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SAMMANFATTNING

Hélta ar den vanligaste orsaken till nedsatt prestation, tranings- och tavlingsbortfall hos hést i
Sverige. De vanligaste orsakerna till halta pa hast ar skador pa leder, senor och ligament. Inget
idag registrerat preparat eller lakemedel har visat sig kunna reversera eller stoppa utvecklingen
vid ledsjukdom som osteoartrit (OA)sa behandling av skador pa led har framst fokuserats pa
att minska inflammation och smarta.Vid behandling av senskador ligger fokus pa att fa en lak-
ning med samma struktur som ursprungsvéavnaden. Flera olika preparat har testats, som t.ex.
hyaluronsyra (HA), polysulfaterade glukosaminoglukaner (PSGAGSs) samt PRP. Bade for be-
handling av OA och senskador har stamceller foreslagits som alternativ for att aterstalla vavna-
den och minska inflammation. Under de sista aren har intresset vants mot mesenkymala stam-
celler (MSC), som antas kunna ha bade antiinflammatoriska och regenerativa egenskaper.
Dessutom anses MSC vara immunpriviligerade, da de saknar uttryck av MHC 1l molekyler.

Studien gjordes som en retrospektiv journalstudie, dar 137 hastar som behandlats med allogena
MSC pa en klinik i Stockholm inkluderades. Bade hastar som tidigare behandlats med andra
preparat samt hastar som inte fatt ndgon annan behandling inkluderades, liksom hastar med mer
an en haltutlosande faktor. Hastarna prestationsniva varierade fran inget arbete/latt traning till
tavling pa hogsta niva. Behandlingen bestod i allogena MSC utvunna fran postmortalt samlad
benmarg fran hastar som av olika orsaker anda skulle avlivas.

Av 137 MSC behandlade hastar foljdes 125 upp kliniskt. 112 av dessa beddmdes vid klinisk
uppfdljning som ohalta och av dessa kom 90 hastar tillbaka till traning/tavling. 60 héstar var
fortfarande i traning minst 6 manader efter att de bedomts som friska/ohalta. 3 hastar uppvisade
biverkningar i form av 0kad halta, varme och svullnad vid injektionsplatsen 0-6 dagar efter
behandling, som minskade inom 24 timmar efter behandling med antiinflammatoriskt lakeme-
del. Resultatet i denna studie indikerar att behandling med MSC vid OA och tendinit tycks vara
patientsdkert och kan potentiellt, i tidigt skede, stoppa eller hdimma utvecklingen av OA alter-
nativt lindra de kliniska symtomen hos drabbade hastar.



SUMMARY

Lameness is the most common cause of impaired performance among horses in Sweden, and
injuries to joints, tendons and ligaments are often the reason for lameness. Treatment of joints
has mainly been focused on reducing inflammation and pain, but no drug has shown to be able
to reverse, or stop the development of joint disease such as osteoarthritis (OA). When treating
tendon injuries, the focus is on getting a healing with the same structure as the original tissue.
Several different drugs have been tested, such as hyaluronic acid (HA), polysulfated glu-
cosaminglycans (PSGAG) and PRP. Stem cells have been proposed as an alternative for treat-
ing both injured tendons and joints, as they are thought to have capacity to both restore tissue
and reduce inflammation. In recent years, interest has been directed toward mesenchymal stem
cells (MSC), which are believed to have both anti-inflammatory and regenerative properties. In
addition, MSC are considered to be immunoprivileged as they lack expression of MHC Il mol-
ecules.

The study was made as a retrospective journal study, which included 137 horse treated with
allogenic MSC at a clinic in Stockholm. Horses previously treated with other drugs, as well as
horses that had not received any other treatment prior were included. Also horses with more
than one triggering factor, i.e. pain from more than one structure, were included. The perfor-
mance lever varied from no work/light training to competition at the highest level. The treat-
ment consisted of allogenic MSC derived from bone marrow euthanized from various reasons.

Out of 137 MSC treated horses, 125 were followed up clinically. 112 were considered as sound
at clinical follow-up, and 90 of these horses returned to training/competition. 60 horses were
still in training at least 6 months after being assessed as sound. Three horses showed adverse
reactions to the treatment in form of increased lameness, heat and swelling at the injection site
0-6 days post treatment. The reaction subsided within 24 hours after treatment with anti-inflam-
matory drugs. The results of this study indicate that treatment with MSC in horses with OA
appears to be patientsafe and can potentially, at an early stage, stop or inhibit the development
of OA or alleviate the clinical symptoms of affected horses.
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INLEDNING

Halta &r den vanligaste orsaken till nedsatt prestation, tranings- och tavlingsbortfall hos hést i
Sverige (Penell et al., 2005). De vanligaste orsakerna till halta hos hast ar skador pa leder, i
form av osteoartrit (OA), senor och ligament (Hill et al., 2017). Behandlingen mot OA har
under de senaste decennierna inriktats pa att minska inflammation och smarta och de mest an-
vanda preparaten for detta har varit olika typer av kortikosterioder, NSAID-preparat, hya-
luronsyra (HA) och polysulfaterade glukosaminoglukaner (PSGAG) (Goodrich & Nixon,
2006). Pa senare ar har dven Autologt konditionerat serum (ACS, eller "IRAP”) anviints fOr
behandling av OA (Textor, 2011). Det senast foreslagna tillskottet till behandlingsarsenalen for
OA och senskador & mesenkymala stamceller (MSC).

Syftet med arbetet &r att via en litteraturstudie se om det finns nagot stod for att behandling med
MSC kan forbattra prognosen hos hastar med OA och/eller tendinit. Samt, att utifran utforda
behandlingar med MSC pa en hastklinik fa en indikation pa om det forelegat nagon risk for
biverkningar vid injektion av MSC pa hastar i klinisk praktik och om behandlingsresultaten
tydde pa att denna produkt &r vard att utvardera vidare som ett alternativ for behandling vid OA
och tendinit.

Hypotesen var att MSC behandling av OA och tendinit pa hast &r patientséakert.



LITTERATUROVERSIKT
Osteoartrit (OA)

OA ir oftast en laggradig inflammatorisk sjukdom som dver tid utvecklas och leder till kronisk
halta (Mcllwraith et al., 2015). OA innebdr en destruktion av ledbrosket och scleros av det
subchondrala benet, med eller utan mikrofrakturer. Etiologin kan delas in i tvd grundorsaker,
antingen en onormal belastning pa en normal led, eller en normal belastning pa en onormal led.
OA uppstar i nagon av ledens strukturer; synovialmembranet, ledkapseln, det subchondrala be-
net, ligament eller ledbrosk, alternativt i en kombination av tva eller flera av dessa (Mcllwraith
et al., 2012). Vid OA och ledinflammation frisatts proinflammatoriska cytokiner, som IL-1a,
IL-1B och TNFa fran synovialmembran och ledbrosk. Dessa startar en kaskad dir vavnadsned-
brytande enzymer som matrix metalloproteaser (MMPs), aggrekanaser (framst ADAMTS-4
och ADAMTS-5) och prostaglandin E2 (PGE2) bildas (MclIWraith et al., 2015).

Medicinska alternativ for ledbehandling
NSAID

Icke steroida antiinflammatoriska lakemedel (NSAID) ar den idag mest anvéanda preparatgrup-
pen vid behandling av OA. Alla levande kroppsceller innehaller omega-6-fettsyra, i sina cell-
membran (Goodrich & Nixon, 2006) och den kan omvandlas till arakidonsyra nar cellmembra-
net skadas. Arakidonsyran bryts ner av enzymerna cyklooxygenas (COX) 1 och 2 samt lipoxy-
genaserna 5, 12 och 15 varvid prostaglandin (PGH>) bildas. PGH: &r ett substrat for prostag-
landinsyntaser som i sin tur kan bilda bade livsviktiga som skadliga prostaglandiner. Framfor-
allt &r det prostaglandin E2, som bildats vid COX 2 nedbrytning av arakidonsyra, som har den
storsta inverkan pa inflammation. PGE; kan inducera aktivitet hos ovan namnda vavnadsned-
brytande enzymer. NSAID bromsar inflammationsfasen da de hammar aktiviteten hos COX
enzymerna. NSAID anvénds framforallt vid akuta ledskador, men biverkningar pa mag-tarm-
kanalen, som behdver prostaglandiner till slemhinnans normalfunktion, samt njurar, vars
mikrocirkulation &r beroende av prostaglandiner, gor att man alltid skall vara extra vaksam vid
anvandande av NSAID under langre tid (Lakemedelsverket, 2010).

Kortikosteroider

Den celluléra effekten av kortikosteroider &r en minskning av proinflammatoriska cytokiner
som t.ex. IL-1, IL-6, IL-8 och TNFa, samt en 6kning av antiinflammatoriska cytokiner som IL-
10 (Lakemedelsverket, 2010). Kortikosteroider kan uttva effekt genom att ta sig in i cellen och
binda till intracellul&ra glukokortikoidreceptorer och bilda ett komplex som i sin tur tar sig till
cellkdrnan och binder till DNA, s.k. ”genomic effects”. Detta leder till 6kning eller minskning
av genuttryck. Komplexet minskar bildandet av proinflammatoriska cytokiner genom att
hdmma transkriptionsfaktorer. Kortikosteroider kan genom direkt stimulering av membran-
bundna receptorer, eller via direkt aktivering av kinaser, &ven utdva antiinflammatorisk och
immunhdmmande effekt utan inkoppling av genreglering. En av de viktigaste vagarna &r syntes
och frisattning av proteinet annexin 1, som interfererar med en intracelluldr signalering och
darigenom inhiberar fosfolipas A2, vilket i sin tur leder till minskad produktion av eicosanoider.
De mest anvanda kortikosteroidpreparaten i Sverige &r triamcinolon (Kenacort®) och betame-



tason (Celeston bifas®). Lokala biverkningar av kortikosteroider pa ledbrosket kan vara minsk-
ning av chondrocyternas storlek och glukosaminoglukan (GAG) nedbrytning (Goodrich &
Nixon, 2006). Aven produktionen av GAG minskar vid kortisongiva (Goodrich & Nixon,
2006). Kortisonets biverkningar tycks vara dosberoende, enligt Richardson och Dodge (2003)
kan triamcinolon, givet i lagre dos, ha en chondroprotektiv effekt.

Hyaluronsyra

Hyaluronsyra (HA) ar en glukosaminoglukan, uppbyggd av 10 000-12 000 disackaridenheter,
som finns i synovia och ledbrosk. HA produceras av typ B synoviocyter i synovialmembran
och av chondrocyter i ledbrosk. | synovian gor HA ledvatskan viskds och bidrar med stotdam-
pande funktioner i leden. | ledbrosket spelar HA en viktig funktion i det extracelluldra matrixet
(ECM), da HA ihop med aggrekan och kollagen typ 11 ger ledbrosket elasticitet och draghall-
fasthet. (Ldkemedelsverket, 2010). Den exakta verkningsmekanismen av HA som behandling
ar inte helt klarlagd, men troligen modulerar HA synovialmembranets kemotaktiska respons
genom minskad cellmigration och diffusion. Man har sett att exogen HA inhiberar makrofagers
kemotaxi, och HA tycks hindra frisattning av prostaglandiner fran makrofager (Goodrich &
Nixon, 2006). Positiva resultat har setts vid behandling med en kombination av HA och triamci-
nolon i led (McllWraith et al., (2015).

Polysulfaterade glukosaminoglukaner (PSGAGS)

PSGAGs ar halvsyntetiska beredningar utvunna fran trachea hos nét, och bestar framst av
kondroitinsulfat. VVerkningsmekanismen hos PSGAGs é&r inte helt klarlagd, men sulfatgrup-
perna hos PSGAGs tycks kunna interagera med och darmed inhibera brosknedbrytande enzy-
mer som t.ex. MMP. PSGAGs anses ocksa ha en antiinflammatorisk effekt genom att hamma
leukocytmigration, inhibera prostaglandinsyntes, stimulera syntes av broskmatrix och ¢ka hya-
luronsyrasyntesen, vilket setts i in vitro studier (Ldkemedelsverket, 2010). Enligt vissa studier
har PSGAGs chondroprotectiva egenskaper, genom att verka for att bibehalla, eller framja
chondrocyternas metabola aktivitet, samt inhibera nedbrytande effekter av cytokiner och
prostaglandiner pa ledbrosk. PSGAGs klassas darfor som ett lakemedel som kan modifiera OA
(Goodrich & Nixon, 2006).

Interleukin 1 receptor antagonist protein (IRAP) = Autologt konditionerat serum
(ACS)

Interleukin 1 receptor antagonist protein (IRAP) &r ett biologiskt preparat som utvinns fran
hésten egnet blod. Blod tas aseptiskt med en spruta fran den individ som ska behandlas. Sprutan
som innehaller kulor av medicinskt borosilicatglas, som ska 6ka nivan av framforallt interleu-
kin-1 receptor antagonist (IL-1ra), inkuberas under ett dygn i 37°C. IL-1 anses vara en avgo-
rande proinflammatorisk cytokin vid ledinflammation hos hédst och hdmning av IL-1 har visats
hamma utveckling av OA (Textor, 2011). Innehallet av olika cytokiner, i den IRAP man far
efter det att man dagen efter centrifugerat innehaller i sprutan, kan skilja mellan olika framstall-
ningsmetoder (Hraha et al., 2011). Intraartikuldr behandling med IRAP anses kunna minska
haltgraden och fibrillering av brosk jamfért med placebo (McllWraith et al. 2015).



Senor och senskador

Senor och ligaments specialiserade fibroblaster, tenocyter, bygger upp en tat, fibrgs, bindvéav i
ett kollagenrikt extracellulart matrix (ECM). ECM innehaller framst typ | kollagen men &ven
typ 111 kollagen samt proteoglykaner och glykoproteiner (Patterson-Kane et al., 2012). En liten
del av ECM utgors ocksa av elastin, som ger vavnaden elasticitet. Balansen mellan anabola och
katabola processer i ECM regleras av MMP och deras vavnads-/aktivitets inhibitorer (TIMPS).
Orsaker till senskador pa hast ar oftast nagon form av dverbelastning, dér skador pa ECM upp-
star snabbare &n de hinner repareras. En senskada laker, liksom vanliga sarskador i tre faser, en
akut inflammationsfas, foljt av proliferationsfas och till sist remodelleringsfas. Behandling av
senskador behover darfor anpassas till vilken fas skadan befinner sig i (Dahlgren, 2007). | ett
tidigt stadie, inom 24 timmar, kan allmanbehandling med kortidsverkande kortikosteroider vara
till nytta, da dessa minskar den akuta inflammation som skulle kunna skada narliggande, frisk
vavnad. Injektion av kortison, direkt in i skadan, eller allmanbehandling efter 48 timmar har
daremot visat sig ha skadliga effekter. Anvéndning av NSAID ar omdiskuterat, och anvands
primart for den smértlindrande effekten (Dowling et al., 2000).

Behandling med HA direkt i senskadan eller peritendindst har gett motségelsefulla resultat.
Initialt tycks senor som behandlats lokalt med HA uppvisa en forbattrad lakning, baserat pa
ultraljudsundersokningar (Dowling et al., 2000). Daremot kunde ingen skillnad i recidivfre-
kvens ses mellan hastar som bara behandlats konservativt och de som fatt lokal behandling med
HA eller PSGAGs (Dyson, 1997). Anvandningen av PSGAGs for senskador grundas pa att
PSGAGs hammar makrofagaktivering, kollagenaser och MMP aktivitet, vilket talar for att det
skulle kunna vara anvéandbart i det akuta stadiet av en tendinit (Dowling et al., 2000).

Ett biologiskt preparat som anvands vid senskador ar PRP, vilket &r blodplasma med hog kon-
centration av blodplattar. Den bakomliggande idén till PRP &r att blodplattar innehéller hdga
halter av tillvaxtfaktorer som blodpléattderiverad tillvaxtfaktor (PDGF), transformerande till-
vaxtfaktor B (TGFp) och vaskulér endotelcellstillvaxtfaktor (VEGF) som visat sig 6ka senvav-
nadens regeneration i bade in vitro- och in vivo (Fortier & Smith, 2008).

Mesenkymala stamceller (MSC)

MSC har foreslagits som behandling av led- och senskador eftersom dessa celler antas kunna
inducera en regenerativ process och kan differentiera till flera olika typer av vavnad. Tidigare
ansags att stamcellerna sjalva kunde reparera skadad vavnad genom att integrera med denna
och differentiera till exempelvis brosk- eller senvédvnad. Nu tror man att MSC kan stimulera
lakning genom parakrin signalering och cell-cell kontakt stimulering. Potentiellt kan de &ven
stimulera broskregeneration och pa sa sétt underlatta lakning vid OA (Broeckx et al., 2019b).
In vitro studier har visat att nérvaro av MSC kan minska mangden proinflammatoriska cytoki-
ner som IL-13, MMP 1 och MMP 13, samt ge 6kad produktion av IL-1ra (van Buul et al.,
2012).

Definitionen for MSC pa méanniska ar att cellen bade ska kunna adherera (fasta) till plast och
kunna differentiera till osteoblast, chondrocyt eller adipocyt. Vidare ska cellerna uttrycka yt-
molekylerna, CD73, CD90 och CD105. MSC ska inte uttrycka nagon av ytmolekylerna CD14,
CD34 och CD45 (Ullah et al., 2015). Idag saknas ett enhetligt begrepp for hur MSC pa hast ska



karaktariseras (Schauwer et al., 2012). MSC kan utvinnas fran fett, blod, benméarg och navel-
strang, dock verkar det som att MSC utvunnen fran fettvavnad ar mindre effektiv an den som
kan fas fran benmarg (Frisbie & Smith 2010).

De stamceller som anvands pa hast kan vara antingen autologa, dar MSC utvinns fran samma
individ som de sedan planteras in i, eller allogena, dar MSC utvinns fran en annan individ &n
den som skall behandlas (Guest et al., 2008). Initialt studerades behandling med autologa MSC
men under senare tid har aven allogena MSC undersokts. Detta for att snabbare kunna satta in
behandling vid en skada samt for att eliminera riskerna férenade med att samla benmarg fran
en skadad individ (Lange-Consiglio et al., 2013). Dessutom kan man samla fran yngre hastar
som har mer aktiv benmérg &n &ldre dito (Schnabel et al., 2014). Vid anvéndning av allogena
MSC uppkommer fragan om det ar sakert for mottagarindividen och om resultatet av behand-
lingen kan paverkas av huruvida stamcellerna ar allogena eller autologa (Guest et al., 2008)?
Hill et al. (2017) menar att allogena stamceller blir mer palitliga och forutsagbara i sin verkan.
Detta da en standardiserad samling fran en véldefinierad grupp av individer torde ge en produkt
som varierar mindre i innehall jamfort med autologa MSC.

Effekten av lokal injektion av autologa och allogena MSC har jamforts, med avseende pa lym-
focyters immunrespons hos mottagardjur, pa tva hastar dar ett framben/hast hade tre inducerade
skador pa ytliga bojsenan. Ingen skillnad kunde ses i den cellmedierade immunresponsen vid
kontroll post mortem efter 10 respektive 34 dagar. Da studietiden var for kort kunde inga slut-
satser dras om huruvida cellerna kunde differentiera till tenocyter, eller om behandlingen for-
battrade lakningen (Guest et al., 2008).

Schnabel et al. (2014) sag en stor variation mellan individer i hur mycket MHC 1l som uttrycks
pa MSC samlad fran benmarg. De visade ocksa att odlade MSC som var MHC Il positiva gav
upphov till en immunologisk reaktion hos leukocyter. Vidare visades att MHC Il negativa MSC
kunde uppreglera MHC I1 vid stimulering med IFN- y. | en annan in vitro studie, dar benmargs-
deriverade MSC fran connemaraponnyer blandades med immunologiskt aktiverat blod fran
fullblod stimulerade allogena MSC inte till ndgon avst6tningsreaktion, varfor allogena MSC
beddmdes vara ett sékert behandlingsalternativ (Ranera et al., 2015). In vivo verkade dock inte
uttrycket av MHC |1 spela nagon storre roll for risken att fa en reaktion vid forsta behandlingen
med allogena MSC pa hast. Dock sags en ledreaktion pa cellniva i form av Okat totalantal kéarn-
foérande celler i synovia och skillnad i effekt av behandling, i form av ej minskad haltgrad, vid
upprepad behandling med allogena MSC (Joswig et al., 2017).

Behandling med allogena MSC

Nyligen har ett allogent lakemedel, baserat pA MSC fran perifert blod, blivit godkant for ledbe-
handling av hast med OA i Europa. Godkannandet baseras bland annat pa en studie dar brosk-
skador inducerades i en kotled pa totalt 12 hastar och hos de behandlade 6 hastarna sags en
minskad grad av hélta och forbattrad lakning av ledbrosket jamfort med kontrollgruppen. Dessa
MSC beskrevs som “chondrogent inducerande” (Broeckx et al., (2019a), men det har inte de-
finierats vad denna induktion innebér. Broeckx et al. (2019b) undersokte 75 patienthéstar med
hélta fran kotled och tidiga tecken pa OA. 50 hastar behandlades med allogena MSC, och 25
héstar behandlades med placebo (steril NaCl). | samband med ledbehandling gavs samtliga



hastar samtidigt en allmanbehandling med en engangsdos Ketoprofen. Dosen MSC var 2 mil-
joner/led i behandlingsgruppen. Héstar behandlade med MSC uppvisade minskad haltgrad, led-
svullnad och bojprovsreaktion jamfort med placebogruppen. 18 veckor efter behandling var 42
% av hastar ingdende i behandlingsgruppen ater i traning emedan ingen hast i kontrollgruppen
ater var i traning. Reaktion pa behandlingen sags hos en hast i form av 6kad hélta och ledsvull-
nad 2 dagar efter behandling.

Senskador har behandlats lokalt med autologa MSC och da framst skador pa ytliga béjsenan.
Inga negativa effekter som lokal reaktion eller bildande av ektopisk vavnad har kunnat ses vid
kontroll med ultraljud och scintigrafi (Smith, 2008; Godwin et al., 2011). Behandlingsresultatet
var i bada studierna battre med avseende pa recidiv, 18 % av 242 hastar respektive 27,4 % av
113 héstar, an vad som rapporterades av Dyson (2004), 42,5 - 44,4 %, da 50 héastar i varje grupp
behandlades konservativt, med HA eller PSGAG i lesionen

Vid lokal behandling av senskador med allogena MSC deriverade fran navelstrang kom 77 %
(40/52 hastar) tillbaka pa samma niva som innan, och recidiv sags i 24 % av fallen (van Loon
et al., 2014). Behandlingsresultat har &ven jamforts mellan allogena MSC fran amnion
(AMSC), 51 hastar, och autologa MSC fran benméarg (BM-MSC), 44 héstar. Ingen negativ ef-
fekt sdgs vid endera behandling, men det sags en okad frekvens recidiv hos hastar som behand-
lats med BM-MSC, 23 %, jamfort de som behandlats med AMSC, 4 % (Lange-Consiglio et al.,
2013). Forsok med vad som sades vara “tenocytinducerade” allogena MSC har gjorts pa en
gaffelbandsskadad hast, dar skadan inte lakt med konventionell behandling. Hasten behandla-
des med MSC och PRP vid tva tillfallen och en gradvis forbattring sags vid samtliga uppfolj-
ningstillfallen, fram till 32 veckor efter behandling, da hasten ater var i full traning. 1 ar efter
forsta behandlingen var hésten fortfarande i traning (Vandenberghe et al., 2015) (tabell 1).

Tabell 1. Sammanstallning av tidigare studier av senskador behandlade med MSC samt recidivfrekvens

Studie Typ av MSC Antal héstar Recidiv %
Smith (2008) Autologa benmérg 242 18
Goodwin et al. (2011) | Autologa benmarg 113 27,4
Lange-Consiglio et al. | Autologa benmarg 44 23

(2013)

Lange-Consiglio et al. | Allogena amnion 51 4

(2013)

Van Loon et al. (2014) | Allogena navelstrang 52 24

MATERIAL OCH METOD

Retrospektivt har journaler éver 137 héstar behandlade med allogena MSC, vid Scandinavian
Equine Clinics (SEC) i Stockholm, under en tidsperiod av ett ar, gatts igenom. I de fall réntgen-
och ultraljudsbilder funnits att tillga har dessas tolkningar inkluderats. Pa grund av att SEC inte
langre existerar var mojligheten att félja alla ingdende hastars halsostatus 6ver tid begransad.
Hastarnas prestationsniva varierande fran inget arbete/lattare promenadridning/inridning till



hogsta niva inom respektive gren (tabell 2 och 3). Vissa hastar var verksamma inom flera gre-
nar, s.k. allround”. Konsfordelningen var 46 ston, 87 valacker och 4 hingstar.

Tabell 2. Niva tréning/tavling innan behandling

Nivdar- Ingetar-  Latt tra- Latt klass Medelsvar  Svar klass  Elit Okaént
bete bete ning klass

Antal ‘ 5 47 37 34 9 1 4

Tabell 3. Grenfordelning hastar behandlade med MSC
Gren Dressyr Hopp  Félttavlan  Allround Trav  Galopp  Western  Islandshast

Antal ‘ 50 50 1 18 8 4 1 5

Bade hastar som tidigare behandlats med andra preparat (Celeston bifas, Kenacort, Pentosan,
HA, IRAP etc.) samt hastar som inte fatt nagon annan behandling inkluderades liksom hastar
med mer &n en misstankt haltutlosande faktor, det vill séga haltsymtom fran flera ben/leder.
Hur lange inkluderade hastar varit halta varierade fran under 2 veckor till 6ver 6 manader (tabell
4). Gradering av halta gjordes pa en linjar skala fran 0-5 dar grad 5 representerade blockhélta.
Héstar som diagnosticerats med skador med traditionellt god prognos liksom héstar som be-
handlats under lang tid utan resultat och som ”domts ut” pa andra kliniker inkluderades.

Tabell 4. Duration av halta innan behandling med MSC

Duration halta <2v 2v-1man 1-3 mén 3-6 man >6 man

Antal hastar 6 43 49 24 15

MSC behandlingen bestod av MSC utvunna ur benmarg fran femur och humerus pa hastar som
av olika orsaker anda skulle avlivas. Med tillstand fran djuragaren togs benmérg ut post mor-
tem. Enligt besked fran Jordbruksverket kunde behandlingen med MSC ske pa behandlande
veterindrs ansvar utan nagot ytterligare tillstand. Vid behandling i led kombinerades en dos med
10 miljoner MSC med 2,5 ml HA (Synvet®, 20 mg/ml). | knéled dubblerades dosen till 20
miljoner MSC och 5 ml HA. Vid behandling i sena eller ligament var dosen 10 miljoner MSC.
Vid intravends behandling gavs 300 mljoner MSC. | samband med behandling med MSC gavs
alla hastar en intravends dos Flunixin® (50mg/ml), 1,1 mg flunixin/kg uppskattad kroppsvikt.

Skadehistorik och svar pa eventuell tidigare behandling av den hélta/skada som sedan behand-
lades med MSC inkluderades i dataanalysen, samt tid till eventuellt recidiv. Denna information
jamfordes med behandlingssvar pa MSC, inklusive tid till haltans forsvinnande och atergang
till arbete. Som positivt behandlingssvar bedomdes att hasten blev diagnosticerad som ohalt
alternativt rapporterades ha kommit tillbaka till arbete.



RESULTAT
Héltan hos de behandlade héstarna graderades vid forsta behandlingstillféllet till mellan 0,5 - 3
grader pa rakt spar i trav utan provokationstester (tabell 5).

Tabell 5. Grad av hélta innan MSC behandling
Grad av hélta 0,5 1 2 3

Antal hastar 16 70 38 13

Av de 137 hastar som behandlades med MSC hade 75.1% (103/137) tidigare fatt nagon annan
typ av behandling for samma skada. Ungefar 50 % (52/103) hade inte svarat pa den tidigare
behandlingen med annat/andra preparat och 49,5% (51/103) hade svarat helt eller delvis med
minskad haltgrad. Av de 51 som svarat helt eller delvis pa behandling med andra preparat hade
30 hastar, 29 % av alla tidigare behandlade, kommit tillbaka till nagon form av arbete/tavling i
1-6 manader innan de ater blev halta frin samma omrade som innan (tabell 6 och 7).

Tabell 6. Hastar som fatt annan behandling samt behandlingssvar vid annan behandling

Ej fatt annan be-  Fatt annan be- Svarat helt pd an- Delvissvaratpd  Ejsvaratpd  Ater i arbete
handling handling nan behandling annan behand- annan be-

ling handling
34 103 25 26 52 30

Tabell 7. Tid till recidiv efter annan behandling &n MSC

Ater i arbete efter Recidiv >1 méanad Recidiv 1-3 ména- Recidiv 3-6 ména-
annan behandling an  efter ater i arbete der efter ater i ar- der efter ater i ar-
MSC bete bete

Antal 30 2 20 8

Av de 137 MSC behandlade hastarna svarade 7 inte pa behandling och forblev halta. 12 hastar
blev ej kliniskt uppfoljda pa kliniken och har inte heller tavlat efter behandlingen, saledes sak-
nas information om behandlingens utfall i dessa fall. 81 % (112/137) av samtliga behandlade
héstar, det vill sdga 89,6 % (112/125) av de h&star som foljdes upp kliniskt, beddmdes som
friska (ohalta) efter behandling med MSC. 103 av héstarna bedémdes som kliniskt friska inom
6 manader efter behandling och 9 hastar efter 6 manader. 72 % av uppfoljda hastar (90/125)
kom tillbaka till arbete och tavling emedan 22 anvandes till annat. 67 % (60/90) av de behand-
lade hastarna var fortfarande i arbete minst 6 manader efter att de bedomts som kliniskt
friska/ohalta (tabell 8).



Tabell 8. Behandlingsresultat konventionell behandling och MSC behandling samt tid till ev. recidiv av
halta. >6 man innebar att hasten fortfarande var i arbete nar journalgenomgéngen gjordes

Tid Recidiv pd annan Frisk efter MSC Ater i arbete efter Tid som frisk efter

behandling behandling enligt MSC Behandling ~ MSC behandling
journal

Ej frisk 74 13 20 7

<1 man 2 22 6 0

1-3 man 20 53 26 5

3-6 man 8 28 31 25

>6 man, 0 9 27 60

Ej uppfoljd 0 12 27 40

N: 103 137 137 137

42 % (58/137) hastar behandlades for skada bade pa led och sena/ligament. | denna grupp be-
domdes 84 % som ohalta vid uppfdljning. Bland hastar som behandlats enbart for skada/in-
flammation i led var motsvarande siffra 71 % (40/56). For hastar som enbart behandlats for sen-
eller ligamentskada var positivt behandlingssvar 61 % (tabell 9).

Tabell 9. Antal hastar inom varje grupp

Typ av skada Skada/inflammation i Skadaisena/ligament  Kombination skada i
led led och sena/ligament

Antal hastar 56 23 58

Antal som bedémts 40 14 49

som kliniskt friska vid

uppfoljning

Enligt journaler bedomdes 13 hastar ha kraftig OA utifran radiologiska fynd. Av dessa svarade
77 % (10/13) positivt pa behandling och atergick till arbete.

Pa 60 hastar behandlades totalt 65 sen- eller ligamentstrukturer. Gaffelband var 6verrepresen-
terade (54 %), f6ljt av ligament (35 %). I kategorin “ligament” inkluderades synovialleders
sidoligament samt patellarligament. 11 % var bojsenor, dar positivt utfall av behandling var 43
%. For gaffelband var motsvarande siffra 74 % (26/35) och 87 % (20/23) for ligament.

35 hastar behandlades en upprepad gang med MSC, av dessa kom 25 (71 %) tillbaka till arbete.
16 av dessa behandlades for ledinflammation/ledskada, 5 behandlades for senskada/ligament-
skada och 14 hastar behandlades for bade led- och sen-/ligamentskada. | respektive grupp var
positivt utfall dar 69 % (11/16), 80 % (4/5) och 64 % (9/14).



2,2 % (3/137) uppvisade reaktion pa behandling med MSC i form av ékad haltgrad, svullnad
och dmhet pa injektionsplatsen inom 0-6 dagar efter behandling. | samtliga fall minskade re-
aktionen inom 24 timmar efter behandling med antiinflammatoriskt lakemedel. En av héstarna
uppvisade reaktion efter lokal behandling 6 dagar efter behandlingstillfallet. Samma hést be-
handlades vid ett senare tillfalle lokalt pa annan plats utan reaktion. En annan hést reagerade
efter upprepad lokal behandling i led. Denna hést uppvisade ingen reaktion i samband med
behandling vid de tva forsta tillfallena, men uppvisade svullnad, varme och 6kad haltgrad inom
24 timmar efter tredje behandlingstillfallet. Den tredje hasten reagerade direkt i anslutning till
behandlingen vid tillférsel av MSC intravendst. Behandling med Dexametason (Dexadreson®,
2 mg/ ml), 0,06 mg/kg uppskattad kroppsvikt, sattes in direkt och inga ytterligare komplikat-
ioner tillstotte.

DISKUSSION

Teoretiskt finns det en risk att stamceller kan utvecklas till olika typer av celler och dela sig
okontrollerat med 6kad risk for tuméromvandling som féljd. Ingen av de 137 behandlade hés-
tarna i studien visade nagra for djuragaren eller den behandlande veterinaren uppenbara tecken
pa formation av ektopisk vavnad vid vare sig lokal eller systemisk behandling. Smith (2008)
samt Godwin et al. (2012) sag inte heller, under ett kort tidsperspektiv, nagon risk for vare sig
ektopisk vavnad eller teratogena effekter vid behandling med MSC. Langsiktigt har hastar foljts
i over 5 ar efter MSC behandling utan att visa tecken pa langsiktiga negativa effekter (Fortier
& Smith, 2008). Saledes tycks risken for okontrollerad tillvéxt av injicerade MSC vara liten.

En fraga som uppstar vid behandling med allogena MSC, &r huruvida det finns risk for avstot-
ningsreaktioner. MSC har ansetts vara immunopriviligerade, da de inte uttrycker MHC 1l mo-
lekyler (Guest et al., (2008). In vitro studier visar motstridiga resultat. Schnabel et al. (2014)
menar att det kan finnas risk for immunrespons vid behandling med allogena MSC. Ranera et
al. (2015), visar & andra sidan att allogena MSC kan vara ett sakert alternativ. Trots att MSC
inte skall uttrycka MHC 11 tycks detta anda forekomma hos ett fatal individer pa MSC utvunnen
fran benmarg. For hastar som behandlas forsta gdngen med MSC anses det vara sakert, oavsett
forekomst av MHC 11 molekyler eller ej, emedan det kan finnas en risk for reaktion eller at-
minstone samre behandlingsresultat, vid upprepad behandling (Joswig et al., 2017). Van Loon
(2014) menar att MSC ar sékra da MSC ar hypoimmunogena och oftast inte uttrycker MHC 11
molekyler, vidare kan MSC foérhindra T-cell responsen bade indirekt genom modulering av
dendritiska celler, och direkt genom att stoéra T-cellernas funktion. Dessutom verkar MSC
kunna hdmma immunforsvaret lokalt genom produktion av prostaglandiner och IL-10 (van
Loon et al., 2014).

Bland de hastar som behandlades vid SEC var forekomsten av biverkningar efter MSC behand-
ling l1ag, bara 3 av 137 uppvisade nagon form av reaktion. Men siffran ar anda nagot hogre
jamfort med Broeckx et al. (2019b) resultat dar endast 1 av 75 hastar uppvisade tecken pa bi-
verkningar. Skillnaden mellan dessa studier ar att de MSC som anvéndes vid SEC var utvunna
fran benmérg dar forekomst av MHC 11 tycks vara hogre jamfort med MSC utvunna fran peri-
fert blod (Schnabel et al., 2014) vilket anvindes av Broeckx’s et al. (2019b). Om sa &r fallet
borde fler hastar uppvisa reaktioner efter behandling med allogena, benmérgsderiverade MSC.
Det finns en risk att vissa, mindre biverkningar kan ha missats pa hastar behandlade vid SEC
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eftersom behandlade hastar gick hem samma dag och darfér maéjligen inte var under sa nog-
grann uppsikt som i klinisk milj6. En mindre varmeokning/svullnad eller émhet kan eventuellt
ha missats nar bedémningen overlats till djuragaren.

103 av hastarna hade tidigare behandlats med andra preparat och med ett positivt resultat pa ca
50 %. Erfarenhetsmassigt var, enligt chefsveterinaren pa SEC, detta behandlingssvar samre an
normalt varfor MSC behandling rekommenderades efter samrad med djurdgarna. Den tidigare
behandlingen kan ha paverkat resultatet av MSC-behandlingen i bade positivt och negativ rikt-
ning. Mest sannolikt &r nog att de hastar som inte svarade pa annan behandling hade samre
mojlighet att fa ett positivt behandlingssvar till f6ljd av mer kronisk OA eller sen-/ligament-
skada. En svaghet i studien &r det retrospektiva upplagget med avsaknad av ett strikt forsoks-
protokoll/program for bade behandling, eftervard och uppfoljning. Dessutom har inklusionskri-
terier for hastar, bedémningen av haltgrad och behandlingssvar skett subjektivt och av bara en
och samma veterinar. Det senare, plus faktumet att denna veterinar ocksa varit aktiv i framta-
gandet av den anvéanda allogena MSC-produkten, medfor en risk for bias baserat pa onskat/for-
vantat behandlingsresultat. Bade hastar med langvarig halta och langt gangen OA inkluderades,
liksom hastar med laggradiga diffusa problem. Rehabilitering har anpassats efter skadans natur
och djuragares mojligheter till rehabilitering. Djurdgaransvaret under rehabiliteringsperioden
har ocksa inneburit en risk for eftergivenhet i djuragarens bedémning av behandlingsresultat
och eventuella biverkningar. Den heterogena forséksgruppen och ovan uppraknade fallgropar
gor att resultaten blir nagot svarbedomda, men att behandlingen med allogent MSC trots allt
inte verkar vara skadlig kan daremot sagas bestamt. Det hade varit optimalt att genomfora en
prospektiv, dubbelblindad studie med en kontrollgrupp for att utvardera eventuell nytta av
MSC-behandling. Tyvarr &r ett sddant upplagg svart att genomfora pa ett stort material av pa-
tienthastar (Fortier & Smith, 2008). Inte minst da manga djuragare vill undvika risken att just
deras hast, beroende pa vilken behandlingsstrategi som studeras, hamnar i kontroll- eller be-
handlingsgruppen vid exempelvis en senskada. Det breda spektrumet med olika typer av led-
och senskador gor att tiden till att hasten ater ar i arbete skiljer sig stort mellan behandlade
individer. Exempelvis har akuta ledinflammationer kortare rehabilitering jamfort med akuta
senskador.

| studien av Broeckx et al. (2019b) gavs NSAID (ketoprofen) allmant i samband med lokal
injektion av MSC och de ansag inte att ketoprofenet paverkade studiens slutresultat. Att hés-
tarna pa SEC behandlades med NSAID intravendst, parallellt med MSC behandling, torde déar-
for inte paverka slutresultatet namnvart. Dock finns en mojlighet att akuta mindre reaktioner
kopplade till MSC behandlingen maskerats i och med detta. | led injicerades MSC ihop med
HA, detta dd HA ska forlanga livslangden och 6ka den chondrogena potentialen hos MSC
(Murphy et al., 2003; Mcllwraith et al., 2015). Fragan 4 om HA potentiellt kan utéva nagon
positiv effekt vid behandling utéver effekten hos MSC, samt om dessa tva preparat kan utdva
synergistiska effekter?

Verkningsmekanismen hos MSC ér fortfarande inte helt klarlagt. Men det verkar rada enighet
om att det inte ar stamcellerna i sig sjalva som utvecklas till sen- eller broskvavnad efter injekt-
ion i en skadad sena eller led, utan att de snarare verkar genom parakrin signalering och cell-
cell kontakter (Broeckx et al., 2019b). Detta ar ett omrade som behdver undersokas vidare. Det
borde vara av stor vikt att veta vilka delar/molekyler i ”cellsoppan” som faktiskt kan ha positiva
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effekter och om MSC bast samlas fran en frisk individ, eller om det & mer lampligt att anvanda
“triggade MSC” fran en hist med liknande typ av skada, for att uppné eventuell och 6nskad
effekt av behandlingen. Genom att vidare undersoka olika @mnen ingdende i MSC och deras
eventuella verkningsmekanism kan mojlighet for en an mer riktad/specificerad behandling vid
olika typer av skador ges. Detta kanske ocksa kan leda till att eventuella o6nskade delar i pro-
dukten, som skulle kunna ge negativa effekter, kan uteslutas.

Enligt Murphy et al. (2003) och Broeckx et al. (2019a) tycks MSC ha en positiv effekt pa
inducerade broskskador, vilket kan indikera att behandling med MSC skulle kunna stoppa, eller
atminstone fordroja, utvecklingen av OA i ett tidigt skede. For behandling av senskador har
MSC varit intressanta under an langre tid, da senskador ofta laker med arrvavnad vilket 6kar
risken for att senan skadas igen vid full belastning (Godwin et al., 2012). Graden av aterfall
efter senskador rapporteras vara mellan 44,4 % (Dyson, 2005) och 56 % (Smith, 2008). Aterfall
efter behandling med MSC ligger betydligt lagre, fran 4-27 % (Smith, 2008; Godwin et al.,
2012; Lange-Consiglio et al., 2013), dar 4 % dar en grupp som behandlats med allogena MSC
fran anmion (Lange-Consiglio et al., 2013). Dessa siffror indikerar att senskador, &ven om MSC
inte verkar fa lakningen att ga snabbare, laker battre om de behandlas med MSC. Bést resultat
har uppnatts vid snabbt insatt behandling, eftersom att ju langre tid som passerar, desto mer
arrvavnad hinner bildas (Lange-Consiglio et al., 2013). Snabbt insatt behandling med MSC ar
endast méjligt med allogena stamceller da processen for odling ar tidskravande och tar ca 4
veckor for autologa MSC.

I denna studie bedémdes 81 % av samtliga behandlade hastar som kliniskt friska efter behand-
ling, enligt journalanteckningar. Positivt utfall pa behandling tycks vara nagot lagre for hastar
som radiologiskt bedémts ha en kraftig OA, dar resultatet var 77 %. Detta kan jamforas med
94 % tillfrisknande bland 49 patienthastar som varit halta mindre &n en manad och 49 % hos
85 patienthastar som varit halta > 2 manader nar de behandlades intrartikulart med Orgotein
(Palosein®) av Ahlengérd et al. (1978). Andelen tillfrisknade var 87,8 % bland héastar med OA
som behandlades med triamcinolon (TA) och 64,1 % av hastar behandlades med TA i kombi-
nation med HA (de Grauw et al., 2016). For behandling av OA med metylprednisolon acetat
(MPA) verkar positivt behandlingssvar ligga mellan 46 % (Kristiansen & Kodd, 2007), och 67
% (Labens et al. 2007). Behandling med polysulfaterade glukosaminoglukaner (PSGAGS)
tycks ge positivt behandlingssvar i ca 67 % av fallen (Kristiansen & Kodd, 2007). 66 % av
héstarna som behandlades med MSC i studien kom tillbaka till arbete, vilket kan jamféras med
50 % for bade hastar behandlade med TA och en kombination av TA+HA (de Grauw et al.,
2016). Resultatet av behandling med MSC, TA och HA tycks inte avvika stort fran varandra
nér dessa siffror jamfors mellan studier. Dock hade en stor del av héstarna i denna studie inte
svarat pa behandling med HA och kortisonpreparat, alternativt svarat delvis och/eller ater blivit
haltare, vilket sannolikt borde ha minskat chansen till positivt behandlingssvar vid behandling
med MSC om det senare preparatet varit likvardigt. Men, uppfoljning éver tid har inte varit
maojligt i denna retrospektiva studie.
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Konklusion

Behandling med MSC vid OA tycks vara patientsdkert och kan potentiellt i tidigt skede stoppa
eller hdmma utvecklingen av OA alternativt lindra de kliniska symtomen hos drabbade héstar.
For behandling av senskador verkar bade allogena och autologa MSC vara patientsakert och
tidigt insatt behandling tycks minska risken for recidiv. For att snabbare kunna satta in behand-
ling ar allogena MSC ett mer lattillgangligt och for mottagarhdsten mindre invasivt behand-
lingsalternativ an autologa MSC. Fler studier behover dock géras inom omradet, med fordel
prospektiva blindade studier déar dven de direkta verkningsmekanismerna pa cellniva under-
sOks.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Hélta ar den vanligaste orsaken till veterindrbesok hos svenska hdastar. Oftast orsakas héltan av
ledinflammationer, “osteoartrit”, eller skador pa senor och ligament. Ledinflammationer upp-
star nar leden belastas pa ett onormalt satt, genom upprepad Gverbelastning pa en normal led
eller vid normal belastning av en onormal led. Detta leder ofta till en laggradig inflammation
som Over tid utvecklas och sa smaningom leder till en kronisk héalta. Ledinflammationer be-
handlas ofta med kortison eller hyaluronsyra, alternativt med en kombination av dessa tva. Tva
andra vanliga behandlingsmetoder vid ledinflammation &r polysulfaterade glukosaminoglu-
kaner som t.ex. Pentosan, och IRAP. | samband med ledbehandlingar kan haltutlésande in-
flammation ocksa behandlas med icke-steroida antiinflammatoriska lakemedel, s.k. NSAIDs,
som t.ex. Metacam, Flunixin och Fenylbutazon. Av alla dessa lakemedel och preparat ar det
ingen som effektivt stoppar de nedbrytande processer som sker i leden vid en kronisk ledin-
flammation. Dessutom finns risk for biverkningar kopplade till bl.a. flera upprepade behand-
lingar med kortison och langvarig behandling med NSAIDs. Under de senare aren har darfor
intresset for biologiska ldakemedel och preparat for behandling av ledinflammationer 6kat. Ett
omrade som véckt stort intresse ar stamceller, och framfor allt mesenkymala stamceller. Stam-
celler kan utvinnas fran benmarg, fett, blod, navelstrang och fosterhinnor och kan sedan utveck-
las till flera olika typer av celler som brosk-, ben-, fett- och senceller. Senskador, som liksom
ledinflammationer &r en vanlig orsak till halta pa hést, kan uppsta vid trauma som t.ex. nar en
hést trasslar in sig i trad, eller blir sparkad av en annan hast. En vanligare orsak till senskador
pa sporthastar ar nagon form av Gverbelastning, dar skador pa senans vavnad uppstar snabbare
an de hinner repareras naturligt. Senskador kan liknas vid sarskador nar det kommer till lakning
mensenor och ligament laker inte lika snabbt, eller bra, som resten av kroppens vavnader. Ofta
l&ker dessa skador med &rrvavnad istéllet for normal senvévnad, vilket 6kar risken for skador
pa andra delar av aktuell sena och ligament nér hasten borjar tranas. Bade senor och ligament
behdver lang tid och kontrollerad belastning som successivt okas. Senskador har historiskt be-
handlats endast med kyla och vila, samt NSAIDs for att minska smarta. Behandling av senska-
dor med hyaluronsyra och polysulfaterade glukosaminogukaner har langsiktigt inte gett battre
resultat. Senor kan ocksa behandlas med PRP, som utvinns fran hastens blod och é&r rikt pa
blodplattar. Liksom ledinflammationer har intresse for behandling med stamceller av sen- och
ligamentskador vackts, da stamceller teoretiskt skulle kunna ge en battre lakning utan arrvév-
nad.

Stamceller kan tas bade frdn samma hist som sedan ska behandlas, s.k. ”autologa” stamceller.
De kan ocksa tas fran en annan hédst 4n den som ar skadad, s.k. ”allogena” stamceller. Forde-
larna med allogena stamceller &r att de kan lagras och anvéndas direkt vid behov, till skillnad
fran autologa stamceller, som maste tas fran hasten och odlas under 3-4 veckors tid, vilket for-
drojer tiden innan behandling, ndgot som gor bade rehabilitering langre, och riskerar att for-
samra prognosen for tillfrisknande i vissa fall.

| denna studie gjordes en genomgang av journaler fran 137 hastar som behandlats med allogena
stamceller pa en hastklinik i Stockholm. Hastarna hade behandlats, for halta, antingen i en led,
sena, eller fatt systemisk behandling intravenost (i blodet). Av dessa 137 hastar var det 7 hastar
som inte blev battre och forblev hélta och 12 hastar kunde inte foljas upp efter behandling. 103
héstar blev friska inom 6 manader efter behandlingen, medan 9 hastar var friska forst efter 6
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manader. 90 hastar kom tillbaka i full traning efter behandling med stamceller, och 60 av dessa
hastar var fortfarande i full traning/tavlades minst 6 manader efter att de friskforklarats efter
stamcellsbehandlingen. Av de 137 behandlade hadstarna var det endast 3 héastar som uppvisade
nagon biverkning pa behandlingen. Dessa 3 hastar blev battre inom ett dygn

Resultatet av denna studie tyder pa att behandling med stamceller fran en donatorhast ar sakert
for mottagarhasten och att stamceller teoretiskt kan vara ett alternativ for behandling av ledin-
flammation och sen-/ligamentskador pa hast, dock behdver ytterligare studier goras.
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