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Bakgrund

Ett 6vergripande mal ar att genom 6kad kunskap om patofysiologin vid ledskada hitta tidiga
markorer for inflammation och for de katabola processerna i leden (vid tidig skada), langt
innan morfologiska fordndringar och kliniska symtom upptrider.

Vid ledskada upptréader alltid en inflammation i ndgon fas av processen. Denna kan vara
sekundaér till en destruktiv skada (osteoarthros) eller primér och som resultat ge en destruktion
(osteoarthrit) (Radin, 1995). Nér kliniska symtom med hilta, radiologiska fordndringar med
subkondral benscleros/osteofyter och patologiska fordndringar med broskerosioner och
subkondral nekros, scleros/osteofyter visar sig ér det oftast omdjligt att avgora vad som
orsakade skadan.

For att bittre forsta vad som orsakar kroniska ledskador hos vara tivlings- och ridhdstar maste
vi forstd vad som startar och upprétthéller den inflammatoriska processen. Om vi tidigt kan
fdnga upp en begynnande inflammation med hjilp av inflammationsmarkérer skulle vi kunna
korrelera denna med tdnkbara uppkomstmekanismer for osteoarthros/osteoarthrit (OA).
Eftersom brosket har dalig formaga att ldka &r det ocksa viktigt att uppticka en begynnande
inflammation innan skada uppstar. Om vi far fram markdrer for tidig inflammation kan dessa
relateras till och utnyttjas for tidig behandling, anpassning av trdningsdosen, uppfoljning av
olika behandlingar och konvalescensprogram.

Generellt kan olika stimuli paverka leden till uppbyggnad eller nedbrytning av sina
vidvnadskomponenter. Dessa olika stimuli paverkar broskcellerna i ledbrosket, synoviocyterna
1 ledkapseln och bencellerna i det subkondrala benet, sa att balansen mellan uppbyggande och
nedbrytande processer i brosk och benmatrix rubbas. Resultat kan bli att brosket bryts ned
(broskerosioner) och benet byggs upp (benscleros). Detta ar fallet i1 flera leddestruktiva
sjukdomar sasom OA. Exempel pd mekanisk stimuli som paverkar viavnaden i leden ér
frekvent fysiologiskt tryck, trauma och ofysiologiskt upprepat tryck. Dessa olika stimuli kan 1
sin tur pa ett ej klarlagt sétt aktivera produktionen av katabola cytokiner (interleukin-1, 6 (IL-
1, IL-6), tumornekrosfaktor-o ( TNF-a) och "high mobility group box chromosomal protein-
1” (HMGB-1), tillvaxtfaktorer och adhesionmolekyler (t.ex integriner) som leder till
fysiologiska eller patologiska cellreaktioner. Cellerna kan t.ex borja proliferera och producera
andra cytokiner och inflammationsmediatorer , 6ka sin syntes av extracellulirt matrix och
brosknedbrytande enzymer (olika MMP:s). Cellerna kan migrera eller differentiera till en
annan typ av bindvévscell, och slutligen kan @ven en cellddd ske. De ovan beskrivna stimuli
interagerar och vid OA forekommer en blandning av dessa.

Principiellt startar en inflammation nér ett 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 proteolytiska faktorer.

Tillvéxtfaktorer och cytokiner har pavisats i ledvétska frdn OA — leder. Cytokiner ar 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 bendmningen tillvaxtfaktorer sdsom transforming growth factor beta (TGFB3) och
insulin-like growth factor-1 (IGF-1). Vid OA forekommer bade katabola cytokiner som IL-1,
IL-6 och TNF-alfa, samt anabola tillvaxtfaktorer som TGF- och IGF-1. En nyupptéckt
proinflammatorisk mediator (HMGB-1) har pavisats vid experimentell arthrit hos rétta.
HMGB-1 forkommer normalt i cellernas kérna, men ses i cytoplasma och extracellulért vid
arthrit. Cellerna aktiveras via IL-1 och TNF-a att utsondra HMGB-1, som 1 sin tur stimulerar
syntes av dessa 2 cytokiner.

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

Nér en primdr metabolisk imbalans uppstar i ledbrosket tillfoljd av ett trauma mot
kondrocyten pabdrjas ocksé en kaskad av processer av bade anabol och katabol karaktér.
Nedbrytningen sker framst tillfoljd av frisdttning av olika proteinaser och prostaglandin E fran
kondrocyten, vilket ger en matrix degeneration med olika nedbrytningsprodukter. Dessa
“wear particles” kan 1 sin tur starta en serie av cell-medierade reaktioner, sdsom 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 ocksa reta till en 6kad cell-syntes av prostaglandin E2 och matrix metalloproteinaser
(MMP:s). Inflammationskaskaden ar nu igang.

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

Vid OA hos hést anses en inflammation av synovialmembranet (synovit) och/eller
ledkapseln (kapsulit) ndstan alltid forekomma primaért eller i anslutning till ledskadan
(Mcllwraith , 1996). Det dr dirfor ytterst viktigt att kartligga den inflammatoriska processen
hos hést. OA hos tévlingshidsten ar inte dldersrelaterad, varierar mycket i orsak, utseende och
kliniskt forlopp nir det géller olika leder. Ett forsok till uppdelning av 3 olika typer av OA
hos hést har gjorts, dér typ 1 angivits forekomma tillsammans med synovit och kapsulit i leder
sasom karpus, kotled, hasled och kron- och hovled, typ 2 ses oftast sekundart till en klart
identifierad skada sdsom intra-artikuldra 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 ovédsentliga icke-
progressiva ledbroskerosioner, vilka kan ses i flera olika leder. Oavsett hur man definierar OA
hos hést bor man komma ihag att en inflammation 1 leden, primér eller sekundar, alltid
uppstar 1 nagon grad och form. Vid en traumatisk arthrit hos hist anses den mekaniska delen
med ett 6kat frekvent trauma spela en stor roll tillsammans med den tidiga inflammationen
(synoviten/kapsuliten) dér interleukin-1 (IL-1) foreslds ha en initial roll (Platt —Bayliss, 1994;
Pelletier — Martel-Pelletier, 1989). Aktivitet av IL-1 i serum och ledvétska fran hdstar med
OA pévisades for 10 &r sedan av Alwan och medarbetare (1991). Koncentrationerna av IL-1 i
ledvétska var lika hog vid OA 1 kotled och karpalled hos hést som vid OA 1 knéled hos



méinniska. Vid den tidiga inflammationen i leden anses IL-1 degradera proteoglykaner via
NO, men hos hést stimmer inte detta, dd endast en IL-1 styrd inhibering av proteoglykan
syntesen dr reglerad via NO, men inte degraderingen (Bird et al., 1997).

In vitro férs6k pa kondrocyter fran hést ledbrosk har visat att I1-1- och TNF-a behandling av
cellerna ger en 6kad expression av MMP:s, men inte TIMP, vilket resulterar i en
brosknedbrytning (Richrdson — Dodge, 2000). In vitro studier har dessutom visat att den
anabola effekten som TGF-B3 framkallar, med en 6kning av proteoglykansyntesen i ekvint
ledbrosk, oavsett histens dlder, tyvérr nedregleras av I1-1 (Igbal et al., 2000).

HMGB-1 éar aldrig tidigare undersokt hos hast.

Material och metoder

Material fran tdvlingshdstar som genomgatt diagnostisk artroskopi efter hiltutredning har
anviants. Detta material bestér av ledvétska, serum, ledkapsel och ibland ostekondrala
fragment. Materialet dr insamlat frén Solvallakliniken (docent Gunnar Nilsson) och
Milarkliniken (docent Bengt Roneus).

Material fran friska héstar har ocksa insamlats fran obduktioner vid inst for BVF, SLU.

Det analyserade materialet utgoérs av vivnad fran kotleder och karpalleder fran varmblodiga
travare, Svenskt halvblod och fullblod. Sammanlagt 72 leder fran halta histar och 10 friska
histar har ingétt i tva av studierna (Ley et al., 2007, 2009).

Bioassayer har anvénts for att pavisa biologiskt aktivt cytokin: bioassayn for IL-6 baseras pa

en murin cell linje B9 som dr beroende av IL-6 f6r sin 6verlevnad och for métning

av TNF-a utnyttjar man den cytotoxiska effekten av detta cytokin pd en murin

fibroblastcellinje L929. Genom dessa olika tekniker far man ett kvantitativt matt pa

forekomsten av biologiskt aktivt IL-6 och TNF- a i ledviétska. En bioassay for IL-1, som

bygger pa att cytokinet stimulerar proliferation av en murin T-lymfocyt cell linje D10(N4)M

har ocksa testats, men den gav tyvérr ospecifika resultat.

Aven studier av vdivnaden i leden innefattande undersékning av olika cytokiner (IL-6, HMGB-1) i
ledkapsel och ledbrosk med immunohistokemi har gjorts, bade pa ljusmikroskopisk nivé och
ultrastrukturellt. Detta gors for att identifiera de cytokinproducerande cellerna i leden.

I de senare studierna har vi arbetat med in vitro metoder, innefattande cellodlingar. Dessa ar
utarbetade vid Sahlgrensak sjukhuset i Goteborg under ledning av professor Anders Lindahl, och
har nu under Cecilia Leys ledning dven satts upp vid institutionen for BVF, SLU, 1 Uppsala.
Broskceller fran friska leder har samlats in. Cellerna odlas fran tva olika lokalisationer, utsatta for
olika belastning in vivo, i mellersta karpalleden. Cellsystemet bygger pa pelletsformationer, vilket
ger en kondroidvévnad. Dessa cellkulturer kan stimuleras med olika inflammationscytokiner, och 1
systemet kan vi pa ett kontrollerat sitt se vad som hiander med vidvnaden.

Efter stimulering med IL-1, IL-6 och HMGB-1 undersoks sedan vivnaden pa genexpression av
flera olika strukturproteiner (aggrekan, versikan, kollagen typ I och II, COMP), cytokiner (IL-1, IL-
6 och HMGB-1), enzymer (MMP-9, MMP-13, ADAMTS-5), kondrogen markor (Sox9) och deras
vavnadsinhibitorer (TIMP-1). Vidvnaden studeras ocksa avseende cellmorfologi (ljusmikroskopiskt,
ultrastrukturellt) samt vad géller protein-uttryck (COMP), cytokinférekomst (IL-6, HMGB-1), med
hjalp av immunohistokemi.

Dessa undersokningar kommer att presenteras i manuskriptform i Ceilila Leys avhandling
(disputation 23 april 2009)



Resultat

In vivo studierna visade foljande: I leder med osteokondrala fragment (chip-fragment) i
histens mellersta karpalled var aktiviteten av cytokinet interleukin-6 (IL-6) i ledvétskan
avsevart okad, jamfort med kontroller och leder med OA utan fragmentering. Daremot sags
inga 0kningar av tumor nekros faktor (TNF)—alfa vid OA med eller utan fragmentering 1
leden.

Vidare konstaterades att broskceller i chip-fragmenten producerade IL-6, och i vissa fall
forekom &ven produktion av IL-6 i synovial membranet.

I de osteokondrala fragmenten, samt i ledkapseln frdn dessa leder pavisades ett uttrdde frdn
cellerna av det DNA-bindande proteinet high mobility group box protein-1 (HMGB-1), kénd
for att utanfor cellen stimulera till inflammation.

In vitro studierna visade f6ljande: Vid stimulering av broskceller fran friska karpalleder med
IL-6 och HMGB-1 pévisades en tendens till 6kad broskbildning, men med alders och
individvariation. Ddremot visade det inflammatoriska och osteoartrit-associerade cytokinet
interleukin-1 (IL-1) en nedreglering av gener involverade i broskets uppbyggnad (Sox9,
aggrekan, COMP, kollagen typ II) och uppreglering gener for brosknedbrytande &mnen
(MMP-13, ADAMTS-5).

Vid jamforelse av cytokinernas effekt pa celler som samlats fran pre- (hdg belastning) och
icke predisponerade (1ag belastning) broskskadeomraden sags ett likartat svar. Men i pellet-
pluggarna fran de tva yngre individerna (1 — 2 ar gamla) sdgs en skillnad i det basala
genuttrycket av strukturproteiner mellan pre- och icke predisponerade broskskadeomréden.
Cellerna fran dorsal radial facet (mer belastad in vivo) visade ett genuttryck med hogre
expression av versikan och kollagen typ I, vilket dr mer fibrost 1 sin karaktér, &n cellerna fran
det mindre belastade omradet (palmar kondyl). I den palmara kondylen uttryckte cellerna mer
kondroid karaktir med strukturproteinerna; aggrekan och kollagen typll.

Diskussion

In vivo studier for att battre forsla patofysiologin vid OA hos hart trdnande och tdvlande unga
héstar dr svara att renodla. Tévlingshéstarna har ofta tranats olika och behandlats med flera
olika preparat, vilket alltid forsvarar bedomningen av resultaten.

I vara in vivo studier har vi sett tendenser som klart visar att den inflammatoriska processen
varierar vid olika typer av ledpatologi. De osteokondrala fragmenten, som ofta opereras bort,
forefaller vara en killa for cytokinaktivitet och dirmed en del i upprétthallandet av
inflammationen.

For att renodla de olika cytokinernas inverkan pd broskcellerna har vi valt att borja arbeta med
in vitro system. Detta ger en tydligare bild av vad de olika cytokinerna har for roll i processen.
Vi har visat att IL-1beta stimulerar brosk cellerna till inflammation och katabol meatbolism,
men att IL-6 och HMGB-1 forefaller ha en kondrogen inverkan. Upptéckten av HMGB-1 1
bade ledkapsel och fragment i equine OA ar mycket intressant och antydan till att en
translocering av proteinet verkligen sker i kondrocyterna, bor f6ljas upp med fortsatta in vivo
och in vitro forsok.

Milet med underdkningarna &r att hitta biomarkorer for tidig ledskada och inflammation hos
tavlingshdsten. Specifika fragment av broskprotein eller cytokiner som kan analyseras i
ledvétska eller serum skulle kunna anvindas vid diagnostik och utvérdering av
behandlingsregimer.
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