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SAMMANFATTNING

Stamcellsbehandling av hundar med osteoartrit ar idag en hogst aktuell cellterapimetod inom
veterinarmedicinen. Osteoartrit, tidigare benamnd som artros, ar en laggradig samt kronisk
inflammatorisk ledsjukdom som drabbar éver 20 % av den vuxna hundpopulationen. Denna
vanliga sjukdom orsakar multifaktoriella skador som drabbar hela leden som organ. Syftet med
detta arbete &r att svara pa fragan huruvida intraartikular stamcellsbehandling har en klinisk
effekt, med avseende pa haltan, hos hundar med osteoartrit.

En frisk synovialled fordelar krafterna som uppkommer vid belastning och mojliggor
friktionsfria rorelser vid fysisk aktivitet. Anatomiskt bestar leden av ledkapsel, ledbrosk,
subkondralt ben, samt stabiliserande senor och ligament, som tillsammans utgor hela organet.
Det hyalina brosket i leden skyddar benvavnadens epifys mot belastning och bestar histologisk
av kondrocyter och extracellulart matrix. Broskmatrixet byggs i sin tur upp av ett natverk av
kollagenfibrer, proteoglykaner och en rad andra molekyler. Proteoglykanerna, som syntetiseras
av kondrocyter, binder till ett karnprotein som formar glukosaminoglykaner. Dessa &r hydrofila
och har darfor en hog vattenhallande formaga, vilket ar viktigt for att uppratthalla broskets
elasticitet. Kollagenmolekylerna ger brosket dess draghallfasthet.

De kliniska symptomen vid osteoartrit &r framst halta foljt av inflammation och smarta i leden
som leder till avtagande fysisk aktivitet. Mikroskopisk ses en kronisk inflammation,
fibrillering av broskytan, broskforlust, fissurer, clusters, bildning av osteofyter och subkondral
benskleros i synovialleden, vilket medfér smarta och en férsamrad livskvalité for hundarna
som drabbas av sjukdomen. Oftast orsakas en priméar broskskada av 6vertraning, infektioner
eller onormala ledkonformationer vilket ger upphov till onormal stress pa leden. Detta
predisponerar i sin tur for utvecklingen av osteoartrit.

Behovet av en behandlingsmetod som fokuserar pa ledens egna uppbyggande formaga ar
stort, da dagens behandlingar av osteoartrit framst ar inriktat pa smartlindring.
Stamcellsbehandlingar ar darfor en intressant biologisk behandlingsmetod, eftersom de
mesenkymala stamcellerna potentiellt innehar férmagan att differentiera till nya kondrocyter
som kan producera ett nytt funktionellt broskmatrix.

Hittills har ett begransat antal kliniska studier gjorts kring behandlingar med stamceller hos
hundar med osteoartrit. Stamcellsbehandlingar har i flera studier, som behandlats i detta
arbete, visat pa en klinisk effekt som avtagande halta liksom minskad inflammation efter de
intraartikulara injektionerna. Undersokningarna har dock for det mesta omfattat ett fatal
individer, genomforts med behandlingsmetoder som ej &r jamfdérbara och ibland gjorts i
franvaro av kontrollgrupper. Det &r nddvandigt att flera mer detaljerade och omfattande
studier gors pa hund for att enklare kunna bedéma och dra en slutsats om stamcellernas
kliniska effekt pa leden.



SUMMARY

Today, stem cell treatment has become a highly modern biological therapy within the veterinary
medicine. Osteoarthritis, traditionally called arthrosis, is a low-graded chronical inflammatory
joint disease affecting about 20 % of the adult population of dogs. This frequently occurring
disease causes multifactorial damages in the joint as an organ. The aim of this literature study
is to clarify whether intra-articular stem cell therapy, as a treatment of canine osteoarthritis, has
a clinical efficacy on lameness in dogs.

A healthy synovial joint can distribute the forces that occur when the joint is exposed to pressure
and facilitate frictionless movement during physical activity. Anatomically, the joint consists
of a joint capsule, joint cartilage, subchondral bone, and stabilizing tendons and ligaments. The
joint’s hyaline cartilage protects the bone of the epiphysis from mechanical stress and consists
histologically of chondrocytes and extracellular matrix. Further, the cartilaginous matrix is built
up of a network of collagen fibres, proteoglycans and a collection of other compounds. The
proteoglycans, produced by the chondrocytes, connect to a core protein which shapes the
structure of glucosaminoglycans. These are hydrophilic, contributing to their water-holding
capacity, which is important for maintaining the elasticity. The tensile strength of the joint is
given by the collagens.

The clinical symptoms of osteoarthritis are mainly lameness, followed by inflammation and
pain contributing to a decrease in physical activity, but microscopical findings reveal further
injuries, such as a chronic inflammation, fibrillation of the joint surface, cartilaginous loss,
fissures, clusters, osteophytes and subchondral bone-sclerosis of the synovial joint. This entails
pain suffering and a decreased quality of life for the affected dogs. Regularly, the predisposed
factors for the development of osteoarthritis are overtraining, infections or irregular joint
congruences or conformations, which may lead to abnormal stress on the joint.

Treatments of osteoarthritis currently in use do not focus on the regenerative capacity of the
cartilage, but rather on a variety of pain relieve methods. Stem cell therapy is therefore a highly
interesting biological treatment, as the mesenchymal stem cells have the potential to
differentiate into new chondrocytes with the capacity of rebuilding the cartilage compounds of
the matrix.

Up to present time, only a limited quantity of clinical studies about stem cell therapy on dogs
with osteoarthritis have been done. Stem cell treatments have in several studies, as presented in
this work, showed a clinical effect through decreased lameness as well as reduced
inflammations after the intra-articular injection. On the other hand, most research studies have
been either small-scaled or in absence of control groups, and may not be comparable due to
differences in the method of the treatments. Further research within the stem cell field, with
more detailed and extensive studies, is necessary if we are to be able to draw supplementary
conclusions about the stem cell treatment’s clinical effect on the synovial joint.



INLEDNING

Osteoartrit (OA), som i dagligt tal dven kallas artros, & en mycket vanlig laggradig
inflammatorisk ledsjukdom som drabbar mer &n 20% av hundarna 6ver 1 ars alder (Johnston,
1997). Sjukdomen karaktariseras av en kronisk inflammation, broskforlust och benpalagringar
i synovialleder. Skadorna som uppstar &r multifaktoriella, drabbar alla strukturer i leden och
kan ge upphov till kronisk smarta som medfor en sankt livskvalité for de hundar som inte far
behandling (Man & Mologhianu, 2014; Robinson et al., 2016).

Idag finns inga effektiva behandlingsmetoder som kan ateruppbygga brosket samt verka
inflammationsddmpande och darmed hdmma progressionen av OA. Mesenkymala stamceller
(MSCs) finns naturligt i ledvatskan, men vid 6kande alder forsamras cellernas regenerativa
formaga. Genom att injicera autogent eller allogent MSCs i leder med OA ar férhoppningen att
cellerna, med ratt stimulering, ska kunna differentiera ut till nya kondrocyter som kan producera
de broskkomponenter som behdvs i ledbrosket. Det kliniska intresset for stamcellsbehandlingar
okar standigt inom veterinarmedicinen pa grund av deras regenerativa formaga (Yun et al.,
2016).

Behandling av OA med MSCs ar saledes ett hogaktuellt amne och darfor syftar denna
litteraturstudie till att besvara fragestallningen om intraartikulara stamcellsbehandlingar har en
klinisk effekt, med avseende pa héltan, hos hundar med OA.

MATERIAL OCH METODER

Databaserna PubMed, Web of Science och Scopus tillampades vid litteratursokningen.
Sokorden (osteoarthritis OR OA) AND (canine OR dog*) AND (MSC* OR mesenchym* OR
stem cell OR cell therapy) anvandes, men i en sokning uteslots s6kordet (canine OR dog) for
att dven identifiera studier utan hund som modelldjur.

Bockerna Physiology of domestic animals samt Pathologic basis of veterinary disease har
anvants for insamling av grundldggande fakta kring ledens anatomi och sjukdomen
osteoartrit. For att fortydliga ofta forekommande termer, finns en ordlista tillagd innan
litteraturforteckningen.



LITTERATUROVERSIKT

Synovialledens uppbyggnad

Leder kan delas in i synovialleder, fibrosa leder och kartilagindsa leder (Sjaastad et al., 2010).
Synovialleder, &ven kénda som kroppens ékta leder, mojliggor stora och friktionsfria rorelser.
Detta arbete kommer fokusera pa synovialleder som &r hundens vanligaste led, samt den led
dar problem med osteoartrit oftast forekommer (Johnston, 1997). Leden réknas som ett organ
uppbyggd av ledkapseln, ledbrosket, subkondrala benet, senor och ligament (Se Figur 1)
(Robinson et al., 2016).

Subkondralt
ben Synovial-
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Figur 1: Synovialledens uppbyggnad. Modifierad bild fran OpenStax College.

Ledkapsel

De ben som ingar i en synovialled omges av en ledkapsel som skyddar benens ledytor. Kapseln
bestar av ett synovialmembran innerst, subsynovialt lager i mitten och ett fibrost lager ytterst.
Synovialmembranet bestar av typ A och typ B-synoviocyter. Typ A-synoviocyter fagocyterar
avfallsamnen fran leden, medan typ B-synoviocyterna producerar hyaluron till ledvatskan och
aven nedbrytande enzymer. Det yttersta fibrésa lagret bidrar till ledens fysiska stabilitet
(Johnston, 1997).

Ledvéatska

Mellan ledytorna finns en ledhala som innehaller ledvéatska (synovialvatska). Synovialvatskan,
som utséndras fran synovialmembranet, smorjer leden samt forser kondrocyterna med naring
(Sjaastad et al., 2010).



Ledbrosk

Ett lager av hyalint brosk skyddar benvavnadens epifys mot belastning, och mojliggor
vidareforing av mekaniska krafter till det subkondrala benet (Johnston, 1997). Ledbrosket har
ingen nerv-, lymf- eller blodférsorjning och tal mycket pafrestning utan att smarta eller
blodningar uppstar (Sjaastad et al., 2010).

Kondrocyter

Ledbrosket bestar av endast en celltyp, kondrocyter, som upptar ca 5% av vavnadsvolymen,
och extracelluldra matrixet (ECM) (Buckwalter et al., 2005; Johnston, 1997). Kondrocyterna
ar metaboliskt aktiva celler som producerar byggstenar till ECM. Dessa omsluts av en
pericelluldr kapsel som tillsammans med pericelluldra matrixet bildar kondroner som reglerar
miljon kring kondrocyterna. Cellerna i kondronet har cell-cell kontakter, liksom cellerna i det
superficiella lagret. Ovriga kondrocyter har inte cell-cell kontakter och kommunicerar via det
pericelluldara matrixet (Johnston, 1997).
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Figur 2: Ledbroskets zoner. Modifierad bild fran Eva Skiéldebrand, 2004.

Ledbrosket ar indelat i olika zoner beroende pa fordelningen av kondrocyter, kollagena fibrer
och proteoglykaner (Se Figur 2). | zon 1, den superficiella zonen som ligger ndrmast ledytan,
finns en 1ag halt proteoglykaner och de kollagena fibrerna ar organiserade tangentiellt fran
ledytan (Johnston, 1997;Buckwalter et al., 2005). | detta omradet finns dven vilande
kondrocyter med mesenkymala stamcellsegenskaper. Kondrocyterna i zon 1 har en plattare
form &n cellerna i de djupare lagren som &r mer rundformade (Goldring, 2012). | zon 2, den
transitionella zonen, finns ett stérre antal kondrocyter och proteoglykaner jamfort med zon 1.
Kondrocytdensiteten 6kar sedan i zon 3, mellanzonen, och cellerna borjar arrangeras i vertikala
kolumner, samtidigt som kollagennéatverket borjar forlora sin parallella struktur med ledytan,
och bli mer oregelbundet. Till sist i zon 4, den kalcifierade broskzonen, finns kalcifierade
kondrocyter, en del kollagen, men ndstan obefintligt med proteoglykaner. Ledbrosket vid zon
4 och den underliggande benvéavnaden separeras fran zon 3 med en cementlinje, osteokondrala
junktion, dven kallad tide mark (Johnston, 1997;Buckwalter et al., 2005).
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Extracellulara matrix

Det extracellulara matrixet bestar av vatten, kollagen och proteoglykaner (Se Figur 3).
Kollagenfibrerna bidrar till broskmatrixets fasta struktur, och &r uppbyggda av
proteinmonomerer som bestar av tre polypeptid-alfakedjor som bildar en trippelhelix. Kollagen
typ 1l &r det vanligaste kollagenet i ledbrosket. En proteoglykan bestar av ett karnprotein dit
flera olika glukosaminoglykaner (GAGs) faster. Kondroitinsulfat, keratansulfat och
dermatansulfat ar de mest forekommande glukosaminoglykanerna som binder till
proteoglykanernas kérnprotein. GAGs &r negativt laddade vilket gor att kedjorna repellerar
varandra och halls separerade, vilket innebar att molekylen upptar ett stort omrade i brosket.
Proteoglykaner ar hydrofila, och kan bidra till en vattenhallande formaga och ett hogre tryck i
brosket vilket ar viktigt for att behalla elasticiteten. Proteoglykaner delas in i tva grupper
beroende pa monomerens formaga att aggregera med hyaluron. Hyaluron finns i ECM och
bildar kedjor med proteoglykaner men ar ocksa en viktig molekyl i ledvatskan. De
extracelluldara matrix proteinerna syntetiseras av kondrocyterna (Johnston, 1997).

s Y

Proteoglykan

e Proteoglykan

- Kondrocyter

Figur 3: Komponenter i extracellulara matrix (ECM). Modifierad bild fran Li Gessbo, 2004.

Hur kollagenfibrerna &r organiserade i brosket har betydelse for broskets stabilitet och
stotdampningsformaga. Kollagenfibrerna spelar en viktig roll i broskets superficiella zon dar
proteoglykanméangden &r som lagst. Detta lager fungerar som ett membran som kan motsta
vatsketrycket som uppstar langre ner i brosket dar mer proteoglykaner forekommer. Tack vare
proteoglykanernas hoga affinitet for vatten bibehalls broskets svulstighet, vilket motverkar
broskdeformationer nar leden utsatts for hog belastning. Att brosket kan motsta kompressioner
beror till en stor del pa kollagen och proteoglykanernas struktur och organisation i brosket, samt
vattnets langsamma rorelse i broskmatrixet. | nagra studier har det visats att ledbrosket kan
anpassa sig den belastning den utséatts for genom att hardare och mer kompakt brosk bildas pa
omraden i leden med hégst mekanisk stress (Johnston, 1997).



Subkondrala benet

Det subkondrala benet bestar av en subkondral benplatta, som ligger under ledbrosket, och
darefter kommer det trabekuldra benet, samt benmargen. Subkondrala benet separeras fran
ledbrosket med ett kalcifierat brosklager (Man & Mologhianu, 2014).

Senor och ligament

Lederna stabiliseras av starka fibrosa ligament av bindvév. Ligamenten begrénsar ledens
rorelser och forhindrar Overextension eller 6verflexion av leden (Sjaastad et al. 2010).
Meniskerna stabiliserar leden genom att fasta vid ledkapseln eller ligament beroende pa typ av
synovialled (Johnston, 1997).

Osteoartrit
Etiologi

Osteoartrit (OA) ar en mycket vanlig kronisk laggradig inflammatorisk ledsjukdom déar
broskforlust, skleros, ledinflammation och fibros, orsakar kliniska symptom som smaérta och
hélta hos bade unga och &ldre hundar, vilket bidrar till minskad fysisk aktivitet hos djuren
(Robinson et al., 2016; Zachary, 2017). OA anses idag att vara en multifaktoriell sjukdom som
drabbar hela leden med en komplex interaktion mellan olika ledvévnader (Man & Mologhianu,
2014).

Det finns tva former av OA, priméar och sekundar. Nar inget trauma eller belastningsskada har
gett upphov till OA kallas sjukdomen for primar OA. Denna &r ofta polyartikuldr och anses
ovanlig hos hundar men forekommer hos ett fatal hundraser. Sekundar OA, den mest
férekommande varianten, uppkommer nér ett oskadat brosk utsatts for onormal stress.
Infektioner i leden, 6vertraning, traumatisk broskskada, osteokondros, immunmedierade
inflammationer, luxationer och onormala ledkonformationer kan vara predisponerande faktorer
till sekundér OA (Vaughan-Scott & Taylor, 1997).

Patogenes

Under lang tid har OA beskrivits som en degenerativ ledsjukdom, men pa senare ar har det
visats att den laggradiga inflammationen som bildas i leden &r en viktig faktor till patogenesen
(Se Figur 4). OA innefattar inte enbart nedbrytning av brosk utan dven synovit, hypertrofi av
bade brosk och ledkapsel, remodellering av subkondrala benet och bildning av osteofyter (Se
Figur 5) (Robinson et al., 2016).
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Figur 4: Broskdegeneration vid osteoartrit. Modifierad bild fran Kidd, 2001.

OA:s paverkan pa ledbrosket

| ett tidigt degraderingsstadie av OA sker en fokal forlust av ledbroskets yttre lager, samtidigt
som att ytligaste kollagena fibrerna slits. Vid utbredningen av OA har det visats att
kondrocyternas fenotyp modifieras till att bli hypertrofa, makrofagliknande eller apoptotiska.
Detta bidrar till broskhypertrofi, brosknedbrytning och mineraliseringar av brosket.
Overproduktion av aggrekan, broskets vanligaste proteoglykan, och kollagen typ Il kan ses
initialt. Detta atfoljs senare av en minskad produktion av matrixmolekyler, samt en okad
nedbrytning av molekylerna i matrix. Da cellen hypertrofierar bildas versican (en stor matrix-
proteoglykan) och kollagen typ | samt kollagen typ IA, Il och X som normalt inte
forekommer, men som &r karakteristiskt for ett hypertrofiskt brosk. Dessa komponenter bidrar
till en okad vatskehallande férmaga i brosket. En 6kad proteolytisk aktivitet, delvis beroende
av en 6kad produktion av metalloproteinaser (MMPs), ar huvudanledningen till nedbrytningen
av aggrekan och typ Il kollagen i brosket. Forlust av kondrocyter kan bero pa en defekt
cellreparation (Henrotin et al., 2005).

Forandringarna i brosket borjar initialt med forlust av proteoglykaner som ofta ses i samband
med en dkad vattenhalt i broskmatrixet och en svullnad i ledvavnaden. Det &r inte klarlagt varfor
proteoglykanernas vattenhallande formaga minskar, men en mojlig etiologi &r att osteoartrit
medfor en forandrad transport och metabolism av naringsamnen och avfallsprodukter fran
kondrocyterna (Zachary, 2017), eller att cytokinfrisattningen som foljd av att kondrocyterna
skadas paverkar proetoglykansyntesen (Vaughan-Scott & Taylor, 1997).

I en frisk led haller proteoglykanerna kollagenfibrerna atskilda fran varandra, men i en led som
drabbas av OA medfor istallet den minskande méngden proteoglykaner att kollagenstrukturen
kollapsar. Detta leder till att brosket blir for mjukt (chondromalacia) och mojliggor nedbrytning
av det ytliga ledbrosket vid onormal belastning av leden. Om sjukdomen férvérras blir
erosionerna djupare och kan orsaka ulcerationer genom ledbrosket, och ned genom det
kalcifierade lagret till det subkondrala benet (Zachary, 2017).

Forekomst av osteofyter ar vanligt hos OA-patienter. Osteofyter bestar av en central benkérna
sammankopplad med det subkondrala benet och uppkommer ofta vid 6vergangen mellan
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synovium, perikondrium och periostet. Etiologin bakom osteofyternas bildning ar okand, men
synoviala makrofager verkar spela en stor roll vid bildningen av osteofyter (Johnston, 1997,
Robinson et al., 2016).

Det ar fortfarande oklart huruvida skleros i subkondrala benet &r orsaken till brosklesionerna i
OA eller enbart en konsekvens av skadorna. Vid OA fortjockas subkondrala benet genom en
okning av osteoid och en lag mineralisering. Osteoblasterna visar pa en andrad fenotyp.
Obalansen initierar ddrmed en 6kad benmatrixbildning och beninlagring, som medfér ett
stummare ben (Henrotin et al., 2005).
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Figur 5: Oversikt dver patogenesen vid osteoartrit. Egen bild, 2018.

Inflammation

Inflammationen vid OA skiljer sig fran autoimmuna sjukdomar genom att den &r kronisk,
laggradig och framst medierad via det medfodda immunforsvaret. Vid OA har ledvavnaden
onormalt hdga nivaer av plasmaproteiner, komplementfaktorer och cytokiner som ledens olika
celler producerar (Robinson et al., 2016).

| ett tidigt stadie av OA &r synoviter vanligt forekommande, vilket leder till en mononukledar
infiltration i ledhalan och ett 6veruttryck av inflammatoriska mediatorer i synovialmembranet
(Robinson et al., 2016). Forhojda halter av immunoglobulin, komplementfaktorer,
inflammatoriska cytokiner, makrofager och T-lymfocyter i ledvatskan, &r vanligt
forekommande. En kronisk synovit kdnnetecknas &ven av villos hypertrofi och hyperplasi.
Synovialvatskan blir transparent, farglos och far en lagre viskositet genom att
hyaluronsyramolekylen bryts ned i mindre fragment (Henrotin et al., 2005).



Mesenkymala stamceller
Behandlingspotentialen med MSCs

Mesenkymala stamceller (MSCs) finns naturligt i ledvétskan. | samband med att individer
aldras, minskar mangden celler och deras férmaga att differentiera till broskceller forsamras,
vilket &r en bidragande faktor till OA. Att anvdnda MSCs som behandling av osteoartrit ar av
stort intresse eftersom de flesta behandlingar i dag framst fokuserar pa smartlindring. Behovet
av att utveckla en behandlingsmetod som forhindrar vytterligare broskskada, d&mpar
inflammationen och bygger upp nya broskceller ar stort, vilket gor mesenkymala stamceller till
en intressant behandling (Yun et al., 2016). Inom dagens veterinarmedicin ar
stamcellsbehandlingar vanligast vid muskel och skelettlesioner hos hundar och héstar (Fortier
& Travis, 2011). Hundar anses vara béattre modelldjur for humana stamcellsbehandlingar an
gnagare pa grund av anatomiska och fysiologiska likheter, och darfor har en del experimentella
och prekliniska studier gjorts pa hund (Bakker et al., 2013).

Utvinning, differentiering och adherering

Stamceller kan differentiera till specialiserade celler i ett organ, och delas in i adulta eller
embryonala stamceller. Adulta stamceller, som anvéands vid behandling av OA, kan utvinnas
fran endo-, meso- eller ektoderma vavnader, dar benmargs (BM-MSCs)- och
fettvédvnadsderiverade MSCs (AD-MSCs) hittills &r vanligast inom experimentella och kliniska
studier (Bakker et al., 2013). Vid kliniska studier anvands framst autologa eller allogena AD-
MSCs, framfor BM-MSCs som mer frekvent anvénds i experimentella studier. Autologa celler
tas fran patientens egna vavnader, isoleras i cellkultur och darefter injiceras i samma patient
igen (Guercio et al., 2012). Allogena celler skiljer sig fran autologa, eftersom de forst isoleras
fran en annan donator av samma art, innan odling i cellkultur och injicering i mottagaren
(Bakker et al., 2013).

MSCs maste uppfylla minst tre kriterier for att kunna definieras som stamceller. De ska kunna
vaxa som adherenta celler i cellkulturer, uttrycka cellyteantigen (CD44, CD90 och CD105)
samt sakna endoteliala och hematopoetiska markdrer, och kunna differentiera till minst tre olika
vavnadsceller exempelvis osteocyter, kondrocyter och adipocyter. Vid behandling av OA &r det
aven Onskvaért att de nydifferentierade broskcellerna bildar ett hyalint broskmatrix (Kriston-Pal
etal., 2017).

Hos hundar kan BM aspireras fran proximala humerus, proximala femur eller tuber coxae. BM-
MSCs verkar att lattare kunna differentiera till kondrocyter. Nyligen har &ven AD-MSCs borjat
anvandas pa grund av att fettvdvnaden med enkelhet kan tas fran olika delar av kroppen, och
kan samlas i stora kvantiteter utan att behdva utféra svara invasiva ingrepp. AD-MSCs ar
dessutom icke-immunogena och verkar immunsuppressivt (Bakker et al., 2013).
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Antiinflammatoriska egenskaper

Behandlingar med MSCs kan, enligt flera tidigare studier, verka immunomodulerande
(Cosenza et al., 2017). Det har visats att MSCs kan forhindra aktivering av T-celler. Aven
MSC-differentierade  kondrocyter, adipocyter och osteocyter har pavisats ha
antiinflammatoriska egenskaper (Mamidi et al., 2016), vilket medfér en minskad lokal
infektion (Nicpon et al., 2014).

Andra studier har visat att inflammationen i leden kan medfora att cytokiner och tillvaxtfaktorer
stimulerar MSCs-cellerna parakrint (Guercio et al., 2012). Stamcellerna kan darmed frisétta
vesiklar (Nicpon et al., 2014), innehallande immunsuppressiva mediatorer. Dessa kan skydda
brosk och benvavnad fran degradering, genom att undvika att kondrocyterna gar i apoptos och
inhibera aktivering av makrofager i leden (Cosenza et al., 2017).

Studier med MSC

Experimentella och kliniska forsdk

Den forsta randomiserade och blindade kliniska studien pa hund dar stamcellsbehandlingen
ansags vara effektiv gjordes 2007 (Se Tabell 1). | studien injicerades hundarna i coxofemorala
leden med AD-MSC en gang, och kontrollerades sedan vid 30, 60 och 90 dagar. Hundarna hade
haft OA i minst 6 man, vagde olika mycket och var av varierande raser. For att inkluderas i
studien, skulle forsoksdjuren uppvisa symptom som ihallande hélta, begransad rorlighet, stelhet
och vid rontgen milda eller allvarligare degradativa forandringar i leden. Ingen NSAID-
behandling, smartlindring eller injektioner i leden fick ges till hundarna fran och med 14 dagar
innan studien paborjades, och en total avhallsamhet kravdes under studien. Minst 23 g autologt
fett samlades fran varje hund i studien i bade placebo - och forsoksgruppen. | denna studie, dar
18 hundar slutforde forsoket, forbattrades héltan, rorligheten och smartan hos forséksgruppen
under de 90 dagar som studien pagick (Black et al., 2007a).

2012 gjordes en mycket liten klinisk undersokning dar behandling av kronisk humeroradial OA
med autologa AD-MSCs gjordes (Se Tabell 1). Hundarna hade tidigare behandlats med
antiinflammatoriska lakemedel utan resultat. Tva hundar injicerades med MSCs med PRP
(platelet-rich plasma) och de tva andra med MSCs och hyaluronsyra (HA). Efter att en veterinar
och djuragarna bedomt haltan bade initialt i studien och en manad efter behandlingen hade en
forbattring av haltan skett hos de fyra hundarna (Guercio et al., 2012).

Vidare utfordes en dubbelblindad klinisk studie, dar AD-MSCs enbart eller i kombination med
plasma rich in growth factors (PRGF) anvandes som behandling i OA-drabbade hundar. Den
Kliniska effekten utvarderades med hjalp av tryckplattor som kunde kanna av viktfordelningen
vid rorelse. Studien visade att hundarnas halta minskade under 3 manader for att efterat aterga
mot ursprungshaltan (Se Tabell 1) (Vilar et al., 2014).

I en annan Kkliniskt studie presenteras fordelarna med stamcellsbehandlingar framfér behandling
med NSAID vid OA i armbagsleden hos hund. Hundar av stora raser i dldern 5-11 ar anvandes
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i studien. Hundarnas gang bedomdes utifran en skala fran 0-6, dér noll innebar frihet fran hélta
medan 6 innebar grav halta/rorelsestorning. For att delta i studien skulle hundarna minst fa en
tvda pa skalan. 5 gram fettvavnad togs fran forsoksdjuren for isolering och multipliering in
vitro. Den kliniska effekten bedomdes utifran CT- bilder, ledrérlighet och muskular atrofi, samt
héltgraden som bade veterinar och djuragare skattade. Vid den kliniska kontrollen dag 60 sags
en tydlig forbattring av haltan i NSAID-gruppen och en svag forbéattring i AD-MSC gruppen.
Vid dag 90 sags en tydlig forbattring av haltan i AD-MSC gruppen, medan den var oférandrad
i kontrollgruppen. Aven halterna leukocyter, neutrofiler och mononukleara celler var
ofdréandrade i kontrollgruppen vid dag 90 medan den stamcellsbehandlade gruppen hade lagre
halter, vilket enligt forfattarna kan tyda pa en immunsuppressiv effekt. Vid sista kontrollen dag
180 sdgs inga symptom pa halta i AD-MSC gruppen, men en viss stelhet i lederna kunde ses.
NSAID-gruppen hade istéllet fatt en varre halta an vid forsta kontrollen vid dag 0. CT-bilderna
visade att bade grupperna hade degradativa forandringar pa leden, och inga forbattringar sags
vid dag 180 i varken AD-MSC gruppen eller kontrollgruppen. Andelen osteofyter férblev
ofdrandrade i bada grupperna och inga biverkningar upptackes under studien. Denna studie var
for liten for att kunna gora statistiska analyser, och ingen dubbelblindning gjordes (Nicpon et
al., 2014).

Foljande kliniska studie jamférde behandling med AD-MSCs, PGRF och kombination av dessa
tva behandlingarna for OA i hoften hos hundar (Se Tabell 1). Individer 6ver 18 kg ingick i
studien. Hundarna undersoktes vid 0, 1, 3 och 6 manader efter injektionen. En tydlig forbattring
sags vid funktionella begransningar, ledrorlighet, rorelsevinklar, subjektiv smartbedémning
efter forsta manaden upptill 3:e till 6:e, och ingen skillnad upptackes mellan AD-MSC och AD-
MSC + PRGF. PRGF gruppen hade dock samre effekt an de tva andra behandlingarna vid 6
manader (Serrato et al., 2014).

I en klinisk studie injicerades AD-MSCs kombinerat med hyaluron i armbagsleder hos hundar
med OA, for att sedan studera langtidseffekten av behandlingen (Se Tabell 1). I studien
inkluderades 39 armbagar fran 30 hundar som uppvisade tydlig halta och hade diagnosen OA.
Behandlingens kliniska effekt bedomdes utifran en blankett om hundens hélta och gjordes vid
6, 9 och 12 manader. | denna studie samlades fettvavnaden fran 13 friska hundar. Cellerna
odlades i cellkulturer och gensekvenserades, och totalt 6 cellkulturer fran 6 donatorer anvandes
vidare. AT-MSCs differentierade till framst osteoblaster och adipocyter. Artroskopiska bilder
efter behandlingen visade regererade broskoar. Den nya vavnaden liknade hyalint brosk men
inneh6ll mer fibrés bindvav &n normalt. Morfologin var dven annorlunda, och liknade mer
meniskvavnaden fran en frisk hund. Aven hogre halter av GAGs pavisades i de regenererade
brosket. 31 av 39 armbagar behovde inget smartstillande 1 ar efter behandling och 3 andra fall
fick en stabil forbattring av héltan, men smértstillande behévdes ibland (Kriston-Pal et al.,
2017).

En nyare experimentell studie utvarderade den Kliniska, samt histopatologiska effekten av
platelet-rich plasma (PRP) och AD-MSC, bade var for sig och i kombination som behandling
av OA hos Beaglar mellan 2-3 ars alder. Hundarna behandlades med en injektion per vecka
den forsta manaden av studien. Efter studiens slut avlivades hundarna och lederna undersoktes
makroskopiskt samt mikroskopiskt. Resultat av behandlingen kontrollerades med hjélp av
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Tabell 1: Oversikt 6ver studier om stamcellsbehandlingar hos hundar med OA

Publ. Behandling Antal Studiens  Obeh. Bedémning Kliniska resultat
ind. langd (d) kontroll- Objektiv
grupp (O)
Subjektiv
(S)
Black et 1.PBS 18 90 Ja S Halta & smirta |
al., 2007 2. AD-MSC Rorlighet 1
Guercio 1. AD-MSCs 4 30 Nej S Halta |

et al, +PRP
2012 2. AD-MSCs+

HA
Vilar et 1.Obehandlad 15 90 Ja @) Halta | (1)
al., 2014 2. AD-MSCs
3. AD-MSCs
+ PRGF
Nicpon 1. AD-MSCs 12 180 Nej S&0O Halta |
et al, 2. NSAID
2014
Serrato 1. AD-MSCs 66 180 Nej S Ledrorlighet 1
et al, 2. AD-MSCs+
2014 PRGF
3. PRGF
Yun et 1.PBS 24 90 Ja S&O0 Hilta |
al., 2016 2. AD-MSCs Inflammatoriska
3. AD- mediatorer |
MSCs+PRP GAGs och
4. PRP hyaluron 1
Tryckbelastning |
Kriston- 1. AD-MSCs+ 30 360 Nej S&O Hilta |
Pal et HA Regenererade
al., 2017 broskoar 1
GAGs 1

AD-MSCs: Fettderiverade mesenkymala stamceller, HA: Hyaluronsyra, GAGS:

glukosaminoglykaner, NSAID: Icke steroida antiinflammatoriska medel, PBS: Fosfatbuffrad
saltlésning, PRGF: Plasma rich in growth factor, PRP: Platelet rich plasma

realtids-PCR, histopatologi,

ECM-komponenter,

trycktalighet

och genom objektiva

bedomningar av haltan. 1 samtliga forsoksgrupper minskade hdaltan och inflammatoriska
mediatorer, medan tryckbelastningen forbattrades. Halten GAGs och hyaluron var mer
gynnsam an i kontrollgruppen Bade PRP- och AD-MSC-behandlingen visades sig ha
gynnsamma effekter vid behandling av OA, se Tabell 1 (Yun et al., 2016).
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Studier pa andra djurslag

Nedan foljer ett urval av experimentella studier gjorda pa andra djurslag &n hund.

| en experimentell studie undersoktes langtidseffekten av allogena AD-MSCs-injektioner
kombinerad med hyaluronsyra (HA) hos baggar med OA (se Tabell 2). Faren blev injicerade
vid 3 och 6 veckor efter att skador pa brosket hade inducerats. Resultaten visade att
intraartikular AD-MSCs-behandling kan stoppa progressionen av. OA och inducera
broskregeneration i leden. AD-MSCs fanns dven kvar i ledvatskan 14 veckor efter injektionen
(Feng et al., 2018).

En éaldre experimentell studie som utférdes pa kaniner, undersokte BM-MSCs adhesion och
effekt vid injektion med hylaronsyra (Se Tabell 2). OA inducerades kirurgiskt bilateralt i
kaninernas knan, och efter 8 veckor behandlades de med BM-MSCs. Enbart hankaniner
inkluderades i forsoket, och alla avlivades antigen 3 eller 6 manader efter behandlingen for att
kunna undersoka histologiska och immunohistokemiska foréandringar i lederna (Grigolo et al.,
2009).

En senare studie fran 2014 som gjordes pa rattor undersokte effekten av BM-MSCs injektion
med mono-jodacetat (MIA). Resultatet fran studien blev att BM-MSC och MIA kunde reducera
rattornas halta men inga regenerativa broskforandringar kunde observeras. Se Tabell 2 for
ytterligare information (van Buul et al., 2014).

2014 gjordes en omfattande studie om allogen MSCs behandling till OA, dér kirurgiska skador
i knaleder, kotleder, karleder och hovleder inducerades. Redan vid 6 veckor efter injektionen
kunde 45% av de behandlade hastarna aterga till traning och 78% hade forbattrades ytterligare
efter 18 veckor (Se Tabell 2) (Broeckx et al., 2014).
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Tabell 2: Oversikt 6ver ett urval experimentella studier kring stamcellsbehandling av OA pé olika

djurslag
Publ. Djur-  Beh. Antal Studiens Obeh. Beddémning  Resultat
slag ind. langd Obijektiv (O)
Subjektiv
(S)
Fenget Far 1. PBS 28 O: Pato- AD-MSC+HA:
al., 2. AD- histologisk Typiskt ledbrosk
2018 MSC+ HA Inflammatoriska
(h6g dos) mediatorer,
3. AD-
MSCs+ HA
(1&g dos).
4. HA
Grigolo Kanin 1. Ingen 62 O: BM-MSC och
etal., behandling Histologisk HA:
2009 2. BM- och Hyalinlikt
MSC+ HA immunohisto-  brosk?
3. HA kemiska
forandringar MSCs med och
i lederna utan HA:
MMPs |
van Rattor 1. Ingen 24 O: Halta Halta|
Buul et behandling Histo-
al., 2. BM-MSC patologisk Inga
2014 3. BM-MSCs regenerativa
+ MIA brosk-
forandringar
Broeckx Hast 1. Ingen 165 S: Halta Hilta)
etal., behandlad
2014 2. MSCs i
kndaleder,
kotleder,
karleder och
hovleder

AD-MSCs: Fettderiverade mesenkymala stamceller, BM-MSCs: Benmargsderiverade mesenkymala
stamceller, HA: Hyaluronsyra, MIA: Mono-jodacetat, MMPs: Metalloproteinaser, PBS:
Fosfatbuffrad saltlosning
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DISKUSSION

Intraartikuldr behandling av. OA med mesenkymala stamceller har blivit en attraktiv
behandlingsmetod inom veterindrmedicinen, pa grund av deras potentiellt regenerativa formaga
och antiinflammatoriska egenskaper (Whitworth & Banks, 2014). Nyare forskning pa hund har,
enligt denna litteraturstudie, dessutom visat att stamcellsbehandlingen har en klinisk effekt i
form av minskad hélta. Studierna har dock haft olika tillvagagangsatt, omfattat fa antal djur och
ibland saknat kontrollgrupper vilket bland annat forsvarar bedémningen av terapins effekt.

Manga studier pa hund visar pa en minskad hélta efter behandling med MSCs (Black et al.,
2007b; Guercio et al., 2012; Serrato et al., 2014; Vilar et al., 2014; Yun et al., 2016; Kriston-
Pal et al., 2017; Nicpon et al., 2014), men ofta beddms det kliniska resultatet av
stamcellshehandlingen med hjalp av subjektiva bedémningar av hélta med utgangspunkt fran
olika smartskalor. Det finns idag ingen "golden standard” fér ndgon gemensam skala som
bedémer héltan hos hundar med OA. Detta innebér att det ar svart att jamfora forbattringar eller
forsémringar av haltan mellan olika studier. Att framta en global skala for subjektiv beddmning
av halta vid OA, kan behdvas. Dock kvarstar faktum att bedémningen trots allt ar subjektiv och
utfors av olika personer. Darfor vore det fordelaktigt om fler studier i framtiden utnyttjade
objektiva matmetoder for att bedéma haltan.

Nyligen utvérderades subjektiva smértskalors signifikans mot objektiv tryckplattemé&tning i en
6 manaders studie med MSCs-behandling av OA. Studien kom fram till att de subjektiva
smartskalorna inte gav en bra noggrannhet jamfort med en objektiv tryckplattemé&tning.
Exempelvis visade de subjektiva smartskalorna att hundarnas hélta minskat vid 6 manader efter
studiens start, medan tryckplattorna visade att hundarna var lika halta igen som i bérjan av
studien (Vilar et al., 2016).

Det senaste decenniet har flera kliniska an experimentella studier genomforts pa hund. De flesta
saknar dock obehandlade kontrollgrupper (Guercio et al., 2012; Nicpon et al., 2014; Serrato et
al., 2014; Kriston-Pal et al., 2017), vilket gor det svart att utvardera och dra nagon slutsats av
den kliniska effekten (Bakker et al., 2013). Detta kan bero pa att studierna gjorts pa privatagda
hundar, dar det kan anses vara etiskt oforsvarbart att inkludera obehandlade grupper.
Majoriteten av de studier som gjorts kring stamcellsbehandlingar av OA hos hund inkluderar
generellt enbart ett fatal individer, vilket innebar att statistisk signifikans inte kan uppnas. Det
foreligger ett stort behov av flera studier pa hund som inkluderar kontrollgrupper samt ett hogre
antal individer for att kunna utvérdera stamcellsbehandlingens effekt vid OA med storre
sékerhet.

Eftersom OA &r en sjukdom som drabbar hela leden (Robinson et al., 2016), borde &ven flera
studier undersoka ledens olika komponenters paverkan av stamcellsterapin. ldag injiceras ofta
stamcellerna in i ledhalan. Det ar inte bevisat huruvida cellerna adhererar till brosket, och hur
lange de sitter kvar. | tva olika studier pa far och kaniner har man dock visat histopatologiskt
att hyalint brosk hade bildats efter behandling med HA och MSCs (Grigolo et al., 2009; Feng
et al, 2018). | en annan undersokning pa rattor fick man dock inga regenerativa
broskforandringar efter behandling med MSCs och MIA, daremot sags en minskad héalta (van
Buul et al., 2014). Flera experimentella studier som gjorts pa olika djurslag i perioden 2003 -
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2013 har haft problem med adhereringen till brosket. Ytterligare experimentella studier pa hund
dar ledernas paverkan studeras histopatologiskt skulle behdvas, for att bland annat kontrollera
broskmatrixets uppbyggnad, och MSCs adherering samt differentiering i ledbrosket. ldag finns
redan liknande studier hos andra djurslag, vilket ger en mer detaljerad bild 6ver huruvida
broskets eventuella behandlingsinducerade uppbyggnad har férbéattrats av behandlingen.

Flera studier har daremot visat att MSCs kan ha antiinflammatoriska egenskaper (Whitworth &
Banks, 2014), bland annat genom minskat antal inflammatoriska mediatorer, nedreglering av
MMPs och normaliserade halter av GAGs och hyaluron i broskmatrixet (Grigolo et al., 2009;
Yun et al., 2016; Feng et al., 2018). Mer forskning om MSCs antiinflammatoriska egenskaper
skulle ge en annu klarare bild av behandlingen av OA:s laggradiga inflammation.

Maéangden fettvdvnad som samlas ar mycket varierande mellan olika studier och halten
mesenkymala stamceller som injiceras i ledhalan ar oftast okénd. Enligt en humanmedicinsk
studie innehaller enbart en liten andel av cellerna mesenkymala stamceller, som isoleras fran
fettvdvnad (0,05%) eller benmarg (0,001 - 0,01%) (Kern et al., 2006). Om detta dven &r
overforbart till hund kan det innebéra att dosen, om den inte méts, varierar, och darfor har stor
paverkan pa den kliniska effekten. Ett annat dilemma &r att cellerna regenerativa formaga dven
forsamras med donatorns dkande alder. De studier som presenterats i detta arbete har stora
aldersspann mellan de deltagande individerna. Mdjligtvis kan stamcellsterapin vara mer
effektfull hos yngre individer, men studier pa &mnet behdévs (Whitworth & Banks, 2014). Av
detta kan man dra slutsatsen att flera dos-responsstudier behdvs, samt studier kring
stamcellsterapin effekt hos hundar med OA i olika aldrar. Det finns ocksa en svarighet i att
bevisa ifall varje behandling med autologa celler ger samma effekt nar stamcellerna samlas fran
individer fran varierande raser och aldrar. Fler studier dar genetiskt identiska stamceller
anvénds for att utvérdera cellernas kliniska effekt skulle behdvas, for att kunna utvardera den
kliniska effekten utifran samma utgangsmaterial.

Tidpunkten for injektionerna ar oklara och varierar mycket mellan studier. Det ar i dagsléget
okint vid vilket stadie av OA som behandlingen ger den mest optimala kliniska effekten. Aven
vavnadskéllan till stamcellerna, vilken administrering som &r effektivast, eller om autologa eller
allogena celler ska anvéndas ar fortfarande oklart (Bakker et al., 2013). 1 tillagg varierar kallan
till MSCs mellan studierna vilket ocksa skulle kunna paverka resultatet. | de studier pa hund
som visats i detta arbete har AD-MSCs anvants men i nagra av de experimentella studierna pa
andra djurslag har BM-MSCs injicerats istéllet.

| en artikel framhéavs vikten av att flera studier kring stamcellsbehandlingarnas langtidsverkan
genomfors, da det fortfarande finns flera informationsluckor kring detta (Nicpon et al., 2014).
Det ar inte heller klarlagt ifall flera stamcellsinjektioner kommer behévas for att bibehalla en
forbattrad klinisk effekt och det &r oklart hur lange behandlingen har klinisk effekt. | de studier
som detta arbete tar upp, stracker sig studierna sallan 6ver en period langre dn 6 manader. En
studie pa hund visade dock pa en ihallande minskad héalta &ven ett ar efter behandlingen
(Kriston-Pal et al., 2017).

Flera undersdkningar har anvant HA, MIA, PRP eller PRGF i kombination med MSCs. Detta
medfor att studierna blir problematiska att jamfora, och forsvarar utvéarderingen av
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stamcellsterapins kliniska effekt. Grigolo et al. (2009) papekar att exempelvis HA kan ge
forbattrade broskreparationer, da det & en viktig komponent i broskmatrixet och att
kombination av HA har i flera studier visats vara effektivt mot exempelvis hélta och mojligen
broskreparation.

Konklusion

Utifran denna litteraturstudie kan konkluderas att stamcellsbehandlingar pa hund har visat
Kliniska forbattringar hos OA patienter i form av minskad hélta och antiinflammatoriska
effekter. Aven om MSCs verkar hamma progressionen av OA, &tminstone pa kort sikt, behovs
flera och langre studier som omfattar flera individer. Dessutom maste studierna innehalla
obehandlade kontrollgrupper och resultaten utvarderas med objektiva méatmetoder for att fa en
klarare bild av behandlingen. Dos-responsstudier, studier kring MSCs adherering till brosket
och vilka vavnadskallor till MSCs som ar lampligast, aterstar att klarlagga i framtida forskning.

ORDLISTA
Forkortning Engelska Svenska
AD Adipose derived Fettvévnadsderiverad
BM Bone marrow derived Benmargsderiverad
GAGs Glucosaminoglykans Glukosaminoglykaner
HA Hyaluronic Acid Hyaluronsyra
MIA Monoiodoacetate Mono-jodacetat
MMPs Metalloproteinases Metalloproteinaser
NSAID Non-Steroidal Anti- Icke steroida

Inflammatory Drugs antiinflammatoriska medel

OA Osteoarthritis Osteoartrit
MSCs Mesenchymal stem cells Mesenkymala stamceller
PRP Platelet Rich Plasma
PRGF Plasma Rich in Growth

Factor
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