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Projekttitel: Detektionsmetoder for tidiga osteoartrosfordndringar i hasleden hos
islandshésten med hjélp av tre-dimensionella morfometriska parametrar, bilddiagnostik och
molekyldra markorer.

Information

Projektets in-vitro del har fortskridit som planerat forutom en viss tidsfordrojning nér det
géller den histopatologiska analysen av hoger hasled. Som némnts i tidigare insénd ansokan
om forldngd dispositionstid, daterad 12-04-27, har utarbetandet av graderingssystemen for
histopatologi och bilddiagnostik (datortomografi samt magnetisk resonanstomografi) visat sig
vara svarare och framforallt mer tidskravande &@n forvintat. I nuldget har all provtagning fran
benmaterialet slutforts och de utvalda preparaten ligger i urkalkningsbad i védntan pa att kunna
snittas for histologisk bedomning. I och med att det nu finns ett utarbetat graderingssystem for
de histologiska preparaten sa forvintas denna del av analysen ta betydligt kortare tid 4n vad
som hittills har varit fallet. Detta innebér att resultatbearbetningen for hela projektet inte dr
slutford. Detta kommer att inga i den avhandling som Charles Ley, projektets doktorand
kommer att forsvara i maj-juni 2013.

Projektets in-vivo del med analys av det insamlade 3D video morfometri materialet pagar och
berdknas vara avslutade under 2013. En doktorand (se nedan) arbetar med analyserna och de
kommer att vara en del i hans doktorsavhandling. Avhandlingsarbetet har fordrojts delvis pa
grund av att man valt en ny inriktning nir fynden om den genetiska bakgrunden till
islandshistens passgang blivit kind.

Bakgrund

Benspatt (osteoartros/osteoartrit) 4r en vanlig sjukdom i haslederna hos islandshésten med
paverkan pa histens hallbarhet. Tidigare studier har visat att hos islandshéstar som ér édldre dn
8 ar gamla sa har 23-33% rontgenologiska forandringar typiska for benspatt (Bjornsdottir S.,
2000a; Axelsson et al., 1998; Eksell et al., 1998). Undersokning av hasleder hos héstar som
slaktats av annan orsak dn hélta har pavisat att sjukdomen initieras i tidig alder (Bjornsdottir
et al., 2004). Tidsspannet mellan de tidiga fordndringarna och den kliniska manifestationen av
sjukdomen innebir en svarighet for héstigaren bade med avseende pa eventuell avel och
utbildning till héllbar ridhést eller tidvlingshést.

Vid diagnostik av benspatt anvédnds huvudsakligen konventionell rontgen, en teknik som
saknar forutsittningar att kunna pavisa de tidiga foréindringarna pa grund av
summationseffekter och att skelettfordndringarna dr for sma for att kunna upptickas. En
annan viktig begrinsning dr att broskvivnad inte kan ses pa rontgenbilder.

Inom human medicinen har man visat att magnetisk resonanstomografi (MRT) kan detektera
de patologiska forindringar som é&r typiska for osteoartrit (OA) betydligt tidigare &n
konventionell rontgen (Raynauld et al., 2004; Wluka et al., 2002). Genom att anvinda
moderna bilddiagnostiska metoder vilka kan ge bada snitt- och tredimensionella bilder finns
en mojlighet att i storre detalj undersoka hela ledens olika komponenter nagot som inte dr
mojligt vid en histopatologisk undersokning dar man endast kan vilja sma omraden av leden
for diagnostik. Bade MRT och datortomografi (DT) dr tekniker med mojlighet att anvinda
flertalet olika parametrar vid bildtagandet. Detta kommer att styra den information man far
fran olika vdvnader sérskilt inom MRT. Till detta kommer en stidndig utveckling av nya
sekvenser som kriver validering av vad de olika signalintensiteterna innebér. Trots att
sekvenser dr framtagna for en specifik vivnadstyp sa maste ffa de eventuella avvikelser man
ser konfirmeras med histopatologisk undersokning sa att det man ser som en avvikande signal



ir en verklig foridndring och inte en artefakt. Brosken i hasledens centrodistala (CD) led &r
mycket tunna vilket gor att sekvenser med hog detaljupplosning maste anvindas vilket kan
innebira langa undersokningstider.

Medium-hog drftlighet tillsammans med sambandet mellan hasledsvinkel och radiologisk
fynd indikerar att viss typ av hasledskonformation eller ledarkitektur resulterande i
ledinstabilitet 4r den huvudsakliga etiologiska orsaken till benspatt (Bjornsdottir 2002).

Projektets syfte dr att oka forstaelsen for sjukdomens patogenes genom att objektivt
undersoka bakbenskonformationen och ledarkitekturen i tva unika grupper av unga histar
med olika genetisk predisposition for sjukdomen samt att undersoka haslederna (in vitro) med
lag- och hogfilts MRT, DT och histopatologisk undersokning. Stor vikt har lagts vid att
utarbeta graderingssystem for bade histopatologi och MRT/DT for att de undersokta histarna
sedan ska, med sa stor sikerhet som mojligt, kunna klassas som OA negativa respektive OA
positiva.

Material och metoder

Studiematerialet bestar av haslederna fran 38 islandshistar, 23 hingstar och 15 ston. Vid
framavlandet av studiematerialet har syftet varit att hilften av héstarna har en hog
predisponering for OA och den andra hilften en lag predisponering for OA.

De ir fordelade pa tva grupper, fodda 2007 (24 histar) och 2009 (14 histar).

Histarna har undersokts in vivo pa Island med 3D video morfometri vid 3, 15 och 27
manaders alder. Blodprov togs vid 12 och 24 manaders alder. Rontgen av haslederna gjordes
vid 27 manaders alder. Undersokningen gjordes med hjélp av mobil rontgenapparat kopplad
till en digital detektor utrustning och inkluderade latero-medial, dorso-plantar, dorsolateral-
plantaromedial och plantarolateral-dorsomedial projektion.

Vid 27-29 manaders alder slaktades histarna. Haslederna transporterades till Uppsala i farskt
tillstand och anldnde inom 24-50 timmar varvid de bilddiagnostiska undersokningarna
paborjades. Detta inkluderade undersokning i lag (0.27T)- och hog (1,5T)Tesla magnet samt
DT.

Direkt efter avslutad bilddiagnostisk preparerades lederna for vidare histologisk
undersokning. Lederna sagades i skivor vilka undersoktes med DT. Co-registreringsteknik
med anvindandet av bade MRT, DT av hela leden och DT av ledskivorna nyttjades for
lesionsmarkering och efterfoljande provtagning for histologi. Detta for att ge en exakt
korrelering mellan MRT/DT f6rindringarna och den histologiska bedomningen
(bilddiagnostiskt guidad provtagningsteknik).

Histologiska prov togs @ven fran omraden som vid tidigare studier har beskrivits som vanliga
omraden for OA i CD hasleden hos hist (predestinerade provtagningsteknik).

Vid jamforelse av dessa bada provtagningstekniker har hoger ben fran 24 histar anvénts.
MRT och DT bilderna analyserades med ett semi-kvantitativt graderingssystem modifierat
fran system anvinda for andra leder hos hdst samt i humana studier.

Resultat

Histologiskt diagnosticerad OA sags i 29 % av CD-lederna vid provtagning fran
forutbestimda omraden och vid anvéndning av bilddiagnostisk guidning for provtagning
diagnosticerades OA i 62 % av lederna. Signifikant association sags mellan histologisk OA
och summerad gradering av foljande MRT/DT forindringar, subkondrala osteofyter,
forandringar i ledbroskets tjocklek, grad-2 defekter i broskets mineraliseringsfront samt grad-



2 periartikulédra osteofyter. De forsta morfologiska fordndringarna hos islandshéstar med OA i
CD-leden sker troligen i bade den icke-mineraliserade broskdelen och i broskets
mineraliseringsfront. Konklusionen &r att MRT och DT kan detektera fokal tidig OA i CD-
lederna hos hist. Bilddiagnostisk guidning vid histologisk provtagning rekommenderas.

De MRT/DT forandringar som graderats har overforts pa en standardmall av tredje tarsalbenet
for att skapa en topografisk karta av dess typ, grad och lokalisation for OA fordndringar hos
unga islandshéstar. Arbetet ér inte avslutat sa endast ett exempel kan visas, se nedan.
Resultaten ingar i artikel I i Charles Leys avhandling.

Diskussion

I litteraturen saknas det delvis en validering i form av exakt jamforelse mellan utseendet pa
MRT och DT och det histologiska utseendet. I projektet har arbetet med sekvensval och
validering av dessa och de fordndringar som ses varit ett omfattande arbete. For att kunna
gora en matchning mellan olika bilddiagnostiska metoder och histologi krévs att man
sikerstiller att det histologiska preparatet kommer precis fran det omrade diar man ser en
forandring med MRT/DT. For detta andamal har en teknik for bilddiagnostiskt guidad
histologisk provtagning arbetats fram. Genom att denna validering kan MRT/DT fynd som
matchats mot histopatologiskt utseende markeras i hela ledens plan och olika topografiska
kartor stidllas samman.

Ovanstaende topografiska karta av OA forindringar i CD-leden kommer att ge information
som dr virdefull i forstaelsen av sjukdomens patogens. Kédnnedom om det finns specifika
regioner med specifika patologiska fordndringar gor att man kan rikta olika bilddiagnostiska
undersokningar mot dessa specifika omraden. Det kan dven bli mojligt att gradera
signifikansen av olika radiologiska fynd. Det &r i nuliget inte mojligt att veta om
topografikartor av OA foridndringar kommer att korrelera till de morfometriska analyserna.
Om man kan koppla detta till konformation och olika riskfaktorer finns en mojlighet till
anvéndbara kriterier for selektion av vilka histar som bor anvindas i avel samt dr ldmpliga att
utbilda till rid- och tdvlingshistar.

I ursprungshypotesen antog vi att chondronekros ér det forsta steget i processen som leder
fram till utvecklad OA. Den histologiska undersokningen av bilddiagnostik guidade prover
visar att hypotesen delvis bor revideras och att OA sannolikt borjar som fordndringar i bade
den mineraliserade och den icke-mineraliserade broskdelen.



Av de specifika hypoteser som listas i projektplanen kan vi dnnu inte kommentera resultaten
fran 3D video morfometrin. Ovriga specifika hypoteser kommenteras nedan.

e De foréndringar i brosket som ses vid bilddiagnostiska undersdkningar korrelerar vél
med histopatologi. Fordndringar med bést korrelation dr fordndring av broskets
tjocklek och defekter i mineraliseringsfronten.

e MRT kommer att ha hog sensitivitet och specificitet for att detektera tidiga OA
forandringar jamfort med konventionell rontgen och rontgenbilder tagna av 2 ar gamla
islandshéstar underestimerar OA incidensen. Detta kommer att presenteras i artikel 111
i Charles Leys avhandling men redan utan detaljerad analys kan vi konstatera att sa ar
fallet.

e MRT av hasleder fran 2,5 ar gamla islandshéstar kommer att kunna identifiera
histologiskt verifierad OA. Resultaten fran artikel I i Charles Leys avhandling styrker
hypotesen.

e Undersokning med hog-Tesla kommer att vara 6verldgsen lag-Tesla med avseende pa
att visa fordandringar i ledbrosk, subkondralt ben och synovialmembran men
sensitiviteten och specificiteten for detektion av om histen har OA eller inte kommer
att vara likvirdig. Detta kommer att presenteras i artikel III i Charles Leys avhandling
men redan utan detaljerad analys dr det sannolikt att hypotesen inte dr sann. Lag-Tesla
undersokningarna kommer sannolikt ha en simre sensitivitet och specificitet.

e Kondronekros kommer att vara kopplad till subkondral scleros i den centro-distala
leden dorsomedialt men inte dorsolateralt. Resultaten fran artikel I i Charles Leys
avhandling visar en 1ag forekomst av subkondral scleros och i artikel I kommer OA
foriandringarnas topografiska lokalisation att presenteras. Hypotesen kommer att
ifragasittas.
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Handledare dr bland andra Sigridur Bjornsdottir

En av artiklarna i avhandlingen har titeln;

Three dimentional morphometric parameters of the young Icelandic horse as indicators of
cartilage degeneration in the distal tarsal joints.

Examensarbeten inom veterinidrprogrammet, SLU.
1) Temperaturens, kadaveralderns och radiopulssekvensens bettydelse for bildkvaliteten vid

magnetresonanstomografi av tarsus hos hést. Carina Kubacki. 2009.

Resultaten visade ingen skillnad pa bilderna vid de subjektiva bedomningarna men den
relativa signalintensiteten dndrade sig for trabekuliirt ben, viitska och kvoten mellan bdjsena
och ledbrosk for de objektiva mditningarna vilket dr viktigt att veta vid framtagning av nya
objektiva MRT-mditmetoder. Vid anvindning av objektiva mdttekniker for utvirdering av
MRT med hjdlp av kadaverben dr det viktigt att vara medveten om effekterna av tiden och
temperaturen efter avlivning.

2) MRT av tarsallederna hos den unga islandshésten. Karl Zotterman. 2011.

Resultaten visar att MRT dr ett anvindbart hjdlpmedel vid bedomning av tidiga fordindringar
i distala tarsallederna hos unga individer men att ytterligare histopatologiska studier krdvs
for att befista MRT fynd och dédrmed MRTs diagnostiska viirde vid OA.

3) Spatt relaterat till tarsalledens vinkel. Sigurjon Einarsson. 2011.

Studien visade att vinkeln mellan tibia och metatarsalben Il i frontalplanet (sett bakifrdn)
uppvisade 2° skillnad hos hdstar med och utan spatt. Vid okuldr bedomning av hdstarnas
bakbensstillning forefoll valgus foreligga hos hdstar med spattforindringar. Fynden talar for
att fortsatta studier som klarligger sambandet mellan benstdillning och spatt dr nodvdandiga.
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