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SAMMANFATTNING

Artros och skador i ledbrosk dr vanliga problem hos bade méanniskor och djur,
som orsakar stora fysiska besvér i form av smérta och nedsatt rorelseforméga.
Idag finns ett flertal olika behandlingsmetoder mot artros, men &nnu finns ingen
bra behandlingsmetod for att astadkomma ldkning av ett skadat ledbrosk.

I den hér studien anviandes kanin som modelldjur for att utvirdera en ny
behandling mot artros pd ménniska. Mélet var att stimulera nybildning av
ledbrosk via rekrytering av mesenkymala stamceller.

Studien utfordes pa 20 kaniner av rasen New Zeeland White, 6-7 ménader gamla
honor med en kroppsvikt pd ca 4 kg. En ledskada skapades med borr pd den
mediala femurkondylen i kaninernas vinstra kndled under anestesi. Darefter
injicerades en hyaluronsyragel enbart eller tillsammans med tillvixtfaktorn bone
morphogenic protein-2 (BMP-2) i leden. En likadan skada skapades i den hogra
kndleden, men i1 denna injicierades istéllet koksaltlosning som kontrollbehandling.
De tvéa forsta veckorna postoperativt undersoktes kaninerna dagligen avseende
allméntillstand och vikt. Kndlederna undersoktes sérskilt efter tecken pa infektion
och graden av hilta uppskattades pa en 4-gradig skala. Efter tre manader (n=5)
och sex ménader (n=10) avlivades kaninerna och knilederna undersoktes
histologiskt samt med magnetkamera (MRI) for att utvdrdera nybildning av
ledbrosk.

Studien utgdér den kliniska delen av forskningsprojektet och i detta arbete
presenteras resultaten fran operationen och den postoperativa perioden.



SUMMARY

Osteoarthritis and articular cartilage lesions are common problems affecting both
people and animals, causing large amounts of pain and functional disability. Many
different strategies have been used to treat osteoarthritis, but no good treatment to
accomplish regeneration of damaged articular cartilage is available today.

In this study rabbits were used as a model for finding a new treatment against
osteoarthritis in humans. The goal was to stimulate regeneration of damaged
articular cartilage by recruitment of mesenchymal stem cells from subchondral
bone.

The study was performed on 20 New Zealand White rabbits. A cartilage defect
was induced on the medial femoral condyle in the left knee joint. The defects
were treated with hyaluronan hydrogel containing the growth factor bone
morphogenic protein-2 (BMP-2) or hyaluronan hydrogel itself. The same defect
was induced in the rabbits’ right knee joint which was injected with isotonic
saline to serve as a control. The first weeks postoperatively the rabbits were
examined every day. The knees were examined for signs of infection and the
grade of lameness was estimated on a scale from 0 to 3. After surgery the animals
were kept for three months (n=5) or six months (n=10) until they were euthanized.
A pathological examination and a magnetic resonance imaging (MRI) of the knee
joints were performed to evaluate the regeneration of articular cartilage.

The study is a part of a larger research project and in this assignment the results
from the clinical part are presented.



INLEDNING

Skador i ledbrosk ir ett vanligt problem hos bade ménniskor och djur. Skador kan
uppstd av trauma eller slitage och orsakar bade stora fysiska lidanden och
ekonomiska kostnader.

Ledbrosk (hyalint brosk) bestir av hdgspecialiserad vdvnad som técker
skelettindarna 1 kroppens é#kta leder. Ledbroskets funktion ar att forbittra
passformen mellan tvd skellettdelar samt att minska friktionen vid rorelse av
leden. Brosket fungerar dven stotddmpande och skyddar skelettet mot slitage. Det
finns inga blodkérl i hyalint brosk utan niringstillforseln sker via diffusion fran
nirliggande védvnad. Ledbrosk har en lag metabolism och dess formaga till
regeneration och reparation dr darfor begrinsad. Eftersom brosk bestir av fullt
differentierade chondrocyter krivs rekrytering av stamceller frdn det subchondrala
benet for att nybildning ska kunna ske.

Idag anvinds ett flertal olika metoder for att behandla skador i ledbrosk. Exempel
pd dessa ar kirurgiska ingrepp, ledproteser, vdvnadstransplantationer och
regenerativa likemedel (Temenoff & Mikos, 2000). Hittills har man inte med
nagon av dessa metoder lyckats regenerera ett skadat ledbrosk till fullo. Hyalint
brosk med dess unika egenskaper behdvs for att en led ska fungera optimalt. Den
bidsta 16sningen vore darfor att utveckla en regenerativ behandling som stimulerar
nybildning av ledbrosk.

Kaninens benanatomi har betydligt storre likheter med ménniskans jaimfort med
t.ex. gnagare, vilka har en mer primitiv benstruktur (Rudert, 2002). Kaninen
passar darfor mycket bra som modelldjur for forskning om skelett och leder. Dess
behindiga storlek gor dven att den dr mer ldmpad att anvénda i en ortopedisk
studie jamfort med manga andra djurslag. Genom att anvinda kaninen som modell
for broskskador kan nya behandlingsmetoder utvecklas som i framtiden kan
komma att gynna bdda ménniskor och djur.

Syftet med den hir studien var att genom att anvinda kaninen som modelldjur
forsoka hitta en ny typ av behandling for artros hos maénniskor. Den nya
behandlingen bestdr av en hyaluronsyrahydrogel med en tillvixtfaktor, Bone
Morphogenic Protein-2 (BMP-2). Genom injektion av hydrogelen tillsammans
med BMP-2 i en led med en konstruerad ledskada &r malet att stimulera
nybildning av ledbrosk. Studien dr en del av ett stérre forskningsprojekt och ar ett
samarbete mellan Sveriges Lantbruksuniversitet, Karolinska Institutet och
Angstromslaboratoriet. Medverkande i forskningsprojektet dr Thomas Engstrand,
specialist i plastikkirurgi, Karolinska universitetssjukhuset, Cecilia Aulin, forskare
vid institutionen for materialkemi, Uppsala universitet samt professor, VMD
Marianne Jensen-Waern och med.dr. Patricia Hedenqvist, Institutionen for
Kliniska vetenskaper, Sveriges lantbruksuniversitet. I detta arbete beskrivs den
kliniska delen av forsoket.



BAKGRUND
Ledbrosk

Brosk dr uppbyggt av chondrocyter och ett extracellulart matrix (Junqueira &
Carneiro, 2005).  Extracellulirt matrix  bestdr av  proteoglykaner,
glykosaminoglykaner, kollagen och elastiska fibrer. Beroende pa& dessa
komponenters sammansdttning kan tre olika brosktyper bildas; hyalint, elastiskt
och fibrost brosk. Hyalint brosk ar den vanligaste brosktypen och bekldder bl.a.
ledytorna i kroppens synoviala leder (Bild 1).

Ledbrosk har till uppgift att minska friktionen i leden under rorelse (Temenoff &
Mikos, 2000). Brosket utgdér en slitstark yta som dven ger okad styrka mot
komprimerande krafter. Hyalint brosk saknar bdde nerver, blod- och lymfkarl.
Naéringstillforsel till chondrocyterna sker darfor via diffusion fran nérliggande
viavnad. Detta medfor att ledbrosk har en 14g metabolism och dess forméga att
regenerera dr ddrmed begrinsad.

Articular
cartilage

OMMG 2000

Bild 1. Ledbrosk i en kndled fran mdnniska. Med tillstand fran Medical Multimedia
Group, www.eOrthopod.com.

Endast 1-5 % av volymen i ledbrosk utgérs av chondrocyter (Bhosale &
Richardson, 2008). Chondrocyter dr hogspecialiserade celler som har till uppgift
att syntetisera komponenterna som utgor extracelluldrt matrix samt att bibehélla
dess infrastruktur. Chondrocyter syntetiserar proteoglykaner,
glykosaminoglykaner och kollagen.

Proteoglykaner dr makromolekyler uppbyggda av en proteinkdrna som ett stort
antal kolhydrater kopplas till (Bhosale & Richardson, 2008). Dessa ger ledbrosket
styrka att std emot komprimerande krafter. Ca 10-20 % av ledbroskets vikt utgors
av proteoglykaner. Dessa makromolekyler bildar stora aggregat i matrix genom
att kopplas till hyaluronsyra via kidrnprotein, de kallas darfor for aggrekaner (Bild
2). Proteoglykanerna &r uppbyggda av subenheter som kallas for
glykosaminoglykaner (GAGs). Dessa bestar av repeterande disackarider med ett
stort antal negativt laddade grupper (sulfat- och karboxylgrupper). Den negativa
laddningen bidrar till att uppratthalla ett hogt osmotiskt tryck i broskmatrix och
drar darmed till sig stora madngder vatten. De negativa laddningarna ger dven
upphov till elasticitet i brosket genom att negativa laddningar repellerar varandra.
Proteoglykaner upprétthaller dirmed vétske- och elektrolytbalansen i brosket.



Studier har visat att vid osteoartrit minskar antalet aggrekaner i matrix vilket kan
ha betydelse for broskets funktion.
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Bild 2. Stora aggregat av proteoglykaner bildar tillsammans aggrekaner i broskmatrix.
Proteoglykaner dr viktiga for att bibehdlla vditske- och elektrolytbalansen i brosk. ©2004
Essential Cell Biology, second edition, Alberts et al. Med tillstand frdan Garland
Science/Taylor and Francis LLC.

Upp till 80 % av ledbroskets vikt bestar av vatten (Temenoff & Mikos, 2000;
Bhosale &, Richardson, 2008). Vattnet har en stotdimpande effekt da det tillater
en deformering av brosket vid belastning. Vid osteoartrit okar vattenhalten 1
brosket till over 90 % pa grund av fordndringar i matrixstrukturen och okad
permeabilitet (Bhosale & Richardson, 2008). Detta forsdmrar ledbroskets
elasticitet och stotdimpande forméga.

Kollagen utgdr ca 10-20 % av ledbroskets vikt (Bhosale & Richardson, 2008). Det
finns olika typer av kollagen i olika brosktyper. Ledbrosk innehaller framfor allt
typ II kollagen som ger upphov till ett makrofibrillndtverk i matrix. Detta nédtverk
ger upphov till styrka mot tojbara krafter.

Skador och reparation av ledbrosk

Skador i ledbrosk hos ménniska ar vanligast i aldersgruppen 30-40 ar (Bhosale &
Richardson, 2008). Det dr dven relativt vanligt med skador hos unga vuxna i 20-
30 ars alder, dessa uppstar framfor allt som f6ljd av akut traumatiska skador.
Storre allvarligare skador samt repetitiva mindre trauman kan senare leda till
osteoartrit. Typiska symtom pa skador i ledbrosket dr exempelvis lokal smairta,
svullnad, lasningar och hakningar i leden.

Kroppens svar pa vdvnadsskador dr vanligen via en kaskad av inflammation,
nekros, reparation och drrbildning (Bhosale & Richardson, 2008). En forutsittning



for att denna kaskad och lédkning ska kunna ske é&r att vdvnaden &ar vil
vaskulariserad. Da hyalint brosk saknar bade blod och lymfkérl har det en nedsatt
forméga att ldka och reparera skador. Storleken pé skadan har dock betydelse,
mindre skador kan ldka helt vilket storre skador aldrig gor.

Beroende pa djupet av skadorna i ledbrosket kan de klassificeras som antingen
chondrala eller osteochondrala (Bhosale & Richardson, 2008). De chondrala
skadorna kan sedan delas upp i djupare lesioner, ner till det subchondrala benet,
eller lindrigare lesioner. De osteochondrala skadorna &r djupa chondrala skador
som dessutom stricker sig ner i det subchondrala benet. Hur djupa skadorna ar
paverkar reparationsprocessen av brosket. Skador som gér ner i det subchondrala
benet ger majlighet till migration av mesenkymala stamceller fran benmérgen ut i
det defekta omrédet. Detta resulterar i reparation via bildning av fibrost brosk.
Fibrost brosk har dock en annan sammanséttning &dn det hyalina brosket och &r
samre lampat att motstd komprimerande krafter, det har dirmed en sdmre
stotddmpande funktion.

Osteoartrit

Osteoartrit  (dven kallat osteoartros) dr en degenerativ ledsjukdom som
forekommer pé alla djurslag som har ett benskelett (Mc Gavin & Zachary, 2007).
Osteoartrit kan drabba en eller flera synoviala leder. Sjukdomen kan vara
symtomatisk eller asymtomatisk och den kan drabba bide unga och éldre
individer. Drabbade individer utvecklar olika grader av ledforstoring, smérta,
deformering och malfunktion av leden. Sjukdomens etiologi och patogenes &r
annu inte helt utredd, men troligen dr osteoartrit ett slutskede av diverse andra
sjukdomar och skador som drabbar kroppens leder. Initiala skador kan uppsta av
exempelvis  traumatiska  skador av  ledbrosket, inflammation av
synovialmembranet, fordndringar i det subchondrala benet eller inkongruens
mellan ledytorna.

I ett tidigt skede av osteoartrit sker en biokemisk fordndring i ledbrosket (Mc
Gavin & Zachary, 2007). Forandringar som ses dr minskad méangd
proteoglykanaggrekaner samt en O6kad mingd vatten i broskmatrix. Detta
resulterar 1 fokala forluster av det amorfa lager som ticker ledbrosket och ger
upphov till slitskador pé ytliga kollagenfibrer. Fortsatta forluster av
proteoglykaner leder till forsimrad glidférmaga 1 leden och destruktion av
kollagenfibrer. Sekunddra inflammatoriska &@mnen wutsondras av skadade
chondrocyter och synoviala makrofager som fagocyterat nedbrutna
broskprodukter. Dessa ger upphov till synovit. Vid synovit ses villushypertrofi,
hyperplasi av synoviocyter och infiltration av inflammatoriska celler.
Synovialvétskan fordndras och far minskad viskositet till foljd av oOkat
plasmalickage. De inflammatoriska produkterna kan tillsammans med
inkongruens och instabilitet i leden senare ge upphov till fortjockning av
ledkapseln och bildning av osteofyter.

Lesioner i ledbrosket kan ha fokal eller diffus utbredning (Mc Gavin & Zachary,
2007). Forlusten av proteoglykaner och 6kningen av vattenhalten 1 matrix gor att
brosket blir mjukt (chondromalaci). Det mjukare brosket har simre hallbarhet mot
slitage och erosioner och ulcerasioner kan ldttare uppstd. Fortsatt belastning pa
leden resulterar i att lesionen sprider sig till det subchondrala benet. Skleros,



subchondrala bencystor och ankylos dr exempel pa skador som kan uppstd som
foljd av osteoartrit.

Osteoartrit hos médnniska

Osteoartrit dr den vanligaste ledsjukdomen pa minniska (Arden & Nevitt, 2006).
Sjukdomen &r den en av de vanligaste orsakerna till smirta och handikapp hos
dldre. Kéinda riskfaktorerna for att utveckla osteoartrit dr Overvikt, genetiska
faktorer, ledskador (s&som skador pa ledband, mensisk och korsband) och
anatomiska avvikelser (Anderson & Loeser, 2010). Andra faktorer som paverkar
risken att drabbas av osteoartrit dr kon och etnicitet (Moskowitz, 2009). De mest
drabbade lederna dr hinder, knin, hofter och ryggrad.

Osteoartrit &r starkt korrelerat till aldrande och risken att utveckla sjukdomen okar
markant efter 45 ars dlder (Moskowitz, 2009). Fordandringar som sker i1 ledbrosket
som f0ljd av aldrande skiljer sig dock fran de patofysiologiska fordndringarna
som ses vid osteoartrit. Detta tyder pa att ldersfordndringar i ledbrosket inte alltid
resulterar i1 osteoartrit, de dr dock predisponerande och ér troligen en viktig del i
sjukdomens patogenes.

Osteoartrit hos hund

Osteoartrit (degenerativ joint disease, DJD) dr den vanligaste diagnosticerade
ledsjukdomen pd hund (Nelson & Couto, 2003). Symtomen kommer ofta
smygande och dr begransade till rorelseapparaten utan systemiska symtom. Initialt
ses ofta hilta och stelhet efter Overanstridngning som kan forvirras vid kallt och
fuktigt vdder. Hundar som &r lindrigt drabbade “virmer ofta ur” hiltan da de
motioneras. Da sjukdomen successivt forvérras resulterar den i fibros och smérta
som ger konstant hilta, minskad triningstolerans och i allvarliga fall dven
muskelatrofi.

Osteoartrit kan drabba hundar i alla aldrar och raser (Fossum, 2007). Dysplastiska
sjukdomar som leder till osteoartrit &r dock ofta rasspecifika. Manga hundar som
visar symptom pi osteoartrit dr Overviktiga. Overvikt tros vara en
predisponerande faktor for att utveckla sjukdomen men skulle dven kunna vara ett
resultat av kronisk smérta och minskad motion.

Beroende pa orsaken till sjukdomen kan osteoartrit klassificeras som primér eller
sekundér (Fossum, 2007). Primir osteoartrit 4r en aldersrelaterad sjukdom som
uppstar utan kdnd orsak. Sekundér osteoartrit uppstér till foljd av en ledskada.
Skadan kan exempelvis uppsta via trauma, onormal belastning (ex. utvecklings-
och anatomiska defekter, som hoftledsdysplasi), instabilitet 1 leden (ex. efter en
korsbandsruptur) eller som foljd av infektiosa eller immunmedierade
ledsjukdomar. P4 hund &r sekundir osteoartrit betydligt vanligare dn primér
osteoartrit. I hundens anamnes finns ofta problem som; ledfrakturer,
osteochondros eller osteochondritis dissecans (OCD), kongenitala eller kroniska
ledluxationer, inflammatorisk ledsjukdom, septisk artrit och/eller neurologiska
lesioner. Osteoartrit pa frambenens leder ses ofta i samband med fragmenterad
processus coronoideus (FPC), ununited processus anconeus (UPA) eller vid
prematur slutning av radius eller ulnas distala tillvixtzoner. Vanliga problem som
orsakar osteoartrit pd bakbenens leder dr hoftledsdysplasi, aseptisk nekros av
femurhuvudet, patella luxation och korsbandsrupturer.



Osteoartrit pa hist

Osteoartrit &r ett vanligt problem till hilta pa hést (Robinson & Sprayberry, 2009).
I allvarliga fall kan osteoartrit forstora en elithdsts karridr och resultera i
permanent hilta. Ett flertal faktorer kan initiera osteoartrit och progressivt leda till
ett slutstadium med degeneration och destruktion av en led. Exempel pa orsaker
till osteoartrit pa hést dr 6verbelastning eller traningsrelaterade skador, sepsis och
andra traumatiska skador. Upprepade mikrotrauma som uppstar vid overtraning
och dverbelastning dr troligen den vanligaste orsaken till osteoartrit pa hést (Ross,
Dyson, 2003).

Tidiga tecken pé osteoartrit hos hdst dr ackumulation av ledvitska (”galla’) som
kan palperas over leden (Robinson & Sprayberry, 2009). Leden kan dven bli varm
och 6m. Graden av hélta kan variera kraftigt fran fall till fall och kan ej korreleras
till graden av broskfordndringar som ses vid rontgen eller artroskopi (Ross &
Dyson, 2003). Da ledbrosk saknar innervering uppstar smdrtan fran skador pa
intilliggande védvnad sdsom subchondralt ben, ledkapsel och periartikuldra
mjukvavnader som ligament, senor och muskler.

Osteoartrit pa gris

Unga snabbt vixande grisar drabbas ofta av icke-infektiosa ledproblem som
involverar bade osteochondros, epifyseolys och degenerativ osteoartrit (Radostits
et al., 2007). Sjukdomen drabbar grisar i fyra till atta manaders alder och
karakteriseras av varierande grad av intermittent men progressiv hilta.
Patologanatomiskt ses bade osteochondros och osteoartrit. Exempel pa problem
som sjukdomen medfor ér; okad spadgrisdodlighet till foljd av att halta suggor
lattare ligger ihjdl sina kultingar, nedsatt reproduktionsférmiga hos suggor,
nedsatt betdckningsformaga hos galtar, sdmre tillvixt hos slaktgrisar pa grund av
minskad foderlust vid hélta och tidig utslagning. Detta ger upphov till merarbete
for bonden i form av utgallring av sjuka grisar samt stora ekonomiska forluster
inom grisproduktionen.

Orsaken till denna degenerativa sjukdom é&r dnnu inte kidnd (Radostits et al.,
2007). Riskfaktorer som tros bidra till utveckling av sjukdomen &r nutrition,
tillvixttakt, raspredisposition, genetiska faktorer, kon och djurhallning (golvtyp,
djurtdthet, mojlighet till motion och rorelse etc.). Dagens grisproduktion dr véldigt
intensiv och krédver grisar med snabb tillvixttakt och hog fodereftektivitet. Under
dessa forhéllanden utvecklar snabbvixande grisar ben- och ledproblem. Néstan
alla grisar som ndrmar sig slaktvikt har varierande grad av osteochondros.
Allvarligare former av osteochondros kan resultera i degenerativ ledsjukdom och
hilta, detta dr dock vanligare hos avelsdjur dn hos slaktsvin. De lesioner som
hittas pa slaktsvin har oftast inte pdverkat djurets tillvdxttakt, men allvarligare
lesioner forekommer dven hér.

Djurmodeller for broskskador och osteoartrit

For att kunna studera patogenesen for skador i1 ledbrosk och potentiella
terapeutiska metoder for ledskador pd ménniska anvinds djurmodeller (Bendele,
2001). Vid val av en djurmodell finns ett flertal viktiga faktorer att tinka pa
(Rudert, 2002). Nagra av de viktigaste faktorerna involverar djurslag, alder pa
djuren, storlek och djup pa defekten samt duration av forsoket.



Djurslag

Anatomin hos det utvalda djurslaget bor vara relativt lik mélartens anatomi
(Rudert, 2002). Detta ar viktigt for att informationen och resultatet fran studien
ska vara relevant vid utveckling av behandlingsmetoder for manniska. De flesta
diaggdjur uppfyller dessa krav. En viktig nackdel som man maste ta hénsyn till ar
dock att de flesta djur gar pa fyra ben istéllet for tva, detta innebér att lederna
belastas annorlunda @n hos minniskor. Potentiella modelldjur &r rétta, kanin,
hund, gris, far, get och hést.

Kaninens kné visar stora likheter med det ménskliga knéet avseende bengeometri
och brosk (Rudert, 2002). Nagra skillnader finns dock. Kaniner har en artspecifik
sena fran musculus extensor digitorum communis som utgér fran distala femur och
passerar 6ver den laterala femurkondylen. En annan skillnad ar att patellarfaran pa
femur dr lingre pé kaniner @n hos ménniska. Detta beror troligen pa kaninens
huksittande kroppshallning. Kaninens kraftiga flexion i knédleden i kombination
med dess laga kroppsvikt ger dven en annorlunda belastning pad knileden i
jamforelse med manniskor och storre djurslag (Chu et al., 2010).

Vid val av modelldjur ar det viktigt att tdnkta pa djurets egen formaga att lika en
ledbroskskada (Rudert, 2002). Detta ar viktigt eftersom en broskdefekt kan ldka
spontant (dvs. utan tillforsel av lidkemedel) och ddrmed forsvara tolkningen av
forsokets resultat. Enligt studier forekommer inte arrlés regeneration av
osteochondrala defekter pa kaniner. Detta innebér att drret frdn en broskdefekt
som ldkt kan ses vid en patologanatomisk undersékning. Ddremot forekommer
fullsténdig ldkning av benvidvnad, menisk och korsband.

Dimensionsskillnaderna i anatomin mellan sma laboratoriedjur och ménniska ar
mycket stora (Rudert, 2002). For att kunna fa jamforelsebar storlek, djup och
dimension pa broskskadorna skulle stérre djur behdva anvidndas, exempelvis
histar. I de flesta fall d4r det dock omdgjligt att anvdnda héstar pa grund av att
kostnaderna skulle bli alldeles for hoga. Som alternativ till héstar anvidnds ofta
hundar eller fér istdllet. Enligt litteraturen &r kaninen det bdst ldmpade
modelldjuret for broskstudier med avseende pa anatomi, inhysning, sjdlvlédkande
forméga och ekonomi. Dessutom ger en kaninmodell upphov till goda mgjligheter
att jamfora resultatet av en studie med tidigare forskningsresultat. Andra djurslag
som mindre frekvent anvinds som broskmodell for ménniska &dr far, gris och
hund.

Alder

Aldern pa djuren i ett forsdk har stor betydelse (Rudert, 2002). Unga djur har
battre lakningsforméga dn dldre djur. Den bittre lakningskapaciteten géller dock
framfor allt defekter i det subchondrala benet. Defekter i ledbrosk lidker inte
tillfredstidllande hos unga eller dldre kaniner. Kaniner dr kénsmogna vid sex
manaders dlder. En sex manaders kanin har dock inte vuxit klart &nnu och vissa
forfattare menar dirfor att dldre kaniner bor anvdndas. Vid preliminidra studier
spelar det dock ingen stdrre roll om yngre djur anvinds eftersom den sjilvldkande
formagan 1 ledbrosk inte dr optimal hos vare sig yngre eller dldre kaniner.



Storlek och djup av defekten

Defekten bor vara tillrdackligt stor sa att den utsétts for avseendevird belastning
utan att det riskerar att uppsta en fraktur i knédets femurkondyler (Rudert, 2002).
Det ar dven viktigt att defekten gir att upprepa, sd att den blir lika hos alla djur
som ingér 1 forsoket. Tidigare studier har visat att en defekt pa 3 mm i diameter
fungerar bra att gora 1 bade kndets patellarfara och pa femurkondylerna. For att
orsaka en ostechondral defekt maste det subchondrala benet penetreras och
benmérgen blottas. Detta kan goras med hjilp av en borr. Rétt djup pé defekten
har natts dd en mindre blédning kan observeras pé benets yta.

Duration av forsoket

Hur ldnge bor man avvakta efter ett ingrepp for att utvdardera resultatet? P4 kanin
har positiva resultat har setts av tidig ldkning 12 v efter en 3 mm osteochondral
defekt (Rudert, 2002). Denna vévnad skiljer sig dock biokemiskt och strukturellt
frdn normalt hyalint brosk och degenererar med tiden (Sellers et al., 2000).
Darfor rekommenderas minst sex ménaders ldkningstid innan slutlig utvirdering
sker (Rudert, 2002).

BMP och behandling av skador i ledbrosk

Idag anvinds ett flertal olika metoder for att behandla skador i ledbrosk ex.
kirurgiska ingrepp, ledproteser, vévnadstransplantationer och regenerativa
ladkemedel (Temenoff & Mikos, 2000). Anvindning av ledproteser innebdr ett
stort invasivt ingrepp som i sig inte kan garantera en langsiktig funktion i leden
for yngre ménniskor da proteserna har begrinsad livslingd (15-20 ar) (Dubey &
Adebajo, 2008). Med hjilp av alternativa metoder som vivnadstransplantation
och regenerativa ldkemedel &r malet att hitta en langsiktig 16sning med
funktionell, levande vdvnad (Temenoff & Mikos, 2000). Genom att tillfora
tillvaxtfaktorer och morfogener (dmnen som styr embryonal differentiering av
celler och védvnader) till leden kan regeneration och reparation av den skadade
vidvnaden stimuleras genom att utnyttja kroppens egen likande formaga. Denna
metod kraver dock att stamceller finns ndrvarande fran det subchondrala benet.

Benmorfogena proteiner (BMP) identifierades forst som en grupp proteiner som
kan inducera brosk- och benbildning genom att paverka stamceller i chondrocyt-
och osteoblastlinjen (Miyazono, 2002). BMP har senare visat sig vara
multifunktionella cytokiner som kan paverka en méngd olika biologiska processer
1 ett flertal olika celltyper bl.a. epitelceller, mesenkymala celler, nervceller och
monocyter. Mer dn 12 olika proteiner har identifierats i BMP-familjen och de kan
delas upp efter struktur och funktion. BMP tillhor en storre grupp proteiner som
kallas for Transforming growth factor-a (TGF- ).

Benmorfogent protein-2 (BMP-2) &r involverat i tillvixt och differentiering av
mesenkymala  stamceller till chondrocyter och osteoblaster under
embryoutvecklingen (Rountree et al., 2004). Proteinet spelar dven en viktig roll
for bibehdllandet av ledbrosk hos vuxna individer. En tidigare studie av
broskskador med kanin som modelldjur har visat att en béttre 1dkning av ledbrosk
kan uppnas genom att injicera BMP-2 tillsammans med kollagen 1 leden (Sellers
et al., 2000). Denna studie visade péd forbattrad bildning av hyalint brosk men
ingen fullstdndig ldkning av ledbrosket.
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Materialet som anvénds for att fora in BMP-2 i en led har visat sig kunna paverka
lakningsprocessen vid broskskador. I en studie 2010 anvinde sig Aulin et al, av
ett hyaluron hydrogel-system som transportmedium till BMP-2. Hyaluronsyra och
polysackarider utgdr en naturlig miljé for broskcellerna, de har dven en viktig roll
vid celldifferentiering och bibehdllandet av ledbrosket. Hyaluron hydrogel-
systemet &dr ett tvakomponentsystem bestdende av aldehydmodifierad
hyaluronsyra som &r kopplad till en hydrazid-modifierad polyvinylalkohol (Aulin
et al, 2010). I studien visades in vitro att BMP-2 inducerar differentiering av
chondrocyter och mesenkymala celler odlade i hyaluronsyre-hydrogel. En
pilotstudie for regeneration av skador i ledbrosk in vivo med kanin som
modelldjur har nyligen publicerats (Aulin et al., 2010). Resultaten visade att
behandling med BMP-2 och hyaluransyre-hydrogel ledde till regeneration av
brosk med béttre kvalit¢ och hogre frekvens av kollagen typ II fibrer &n
obehandlade kontroller. Studien indikerade dven att hyaluronsyra-hydrogelen i sig
sjalv gagnar regeneration av ledbrosk.
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MATERIAL OCH METODER
Djuren och studiens utformning

Tjugo kaniner av rasen New Zealand White kdptes in fran en uppfodning som &r
fri fran kénda kaninpatogener (Lidkdpings kaninfarm, Sverige). Alla kaniner var
honor och 6-7 manader gamla vid ankomst. Kaninerna forvarades i 19sdrift pa
golv i 1,4-2,0 m” stora boxar, med 2-3 kaniner i varje box (Bild 3). De hade fri
tillgang till vatten och utfodrades med kaninfoder i pelletsform (Lactamin K3,
Lantménnen, Sverige) samt ho. Innan forsokets borjan fick kaninerna
acklimatisera sig till den nya miljon i tre veckor. Kaninerna vandes vid hantering
och végdes dagligen 1 fem dagar fore operationen, vid tva tillfdllen trdnades de
dven vid stodutfodring med spruta (Critical care, Oxbow Animal Health
Murdock, NE, USA). Dagen fore operation gjordes en klinisk undersékning av
kaninerna for att sdkerstdlla att de var vid god hélsa. Ett blodprov togs
preoperativt for analys av hematologiska parametrar inklusive totalantal vita
blodkroppar med differentialrdkning (Advia 2120, Siemens Healthcare System,
Irland), samt akutfasproteinet serumamyloid A (SAA) (ELISA, Tridelta
Development Ltd, Irland). Blodprov togs dven for analys av SAA tre dagar samt
en ménad postoperativt.

Bild 3. Kaninerna férvarades i losdrift med 2-3 kaniner i varje box. Boxarna var 1,4-2,0
2
m” stora.

Innan kirurgi togs ett synoviaprov (ca 0,2 ml) fran kaninens knileder, dessa
sparades i frys (-80 °C) for senare analys av inflammatoriska markorer. Efter
operationen planeras djuren hillas i tre (n=5) resp. sex manader (n=10), for att
sedan avlivas med en Overdos av apotekets Avlivningsvétska. Efter avlivning
planeras en patalog-anatomisk och histologisk undersokning av kaninernas knén,
liksom en hogupplost tredimensionell magnetresonans-undersdokning (MRI) (9,4
T, Varian). Resultaten fran dessa undersokningar foreldg inte vid skrivandet av
examensarbetet.

12



Studien godkéndes av forsoksdjursetiska nimnden i Uppsala (Dnr C158/10).

Premedicinering och anestesi

Kaninerna sederades med 0,1 mg/kg medetomidin (Domitor vet, 1 mg/ml, Orion
Pharma AB, Animal Health, Sverige) subkutant. For att minimera risken for
infektion administrerades 10 mg/kg ceftiofur (Excenel vet, 50 mg/ml, Orion
Pharma AB, Animal Health, Sverige) intramuskulért ca 60 minuter fére operation.
Kaninernas o6ron smorjdes med EMLA-krdam (Astra Zeneca, Sverige) for att
mojliggora smirtfri inférsel av ven- (Neoflon 24G, BD AB, Sverige) och
artirkateter (Insyte-W, 22G, BD AB, Sverige).

Allmin anestesi inducerades genom tillforsel av en blandning av sufentanil
2,3ug/ml (50 pg/ml, Jansen-Cilag, Sverige) och midazolam 0,45 mg/ml (5 mg/ml,
Actavis AB, Sverige) intravendst via venkatetern. Kaninens svalg sprejades med
0,5 ml lidocain (Xylocain, 10 mg/ml, Astra Zeneca, Sverige) 1 min fore
intubering. Kaninen intuberades med hjilp av ett laryngoskop som é&r speciellt
framtaget for kanin (Flecknell™, Alstoe Ltd. Animal Health, Storbritannien).
Anestesin upprittholls genom tillforsel av 1,5-3 % isofluran (Isoba vet, Intervet,
Sverige) 1 en blandning av 40 % luft och 60 % syre 1 ett flode av 1,5 1/min (n=10),
eller via intravends infusion av sufentanil och midazolam (n=9). Effekten av de
olika anestesimetoderna pa kardiovaskulér stabilitet redovisas i en separat studie
(Hedenqvist et al., in manuscript). Kaninerna lottades till anestesigrupper och
darefter lottades olika behandling inom varje anestesigrupp.

Under operationen administrerades 10 ml/kg/h Ringer-Acetat intravendst
(Fresenius  Kabi, Sverige). Blodtryck, hjartfrekvens, andningsfrekvens,
rektaltemperatur, end-tidal O, och CO, samt syremittnad &vervakades (CS/3,
Datex-Engstrom, Finland) kontinuerligt och registrerades var 10e min under
anestesin. Kaninen 1ag pd en vidrmedyna under operationen. Kaniner som inte
andades spontant eller uppvisade end-tidalt CO, >8 kPa kopplades till en
ventilator (JB1, Anmedic AB, Sverige). Blodgaser mittes under anestesi for
Overvakning av respiration och cirkulation.

Operation

Operationsomradet klipptes, tvéttades med klorhexidintval och sprittvéttades.
Innan operationen pébdrjades togs ett synoviaprov (ca 0,2 ml) frdn knédleden med
en spruta och injektionskanyl (0,6 mm diameter). Artrotomi av kaninens vénstra
tibiofemoral-led (knédled) genomfordes genom ett medialt longitudinellt
parapatelldrt snitt. Patellan dislokerades lateralt och knédleden bdjdes maximalt for
att exponera femurkondylernas ledyta. En 4 mm stor och 2 mm djup defekt
skapades 1 den mediala kondylen genom att borra ner till det subchondrala benet
med en Midas Rex borr (Medtronics, Sverige). Tillgang till stamceller forsékrades
genom en synlig blodning fran det subchondrala benet (Bild 4). Darefter
reponerades patellan till ursprunglig position. En injektionskanyl (0,6 mm
diameter) placerades genom huden in 1 tibiofemoral-leden och direfter
suturerades ledkapseln titt med resorberbar 4-0 vicryl (Ethicon, Sverige). En
volym av 0,4 ml hyaluronsyra-hydrogel (grupp Gel, n=10) eller hyaluronsyra-
hydrogel innehéllande 150 pg/ml BMP-2 (grupp BMP-2, n=9) injicerades i
knéleden. Huden suturerades intrakutant med resorberbar 4-0 monocryl (Ethicon,
Sverige).
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Samma ingrepp upprepades pé kaninens hdgra knidled. Denna led utgjorde
kontrollknd och 0,4 ml isoton natriumkloridlésning injicerades istéllet for
hydrogel/hydrogel BMP-blandning i leden.

Bild 4. Operation av héger kndiled. Pilen visar den borrade defekten pd 4 mm i diameter
pd mediala kondylen. Tillgang till stamceller forsikrades genom en synlig blodning frdan
det subchondrala benet.

Postoperativ vard

Direkt efter avslutad operation fick kaninerna smértlindring 1 form av 0,03 mg/kg
buprenorfin (Temgesic, 0,3 mg/ml, Schering-Plough AB, Sverige) intravendst och
0,02 mg/kg subkutant. Nir kaninen var fullt vaken och alert fick den atervinda
till sin hembox. De forsta tre dagarna efter ingreppet behandlades kaninerna for
postoperativ smirta med 0,03-0,05 mg/kg buprenorfin subkutant tva ggr/dag. Om
kaninerna fortfarande visade tydlig hilta efter tre dagar, forlangdes behandlingen 1
upp till fem dagar.

Kaninerna véigdes och undersoktes kliniskt dagligen i 3 veckor efter operationen.
Knélederna undersoktes och graden av hélta uppskattades pa en skala fran 0-3.
Sarskild vikt fastes vid tecken pa inflammation. Grad 0 innebar ingen synlig hilta,
grad 1 lindrig hélta, grad 2 kraftig hélta och grad 3 blockhélta, dvs. belastar ej
benet i rorelse. Kaniner som uppvisade tecken pa infektion behandlades med 5
mg/kg enrofloxacin (Baytril vet, 25 mg/ml, Bayer Animal Health, Danmark)
subkutant tvd ginger per dag 1 ca 3 veckor. Nér kroppsvikten hades stabiliserats
och kaninerna var fria fran hélta, undersoktes och vigdes de en gang i veckan.
Kaniner som minskade mer &n 10 % av sin preoperativa kroppsvikt stddmatades
med 15 ml Critical care (Oxbow) en géng dagligen tills kroppsvikten stabiliserats.
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RESULTAT

En kanin utesl6ts ur studien till foljd av en subklinisk infektion som uppticktes
vid blodanalys infor operation. Dessutom dog en kanin efter operationen, tva
avlivades pa grund av infektion i kndleden och en pga. av patellaluxation.
Obduktion av kaninen som dog efter operationen visade akut hjarnbloddning och
cirkulatorisk svikt. Det slutliga antal kaniner som ingick i studien blev darfor 15st
(BMP-2 n=7, Gel n=8).

Vikter

Kaninernas kroppsvikt sjonk de forsta tva veckorna efter operationen med i medel
(X + SD) 0,40 + 0,15 kg dérefter stabiliserades eller steg vikten igen (Figur 1).
Den hogsta vikten fore operation jamfordes med den ldgsta vikten efter operation
inom varje behandlingsgrupp i en parad t-test. Skillnaden var signifikant i bada
grupperna (p<0,001 (BMP-2) resp. p=0,001 (Gel)). En kanin drabbades av
patellaluxation tre veckor efter operationen, den minskade dérefter snabbt 1 vikt
och fick avlivas.

Kroppsvikt fére och efter kirurgi (medel £ SD)

Operationsdag

—8— BMP-2 (n=7)
1 4 —O— Gel (n=8)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T

POXEDLNONYD XD OA AN QDN
Dag

Figur 1. Medelvirde av kaninernas kroppsvikt fore och efter kirurgi.

Preoperativa blodvarden

Vid analys av hematologiska parametrar 1ag virdena for alla kaniner utom en
inom referenserna (Bolliger et al., 2010). Blodvirdena visas i tabell 1. Den kanin
som utmirkte sig (nr 3), hade forh6jt Hb (hemoglobin), EPK (erytrocyt-
partikelkoncentration) och EVF (hematokrit) samt nigot lagt MCHC (medel-
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cellhemoglobin-koncentration). Eftersom kanin nr 3 uteslots ur studien, ingér inte
dess virden i tabell 1. Samtliga kaniners varden redovisas 1 bilaga 1.

Tabell 1. Preoperativ analys av rod blodbild (n=19)

.. . B-EPK B-Hb B-EVF B-MCV  B-MCHC Ery-Reticulocuter
R6d blodbild 10'2/1 /L fL gL %
Medel+SD  54+0,5 118+10 0,34+0,03 632 343 +7 2+1
Range 46-6,2 101-136 0,31-0,39 59-67 330-353 1-4

Vid analys av totalantalet vita blodkroppar med differentialrdkning lag de flesta
kaninernas vérden inom referenserna (Bolliger et al., 2010). Vérdena redovisas i
tabell 2. Nagra kaniner hade dock avvikande virden. Kanin nummer 3 hade ett
kraftigt Okat antal neutrofiler. Den hade &ven forhdjt LPK (leukocyt-
partikelkoncentration) 1 forhéllande till de andra kaninerna i1 var studie, men vid
jamforelse med andra studier 14g LPK inom normalvariationen. Tre kaniner (nr
1470, 149 och 151) hade lagt LPK och kanin nummer 1464 hade ligt antal
neutrofiler. Kanin nummer 116 hade ett 1agt antal neutrofiler och ett forhojt antal
lymfocyter. Eftersom kanin nr 3 uteslots ur studien, ingér inte dess virden i tabell
2. Samtliga kaniners vérden dterfinns i bilaga 2.

Tabell 2. Preoperativ analys av totalantal vita blodkroppar med differentialrikning
(n=19)

. . B-LPK B-Neutrofiler B-Eosinofiler B-Basofiler B-Lymf B-Monocyter
Vit blodbild 550,y 10°L 10°/L 0L 10 10°/L
Medel=SD 52+1,3 1,3+£0,6 0,1 £0,1 04+02 32+14 0,2+0,1
Range 3,1-7,3 0,2-25 <0,1-0,2 0,0-0,8 1,0-5,9 0,0-04

SAA-virden mittes preoperativt samt tre dagar och en ménad postoperativt. SAA-
véirdena redovisas 1 Figur 2. De preoperativa SAA-virdena 1a4g under métbara
nivéer (<4,7 ng/ml) hos alla kaniner utom en. Kaninen som utmérkte sig frin de
ovriga hade redan innan operation litt forhdjt SAA-virde. Tre dagar efter
operation steg SAA-nivderna markant hos alla kaniner for att sedan minska
kraftigt igen vid provtagningen en ménad postoperativt.
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Figur 2. SAA-viirden i ng/ml fore operation samt tre dagar och en mdnad postoperativt.
Virdena tre dagar postoperativt dr uppdelade efter behandling (BMP-2 eller Gel).

Gradering av halta postoperativt

Under den postoperativa tiden var 7 kaniner helt fria frdn hdlta medan 11 kaniner
uppvisade tecken pé hilta vid ett eller flera tillfdllen. Hiltan varierade frin grad 1
till grad 3, men de flesta kaninerna hade ingen eller laggradig hélta (Tabell 3). Sju
kaniner uppvisade kraftigare hélta (grad 2-3), och behandlades med 0,03 mg/kg
buprenorfin subkutant tvd ginger per dag i upp till 5 dagar. Ingen signifikant
skillnad kunde ses 1 graden av hilta vid en jimforelse (Mann-Whitney test) mellan
behandlat och obehandlat ben i vare sig BMP-2 (p=0,57) eller Gel-gruppen
(p=0,80).

Tabell 3. Antal kaniner med respektive grad av hélta

Grupp BMP-2 Grupp Gel
Ingen eller laggradig Hoggradig hilta lé;glfj(liliglﬁiﬂta Hoggradig hilta
Ben hélta (Grad 0-1) (Grad 2-3) (Grad 0-1) (Grad 2-3)
Behandlat ben 7/9 2/9 8/9 1/9
Kontrollben 5/9 4/9 8/9 1/9

Diagnosen patellaluxation stdlldes pd sammanlagt tre kaniner. En av dessa
avlivades till f6ljd plotsligt insatt hélta (grad 3) samt kraftig viktminskning trots
analgetisk behandling. De Gvriga tvd kaninerna med patellaluxation var fria fran
hélta (grad 0) men hade en forédndrad benstdllning i form av en utatvridning av
tassen.

Postoperativ antibiotikabehandling

Under den postoperativa tiden behandlades ett flertal kaniner med antibiotika pa
grund av misstanke om infektion 1 knéleden eller avsevird minskning av
kroppsvikten. Sammanlagt behandlades 11 kaniner med 5 mg/kg enrofloxacin
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(Baytril vet, 25 mg/ml, Bayer Animal Health, Danmark) subkutant tvd ganger per
dag 1 2-3 veckor.
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DISKUSSION
Vikter

Att kaninernas vikter sjonk den forsta tiden efter operationen var véntat. Orsaken
till viktminskningen 4r mest troligt obehag och smérta fran det kirurgiska
ingreppet som resulterat i minskad foderlust. Proinflammatoriska cytokiner (t ex.
IL-1) som bildas vid vdvnadsskada minskar vatten- och foderintag och ger upphov
till en allmin sjukdomskénsla (Shevit et al., 2005). Att kroppsvikterna sedan
stabiliserades och hos flertalet kaniner dven steg ndgra veckor efter ingreppet
visar att obehaget frdn knidlederna successivt minskat eller forsvunnit helt.
Nivéerna av akutfasproteinet SAA (induceras av IL-1), som var kraftigt forh6jda
tre dagar postoperativt, hade ocksd minskat till normala nivaer en ménad efter
operationen. Kirurgi leder ofrdnkomligt till en stressinducerad Okning av
metabolismen och en negativ kvdvebalans, som delvis kan reduceras med
analgetisk behandling (Karas ef al., 2008). Kaninerna behandlades med en opioid
(buprenorfin) mot smérta under och efter kirurgi, som 1 flera studier visats
begrinsa viktminskning efter kirurgi hos ratta (Flecknell, 2009). Optimalt hade
varit att dven ge ett antiinflammatoriskt medel (NSAID, t ex karprofen), vilket
inte var mgjligt 1 denna studie eftersom det skulle ha péverkat utviarderingen.

Preoperativa blodvarden

Merparten av kaninerna hade preoperativa blodvdrden som 1ag inom referenserna
(Bolliger et al., 2010), vilket tolkas som att de var friska och fria fran infektioner.
En kanin hade avvikande virden bade i r6d- och vit blodbild. Det férhojda antalet
vita blodkroppar och neutrofiler tyder pa en bakteriell infektion. De férh6jda Hb-,
EPK- och EVF-virdena orsakades mest troligt av en dehydrering i samband med
infektionen. Mindre troliga orsaker skulle kunna vara tomning av mjéltreserven
(ses framfor allt pd hdstar och katter som har stor reservkapacitet av rdda
blodkroppar 1 mjélten) och polycytemi (sjuklig 6kning av antal roda blodkroppar).
Ligt MCHC ses nér erytrocyterna har minskad hemoglobinkoncentration, detta
uppstar vid olika former av anemier (Hillstrom et al., 2008). Falskt lagt MCHC
kan dock ses vid lang forvaring av blodprov i EDTA, vilket troligen ar
forklaringen 1 det hir fallet. Kaninen med dessa avvikande blodvérden uteslots ur
studien och behandling med antibiotikum péborjades. Nagra dagar senare hittades
kaninen dod. Obduktionsresultaten visade pa kraftig leverforfettning, 16s avforing
1 tarmen och en tom magséck. Kaninen uppvisade dven tecken pd att den varit i
slagsmal och hade sar i huden pa kroppen. Innan kaninen dog hade den minskat
kraftigt 1 kroppsvikt, trots detta bedomdes hullet till 6ver medelgott vid
obduktionen. Leverforfettningen kan ha uppkommit till fo6ljd av otillrackligt
fodointag i  kombination med Overvikt. Kaninen isolerades nir
antibiotikabehandlingen inleddes, men dessforinnan gick den tillammans med en
annan kanin som kan ha hindrat kaninen fran att 4ta och dricka tillrackligt. Detta
visar riskerna med att halla kaniner i par eller grupp. Ovriga kaniner har inte visat
tecken pa slagsmal och har alla gatt upp i vikt efter operationen, vilket visar att
par- resp. grupphallningen Overvidgande fungerat bra. Fordelarna med
grupphdllning &r att kaninerna far sina sociala behov tillfredsstillda och att
tristessen minskar.

Tre kaniner hade lagt totalantal vita blodkroppar och en kanin hade lagt antal
neutrofiler. Leukopeni kan ses vid benmirgspaverkan som leder till nedsatt
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blodcellsproduktion eller vid infektion med kraftigt 6kad forbrukning av vita
blodkroppar, framfor allt neutrofiler, ute i vdvnaderna (Hillstrém et al., 2008).
Virala infektioner och sepsis kan ocksé ge upphov till leukopeni, vilket forefaller
osannolikt for dessa kaniner. Andra faktorer som bor vdgas in vid tolkning av
antalet vita blodkroppar ar dygnsvariation, stress och individuella variationer. Da
blodbilden hos kanin ej dr lika utredd som pa andra djurslag bor tolkningar av
prover goras med forsiktighet. Dagens referensvérden for kanin ar framtagna fran
ett begrinsat antal studier, detta innebér att dven virden utanfor referensomradet
kan tillhéra normalvariationen om man ser till en stérre population.

En kanin hade forhdjt antal lymfocyter och lagt antal neutrofiler. Forhojt antal
lymfocyter kan exempelvis ses i aterhdmtningsfasen fran en infektion eller vid
lymfocytdr leukemi (Hillstrom et al., 2008). Vid lymfocytir leukemi ses en
mycket kraftig okning av lymfocyter, vilket inte sdgs i vart fall. En tidigare
infektion skulle ddremot kunna ha orsakat det forhdjda lymfocytvérdet.

Kaninernas SAA-virden l1ag lagt innan operationen, déarefter steg de tre dagar efter
operationen for att sedan sjunka igen en manad postoperativt. Att virdena lag lagt
fore ingreppet tyder pa att kaninerna var friska och inte hade nagon akut
inflammation. Att vdrdena sedan steg efter operationen var véntat eftersom ett
operativt ingrepp alltid leder till en viss inflammation. SAA-vdrdena en ménad
postoperativt visar att den akuta inflammationen efter ingreppet lagt sig och tyder
pa att kaninerna aterhdmtat sig bra.

Postoperativ gradering av halta

De flesta kaninerna var fria fran hilta efter operationen. Vissa kaniner var dock
halta i flera dagar postoperativt. Genom att minska defekten i kondylen fran 4 mm
1 diameter till 3 mm skulle eventuellt smértan och héltan kunna reduceras
postoperativt. En 3 mm defekt har beskrivits vara tillricklig for studier av
broskdefekter 1 kndn hos kanin (Rudert, 2002). Genom att minska
injektionsvolymen av hyaluronsyrahydrogelen fran 0,4 ml till 0,3 ml skulle dven
trycket i leden kunna minskas och pa sé vis skulle obehag och smérta reduceras.

Resultatet fran graderingen av hélta visade ingen signifikant skillnad mellan
behandlat och obehandlat ben i BMP-2 och Gel-gruppen. Detta indikerar att
varken hyaluronsyrahydrogelen eller BMP-2 har en smértlindrande effekt.

Postoperativ antibiotikabehandling

Flertalet kaniner behandlades med antibiotika postoperativt till foljd av misstanke
om infektion 1 kndleden och avsevird viktminskning (10-15 %). Tva kaniner fick
dessutom avlivas p.g.a. infektion. Bakterieodling visade pd vixt av
Staphylococcus aureus. Detta tyder pa att operationsforhallandena inte var helt
aseptiska. En orsak kan vara att operationssalen ej var optimal d& den saknar
overtrycksventilation samt tittslutande dorrar och golv. For att forhindra infektion
kunde den forebyggande antibiotikabehandlingen f6ljts upp négra dagar
postoperativt.

Vid total knéplastik (TKR) pa ménniska byts hela knédleden ut mot en konstgjord
led genom Gppen kirurgi. Frekvensen av septiska artriter efter ett sddant ingrepp
ar 1,6 % (Wilson et al., 1990). I jamforelse med dessa siffror har kaninerna i var
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studie blivit behandlade mot missténkt infektion i betydligt hogre frekvens. Det
bor dock betdnkas septisk artrit inte diagnostiserats hos fler &n tre kaniner.
Antibiotikabehandlingen sattes dven in pd kaniner som minskat ndrmare 15 % i1
kroppsvikt samt pa kaniner med ytlig sarinfektion.

Slutsats

Den kliniska delen av det hér forsoket har visat att kaninmodellen tycks fungera
tillfredsstdllande. Operation och narkos fortlopte relativt komplikationsfritt och
den kliniska uppfoljningen med blodprovsanalyser har fungerat bra. Huruvida
hydrogelen och BMP-2 kan paverka lakningen av skador i ledbrosk kommer att
undersokas via histopatologi och MRI.
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Bilaga 1.

Tabell 1. Analys av hematologiparametrar réd blodbild

ID Behandling ~ B-EPK B-Hb B-EVF B-MCV B-MCHC Ery-Reticulocuter
10'/L g/L fL g/L %
3 BMP-2 7,2 153 0,47 66 323 2
5 BMP-2 5,7 127 037 64 349 2
38 BMP-2 4,8 106 0,31 64 343 3
60 BMP-2 x x x x x x
81 BMP-2 6,1 136 0,39 63 353 1
116 BMP-2 5,7 121 036 63 337 2
153 BMP-2 6,2 133 0,39 63 342 4
154 BMP-2 6,0 127 037 61 347 2
1462 BMP-2 5,0 107 0,31 63 344 2
1470 BMP-2 4,6 101 031 67 330 2
58 Gel 5,7 121 0,36 63 337 1
61 Gel x x x x « x
77 Gel 5.2 117 033 65 352 2
149 Gel 5,5 117 035 64 334 3
151 Gel 6,0 126 0,36 61 345 2
1417 Gel 4,8 108 031 65 344 3
1449 Gel 53 114 034 63 339 2
1463 Gel 5,6 114 033 59 347 2
1464  Gel 4,9 108 0,31 63 351 3
1479 Gel * * * * * *
Medel 5,5 120 035 63 342 2
SD 0,7 13 0,04 2 8 1

* Koagel i provet, analys kunde ej utforas.
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Bilaga 2.

Tabell 2. Analys av totalantal vita blodkroppar med differentialrikning

ID Behandling B-IEPK B-Neugroﬁler B-Eosignoﬁler B-Ba%oﬁler B-Lgymf B-Mor;ocyter
10°/L 10°/L 10°/L 10°/L /L 10°/L

3 BMP-2 7,7 5 0 0,4 1,7 0,5
5 BMP-2 6,0 1.4 0 0,3 4 0,2
38 BMP-2 6,6 23 0 0,4 3,6 0,2
60 BMP-2 * * * * * *
81 BMP-2 4,8 1,1 0 0,4 3,1 0,2
116 BMP-2 6,2 0,2 0,1 0,0 5,9 0
153 BMP-2 4,9 1,3 0 0,5 2,6 0,4
154 BMP-2 4,0 0,9 0,2 0,5 2,2 0,1
1462 BMP-2 52 2,5 0,2 0,5 1,9 0,2
1470 BMP-2 3,1 1.4 0 0,2 1.4 0,1
58 Gel 6,7 1,5 0,2 0,5 4,2 0,3
61 Gel * * * * * *
77 Gel 7,2 1,3 0 0,8 4,7 0,2
149 Gel 3,8 1,0 0,2 0,3 1 0,2
151 Gel 3,6 L1 0,1 0,5 1,7 0,2
1417 Gel 4,2 L1 0 0,2 2,7 0,1
1449 Gel 7,3 1,4 0,2 0,7 4,8 0,1
1463 Gel 5,7 1 0 0,7 3,7 0,1
1464 Gel 4,3 0.6 0 0,6 2,9 0,2
1479 Gel * * * * * *
Medel 5,4 1,5 0,1 0,4 3,1 0,2
SD 1,4 1,1 0,1 0,2 1,4 0,1

* Koagel i provet, analys kunde ej utforas.

25



