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SAMMANFATTNING

Synovialleden ar uppbyggd av hyalint brosk, subkondralt ben, ledkapsel med ledvatska samt
senor och ligament. Histens leder utsitts for stora pafrestningar vid arbete och det krivs att
alla vdvnaderna i leden samarbetar for att uppritthalla ledens funktion. Ledens uppgift ér att
fordela belastningen dver hela ledens yta vid rorelse. Ledbrosket bestar av kondrocyter och
extracelluldrt matrix. Matrixet bestar till storsta delen av vatten, kollagen och proteoglykaner.
Kollagenet bildar ett ndtverk som ger leden en hog draghéllfasthet. Mellan kollagenfibrillerna
ligger proteoglykanaggregaten inspringda. Glykosaminoglykaner (GAGs) sitter bundna till
proteinkedjan av molekylen. Dessa dr negativt laddade och binder vatten, vilket ger leden en
stotdimpande formdga. Den vanligaste proteoglykanen i brosk dr aggrekan vilken ute i
matrixet dr bunden till hyaluronsyra. Det subkondrala benet kan i viss utstrackning anpassa
sig till den belastning som det utsitts for. Vid hart arbete kan benet fortjockas och skleros kan
ses pa rontgen. Ledkapseln byggs upp av tva lager — en yttre fibros kapsel som ger mekanisk
stabilitet samt ett inre synovialmembran innehdllande synoviocyter, vilka producerar
hyaluronsyra till ledvétskan. Ledvitskan &r ett ultrafiltrat av blodet och innehéller stora
méngder hogmolekyldr hyaluronsyra i en frisk led. Ledvitskan forser dven brosket med
néring.

Osteoartrit (OA) ér en laggradig inflammatorisk sjukdom dér ledens alla vivnader kan vara
involverade. Den vanligaste orsaken till uppkomst av OA ér felbelastning av leden under en
langre tid, exempelvis vid trdning. Hos en frisk led rdder en balans mellan uppbyggande och
nedbrytande processer i brosket. Vid en kronisk inflammation i leden okar de katabola
aktiviteterna. Broskhal kan ses makroskopiskt da de ingdende matrixmolekylerna bryts ned.
Ofta initieras OA av en synovit eller en kapsulit. Vid inflammationen frisdtts
proinflammatoriska cytokiner och mediatorer fran synoviocyter och kondrocyter. IL-1
stimulerar de katabola enzymerna MMPs och ADAMTs, vilka bryter ned matrixkomponenter.
I och med att broskmatrixet bryts ned blir leden mindre flexibel och tidnjbar. Nya skador
uppstér liattare da brosket har en nedsatt elasticitet pd grund av degenereringen.

Mesenkymala stamceller (MSCs) ér celler som kan differentiera ut till ben-, brosk-, sen- och
fettceller vid rétt odlingsbetingelser eller vid olika omgivningsbetingelser i vdvnaden.
Intresset for stamcellsterapi har 0kat kraftigt den senaste tiden pa grund av stamcellernas
tilltro att regenerera vivnad. Ledbrosket har hos en vuxen hist dilig regenerationsformaga.
Forhoppningen dr dérfor att MSCs ska kunna anvéndas rutinméssigt for att dterbilda skadat
brosk och aterstélla ledens ursprungliga funktion. Ett antal experimentella och kliniska studier
har genomforts pd hist, bade med inducerad och med naturligt uppkommen OA. Vid
behandling med MSCs har kliniska forbattringar, som minskad hélta och svullnad setts, och
en stor andel av de behandlade héstarna har atergétt till arbete. Resultaten dr lovande och
MSCs har stor potential som terapiform vid OA pa hést i framtiden. Dock ar antalet
publicerade studier f4 och manga av studierna saknar kontrollgrupper. Syftet med detta arbete
ar att studera de vetenskapliga studier som finns publicerade inom omrédet, samt att beskriva
synovialledens anatomi och patofysiologin bakom OA.



ABSTRACT

The synovial joint consists of hyaline cartilage, subchondral bone, joint capsule with synovial
fluid, tendons and ligaments. The horse’s joints are exposed to great stress during training and
it is required by all of the joint’s components to cooperate in order to maintain joint function.
The function is to distribute the load over the entire surface of the joint during movement. The
articular cartilage consists of chondrocytes and extracellular matrix (ECM). The matrix is
mainly composed of water, collagen and proteoglycans. The collagen forms a network that
provides the joint with a high tensile strength. Between the collagen fibrils, proteoglycans are
embedded and glycosaminoglycans (GAGs) are bound to the protein chain molecule. GAGs
are negatively charged and attract water. The water is pressed out under load, which gives the
joint a shock absorbing capacity. The most common proteoglycan in cartilage is aggrecan
which is bound to hyaluronic acid in the matrix. The subchondral bone can to some extent
adapt to the loads it is subjected to. Training results in thickening of the bone and sclerosis
can be seen on x-ray. The joint capsule is built up of two layers - an outer fibrous capsule
which provides mechanical stability and an inner synovial membrane containing synoviocytes
responsible for producing the hyluronic acid found in the synovial fluid. The synovial fluid is
an ultrafiltrate of blood and contains large amounts of high molecular weight hyaluronic acid
in a healthy joint. The synovial fluid supplies the cartilage with nutrients.

Osteoarthritis (OA) is a low-grade inflammatory disease of the joint in which all structures
can be involved. The most common cause of OA is overload of the joint over a period of time,
training for example. In a healthy joint there is a balance between anabolic and catabolic
processes. In OA, these processes are in imbalance and the catabolic activity increases which
results in breakdown of the ECM constituent seen as cartilage erosions macroscopically. OA
is often initiated by synovitis or capsulitis. In the inflammation, proinflammatory cytokines
and mediators are released by synoviocytes and chondrocytes. IL-1 stimulates the degrading
enzymes MMPs and ADAMTs, which degrade matrix components. When the cartilage matrix
is degraded, the joint becomes less flexible and elastic. New injuries occur more easily when
the cartilage has a reduced elasticity due to the degeneration.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have the capacity to differentiate into a variety of connective
tissue cells including bone, cartilage, tendon, muscle and adipose tissue at the right culture
conditions or at different conditions in the surroundings of the tissue. The interest in stem
cells as therapy has evolved rapidly, due to their regenerating capacity. Joint cartilage in an
adult horse has poor regenerating capacity. The hope is therefore to use MSCs routinely to
regenerate damaged cartilage and restore joint's original function. A number of experimental
and clinical studies have been conducted on horses, both with induced and natural arising OA.
When treated with MSCs, clinical improvements, as reduced lameness and swelling, were
seen. A large percentage of the treated horses did return to work. MSCs have a promising
potential to serve as therapy for OA in the future. However, there are still very few studies
published in the field and many of the trials lack control groups. The aim of this paper is to
review the scienfitic studies that are published in the field, describe the anatomy of the
synovial joint and the pathophysiology behind OA.



INLEDNING

Osteoartrit (OA) dr en vanlig ledsjukdom och ett signifikant problem hos héstar pa grund av
den hoga prevalens och de ekonomiska forluster som foljer med sjukdomen. En nyligen
publicerad studie visar att upp till 60 procent av dagens alla héltproblem ir relaterade till OA
(Frisbie, 2005). Ledsjukdomen drabbar alla ledens strukturer och kan utvecklas till ledsvikt,
som for drabbade hdstar innebér slutet pa tavlingskarridren (Ferris et al., 2011). Det ar viktigt
att forsta synovialledens anatomi och patofysiologin bakom OA for att kunna sitta in adekvat
behandling (Goodrich & Nixon, 2006).

Det artikuléra brosket har sémre forméga att regenerera hos en vuxen individ (Mcllwraith et
al., 2015). Den reparationsvdvnad som bildas vid en broskskada bestér till storsta delen av
fibrost brosk som saknar den funktion som artikuldrt brosk normalt sett har (Abu-Seida
Ashraf, 2015). For ndrvarande finns det ingen ldkemedelsbehandling som kan hdmma
progressionen av OA (Ortved & Nixon, 2015). Det finns inte heller ndgon kdnd behandling
som kan bota OA sa att leden aterfar full funktion (Koch & Betts, 2007).

Inom veterindrmedicin har biologiska behandlingsmetoder véckt stort kliniskt intresse den
senaste tiden eftersom de baseras pa individens naturliga forméga att 1ika och den potentiella
regenerativa formaga de besitter (Monteiro et al., 2015). Regenerativa terapier ir ett omrade
som vixer fort, badde experimentellt och kliniskt. Stamceller utgdér en lovande strategi for att
kunna regenerera skadade vivnader genom att de kan differentiera ut till olika celltyper med
ritt stimulering. Mesenkymala stamceller (MSC) har stor potential att i framtiden vara en
effektiv terapiform vid OA eftersom MSCs kan differentiera ut till kondrocyter som kan
producera broskspecifika komponenter (Spaas et al., 2012). Mélet &r att dterstélla ledytan och
forhindra vidare broskdegeneration (Ortved & Nixon, 2015).

Syftet med det hdr arbetet &r att sammanstilla de vetenskapliga studier som idag finns
publicerade dir OA hos hést har behandlats med MSCs. 1 arbetet granskas bade
experimentella och kliniska forsok, frimst pad hdst men dven studier andra modelldjur har
inkluderats. Inledningsvis kommer synovialledens anatomi och patofysiologin bakom OA att
beskrivas, som bakgrundsmaterial till kapitlet om behandling med stamceller.

MATERIAL OCH METODER

Vid litteratursdkningen anvindes sdkorden (stem cells OR MSC OR biologic treatment OR
cell therapy) AND (osteoarthritis OR OA OR joint disease) AND (horse OR equine).
Sokningen involverade en kombination av ovanstdende sokord samt sokningar utan (horse
OR equine) for att visa studier med andra modelldjur dn hést. Vid sokningen anvindes
databaserna PubMed, Scopus och Web of Science.

Forutom artiklar frén dessa databaser anvéndes E-bocker som bakgrundsmaterial, framforallt
boken Joint Disease in the Horse skriven av Mcllwraith, C.W., Frisbie, D.D., Kawcak, C. &
van Weeren, R. (2015).



LITTERATUROVERSIKT
Synovialleden

I det hir arbetet kommer bara synovialleder att behandlas, det vill sdga de leder som ar helt
rorliga. Synovialleder dr sa kallade édkta leder dédr en ledhala skiljer de tvd ledytorna at.
Synovialleder forekommer framst i extremiteterna och de aterfinns bland annat i kot-, kné-,
kron- och hovled. Vid hélta ar det framforallt synoviallederna som ar drabbade (Mcllwraith et
al., 2015).

Funktion

Ledens funktion dr att mojliggora rorelse och fordela belastningen dver hela ledens yta. Det
gor att leden fir bra stotddmpning och absorption av det tryck som uppstar vid rorelse.
Stotddmpningen som fés i leden dr beroende av bade ben och mjuk vdvnad, sdsom brosk och
ligament (Baxter, 2011).

Anatomi

En synovialled bestér av en ledkapsel med en yttre fibros del samt ett synovialmembran som
tacker kapselns insida, en ledhdla med ledvétska, hyalint brosk, subkondralt ben samt senor
och ligament (Skidldebrand, 2004). Leden anses vara ett komplext organ déir de ingdende
strukturerna samverkar for att upprétthalla ledens funktion (Mcllwraith ef al., 2015).

Frisk led

. Ledhala med ledvatska
. Synovialmembran

. Ledbrosk

. Fibrés ledkapsel

. Subkondralt ben

. Sena
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Bild 1. Ledens uppbyggnad (modifierad bild frdn Li Gessbo 2004).

Ledkapsel

Ledkapseln bestar av tvd delar: en yttre fibros kapsel samt ett synovialmembran (ledhinna)
som dr placerad in mot ledhdlan (Baxter, 2011).



Den yttre kapseln utgérs av ett bindvédvslager. Denna védvnad &r val integrerad till
extraartikuldra strukturer som kollateralligament. Den fibrosa kapselns funktion dr att ge
mekanisk stabilitet till leden. Dessutom inrymmer den yttre ledkapseln nervindar som forser
hjdrnan med information om ledens position (Mcllwraith et al., 2015).

Synovialmembranet har tvd lager: det intima och det subintima. Det subintima lagret bestir av
bindvav och ar rikt vaskulariserad och innerverad (Mcllwraith ef al., 2015).

Det intima lagret som tangerar ledhalan bestar av synoviocyter arrangerade i ett tunt skikt.
Typ B synoviocyter &r sekretoriska celler som tillverkar hyaluronsyra och kollagen
(komponenter i ledvétskan) medan typ A &r vivnadsmakrofager (Ley et al., 2008). Det intima
lagret saknar basalmembran och angrénsar till ett stort antal blodkérl. Detta mojliggor passage
av komponenter frdn blodplasman over till ledvitskan. Alla smd molekyler passerar fritt till
och fran plasman till ledvitskan medan de storre molekylerna i ledvétskan maste sekreteras
aktivt av synoviocyterna (Mcllwraith et al., 2015).

Ledvétska

Ledvétskan innehaller hyaluronsyra, socker, elektrolyter och enzymer (Konig & Liebich,
2007). Andelen celler i ledvitskan &r liten och det forekommer bara ett mindre antal
lymfocyter och andra benmérgsderiverade mononukleéra celler (Mcllwraith ef al., 2015).

Ledvétskan har flera viktiga uppgifter. Friktionen i leden vid rorelse reduceras genom att
ledvitskan verkar smoérjande (Konig & Liebich, 2007). Tack vare hyaluronsyran, som
produceras av synoviocyterna, blir ledvitskan viskds vilket ger leden en stotddmpande
funktion vid rorelse (Mcllwraith et al., 2015).

En annan viktig uppgift dr att mojliggdra niringsforsorjningen till ledbrosket eftersom brosket
saknar egen blodforsorjning. Utbytet mellan plasman och ledvétskan tillgodoser brosket med
nodvéindig ndring och avldgsnar slaggprodukter. Utbytet styrs av hydrostatiska och
kolloidosmotiska tryckskillnader mellan plasma och ledvitska (Mcllwraith et al., 2015).

Ledbrosk

I synovialleder dr ledbrosket av hyalin typ som &r en hogt specialiserad vdvnad. Brosket
bestar av kondrocyter och extracelluldrt matrix som bildas av kondrocyterna. Ledbroskets
uppgift ér att verka stotdimpande och tryckfordelande vid belastning samt att tillhandahalla
lag friktion (Mcllwraith et al., 2015).

Kondrocyter

Celltatheten 1 det vuxna brosket dr vildigt 1&g och kondrocyterna &r den enda celltypen i
brosket. Kondrocyterna producerar alla molekyler som forekommer i det extracelluldra
matrixet. Till skillnad frén celler i andra vdvnader verkar inte kondrocyterna sta 1 kontakt med
varandra, troligtvis pa grund av det stora intercellulédra avstandet (Mcllwraith ef al., 2015).



Kondrocyterna dr lokaliserade i fyra zoner i1 brosket. Den ytliga zonen angrinsar till ledhélan
och det forekommer rikligt med kollagen och vatten. Tredje zonen har riklig forekomst av
aggrekan och kondrocyterna dr ordnade i lodréta rader. Den kalcifierad broskzonen bestar av
degenererade kondrocyter som har mineraliserats och forkalkats (Mcllwraith et al., 2015).
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Bild 2. Ledbroskets zoner (Eva Skioldebrand 2004).

Extracelluléart matrix

Det extracelluldra matrixet (ECM) bestar framforallt av vatten, kollagen, proteoglykaner och
icke-kollagena proteiner (Mcllwraith et al., 2015).

De kollagena fibrerna &r de huvudsakliga proteinerna i ECM och ger brosket en hog
draghéllfasthet. Kondrocyterna syntetiserar kollagen typ II, vilka bildar langa kedjor
bestdende av tre fibriller som tillsammans bildar en trippelhelix. Ett nitverk bildas genom att
flera kollagenfibrer binder till varandra. Kollagenet har flera viktiga molekyler till sin hjilp
nér detta ndtverk ska bildas, bland annat en molekyl som heter Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP) som kan binda in fem kollagen typ II molekyler. Natverket stricker sig
genom hela ledbrosket och ger stadga (Mcllwraith ef al., 2015).

Niést efter vatten och kollagen utgér proteoglykaner den storsta delen av ECM.
Proteoglykanaggregaten ligger inspriangda mellan kollagenfibrillerna och de binder in till
hyaluronmolekyler. De dr uppbyggda av ett kdrnprotein med ménga sidokedjor av
glykosaminoglykaner (GAGs) som har bundit in radiellt till kdrnproteinet. GAGs ir langa
kedjor uppbyggda av negativt laddade molekyler som, genom att de repellerar varandra,
striacker ut sig 1 brosket. De hydrofila sidokedjorna drar till sig vattenmolekyler, vilka lagger
sig mellan kedjorna. Vattnet pressas ut vid belastning av leden och dras tillbaka in i matrix
nér leden dr i vila. Dérfor sdgs det att artikuldrt brosk dr en viskoelastisk vivnad (Mcllwraith
etal., 2015).



Aggrekan dr den proteoglykan som forekommer i storst utstrackning i ledbrosk. Aggrekan har
tva olika GAGs bundna till sitt protein: kondroitinsulfat och keratansulfat. Dessutom har
aggrekanmolekylen tre globuldra dominer: G1, G2 och G3. Aggrekanmolekylen bildas av
kondrocyterna och vil ute i matrixet binder de till hyaluronsyra via ett ldnkprotein
(Mcllwraith et al., 2015). Hyaluronsyran bildas av ett enzym i cellmembranet och utsondras
sedan till det extracelluldra matrixet (Roughley, 2006). Vid sjukdom eller &lder kan
aggrekanmolekylen forlora flera delar av molekylen (Mcllwraith et al., 2015).

Kondrotoinsulfat

Hyaluronsyra

Keratansulfat

Lankprotein

Bild 3. Aggrekanmolekylens uppbyggnad (modifierad bild fran Elin och Oscar Dahllév).

Icke-kollagena proteiner dr exempelvis ldnkproteiner som &r ansvariga for att binda samman
och stabilisera aggregat av aggrekan och hyaluronsyra. Aven COMP ir ett icke-kollagent
protein (Thur et al., 2001).

Kondrocyter

© Li Gessbo

Bild 4. Extracelluldirt matrix (modifierad bild fran Li Gessbo 2004).



Subkondralt ben

Den kalcifierade broskzonen sammanbinder det hyalina brosket med det subkondrala benet.
Det subkondrala benet ar rikligt vaskulariserat med hog metabolism. Det pagér hela tiden en
aktiv process i benet genom att nya osteoblaster bildas samtidigt som osteoklaster bryter ner
benet. Genom dessa processer kan benet anpassas till den belastning det utséitts for. Hos héstar
som trdnas hért kan det subkondrala benet fortjockas och skleros kan ses pd rontgen. Benet
blir d& stumt och risken for mikrofrakturer 6kar. Skleros av det subkondrala benet tros vara en
initierande faktor vid utveckling av OA (Mcllwraith et al., 2015).

Senor och ligament

Senor och ligament dr mjukvivnad som, tillsammans med muskler, verkar som forstarkning
och ger mekanisk stabilitet till stukturerna i leden. Med avseende pé struktur och biomekanik
liknar senor och ligament den fibrosa ledkapseln. Dessa vdvnader dr hypocelluldra och utgors
till storsta delen av ECM bestaende av kollagen, proteoglykan, GAGs och vatten (Mcllwraith
etal., 2015).

Osteoartrit

OA ér en kronisk progressiv inflammatorisk ledsjukdom dér alla ledens strukturer &r
drabbade. De destruerande processerna forsdmrar ledens funktion och det kan slutligen leda
till ledsvikt (Mcllwraith et al., 2015).

Etiologi

Etiologin vid OA kan vara ett akut trauma, exempelvis fraktur eller slag. Den vanligaste
orsaken dr dock att leden felbelastas upprepade génger vid tréning, vilket kan leda till att sméa
trauman uppstar pa leden och en inflammation startar i en eller flera strukturer som leder till
en 0kad nedbrytning av broskmatrix (Skidldebrand, 2004).

Trauma
Forandringar i Skada pa Synovit
subkondrala benet kondrocyter ¢ & kapsulit

|

Minskad syntes  QOkad nedbrytning
av matrix av matrix

|

Broskdegeneration

Bild 5. Hur trauma leder till broskdegeneration (modifierad bild fran Kidd et al., 2001).



Patogenes

I en frisk led har man en balans mellan de nedbrytande och uppbyggande processerna i
ledvdavnaden. I tidigt skede av OA o6kar den katabola metabolismen vilket gor att vivnaderna
bryts ner. Om sjukdomen har fortgétt en tid blir fordndringarna irreversibla. Darfor dr det
viktigt att 1 ett sa tidigt skede som mojligt stdlla diagnos och péborja adekvat behandling
(Skioldebrand, 2004).

Kondrocyt
Anabolism Katabolism
IGF-1 Cytokiner (IL-1)
FGF-2 Fria radikaler
TGF-8 ADAMTs
BMPs MMPs

Bild 6. Vid OA dr det obalans mellan kondrocytens anabola och katabola processer (egen bild 2016).

Inflammation

Ofta startar OA med en synovit eller en kapsulit. Inflammationen leder till att neutrofiler,
makrofager och leukocyter migrerar till inflammationsplatsen. Proinflammatoriska cytokiner,
som interleukin-1 (IL-1), frisdtts vilka inhiberar syntesen och inducerar nedbrytning av
kollagen och proteoglykaner (Mcllwraith et al., 2015).

Interleukin-1

Den proinflammatoriska cytokinen IL-1 har en avgoérande roll i sjukdomsutvecklingen. IL-1
syntetiseras och frisitts av synoviocyter i ledkapseln och av kondrocyter i ledbrosket. IL-1
stimulerar, i inflammerade leder, synoviocyterna och kondrocyterna till produktion och
frisittning av prostaglandin E, (PGE;), metalloproteinaser (MMPs) och aggrekanaser
(ADAMTSs) (Mcllwraith et al., 2015).

PGE;

PGE; idr en proinflammatorisk mediator och frisdttning leder till att koncentrationen
proteoglykaner minskar bdde genom att nedbrytningen av proteoglykaner dkar och genom att
syntesen minskar (Mcllwraith ef al., 2015).



MMPs

MMPs ér proinflammatoriska enzymer som frisétts av synoviocyter och kondrocyter vid OA.
De dr ansvariga for att bryta ner proteoglykaner, kollagen och andra matrixkomponenter
(Nesic et al., 2006).

I tidigt skede av broskdegenerationen bryter MMPs ner proteoglykaner vilket ger en dkad
vidvnadsvolym (Skidldebrand, 2004). Matrixet tappar sin vétskebindande forméga och
vdvnaden forlorar funktion (Nesic et al., 2006). Nir proteoglykannivderna i brosket har nitt
en sirskild grins startar degraderingen av kollagenndtverket. D& ses en svullnad av
vavnaderna och leden blir mindre flexibel och tdnjbar (Mcllwraith et al., 2015).

MMPs inhiberas av tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) som finns i bindvéven. I en
frisk led ses ett overskott av TIMP medan det vid en ledskada ses hogre koncentration av
MMPs. I en normal led hjdlper MMPs till att uppritthélla en korrekt homeostas men vid OA
uppregleras MMPs (Mcllwraith et al., 2015).

ADAMTs

Aggrekanaserna (ADAMTSs) dr dven de proinflammatoriska enzymer som specifikt klyver och
bryter ner aggrekan. Deras uttryck uppregleras vid OA och det ar framforallt ADAM-TS-4
och ADAM-TS-5 som &r ansvariga for att bryta ner aggrekanmolekylen (Nesic ef al., 2006).

Fria radikaler

Fria radikaler spelar en viktig roll i sjukdomsutvecklingen genom att de klyver och bryter ner
proteoglykaner, hyaluronsyra och kollagen. Superoxidanjoner, hydroxylradikaler och
hydrogenperoxider bildas av synoviocyter i ledkapseln vid inflammation (Mcllwraith et al.,
2015).

Tillvéxtfaktorer

Kondrocyterna syntetiserar tillviaxtfaktorer (Skidldebrand, 2004), exempelvis TGF-3
(transforming growth factor beta) som nedreglerar matrixnedbrytande enzymer samtidigt som
syntesen av kollagen typ II och aggrekan stimuleras. TGF- motverkar alltsd nedbrytningen
av broskmatrixet som inducerats av IL-1. Med stigande alder reduceras effekten av TGF-3
(Mcllwraith et al., 2015).

En annan viktig tillvixtfaktor dr IGF-1 (insulin-like growth factor 1). IGF-1 spelar en
avgorande roll for broskets homeostas. IGF-1 skyddar brosket mot IL-1s katabola effekter
genom att uppreglera antalet 10sliga IL-1 receptorer. Firre IL-1 molekyler kommer dé finnas
tillgéngliga for att verka proinflammatoriskt (Mcllwraith ef al., 2015).
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Trauma och inflammation
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Bild 7. Processer i leden som leder till degradering av broskmatrix (egen bild 2016).

Kliniska och histologiska fynd

Avlikningen kénnetecknas av att kondrocyterna genomgar en dndring i fenotyp och blir mer
fibroblastlika. Kondrocyterna bildar kollagen typ I istdllet for typ II celler och versikan istéllet
for aggrekan vilket gor vdvnaden mer fibros. Brosket blir kdnsligt for ytterligare tryck och nya
skador uppstér litt d& brosket tappar sin elasticitet (Skidldebrand, 2004).

Initialt 1 sjukdomsforloppet ses inte nagra kliniska symptom. I senare stadier ses hilta,
svullnad, smérta och minskad rorlighet i leden (Skidldebrand, 2004). Gallor uppstér eftersom
méngden ledvitska okar vid inflammationen. Anledningen till det &r att permeabiliteten for
blodkérlen dkar samt att lymfdrénaget minskar (Mcllwraith ef al., 2015).

De histologiska forandringar som kan ses i leden &r degeneration av brosket, synovit och/eller
kapsulit, subkondral skleros och/eller mikrofrakturer och ibland osteofyter (Skidldebrand,
2004). Osteofyter kan uppstd di det subkondrala benet drabbas och pd grund av den nya
benbildning som da sker kan pélagringar bildas (Mcllwraith ef al., 2015).
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Behandling med stamceller
Mesenkymala stamceller

Stamceller karaktiriseras av att de har forméagan att hela tiden fornya sig sjidlva samt att de
kan differentiera ut till olika specialiserade celltyper (Taylor et al, 2007).
Bindvévsstamceller, dven kallade mesenkymala stamceller (MSC), dr adulta multipotenta
stamceller som &terfinns 1 benmirg, fettvivnad och navelstring. MSC har formagan att
differentiera ut till ben-, brosk-, sen- och fettceller (Le Blanc, 2002).

Potentialen hos MSCs

Intresset for regenerativa behandlingsmetoder inom veterindrmedicinen Okar hela tiden.
Stamceller utgdr en lovande strategi for att kunna regenerera skadat brosk genom att cellerna
kan differentiera ut till broskceller som producerar broskspecifika komponenter, exempelvis
kollagen typ II och GAGs (Spaas ef al., 2012). Forskning riktas idag mot forhoppningen att i
framtiden anvinda implantation av MSCs rutinméssigt vid broskdefekter. I experimentella
djurforsok har det visat sig att stamceller kan 6ka lakningsformagan (Frisbie, 2005).

Vid en ledskada utgor celler frdn benmirgen en viktig roll for reparationen av brosket (Le
Blanc, 2002). Eftersom brosket hos den vuxna individen har begriansad formaga att reparera
sig sjilv vid en skada s& studeras idag cellernas mojligheter att rekryteras till skadeplatsen
(Vemuri et al., 2011).

Antiinflammatoriska egenskaper

MSCs dr immunomodulerande och kan reglera inflammation, till synes genom dess aktiva
suppression av bade det medfodda och forvirvade immunforsvaret. De har visat sig kunna
reglera proliferationen och funktionen hos ett flertal olika immunforsvarsceller, bland annat
B- och T-lymfocyter, NK-celler, neutrofiler och dendritiska celler (Whitworth & Banks,
2014). De kan édven inhibera sekretionen av proinflammatoriska cytokiner (IL-1, TNF-a och
IFN-y) samtidigt som sekretionen av antiinflammatoriska interleukiner (bland annat IL-6)
stimuleras. Genom stimulering av TIMP kan de &ven inhibera MMPs (Monteiro et al., 2015).

Utvinning av MSCs

Vanligtvis anvinds MSCs som é&r deriverade fran antingen adult benmérg (BM-MSCs) eller
fettvivnad. Nar det géller behandling av OA har benmairgsderivade stamceller visat sig vara
mest gynnsamma, bade i experimentella och kliniska studier. En annan killa till MSCs som
har anvénts pé hist ar stamceller deriverade fran perifert blod (Schnabel et al., 2013).

Antingen kan enbart BM-MSCs injiceras in i leden eller i en kombination med traditionella
behandlingsformer (Schnabel et al., 2013). Studier dir MSCs odlas ut i en matrix visar mer
lovande resultat, eftersom cellerna véxer tredimensionellt och mognar ut bittre 4n i en
16sning. En kombination av att cellerna véxer i ett biomaterial, som hyaluronsyra, i mediet har
visat sig stodja kondrogensen (Taylor et al., 2007).
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Differentiering och adhering

MSCs kan stimuleras till att differentiera lings en specifik vig genom att specifika faktorer
tillsatts under odlingen. In vitro far de mesenkymala stamcellerna genomga en
broskdifferentiering genom kultivering i ett serumfritt medium innehallande bland annat
growth factor-f3 (TGF-f3). Att styra differentieringen av stamceller &r inte en enkel process
och ménga olika tillvaxtfaktorer &r inblandade (Taylor et al., 2007).

For att fa ett lyckat resultat av implanteringen av stamceller i brosk géller det att stamcellerna
differentierar ut till kondrocyter och bildar broskmatrix. Ofta differentierar stamcellerna ut
och blir benceller vilket ger ett oonskat resultat (Taylor et al., 2007).

MSCs utgdr endast 0,001-0,01 procent av de kédrnforsedda cellerna i benmérgen och i manga
fall behovs en storre andel stamceller &n vad som erhdlles vid dessa kliniska aspirationer
(Taylor et al., 2007). Efter 3-4 veckor av odling har ett tillrackligt stort antal MSCs uppnatts
(Ortved & Nixon, 2015).

Vissa studier har visat att MSCs har forméga att adherera och véxa in i ledbrosket. Vid andra
studier har dock inforlivandet av stamcellerna i det artikuldra brosket misslyckats (Monteiro
et al., 2015), eftersom MSCs foredrar att vdxa i mjukvdvnaderna i leden framfor brosket
(Frisbie & Stewart, 2011). Ménga av de positiva effekter som idag har sett vid behandling
med MSCs ér ett resultat av stamcellernas antiinflammatoriska egenskaper snarare dn de
regenerativa. Tack vare att inflammationen reduceras vid OA, minskar graden av
broskdestruktion, osteofytbildning och skleros i det subkondrala benet. Om integreringen av
cellerna till ledbrosket misslyckas, kan det antas att de positiva effekter som ses beror pa
stamcellernas antiinflammatoriska egenskaper. De antiinflammatoriska egenskaperna ger bara
kortlivade effekter till skillnad fran de regenerativa som verkar dven pé lang sikt (Monteiro et
al., 2015).

Studier med MSC
Experimentella studier

2007 publicerades den forsta experimentella studien pa hist med MSCs. En akut ledskada
inducerades, varefter BM-MSCs implanterades med autogent fibrin i det ena benet pa histen
och 1 motstdende ben implanterades bara autogent fibrin. Vid artroskopi 30 dagar senare
visade det att skadorna i leden som behandlats med BM-MSCs hade ldkt betydligt battre dn
kontrolledens skada. Efter 8 ménader diremot sdgs ingen storre skillnad mellan de
histologiska och biokemiska resultaten i de respektive lederna (Fortier & Travis, 2011).
Resultaten kan forklaras av att det var stamcellernas antiinflammatoriska effekter som sags
efter 30 dagar. Eftersom de effekterna ar kortlivade sé kan de ha avtagit till den tidpunkt da
den andra kontrollen gjordes (Monteiro ef al., 2015). En annan forklaring till resultaten kan
vara forlust av stamceller eller att stamcellerna inte differentierade ut till broskceller (Wilke et
al., 2007).
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I ett annat forsok fran 2009 studerades intraartikulért injicerade stamceller for behandling av
OA hos hist. En ledskada inducerades och histarna behandlades med kultiverade BM-MSCs,
stamceller fran fettvdvnad eller saltlosning som kontroll. I de leder som behandlades med
BM-MSCs sdgs lagre koncentrationer av den proinflammatoriska mediatorn prostaglandin E,
samt att den synoviala effusionen var mindre. En storre studie krivs for att avgdra hur BM-
MSCs paverkar leden vid en naturligt forekommande osteoartrit. Det dr mojligt att de
mesenkymala stamcellerna skulle ha en dnnu stérre positiv effekt hos héstar med léngre
framskriden OA, 4n i de observerade effekterna vid experimentella modeller (Fortier &
Travis, 2011).

Studier med andra modelldjur

2003 publicerades en studie med get som modelldjur. 15 getter ingick i behandlingsgruppen
och 9 getter i kontrollgruppen. Adulta stamceller isolerades fran benmairg fran get och
behandlingsgruppen injicerades med stamcellerna medan kontrollgruppen injicerades med
hyaluronsyra. De implanterade cellerna detekterades i den nybildade védvnaden. I de
cellbehandlade lederna sdgs dessutom en reducering i broskdegenerationen, minskad
osteofytbildning och minskad skleros i det subkondrala benet jamfort med kontrollgruppen.
Reparationsvidvnaden i behandlingsgruppen uppvisade organisering medan kontrollgruppens
reparationsvdvnad var oorganiserad. Resultaten mellan behandlings- och kontrollgrupp var
statistiskt skiljda gdllande det artikuldra broskets struktur och skleros i subkondrala benet
(Murphy et al., 2003).

2011 gjordes en studie pé apor. 27 apor delades in i tre grupper med 9 apor i varje grupp, med
avseende pa ndr i sjukdomsforloppet behandling pabdrjades (3, 6 och 9 veckor efter
inducering av OA). MSCs mirktes med ett fluorescerande protein och injicerades tillsammans
med hyaluronsyra i den ena karpalleden. Den andra karpalleden fungerade som kontroll och
den injicerades bara med hyaluronsyra. I alla tre behandlingsgrupper sags en statistisk
signifikant forbattring, bade kliniskt och radiologiskt, jamfort med kontrolleden.
Fluorescensmikroskop indikerade att stamcellerna hade integrerats i det artikuldra brosket,
bade pa ytan och inne i brosket. Studien visade ocksa att desto tidigare i sjukdomsforloppet
injektionen med MSCs sker, desto mer fordelaktigt for en positiv utgdng (Mokbel et al.,
2011).

Nér det géller forsok dar ménniska behandlats med MSCs ér det frimst OA 1 knéleden som
studerats. Pre-kliniska studier har visat pd goda resultat och 2015 fanns det 14 péagaende
kliniska forsok diar ménniskor med OA behandlades med MSCs (Wyles ef al., 2015). Precis
som 1 flera av studierna med djurmodeller saknas i manga av fallen kontrollgrupper. I en
studie dir 12 personer med OA i knileden ingick, behandlades patienterna med MSCs
intraartikuldrt i nirvaro av en kontrollgrupp dér patienterna fick en cellfri behandling.
Forbittringar hos behandlingsgruppen sigs bade histologiskt och artroskopiskt men ingen
signifikant skillnad sags kliniskt (Kristjdnsson & Honsawek, 2014). Andra studier har visat pa
resultat dér kndet aterfatt funktion efter behandling och broskdefekterna har minskat genom
regeneration av hyalinlikt ledbrosk (Jo et al., 2014).
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Kliniska forsék

Antalet kliniska forsok dir behandling med MSCs studerats pa naturligt uppkommen ledskada
hos hist ar fa. Inga bieffekter har setts vid behandling med MSCs (Monteiro ef al., 2015).

I en studie som publicerades 2009 inkluderades 40 hastar med langt géngen
broskdegeneration och forlust av mjukvdvnadsstrukturer i knéleden. De behandlades med
MSCs och hyaluronsyra en manad efter diagnos. Vid uppfoljningen som gjordes efter 21
ménader hade 73 procent av héstarna (29 stycken) atergatt till trining. Studien innehdll ingen
kontrollgrupp (Ferris et al., 2009).

2011 gjordes en studie dér 33 histar med OA i ett eller bdda bakkndna injicerades
intraartikuldrt med BM-MSCs vid ett tillfille. En uppfoljning gjordes efter 24 ménader och da
hade 76 procent av hidstarna atergétt till arbete. Inte heller i denna studie fanns nigon
kontrollgrupp (Ferris et al., 2014).

En mer omfattande studie gjordes 2014 dir 165 histar med OA 1 olika leder — knéled (n=30),
kotled (n=58), karled (n=34) och hovled (n=43) — behandlades med antingen naiva MSCs
eller kondrogent inducerade MSCs intraartikulért. Redan efter 6 veckor hade 45 procent av
histarna som behandlats med naiva MSCs och 60 procent av héstarna som behandlats med
kondrogent inducerade MSCs atergatt till arbete. Efter 18 veckor var de positiva effekterna
dnnu storre — 78 procent respektive 86 procent av de behandlade héstarna hade atergatt till
arbete (Broeckx et al., 2014a).

Den forsta studien som gjorts da naturligt uppkommen OA behandlas med MSCs i nérvaro av
en kontrollgrupp publicerades 2014. I studien ingick 20 histar indelade i1 fyra grupper med
fem histar 1 vardera grupp. Grupp 1 (kontrollgrupp) behandlades med platelet-rich plasma
(PRP), grupp 2 med naiva MSCs, grupp 3 med naiva MSCs och PRP, grupp 4 med
kondrogent inducerade MSCs och PRP. Héstarna som ingick i studien skulle ha visat
symptom pa mild till moderat osteoartrit i kotleden i minst 3 ménader. Alla hidstarna
utvdrderades och graderades kliniskt av tva oberoende veterindrer med avseende pa hilta,
bojprovsreaktion och ledeffusion. Histarna undersoktes sedan efter 6 veckor, 12 veckor, 6
manader och 12 ménader, varvid samma bedomning och gradering gjordes av samma tva
veterindrer. Kombinering av PRP och naiva MSCs visade en signifikant forbéttring av
funktion och héllbarhet av de skadade lederna jaimfort med de leder som enbart behandlades
med PRP. Storst forbidttring sdgs hos de hidstar som mottog PRP i kombination med
kondrogen inducerade MSCs. Tva av de fem histarna i grupp 4 var redan efter 6 veckor helt
friska och forblev friska genom hela studien. Vid kontrollen 12 manader efter behandlingen
var fyra av fem héstar i grupp 4 friska och redo att dterga till arbete (Broeckx et al., 2014b).

15



DISKUSSION

Anledningen till att s& mycket forskning gors pd mesenkymala stamceller dr cellernas
forméga att differentiera ut till broskceller som kan producera ny broskvivnad. P4 sa sétt kan
cellerna ersétta skadad eller sjuk vdvnad. MSC kan ha stor potential att revolutionera
behandlingen av ortopediska sjukdomar hos hést i framtiden (Taylor et al., 2007).

Ett flertal kommersiella foretag runt om i vérlden erbjuder stamcellspreparat som regenerativ
terapi vid OA hos hidst och hund. Det dr dock mdjligt att denna kommersialisering har skett
for tidigt med tanke pa det begrinsade antal resultat och studier som &n sé lidnge finns
tillgéngliga inom veterindrmedicin (Whitworth & Banks, 2014).

Fler studier som visar pd lingtidseffekter av BM-MSCs vid OA in vivo krdvs for att
ytterligare kunna demonstrera hur brosket regenererar genom behandlingen (Fortier & Travis,
2011). I dagsldget har framst kortvariga effekter kunnat ses vid injektion med MSCs pé grund
av problemet att integrera stamcellerna i ledbrosket. Fortsatta studier kring integrering av
MSCs i brosket dr nddvindiga for att studera de langvariga effekterna av reparation och
regeneration av ledbrosket med MSCs (Whitworth & Banks, 2014).

Det rader blandade dsikter om nir i sjukdomsforloppet det dr mest optimalt att sitta in
behandling. Vissa menar att injektion med MSCs inte ska ske i en akut traumatiserad led dér
vdvnaden dr inflammerad (Monteiro et al., 2015) medan andra menar att behandlingen med
fordel ska ske i tidigt skede av sjukdomen, innan fibros drrvdvnad har hunnit bildas (Schnabel
et al., 2013). Man kan ocksa tdnka sig att de antiinflammatoriska egenskaper som setts hos
MSCs, skulle vara fordelaktiga i den akuta fasen av sjukdomen d& man har en inflammation
(Monteiro et al., 2015).

Bittre resultat efter behandling har setts vid kliniska forsok én vid experimentella studier. Det
kan bero pa att experimentellt inducerad OA inte helt och hallet efterliknar naturligt
uppkommen OA. Stamcellerna fir da inte samma fOrutséttningar till differentiering, vilket
skulle kunna forklara varfor man inte sett samma kliniska forbéttringar vid experimentella
studier som har setts vid kliniska forsok pa naturliga ledskador (Broeckx et al., 2014b).

Mer forskning krdvs innan stamceller kan anvdndas som terapi i kliniken. De studier som
finns publicerade har visat véldigt varierande resultat och manga frigetecken kvarstar att
besvara. Problemet med ménga av de studier som &r gjorda dr att de saknar kontrollgrupper
vilket gor det svért att utvdrdera resultaten som ses vid behandling med MSCs. Visa studier
har visat sig mer lovande &n andra men de flesta forskare dr dvertygade om att mesenkymala
stamceller har stor potential som terapiform i framtiden.
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