genomgar
nagon gang ett traningsprogram anpassat for den aktuella ledsjukdomen. Det ar okéant
huruvida dessa tillstand kan paverka hjartmuskelvavnaden sekundart. Studier visar att vid OA
kan okade nivaer av cytokinen TNF-a. uppmaétas i bade synovia och serum (Daghestani &
Kraus, 2015; Goldring & Otero, 2011). TNF-a. har rapporterats ha en negativ effekt pa
myocytens kontraktionsférmaga och tillsammans med andra cytokiner inducera apoptos av
myocyten (Ing et al., 1999; Kumar et al., 1996). Med denna bakgrundsinformation skulle det
kunna finnas en tankbar forklaring till eventuell myocytskada vid ledsjukdom. Vi anser att det
vore intressant att veta om hundar med ledsjukdom har 6kade nivaer av cTnl i blodet. Om sa
ar fallet kan det bli aktuellt att ta hansyn till i traningsprocessen.

Malséttningen med den héar studien var att jamféra cTnl koncentration hos hundar med icke-
purulent ledsjukdom med koncentrationen hos 17 friska kontrollhundar. Ett 30-tal hundar av
olika ras och alder som bestkt Universitetsdjursjukhuset i Uppsala och som genom klinisk
undersokning, bilddiagnostik, artroskopi/artrotomi och synoviaprov har diagnosticerats med
ledsjukdom av varierande etiologi inkluderades i studien. Vi kontrollerade dven for eventuella
samband mellan troponinkoncentration och alder, kon, vikt, C-reaktivt protein (CRP) och
lagringstid av blodproverna.



LITTERATUROVERSIKT

Myocytens uppbyggnad och funktion

Hjartmuskulaturen ar uppbyggd av hjartmuskelceller, myocyter, vilka arbetar gemensamt for
att blodcirkulationen ska fungera. Hjartmuskulaturen &r liksom skelettmuskulaturen en
tvarstrimmig muskulatur men till skillnad fran skelettmuskulaturen ar den inte viljestyrd.
Myocyterna ar grenade och cylindriska celler. Nar myocyterna kontraherar okar trycket i
hjartats halrum vilket gor att blodet pumpas i ratt riktning. Myocyterna kontraherar i princip
simultant tack vare att aktionspotentialen kan sprida sig genom gap junctions” mellan
myocyterna (Sjaastad et al., 2003).

Myocyten utgdrs framfor allt av myofibriller vilka i sin tur ar uppbyggda av en stor méngd
sarkomerer. Sarkomeren har en viktig roll i kontraktionen av myocyten da den bestar av
myofilament som ar de enheter som gor att myofibrillen kan férkortas och darmed en
kontraktion ske. Myofilamenten i sig forkortas inte: det & genom bindning dem emellan som
overlappningen mellan dem oOkar och en forkortning av myofibrillen saledes sker. En
sarkomer avgransas pa bada andar av en sa kallad Z-disk och inom dess granser finns
myofilamenten aktin och myosin. For att myosin ska kunna binda till aktin krévs att
koncentrationen av kalcium okar i cytosolen. Da cellen vilar, och det ej finns tillrackligt med
kalcium, tacks myosinet bindningsyta pa aktinet av ett protein som heter tropomyosin. Till
tropomyosinet finns ett proteinkomplex kopplat som vid 6kade kalciumnivaer andrar sin
konformation, vilket gor att tropomyosin frilagger bindningsytan pa aktin. Detta
proteinkomplex bestar av tre enheter; hjartspecifikt troponin C (cTnC), troponin T (cTnT) och
troponin | (cTnl). Troponinkomplexet ar saledes delaktigt i kontraktionen genom att det
binder kalcium, vilket gor att myosin kan binda till aktin och en glidning mellan dem kan ske
(Li et al., 2005; Sjaastad et al., 2003).

Troponin
Allmant

Troponinkomplexet &r alltsd delaktigt i kontraktionen av myocyten. c¢TnT binder till
tropomyosin, ¢cTnC binder till kalcium och c¢Tnl verkar hammande sa lange kalciumnivaerna
ar laga. Troponinkomplexet finns férutom i myocyter aven i skelettmuskulaturens sarkomerer
men daremot inte i glatt muskulatur. De olika isoformerna av troponinenheterna skiljer sig
mellan hjéart- och skelettmuskulatur. De hjartspecifika isoformerna bendmns med ett ’c” for
cardiac (Wells & Sleeper, 2008).

cTnl & normalt bundet till aktinfilamentet via cTnT men lacker ut till blodcirkulationen vid
myocytskada vilket kan orsakas av exempelvis inflammation, toxiner, trauma eller ischemi
(Smith et al., 2016). En 6kning av cTnl i blodet ses cirka tva timmar efter myocytskada (Gaze
& Collinson, 2008) och koncentrationen dar som hogst cirka 18-24 timmar efter skada (Babuin
& Jaffe, 2005). Nar myocyten toms pa cTnl minskar dess kontraktilitetsformaga (van der
Laarse, 2002).



Matning av troponin i blodcirkulationen

Nar en myocytskada sker lacker c¢Tnl ut fran cellen till blodcirkulationen vilket gor det
mojligt att analysera cTnl genom ett blodprov. Serum, plasma eller helblod kan anvéndas
beroende pa vilken analysmetod som brukas (Wells & Sleeper, 2008). Halveringstiden av
cTnl &r under 70 minuter enligt Jaffe et al. (1996) vilket innebér att en 6kad niva av cTnl Gver
tid tyder pa en pagaende myocytskada. Majoriteten av ¢Tnl ar normalt bundet i myocyten och
kan inte lacka ut forutom om det foreligger en myocytskada. Dock finns cirka tva till fyra
procent av cellens totala cTnl fritt i cytosolen (Wells & Sleeper, 2008). Den del av cTnl som
finns i cytosolen kan lacka ut frdn myocyten utan tecken pa myocytskada och detta kan vara
orsaken till att det ibland kan uppmatas laga nivaer av c¢Tnl hos friska hundar (Adin et al.,
2005).

Bade cTnl och cTnT é&r hjéartspecifika biomarkdrer men ¢Tnl &r den mest sensitiva for att
diagnosticera myocytskada (Burgener et al., 2006; Langhorn, R., 2013). cTnl har rapporterats
Oka vid mindre omfattande myocytskada jamfort med cTnT (Burgener et al., 2006; Langhorn,
R., 2013). c¢TnC anvands ej som hjartspecifik biomarkér da homologin mellan de tva
isoformerna i skelett- och hjartmuskulatur ar for stor (Wells & Sleeper, 2008).

For att analysera cTnl anvands olika typer av immunoassays. Studier har gjorts som visar att
aminosyrasekvensen for c¢Tnl ar valbevarad mellan manga daggdjursarter. Homologin for
cTnl mellan ménniska och hund &r 95 % vilket innebar att humana antikroppar faster in &ven
till hundens form av cTnl. Tack vare detta kan kommersiella humananalysmetoder anvandas
for att mata cTnl hos hund (Rishniw et al., 2004). Eftersom de olika isoformerna av troponin
har olika aminosyrasekvenser i skelett- och hjartmuskulatur gar det att skilja dessa at. Det
finns tre isoformer av Tnl varav den ena endast finns i hjartmuskulaturen vilket gor detta
protein till en hjartspecifik biomarkér (Wells & Sleeper, 2008).

Det &r viktigt att som kliniker veta att det kan férekomma falskt positiva resultat med dagens
analysmetoder. Detta medfor att en population med lag sannolikhet for hjartsjukdom eller
avsaknad av kliniska sjukdomstecken inte ska analyseras for cTnl (Smith et al., 2016). Det
finns ingen standardiserad metod for métning av cTnl och darmed kan tillverkare anvénda sig
av olika antikroppar som binder till varierande delar av aminosyrasekvensen. Detta innebér att
referensvardena varierar mellan analysmetoder och aven att varden fran olika metoder inte
ska jamforas (Wells & Sleeper, 2008).

De forsta metoderna for att mata troponin i blodet utvecklades under 1980-talet och har sedan
dess blivit allt mer sensitiva och kan darmed mata lagre nivaer an tidigare (Apple et al.,
2012). Det &r viktigt att ha vetskap om att forsta generationens analysmetoder och de nyare
mera hogsensitiva metoderna inbegriper olika kvaliteter och passar darfor att anvéndas vid
olika typer av fragestallningar och situationer. | en humanstudie jamfordes hogsensitiva och
forsta generationens analysmetoder for cTnT hos en stor grupp méanniskor med kronisk
hjartsvikt och dar observerades matbara nivaer hos 92 % av studiegruppen med den
hdgsensitiva metoden respektive 10,4 % med forsta generationens analysmetod (Latini et al.,
2007). Det &r viktigt att kdnna till vilken analysmetod som anvénds for att veta hur resultatet
ska tolkas. Absoluta varden bor ej jamforas emellan olika analysmetoder eftersom



referensvarden varierar (Adin et al., 2006). De hogsensitiva metoderna dr anvandbara inom
forskning samt for att mata troponinkoncentration pa hundar med priméar kronisk
hjartsjukdom da dven sma avvikelser har betydelse (Ljungvall et al., 2010). Ett exempel pa
hdgsensitiv metod ar Beckman Coulter Access 2 som anvants i denna studie. Begreppet
hogsensitiv har inte med troponinet i sig att gora utan baseras pa karaktaristikan av
analysmetoden, och vilka kriterier som ska uppfyllas (Apple et al., 2012). Forsta
generationens cTnl analysmetoder, exempelvis Immulite 2000 som anvands pa
Universitetsdjursjukhuset i Uppsala, kan ej mata lika laga koncentrationer av ¢Tnl men ar
anvandbara for att mata hjartpaverkan vid extrakardiella sjukdomar sdsom pyometra och
magsacksomvridning dér uppmatta koncentrationer kan var mycket hoga (Pelander et al.,
2008; Schober et al., 2002).

Primar hjartsjukdom som orsak till troponinstegring

Hjartspecifikt troponin | 6kar hos hundar som lider av saval primar som sekundéar hjartskada
(Wells & Sleeper, 2008). Primara hjartsjukdomar kan delas upp i kongenitala och férvarvade
sjukdomar. Oyama och Sisson (2004) fann genom att anvéanda en hdgsensitiv analysmetod att
subvalvular aortastenos gav en 6kning av cTnl. | en annan studie sags daremot inte en ékning
av cTnl vid kongenitala sjukdomar (Spratt et al., 2005). | den sistnamnda studien anvéndes en
forsta generationens analysmetod som ej kan detektera lika laga nivaer som en hogsensitiv
metod vilket kan vara forklaringen till skillnaden i resultaten. Exempel pa forvarvade
hjartsjukdomar hos hund som ger 6kade nivaer av cTnl ar myxomatos klaffdegeneration
(MMVD), dilaterad kardiomyopati (DCM) och hemangiosarkomorsakad perikardiell effusion
(Hezzell et al., 2012; Ljungvall et al., 2010; Oyama & Sisson, 2004; Shaw et al., 2004).

Graden av 6kning av ¢cTnl vid MMVD ér ett tecken pa hur allvarlig sjukdomen &r och kan
associeras med Gverlevnadstid (Hezzell et al., 2012; Ljungvall et al., 2010). Aven fér DCM
har cTnl rapporterats att fungera som biomarkér for grad av sjukdom samt for prognos
(Oyama & Sisson, 2004). | ytterligare en studie undersoktes hundar med olika hjartsjukdomar
och &ven dar rapporterades att cTnl okar med O6kande grad av hjartsjukdom hos hund och
darmed &r cTnl en mojlig prognostisk biomarkér (Fonfara et al., 2010). Samma forfattare
menar att uppfoéljande prover ar bra for att folja utvecklingen av sjukdomen samt att en
persisterat 6kad koncentration utgor ett negativt prognostiskt tecken (Fonfara et al., 2010).

Sekundar hjartpaverkan som orsak till troponinstegring

Inom humanmedicin analyseras cTnl koncentrationen i blod primért vid misstanke om att det
foreligger en primar hjartsjukdom (sadsom akut ischemisk infarkt (Thygesen et al., 2012)),
medan cTnl inom veterindrmedicin ofta analyseras vid misstanke om att extrakardiella
sjukdomsprocesser kan ha gett upphov till hjartmuskelskada sekundart.

Okade koncentrationer av cTnl indikerar myocytskada men séger ingenting om dess orsak
(Wells & Sleeper, 2008). Flera studier visar att vid en Okad alder okar dven cTnl



koncentrationen i blodet. Det starka sambandet mellan alder och 6kande koncentrationer av
cTnl indikerar en forandring av hjartmuskulaturen vid aldrande (Hezzell et al., 2012;
Ljungvall et al., 2010; Oyama & Sisson, 2004).

De finns manga sjukdomsprocesser som sekundart leder till myocytskada och darmed en
troponinstegring i blodet och nagra exempel pa dessa ar huggormsbett (Langhorn et al., 2014)
(Pelander et al., 2010), magsacksomvridning (GDV) (Burgener et al., 2006; Schober et al.,
2002), pyometra (Pelander et al., 2008), sepsis (Ammann et al., 2001), babesios (Lobetti et
al., 2002) och trauma mot bréstkorg (Schober et al., 1999). For patienter som diagnosticerats
med GDV har studier visat att analys av cTnl kan hjélpa veterindren att bedéma vilka som
kraver mer intensiv vard samt att cTnl kan fungera som en prognostisk markér (Wells &
Sleeper, 2008). Vid babesios samt GDV sags cTnl 6ka mer desto allvarligare sjukdomen var
(Lobetti et al., 2002; Schober et al., 2002).

Formodligen finns det manga fler sjukdomsprocesser &n de studerade som leder till
myokardskada och det kan antas att veterinarer paverkas av de resultat som finns publicerade
och provtar just inom de patientkategorierna. Det har rapporterats att systemisk inflammation
kan orsaka myocytskada och det spekuleras om vilka mekanismer som ligger bakom detta.
Exempel pa foreslagna mekanismer ar bland annat hemodynamiska forandringar och
mikrotromber (Langhorn et al., 2014; Wells & Sleeper, 2008) samt cytokinpaverkan (Kumar
et al., 1996). Troligtvis har vi inom bade veterinar- och humanmedicin mycket kvar att
upptacka inom detta omrade.

Inflammation

Inflammation ar en valutvecklad och komplex kaskad av handelser. Detta stycke ger en
kortfattad Overblick Over dessa handelser. Celler som far olika typer av stimuli sasom
mekaniskt trauma, vavnadsnekros, tumoéromvandling eller infektiosa mikrober triggas till en
inflammation. Vid vavnadsskada kommer arterioler och kapillarer att dilatera genom kemiska
mediatorer som prostaglandin, leukotriener och kvdveoxid. Neutrofiler anses ofta vara den
forsta leukocyten pa plats vid akut inflammation och de attraheras till platsen genom
kemokiner (Mc Gavin & Zachary, 2007). Cytokiner, som ocksa ar en viktig del i
inflammation, & sma proteiner som frisatts fran olika typer av celler och de kan vara antingen
proinflammatoriska eller antiinflammatoriska (Daghestani & Kraus, 2015). Den
proinflammatoriska cytokinen TNF-a. kan 6ka frisattningen av neutrofiler fran benmargen
samt Oka produktionen av dem. Neutrofilernas syfte ar bland annat att fagocytera mikrober
samt frammande material och oskadliggora dessa. Efter fagocytosen lyserar fagosomen med
en lysosom inuti neutrofilen vilket leder till att mikrober dddas och frammande material
degraderas. Neutrofilen innehaller granula som vid utséndring leder till 6kad inflammatorisk
respons (Mc Gavin & Zachary, 2007).

Inflammatoriska foérandringar i vavnaden inkluderar ansamling av vétska, elektrolyter,
plasmaproteiner samt leukocyter. Detta resulterar i de fem kardinalsymptomen; varme,
svullnad, rodnad, smarta och nedsatt funktion. Inflammation &r i grunden nédvandig for att vi



ska Overleva och bekampa mikrober fran omgivningen likval som frammande kroppar och
trauman. Inflammation kan delas upp i akut process, som pagar i nagra timmar till dagar, och
i en kronisk process, som stracker sig 6ver veckor till manader. Nérvaro av inflammation kan
matas i blodet genom exempelvis CRP som é&r ett akutfasprotein som produceras i levern.
Syntesen av CRP Okar vid stimuli av inflammatoriska mediatorer. CRP &r en
inflammationsmarkoér som kan oka vid olika tillstand sasom infektion, immunmedierad
inflammation samt neoplasi (Cray et al., 2009).

Inflammation kopplad till myocytskada

Etiologin bakom hjartpaverkan vid kraftig inflammation ar ej helt klarlagd men att cytokiner
spelar en viktig roll finns det starka misstankar om (Langhorn, 2013). TNF-a, som ar en
polypeptid producerad av monocyter och makrofager, ar en viktig mediator av negativ
kardiovaskular paverkan vid septisk chock (Parrillo, 1993). Det ar vanligt att vid sepsis
uppmata 6kade nivaer av cTnl samt att se nedsatt hjartfunktion (Wells & Sleeper, 2008).

| en studie rapporterades att cytokininducerad produktion av kvaveoxid var cytotoxisk for
myocyten samt att det ledde till minskad kontraktilitet hos myocyten (Ing et al., 1999). TNF-
a, IFN-y och IL-1p var de cytokiner som undersoktes i studien och en kombination av dessa
tre sags ge en tidsberoende Gkning av apoptos hos myocyterna. IL-1B kunde utdver detta
ensamt aktivera apoptos (Ing et al., 1999). | en annan studie rapporterades att TNF-a och IL-
13 var for sig kunde orsaka koncentrationsberoende forsdmring av myocytens
kontraktionsformaga. De hade en synergistisk effekt, sd vid narvaro av varandra kunde de vid
lagre koncentrationer an om de var ensamma paverka myocyten och detta vid koncentrationer
som ar rimliga hos en patient med sepsis (Kumar et al., 1996). | studien sdgs inga direkta
negativa effekter av endotoxiner pa myocyten.

Ledsjukdom

Ledsjukdomar &r en stor grupp sjukdomsprocesser och innefattar ett flertal olika etiologier
som kan vara bade akuta och kroniska. Olika uppkomstmekanismer till ledsjukdom kan vara
till exempel traumatiska, neoplastiska, infektidsa, immunmedierade och utvecklingsorsakade
(Mc Gavin & Zachary, 2007). Trots olika uppkomstmekanism kan de leda till en sekundar
inflammationsprocess i leden: sa kallad OA (Mc Gavin & Zachary, 2007). OA karaktariseras
av degeneration av ledbrosk, hypertrofi av ledkapseln, intraartikuldr inflammation inklusive
synovit och forandringar i subkondralt ben (Goldring & Goldring, 2007; Loeser et al., 2012).
Vid OA ses en skada pa ledbrosket samt inflammation av synovialmembranet till skillnad fran
vid synovit som endast innebér en inflammation av synovian (McGavin & Zachary, 2007).
OA inbegriper en laggradig inflammation men anses inte vara en klassisk inflammation pa
grund av avsaknaden av neutrofiler i ledvatskan (Goldring & Goldring, 2007). Den laggradiga
inflammationen har en negativ paverkan pa ledbrosket, vilket kan leda till forsamring av OA
(Daghestani & Kraus, 2015).



Flera proinflammatoriska mediatorer ar involverade vid OA. Exempel pa inflammatoriska
mediatorer som kan medverka i skada vid olika inflammatoriska processer i en led innefattar
prostaglandiner, cytokiner, leukotriener, lysosomala enzymer, fria radikaler, kvdveoxid och
neuropeptider i synovian (McGavin & Zachary, 2007). Kondrocyter i ledbrosket kan bade
producera och svara pa ett flertal cytokiner sdésom TNF-a. och IL-1B (Goldring & Goldring,
2007). Produktionen av dem d&r som storst tidigt och sent i sjukdomsprocessen av OA
(Goldring & Otero, 2011). Cytokinerna modulerar det inflammatoriska och katabola
tillstandet i leden (Loeser et al., 2012). Cytokiner och kemokiner & matbara i ledvatskan vid
OA (Goldring & Otero, 2011) och studier har visat att koncentrationen av exempelvis TNF-a.
kan associeras med allvarlighetsgrad av OA (Daghestani & Kraus, 2015). Aven i serum har
TNF-a uppmats vilket har kunnat associeras med forandringar vid OA (Daghestani & Kraus,
2015). Koncentrationen av lésliga TNF-o. receptorer i blodet har visats vara lagre hos
patienter med OA jamfort med hos friska individer (Daghestani & Kraus, 2015).

Vid OA ses sjukdomstecken delvis orsakade av inflammation sasom smarta, svullnad och
stelhet (Goldring & Goldring, 2007). En patient med ledsjukdom har ofta en anamnes med
halta eller onormalt rérelsemonster. Det finns ett flertal olika diagnostiska metoder vid
utredning av dessa tillstand. Dessa innefattar férutom klinisk undersokning och palpation av
rorelseapparaten &ven bilddiagnostik, artroskopi, synoviaprov samt serologiska och
immunologiska tester. Synoviaprov ar ett diagnostiskt hjalpmedel for att skilja purulent fran
icke-purulent ledsjukdom (Nelson & Couto).

Vid OA ar sjukgymnastik en viktig del i behandlingsschemat for att bygga upp muskulaturen
(Rychel, 2010). P& Universitetsdjursjukhuset i Uppsala laggs stor vikt direkt efter operation
(fér hundarna i denna studie artroskopi/artrotomi) pa att informera djurégare sa att de under
de tva forsta veckorna hemma sjalva kan ta ansvar for att kyla den aktuella leden, gora
rorlighetstraning samt noggrant évervaka sa att inte hunden gor oldampliga rorelser. Sjélva
sjukgymnastiken startar vanligtvis cirka tva veckor efter operation. For de patienter som
beddms vara hjalpta av avlastande traning véljs ofta vattentrask. Initialt sker sjukgymnastik
vanligen tva ganger i veckan i tre veckor for att sedan féljas upp en gang i veckan i cirka fyra
veckor till. Dock ar traningsuppléagget alltid individanpassat. Detta ungefarliga program galler
for manga diagnoser postoperativt inklusive fragmenterad processus coronoideus (FCP),
osteokondros (OCD) och korsbandsskada (Petterson, K., UDS, pers. medd. 2015).



MATERIAL OCH METODER

Studien har etiskt tillstand fran Uppsala Djurforsoksetiska namnd (C362/11). Hundarna i
studien rekryterades prospektivt vid Universitetsdjursjukhuset (UDS) i Uppsala mellan
januari 2012 och januari 2014. For att inkluderas i studien skulle alla hundar vara utredda for
rorelsestorning och de skulle ha diagnosticerats med ledsjukdom och sekundar icke-purulent
OA av varierande etiologi. De diagnosticerades av olika veterinarer pa UDS genom klinisk
undersokning, bilddiagnostik (rontgen och/eller datortomografi) och synoviaprov. Onskvart
var dven att artroskopi/artrotomi utférdes. Synovian analyserades med avseende pa antal
karnforande celler och andel neutrofiler. Hundar med ett synoviaprov innehallande >3000/pl
karnforande celler och >10% neutrofiler (purulent inflammation) exkluderades fran studien.
Blodprover for analys av ¢cTnl och CRP togs innan nagra andra undersokningar gjordes. Innan
hundarna inkluderades i studien skulle alla djurégare ha givit sitt medgivande till detta.

Inget specifikt inkluderingskrav anvandes for hundarna rérande kon, ras, vikt och alder.
Hundar som hade tecken pa annan sjukdomsprocess, som skulle kunna paverka
troponinresultatet, exkluderades fran studien. Friska hundar rekryterades for att anvandas som
kontrollhundar till 6vriga rekryterade hundar i studien. Dessa hundar besokte
Universitetsdjursjukhuset 1 Uppsala mellan september 2014 och juni 2015 for att delta som
kontroller till en annan studie som utférdes har. Hundarna fick genomga en noggrann
undersokning vid besdket som bestod av blodtrycksmaétning, ultraljud av hjarta och buk,
scintigrafi av njurar, urinprov samt analys av flertalet blodprovsvariabler. Resultaten for dessa
undersokningar skulle inte uppvisa nagra tecken pa narvaro av sjukdomsprocess i kroppen.

Fran alla hundar inklusive kontrollhundarna togs blodprover i EDTA-rér och hos hundarna
med ledsjukdom togs dven blodprov i serumror inféor CRP-analysen. Om nagra av hundarna
hade blodprov tagna fran flera tillfallen togs ett beslut att enbart anvanda resultaten fran det
forsta provtagningstillfallet. Majoriteten av proverna blev efter centrifugering direkt nedfrysta
i -80 grader (cTnl har rapporterats vara stabilt da det lagras i -80 grader celcius (Beck et al.,
1997)) men nagra av prover forvarades forst i -20 grader i nagra dagar. Proverna forvarades
sedan i fryst tillstand fram tills att de analyserades.

Troponinanalysen utfordes genom anvéandning av en tvasidig enzymimmunoanalysmetod
(ELISA-liknande metod), Beckman Coulter Access 2. Detta ar en hdgsensitiv metod
utvecklad for humant bruk men som &r validerad for hund (Oyama & Sisson, 2004). Légsta
matbara vérde for metoden var 0,01 ng/mL. Analys for samtliga prover utfordes i duplikat vid
samma tillfalle och samma batchserie anvéandes for alla prover. Ett medelvarde for de tva
duplikaten raknades ut. Om bada vérdena var lagre an 0,01 ng/mL sattes ett varde pa 0,005
ng/mL men om det ena vardet var 0,01 ng/mL och det andra <0,01 ng/mL sattes ett varde pa
0,01 ng/mL. For hundarna med ledsjukdom har &ven CRP analyserats. En hdgsensitiv metod,
Gentian hsCRP, anvandes med ett referensintervall pa <3,9 mg/L. Proverna analyserades i
duplikat vid samma tillfalle och med samma batchserie. L&gsta métbara koncentration for
denna metod var 0,5 mg/L och for resultat under detta sattes ett varde pa 0,25 mg/L.

En databas utfordes for varje enskild hund med variablerna ras, alder, kon, vikt, eventuell
ovrig sjukdom, eventuell NSAID-behandling, eventuellt indikation pa hjéartsjukdom enligt



forekomst av blasljud alternativt avvikande fynd pa hjartultraljud, lagringstid for
blodproverna, troponinresultat och CRP-resultat.

For den statistiska analysen anvéandes ett kommersiellt tillgangligt program; JMP® 11.0.0.
Alla vérden rapporteras som median samt interkvartil range (IQR). Statistisk signifikans sattes
till P<0,05. Da troponinkoncentrationerna for hundarna i studien inte var normalfordelade
anvandes icke-parametrisk analys.

For att undersoka eventuella skillnader i cTnl koncentration mellan 1) hundar med OA och
friska kontrollhundar och mellan 2) hundar med olika ortopediska diagnoser (fragmenterad
processus coronoideus (FCP), korsbhandsskada, osteokondros (OCD) och friska
kontrollhundar) anvandes Kruskal-Wallis test. Diagnosgrupper med < 6 hundar (OA utan
faststélld etiologi) ingick inte i den sistn&mnda undersokningen. Potentiella samband mellan
cTnl koncentration och hundarnas signalement (alder, kon, vikt), CRP koncentration, NSAID-
behandling och lagringstid av blodprov i frysen undersoktes med Spearmans rank correlation
test.



RESULTAT

Totalt sex av de undersokta hundarna med ledsjukdom exkluderades fran studien innan
statistisk bearbetning av data utférdes: en hund hade degenerativ menisk utan tecken pa OA
(enligt bade synovia- och artroskopifynd), en hund hade purulent inflammation enligt
synoviaprov och tva hundar uppvisade smarta fran led(-er) utan att diagnos hade kunnat
faststallas. Tva hundar exkluderades pga annan patologisk process som ansags kunna paverka
troponinkoncentrationen i blodet: en hund hade nyligen haft ett trauma mot brdstkorgen och
en hund hade nyligen diagnosticerats med en urinvégsinfektion. Alla hundar med ledsjukdom
forutom fyra stycken genomgick artrotomi/artroskopi. Inom gruppen med friska
kontrollhundar exkluderades tva hundar pa grund av OA.

Sammanlagt inkluderades 48 hundar i studien. De vanligaste raserna inom studiegruppen var
blandras (n=8), labrador (n=6), golden retriever (n=4), border collie (n=3), rottweiler (n=3),
schafer (n=3), amerikansk staffordshire terrier (n=2), berner sennenhund (n=2), grand danois
(n=2), kortharig collie (n=2), norfolkterrier (n=2) och storpudel (n=2). Nio andra raser var
representerade i studien med en hund inom varje ras. Hundarna hade en medianalder pa 3,8
(IQR 1,5-7) ar och en medianvikt pa 25,7 (IQR 19,5-35,5) kg. Av de 48 hundarna var 28 tikar
och 20 hanar. En sammanstéllning av studiepopulationen ses i tabell 1.

Tabell 1. Vardena rapporteras som median och interkvartiler.

Ledsjukdom Kontrollhundar
Antal 31 17
Kon (tik/hane) 15/16 13/4
Alder (&r) 2,65 (0,94-6,70) 5,34 (2,88-7,81)
Vikt (kg) 32 (24,3-38,4) 19,3 (12,5-22,4)
Blasljud/avvikande fynd vid hjartultraljud |1 0
Antal hundar med NSAID-behandling 19/31 0
Lagringstid (ar) 1,76 (1,51-2,32) 0,30 (0,09-0,36)
CRP (mg/L) 0,71 (<0,5-2,08) Ej analyserat
cTnl (ng/mL) 0,01 (0,01-0,03) 0,01 (0,008-0,013)

Hundarna med OA grupperades i olika grupper baserat pa etiologisk bakgrund. De fyra
grupperna var fragmenterad processus coronoideus (FCP), korsbandsskada, OA utan kand
bakgrund och osteokondros (OCD) (figur 1). Alla hundar med ledsjukdom placerades i en
gemensam grupp eftersom att de sekundart drabbas av OA trots olika bakomliggande etiologi
for att kunna jamfora hundar med ledsjukdom mot friska kontrollhundar.
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Figur 1. Antal hundar inom varje diagnosgrupp. Fragmenterad processus coronoideus (FCP),
osteoartrit (OA), osteokondros (OCD).

Ingen statistisk signifikant skillnad i cTnl koncentration kunde upptéckas vid jamférande
analys mellan de olika diagnosgrupperna (fragmenterad processus coronoideus (FCP),
korsbandsskada, osteokondros (OCD)). Statistiskt signifikant skillnad i cTnl koncentration
kunde heller inte upptécktas mellan alla hundar med OA och friska kontrollhundar (P=
0,3953). Resultat presenteras i figur 2.
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Figur 2. Box plot av cTnl koncentrationerna hos friska kontrollhundar och hundar med OA. Troponin
pa y-axeln mats i ng/mL. Den Gvre, nedre och mittersta linjen genom boxen 6verensstammer med 75e
procentilen (6vre kvartilen), 25e procentilen (nedre kvartilen) respektive 50e procentilen (medianen).
Den oversta och nedersta linjen representerar 90e respektive 10e procentilen. Hundarna med OA
hade samma varde av median- och nedre kvartil (0,01 ng/mL) och darfor ses endast 2 linjer i boxen.

Vi undersokte om troponinkoncentrationen som beroende variabel paverkades av de
oberoende variablerna kon, alder, vikt, NSAID-behandling, lagringstid och CRP. Resultaten
for dessa analyser visade att dlder och vikt hade ett positivt samband med cTnl dvs med
okande &lder (R?= 0.1, P = 0.0302) respektive vikt (R>=0.09, P = 0.0367) Gkade aven cTnl.
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DISKUSSION

Resultaten fran studien visade att plasmakoncentrationer av cTnl inte var hogre hos hundar
med icke-purulent OA i jamforelse med koncentrationer uppmatta hos friska kontrollhundar.
Bade alder och vikt var associerade med cTnl koncentration i blodet.

Oss veterligen finns det ingen publicerad studie inom varken veterinar- eller humanmedicin
som undersdker om ledsjukdom och sekunddr OA kan ge en koncentrationsdkning av cTnl i
blodet. Studier har visat att en 0kning av TNF-o kan ses i blodet vid OA (Daghestani &
Kraus, 2015) vilket kan ge en sekundar myocytskada (Ing et al., 1999; Kumar et al., 1996).
Med anledning av denna bakgrund var det av vérde att undersoka det potentiella sambandet
mellan OA och myocytskada vidare. Enligt resultaten i var studie skedde dock ingen sekundar
hjartmuskelskada hos hundar med OA. Till studien rekryterades endast hundar med icke-
purulent OA och resultaten géller darfor enbart hundar som har den typen av ledsjukdom. Vi
kan darfor inte dra nagra slutsatser for eventuell hjartmuskelskada vid purulent artrit, t ex
septisk eller immunmedierad artrit.

Sambandet mellan cTnl koncentration och alder i denna studie bekraftar fynd vid tidigare
studier att alder paverkar koncentrationen av cTnl hos hund (Hezzell et al., 2012; Ljungvall et
al., 2010; Oyama & Sisson, 2004). Trots en 6kning av cTnl i den aktuella studien var
koncentrationerna fortfarande mycket Iaga, och sannolikt hade inga sddana samband hittats
om forsta generationens analysmetoder hade anvénts for cTnl analys. Det &r dock viktigt att ta
hansyn till sambandet mellan cTnl och alder vid studier som ror cTnl koncentrationer hos
hund om hdgsensitiva analysmetoder anvands. Orsaken till att cTnl okar med stigande alder
ar ej klarlagd men det kan tolkas som att en forandring av myocyten sker vid aldrande. Det
har visats att det hos normala aldrande hundar sker en intramural arteriosklerosbildning vilket
kan leda till forsamrad syresattning och ddarmed myocytskada (Detweiler & Patterson, 1965;
Whitney, 1976). Studier hos bade hund och méanniska har visat att koncentrationen av cTnl
foreligger vara 0kad vid myokardiell fibros (Falk et al., 2013; Moreno et al., 2010). Vid
aldrande sker en fibrotisering av hjartat hos djurslag som réatta och manniska (Lakhan &
Harle, 2008; Thomas et al., 2000; Villari et al., 1997) och ett samband mellan élder och fibros
har &ven rapporterats hos hund (Falk et al., 2013). Det ska dock fortydligas att trots det
positiva sambandet mellan alder och koncentration av ¢Tnl i studien sa var sambandet svagt
(R?=0,1). Sambandet mellan alder och troponinkoncentration ses i den aktuella studien dven
da de inkluderade hundarna var relativt unga jamfort med aldersspannet i andra studier
(Hezzell et al., 2012; Ljungvall et al., 2010; Oyama & Sisson, 2004).

En ny upptéckt i denna studie var ett samband mellan kroppsvikt och cTnl koncentration i
blodet. Med okande vikt 6kade dven cTnl koncentrationen. Aven detta var dock ett svagt
samband likt férhallandet mellan &lder och cTnl (R? = 0,09). Eftersom body condition score ej
undersoktes for alla inkluderade hundar vet vi ej om en del av dem var Overviktiga och om
detta i sa fall kan ha paverkat cTnl koncentrationerna. Det har rapporterats att fetma kan ge
Okade koncentrationer av TNF-o i blodet hos hund (Gayet et al., 2004) och som tidigare
beskrivet i texten kan denna cytokin ge upphov till myocytskada (Ing et al., 1999; Kumar et
al., 1996). Detta kan vara en tankbar patofysiologi till att 6vervikt skulle kunna ge dkade cTnl
koncentrationer. Oss veterligen finns ingen tidigare rapport om att cTnl 6kar vid 6kad vikt
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inom varken veterinar- eller humanmedicin. En teori kan vara att hos en tyngre individ sa har
hjartat en storre volym &n hos en lattare individ. Trots avsaknad av myocytskada utsondras en
lag niva av cTnl till blodet (Adin et al., 2005). Det &r tankbart att det utséndras mer c¢Tnl ju
storre hjérta individen har dven hos friska individer vilket skulle ge en 6kad koncentration av
cTnl. Dock har storre individer dven en stérre blodvolym vilket borde spada ut cTnl och detta
gor rimligen hypotesen mindre trovérdig. De flesta blodprovsvariabler paverkas inte av vikt
sa att det har klinisk relevans. Det finns dock rapporterat sma skillnader i koncentration av
vissa variabler sdsom albumin, total protein och alkaliskt fosfat (ALP) (Misbach et al., 2014).
Dessa skillnader ar dock s& sma att ingen sarskild hansyn behover tas i kliniken. Aven
kreatinin i plasma har rapporterats ha ett positivt samband med vikt (Craig et al., 2006;
Misbach et al., 2014). En annan teori varfor mindre hundar skulle ha lagre koncentration av
cTnl i blodet &r att de metaboliserar och utsondrar proteinet snabbare och mer effektivt an vad
storre hundar gor. Det ska fortydligas att det huvudsakliga syftet med studien var att
undersdka samband mellan OA och cTnl. Studien var darfor inte primart upplagd for att
undersoka samband mellan cTnl och alder respektive vikt. For vikt galler sdsom for alder att
trots en 6kning av cTnl i den aktuella studien var koncentrationerna fortfarande mycket laga
(och inom vad som bor raknas som normalvariation), och sannolikt hade inga sadana samband
hittats om forsta generationens analysmetoder hade anvants for cTnl analys.

Det fanns nagra begransningar i var studie. Det var olika veterindrer som undersokte och
diagnosticerade hundarna sa genomfdrandet var inte helt standardiserat. Fyra av de 31
hundarna med ledsjukdom undersoktes inte med artroskopi/artrotomi. For hundarna med
ledsjukdom finns information om hjartauskultation men inget hjartultraljud utférdes. Dock
har denna begransning inte nagon storre betydelse dd bada grupperna hade laga
koncentrationer av cTnl i blodet och det forelag inte nagon skillnad grupperna emellan.

Vi har fatt information for alla hundar om de har medicinerats med NSAID eller inte men
tyvarr vet vi varken i vilken dos eller hur lange medicineringen har skett. Dock visade den
statistiska undersokningen ingen skillnad i cTnl koncentration mellan NSAID-behandlade och
icke-behandlade hundar. Ytterligare en begransning med studien var att inte alla prover direkt
blev nedfrysta till -80° utan att en del forst forvarades nagra dagar i -20°.

Det vore intressant med uppféljande studier som undersdker hur cTnl koncentrationerna &r
hos hundar med septiska och immunmedierade artriter. Dessa hundar férmodas ha en
kraftigare inflammation an de flesta hundar i var studiepopulation vilket kan tankas bidra till
sekundar hjartmuskelskada. Resultatet att vikt och cTnl har ett positivt samband ar det forsta i
sitt slag och det behévs fler studier for att verifiera sambandet.

Sammanfattningsvis sa skiljer sig inte cTnl koncentrationerna for hundar med icke-purulent
OA och friska kontrollhundar och darmed verkar inte icke-purulent OA ge upphov till en
sekundar myocytskada. Det kan vara vardefull information foér kliniskt praktiserande
veterindrer att veta att de inte behover provta cTnl pa denna typ av patienter. Studien visade
att bade alder och vikt hade ett samband med cTnl koncentrationer (analyserade med
hogsensitiv metod) i blodet, dock var uppmatta koncentrationer mycket laga hos samtliga
hundar i studien.
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