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Sammanfattning

Osteoartrit & en vanlig ledsjukdom hos h&st och drabbar alla ledens vévnader. Synovial
inflammation (synovit) ses ofta i samband med osteoartrit hos hast. Humanstudier har visat att
synovitgraden varierar inom leden, men trots detta finns det brister i hur val provtagningsstéllet
anges i studier som tittar pa synovialmembranet. Syftet med detta examensarbete var att bedéma om
provtagningsstéllet paverkar den histologiska bedémningen av synovitgraden hos hast. Dessutom
undersoktes om man riskerar att 6ver- eller underskatta synovitgraden vid provtagning pa andra
stallen &n dorsalt pa ledkapseln.

For den histologiska bedomningen samlades material fran en kotled och en carpalled fran 10
hastar. Tre prover fran varje led bedomdes enligt OARSIs (Osteoarthritis Research Society
International) histologiska graderingssystem for synoviopatier. Dérefter jamfordes de dorsala
proverna fran varje led med de mediala och laterala proverna fran samma led.

Denna studie visar att den histologiska bedémningen av synovitgraden hos hast paverkas av
provtagningsstéllet. Exempelvis var totalpodngen lagre for synovitgraden vid provtagning pa andra
stdllen &n dorsalt i kotleden. Dessutom sdgs en skillnad i totalpodngen for synovitgraden mellan
prover som tagits dorsalt respektive medialt eller lateralt i carpus. Daremot kunde ingen skillnad
pavisas mellan de laterala och mediala proverna. Eftersom det histologiska utseendet pa synovial-
membranet skiljer sig mellan olika provtagningsstéllen finns det en risk for att &ven andra
parametrar, sasom mangden inflammatoriska celler eller cytokiner, varierar inom leden. Ytterligare
studier behdvs for att utreda betydelsen av variationen i synovitgrad som sags inom leden. Dessutom
bor provtagningsstallet alltid anges i studier av ledkapseln.

Nyckelord: osteoartrit, synovit, histologisk bedémning



Abstract

Osteoarthritis is a common joint disease in horses and affects all the tissues of the joint.
Inflammation of the synovial membrane (synovitis) is commonly seen in horses with osteoarthritis.
Human studies have shown that the synovitis score differs within the joint. Despite this, many
studies fail to specify where in the joint capsule the samples have been obtained. This study describes
the effect of sampling site on the histological synovitis scoring in horses. Furthermore, this study
investigates if the synovitis score is over- or underestimated when the sample is obtained medially
or laterally, instead of dorsally in the joint capsule.

Samples for the histological assessment were collected from 10 horses. The joint capsules of one
metacarpophalangeal joint and one intercarpal joint were sampled from each horse. Three samples
from each joint were assessed with OARSIs (Osteoarthritis Research Society International)
histological grading system for synoviopathies. The dorsal samples were then compared to the
medial and lateral samples from the same joint.

The results of this study show that the histological assessment of the synovitis score in horses is
dependent on the sampling site. As an example the total score for synovitis was lower when the
sample was obtained medially or laterally instead of dorsally in the metacarpophalangeal joint. The
total score of the medial and the lateral samples also differed from the dorsal sample in the carpal
joint. However, no statistically significant differences were detected between the lateral and medial
samples. The variation in the synovitis score within the joint may indicate that other parameters,
such as the amount of inflammatory cells or cytokines also vary. Further studies are needed to shed
light on the impact of the variation in the synovitis score within the joint. Information on synovial
membrane sampling site should always be included in the materials and methods.

Keywords: osteoarthritis, synovitis, histological assessment
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1. Introduktion

Osteoartrit ar en vanlig ledsjukdom hos hast (Mcllwraith 2011) och k&nnetecknas
kliniskt av bland annat hélta och stelhet (Caron 2011). Osteoartrit drabbar hela
leden. Patologiska forandringar kan bland annat ses i ledbrosket, i det subchondrala
benet samt i synovialmembranet (Scanzello & Goldring 2012). Inflammation i
synovialmembranet eller synovit ses ofta i samband med osteoartrit hos hést (Ley
et al. 2009).

Flera humana studier gjorda pa knéleder har visat att synovitgraden varierar
inom leden. | en histologisk studie utford pa patienter med olika ledsjukdomar
pavisades mest inflammatoriska forandringar i omraden nara ledbrosket i knaleden
(Lindblad & Hedfors 1985). Roemer et al. (2010) konstaterade i sin tur att
osteoartritrelaterad synovit i knaleden oftast patraffas i omradet kranialt om det
framre korsbandet och suprapatellart. En annan humanstudie visade att de storsta
histologiska variationerna i synoviten sags i omradet for den infrapatellara
fettkudden (Mussaway et al. 2022).

Trots denna variation i synovitgraden inom leden finns det brister i hur noggrant
provtagningsstéllet anges i synovialmembranstudier gjorda pa hast. Exempelvis
finns det studier som inte anger nagot specifikt provtagningsstélle (Kamm et al.
2010; Agreste et al. 2021). | en annan studie angavs enbart att biopsierna fran
synovialmembranet tagits i narheten av brosklesioner eller i omraden som oftast ar
drabbade vid osteoartrit (Menarim et al. 2020).

Syftet med detta examensarbete var att vidare utreda om provtagningsstéllet har
betydelse for den histologiska beddmningen av synovitgraden hos hast. Dessutom
stravar arbetet efter att kartldgga om man riskerar att under- eller Gverskatta
synovitgraden vid provtagning pa andra stallen dn dorsalt i leden. Den histologiska
beddmningen utfordes enligt OARSIs riktlinjer for gradering av synoviopatier
(Mcllwraith et al. 2010).



2. Litteraturoversikt

2.1 Synovialmembranets normala uppbyggnad och
funktion

Synovialleder ar en ledtyp som ofta tilldter en betydande méngd rérelse mellan
narliggande ben. Benandarna i synovialleder &r tackta av hyalint brosk, bestdende
till stérsta delen av ett proteoglykan- och kollagenrikt extracellulart matrix. Matrix
produceras av chondrocyter i brosket. Ledbrosket ar avaskulart och saknar nerver.
Synovialleder omges av en ledkapsel, och halrummet mellan benéndarna fylls ut av
en liten mangd ledvatska. Ledkapselns yttre lager bestar av fibros vavnad, som
begransar ledens rorlighet och stabiliserar leden tillsammans med senor och
ligament. Ledkapselns inre lager utgors av ett synovialmembran. (Craig et al. 2016)

Synovialmembranet utlinjerar insidan av ledhalan, utom det viktbarande led-
brosket, och aterfinns aven pa insidan av senskidor och bursor. Synovialmembranet
bildar villi, som &r svara att urskilja makroskopiskt i den friska leden. Histologiskt
bestar membranet av tva lager, intiman och subintiman. Subintiman byggs upp av
lucker bindvav samt fettvavnad och &vergar i ledkapselns fibrosa yttre del.
Subintiman innehaller aven rikligt med blod- och lymfkarl samt nerver. Intiman
bestar i sin tur av 1-3 lager av synoviocyter. Dessa celler har ett mesenkymalt
ursprung och darmed saknas ett basalmembran mellan intiman och subintiman.
Synoviocyterna har en varierande morfologi och delas in i typ A och typ B
synoviocyter. Typ A synoviocyterna ar makrofagliknande celler med ursprung fran
benmargen, medan typ B synoviocyterna i sin tur liknar fibroblaster. (Craig et al.
2016)

Synovialmembranet fungerar som ett semipermeabelt membran som uppratt-
haller kompositionen av ledvatskan (Scanzello & Goldring 2012; Craig et al. 2016).
Det avaskuldra ledbrosket &r beroende av synovialmembranet samt av det
subchondrala benet for naringstillfoérsel och avldgsnande av restprodukter
(Scanzello & Goldring 2012). Mindre molekyler kan fritt passera genom
synovialmembranet och kan darfor vid behov avlagsnas fran ledvétskan via
lymfkarl och kapillarer (Craig et al. 2016). De tva olika typerna av synoviocyter
har olika uppgifter. De makrofagliknande typ A synoviocyterna kan fagocytera de

10



storre partiklar som inte fritt kan diffundera. Typ B synoviocyterna som &r
fibroblastliknande producerar i sin tur viktiga matrix- och ledvatskekomponenter
(Craig et al. 2016). Exempel pa ledvatskekomponenter som produceras av celler i
intiman dr hyaluronsyra och glykoproteinet lubricin. Dessa molekyler minskar
friktion mellan ledytorna, och darutéver minskar lubricin patologisk deponering av
proteiner pa ledytan (Scanzello & Goldring 2012).

2.2 Synovialmembranet och osteoartrit

Osteoartrit &r en degenerativ ledsjukdom som kannetecknas av bland annat ned-
brytning av ledbrosk och bildandet av osteofyter (Han et al. 2020). Tidigare har
sjukdomen betraktats som en icke-inflammatorisk degenerativ ledsjukdom, men nu
anses en laggradig inflammation spela en roll i patogenesen (Griffin & Scanzello
2019). Aven om patogenesen inte ar fullt klarlagd anses synovit vara en viktig del
av sjukdomen (Han et al. 2020).

2.2.1 Synovialmembranets histologi vid osteoartrit

En humanstudie undersokte synovialmembranets histologiska utseende vid olika
stadier av osteoartrit och beskrev férdndringarna som hyperplastiska, inflamma-
toriska, fibrotiska eller detritus-rika synoviopatier (Oehler et al. 2002). Det
hyperplastiska synovialmembranet ké&nnetecknas av hyperplasi av villi och
synoviocyter. Hyperplasi ses som den enda strukturella forandringen vid tidiga
stadier av osteoartrit, men senare i sjukdomsforloppet ses hyperplasi i kombination
med andra forandringar i synovialmembranet, till exempel fibros. Darutéver kan en
mild till mattlig infiltration av lymfocyter ses; sa val plasmaceller som T- och B-
celler. Dessutom kan en 0kad mangd typ A synoviocyter med fagocyterande
formaga ses i intiman (Oehler et al. 2002). Forfattarna i studien beskrev ocksa en
detritus-rik synoviopati som ké&nnetecknas av ben- och broskdebri samt en
infiltration av neutrofiler och multinukleéra jatteceller. Synoviten vid osteoartrit &r
aven forknippad med en 6kad angiogenes i synovialmembranet (Walsh et al. 2007).

2.2.2 Synovialmembranets komplexa roll i osteoartrit-
patogenesen

| foljande avsnitt beskrivs synovialmembranets komplexa roll i osteoartritprocessen
utifran de celltyper och mediatorer som pavisats i studier gjorda pa hastleder. Denna
data stods av studier gjorda bade i musmodeller samt humanstudier. Daremot finns
det en stor variation i hur noggrant provtagningsstallet pa synovialmembranet anges
I de haststudier som presenteras nedan. Tre av studierna anger inget specifikt
provtagningsstalle (Kamm et al. 2010; Lee et al. 2013; Agreste et al. 2021), medan
Menarim et al. (2020) anger att proverna fran synovialmembranet tagits i narheten
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av brosklesioner. Endast en av studierna definierar provtagningsstéllet med hjalp
av provernas relation till olika benutskott pa forsta falangen (McCoy et al. 2020).

De synoviala makrofagernas betydelse for osteoartrit har demonstrerats i flera
studier. En studie gjord pa hastar visade pa ett synbart okat uttryck av
proinflammatoriska M1-makrofager samt ett signifikant dkat uttryck av samtliga
mogna makrofager i synovialmembranet vid osteoartrit (Menarim et al. 2020).
Forfattarna i studien menar dock att dessa makrofager sannolikt inte ar av strikt
anti- eller proinflammatorisk typ. Istéllet indikerar resultaten att makrofagerna i
synovialmembranet ar i ett stadie av hybridaktivering, det vill sdga att makro-
fagerna verkar bade anti- och proinflammatoriskt. Darutéver har en tidigare studie
gjord pa moss visat pa att makrofager i synovialmembranet sannolikt bidrar till
utvecklingen av tidiga broskskador vid osteoartrit genom en produktion av matrix
metalloproteinaser (Blom et al. 2007). | en liknande studie sdg man att franvaro av
makrofager i synovialmembranet signifikant minskade osteofytbildningen. For-
fattarna kunde dven visa pa att makrofagerna paverkade mangden fibros och
inflammatoriska celler i synovialmembranet (Blom et al. 2004).

Studier har aven visat pa ett okat uttryck av proinflammatoriska cytokiner samt
katabola enzymer i synovialmembranet vid osteoartrit. | en studie som tittade pa
genuttrycket i synovialmembranet vid osteoartrit hos hast fann forfattarna ett
synbart Okat genuttryck for interleukin-18 (IL-1B) och ett signifikant okat
genuttryck for tumor nekros faktor-o. (TNF-a)) (Kamm et al. 2010). Dessutom har
en humanstudie visat pa en 6kad méangd celler som producerar bade TNF-a och IL-
1B i synovialmembranet under tidig osteoartrit (Benito et al. 2005). Dessa tva
proinflammatoriska cytokiner bidrar bland annat till nedbrytningen av ledbrosk vid
osteoartrit (Wojdasiewicz et al. 2014). Exempelvis kan TNF-a och IL-1f inducera
chondrocyternas syntes av matrixnedbrytande enzymer samt hamma deras
produktion av matrixkomponenter. TNF-a. och IL-1p har dessutom ofta en
synergistisk effekt vid osteoartrit (Wojdasiewicz et al. 2014).

De ovannadmnda proinflammatoriska cytokinerna TNF-o och IL-B kan stimulera
chondrocyternas produktion av bland annat de matrixnedbrytande enzymerna
matrix metalloproteinas-13 (MMP-13) och aggrekanaset ADAMTS-4 (Wojda-
siewicz et al. 2014). En studie gjord pa hastleder visade pa ett synbart Okat
genuttryck av ADAMTS-4 samt ett signifikant 6kat genuttryck av MMP-13 i
synovialmembranet vid osteoartrit (Kamm et al. 2010). Dessutom beskrev
forfattarna ett signifikant 6kat genuttryck av ADAMTS-5. MMP-13 klyver bland
annat kollagen typ 11 vilket leder till brosklesioner (Hu & Ecker 2021). Aggre-
kanaserna ADAMTS-4 och ADAMTS-5 bryter ner broskmatrix-komponenten
aggrekan vid osteoartrit (Malfait et al. 2002) och en studie gjord pa knock-out moss
har visat att dessa enzymer paverkar progressionen av osteoartrit (Majumdar et al.
2007).
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Synovialmembranet har dock inte enbart en katabol inverkan pa vavnader i leden
vid osteoartrit. Synovialmembranet kan paverka ledbrosket bade negativt och
positivt, da synoviocyterna genom en nedreglering av katabola enzymer kan ha en
skyddande effekt pa skadat ledbrosk (Lee et al. 2013). Dessutom kan
synovialmembranet under tidig osteoartrit framja lakning och uppréatthallande av
homeostas (McCoy et al. 2020). En av mediatorerna som tros ha en anti-
inflammatorisk och broskskyddande effekt vid osteoartrit ar interleukin-10 (I1L-10)
(Wojdasiewicz et al. 2014). Analyser gjorda pa férekomsten av denna cytokin i
hastleder har dock visat motséagelsefulla resultat. En studie visade pa ett minskat
uttryck av 1L-10 i synovialmembranet (Agreste et al. 2021), medan en annan visade
pa ett Okat uttryck av IL-10 (Menarim et al. 2020). Daremot visade bada
ovannamnda studier pa en minskad mangd IL-10 i ledvatskan. Den sénkta IL-10
koncentrationen i ledvatskan kan tyda pa att de mekanismer som ska motverka
vavnadsskador i leden ar 6vervaldigade vid osteoartrit (Menarim et al. 2020).

2.2.3 Synovialmembranets koppling till symptomen

Humanstudier gjorda pa knéleden har pavisat kopplingen mellan synovit och de
symptom som uppstar vid osteoartrit. En studie som anvande kontrast magnet-
resonanstomografi (CE-MRI) for att bedéma graden synovit visade att en 6kning i
graden av synovit var associerad med en forsdmring av knéledens funktion (Yang
et al. 2021). Sambandet styrks av en tidigare studie, som lyfte fram att en mattligt
till kraftig synovit ledde till upp till 40 % forsamring i knéledens funktion (Sowers
et al. 2011). Dessutom har flera studier kunnat pavisa ett samband mellan synovit
och ledsmarta. Med hjalp av CE-MRI har en stark koppling mellan smaérta och
synovit pavisats och detta samband kunde ses till och med innan radiologiska
tecken pa osteoartrit (Baker et al. 2010). Yang et al. (2021) visade i sin tur att
graden av smarta Okar tillsammans med graden av synovit. | samma studie lyfte
forfattarna fram ett samband mellan sméarta och synovit medialt i omradet runt
menisken. Det vill sdga smartan var kopplad till ett visst omrade i leden.

| en studie som tittade pa hastleder fran slakterier sags en koppling mellan
innerveringen av synovialmembranets ytliga lager och graden av makroskopiska
forandringar relaterade till osteoartrit (Pujol et al. 2018). Innerveringen minskade
med 6kad broskdegeneration. | en annan studie som undersdkte ménniskoleder med
osteoartrit sags att antalet nervfiber i synovialmembranets ytliga lager var negativt
korrelerat till synovitgraden, det vill sdga att antalet nervfibrer minskade med 6kad
synovitgrad (Eitner et al. 2013). Studien anvande dock friska rattor och far som
kontroller for manniskor med osteoartrit, vilket kan forsvara tolkningen av
resultaten. | motsats till de tva ovanndamnda studierna visade en tidigare human-
studie en 6kad méngd nervfibrer i synovialmembranet hos patienter med sméartsam
osteoartrit (Saxler et al. 2007). Trots de motsagelsefulla resultaten menar bade
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Saxler et al. (2007) och Pujol et al. (2018) att forandringarna i innerveringen av
synovialmembranet indikerar synovialmembranets roll i smértan vid osteoartrit.
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3. Material och metoder

| denna studie analyserades histologiska snitt av synovialmembran fran hastleder.
Proverna togs fran 10 hastar som obducerades pa SLU under varen 2022.
Inklusionskriterierna for hastarna var att de skulle vara minst ett ar gamla samt att
avlivningen hade skett mindre &n 12 timmar innan provtagningen. Daremot beakta-
des inte hastarnas avlivningsorsak eller underliggande sjukdomstillstand. Proverna
togs fran en kotled och en intercarpalled pa ett framben. Vilket framben som
provtogs var slumpmassigt. Ledbrosket beddmdes makroskopiskt innan prov-
tagning och en notering gjordes om slipfaror eller andra lesioner sags i ledbrosket
eller om ledvatskan var okulart forandrad. Baserat pa den makroskopiska
beddmningen klassades lederna som en led med forandringar eller en led utan
forandringar. Darefter togs tre prover fran varje led. Ett prov togs centralt fran
dorsalsidan av ledkapseln och de tva andra proverna togs 1-2 centimeter lateralt
respektive medialt fran forsta provtagningsstallet. Det vill sdga det dorsala provet
fran kotleden togs i hojd med styrlisten pa distala metacarpalbenet medan
motsvarande prov i intercarpalleden togs mitt dver intercarpalbenet C3 (figur 1).
Proverna sattes fast med nalar pa ett korkunderlag for att undvika en samman-
dragning av materialet och fixerades i 10 % buffrad formalinlésning i cirka 48
timmar. Ledkapselproverna snittades efter inbaddning i paraffin till en tjocklek av
4 um och fargades med hematoxylin och eosin (HE).

Figur 1. Provtagningsstélle for det dorsala provet i kotleden (vénster) respektive carpalleden
(hoger). Proximalt p& benet ar uppat i bilden. Fotografier tagna av Matleena Rahkonen.
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Tabell 1. Histopatologisk beddmning av synovialmembranet (Mcllwraith et al. 2010)

Beddmningspunkt Poéng

Beskrivning

Cellinfiltration 0
1
2

Vaskularitet 0

o

Intimal hyperplasi

Subintimalt 6dem

Subintimal fibros

A WO N PP O B W DN P+, O

Inga mononukleéra celler i snittet
Enstaka sma omraden av mononukleéra celler i snittet

Lindrig foérekomst av mononukledra celler i 25 % av
snittet

Mattlig forekomst av mononukleéra celler i upp till 50
% av snittet

Kraftig férekomst av mononukleéra celler i mer an 50
% av snittet

Normal

Mycket lindrig 6kning av antalet karl i fokala omraden
i snittet

Lindrig 0kning av antalet och dilatationen av kérl i
fokala omraden i snittet

Mattlig 6kning av antalet och dilatationen av karl i upp
till 50 % av snittet

Kraftig 6kning av antalet och dilatationen av kérl i mer
an 50 % av snittet

Ingen hyperplasi
Villi med 2-4 rader av celler i intiman i snittet

Villi med 4-5 rader av celler i intiman i 25-50 % av
snittet

Villi med 4-5 rader av celler i intiman i mer an 50 % av
snittet

Villi med 5 eller fler rader av celler i intiman i mer &n
50 % av snittet

Inget 6dem

Mycket lindrigt 6dem i snittet

Lindrigt 6dem i 25 % av snittet

Mattligt 6dem i 25-50 % av snittet

Kraftigt 6dem i mer an 50 % av snittet
Normal

Mycket lindrigt 6kad fibros i snittet
Lindrigt 6kad fibros i 25 % av snittet
Mattligt 6kad fibros i 25-50 % av snittet
Kraftigt 6kad fibros i mer &n 50 % av snittet

Den mikroskopiska bedémningen av synovialmembranet utfordes enligt OARSIs
(Osteoarthritis Research Society International) histologiska graderingssystem for

16



synoviopatier (Mcllwraith et al. 2010). Detta graderingssystem valdes for att det ar
utformat for bedémning av preparat fran hast, samt for att resultaten skulle vara
jamforbara med en tidigare studie (Kendall et al. 2022). Preparaten graderades med
avseende pa infiltration av inflammatoriska celler i synovialmembranet och intimal
hyperplasi. Darutéver graderades &ven subintimalt ddem, fibros samt vaskularitet.
Bedomningen utfordes blindat sa att bedémaren inte var medveten om vare sig
vilken individ eller vilken lokalisation provet tagits ifran. Graderingarna utférdes
enligt tabell 1. Initialt hade totalt fyra preparat, tre snitt fran kotor samt ett snitt fran
carpus, for lite material for att kunna bedomas. Dessa prover baddades och snittades
om. Dérefter graderades duplikatsnitten fran varje omrade tillsammans for att fa en
Okad méngd material att bedéma. Snitten gavs sedan en gemensam poang for varje
beddmningspunkt.

3.1 Statistik

| de statistiska analyserna anvandes resultaten fran de dorsala proverna som en
referenspunkt mot vilka de laterala och mediala resultaten jamfordes. Detta
uppnaddes genom att berékna differenserna mellan den dorsala och den laterala
respektive mediala totalpodngen inom samma led. Dessutom beréknades
differenserna mellan dorsala och laterala samt dorsala och mediala delpoangen for
varje beddmningspunkt inom samma led. Darutdver berdknades &ven de absoluta
differenserna for samtliga punkter. For att beddma om de reella och absoluta
differenserna var signifikanta anvandes en mixed modell. Analysen utférdes med
statistikprogrammet JMP Pro 16. Samtliga differenser antogs vara normalfordelade
och darfor bedomdes anvéndning av en parametrisk metod lamplig. | modellen
angavs hdst som “random effect” och de laterala och mediala differenserna
analyserades tillsammans, det vill sdga skillnaden mellan dorsal och all annan”
provtagning jamfordes. Darutéver jamfordes de laterala och mediala reella
differenserna med varandra med ett t-test i programmet GraphPad Prism 9. Detta
gjordes for att se om det fanns signifikanta skillnader mellan sidorna. En signifi-
kansniva pa 0,05 anvéndes for samtliga analyser.
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4. Resultat

| denna studie analyserades histologiska snitt fran 10 hastar. Hastarna var mellan 1
och 24 ar gamla (medelaldern 11 ar). Raser som ingick i studien var islandshast (3),
varmblodstravare (2), kallblodstravare (1), New Forest (1), irlandsk import (1) samt
korsningshast (1). Tva leder fran varje hast provtogs. Lederna delades in i leder
med eller utan forandringar pa basen av makroskopiska forandringar i ledbrosket
och ledvatskans utseende. Sammanlagt sags makroskopiska forandringar i fem
kotleder och i tre carpalleder. Information om makroskopiska fordndringar i en av
carpallederna noterades ej och saknas darfor. Férdelningen mellan leder med eller
utan forandringar samt radata fran den histologiska graderingen presenteras i bilaga
1.

4.1 Skillnad mellan de laterala och mediala reella
differenserna

T-testerna dar de laterala och mediala reella differenserna jamfordes med varandra
pavisade inga signifikanta skillnader mellan sidorna (figur 2).
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Figur 2. De laterala och mediala differenserna i totalpoangerna i kota samt carpus.
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4.2 Skillnader i de reella och absoluta differenserna

4.2.1 Kotled

Da inga signifikanta skillnader kunde pavisas mellan de laterala och mediala
differenserna, jamfordes de mediala och laterala proven tillsammans mot de
dorsala. Analyserna av de reella differenserna i kotleden visade pa en signifikant
skillnad i totalpo&ngen och i beddmningen av fibros. Medelvardet for de reella
differenserna i totalpoéngen i kotleden var 2 (95 % CI 0,44-3,56; p=0,0178). Det
vill s&ga i snitt var totalpodngen for synovitgraden i kotleden 2 enheter lagre om
provet togs lateralt eller medialt istéllet for dorsalt. Aven graden fibros var lagre
vid provtagning lateralt eller medialt, med ett medelvarde pa 0,55 (95 % CI 0,12—
0,98; p=0,0174) for reella differenserna i fibros. Dessutom visade analyserna av de
absoluta differenserna i kotleden att bedémningarna for samtliga beddmnings-
punkter skilde sig mellan de dorsala respektive laterala och mediala proverna.
Exempelvis skilde uppskattningen av totalpodngen for synovitgraden sig i
genomsnitt med 2,7 enheter (95 % CI 1,66-3,74; p=0,0002) mellan de dorsala
respektive mediala och laterala proverna. Resultaten fran kotleden presenteras i
tabell 2 samt figur 3 nedan.

Kota Carpus

Absolut differens
Absolut differens

Figur 3. Medelvarden for de absoluta differenserna i kotleden samt carpalleden. Error bar anger
standardavvikelsen. *Statistiskt signifikanta differenser.
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Tabell 2. Resultat kotled, *Statistiskt signifikanta differenser

Bedomningspunkt  pMedelvarde Konfidensintervall ~ p-vérde
differens 95 %

Reella differensen o 0,44-3,56 0,0178*

totalpoéng

Reella differensen (4 —-0,25-1,05 0,1965

cellinfiltration

Reella differensen (4 —-0,39-1,19 0,2800

vaskularitet

Reella differensen 0,05 —0,52-0,62 0,8473

hyperplasi

Reella differensen g g -0,07-1,27 0,0735

0dem

Reella differensen (55 0,12-0,98 0,0174*

fibros

Absoluta 2,7 1,66-3,74 0,0002*

differensen

totalpoéng

Absoluta 0,7 0,22-1,18 0,0095*

differensen

cellinfiltration

Absoluta 1 0,55-1,45 0,0007*

differensen

vaskularitet

Absoluta 0,65 0,36-0,94 0,0007*

differensen

hyperplasi

Absoluta 0,9 0,46-1,34 0,0012*

differensen 6dem

Absoluta 0,85 0,61-1,09 <0,0001*
differensen fibros

4.2.2 Carpus

Inga signifikanta skillnader kunde pavisas for de reella differenserna i carpus.
Daremot visade analyserna pa signifikanta skillnader i de absoluta differenserna pa
samtliga bedémningspunkter utom cellinfiltration. Exempelvis skilde uppskatt-
ningen av totalpodngen for synovitgraden sig i carpus i genomsnitt med 1,3 enheter
(95 % CI 0,56-2,03; p=0,0032) mellan de dorsala respektive laterala samt mediala
proverna. Resultaten fran carpus presenteras i tabell 3 samt figur 3.
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Tabell 3. Resultat carpus, *Statistiskt signifikanta differenser

Beddmningspunkt  Medelvirde Konfidensintervall ~ p-vérde
differens 95 %

Reella differensen g —-0,67-1,67 0,3582

totalpoéng

Reella differensen 0,2 ~0,15-0,55 0,2229

cellinfiltration

Reella differensen  _ 0,2 ~0,74-0,34 0,4226

vaskularitet

Reella differensen 0,05 ~0,41-0,51 0,8114

hyperplasi

Reella differensen 0,15 ~0,33-0,63 0,4961

0dem

Reella differensen ¢ 35 -0,13-0,83 0,1323

fibros

Absoluta 1,3 0,56-2,04 0,0032*

differensen

totalpoéng

Absoluta 0,3 —0,002-0,60 0,0510

differensen

cellinfiltration

Absoluta 0,5 0,09-0,91 0,0229*

differensen

vaskularitet

Absoluta 0,45 0,14-0,76 0,0100*

differensen

hyperplasi

Absoluta 0,55 0,29-0,81 0,0011*

differensen 6dem

Absoluta 0,55 0,19-0,91 0,0067*

differensen fibros
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5. Diskussion

Syftet med detta examensarbete var att utreda om provtagningsstallet paverkar den
histologiska bedémningen av synovitgraden i héstleder. Dessutom klarlades i
vilken riktning bedémningen paverkades, det vill sdga om poéngsattningen blev
hogre eller lagre, om provet togs pa andra stallen an dorsalt i ledkapseln.

Tidigare humanstudier har visat pa en variation i synovitgraden i knaleden
beroende pa var i leden bedomningen sker (Roemer et al. 2010; Mussawy et al.
2022). Resultaten i detta arbete dverensstimmer med dessa studier och pavisar en
intraartikular variation i den histologiska synovitgraden bade i kotled och i
carpalled hos hast. Nar tre olika provtagningsstallen jamfordes sags de storsta
variationerna i den sammanréaknade totalpoangen i bade kota och carpus. Exempel-
vis visar resultaten att totalpoangen for synovitgraden var i genomsnitt 2 enheter
lagre vid provtagning pa andra stallen dn dorsalt i kotleden. Dessutom kunde en
variation mellan de enskilda bedémningspunkterna, exempelvis méngden fibros,
ses nar de mediala och laterala proverna jamférdes med de dorsala.

Orsaken till denna variation i synovitgraden &r oklar. Lokala skador i omgivande
vavnader eller eventuella skillnader i cell- eller matrixkompositionen kan paverka
uppkomsten av synovit, men dessutom kan biomekaniska krafter i leden spela en
roll (Scanzello & Goldring 2012). Ledens rérelsemonster paverkar sannolikt de
biomekaniska krafter som ledkapseln utsétts for i olika delar av leden. Detta lar
aven ha en inverkan pa synovialmembranets struktur. Exempelvis har hastens kota
och carpus en begransad lateromedial rorlighet. Darmed &r ledkapseln troligen mera
fibroés medialt och lateralt for att stabilisera leden tillsammans med olika ligament.
Dessutom visar resultaten i detta arbete att totalpodngen for synovitgraden ar som
hogst vid bedomning dorsalt i kotleden, men ett liknande samband kunde inte visas
for carpalleden. Aven denna skillnad kan kanske forklaras av ledernas rorelse-
monster, da kotan utsétts for bade flexion och extension medan carpus framst utsatts
for flexion. Detta betyder att de dorsala delarna av ledkapseln i kotan utsétts for
bade uttanjning och kompression under ledens normala rérelser, medan de dorsala
delarna av ledkapseln i carpus framst utsatts for en uttanjning.

Ursprungligen var en av fragestéllningarna i detta arbete om provtagningsstallet
kan paverka om en led klassas som frisk eller sjuk. Darfor bedomdes samtliga leder
som ingick i studien pa basen av makroskopiska forandringar i ledbrosket. For att
korrekt kunna klassa en led som frisk eller sjuk kravs dock mer information.
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Lederna bedémdes exempelvis inte pa basen av makroskopiska forandringar i
synovialmembranet. Dessutom var information gallande héstarnas ledhalsa innan
avlivning bristande. Hastarna som ingick i studien bedémdes inte i rorelse innan
avlivning, vilket leder till att information om haltor saknades. Daremot avlivades
ingen av héstarna pa grund av héltproblematik. Sammantaget ledde den bristande
informationen till att lederna inte kunde delas in i friska och sjuka grupper med
tillrackligt stor sakerhet och darmed kan den ovannamnda fragestallningen inte
besvaras i denna studie.

Kendall et al. (2022) visade pa att det fanns en signifikant skillnad i totalpoangen
for den histologiska synovitgraden mellan friska och sjuka hastleder. De friska
lederna i studien hade en totalpodng under fem, medan de leder som bedémdes ha
osteoartrit hade en totalpodng dver fem. A andra sidan visar resultaten i detta
examensarbete att totalpodngen for synovitgraden kan variera i genomsnitt 2,7
enheter i kotan eller 1,3 enheter i carpus beroende pa var i leden provet tagits. Detta
kan antyda att det finns en risk for felklassning av leder som friska eller sjuka, om
den histologiska bedémningen av synovialmembranet anvands som enda parameter
for klassificeringen. For att vidare utreda provtagningsstéllets betydelse for bedém-
ningen av ledhélsan krévs fler studier.

En av utmaningarna i detta arbete var att synoviocyterna i intiman var svara att
bedéma. | manga av preparaten sags ett lager av tunna, spolformade celler som
utlinjerade villi, istéllet for de kubiska eller cylindriska synoviocyterna som
beskrevs av Oehler et al. (2002). Dessa tunna celler bedémdes dock vara synovio-
cyter baserat pa deras lokalisation. Eftersom dessa celler endast bildade ett enkelt
lager bedomdes det inte foreligga nagon hyperplasi av intiman, baserat pa det
graderingssystem som anvants i detta arbete (Mcllwraith et al. 2010). Dessutom
fanns det stallvis omraden dar synovialmembranet saknade utlinjerande celler mot
ledhalan, vilket skulle kunna tillskrivas en postmortal avlossning av intiman. Den
ovan beskrivna morfologin sags bade i preparat med hdga och i preparat med laga
totalpodng for synovitgraden.

| en studie av Agreste et al. (2021) har dock ett likartat utseende beskrivits. |
denna studie togs biopsierna via artroskopi pa levande héstar. Agreste et al. (2021)
menar att synovialmembranet fran hastarna med osteoartrit uppvisade en langt
gangen degeneration som ledde till en morfologisk forandring hos synoviocyterna.
Forfattarna beskriver att vissa preparat inneholl endast fa synoviocyter och att dessa
celler inte 1ag organiserade i lager. Synoviocyterna hade ett tillplattat utseende som
paminde om mogna fibrocyter och stallvis forsvann cellerna helt och hallet.
Eftersom denna typ av morfologiska fordndringar inte fanns med i graderingen som
anvandes i detta examensarbete ar det inte ndgot som tagits hansyn till. Det skulle
dock kunna betyda att de forandringar som sags i intiman egentligen representerade
en mer avancerad degeneration av synovialmembranet. Oberoende om utseendet i
intiman orsakats av en postmortal forandring eller en langtgangen sjukdomsprocess
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finns det en risk for att utseendet av synoviocyterna ledde till en felskattning av den
egentliga synovitgraden. Darmed skulle det vara fordelaktigt med vidare studier om
hur reaktionen i intiman forandras 6ver tid och att graderingen av intimal hyperplasi
vid synovit revideras vid behov.

Det finns aven en risk att resultaten i detta arbete skulle kunna ha paverkats av
att de histologiska bedomningar som gjordes forandrades under arbetets gang. For
att minimera risken for bias i bedémningen, graderades ett antal snitt av en annan
bedémare (ST) och dessa resultat jamfordes med tidigare resultat. En avvikelse pa
en enhet mellan bedomare tolererades per beddmningspunkt. Dessutom graderades
en del preparat tva ganger for att se att bedémningarna inte férandrats under arbetets
gang. Samtliga snitt var kodade och identiteten var okand for bedémaren, for att
forhindra att bedomningen paverkades av vetskapen att preparaten kom fran samma
hast. Resultaten kan dven ha paverkats av att de olika preparaten hade varierande
mangd material som gick att beddma. De fyra preparat som innehdll lite material
baddades om och snittades om. Duplikatsnitten fran varje preparat graderades
tillsammans, enligt avsnittet Material och metoder.

Sammanfattningsvis visar detta examensarbete pa en variation i synovitgraden
mellan olika provtagningsstéllen inom kotleden och carpalleden hos hést. Denna
variation kan eventuellt leda till att studier som undersoker olika forandringar i
synovialmembranet i samband med osteoartrit riskerar at fa missvisande resultat
om provtagningen inte standardiseras mellan individer. Dessutom kan variationen
I synovitgrad i kombination med att det finns brister i hur val studier anger
provtagningsstallet eventuellt leda till att forskningsresultat blir mindre
reproducerbara och jamforbara mellan studier. Fler studier behdvs for att utreda
betydelsen av den intraartikuldra variationen i synoviten, men klart ar att prov-
tagningsstélle alltid bor standardiseras och anges.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Osteoartrit, dven kallad artros, &r en vanlig orsak till hélta hos hast. Denna
ledsjukdom paverkar hela leden och leder bland annat till nedbrytning av
ledbrosket. De flesta leder omges av en ledkapsel och har en vitskefylld ledhala.
Det innersta lagret av ledkapseln bestar av ledhinnan (synovialmembranet).
Synovialmembranet bidrar till néringsforsorjningen av ledbrosket och bildar
smorjande &mnen till ledvatskan for att minska friktion vid rorelse.

Uppkomstmekanismen for osteoartrit ar inte fullstdndigt klarlagd, men en
inflammation i synovialmembranet (synovit) tros spela roll for sjukdomens
utveckling och den associerade smartan. Inflammatoriska celler i synovial-
membranet har kopplats till nedbrytningen av ledbrosket samt bildningen av
benpalagringar vid osteoartrit. Synovialmembranet innehaller aven inflamma-
toriska signalmolekyler och nedbrytande enzymer vid osteoartrit. A andra sidan kan
synovialmembranet ocksa ha en skyddande roll och under tidigt sjukdomsforlopp
frdmja lakning av skadat ledbrosk.

Studier gjorda pa manniskor har visat att synovitgraden varierar inom leden.
Trots detta ar det vanligt att man i studier inte beskriver var i leden provet tagits.
Om provtagningen inte standardiseras riskerar man fa missvisande resultat.
Dessutom finns de en risk att resultaten inte blir jzmforbara mellan olika arbeten. |
examensarbetet undersoktes om provtagningsstéllet paverkar bedémningen av
synovitgraden dven hos hést.

For undersékningen samlades material fran 10 hastar som obducerats pa SLU.
Tre prover togs fran bade kot- och carpalleden pa varje hast, ett mitt fram pa
ledkapseln och tva prover cirka tva centimeter till hdger respektive vanster om
denna. Dessa prover undersoktes med mikroskop och synovitgraden graderades pa
basen av fem bedémningspunkter. Dessa bedomningspunkter inkluderade exem-
pelvis mangden arrvavnad och maéngden inflammatoriska celler i vavnaden.
Darefter jamfordes de tre proverna fran samma led med varandra, for att se om
nagon skillnad kunde ses i totalpoangen for synovit eller i delpoangerna for varje
beddémningspunkt.

Resultaten i examensarbetet visar att provtagningsstallet paverkade bedoém-
ningen av synovit hos hast. Till exempel blev synovitgraden i kotleden lagre om
provet togs pa annat stalle an mitt 6ver ledens framsida. | carpalleden sags en
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skillnad i totalpoangen fér synovitgraden mellan provet som tagits pa framsidan
och de tva andra proverna fran samma led.

Sammanfattningsvis har provtagningsstéllet i leden betydelse for den
mikroskopiska bedomningen av hastens ledkapsel. Fler studier behdvs for att utreda
om aven celltyper eller signalsubstanser i vévnaden skiljer sig mellan olika
lokalisationer i ledkapseln. Examensarbetet visar pa vikten av att i forsknings-
protokollet tydligt ange var i leden vavnadsproverna tagits.
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e Vidar Skullerud, biomedicinsk analytiker pa histologilaboratoriet

e Albin Norman, biomedicinsk analytiker pa histologilaboratoriet
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Bilaga 1

Klassificering av lederna och gradering av de histologiska snitten

Hést Makro. Led Prov Total Infiltra- Vasku-  Hyper- Odem  Fibros
forandringar tion laritet plasi
(1)
1 - Kota Dors 8 2 3 1 0 2
1 - Kota Lat 6 0 2 1 1 2
1 - Kota Med 2 0 0 1 0 1
1 - Carpus Dors 7 1 2 1 1 2
1 - Carpus Lat 7 1 2 1 0 3
1 - Carpus Med 5 1 1 1 1 1
2 - Kota Dors 10 1 3 0 3 3
2 - Kota Lat 10 1 3 1 3 2
2 - Kota Med 7 1 3 0 1 2
2 - Carpus Dors 9 2 2 0 3 2
2 - Carpus Lat 8 1 3 0 2 2
2 - Carpus Med 9 1 3 1 2 2
3 + Kota Dors 3 0 0 0 1 2
3 + Kota Lat 3 1 1 0 0 1
3 + Kota Med 5 1 1 1 0 2
3 + Carpus Dors 7 1 2 1 1 2
3 + Carpus Lat 7 1 2 1 1 2
3 + Carpus Med 7 1 2 1 1 2
4 - Kota Dors 12 2 3 1 3 3
4 - Kota Lat 8 1 3 0 2 2
4 - Kota Med 7 1 3 0 1 2
4 - Carpus Dors 11 2 3 1 2 3
4 - Carpus Lat 8 1 3 0 1 3
4 - Carpus Med 8 1 3 0 2 2
5 - Kota Dors 5 1 1 0 0 3
5 - Kota Lat 7 2 3 0 0 2
5 - Kota Med 5 1 2 0 0 2
5 * Carpus Dors 7 1 2 0 0 4
5 * Carpus Lat 7 1 2 0 1 3
5 * Carpus Med 6 1 2 1 0 2
6 - Kota Dors 5 1 1 0 1 2
6 - Kota Lat 2 0 0 1 0 1
6 - Kota Med 8 1 2 1 1 3
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*Information saknas
Makro. forandringar: Makroskopiska forandringar i ledbrosket
Dors: dorsalt, Lat: lateralt, Med: medialt provtagningsstalle i ledkapseln
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Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student ager du upphovsratten till ditt arbete och behéver godkanna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sokbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har skrivit arbetet galler
krysset for samtliga forfattare. La&s om SLU:s publiceringsavtal hér:

o https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/reqistrera-och-
publicera/avtal-for-publicering/.

JA, jag ger harmed min tillatelse till att foreliggande arbete publiceras enligt
SLU:s avtal om 6verlatelse av rétt att publicera verk.

[0 NEJ, jag ger inte min tilltelse att publicera fulltexten av féreliggande arbete.
Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning blir
synliga och sokbara.
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