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SAMMANFATTNING

Haltor ar vanligt forekommande pa hast och hos de halta hastarna som behandlas av
veterindr &r ledinflammation den vanligaste diagnosen enligt Agrias forsakringsdata
(Pernell et al, 2005). Utredning och behandling av haltor &r ofta tidskravande och dyrt. F6r
hasten kan haltan och dess behandling innebara nedsatt valfard. | dagslaget bestar
behandlingen av ledinflammationer ofta av en kombination av vila och systemisk eller
intraartikular medicinering. Ibland maste dven kirurgiska metoder tillampas, som till
exempel artroskopi. Det finns ett flertal preparat pa marknaden for medicinsk behandling
men deras behandlingsresultat och sékerheten vid anvandning av dem varierar. Darfor
finns ett intresse av att utveckla nya och béttre alternativ for ledbehandling.

| denna pilotstudie testas ett lakemedel kallat ”preparat X”. Det innehaller en kombination
av NSAID och hyaluronsyra som ar lankade till varandra. Genom lankningen férvantas
substanserna brytas ner langsammare i leden an vad de gor var for sig. Darigenom blir
forhoppningsvis halveringstiden langre och substanserna kan verka under en langre tid i
den behandlade leden. Substanserna bildar tillsammans en stérre molekyl som har svarare
att diffundera ut ur leden vilket kan bidra till att den systemiska effekten blir mindre.

Pilotstudien avser akuta biverkningar efter injektion med preparat X samt preparatets
halveringstid i synovia. Lederna behandlades med preparat X i en led och en
kontrollsubstans (natriumklorid, fritt NSAID eller hyaluronsyra) i motsvarande led pa det
andra frambenet. Under de fdljande 14 dagarna undersoktes hdéstarna avseende
forandringar i klinisk bild och héalta. Prover pa ledvatska, blod och urin togs for att studera
preparatets halveringstid och utsondring.

Pa de sju leder som testades i forsoket sags ingen akut biverkning i form av hélta eller
feber. I tre av sju leder som behandlats med preparat X uppkom en lindrig till mattlig galla
(6kad mangd ledvéatska) de ndrmaste dagarna efter behandling, ibland i kombination med
en diffus periartikuldr svullnad Fyra av sju leder som behandlats med kontrollsubstans i
form av natriumklorid eller ren hyaluronsyra visade ocksa nagon form av anmarkning i
den kliniska undersokningen under forsokets gang. Den jamna fordelningen av reaktioner
mellan behandlade leder och kontrolleder goér det mer troligt att de uppkomna
biverkningarna sdgs pa grund av frekvent punktion av leden snarare an sjalva
behandlingen i sig.

Halveringstiden hos preparat X varierade mellan 7 och 19 timmar i den hér studien. Vid
jamforelse med fritt NSAID som injicerats som kontroll kunde en métbar niva av NSAID
ses 48 timmar i den led som behandlats med preparat X , jamfort med 12 timmar for fritt
NSAID. Resultaten stodjer teorierna om att preparat X skulle kunna ha en langsammare
nedbrytning och déarmed ocksa langre halveringstid an manga andra preparat. Halterna av
NSAID i blod och urin var sma vilket kan tala for att preparat X har en mer lokal verkan
och mindre systemiskt upptag &n andra preparat.



SUMMARY

Lameness is a common problem in horses and arthritis is the most common diagnosis
among horses that have been treated by a veterinarian according to Agria’s database for
insurances (Penell et al, 2005). Examination and treatment of lameness often requires both
money and a lot of time. Lameness itself and the therapy may have an impact of the
horse’s welfare.

Traumatic arthritis is often treated with a combination of rest and systemic or intra
articular medicine. Sometimes even surgical methods are needed, like arthroscopy. There
are several drugs for medical treatment in the market but their outcome and safety varies.
For these reasons there exists an interest in developing new and better drugs for the
treatment of arthritis.

A new drug called “preparation X” is tested in this pilot study. It contains a combination
of NSAID and hyaluronic acid that are linked to each other. The link between the
substances is expected to slow down the degradation of the substances and thereby
hopefully extend the half life and the active time of the substances in the joint. There are
also expectations that the systemic effect might become minor since a larger molecule
might have a harder time getting out of the joint than a smaller one.

The pilot study concerns the adverse affects after intra articular injection with preparation
X and the half life of the drug in the synovial fluid. The horses were given an intra
articular injection with preparation X in the fetlock or carpus of one of the forelimbs. The
same joint in the other forelimb was injected with a control substance (sodium chloride,
free NSAID or hyaluronic acid). During the following 14 days the horses were examined
for changes in their clinical picture and lameness. Samples of joint fluid, blood and urine
were collected to study the drug’s half life and its uptake in the body.

None of the six horses (seven joints) included in the study showed acute adverse effects
like fever or lameness. In three of seven joints that were treated with preparation X a mild-
moderate intra articular effusion was seen the first days following the injection. In some
cases it was combined with a diffuse periarticular effusion. Four of seven joints treated
with control substances in the form of sodium chloride, free NSAID or hyaluronic acid
also showed some kind of remarks in the clinical picture during the study. Since there was
no difference in the amount of reactions between the joints treated with preparation X and
the joints injected with control substances, it is likely to assume that the reactions
probably arose because of the frequent punction of the joints rather than the treatment
itself.

The half life of preparation X varied between 7 and 19 hours in this study. NSAID could
be measured in the joint fluid for 48 hours in the joint injected with preparation X
compared to the joint injected with free NSAID, where NSAID could be measured for 12
hours. The results supports the theory that preparation X might have a slower degradation
and thereby a longer half life that some other drugs. The levels of NSAID in blood and
urine were very low which might show that preparation X has a more local effect and less
systemic uptake than other drugs.



INLEDNING

Enligt den senaste berdkningen gjord av Jordbruksverket fanns det 362 700 héstar i
Sverige ar 2010 (Jordbruksverkets hemsida, 2010). Majoriteten av dessa hastar anvands av
maéanniskor i motions- och sportsyfte som antingen rid- eller kdrhastar. H&sten rdknas som
ett sdllskapsdjur, men maste till skillnad mot de flesta andra séllskapsdjur ocksa prestera.
Oavsett om prestationen ar en lugn skogstur, tavling 6ver hinder pa varierande hojd eller
ett premielopp pa en travbana sa maste hastens rorelseapparat vara smartfri.

Den vanligaste orsaken till att hastar undersoks och behandlas av veterindr ar problem i
rorelseapparaten (Penell et al., 2005). Den enskilt storsta orsaken till halta ar ledproblem
enligt en undersokning som utgatt fran 107 310 hastar forsakrade i Agria mellan 1997 och
2000 (vilket motsvarar ungefar en tredjedel av det totala hastbestandet i Sverige).

Ortopediska problem innebér stora kostnader for hastagarna, dels genom direkta kostnader
for undersokning och behandling av héstarna och dels genom att de I6pande kostnaderna
for hasten finns kvar aven da hasten inte kan tranas pa det sitt som dgaren onskar.
Ledinflammationer som far paga en langre tid kan ge upphov till kroniska haltor, vilket
ofta leder till att hasten far avsluta sin karriar eller till och med sitt liv i fortid.

Haltor kan paverka hastens valfard pa ett negativt satt. Att utreda och behandla orsaken till
hiltan kan krava upprepade Kklinikbesok med risk for manga injektioner. Av
djurskyddsskal saval som ekonomiska skal ar det darfor angelaget att hitta effektiva
behandlingsmetoder och lakemedel.

| dagslaget finns ett flertal preparat godkanda for intraartikulér och systemisk behandling
av ledinflammation pa hast i Sverige (Lakemedelsverket, 2010). Vid behandling
intraartikulart &r kortikosteroider en vanlig substans, liksom hyaluronsyra som kan
anvandas bade som ensam substans eller i kombination med exempelvis kortikosteroider.
Intraartikuldra behandlingar med polysulfaterade glukosaminoglykaner (PSGAG),
pentosanpolysulfat samt den medicintekniska produkten IRAP férekommer ocksa.
Systemisk NSAID ges ibland som ett komplement till injektionerna och ibland som enda
behandling vid milda héaltor. Tillsammans med medicinsk behandling rekommenderas ofta
vila och en konvalescensperiod (Goodrich, 2006, Lakemedelsverket, 2010).

Intraartikuldra behandlingar gors aseptiskt men det finns alltid en liten risk att ett
fraimmande agens foljer med kanylen in i leden och ger upphov till en septisk
ledinflammation. Lakemedel som kraver flera injektioner innebar darfor en storre risk for
hasten. Nya preparat som tas fram bor ge en sa god effekt som majligt pa enstaka
behandlingar. Det ar tankbart att en lang halveringstid skulle kunna oka effekten hos ett
preparat genom att forlanga tiden som det &r verksamt i leden. Darmed skulle kanske
ocksa ytterligare behandlingar genom ledpunktion kunna undvikas.

Manga av de preparat som anvands idag har bristfallig dokumentation till grund for sina
godkannande. Behandlingsresultaten varierar och darfor pagar en standig jakt pa nya och
béttre preparat. 1 denna pilotstudie testas ett lakemedel for intraartikuléart bruk, kallat
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"preparat X", vilket innehaller en kombination av NSAID och hyaluronsyra lankade till
varandra. Det finns flera syften med att kombinera dessa tva substanser i en intraartikular
behandling. NSAID har anvénts som per oral behandling till hdst mot inflammatoriska
tillstand sedan lang tid tillbaka. Systemisk behandling med NSAID innebér dock en risk
for biverkningar som retningar pa magens slemhinna och magsar. Genom lokal injektion
av NSAID kommer forhoppningsvis upptaget i plasma att vara lagt och darigenom ge
mindre risk for biverkningar. Nar hyaluronsyra binds till NSAID forvantas molekylerna
ha en langsammare nedbrytning vilket bor ge en langre halveringstid (och darmed en
langre tid som ldkemedlet kan verka i leden) vilket férhoppningsvis kan minska antalet
injektioner som krévs for en effektiv behandling.

| dagsldget anvands ofta kortikosterioder i kombination med hyaluronsyra vid
ledbehandlingar. NSAID anses ha mindre allvarliga bieffekter vid systemiskt upptag &n
kortison vilket skulle kunna vara ytterligare en férdel om det visar sig att substanserna har
likvardig effekt. Studier pa manniska (Colbert et al, 1999) visar pa en god analgetisk
effekt av postoperativ intraartikuldr behandling med NSAID (tenoxicam). | en studie
(Izdes et al, 2003) pa patienter som genomgick knaartroskopier visade sig NSAID
(piroxicam) intraartikulart ha en bra analgetisk effekt. Bast analgesi sags hos patienter
vars leder beddmdes vara inflammerade jamfort med patienter vars leder bedémdes som
icke-inflammerade.

Pa hast finns idag inte nagot preparat for intraartikular behandling med NSAID. Det finns
inga tidigare studier pa intraartikulara behandlingar med den kombination av hyaluronsyra
och NSAID som pilotprojektet avser, varken pa hast eller andra djurslag. Malet med
denna studie ar att studera om intraartikular injektion av preparat X ger nagra akuta
kliniska biverkningar. Utifran prover fran de hastar som ar med i studien ska ocksa en
prelimindr halveringstid rdknas ut for att se om lankningen mellan hyaluronsyra och
NSAID paverkar hur snabbt lakemedlet bryts ner i leden. Om behandlingarna pa de hastar
som ingar i studien inte visar sig ge nagra signifikanta biverkningar planeras fler studier
av preparat X med malet att det med tiden kommer ut pa marknaden.

Aven lokalt injicerade likemedel kan tas upp systemiskt och &terfinnas i blod- och
urinprov. Det ar troligt att en langre halveringstid férlanger utsondringen av lakemedlet i
blod- och urin, vilket kan paverka hur lange lakemedlet kan detekteras i kroppen efter
behandling. Studier maste darfor goras avseende detta for att kunna bestamma lampliga
karenstider efter behandling.



BAKGRUND
Synovialledens uppbyggnad och funktion

Synovialleden bestar av ben som pa sina ledytor tacks av hyalint brosk. Mellan ledytorna
bildas ett halrum som innehaller synovialvatska. Leden innefattar ocksa en ledkapsel som
sluter om skelettytorna. Utanfor ledkapseln finns stodjevavnad i form av ligament. Den
synoviala ledens viktigaste funktion &r att mojliggéra en mjuk 6vergang med majlighet till
rorelse mellan tva angransande skelettdelar. Rorelse och gravitation skapar stétar som
leden maste vara stark nog att kunna dampa (van Weeren & de Grauw, 2010).

Ledbrosk

Benens epifyser ar tackta av hyalint brosk som varken &r vaskuliserat eller innerverat. Pa
grund av detta leder inte alltid en skada i brosket till kliniska symptom. Genom diffusion
via ledvatskan kommer naringsamnen till brosket. Det hyalina brosket bestar av fyra lager;
ytligt, intermedidrt, djupt och nérmast benet ett mineraliserat brosklager (Palmer &
Bertone, 1994). Varje lager hyalint brosk bestar av ett extracellulart matrix som innehaller
en liten andel utspridda kondrocyter (1-2% av det artikuléra broskets volym) samt typ 1l-
kollagen, proteoglykaner, glykosaminoglykaner och vatten. Vavnadens fysiska
egenskaper beror pa organisationen av makromolekylerna i matrixet samt deras struktur.
Proteoglykanerna har sidokedjor som bestar av negativt laddade glukosaminoglykaner
organiserade i ett tatt korslankat fibrillart natverk vilket skapar ett hogt osmotiskt tryck.
Nar leden ar obelastad dras vatten in fran vavnaden runt omkring och expanderar
kollagen-néatverket. Balansen mellan det osmotiska trycket och det kollagena natverket ger
leden motstandkraft mot kompression samt underlattar absorption av stétar (van Weeren
& de Grauw, 2010).

Ledkapsel

Ledkapseln bestar av tre lager varav det yttersta ar ett stramt fibrost membran som ger
leden mekaniskt stod, ofta forstarkt genom ytterligare stodstrukturer som
kollateralligament. Ledkapselns inre lager ar ett synovialmembran som bestar av tva lager;
intima (synovium) och subintima (subsynovium). Subintiman bestar av fett och bindvéav.
Genom att reglera vilka substanser som slapps igenom fran blodcirkulationen paverkar
subintiman synovians sammanséttning. Normalt slépps inte proteiner storre &n 10 kDa
igenom (Frisbie, 2006a). Under subintiman finns ett kapillarplexus och ett djupt néatverk
av lymfkarl (Bertone, 2004). Intiman, som gransar mot lumen, bestar av ett 1-5 celler brett
cellager.

Synovialmembranet innehaller tre olika typer av synoviocyter typ A, B och C. A-cellerna
fungerar som fagocyter, B-cellerna producerar proteiner som hyaluronsyra (HA),
kollagen, matrix pro-metalloproeinaser (MMP), eicosanoider (prostaglandin och
leukotrener) och interleukiner medan C-cellerna ligger som ett skiljelager mellan A och B.



Synovia och hyaluronsyra

I ledhélan finns synovia som bestar av ett ultrafiltrat av blodplasma och molekyler med en
mindre vikt an 10KDa. Genom sin hoga andel HA har synovia en hég viskositet och
verkar som ett smorjmedel vid rorelse i leden. Synovia fungerar som ett transportmedium
for naringsamnen och slaggprodukter i leden till och fran det avaskulara artikuléara brosket
(van Weeren & de Grauw, 2010).

HA ar en icke-sulfaterad glykosaminoglykan bestaende av olika enheter av D-
glukoronsyra och N-acetyl-D-glukosamin. | ledvatskan paverkar HA viskositet i olika
grad beroende pa sin koncentration och molekylvikt (Bertone, 2004).

Molekylvikten av HA i ledvétskan varierar naturligt. P& manniskor och djur ligger den pa
mellan tva och sex miljoner Da. Forutom variation mellan arter och enskilda djur sa skiljer
sig ocksa koncentration at mellan olika leder pa samma individ. Mindre leder har oftast en
hogre koncentration och en hogre viskositet &n storre leder (Balazs et al, 1967).
Ledvatskans viskositet minskar snabbt vid ihallande hog hastighet, som vid ett
tavlingsmoment. Vid effusion av ledvatskan spéds hyaluronet ut vilket oftast minskar
viskositeten. (van Weeren & de Grauw, 2010).

Ledinflammation

En tillfalligt storre belastning dn normalt pa en led kan leda till ett akut trauma déar
strukturerna i leden skadas. Aven upprepade mikrotrauman kan ha samma effekt.
Traumatisk artrit inkluderar kapsulit, synovit, desmit och skada i ledbrosk (Frisbie,
2006a). Om processen blir langvarig kan degenerativ ledsjukdom eller osteoartrit (OA)
uppkomma. OA kan definieras som ett “misslyckat lakande av en skada som har
uppkommit genom Overdriven mekanisk stress pa ledvavnaden” (van Weeren & de
Grauw, 2010). OA &r en kronisk degenerativ sjukdom som leder till forlust av
broskkomponenter, i huvudsak typ Il-kollagen och broskspecifika proteoglykaner, genom
en obalans mellan nedbrytning och reparation av extracellulart matrix (ECM) (Sutton et
al, 2009). Vid OA ses degeneration och forlust av ledbrosk, subkondral benskleros och
aseptisk synovit. Inflammationen anses starta genom att degenerativa produkter fran
ledbrosket frisatts, men studier har ocksa visat att synovit ses tidigt vid OA och det &r
annu inte klart om inflammationen uppkommer primart eller om den ar sekundar till
broskskadorna (Bertone et al, 1994).

Oavsett hur inflammationen inleds sa foljer en ond cirkel som ger upphov till
inflammatoriska och degenerativa komponenter. Synoviten skapar, genom Okad
utsondring av inflammatoriska cytokiner, en oordning i regleringen av kondrocyternas
katabola och anabola processer. Vid OA ses ofta perioder med mer intensiv inflammation
varvat med lugnare perioder dar ledpaverkan ar minimal. De kliniska symptomen kan
ocksa variera med hur aktiv den inflammatoriska processen ar (van Weeren & de Grauw,
2010). Inflammatoriska cytokiner, som interleukin-1f (IL-1B) och transcript nuclear
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factora (TNFa), utsondras fran celler i det inflammerade synovialmembranet och paverkar
kondrocyterna i ledbroskets matrix att producera IL-8, IL-6, kvdveoxid och prostaglandin
E,. Prostaglandin E, h&mmar syntesen av proteoglykaner och ger en uppreglering av
enzymer som bryter ner kollagen typ Il och aggrekaner. En katabol process i ledbrosket
stimuleras via Okad apoptos och proteasaktivering samt minskad matrixsyntes. Den
aseptiska artriten leder slutligen till uppmjukning, fibrillering och ibland ocksa forlust av
ledbrosk samt blottldggning av underliggande ben, benskleros, osteofyter och subkondrala
bencystor (Sutton et al, 2009).

Klinisk bild

| den inflammerade vavnaden uppstar ett ¢kat blodflode och lackage fran kapillarer.
Volymen av ledvéatska okar vilket kan ge upphov till en effusion i leden, vanligtvis kallad
galla (Bertone, 2011).

Genom effusionen skapas ett intraartikulart tryck som gor att ledens normala férmaga att
anpassa trycket utifran sin ledvinkel och rorelse minskar. Effekten blir ett okat
intraartikulart tryck och 6kad spéanning i ledkapselns vagg vid extrema ledvinklar vilket
ger upphov till smarta i dessa lagen. Det okade intraartikulara trycket kan paverka ledens
perfusion. Vid ett tryck motsvarande 30 mm Hg ses en signifikant minskning av
perfusionen i synoviumet och den fibrosa ledkapseln (Hardy et al, 1996). Detta tryck
uppkommer pa hastar med palperbara gallor i t.e.x. kotlederna. Ett tryck pa éver 60 mm
Hg kan minska blodflodet drastiskt i leden vilket minskar syretillforseln. En Iag syreniva
stimulerar angiogenes och uppkomst av granulationsvdvnad och ger darigenom upphov
till fibros (Strand et al, 1998).

Vid inflammation minskar produktionen av HA i synovialmembranet. Ledvatskans halt av
HA minskar ocksa genom att effusionen spader ut den. Svullna och 6dematésa villi skapar
Okad friktion i leden (Bertone, 2011). Detta kan forsamra HA:s smorjande egenskaper
vilket ger ytterligare belastning pa ledens strukturer (Frishie, 2006a).

Ledbrosket &r utan innervering men Ovriga strukturer i leden &r vél innerverade med
sensoriska och motoriska nerver som hjélper till att behalla ledens stabilitet. Vid
aktivering kan det perifera nervsystemet initiera en akut inflammation genom
vasodilatation, effusion och en sankt smarttroskel. De nervfibrer som reglerar
smartupplevelsen vid en artrit aktiveras av aminer och neuropeptider som ocksa har en
proinflammatorisk verkan pa synovialmembranet (Basbaum et al, 1991).

Vid en héltutredning undersoks hasten med rorelsekontroll pa rakt och bojt spar, bojprov
och diagnostiska anestesier eller nervblockader for att lokalisera den struktur som smaértan
kommer ifran. Haltor hos hast bedoms ofta subjektivt och resultaten kan skilja sig at
mellan olika veterindrer. Enligt Keegan et al (1998) skiljer sig beddmning av milda haltor
mellan olika veterindrer vilket skapar ett behov av en kompletterande objektiv matmetod.
Ett sensorbaserat datasystem &r mer objektivt och har dédrmed hogre sékerhet i sin
beddmning av haltgrad.



LITTERATUROVERSIKT
Medicinska behandlingsalternativ vid aseptisk artrit

NSAID

NSAID é&r en forkortning for non-steroid antiinflammatory drug. I Sverige finns flera
NSAID registrerade for veterindrmedicinskt bruk for peroral administration till hést.

Substanser:

e Fenylbutazon (Fenylbutazon vet)

e Flunixin Meglumin (Cronyxin vet, Finadyne vet, Flunixin-N vet)
e Ketoprofen (Comforion vet, Rifen vet, Romefen vet)

e Meloxicam (Metacam)

e Vedaprofen (Quadrisol)

e Firocoxib (Equicoxx)

NSAID hammar cyclooxygenase (COX), ett enzym som medverkar i syntesen av
prostaglandin. COX finns i tva isoformer: COX-1 som producerar prostaglandiner som ar
viktiga for kroppens fysiologiska processer och COX-2 som medverkar vid produktion av
pro-inflammatoriska prostaglandiner (Lees et al, 2004). Genom nedreglering av
prostaglandinmangden verkar NSAID antiinflammatoriskt och smértlindrande vid artrit.
Det anvands i stor utstrdckning per oralt vid behandling av aseptisk artrit hos ménniska
samt djur som hast och hund. Halveringstiden i plasma skiljer sig mellan 1,6 h (Finadyne
vet) till 29,6 h £7,5 h (Equicoxx) (FASS, 2013).

Pa humansidan har intraartikular behandling med NSAID (tenoxicam) testats for att uppna
en battre analgesi efter knéartroskopier (Colbert et al, 1999). | Colberts et al studie ses god
effekt mot smarta. | en annan studie (lzdes et al, 2003) pa patienter som genomgick
kndartroskopier visade sig NSAID (piroxicam) intraartikulart ha en béttre analgetisk
effekt pa leder som bedémdes vara inflammerade &n pa de leder som bedémdes vara icke-
inflammerade. Den anti-inflammatoriska effekten av NSAID kunde hjalpa till att minska
smartan efter artroskopi.

Ett flertal olika biverkningar har setts efter behandling med per oral, intramuskulér och
intravends behandling med NSAID. Toxiciteten skiljer sig mellan behandlingsformer,
substanser och vilka doser som getts. Det ar oklart hur mycket NSAID paverkar den
katabola processen i leden och hur mycket av den positiva effekten pa symptomen som
beror pa den analgetiska effekten eller att inflammationer pa andra stéllen i kroppen ocksa
dampas.



Hyaluronsyrepreparat

Hyaluronsyra for intraartikular behandling finns som natriumhyaluronat (NH). Det finns
tre hyaluronsyrepreparat tillgangliga for veterinarmedicinsk anvandning i Sverige.

e Hylartil vet, Orion Pharma Animal Health
e Hyonate Vet, Bayer Animal Health
e HY-50 Vet, Vet Medic.

Den forstnamnda &ar framstalld av tuppkam, de tva sista av bakteriekulturer.
Halveringstiden uppges vara 9-13 h for Hyonate Vet (FASS vet, 2013).

Verkningsmekanismen for NH &r inte fullstdndigt klarlagd men det &r visat att NH
fungerar som en inflammationshdmmare. | en studie (Santalego et al, 2007) ser man att
méangden inflammatoriska produkter hos synoviocyter minskar signifikant i en 16sning dér
NH tillsatts.

Intraartikuldr injektion av hyaluronat har pa méanniskor med osteoartrit visat sig lindra
smarta och 6ka ledens rorlighet. Klinisk erfarenhet och undersokningar pa hast visar att
det kan finnas liknande effekter hos detta djurslag. Genom sin héga viskositet minskar
hyaluronsyran friktionen i leden och darigenom ocksa risken for att brosket ska fibrilleras.
HA har ocksa analgetisk effekt genom att minska sensitiviteten i nervandar i leden (Caron,
2005). Vid intraartikulér behandling med NH kan en mild reaktion uppkomma i den
behandlade leden. Det anses &nda vara en saker behandling.

Kortikosterioder

Substanser tillgéngliga i Sverige:

e metylprednisolonacetat (Depo-Medrol 40 mg/mL)
e Dbetametasonacetat (Celeston bifas 6 mg/mL)
e triamcinolonacetat (Kenacort T 10 mg/mL)

Kortikosteroiderna ovan &r registrerade for humant bruk i Sverige. De anvéands for
intraartikuldra injektioner till hast enligt kaskadprinicpen.

Intraartikulér behandling med kortikosteroider &r en av de vanligaste behandlingarna vid
ledinflammation och har anvants sedan mitten av 1950-talet pa hastar. Kortikosteroider
verkar antiinflammatoriskt och immunosupprimerande, dels indirekt genom att paverka
genernas uttryck och dels direkt genom signalsystem i cytoplasman.

Det ar en fordel att ge glukokortikoiderna lokalt for att minska risken for systemiska
bieffekter. Glukokortikoider som injiceras i leder blandas i svarlésliga beredningar for att
oka depaeffekten och minska diffusionen fran injektionsplatsen vilket darmed ocksa
minskar risken for systemiska bieffekter.



PSGAG och PPS
Substanser tillgédngliga i Sverige:

e Polysulfaterade glukosaminoglykaner (Adequanin vet)
¢ Natriumpentosansulfat (Cartrophen vet)
e Kalciumpentosansulfat (Pentosan Equine Injection)

Adequanin dr godkant i Sverige for intramuskuldr injektion. Vid behandling
rekommenderas injektion av 5 ml var fjarde dag, upp till max 7 ganger (FASS, 2013).
Cartrophen och Pentosan kan anvandas intraartikuldart och intramuskulart. Cartrophen
finns enbart registrerat for hund i Sverige men kan anvéndas till hast enligt
kaskadprincipen. Pentosan Equine Injection kan tas in pa licens till hast i Sverige.

Polysulfaterade glukosaminoglykaner (PSGAGs) bestar framforallt av kondroitinsulfat
och liknar mukopolysackariderna i broskets matrix. Den exakta verkningsmekanismen ar
inte klarlagd men antas bero pa att sulfatgrupperna hammar brosknedbrytande enzymer
vid ledinflammation. Detta gor att PSGAGs anses skydda brosket mot nedbrytning.
Genom att inhibera prostaglandinsyntesen fungerar PSGAGs antiinflammatoriskt i leden
och de bidrar &ven till 6kad syntes av hualyronsyra samt en 0kad syntes av broskmatrix
(Caron, 2005).

I samband med anvandning av PSGAGs har en ¢kad blodningstid setts vilket gor
preparatet olampligt att anvanda i samband med operation (FASS, 2013). Det finns fa
kliniska studier (Hamm et al, 1984; Collins, 1989) pa effekten av PSGAG pa halta hastar
och oftast har studierna bara gjorts pa ett fatal hastar eller utan att man haft
kontrollgrupper att jamféra med. En kontrollerad studie (Gaustad et al, 1995) visar att
PSGAG har lika bra effekt som hyaluronsyra.

Pentosanpolysulfat (PPS) ar en narbeslédktad substans som ocksa innehar antiartritiska
egenskaper. PPS hammar flera katabola enzymer i leden och framjar syntes av
proteoglykaner. Den finns dels i en natriumform (NaPPS) och dels i en kalciumform
(CaPPS) Intramuskulér injektion av CaPPS ger en signifikant koncentration i ledvétska
jamfort med intramuskulér injektion av PSGAG (Fuller, 2002).
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IRAP

Interleukin-1-receptorantagonistprotein (IRAP), registrerat som en medicinteknisk
produkt och inte som ett lakemedel, anvénds intraartikulart till h&st i Sverige. IRAP
tillverkas genom att en patients blod inkuberas tillsammans med glaskulor klddda med ett
tunt lager kromsulfat. Blodet centrifugeras och sa kallat autologt konditionerat serum
(ACS) tas tillvara vilket sedan kan anvéndas till intraartikulér injektion (Meijer et al,
2003). Innehallet i injektionerna kan variera och eftersom varje veterinar framstaller sin
egen produkt finns ingen kontroll av slutproduktens innehall eller sterilitet.

IRAP har studerats som behandling i modeller av ekvin artros och i dessa studier har en
positiv effekt pavisats (Frisbie et al, 2007). Inga kliniska studier pa hast har publicerats
men studier pa manniska har visat pa en béttre effekt av Orthokin (namnet pa produkten
nar den anvands till manniska) an koksalt och hyaluronsyra som anvants i
placebogrupperna (Baltzer et al, 2009).

Normgruppen foér hastpraktik inom Svenska veterindrférbundet anser att IRAP kraver
ytterligare dokumentation innan det kan rekommenderas till anvandning pa hast. (Sveriges
Veterinarforbunds hemsida, 2012)

Finns det behov av ytterligare preparat for intraartikular behandling av aseptisk
artrit?

Det finns idag ganska fa preparat pa marknaden for behandling av aseptisk artrit hos hast.
Flera av dessa preparat har bristfallig dokumentation med bara ett fatal gjorda studier
avseende effekt eller studier pa ett litet material. Ett par av studierna saknar ocksa
kontrollgrupper eller &r inte blindade sa risken for bias ar stor. Hos en del av de preparat
som anvands idag finns risk for allvarliga bieffekter. Det finns en god mdjlighet for ett
nytt effektivt preparat som genomgatt riktigt genomforda vetenskapliga studier samt har
minimala eller inga bieffekter att spridas till en stor marknad.
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MATERIAL OCH METODER

Hastar
| forsoket anvandes sex hastar av rasen varmblodig travare, som behandlades i bada
frambenens kotleder. En av dessa héstar behandlades &ven i karpus vilket gjorde att det,
pa sex hastar, ingick sju leder i forsoket. Hasten som behandlades i bade kotled och karpus
var en valack, resten var ston. Hastarna var mellan 4 och 15 ar gamla. De hade alla tavlat i
trav tidigare under olika langa period. Ingen kand information om tidigare skador eller

varfor de slutat tavlat har funnits. Varje hast fick tillbringa en tid pa kliniken innan

forsoket borjade for att hinna acklimatisera sig.

For led 1-3 finns information bade om klinisk bild efter behandling och analys av plasma,
urin och synovia. For led 4-7 finns enbart information om klinisk bild efter behandling.

Hast Ras Kén och  Behandlad led och Kontrolled Rtg-fynd
alder méangd behandlad med
Led1l Varmblodig Valack HF kotled VF kotled Inom
travare 4 ar 2 ml (3,2 mg NSAID 2 ml NaCl normala
bundet till 20 mg HA) granser
Led2 Varmblodig Sto VF kotled HF kotled Lindrig
travare 11 ar 2 ml (3,2 mg NSAID 2 ml NaCl osteofyt
bundet till 20 mg HA) HF
Led3 Varmblodig Valack HF VF radiocarpalled Inom
travare 4 ar radiocarpalled 4 ml NaCl blandat normala
4 ml (6,4 mg NSAID med 6,4 mg fritt granser
bundet till 40 mg HA) NSAID
Led4  Varmblodig Sto HF Kkotled VF kotled Inom
travare 8 ar 2 ml (3,2 mg NSAID 2 ml hyaluronsyra normala
bundet till 20 mg HA) gréanser
Led5 Varmblodig Sto VF kotled HF kotled Inom
travare 15 ar 2 ml (3,2 mg NSAID 2,5 ml Hylartil normala
bundet till 20 mg HA) granser
Led6  Varmblodig Sto HF kotled VF kotled Inom
travare 13 ar 2 ml (3,2 mg NSAID 3 ml Hylartil normala
bundet till 20 mg HA) granser
Led7 Varmblodig Sto VF kotled HF kotled Inom
travare 15 ar 4 ml (6,4 mg NSAID 2x2ml normala
bundet till 40 mg HA) hyaluronsyra granser

Tabell 1 Oversikt 6ver histar som ingick i forsoket samt hur de behandlades.
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Undersokningar infér behandling

Infor forsokets start samt fore varje provtagningstillfalle genomforde en erfaren veterinar
en noggrann Kklinisk undersékning av hasten. Allmantillstand bedomdes och
kroppstemperatur mattes. Hastens framben bedémdes avseende férekomst av galla i
aktuell led, vérme, diffus svullnad runt leden samt digitalpuls. Eventuella fynd graderades
mellan ingen, lindrig, mattlig och kraftig. Hastens rorelser pa rakt spar i skritt och trav pa
hart underlag bedomdes mellan ohalt (0) och blockhalt (5). Denna kliniska undersokning
med kontroll av rorelser och extremiteter genomfordes totalt sju ganger pa varje hést.

Innan forsoket startade genomfdrdes ocksa en rontgenundersokning pa varje hast med tre
(karpus) eller fyra (kotled) projektioner av de utvalda lederna pa varje framben.
Rontgenfynd pa lederna bedomdes pa en skala mellan ingen, lindrig, mattlig eller kraftig.
For att hasten skulle inkluderas i forsoket kravdes att den var frisk enligt den kliniska
undersokningen, ohalt pa frambenen i skritt och trav pa rakt spar, hade inga till lindriga
palpatoriska fynd pa extremiteterna och inga rontgenfynd i den leden som skulle
behandlas. Under forsokets gang mattes rorelserna med Lameness Locator® (LL) dels
innan behandlingen utfordes (dag 0) och dels enligt protokoll mellan sex och nio ganger
till i samband med provtagning.

LamenessLocator®

Lameness Locator® (LL) &r ett tradlst system baserat pa sensorer som objektivt kan
upptacka och méata assymmetri i rérelsen hos hastar. Systemet bestar av tre sensorer som
fasts icke-invasivt pa hasten genom specialutformade hallare eller tejp. Tva
accelerometrar fasts hogst upp i grimman pa hastens huvud respektive hogst upp pa
hastens kors och en gyrometer fasts pa hastens hogra framben dorsalt pa kotbenet.
Sensorerna pa huvud och kors maéter rorelse och acceleration i hojdled och sensorn pa
frambenet mater antalet steg, stegcykeln samt ar ocksa en markering for vilket ben som
rér sig nar. Genom den tradlosa kopplingen till en dator kan informationen samlas in och
analyseras i realtid.

Hasten mats i trav pa rakt spar under minst 25 steg. Sensorerna registrerar eventuella
skillnader i rorelserna mellan hoger och vénster sidas kroppshalva. En hést som &r ohalt
uppvisar normalt sett ett narmast symmetriskt rorelsemonster. En hast som ar halt pa ett
framben forsoker avlasta det vid rorelse genom att antingen sjunka ner mer an normalt
med huvudet nér det icke-halta frambenet belastas eller genom att héja huvudet mer &n
normalt ndr det halta frambenet belastas. Skillnaden mellan huvudets max- och min-
position (Head diff min/max) méts av systemet och en skillnad pa mer &n +6 mm i
amplitud raknas som halta (Keegan et al 2009). Pa liknande satt andrar sig backenets
position hos en hast med avvikande rorelsemonster pa grund av bakbenshélta; antingen
hojs korset pa det halta benet eller sa niger hasten mer an vanligt pa det friska benet.
Rorelsemonstret for korset raknas ocksd ut med max- och min-position (Pelvis diff
min/max). En skillnad pa mer &n +3 mm anses vara ett tecken pa halta for bakbenen. Ett
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medelvéarde och standardavvikelse for alla steg som mats rdknas ocksa ut. Min/max-
vardena jamfors med standardavvikelsen och ska vara stérre &n standardsavvikelsen for att
visa pa halta.

En kvot for A1/A2 visar hur stor assymmetri som héstens rorelser visar. Al &r en rorelse i
vertikal riktning som uppkommer en gang per stegcykeln och antas vara halta. A2 ar
bifasisk och representerar det normala rorelsemonstret i en stegcykel. En kvot 6ver +0.5
indikerar att en halta foreligger pa ett framben och en kvot pa mer an +0,17 mm indikerar
att halta foreligger pa ett bakben. Ju hogre vardet ar desto storre sannolikhet att det
foreligger en “akta” halta. Matningen kan paverkas om hasten kastar med huvudet for att
den blir busig eller radd samt om den som springer med hésten paverkar dess
huvudposition genom grimskaftet. Systemet kan korrigera for vissa stérningar men i de
fallen dar storningarna riskerat att paverka resultaten har matningarna i forsoket gjorts om.

Provtagning fore behandling

Fore behandling togs dels ett synoviaprov med aseptisk teknik, dels ett blodprov fran
jugularvenen med hjélp av vacutainer. Urinprov samlades in samma dag som
behandlingen inleddes eller dagen innan. En ut6kad rorelsekontroll med LL genomfdrdes
pa morgonen innan forsoket startade.

Behandling

Den led som skulle behandlas Klipptes och tvattades med Hibiscrub och sprit. En
intraartikuldr injektion med preparat X gjordes sterilt i kotleden, eller vid ett tillfalle
karpus, pa ena frambenet. Koncentration ldkemedel i preparat X var 10 mg
hyaluronsyra/ml samt 1,6 mg NSAID/ml.

| motsvarande led pa det andra frambenet injicerades pa samma satt en kontrollsubstans,
natriumklorid (NaCl) i de tva forsta lederna, fritt NSAID i den tredje och hyaluronsyra i
de fyra sista. Efter behandling lades ett enkelt bandage kring varje kotled (plasterspray pa
karpus). Hastarna stod inne pa box de forsta 24 timmarna efter behandling. De foljande
dagarna gick de ensamma i en grushage pa 20 x 20 meter.

Provtagning efter behandling

En steril provtagning av synovia fran behandlad led och kontrolled utférdes pa varje hést
under de forsta tre forsoken efter 30 min, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 8 dagar och 16
dagar fran behandlingen. Efter provtagning i en led lades ett enkelt bandage runt varje
kotled som fick sitta pa i atta timmar. Vid varje provtagningstillfalle togs ocksa ett
blodprov till serumrér med hjalp av vacutainer fran jugularvenen. En utokad
rorelsekontroll med LL gjordes vid 1-2 tillfallen under forsta dygnet och sen efter 24 h, 48
h, 72 h, 8 dagar samt 16 dagar. Urinprov samlades in dag 8 och 16.

Efter de tre forsta forsoken justerades protokollet nagot och i de féljande fyra forsoken
undersoktes och provtogs hastarna efter 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 7 dagar, 10 dagar och

14



14 dagar fran behandlingstillfallet (dag 0). Méatningar med LL utfordes vid alla dessa
tillfallen. Urinprov samlades in dag 7 och 14.

Resultatet fran de kliniska undersokningarna antecknades i protokoll. Blod- och
synoviaproven centrifugerades och den utvunna plasman fran blodprovet samt
supernatanten fran synoviaprovet frystes in direkt efter provtagningen. Urinproven
stalldes i kylskap sa fort de samlats in och frystes samma dag som proven tagits. Proverna
analyserades inom fyra manader efter provtagningstillfallet och de tinades inte upp inom
denna period.

I synoviaproverna analyserades mangden NSAID for att kunna méta metaboliseringen av
preparat X. Genom att se hur lang tid preparat X finns i méatbara nivaer i leden kan ocksa
halveringstid raknas ut. Genom att mata mangden NSAID bundet till hyaluronsyra i den
behandlade leden och NSAID som injicerats fritt i kontrolleden kan nedbrytningstiderna
jamforas. | blod- och urinproverna analyserades om detekterbara nivaer av NSAID kunde
hittas for att pa sa satt kunna méta utsondring.
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RESULTAT
Klinisk bild

Pa de sex hastar (sju leder) som ingick i forsoket sags ingen akut biverkning i form av
akut inflammatorisk reaktion i eller kring den behandlade leden, feber eller hélta, enligt
veterinarens beddmning. Hos tva av sex hastar (sju leder) sags ingen reaktion varken i den
behandlade leden eller kontrolleden.

Hos tre av sex hastar (sju leder) som behandlats med preparat X noterades anmarkningar
pa den Kkliniska bilden under forsokets tva veckor.

Hést 2 (led 2) som behandlades i kotled VF hade en lindrig galla i samma led
innan forsoket startade. Vid méatningen efter 6 h samt 12 h noterades att gallan
blivit mattlig. Efter 24 h bedomdes den ater som lindrig och efter 16 dygn
bedémdes gallan vara borta.

Pa den tredje hasten (led 4) uppkom en lindrig-mattlig galla i den behandlade
kotleden pa HF 12 timmar efter behandling med preparat X. Gallan kvarstod under
hela forsokets gang tillsammas med en intermittent diffus svullnad 6ver kotleden.
Pa den fjarde hasten (led 5) sags efter 12 timmar lindriga gallor i bade kotled VF
(behandlad med preparat X) samt kotled HF (behandlad med Hylartil som
kontroll). Gallan pa VF var konstant under forsokets gang medan gallan pa HF var
intermittent.

Fyra av sex héstar (sju leder) som behandlats med kontrollsubstans i form av natriumklorid
(NaCl), fritt NSAID eller hyaluronsyra visade nagon form av anmarkning i den kliniska
undersokningen under forsokets gang.

Pa den forsta hasten (led 3) som behandlats med fritt NSAID som kontroll i karpus
VF noterades efter 24 h lindrig varme 6ver hela benet och lindrigt forstarkt
digitalpuls. Efter 72 h sags en lindrig diffus periartikular svullnad éver karpus som
beddmdes vara borta vid nésta undersokning efter 8 dygn.

Pa den tredje hasten (led 4) uppkom efter 10 dygn en mkt lindrig diffus
periartikulér svullnad 6ver kotleden VF som behandlats med hyaluronsyra.

Pa den fjarde hasten (led 5) sags en lindrig galla efter 12 h, 24 h, 7 dygn och 10
dygn i HF kotled som behandlats med Hylartil. Efter 14 dygn beddémdes gallan
som lindrig-mattlig.

Pa den femte hasten (led 6) sags en lindrig galla efter 12 h, 72 h och 10 dygn i
kotled VF som behandlats med Hylartil. Daremellan bedémdes leden vara utan
galla.
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Lameness Locator®

Hos tva av sex hastar (sju leder) som behandlats med preparat X sags en andring av LL-
vardena for assymmetri.

Pa den andra hasten (led 2) som behandlats med preparat X i kotled VVF sags enligt
LL en hélta pa detta ben pa 0-provet. Vid matningen efter 6 h och efter 48 h sags
ocksa en vanstersidig halta men vid 24 h och efter 48 h sags inga assymmetrier
som indikerade en halta.

Pa den forsta hasten (led 3) som behandlats med preparat X i radiokarpalleden HF
sags vid flera matningar en assymmetri som tydde pa en vénstersidig framhalta.
Vid ett mattillfalle, efter 72 h, bytte denna assymmetri sida och indikerade istallet
en hogersidig hélta.

Hos fyra av sex hastar (sju leder) som behandlats med kontrollsubstans i form av NaCl,
fritt NSAID eller hyaluronsyra sags en andring av LL-vardena fran ett 0-véarde som visade
pa symmetri till ett varde som indikerade att halta forelag.

Pa den forsta hasten (led 1) som behandlats med NaCl i kotled VVF uppmattes efter
2 h en vénstersidig framhalta enligt LL. Assymmetrin kvarstod i métningarna efter
6 h, 24 h och 48 h for att darefter aterga till normala varden igen.

Pa den forsta hasten (led 3) som behandlats med NaCl och fritt NSAID som
kontroll i radiokarpalled VF sags efter 24 h och 48 h en assymmetri som
indikerade en vanstersidig framhélta. Efter 72 h sags en liknande assymmetri men
nu pa hoger sidas framben. Efter 8 dygn och 16 dygn visade matningarna med LL
pa en vanstersidig frambenshélta igen.

Pa den fjarde hasten (led 5) som behandlats med Hylartil i kotled HF som kontroll
sags en intermittent lindrig hogersidig framhélta efter 48 h, 7 dygn och 14 dygn.

Pa den femte hasten (led 6) som behandlats med Hylartil i kotled VF sags en
assymmetri vid métningarna efter 72 h, 7 dygn, 10 dygn och 14 dygn som
indikerade att en vanstersidig frambenshalta forelag.
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Synoviaprover

Halveringstiden for NSAID i synovia varierade pa de tre forsta hastarna mellan 7 och 19
timmar. Efter behandling med 2 ml av preparat X (3,2 mg NSAID bundet till 20 mg
hyaluronsyra) i led 1 och 2 kunde NSAID pavisas upp till 48 h. I led 1 sags efter 30 min den
hogsta nivan pa 3570 ng/mL. | led 2 sags efter 2 h den hdgsta nivan pa 11400 ng/mL.

Led 1 Total mangd NSAID i ledvatska
4000

2000

Total NSAID (ng/mL)

0 0,5 2 6 12 24 48 96 192
Tid (timmar)

Diagram 1 Total méangd NSAID i ledvétska i kotled HF efter behandling med preparat X.

Led 2 Total mangd NSAID i ledvatska

@gum NaCl
e=fi==NSAID

NSAID (ng/mL)

Tid (timmar)

Diagram 2 Total méngd av NSAID i kotled VF (behandlad med NSAID bundet till
hyaluronsyra) och kotled HF (behandlad med NaCl)
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Den tredje leden som behandlades med preparat X (6,4 mg NSAID bundet till 40 mg
hyaluronsyra) var en radiokarpalled. Kontrolleden, radiokarpalleden pa det andra
frambenet, behandlades med 6,4 mg fritt NSAID. Vid métning av totalméngden NSAID i
ledvétskan ses att NSAID verkar finnas kvar under en langre tid i HF (upp till 48 h)
jamfort med i VF (12 h). I VF ses en hogre topp av lakemedel (30000 ng/mL) &n vad som
kan ses i HF (14000 ng/mL).

Led 3 Total mangd NSAID i ledvatska

30000
28000
26000
24000

\
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\
\
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18000

16000 \ @mgmm NSAID bundet

14000 ,\ till
12000 hyaluronsyra
10000

8000 el Fritt NSAID

/
II \
o ——
2000 \\F

Time (hours)

NSAID (ng/mL)

Diagram 3 Total mangd av NSAID i HF radiokarpalled (behandlad med NSAID bundet
till hyaluronsyra) och VF radiokarpalled (fritt NSAID som kontroll). Efter 30 min har
proverna fran VF ett varde pa 30000 ng/mL och HF 14000 ng/mL. Vid 2 h ar vardena
ungefar pa samma niva. Efter 12 h ar vardena fran VF nere runt 0 medan vardena fran HF
tar fram till 48 h innan de blir runt 0.

19



Blodprover

Inga detekterbara nivaer av NSAID i blodet kunde pavisas pa den forsta och andra hésten
(led 1 och 2). Hos hasten med led 3 sags detekterbara nivaer i plasma efter 30 min, 2 h
och 6 h.

Provtagning ng/mLplasmaledl ng/mLplasmaled2 ng/mL plasmaled3

0-prov BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
30 min BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 1.69

2h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 1.56

6h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 0.218

12 h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
24h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
48 h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
72 h BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
8d BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 BLOQ<0.125
16d BLOQ<0.125 BLOQ<0.125 0.143*

Tabell2 Resultat av blodprov pa héstar med led 1, 2 och 3. BLOQ<0.125 betyder att
halten varit obefintlig eller sa lag att den inte gar att pavisa.
* storningar har uppkommit vid métning, kan tolkas som BLOQ<0.125

Urinprover

I urinprov fran hasten med led 1 kunde ingen NSAID pavisas. Pa den andra hasten (led 2)
och den forsta hasten (led 3) sags utsondring av matbara nivaer av NSAID efter 24 h, 48 h
och 16 dygn. Hasten med led 2 hade det hogsta uppmétta vardet efter 48 h medan hdsten
med led 3 hade det redan efter 24 h.

Provtagning ng/mL urinled 1 ng/mL urin led 2 ng/mL urin led 3
0-prov BLOQ<0.125 0.362* 0.469*

30 min

2h

6h

12 h

24 h BLOQ<0.125 2.61 4.82

48 h BLOQ<0.125 5.62 1.32

72h

8d

16 d BLOQ<0.125 0.234 0.269
Tabell 3 Resultat av urinprov. BLOQ<0.125 betyder att halten varit obefintlig eller sa lag
att den inte gar att pavisa.
*storningar har uppkommit vid métning, kan tolkas som BLOQ<0.125
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DISKUSSION

Syftet med pilotprojektet var att studera eventuella akuta biverkningar efter behandling
med preparat X for att kunna ga vidare med studier pa ett storre antal hastar. Malet med
preparat X &r att det med tiden ska bli godk&nt som ldkemedel till hast. Syftet med
pilotprojektet har ocksa varit att mata halveringstiden av preparat X i ledvatska samt
utséndring i plasma och urin.

Inga akuta biverkningar som akut hélta, feber eller inflammatoriska reaktioner mot
preparatet har setts i studien. Tre av sju leder som behandlats med preparat X och fyra av
sju leder som behandlats med kontrollsubstans (NaCl, fritt NSAID och hyaluronsyra) fick
anmarkningar pa den kliniska bilden under forsokets gang. De forandringar som sags var
overgaende gallor i kotleden, en o6kning av redan befintliga gallor samt lindrig
periartikuldr svullnad. Det finns inget i pilotstudien som talar mot utvidgade forsok med
preparat X.

Da inget samband kan ses mellan den kliniska bilden och vilken preparat som injicerats &r
det hogst troligt att reaktionerna uppkommit till foljd av sjalva ledpunktionerna. De leder
som ingar i forsoket har efter behandling blivit stuckna mellan nio och tio ganger under
tva veckor for provtagning av ledvatska. Ledpunktionerna har genomforts aseptiskt men
de kan ha gett upphov till blédning och lokal irritation vid punktionsstallet. For att
sakerstalla vad som &r en sann reaktion pa preparatet och inte pa de frekventa
provtagningarna av leden bor kanske de tva delarna av projektet (biverkningar och
halveringstid) testas var for sig.

De anmarkningar pa den kliniska bilden som noterats kan ocksa ha uppkommit av andra
orsaker. Det ar tankbart att hastarna har skadat sig sjalva under sin hagvistelse pa dagtid
eller nattetid i sin box. Forsokshastarna hade olika temperament och en del av dem var
mer oroliga &n andra. Provtagningar och undersokning av den kliniska bilden
genomfordes pa morgonen av samtliga hastar (forutom 12 h-provet som var pa kvallstid).
De flesta hastar hamtades direkt ur boxen men vid nagra tillfallen hann de ga ut en stund i
hagen fore undersokning vilket kan ha paverkat graden av ledfylinad och periartikular
svullnad.

For tva av sju leder som behandlats med preparat X och for fyra av sju leder som
behandlats med kontrollsubstans andrades matvéardena pa LL fran att halla sig inom
gransvardena for assymmetri vid O-provet till att visa pa en assymmetri pa det aktuella
benet under forsoket. Det gar inte att se nagra samband mellan anméarkningar pa den
kliniska bilden och LL-matningar 6ver gransvérdena.

Vid matningar med LL finns det flera felkallor som paverkar resultatet. Det ar en fordel
om det & samma person som springer med hasten vid alla méatningar. Dels ar det lattare
att springa i samma hastighet och dels kan den som leder hasten paverka den omedvetet
genom tryck i grimma och grimskaft. I denna studie var det olika personer som sprang
med hastarna vid de olika mattillfallena. Om hasten statt stilla fore méatningen eller om
den ar uppvarmd kan paverka hur den travar och vilket méatvarde som fas. Hastens
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mentala status for dagen kan ocksa paverka matresultatet genom att den reagerar olika
mycket for stérningar.

Korrelationen mellan den kliniska bilden i form av galla, varme, diffus svullnad och
forstarkt digitalpuls samt indikationer pa hélta med matning av LL ar inte tydlig. Det
behovs ett storre material av hastar for att kunna upptacka om det finns ett monster.

Vid ett par tillfallen registrerade LL en assymmetri pa héstarna i forsoket dar veterinarerna
beddmde hasten som ohalt. Mé&tningen med LL &r kansligare och kan upptacka mindre
assymmetrier an det manskliga dgat kan registrera. | en studie (McCracken et al 2012)
undersoktes hur tidigt en mild halta kunde upptéckas av ett sensorbaserat datasystem
jamfort med tre erfarna hastveterinarer. | studien sags att datasystemet kunde valja ratt ben
pa mer laggradiga haltor an de tre veterinarerna (P<0.0001). Datasystemet valde ocksa ratt
ben fore veterinarerna i 58.33% av de 60 gangerna som forsoket genomfordes.

Halveringstiden av NSAID i ledvétska pa de tre forsta hastarna i studien var mellan 7 och
19 timmar. Pa hasten med led 3 som behandlats med preparat X i HF och fritt NSAID i
VF ses en tydlig skillnad mellan hur lang tid NSAID kan pavisas i lederna. | HF kan
NSAID detekteras upp till 96 h och i VF bara till 12 h. Det tyder pa att tiden for
nedbrytning &r langre for preparat X an fritt NSAID. Den hogsta nivan av NSAID i leden
skiljer sig ocksa mellan preparat X och fritt NSAID. For att undersoka om den langre
nedbrytningstiden och skillnaden i hogsta niva har nagon klinisk effekt pa patienter med
ledinflammation maste ytterligare studier genomforas.

Vid métning av halveringstid genom provtagning av synovia finns ett par felkallor som
bor finnas i atanke vid tolkning av resultatet. Varje gang synovia tas ur leden kommer en
liten del av lakemedlet som injicerats i leden att félja med ut tillsammans med synovia.
Déarmed kommer méngden lakemedel inuti i leden att minska efter varje provtagning. Vid
ledpunktion for att ta ut synoviaprov finns risk att lakemedlet som injicerats inuti leden
kommer i kontakt med vavnader och blodbanan utanfor leden vilket kan ge utslag pa
plasma- och urinprover.

NSAID kunde pavisas i plasma efter 30 min, 2 h och 6 h pa hésten som fatt en hogre dos
av lakemedel och behandlats med fritt NSAID i kontrolleden (led nr 3). | de andra tva
blodproven (fran héast med led 1 och led 2) kunde inte preparatet pavisas alls i blodet. Det
stodjer teorin om att NSAID vid behandling med preparat X skulle stanna kvar langre i
leden vilket kan ge ldkemedlet en battre effekt och darigenom mojlighet att verka genom
farre antal behandlingar. Utséndringen i plasma paverkas sjalvklart av vilken dos som
hastarna behandlas med. Nar lamplig dos for att uppna terapeutiskt effekt hos patienter har
faststéllts bor ny matning av plasmaprover genomforas for att sakerstéalla hur lang tid
preparatet kan pavisas.

| urinprovet for hasten med led 1 kunde ingen NSAID pavisas. | urinprov for de provtagna
hastarna med led 2 och 3 sdgs en lag men fortfarande pavisbar halt 24 h, 48 h och 16
dagar efter behandling. En langsammare nedbrytning av preparatet i leden ger en langre
verksam tid vilket ocksa troligtvis paverkar hur lang tid efter behandling som preparatet
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kan detekteras i blod- och urinprov. Ur dopingsynpunkt &r det viktigt med fler studier som
kan visa exakt hur lang tid det tar innan preparatet gar ur kroppen. Karenstider for tavling
maste kunna bestimmas pa ett sékert sitt sa att hastarna inte riskerar att tavla med
prepararet i kroppen. En lang halveringstid riskerar att ge en lang karenstid vilket kan gora
preparatet mindre intressant for de som har tavlingshéstar.
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