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Bakgrund

Vid ledskada (OA) upptrader alltid en inflammation i ndgon fas av processen. Denna kan vara
sekundar till en destruktiv skada (osteoarthros) eller primér och som resultat ge en destruktion
(osteoarthrit) (Radin, 1995). Att kunna sarskilja dessatvai en kroniskt skadad led &r oftast
omgjligt. Néar kliniska symtom med hélta, radiologiska foréndringar med
benscleros/osteofyter och patol ogiska forandringar med broskerosioner och subkondral nekros
visar sig & det oftast omgjligt att avgdra vad som orsakade skadan.

For att béttre forsta mekanismerna bakom kroniska ledskador hos vara tévlings- och ridhastar
maste vi forsta vad som startar den inflammatoriska processen. Om vi tidigt kan fanga upp en
begynnande inflammation med hj&lp av inflammationsmarkorer skulle vi kunna korrelera
denna med ténkbara uppkomstmekanismer for OA. Eftersom brosket har dalig formaga att
laka ar det ocksa viktigt att upptéacka en begynnande inflammation innan vavnadsskada
uppstar. Om vi far fram inflammationsmarkadrer kan dessa kunskaper relaterastill och
utnyttjas for tidig behandling, anpassning av traningsdosen, uppféljning av olika behandlingar
och konvalescensprogram.

Patofysiologi vid ledskada

Generellt kan olika stimuli paverka leden till uppbyggnad eller nedbrytning av sina
vavnadskomponenter. Dessa olika stimuli paverkar broskcellernai ledbrosket, synoviocyterna
i ledkapseln och bencellernai det subkondrala benet, sa att balansen mellan anabola och
katabola processer i brosk och benmatrix rubbas. Resultat kan bli att brosket bryts ned
(broskerosioner) och benet byggs upp (benscleros). Detta & falet i fleraleddestruktiva
sjukdomar sasom OA.
Exempel pa mekanisk stimuli som paverkar vavnaden i leden ar frekvent fysiologiskt tryck,
trauma och ofysiologiskt upprepat tryck. Dessa olika stimuli kan i sin tur aktivera
produktionen av inflammationscytokiner (IL-1, IL-6 och TNF-a), tillvaxtfaktorer, " hugh
mobility group box chromosomal protein-1" (HMGB-1) (Kokkola, 2003), och
adhesionmol ekyler (t.ex integriner) som leder till fysiologiska eller patologiska cellreaktioner.
Cellernakan t.ex bdrja proliferera och producera andra cytokiner och
inflammationsmediatorer, 6ka sin syntes av extracellulart matrix och av brosknedbrytande
enzymer. Cellernakan migrera eller differentieratill en annan typ av bindvévscell, och
slutligen kan aven en celldod ske. De ovan beskrivna stimuli interagerar och vid OA
forekommer en blandning av dessa.

Inflammation vid |edskada
Principiellt startar en inflammation nér stimuli aktiverar en cell att producera eller frisdtta en
kaskad av inflammationsmediatorer sdsom histamin, serotonin, bradykinin, prostaglandiner,



leukotriener, PAF (platelet activating factor), komplementfaktorer, cytokiner, och
proteol ytiska faktorer.

Tillvaxtfaktorer och cytokiner har pavisatsi ledvatskafran OA — leder. Cytokiner &r 16sliga
peptider som produceras av synoviocyter, endothel celler och chondrocyter och paverkar
andra cellers aktivitet. Denna paverkan kan ske endokrint och parakrint, men dven autokrint.
Cytokiner kan vara bade anabola och katabola. Flera av de anabola cytokinerna gar dock
under benamningen tillvéxtfaktorer sdsom transforming growth factor beta (TGFR) och
insulin-like growth factor-1 (IGF-1). Vid OA forekommer bade katabola cytokiner som IL-1,
IL-6 och TNF-afa, samt anabola tillvaxtfaktorer som TGF-I3 och IGF-1.

En primér inflammation i ledkapseln kan starta en kaskad av processer tillfoljd av friséttning
av inflammationsmediatorer, metalloproteinaser, friaradikaler, kvaveoxid (NO) och
prostaglandiner. Alla dessa paverkar kondrocyterna och/eller broskmatrixkomponenterna.

Nér en priméar metabolisk imbalans uppstar i ledbrosket tillfoljd av ett trauma mot
kondrocyten paborjas ocksa en kaskad av processer av bade anabol och katabol karaktar.
Nedbrytningen sker framst tillf6ljd av frisattning av olika proteinaser och prostaglandin E fran
kondrocyten, vilket ger en matrix degeneration med olika nedbrytningsprodukter. Dessa " wear
particles” kan i sin tur starta en serie av cell-medierade reaktioner, sasom aktivering av
synoviocyter, lymfocyter och monocyter i ledkapseln. Darefter uppstar en akut inflammation
med flera proinflammatoriska cytokiner som IL-1, IL-6, TNF-alfa. Nedbrytningsprodukterna
kan ocksaretatill en okad cell-syntes av prostaglandin E2 och matrix metall oproteinaser
(MMP:s). Inflammationskaskaden & nu igang.

Intressanta resultat avseende ledinflammation och kopplingen till den mekaniska stressen som
ledbrosket utséits for har redovisats (Fermor et al., 2001). In vitro undersdkningar med
dynamisk kompression av ledbrosk fran gris visar att denna koppling kan hérledastill en
Okning av leukotriener viaen 6kning av kvaveoxid (NO). En 6kad produktion av andra
inflammatoriska mediatorer vid dynamisk kompression, sdsom prostaglandiner (E-gruppen),
har ocksa diskuterats, som en del i pathogenesen vid OA.

OA hos hast
Vid OA hos hést anses en inflammation av synovialmembranet (synovit) och/eller ledkapseln
(kapsulit) nastan alltid forekomma primart eller i anslutning till ledskadan (Mcllwraith ,
1996). Det ar darfor ytterst viktigt att kartlagga den inflammatoriska processen hos héast. Den
equina OA &r vanligen inte ldersrelaterad, varierar mycket i orsak, utseende och kliniskt
forlopp nér det gdller olikaleder. Ett forsok till uppdelning av 3 olika typer av OA hos hast
har gjorts, dar typ 1 angivits forekomma tillsammans med synovit och kapsulit i leder sdsom
karpus, kotled, hasled och kron- och hovled, typ 2 ses oftast sekundart till en klart identifierad
skada sdsom intra-artikul &ra frakturer, traumatisk skada av ledbrosk eller ligament i leden,
osteokondritis dissecans, subkondrala benskador, subkondrala bencystor, septisk arthrit och
fragmentering av distala patella. Typ 3, anses vara kliniskt ovasentligaicke-progressiva
ledbroskerosioner, vilka kan sesi flera olika leder.

Oavsett hur man definierar OA hos hast bor man kommaihag att en inflammation i leden,
primér eller sekundar, altid uppstar i ndgon grad och form.
Vid en traumatisk arthrit hos hast anses den mekaniska delen med ett okat frekvent trauma
spelaen stor roll tillsammans med den tidiga inflammationen (synoviten/kapsuliten) déar
interleukin-1 (IL-1) foreslas haeninitia roll (Platt —Bayliss, 1994; Pelletier — Martel-Pelletier,
1989).
Aktivitet av IL-1 i serum och ledvétska fran hastar med OA pavisades for 10 ar sedan av
Alwan och medarbetare (1991). Koncentrationernaav IL-1 i ledvatska var likahog vid OA i
kotled och karpalled hos hést som vid OA i knadled hos manniska. Vi vill darfor ga vidare med
undersokningar avseende cytokin profilen vid olika typer av OA hos hast i ett val definierat
material. Vid den tidigainflammationen i leden anses IL-1 degradera proteoglykaner viaNO,



men hos hast stdmmer g detta, da endast en IL-1 styrd inhibering av proteoglykan syntesen &r
reglerad viaNO, men g degraderingen (Bird et a., 1997).

In vitro forsok pa kondrocyter fran hast ledbrosk har visat att 11-1- och TNF-alfabehandling
av cellerna ger en tkad expression av MMP:s, men g TIMP, vilket resulterar i en
brosknedbrytning (Richrdson — Dodge, 2000). In vitro studier har visat att den anabola
effekten som TGF-3 framkallar, med en 6kning av proteoglykansyntesen i equint ledbrosk,
oavsett hastens alder, tyvéarr nedregleras av 11-1 (Igbal et al., 2000).

Studier avseende aktiviteten av olika matrixmetalloproteinaser i ledvétska fran hastar med
OA har visat att den totalaMMP:s aktiviten i ledvétska & hogre vid OA i kotleden an i
normal hasled eller i hasleder med osteokondros (Bramaet a., 1998).

En 6kning av prostaglandin (PgE-2) i ledvétskafran OA leder har ocksa rapporterats fran hast
(May et a., 1989). Det rapporterades aven en positiv korrelation med héltgraden och tkade
prostaglandinnivaer hos dessa hastar.

Material & Metoder och Resultat

Analysav cytokinerna IL-6 och TNF-a i ledvatska hos hastar

Hittills har vi satt upp tva bioassayer for matning av de proinflammatoriska cytokinerna |L-6
och TNF-a i ledvétska hos hast. Bioassayen for IL-6 baseras pa en murin hybridom cellinje B9
som & beroende av IL-6 for sin Overlevnad och proliferation. For méatning av
TNF-a har vi anvant en murin fibroblast cellinje L929, som &r kanslig for den cytotoxiska
effekten av TNF-a. Bada dessa murina cellinjer har tidigare rapporterats vara kansliga for
icke-artspecifikt IL-6 resp TNF-a, bland annat humant, porcint och hést. Som standard for
kvantifiering av cytokinerna har vi anvant kommersiella preparationer av humant IL-6 och
TNF-a. Vi har @&en testat porcint IL-6 och funnit det likvardigt den humana motsvarigheten.
For avlasning av cellproliferation resp. cytotoxicitet i cellkulturerna efter tillsats av prov eller
standard har ett icke-radioaktivt test (EZ4U, Biomedica) anvants. Testet bygger pa att levande
celler kan reducera EZ4U-reagenset, bestdende av ett tetrazolium salt, till en formazan derivat
vilket ger ett fargomslag i mediet som kan lasas av i en spektrofotometer. Fordelen med detta
test ar att det kan anvandas for avlésning av bade IL-6 och TNF-a bioassayer.

En ELISA for equine TNF-alfa har ocksa satts upp och utvarderats (Ley et al., 2007).

Vi analyserat 51 ledvétskeprover aspirerade vid diagnostiks arthroskopi i mellersta karpalleder
och kotleder fran kliniskt halta tévlingshastar. | vissa prover har pavisats bade IL-6 och TNF-
a, i olika koncentrationer. Resultaten visar att mycket htga halter av IL-6 korrelerar starkt
med férekomst av chipfrakturer. Ingen sadan korrelation kan ses mellan forekomst av
ledbroskskada, ledkapselinflammation, chipfrakturer och férhdjda halter av TNF-a i
ledvétska. TNF-alfa koncentrationen i ledvatska uppvisar inget som talar for att denna cytokin
kan vara en kandidat for markor av ledinflammation hos hast. TNF-alfa har métts med bade
bioassay och ELISA (equine specifik), utan att forhojda koncentrationer har kunnat pavisas.
Sammanfattningsvis kan vi sdga att mycket hoga halter av IL-6 sesi ledvatskavid OA med
osteokondrala fragment (chipfrakturer) vilket talar for en roll av fragmenten i upprétthallande
av ledinflammationen (Ley et a., 2007).

En studie av vavnaden i leden har paborjats. Polyklonala antikroppar mot IL-6, TNF-alfa, HMGB-1
har anvéants pa ledkapslar fran 20 tavlingshastar med OA i karpalleder eller kotleder. Synoviten har
ocksa karakteriserats histol ogiskt inkluderande cellidentifiering, immunohistokemiskt.
Immunohistokemiska undersokningar avseende forekomst av B- (CD79afa), T- (CD3), makrofager
(CD163) och fibroblater (PGP 9.5) har gjorts pa dessa ledkapslar. En ingdende klassificering av



synoviten med relation till brosk/ben skada kan férhoppningsvis ge indikationer om hur grav
inflammationen &r.

| denna studie (manuskript A; se nedan) ses en mild synovit i de flesta leder utan signifikant
korrelation till typ av vavnadsskada. Den morfologiska inflammationen &r lindrig i samtligafall.
Déaremot kan en forekomst av HMGB-1 och IL-6 pavisasi osteokondrala fragment. | dessa ses ofta
positiva celler i omraden vid 6vergang till forkalkat brosk ("tidemark”) samt i degenererat ledbrosk.
IL-6 kan sesi fleraav ledkapseln celler och i chondrocyter. HMGB-1 férekommer normalt
intranukledrt, men i ledkapsel fran OA med osteokondrala fragment och &ven i fragmenten ses
HMGB-1 aven i cytoplasman och stéllvis utanfor cellerna (extracelluléart). Pavisandet av IL-6 i
fragmenten och att HM GB-1 ses utanfér cellerna kan talafor en aktiv sekretion vilket kan
uppratthadlla inflammationen och dérmed ge en kronisk OA.

En tredje experimentell studie (manuskript B: se nedan) ar ocksa genomford dar 5 travare fick
springatill utmattning parullmattai 7m/s och 10m/s. Denna studie gjordes fér understkning
av muskelutmattning och ledvétska samt serum (fore, direkt efter och 24 timmar efter) fanns
sparade. Vi analyserade dessa prover avseende inflammationsmarkorer (TNF-alfa, SAA,
PGE?2) samt strukturella broskmatrix proteiner (COMP och aggrecan). Preliminar bearbetning
av resultaten visar att SAA och aggrecan koncentrationen i ledvéatska &r forhdjda och
korrelerad direkt efter tréningspasset. Detta kan talafor en koppling mellan inflammation och
broskmatrix destruktion med nedbrytning av aggrecan. Vi arbetar vidare med denna
undersokning och kommer genom western blot (avseende aggrecanase) att kunna avgdra om
aggrecan visar fragment efter molekyldestruktion eller nysyntes. Var hypotes &r att tréning till
utmattning ger en inflammation i leden som ger en nedbrytning av strukturella broskproteiner
I ledbrosket.

Projektet har under de forsta tre aren utkristalliserats till foljande:
Nedanstédende manuskript skall ingai Cecilia Leys avhandling.

Dessa arbeten har genomforts med hjép av bidrag fran ATG och Stiftelsen Svensk
Hastforskning (0447045) samt en doktorandtjanst finansierad av SLU:s strategiska satsning pa
hést (Hippocampus).

“Interleukin-6 and tumour necrosis factor in synovial fluid from horses with carpal joint
pathology” Cecilia Ley, Stina Ekman, Annika Elmén (Ekelid), Gunnar Nilsson and Maija-
Leena Eloranta J. Vet. Med A. 54; 346-51, 2007. (bilaga; publicerad artikel samt poster)

"Immunolocalization of TNFalpha, IL-6, HMGB-1 in synovial membrane and articular
cartilage from horses with carpal joint pathology”

Cecilia Ley, Stina Ekman, Bengt Roneus och Maija-Leena Eloranta. (Manuskript A bilagd
som poster)

" COMP, aggrecan, TNFalpha, PGE2 and IL-6 in synovial fluid from horses during sub
maximal treadmill exercise to fatigue”

CeciliaLey, Marianne Gottlieb-Vedi, Dick Heinegard, Stina Ekman, Maija-Leena Eloranta,
Eva Skidldebrand. (Manuskript B)

Vi har nu tillsammans med forskargrupper i Danmark (Marianne Gottlieb-Vedi, docent) ocksa
sokt pengar for att genomfora studier painkopta forsokshastar. Dessa skall delasi olika
traningsgrupper med olikatyper av tréningsintensiteter. Dessutom soks pengar for en
kontrollgrupp som endast vistas pa bete, eller i paddock. Medel for dessa studier soks i
Danmark och in vivo férsoken skall ske vid KVL under ledning av Gottlieb-Vedi.



Dér kan resultaten visa hur intensiv traning paverkar leden vad géller inflammation, samt
brosk och benmetabolismen. Kunskap om den fysiol ogiska troskeln avseende belastning av de
olikavavnadernai leden &r viktig om vi ska kunna forhindra att fordlitningsskador
uppkommer under intensiv traning av tavlingshasten.

Hypoteserna som vi utgick fran i detta projekt har nu modifierats och foljande hypoteser
arbetar vi nu vidare med i det nya projektet (H0547061)

Den unga hasten tranas och tévlas sa hart att belastningen pa olika bindvavnader dverskrider
den fysiologiska tréskeln. Detta ger en inflammation med matrixdestruktion
(forslitningsskada).

Véra hypoteser &r att:
1) Forekomsten av osteokondrala fragment upprétthaller inflammationen och darmed
haltan vid equine-OA. Detta framst genom syntes av IL-6, IL-1 och HMGB-1.
2) Profilen (aktivitet, kvantitet och typ) av inflammationsmediatorer varierar vid olika
tidpunkter (akut, kronisk) i OA processen.
3) Den tidiga biokemiska skadan startar i djupare delar ledbrosket med en klar koppling
till underliggande benvévnad och denna sker vid intensiv belastning.
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Sammanfattning av projekt 0447045

Vid ledskada (OA) upptrader alltid en inflammation i ndgon fas av processen. For att béttre
forstd mekanismerna bakom kroniska ledskador hos varatavlings- och ridhastar maste vi
forsta vad som startar den tidiga skadan och upprétthaller den inflammatoriska processen, som
ger en kronisk skada med OA. Om vi fér fram specifika inflammationsmarkorer for olika
delar av inflammationsprocessen vid OA, kan typ och koncentration av dessai serum och/eller
ledvatska relaterastill ledens " halsotillstand” och utnyttjas for tidig behandling av ledskada,
anpassning av traningsdosen for att undvika leddestruktion, uppfdljning av olika behandlingar
och konvalescensprogram.

Projektet har utmynnat i ett publicerat arbete (Ley et a 2007) och tva manuskript.

| det publicerade arbetet undersokte vi innehallet av bioaktivt IL-6 och TNF-alfai 51
ledvétskeprover fran mellersta karpalleder och kotleder fran tavlingshastar (2-8 & gamla).
Dessa hastar var halta och inremitterade for diagnostisk arthroskopi. Vid operationen
klassificerades |eden avseende ledkapselinflammation, |edbroskskada och forekomst av
osteokondrala fragment (chipfrakturer). Resultaten visar att mycket hdga halter av IL-6
korrelerar starkt med forekomst av osteokondralafragment i leder med klinisk hélta. Daremot
kan ingen association mellan typ av ledskada och TNF-alfa koncentration ses. Dessa resultat,
tillsammans med andra forskargruppers nyare resultat, indikerar klart att TNF-alfainte &r
anvandbar som inflammationsmarkoérer vid equine OA. Men déaremot visar det att IL-6 & en
intressant inflammationsmarkor for OA vid brosk/ben fragmentering. Vid operation dar
fragmentet tas bort, ses oftast en I&kning och troligen &r fragmentet kopplat till
uppratthallandet av en kvarstaende inflammation.

| en annan av vara studier karakteriserades inflammationen i ledkapseln avseende morfologi
och immunohistokemisk forekomst av IL-6, TNF-alfaoch HMGB-1. Ledkapslar samlades
fran karpal- och kotleder vid diagnostisk arthroskopi. Tjugo haltatéavlingshastar ingick i
studien. | dessa leder pavisades en makroskopisk |edkapselinflammation, men endast en
lindrig mikroskopisk synovit, avseende cellinfiltration, med tydlig immunohistokemisk
forekomst av IL-6 och HMGB-1. IL-6 pavisadesi bade ledkapselns permanenta celler
(synoviocyter; fibroblatser och makrofager) som i vita blodceller (lymfocyter och
plasmaceller), HMGB-1 forkom i nastan alaceller kérna, men i den inflammerade v&vnaden
fanns HMGB-1 aven i cytoplasman och utanfér cellen (extracellulért). Forekomsten av dessa
inflammationsmarkorer fanns ocksa i ben/brosk fragmenten och dér ffai skadat brosk ochi
djupare delarna av brosket mot bendvergangen. Detta fynd & mycket intressant da manga
forskare mer och mer & dverens om att ledskadan startar i ledbrosk och underliggande
benvavnad samtidigt, och inte som tidigare alltid forutsattes, i ytliga ledbrosket med en
uppfibring, samre stétdampning och darmed ett okat tryck pa benvavnaden.

En tredje experimentell studie ar ocksa genomford dar 5 travare fick springatill utmattning
parullmattai 7m/s och 10m/s. Denna studie gjordes for understkning av muskel utmattning
och ledvétska samt serum (fore, direkt efter och 24 timmar efter) fanns sparade (Gottlieb-
Vede et al., 1999). Vi anayserade dessa prover avseende inflammationsmarkorer (TNF-alfa,
SAA, PGE2) samt strukturella broskmatrix proteiner (COMP och aggrecan). Preliminér
bearbetning av resultaten visar att SAA och aggrecan koncentrationen i ledvétska ar forhdjda
och korrelerade till varandra direkt efter tréningspasset. Detta kan tala for en koppling mellan
inflammation och broskmatrix destruktion med nedbrytning av aggrecan. Vi arbetar vidare
med denna understkning och kommer genom western blot (avseende aggrecanase) att kunna
avgora om aggrecan visar fragment efter molekyldestruktion eller nysyntes. Var hypotes &r att
traning till utmattning ger en inflammation i leden som ger en nedbrytning av strukturella
broskproteiner i ledbrosket.



Studierna av koncentrationen av cytokiner i ledvétska och serum hos hést har forsvarats
eftersom de flesta analyserna & gjorda for méanniska eller rétta/mus. Homologin mellan
species & intetillracklig for att icke-species specifika analyser ska kunna anvandas, darisk for
felaktiga analysvarden & stor (Armstrong & Lee, 2002). Vi har darfor utvecklat bioassays (IL-
6, TNF-alfa) och equine-specifik ELISA (TNF-afa), vilket har tagit langre tid an vi
beréknade. Ett annat problem &r att kliniskt material altid & mycket heterogent, eftersom
héstarnainkommer med halta som funnits under olika lang tid och oftainvolverar fleraleder.
Héastarna har dessutom genomggaitt olika typer av behandlingsregimer under olikalang tid. Vi
har inte haft ekonomiska majligheter att arbeta med experimentella studier designade specifikt
for vara hypoteser, men via samarbete kunnat anvanda material som ingatt i andra studier. Vi
har nu startat ett samarbete med KVL; Kdpenhamn (docent Gottlieb-Vedi) dar vi soker pengar
for egna forsokshastar, en forutsdttning for in vivo studier. Vi har jdva startat in vitro studier,
med odling av broskceller, for att molekylarbiologikst kunna ga vidare med de indikationer vi
visat med dessa tre studier. Cellodling har paborjats av Eva Skioldebrand hos professor
Anders Lindahl, Géteborgs universitet och ska sedan anvandas pa SLU.
Sammanfattningsvis har projektet visat foljande:

1) kopplingen SAA, aggrecan koncentration i ledvatska vid utmattning

2) omstrukturering och inflammation i ledbrosk/ben vid OA

3) osteokondrala benfragmentens uttryck av inflammationsmediatorer.



