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SAMMANFATTNING

Prednisolon &r ett av de mest forskrivna veterinarmedicinska lakemedlen i Sverige och i manga
andra lander. Prednisolon &r ett kortisonpreparat med intermedidr glukokortikoid effekt och
duration. Prednisolon har till hund under lang tid anvénts i doser baserade pa empirisk
erfarenhet da det saknas moderna farmakokinetiska studier och risker som utebliven effekt eller
svara biverkningar okar. Glukokortikoider (GK) ger biverkningar som polyfagi, polyuri,
polydipsi, muskelsvaghet/atrofi, insulinresistens, iatrogen hyperadrenocorticism, osteoporos,
tunn hud och forsamrad sarlakning. Syftet med studien var att undersoka koncentration-
tidsforloppet av prednisolon hos hund efter intravends administrering i en kliniskt relevant dos
(1 mg/kg). Genom anvandande av moderna analysmetoder for kvantifiering av lakemedels-
koncentrationer i plasma, farmakokinetik samt studera utvalda endogena biomarkdrer
(leukocytrespons) kan ett evidensbaserat underlag till en framtida doseringsregim hos hund
skapas. En optimerad doseringsregim grundad pa moderna vetenskapliga metoder vill ge
bibehallen terapeutisk effekt och minimerad risk for biverkningar.

Glukokortikoider kan generellt vara indikerat vid olika orsaker till inflammation, allergi,
immunmedierade och neoplastiska sjukdomar. Paverkan pa immunceller antas vara den storsta
orsaken till de antiinflammatoriska och immunosupprimerande effekterna. Neutrofili, lymfo-
peni, eosinopeni och monocytos ar typiska forandringar pa hematologiska parametrar hos hund.
Farmakokinetiken beskriver lakemedlets omsattning i kroppen. Clearance ar ett matt pa
kroppens formaga att eliminera lakemedel framfor allt genom metabolism och exkretion via
lever och njurar. Distributionsvolym representerar den skenbara volym som lakemedlet fordelar
sig i. Terminal halveringstid ar tiden for plasmakoncentrationen att sjunka till halften da
sankningen huvudsakligen beror pa elimination.

Studien baseras pa en ”cross-over”-modell dér tio hundar inkluderades. Hundarna var sina egna
kontroller och behandlades under en studiefas med 1 mg/kg prednisolon-natriumsuccinat
intravendst och under den andra studiefasen med natriumkloridlésning. Blodprover togs vid
tiden 0, 0.33,0.67, 1, 2,3, 4, 6,9, 12, 24, 28, 32, 36, 48 och 60 timmar efter administration av
prednisolon eller natriumklorid. For farmakokinetiska analyser anpassades en two-compart-
ment modell till observerade prednisolonkoncentrationer for varje enskild individ. Farmako-
kinetiska medianvarden vid en bolusdos intravenést av 1 mg/kg prednisolon till tio hundar var
den skenbara distributionsvolymen i steady state 2.86 L/kg, clearance var 24.33 ml/min-kg och
den terminala halveringstiden var 1.6 timmar. Statistiskt signifikant neutrofili forelag mellan
behandlad och obehandlad grupp mellan 1-12 timmar efter administration (P<0.005).
Lymfocytkoncentrationen var statistiskt signifikant lagre mellan 2-9 timmar. Ingen signifikans
kunde pavisas for skillnader géllande eosinofilkoncentrationer mellan behandlad och
obehandlad grupp.

Efter en intravends bolusdos av prednisolon till hund sags signifikanta skillnader mellan
behandlad och obehandlad grupp pa tva av tre leukocyttyper och stérre varden for distributions-
volym och clearance redovisas jamfoért med vad som publicerats i tidigare litteratur. Det krévs
fler studier med berdkning av farmakodynamiska parametrar, andra administrationsvagar och
kliniska studier for att etablera ett storre vetenskapligt underlag till behandlingsregimer
géllande prednisolon till hund.



SUMMARY

Prednisolone is one of the most prescribed drugs to dogs over the world. Prednisolone is a
glucocorticoid with intermediate duration of effect. Prednisolone to dogs has for a long time
been used in doses mostly based on empirical experience due to lack of stringent
pharmacokinetical/pharmacodynamic studies. Low scientific evidence does not guarantee an
optimal dosing regimen and side effects or insufficient response may result as a consequence
to over-dosing or drug holiday. Glucocorticoids are known for side effects such as increased
appetite, polyuria and polydipsia, muscle weakness/atrophy, insulin resistance, iatrogen
hyperadrenocorticism, osteoporosis, thin skin and poor wound healing. The aims of this study
were to investigate and characterize the prednisolone plasma concentration-time course
following an intravenous bolus dose in dogs at a clinically relevant dose (1 mg/kg) with
contemporary methods. A related aim is to capture pharmacological biomarkers of anti-
inflammatory effects which may serve as future measures of future dosing regimen.

Glucocorticoids may generally be indicated for various types of allergic reactions inflam-
matory-, immune-mediated-, and neoplastic diseases. The glucocorticoid induced leukocyte
mediated response is considered important for the anti-inflammatory and immunosuppressive
effects. Neutrophilia, lymphopenia, eosinopenia and monocytosis in dogs are typical
hematological changes induced by glucocorticoid exposure and might therefore serve as
biomarkers for the response to prednisolone. Pharmacokinetics is the study of what the body
does to the drug. Clearance is the body’s ability to metabolise and remove the drug mainly by
the liver and kidneys. Volume of distribution relates the total amount of drug in the body to the
plasma concentration of drug. It should be viewed as an apparent volume lacking a direct
physiological meaning. The half-life is the time it takes for the drug in blood plasma
concentration to fall in half. It’s more relevant to use the term terminal half-life, when the
reduction in concentration only depends on elimination.

The study was a crossover design including ten dogs. The dogs where treated once with 1 mg/kg
prednisolone sodium succinate and once with sodium chloride. Blood samples were drawn at
0,0.33,0.67,1, 2,3,4,6,9, 12, 24, 28, 32, 36, 48 and 60 hours after bolus injection. A two-
compartment model was fitted to experimental prednisolone data for pharmacokinetic analyzes.
Pharmacokinetic median parameters of a bolus dose of 1 mg/kg prednisolone administered
intravenously to ten dogs was: a volume of distribution at 2.86 L/kg, a clearance at 24.33
ml/min-kg and terminal half-life at 1.6 hours. There is a significant neutrophilia between treated
and untreated dogs 1-12 hours after injection. Lymphopenia was significant between 2-9 hours
after injection. There was no significance difference in eosinophil concentrations between
treated and untreated dogs.

Following an intravenous bolus dose of prednisolone, significant differences were seen between
treated and untreated dogs in two out of three leukocyte types, and larger values for volume of
distribution and clearance are reported compared to those published in previous literature. There
is a need for more studies, calculation of pharmacodynamic parameters with other routes of
administration and clinical trials to establish a wider knowledge base for treatment regimens
for prednisolone to dogs.
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REFERENSER ... oottt n e n e n e nr e s e n et e nenn e nrennes

FORKORTNINGAR
GK - glukokortikoider

HPA - hypothalamus-pityitary-adrenal

CRF - corticotropin-releasing factor

ACTH - adrenocorticotropt hormon

CBG - corticosteroid binding globulin

GR - glukokortikoidreceptor

GRE - glukokortikoid responsiva element (GRE)
CGR - cytosolbunden glukokortikoidreceptor
mGR - membranbunden glukokortikoidreceptor
ADH - antidiuretiskt hormon

PK - farmakokinetik

PD - farmakodynamik

Cl - clearance

ER - extraktionsgrad

Vg - distributionsvolym

ty2 - halveringstid

LOQ — lower limit of quantification



INLEDNING

Som en av flera syntetiskt framstéallda glukokortikoider for farmakologiskt bruk anvands
prednisolon i stor omfattning runt om i véarlden inom bade veterinar- och humanmedicinen.
Prednisolon har lange anvants i doser baserade pa empirisk erfarenhet till hund da det saknas
moderna farmakokinetiska studier till grund for en evidensbaserad doseringsregim. De studier
som ar gjorda pa hund ar foraldrade och dagens analysmetoder kan kvantifiera lagre
koncentrationer av prednisolon i plasma samt att den tekniska utvecklingen inom bade mjuk-
och hardvara kan medféra forandringar pa farmakokinetiska parametrar jamfort med tidigare
publicerade studier. Problemet &r att utan mer kunskap om lakemedlets kinetik kan behandling
medfdra utebliven effekt vid lag dosering eller Ianga behandlingsintervall men ocksa risker som
svara biverkningar vid 6verdosering. Utan kinetiska studier saknas vetskap om hur kroppen
omsétter prednisolon och dagens behandlingsregim kan komma att férfinas med minimerad risk
for biverkningar men bibehallen effekt. Prednisolon anvands vid ett flertal indikationer, till
exempel vid behandling av inflammation, immunosuppression och som ersattningsbehandling
vid endogen GK-brist (Behrend & Kemppainen, 1997). Glukokortikoider har en komplex
verkningsmekanism och ger upphov till flertalet odnskade biverkningar som exempelvis
polyfagi, polydipsi och polyuri, muskelsvaghet/atrofi, insulinresistens, iatrogen hyper-adreno-
corticism, osteoporos, tunn hud och férsamrad sarlakning (Wilcke & Davis, 1982).

Syftet med denna studie var att undersoka prednisolonkoncentrationer éver tid vid intravends
administrering hos hund med kéansligare och mer precisa analysmetoder. Avsikten var att
berdkna farmakokinetiska parametrar som kan ligga till grund for en framtida evidensbaserad
doseringsregim samt att studera effekten pa leukocytrespons som biomarkor for anti-
inflammatorisk effekt och immunosuppression.



LITTERATUROVERSIKT

Som en av flera syntetiskt framstéllda GK for farmakologiskt bruk anvénds prednisolon i stor
omfattning inom bade veterinar- och humanmedicinen. Produktionen av endogena GK som
kortisol och kortikosteron ombesorjs av binjurarna.

Binjurens anatomi och fysiologi

Binjurens har sin topografiska lokalisation kraniomedialt om vardera njure och flertalet av deras
producerade hormoner anses livsviktiga. Binjuren delas anatomiskt upp i bark och mérg. |
margen produceras katekolaminer som noradrenalin, adrenalin och dopamin. Binjurebarkens
yttersta zon, zona glumerulosa, producerar mineralkortikoider, framfor allt aldosteron som
uppratthaller blodtryck genom paverkan pa elektrolyt- och vétskebalans i njuren (Sjaastad et
al., 2010). Mellersta zonen, zona fasciculata, producerar GK som fatt sitt namn efter paverkan
pa glukosmetabolismen. Tillsammans benamns mineral- och glukokortikoider for kortiko-
steroider da de produceras i cortex. Innersta zonen, zona reticularis, producerar androgena
prekursorer som tas upp av perifera vavnader och dar metaboliseras till androgena steroider
som exempelvis testosteron (Xing et al., 2015).

Hypotalamus-Hypofys-Binjurebarks axeln

Glukokortikoider cirkulerar normalt i basala nivaer men regleras av hypotalamus-hypofys-
binjurebarks axeln (hypothalamus-pityitary-adrenal, HPA). HPA-axeln aktiveras av bade
endo- och exogena stimuli (Bellavance & Rivest, 2014). Glukokortikoider sekreteras under
pulsatila forhallanden med en dygnsrytm (circadian) som ligger som hogst pa morgonen hos
dagaktiva djur. En underliggande oscillerande rytm (ultradian) foreslas optimera HPA-axelns
responsivitet men orsak till uppkomsten dr inte kdnd (Lightman & Conway-Campbell, 2010).
Dygns- och intradygnsvariationer ar olika mellan djurslag dar hast har en markbar dygnsrytm
om &n med laga amplituder, medan det finns bevis for en mindre uttalad dygnsrytm hos hund
(Cordero et al., 2012; Kemppainen & Sartin, 1984). Redan 1932 beskrevs forhallandet mellan
hypofysens paverkan pa produktion av kdnshormon och det omvanda forhallandet, konshor-
moners paverkan pad hypofysen (Moore & Price, 1932). Fran hypotalamus produceras
corticotropin-releasing factor (CRF) som paverkar adenohypofysen att frisatta adrenocorti-
cotropt hormon (ACTH). ACTH stimulerar produktionen av GK i binjurebarken. Gluko-
kortikoider reglerar sedan nivaerna av bade ACTH och CRF genom negativ feedback pa bade
hypotalamus och adenohypofysen (Rang et al., 2016; Keller-Wood, 2015; Bellavance & Rivest,
2014; Tasker & Herman, 2011; Lightman & Conway-Campbell, 2010; Behrend &
Kemppainen, 1997).

Glukokortikoider

Generellt kan behandling med GK vara indikerat vid inflammation, allergi, immunmedierade
och neoplastiska sjukdomar. Trots sina manga oonskade effekter anvands ldkemedlet som
forstahandsval vid flertalet specifika sjukdomar som exempelvis protein-losing enteropathy,
inflammatory bowel disease och immunmedierad hemolytisk anemi hos hund (Viviano, 2013).
Behandlingen anses vara dosberoende och vissa effekter fas vid fysiologiska koncentrationer
medan andra effekter kréver suprafysiologiska/farmakologiska koncentrationer (Behrend &
Kemppainen, 1997). Endogent GK kortisol och kortikosteron produceras fran kolesterol i



varierande koncentration hos olika arter (Behrend & Kemppainen, 1997). Normal Kortisol-
produktion hos hund anges till 0.2-1.0 mg/kg/dag men kan stiga tiofalt i stressfulla situationer
(Bonagura et al., 2014).

Plasmaproteiner i blodet binder GK till viss del déar endast fri fraktion har aktiv verkan.
Prednisolon har en proteinbindningsgrad pa 68.4 % hos hund (Frey et al., 1980). Hos manniska
ar 80-90 % bundet till corticosteroid-binding globulin (CBG), 5-15 % ar bundet till aloumin
och resterande ca 5 % é&r fritt i plasma (Cain & Cidlowski, 2015). Proteinbindningsgraden
fungerar som en buffert och vid inflammation sjunker nivaerna av plasmaproteiner vilket
medfor att den fria fraktionen av GK ¢kar (Hammond, 2016).

Verkningsmekanism

Alla steroidhormoner producerade fran binjurebarken &r lipofila molekyler som diffunderar
over cellmembran alternativt transporteras in genom receptormedierad endocytos (Chen &
Farese, 1999). Glukokortikoider utOvar sin effekt genom olika signalvdgar i cellen som
vanligen delas upp i genoma och icke-genoma.

Genoma signalvagar

Nér GK binder in till den intracelluléra, cytoplasmatiska glukokortikoidreceptorn (cGR) sker
en transformation av komplexet och en translokation till cellkdrnan. Distributionen av
glukokortikoidreceptorer (GR) skiljer sig mellan vavnader. Pa cellular niva finns isomerer av
GR som verkar olika beroende pa tillgangliga coenzymer och kan ocksa paverkas av inflamma-
tion vilket kan forklara olika effekter som fas i olika celltyper (Cain & Cidlowski, 2015).

1. GK/cGR-komplex binder till specifika delar av DNA, sa kallade glukokortikoid
responsiva element (GRE). Det finns positiva och negativa GRE:s dar de positiva leder
till transkription och generell syntes av antiinflammatoriska proteiner och de negativa
inhiberar transkription av inflammatoriska proteiner (Stahn et al., 2007).

2. GK/cGR-komplex paverkar transkription genom inhibering av transkriptionsfaktorer
for proinflammatoriska proteiner till exempel aktivatorprotein 1 (AP-1) och NFxB
(Reily et al., 2006).

Icke-genoma signalvagar

Tidiga effekter efter administration av GK fas inom nagra minuter via signalvagar som inte
involverar DNA. Dessa signalvagar har till dags datum inte utretts i sin fullstandighet
(Buttgereit & Scheffold, 2002; Croxtall et al., 2000; Sackey et al., 1997).

1. Glukokortikoid verkan via cGR ger dven aktivering av intracelluléra signalvégar genom
proteiner som &r bundna till den inaktiva receptorn. Nar GK binder in till receptorn
frigdrs proteinerna och initierar signalvégar som till exempel frisattning av annexin-1.
Da hammas fosfolipas A som spjalkar arachidonsyra fran cellmembranet, en prekursor
till proinflammatoriska prostaglandiner (D'Acquisto et al., 2008; Croxtall et al., 2000).

2. Glukokortikoid (icke specifik) verkan pa cellmembraner genom att inhibera kalcium-
och natriumfloden vid hoga doser och foreslas ge upphov till snabb immunosuppression
da immunceller anses kénsliga for sadana forandringar (Buttgereit & Scheffold, 2002).



3. Glukokortikoid (specifik) verkan via membranbunden GR (mGR) startar intracelluléra
signalkaskader i flertalet celltyper med varierande celluldra effekter (Buttgereit &
Scheffold, 2002). Sackey et al. (1997) har visat att uttrycket av mGR i humana leukemi-
omvandlade lymfoblaster 6kar i en viss del av cellcykeln och de fann en korrelation
mellan hogt antal MGR och GK-inducerad lymfocytolys.

Glukokortikoid effekt pa utvalda leukocyter

| terapeutiska doser inhiberar GK det medfédda och det forvarvade immunfoérsvaret oavsett
orsak till inflammation. Den inhiberande effekten pa immunceller antas vara den storsta orsaken
till de antiinflammatoriska och immunosupprimerande effekter som erhalls vid behandling.
Verkningsmekanismen pa inflammationsceller & komplex och responsen ar dosrelaterad, hogre
doser anses krdvas for immunosuppression an for antiinflammatorisk effekt (Cohn, 1997).
Paverkan pa proinflammatoriska- och antiinflammatoriska cytokiner, adherensmolekyler och
redistribution ar exempel pa orsaker till att leukocytantal forandras vid GK-behandling
(Ammersbach et al., 2006; Behrend & Kemppainen, 1997; Latimer & Rakich, 1989). Karak-
taristiska forandringar av hematologiska parametrar (d&ven omnadmnt som stress-leukogram)
anses allmént kant vid stegring av antingen endogena eller exogena GK. De hematologiska
forandringarna visar neutrofili utan véansterforskjutning, lymfopeni, eosinopeni och monocytos
hos hund (Riviere & Papich, 2018; Rang et al., 2016; Feldman, 2014; Behrend & Kemppainen,
1997; Jain, 1986; Wilcke & Davis, 1982). Den Herder & Prasse (1972) beskrev de hemato-
logiska forandringarna som relevanta att analysera vid GK-behandling pa hund. Som indikator
for antiinflammatoriska effekter och immunosuppression utvarderas i den aktuella studien
responsen av de vita blodcellerna (neutrofiler, lymfocyter och eosinofiler) efter prednisolon-
behandling, vilket gjorts med andra GK i tidigare studier utférda pa hund (Moore et al., 1992;
Braun et al., 1981).

Neutrofili orsakas av dkad frisattning av mogna neutrofiler frdn benmarg och marginalpool till
cirkulationen och forhindrad migration éver endotelvaggen genom péaverkan pa uttrycket av
adhesionsmolekyler pa cellytan (Liu et al., 2014; Moore et al., 1992). | vavnad paverkar GK
neutrofilers Overlevnad genom anti-apoptotiska signalvdagar som leder till férlangd
overlevnadstid (Saffar et al., 2011; Cox, 1995). Lymfopeni uppstar da cirkulerande lymfocyter
omfordelas till lymfknutor, benmarg och mjalte i stallet for vaskular cirkulation (Fauci & Dale,
1975). Glukokortikoider inducerar apoptos i neoplastiska och aktiverade T-lymfocyter pa
manniska (Herold et al., 2006; Galili et al., 1980). Ammersbach et al. (2006) foreslar att GK-
inducerad apoptos av lymfocyter representerar en stor del av den immunosupprimerande
effekten hos hund. Exakta mekanismer for eosinopeni ar annu inte klarlagt pa hund. Pa
manniska foreslas forandringar i adherens och kemotaxis (Clark et al., 1979) och pa andra
djurslag diskuteras minskad frisattning fran benmarg, perifer destruktion och/eller
omfordelning fran blodet till lymfoida vavnader (Moore et al., 1992; Cohn, 1991; Braun et al.,
1981). Monocytos hos hund foreslds bero pa paverkad migration ur karl (Behrend &
Kemppainen, 1997; Moore et al., 1992; Cohn, 1991).

Urval av systemeffekter och mdjliga biverkningar

Efter paverkan pa glukosmetabolismen har GK namngivits. Glukokortikoider okar gluko-
neogenesen i levern och minskar glukosupptag i perifera vavnader vilket leder till hyperglykemi



och insulinresistens kan utvecklas. Huvudsakliga syftet &r att forse hjarnan med glukos under
stress (Wang et al., 2015). Aminosyror bryts ner fran proteiner i skelett-muskulaturen till
prekursorer for glukoneogenes i levern och under GK-verkan minskar proteinsyntesen i
musklerna. Under langre tider av behandling uppstar ett katabolt tillstand med muskelfortvining
som biverkning (Kuo et al., 2013). Lipidmetabolismen paverkas ocksa av GK genom bade
lipolys och lipogenes. Over tid leder behandling till en omférdelning av fett fran perifera depaer
till centrala med samtidig total viktokning. Polyfagi ses ofta som biverkning och anses bero pa
en adaptiv mekanism da daggdjur initialt efter stresspaslag far en CRF-inducerad anorexi som
sedan ska erséttas med foda som forberedelse infor kommande stressande moment (Spencer &
Tilbrook, 2011). Aven bindviv paverkas och fibroblaster hindras fran att producera proteiner
som kollagen och hyaluron vilket bidrar till den forsamrade sarlakningen och den tunnare hud
som forknippas med GK-behandling (Behrend & Kemppainen, 1997). Den negativa feedback
pa HPA-axeln som beskrivs tidigare ar en forklaring till sankta plasmakoncentrationer av
antidiuretiskt hormon (ADH) som produceras i hypotalamus och frisétts i hypofysen. Det
foreslas ocksa att inhibering av ADH i njuren kan bidra till kanda bieffekter s som polyuri och
polydipsi, vilket ses vid behandling (Riviere & Papich, 2018). Hypertension ses vid bade akut
och kronisk anvéndning av exogena GK. Mekanismerna &r inte helt klarlagda och litteraturen
redovisar olika teorier. Publicerad litteratur redog6r bevis for ett dkat upptag av Na®, vilket
sekundart 6kar blodvolym och blodtryck, efter GK-administration som inte medieras av
mineralkortikoidreceptorn. Foljaktligen beror inte hypertensionen enbart pa att GK dven kan
inneha viss mineralkortikoid effekt (Montrella-Waybill et al., 1991).

Gastrointestinala ulcera och diarré, dar den senare ibland kan vara hemorragisk, forekommer i
undantagsfall som biverkning efter GK-behandling, men da till f6ljd av en dkad produktion av
magsyra (Riviere & Papich, 2018). Alternativt bidrar den minskade frisattningen av
arachidonsyra och den sekundart minskade produktionen av prostaglandiner. Boston et al.
(2003) visade att risken for gastrointestinala lesioner forvérrades vid samtidig anvandning av
meloxicam och dexametason hos friska hundar varfor lakemedelsgrupperna inte bor
administreras samtidigt. Glukokortikoidbehandling ger ocksa osteoporos efter langtidsbehand-
ling, sanker nivaer av T3 och T4, paverkar reproduktion negativt och har hammande effekt pa
tillvéxt hos unga individer (Kemppainen, 1984).

Syntetiska glukokortikoider

For att uppskatta verkningstider, aven kallad effektduration, mellan olika GK anvands deras
respektive halveringstider, den tid det tar for koncentrationen att sjunka med 50% i plasma.
Kemppainen (1984) diskuterar dock att halveringstiden i plasma maste stallas mot den
biologiska halveringstiden da GK till exempel paverkar syntes av proteiner. Den biologiska
halveringstiden &r den tid dar effekten av lakemedlet halveras och suppression av binjurens
endogena frisattning anvands som referens (Bonagura et al., 2014). Utefter det delas syntetiska
GK upp i kortverkande (<12h), intermediarverkande (12-36h) och langtidsverkande (>48h).
Glukokortikoiders antiinflammatoriska effekt har jamforts med endogent kortisol som tilldelats
siffran 1 (Tabell 1), darefter rankades &ven den mineralkortikoida effekten (Behrend &
Kemppainen, 1997).



Tabell 1. Jamforelse mellan olika utvalda glukokortikoiders uppskattade relativa potens mot endogent
hydrokortison/kortisol hos hund och manniska (Plumb, 2015; Bonagura & Twedt, 2008)

Substans Duration (h)  Glukokortikoid- Mineralkortikoid- Ekvivalenta

potens potens doser (mg)
Hydrokortison/Kortisol <12 1 1 20
Prednison/Prednisolon 12-36 4 0.8 5
Methylprednisolon 12-36 5 0.5 4
Flumethason >48 30 - 15
Dexametason >48 25-30 0 0.75
Betamethason >48 25-30 0 0.6
Farmakologi

Farmakologi definieras som laran om ldkemedel och de vetenskapliga studier som avser
verkningsmekanismer, interaktioner och effekter av substanser pa levande organismer. Studier
av bade naturliga, syntetiska, endogena och exogena substanser inkluderas. Ett lakemedel &r en
kemisk substans som ger en fysiologisk respons i kroppen. En medicin bestar av ett eller flera
lakemedel framtagna for att ge terapeutisk effekt (Currie, 2018a). Farmakologi delas upp i tva
overgripande discipliner, farmakodynamik (PD) och farmakokinetik (PK).

Farmakodynamik

Farmakodynamik beskrivs som lakemedlets effekter pa kroppen. PD beskriver exempelvis
lakemedlets bindning till transportproteiner, paverkan pa enzymsystem, jonkanaler och
receptorer men ocksa effekt, det vill saga kroppens respons (Currie, 2018a; Rang et al., 2016).
Ett lakemedel maste ha hog specificitet for att binda till receptorerna i de vavnader dar effekt
onskas. Hog specificitet gor att receptorer endast reagerar pa sarskilda typer av molekyler, men
tyvarr finns inga lakemedel som verkar helt specifikt. Hur starkt ett l&dkemedel binder till
receptorn kallas dess affinitet. Genererad effekt beskrivs bade av lakemedlets potens, en relativ
koncentration som beskriver ldkemedlets affinitet, och av efficacy, lakemedlets egeneffekt.
Agonister med hogre affinitet kraver oftast en lagre dos, jamfort med lag affinitet for samma
receptor (Currie, 2018a; Rang et al., 2016). Sambandet mellan dos och respons paverkas av
koncentration och tid och varierar mellan individer beroende pa kon, vikt, ras, alder,
hydreringsgrad, blodtryck och sjukdomsstatus (Currie, 2018a).

Farmakokinetik

Farmakokinetik beskrivs som ldkemedlets omséttning i kroppen, det vill séga vad kroppen gor
med lakemedlet. Relationen mellan farmakologisk eller toxisk effekt av lakemedlet och den
tillgdngliga koncentrationen beskrivs som en grundldggande hypotes, men det géller inte for
alla lakemedel (Benet & Zia-Amirhosseini, 1995). Farmakokinetik begransas inte till friska
individer utan innehaller dven specifika fysiologiska eller patologiska forhallanden, varierande
biotillganglighet och lakemedelsinteraktioner. Sammantaget tillater farmakokinetik, till-
sammans med kannedom om terapeutiska koncentrationer, utformningen av en doseringsregim
som ger den basta effekten for individen (Currie, 2018b).



Absorption, distribution, metabolism och elimination — ADME

Absorption beskriver forflyttningen mellan administrationsplats till systemisk cirkulation
(Currie, 2018a; Currie, 2018b; Riviere & Papich, 2018). Ett ldkemedel kan exempelvis
administreras intravenost, intramuskulért, subkutant och gastrointestinalt. Lakemedel som
administreras oralt har en forsta passage effekt da de tas upp i portahepatiska cirkulationen och
passerar levern dar metabola processer startar redan innan substansen har natt systemisk
cirkulation. Aven vid intramuskuldr och subkutan administration kan den systemiska
tillgdngligheten vara langre dn 100 % till foljd av begransad ké&rlforsorjning samt att olika
vavnadsenzymer metaboliserar en viss del av lakemedlet innan det nar blodbanan (Richter et
al., 2012; Rowland & Tozer, 2010). Biotillgdnglighet definieras som andelen lakemedel som
blir systemiskt tillganglig. Intravends administrering ar den enda administrationsvéagen som ger
100 % biotillganglighet (Currie, 2018b). Distribution handlar om lakemedlets fordelning i
kroppen. Ett lakemedel maste na sin verkningsplats i tillrackliga koncentrationer och Gver
tillrackligt 1ang tid for att ge en biologisk respons. Distribution paverkas av 1) kemiska
egenskaper hos ldkemedlet, 2) koncentrationsgradient mellan blod och perifer vavnad, 3)
blodperfusion dver organet, 4) lakemedlets affinitet till vdvnaden (Riviere & Papich, 2018).
Proteinbindningsgrad och barridrer i kroppen paverkar ocksa distribution. Generellt galler att
ju hogre proteinbindningsgrad ett l&kemedel har, desto lagre distributionsvolym (Currie,
2018b). Metabolism innefattar de processer som omvandlar ett lakemedel, sa kallad bio-
transformation. Elimination inkluderar de processer som avlagsnar ett lakemedel. Flertalet
enzymsystem omvandlar substansen till aktiva metaboliter eller eliminationsprodukter som ar
mer vattenlosliga och darmed latt utsondras med urin och galla (Riviere & Papich, 2018).
Lakemedel kan aven elimineras via svett, tarar, saliv och mjolk. Elimination via njurarna kan
paverkas av reabsorption och lakemedel eliminerat via gallan kan aterupptas till portavenen
(enterohepatiskt kretslopp) vilket kan leda till forlangd effekt (Currie, 2018b).

Specifika farmakokinetiska parametrar
Clearance (Cl)

Clearance ar ett matt pa kroppens formaga att eliminera lakemedel med enheten volym/tid, det
vill séga ett flode (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004a; Benet & Zia-Amirhosseini, 1995). Varje
eliminerande organ har ett specifikt Cl (Cliever, Clnjure, Clsvrig) 0ch tillsammans utgor de kroppens
totala clearance (Cliwot). Levern har den hdgsta metabola kapaciteten och elimination sker genom
galla. Njuren eliminerar framfor allt genom exkretion till urinen och har en mindre metabol
formaga an levern. Clswrig innefattar elimination fran ex. lunga, saliv, svett och gastrointestinal-
kanalen men utgor for en majoritet av lakemedelssubstanserna en forsumbar del (Benet & Zia-
Amirhosseini, 1995). Cl kan ocksa variera beroende pa vilket matrix som analyseras
exempelVis Clbiod, Clpiasma, Clobundet. Det ar bara obundet 1ékemedel som kan passera membran
och metaboliseras. Clobundet anvands exempelvis da lakemedlets bindning till plasmaprotein inte
ar linjart (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004a).

Extraktionsgrad (ER)

Hastigheten som ett lakemedel kan presenteras for ett elimineringsorgan &r produkten av
blodgenomstromningen i det organet (Q) och koncentrationen lakemedel i arteriellt blod (Ca).
Hastigheten som ett lakemedel kan lamna ett elimineringsorgan blir saledes en produkt av



blodflodet (Q) och koncentrationen lakemedel i vendst blod (Cv) som ldmnar organet.
Hastigheten av elimination ar skillnaden mellan dessa, Q - Ca—Q - Cv=Q(Ca — Cv).

ER ar forhallandet mellan hastigheten av presentation och hastigheten av elimination (Figur 1).
Maximalt ER &r 1.0 och beskriver att allt lakemedel elimineras, ingenting gar vidare fran
organet och att Cv = 0 (Ekvation 1). Minimalt ER &r 0 och beskriver foljaktligen nér ingenting
elimineras, att Ca = Cv. ER > 0.7 anses hogt, ER < 0.3 anses lagt (Gabrielsson, 2016; Benet &
Zia-Amirhosseini, 1995).

Q-Ca Q-Cy

w
v

Q-Ca-Q-Cv=Q(Ca-Cy)

Y

Figur 1. Extraktionsgrad (ER) ar férhallandet mellan hastigheten av presentation och elimination som
en produkt av blodflodet (Q) och koncentrationen ldkemedel som presenteras for ett elimineringsorgan
arteriellt (Ca) jamfort med vendst blod (Cv). Modifierad figur fran Benet & Zia-Amirhosseini (1995).

ER — Q- (Ca—Cy) _ (Ca—Cy) (1)
Q-Cxq Ca

Clearance presenteras da som produkten av blodflodet (Q) over elimineringsorganet och
extraktionsratio for organet (Ekvation 2).

Ca—C
Clorgan = Qorgan " ER = Qorgan - ( AcA = 2)

Ett organs formaga att rena blodet fran lakemedel star i direkt proportionalitet mot aktiviteten
av enzymer i det specifika organet. Det finns alltsa en begransning hos organet (Clint) som
relateras till Michaelins-Menten konstant och enzymatisk méattnad (Benet & Zia-Amirhosseini,
1995).

Distributionsvolym

Distributionsvolym (Vq) &r en faktor som relaterar till den totala méngden lakemedel i kroppen
jamfért med koncentrationen av ldkemedel i plasma (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004¢; Benet
& Zia-Amirhosseini, 1995). Da Vg varierar under olika faser, som absorption och distribution,
kommer forhallandet mellan méangd och koncentration variera 6ver tid eller vara konstant som
vid jamvikt. Specifika definitioner av V4 anvands darfor vid olika tillfallen. Fér detta andamal
delas kroppen in i sa kallade kompartments (eng: compartment) dar den centrala distributions-
volymen (V¢) bestar av blod och inre organ och representerar den initiala distributionsvolymen,
innan nagonting distribuerats eller eliminerats. Distributionsvolymen i vavnaden (V:) represen-
terar perifera vavnader med samre perfusion dar det tar langre tid for jamvikt att uppsta. Vid
jamviktsforhallanden nar steady state ar uppnatt anvands Vss som modellparameter. Nar
plasmakoncentrationen minskar proportionerligt mot plasmaclearance, efter distributionsfasen
och koncentrationssankningen beror pa elimination uppstar pseudo-jamviktsforhallanden och



Varea @anvénds (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004c¢). Vg representerar inte en faktisk volym, utan
en tankt volym som anses motsvara den kroppsvéatska som skulle behdvas om ldkemedlet skulle
vara fordelat i lika koncentration i alla delar av kroppen (Benet & Zia-Amirhosseini, 1995). Det
ar en modell for att forsta hur ett lakemedel beter sig, det vill saga en fordelningsvolym. Vg
beror pa liakemedlets egenskaper exempelvis om molekylen &r lipofil eller hydrofil. Kroppen
delas upp i en central sektion dar blodet och inre organ ingar och jamvikt uppstar omedelbart.
Beroende pa vilken analys som utférs delas kroppen upp i fler sektioner mellan vilka jamvikt
stéller in sig efter olika tidsintervall (Toutain & Bousquet-M¢lou, 2004c¢). Jamvikt drivs av
koncentrationsgradienter mellan de olika sektionerna och distributionen beror pa bindning till
blodceller, plasmaproteiner och vavnadskomponenter. Det &r enbart fritt lakemedel som kan
passera mellan olika sektioner, det vill sdga dver plasmamembran (Riviere & Papich, 2018;
Toutain & Bousquet-Mélou, 2004c; Benet & Zia-Amirhosseini, 1995). Ur Klinisk aspekt
anvands V. for att forutse maximala koncentrationer vid intravendsa bolusdoser da toxiska
effekter kan vara majliga. Initiala koncentrationssankningen efter intravenos bolusdos sker pa
grund av samtidig elimination fran kroppen och distribution till perifera vavnader, inte enbart
pa grund av elimination. Varea anvénds for att skatta resterande mangd lakemedel i kroppen nér
koncentrationen minskar enligt terminal elimination. Vss ar mest anvandbar da den later oss
berékna startdos och kan forutse fluktuationer vid doseringsregimer med upprepade givor
(Toutain & Bousquet-Mélou, 2004c¢).

Halveringstid (t1/2)

Halveringstid forenklas ofta genom att definieras som tiden det tar for plasmakoncentrationen
att reduceras till 50 %, vilket stimmer i de fall dar pseudo-jamvikt har uppstatt (Riviere &
Papich, 2018; Toutain & Bousquet-M¢lou, 2004b). En vanlig misstolkning &r att halverings-
tiden representerar tiden det tar att halvera administrerad dos vilket ar felaktigt. Terminal t1.
(t2p) anses vara mer korrekt bendmning och tar hansyn till att koncentrationssankningen enbart
beror pa elimination och inte pa distribution (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b). Halverings-
tid &r en parameter som beror bade pa clearance och distributionsvolym, till exempel kan lang
halveringstid bero pa antingen lag ClI eller stor Vq. Det leder till att ti tar dalig hansyn till
forandringar av fysiologiska parametrar och sjukdomsprocesser som alder, kon etc. respektive
njur- eller leverpatologi. Om Cl och Vg4 minskar eller 6kar proportionerligt kommer ty/ inte att
forandras (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b). Klinisk relevans av ti» ar vid upprepad
dosering da ti> later oss uppskatta lakemedelsackumulering, tiden till steady state och ett
eventuellt behov av en startdos. For att uppskatta tiden till steady state anvénds 3-5
halveringstider. For att uppskatta den tid som kravs for att ett lakemedel ska elimineras fran
kroppen anvénds fem halveringstider vilket innebdr att 97 % av eliminationen genomforts,
resterande del anses forsumbar. Den del av halveringstiden som tillats forsummas beror pa
biologisk effekt exempelvis vid risk for l&kemedelsrester i animalieproduktion eller doping
(Riviere & Papich, 2018; Trepanier, 2013; Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b). Den standiga
forbattringen av analysmetoder gor att vi kan detektera lagre nivaer av lakemedelskoncentra-
tioner i plasma och teoretiskt elimineras aldrig lakemedlet totalt utan koncentrationen fortsatter
att halveras och ty» kar.



Farmakokinetiska parametrar for prednisolon

De tidigare studier som publicerats om prednisolons farmakokinetik hos hund ar fa och
publicerade mellan ar 1977-1985 (Tabell 2). Tva av studierna (Frey et al., 1980; Tse & Welling,
1977) anvander enbart en hund som studiepopulation. Studien av Hankes et al. (1985) &ar den
enda publicerade studie som anvander sig av en two-compartment modell vid analys av
farmakokinetiska parametrar. Anvand dos ar dock 8.8 ganger hogre an i denna aktuella studie
och saledes hogre an vardagliga kliniska doser.

Tabell 2. Prednisolons farmakokinetiska parametrar efter iv-bolus i publicerad litteratur

Ras Antal Dos LOQ vd Clot tpf  Kalla
hundar (mg/kg) (ng/ml) (L/kg)  (ml/minkg)  (h)

Beagle 1 1.7 Ej angivet  0.70 27.68 0.3 Tse & Welling,
1977

Beagle 1 3.4 Ej angivet  0.67 9.31 0.8 Tse & Welling,
1977

Blandras 1 0.4 10 0.49 8.4 1.3 Frey et al., 1980

Blandras 6 04-10 10 - 6.1-15.6 - Frey & Frey, 1982

Blandras 4 8.8 Ejangivet 110 4.15 2.7 Hankes et al., 1985

Vq: total distributionsvolym (V¢ + Vy); CI: clearance; tyf: terminal halveringstid.
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MATERIAL OCH METODER
Experimentell design

Tio stycken (fyra tikar och sex hanar) forsoks- och undervisningshundar vid Sveriges lantbruks-
universitet inkluderades i studien. Hundarna var av rasen beagle, vagde 13-16 kg och var 2-11
ar gamla. Veckan fore forsta forsoksomgangen undersoktes hundarna av veterinar. Da ingen
hund visade tecken pa sjukdom som bedémdes paverka studieresultat eller forvarras av
prednisolonbehandling inkluderades samtliga hundar i studien. De hélls tillsammans i prov-
tagningsrummet under forsta forsoksdagen. Andra och tredje dagen hélls de i sin hemmiljo
(rum med tillgang till utevistelse) mellan varje provtagningstillfalle. De hade fri tillgang pa
vatten och inga forandringar gjordes i deras dagliga utfodring. Efter varje provtagningstillfalle
belonades de med kommersiellt hundgodis. Undervisningshundarna var sedan tidigare vana vid
omstandigheterna kring blodprovstagning, provtagningsrummet och vana vid att bli hanterade
av flera manniskor. Hundarna rastades tre till fyra ganger om dagen nar de holls i provtagnings-
rummet.

Studien foljde en icke-randomiserad “cross-over ”-modell dér tva grupper med fem hundar i
vardera utformades efter flocktillhérighet och tillganglighet vid tiden for studiens utférande.
Varje grupp medverkade tva ganger och behandlades under en studiefas med 1 mg/kg predni-
solon-natriumsuccinat (Precortalon® aquosum, 25 mg, pulver till injektionsvétska, Biocodex,
Kista, Sverige) och under andra studiefasen med natriumklorid (9 mg/ml, Fresenius Kabi AB,
Uppsala, Sverige) intravenodst. Lakemedlet spaddes med 1 ml sterilt vatten (Fresenius Kabi AB,
Uppsala, Sverige) fore administration. Forsta gruppen fick placebo under forsta studiefasen och
behandlades med prednisolon under studiefas tva, 18 dagar senare. Andra gruppen behandlades
med prednisolon forsta studiefasen och fick sedan placebo 30 dagar senare under deras andra
studiefas.

Forsoket ar granskat och godként av regionala etikprévningsndmnden i Uppsala, Dnr: 5.8.18-
07216/2017

Provtagningsprotokoll

For denna studies analyser anvandes 3 ml EDTA-rér (Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
USA). Fler blodprover togs samtidigt for andra syften men redovisas inte i denna studie.

Varje studiefas startade med anlédggning av permanentkanyl (Venflon, 1.0x32mm, Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, USA) i ett av hundens framben. | samband med kanyllaggningen
togs ett basblodprov, sa kallat preprov. Nar alla fem hundar hade fatt permanentkanyl lades en
tillfallig permanentkanyl (Venflon, 0.8x25 mm, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, USA) i ett
bakben ur vilken ett sa kallat nollprov togs. Antingen injicerades aktiv substans eller placebo i
den tillfalliga kanylen innan den avlagsnades. Darefter togs upprepade blodprover vid tiden
0.33, 0.67, 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 24, 28, 32, 36, 48 och 60 timmar. Innan varje provtagning
aspirerades 0.5 ml blod ur provtagningskanylen nédr prov togs med permanentkanyl. Proverna
togs forsta dagen ur permanentkanyl med hjalp av vacutaineradapter och blodprov fér den
beskrivna studiens analyser togs alltid forst. Dag tva och tre togs prover med ny venpunktion
med butterfly-kanyl (Safety-Lok ™, 0.8x19x178 mm, Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
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USA). Efter provtagning gavs fysiologisk natriumklorid (NaCl, 9 mg/ml, Fresenius Kabi AB,
Uppsala, Sverige) genom permanentkanylen motsvarande uttagen méngd blod (3—7 ml).
Blodprovsréren vandes manuellt direkt efter blodprovstagning och lades darefter pa is. For
analys av blodceller pipetterades 250 ul av och proverna analyserades inom tva timmar. Infor
analys av prednisolon centrifugerades réren i 5°C (Rotina 380R, Hettich Lab Technology,
Tuttlingen, Tyskland). Darefter pipetterades 1 ml EDTA-plasma till 1.5 ml Eppendorf-ror
(CryoPure, Sarstedts, Numbrecht, Tyskland) och placerades omedelbart i -20°C, inom tre
timmar flyttades de till -80°C.

Blodprovsanalyser
Analys av prednisolonkoncentrationer

Den kvantitativa analysen av prednisolon utférdes med vétskekromatografi-tandem-masspeki-
rometri utav personal med erfarenhet av analysmetoden vid Statens veterinarmedicinska anstalt
(SVA), Uppsala. Referensstandarderna for prednisolon och den interna standarden [*Hs]-
prednisolon var kopta fran Toronto Research Chemicals (North York, ON, Kanada).
Provupparbetningen utfordes enligt foljande. Till 100 pL Li-heparinplasma fran hund
(studieprov, kalibrator eller QC-prov) sattes 100 pL internstandardldsning, samt, 200 pL
trikloroattiksyra (20 % wi/v i vatten) for proteinfallning, varefter proverna vortex-blandades i
10 minuter och centrifugerades vid 10 000g i 10 minuter. Supernatanterna overfordes till 96-
halsplattor och 10 pL injicerades i ett vétskekromatografi-tandemmasspektrometrisystem
bestdende av en Acquity UPLC kopplad till en Xevo TQ-S micro tandemkvadrupol-
masspektrometer via en elektrosprayjonkalla med positiv potential (Waters Corporation,
Milford, MA). Den analytiska kolonnen var av typen Acquity UPLC BEH C18 (langd 100 mm,
I.D. 2.1 mm, partikelstorlek 1.7 um) och hélls vid 65°C. Den rorliga fasen bestod av (A) 10
mM ammoniumformat in water and (B) 0.1% formic acid in acetonitrile. Elueringen utférdes
enligt foljande: initialt 23 % B under 3.0 min, 6kning till 80 % B under 0.5 min, konstant vid
80 % B under 1.0 min, minskning till 23 % B under 0.1 min, konstant vid 23 % B under 0.9
min. Flodeshastigheten var 400 pL/min. Analysen skedde med en kapillarspanning pa 0.50 kV
och en konspanning pa 35 V. Desolverings- och kallblockstemperaturerna var 500°C och
150°C, och desolveringsgasflodet var 1000 L/timme. Kvantifieringen utfordes med Selected
Reaction Monitoring (SRM) med kollisionscellen fylld av argon vid ett tryck pa 1.3-10"° mBar.
De anvanda massévergangarna var m/z 361 — 147 for prednisolon (kollisionsenergi 25 eV)
och m/z 369 — 150 for [?Hg]-prednisolon (kollisionsenergi 25 eV). Uppehéllstiden var 0.082
sekunder. Kalibreringskurvor konstruerades genom att avsétta den kromatografiska topparea-
kvoten (analyt/intern standard) som en funktion av respektive analytkoncentration.
Kalibrerings- och QC-prover for prednisolon konstruerades genom att referenssubstans
tillférdes i kanda koncentrationer till blank hundplasma. QC-prover bereddes bade genom
spikning av referenssubstans till vatten och till blank hundplasma. Kalibreringsfunktionerna
beraknades genom linjar regression med viktningsfaktorer pa 1/x2. Kalibreringsomréadet var
0.50-500 ng/ml for prednisolon. Precisionen uttryckt som relativ standardavvikelse var for
prednisolon inom intervallet 1.6-11 %. Riktigheten var for prednisolon inom intervallet 87—
108 %.
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Analys av leukocytkoncentrationer

Analys av hematologiska parametrar utférdes utav personal med erfarenhet av analysmetoden
vid Klinisk kemiska laboratoriet, Universitetsdjursjukhuset vid SLU, Uppsala, med hemato-
logiinstrumentet Advia 2120 (Siemens Medical Solution Diagnostics, Eschborn, Tyskland)
med installning for hundblod. Kontrollprover fran Siemens analyserades dagligen pa tva nivaer.
Advia 2120 analyserar leukocytantal och differentialrakning med laserbaserad flodescytometri.
Den automatiserade differentialrakningen av leukocyter utfors i material fran manniska i tva
separata kanaler, sa kallade peroxidaskanalen och basokanalen. Peroxidas-kanalen mater
intensitet och ljusspridning efter infargning utifran cellens peroxidasaktivitet. Resultatet
redovisas i ett cytogram dar cellerna placeras i ett diagram efter cellstorlek och
peroxidasintensitet. Alla cytogram granskades manuellt for att bedéma om instrumentet gjort
en bra uppdelning mellan olika leukocytpopulationer. Den basofila kanalen utvecklades
ursprungligen for att analysera humana basofiler som inte lyserar tillsammans med instrumentet
reagens. Basokanalen ar inte anvandbar for hundblod da instrumentets reagens lyserar alla
celler inklusive basofilerna (Lilliechook & Tvedten, 2011), varfor enbart resultaten fran
peroxidaskanalen beaktades i den har aktuella studien. Alla prover med instrumentlarm
gallande leukocytrakning kordes en upprepad gang.

Farmakokinetisk analys

En two-compartment modell anpassades till data for prednisolons koncentrationsforlopp varje
enskild individ (Figur 2).

Cl

Figur 2. Schematisk illustration 6ver prednisolons distribution i en two-compartment modell. Dos
representerar mangd prednisolon administrerad intravendst. V. och Vi representerar den centrala
distributionsvolymen respektive volymen i vavnaden, det vill sdga utanfor centralt kompartment. Cl &r
clearance av prednisolon och Clg &r intercompartment distribution, det vill sdga flodet for jamvikt
mellan olika kompartment.

Modellparametrar berdknas och beskrivs matematiskt som:

Ve - S2=dos—Cl-Cy+ Cly- Co— Cly- G 3)

t

dar C, och Ci representerar prednisolonkoncentrationen i centralt- och perifert kompartment. V¢
ar den centrala distributionsvolymen, dos ar injicerad mangd lakemedel, CI &r clearance av
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prednisolon och Clg &r intercompartment distribution, det vill sdga flodet for jamvikt mellan
olika kompartment. Det perifera kompartmentet beskrivs som:
v,- %= cly ¢, - Cly -G, 4)
dt
dar Vi ar volymen i vavnaden, det vill sdga utanfor centralt kompartment. Baserat pa modell-
parametrarna réknades ytterligare parametrar fram som foljer. Initial (5) respektive terminal (6)
halveringstid for prednisolon i plasma beskrivs som:

In(2)
t1/2a =

()

a

In(2)
tl/Z[)’ = HB (6)

dar « respektive £ beskriver lutningen for initial och terminal halveringstid och beskrivs som:

ka1'k10
=T 5 7
: @

p= %[ku + ka1 + kig =/ lk1z + koy + kig]? — 4kay +kyo ] (8)

dar ki, k12 och ka1 ar eliminations- samt distributionshastigheter fran centralt kompartment, fran
centralt till perifert kompartment och fran perifert till centralt kompartment och beskrivs som:

klO = V_C (9)
Cl
ki, = V_Cd (10)
l
k21 = CTtd (11)

Koncentrationen vid tiden O minuter beskrivs som:
Co=A+B (12)

dar A respektive B beskrivs som:

— Dy azkas

Aw =5 g (13)
Dy Bk
By =3~ % (14)

Medeltiden en ldkemedelsmolekyl &r i kroppen, (eng: mean resicende time, MRT) beskrivs
som:

MRT = % (15)

Cl

dar Vss (V¢ + Vi) &r den skenbara distributionsvolymen vid steady state.
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Vid berékning utférdes viktning kopplat till uppskattade koncentrationer. En modell for
viktning av prednisolonkoncentration-tid data anvandes med hjalp av datorprogrammet
WinNonlin 4.0.1 (Certara, St. Louis, Missouri, U.S.A).

Modellutvardering

Analys av data gjordes med one-compartment- samt two-compartment modeller. Val av two-
compartment modell baserades pa visuell inspektion av diagnostiska diagram samt av
utvarderingsmodell med objektiva funktions vérden: WSSR (weighted sum of squared
residuals) och AIC (akaike information criterion).

Statistisk analys

For statistisk analys valdes ett tvasidigt Wilcoxon teckenrangtest, utfort i datorprogrammet R
(The R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterrike). Statistisk signifikans ansags
foreligga nar P<0.005 (Bonforronikorrigerat P-vérde).
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RESULTAT
Plasmakoncentrationer

Observerade plasmakoncentrationer av prednisolon Over tid visas i ett semi-logaritmiskt
diagram (Figur 3). Maxkoncentrationen observerades vid forsta matningen (efter 20 minuter)
hos samtliga hundar med lag interindividuell variation. Samtliga tidsforlopp for plasma-
koncentrationer hade ett bifasiskt utseende med initialt brantare lutning och flackare terminal
lutning i efterfoljande fas. Vid laga plasmakoncentrationer var den interindividuella variationen
storre an vid hoga koncentrationer. Vid tiden tolv timmar var den interindividuella variationen
4.25 ganger storre an vid forsta matpunkten efter 20 minuter. Plasmakoncentrationen varierade
mellan 0.67—4.10 ng/ml vid tiden tolv timmar efter administration och variationen vid 20
minuter var 271-389 ng/ml. Prednisolonkoncentrationen i plasma var kvantifierbar till och
med tolvtimmarsprovet for samtliga tio hundar, dérefter foll koncentrationerna under 0.5 ng/ml
vilket var den nedre kvantifieringsgransen (lower limit of quantification, LOQ). Prednisolon
var ej kvantifierbart hos nagon individ efter behandling med NaCl.

1000 5

100 +

Prednisolonkoncentration log (ng/ml)

0,1 T T T T T 1

Tid (h)
Figur 3. Semi-logaritmiskt diagram 6ver observerade plasmakoncentrationer av prednisolon Gver tid
efter 1 mg/kg administrerat intravendst till tio hundar.
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Farmakokinetik
Anpassning av modell

Two-compartment modellen uppvisade god anpassning till observerade plasma-koncentrationer
av prednisolon (Figur 4). Modellutvérderingen gav medianvarden for WSSR och AIC som var
mindre vid val av two-compartment modellen jamfért med one-compartment modell.
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Figur 4. Observerade och modellanpassade plasmakoncentration-tidsférlopp av prednisolon efter
intravends administration (1 mg/kg) till tva hundar. Figur a) samt b) visar pa béttre respektive samre
anpassning till data vid analys med en two-compartment modell.

Specifika parametrar

Farmakokinetiska modellparametrar redovisas i tabell 3 och framréknade parametrar i tabell 4.
Medianvérden vid en bolusdos intravendst av 1 mg/kg prednisolon-natriumsuccinat till tio
hundar var Vg 2.86 L/kg, Cl 24.33 ml/min-kg och terminal halveringstid 1.6 timmar.

Tabell 3. Farmakokinetiska modellparametrar efter en intravends bolusdos (1 mg/kg) prednisolon till
hund (n=10)

Hund Ve Vi \A Cl Cly
(L/kg) (L/kg) (L/kg) (ml/min-kg) (ml/min-kg)
1 2.21 0.85 3.06 22.33 12.50
2 2.12 0.77 2.89 26.33 19.00
3 2.27 0.69 2.96 25.00 13.00
4 1.94 0.70 2.64 24.83 8.83
5 2.08 0.74 2.82 18.83 8.67
6 0.58 1.47 2.05 17.17 72.17
7 2.30 0.62 2.92 26.17 11.17
8 1.85 0.58 2.43 20.00 14.50
9 2.13 0.69 2.82 23.83 16.17
10 2.96 0.84 3.80 27.83 6.67
Variationsvidd 0.58-2.96 0.77-1.47 2.05-3.80 17.17-27.83  6.67-72.17
Median 2.13 0.69 2.86 24.33 12.75

Ve: central distributionsvolym; V. perifer distributionsvolym; Vq: total distributionsvolym (V¢ + Vy);
Cl: clearance; Clg: intercompartment distribution, det vill sdga flédet for jamvikt mellan olika
kompartment.
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Tabell 4. Framréknade farmakokinetiska parametrar efter en intravends bolusdos (1 mg/kg)
prednisolon till hund (n=10)

Hund Co(ng/ml) () B () tra()  twB(h) MRT (h)
1 452.28 1.46 0.37 0.5 1.9 2.3

2 470.83 2.28 0.48 0.3 1.4 1.8

3 439.73 1.69 0.44 0.4 1.6 2.0

4 513.27 1.37 0.42 0.5 1.6 1.8

5 480.57 1.17 0.33 0.6 2.1 2.5

6 171062  11.67 0.44 0.1 1.6 2.0

7 434.15 1.59 0.46 0.4 15 1.9

8 539.86 217 0.45 0.3 1.6 2.0

9 470.10 2.09 0.46 0.3 15 2.0

10 337.93 0.87 0.31 0.8 2.2 2.3
Variationsvidd  337.93-  0.87-11.67 0.31-048  0.1-0.8 1.4-2.2 1.8-2.5

1710.62
Median 470.47 1.64 0.44 0.4 1.6 2.0

Co: prednisolonkoncentration vid tiden O; tia: initial halveringstid; ti,4: terminal halveringstid; o
respektive S: hastighetskonstanter i initial respektive terminal fas; MRT: medeltiden en
prednisolonmolekyl befinner sig i kroppen.

Leukocytrespons
Neutrofilrespons

Efter behandling med koksalt observerades neutrofilkoncentrationer mellan 2.89-8.26:-10%L
med lag variabilitet bade inom och mellan individer (Figur 5). Efter behandling med
prednisolon var variationen i neutrofilkoncentration mellan individer hogre och 1dg mellan
3.19-19.14-10%L. Maximala observerade neutrofilkoncentrationer inféll vid sex timmar varpa
koncentrationen atervande mot baslinjen efter nio timmar for att vara tillbaka pa baslinjen vid
24 timmar. Signifikant hogre neutrofilkoncentrationer observerades mellan en timme fram till
och med tolv timmar efter prednisolonadministration (Tabell 5).
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Figur 5. Observerade neutrofilkoncentrationer éver tid vid prednisolonbehandling (1 mg/kg)

intravenost till tio hundar (rod) jamfort med kontrollgrupp (bld). * representerar mattider dar

signifikant skillnad pavisas mellan behandlad och obehandlad grupp. Matvardet —1 representerar

tidpunkten fér provtagning av nollprovet.

Lymfocytrespons

Efter behandling med koksalt observerades lymfocytkoncentrationer mellan 0.94—4.09-10%/L.
Individerna pendlar kontinuerligt kring sina respektive baslinjer men med stor interindividuell
variation (Figur 6). Efter behandling med prednisolon sjunker koncentrationerna och de féljs at
i ett smalt intervall med liten variabilitet mellan individer (0.5-1.33-10%/L), for att sedan aterga
till en stérre variation mellan individer (0.5-4.29-10%/L). L#gsta observerade lymfocyt-
koncentrationer infoll vid sex timmar varpa koncentrationerna direkt atervande mot baslinjen
vid 12-24 timmar. Signifikant lagre lymfocytkoncentrationer observerades mellan tva timmar
och fram till och med nio timmar efter prednisolonadministration (Tabell 5).
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Figur 6. Observerade lymfocytkoncentrationer éver tid vid prednisolonbehandling (1 mg/kg)
intravendst till tio hundar (rod) jamfort med kontrollgrupp (bld). * representerar mattider dar
signifikant skillnad pavisas mellan behandlad och obehandlad grupp. Méatvarde —1 representerar
tidpunkten fér provtagning av nollprovet.
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Eosinofilrespons

Efter behandling med koksalt observerades eosinofilkoncentrationer mellan 0.1-0.44-10%/L
(Figur 7). Efter behandling med prednisolon varierar eosinofilkoncentrationerna mellan 0.05—
0.77-10%/L. Individuella och interindividuella koncentrationer foljer inte iakttagbara forlopp
vare sig for behandlad eller obehandlad grupp. Baserade pa dessa méatvarden kunde ingen
statistisk signifikans pavisas gallande prednisolons egenskaper att orsaka eosinopeni (Tabell 5).
En hund har exkluderats ur resultaten for eosinofiler da en mindre del av neutrofilpopulationen
feltolkats som eosinofiler, vilket lett till falskt hdga koncentrationer av eosinofiler. Tva prover
tvingades exkluderas ur studien pa grund av koagel i blodprovsroret respektive tekniskt fel vid

hematologianalysen.
l -

Eosinofilkoncentration (10%/L)

Tid (h)
Figur 7. Observerade eosinofilkoncentrationer 6ver tid vid prednisolonbehandling (1 mg/kg) till nio
hundar (rod) jamfor med kontrollgrupp (bld). En hund exkluderades da instrumentet, pa grund av att
individens neutrofilpopulation, gav falskt htga eosinofilantal. Matvéardet —1 representerar tidpunkten
for provtagning av nollprovet.

Tabell 5. Redovisning av samtliga P-véarden for att visa pa skillnader mellan prednisolonbehandling
och kontrollgrupp vid provtagningstider till och med 24 timmar efter lakemedelsadministration dar *
representerar P < 0,005 (Bonferronikorrigerat P-varde)

Provtagningstid Neutrofiler Lymfocyter Eosinofiler
0 min 0.40 0.30 0.10
20 min 0.40 0.01 0.30
40 min 0.20 0.02 0.20
1h 0.002 * 0.05 0.60
2h 0.002 * 0.002 * 1.00
3h 0.002 * 0.002 * 0.40
4h 0.002 * 0.002 * 0.60
6h 0.002 * 0.002 * 0.01
9h 0.002 * 0.002 * 0.20
12 h 0.002 * 0.06 0.20

24h 0.50 0.60 0.80
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DISKUSSION
Farmakokinetik och specifika parametrar

Denna redovisade studie utvarderar dispositionen av prednisolon i plasma och leukocytrespons
efter intravends administration av 1 mg/kg prednisolon till hund. Antalet hundar har varit fler
och en kansligare och mer robust analysmetod for kvantifiering av prednisolonkoncentrationer
i hundplasma har anvants jamfort med tidigare studier (Hankes et al., 1985; Frey & Frey, 1982;
Frey et al., 1980; Tse & Welling, 1977). Specialiserad mjukvara kombinerat med moderna
datorer tillater anpassning av upp till 500 olika ekvationer till radata vilket bidrar till ett mer
precist resultat (Riviere et al., 2016; Wright et al., 2011). De farmakokinetiska parametrarna Vg
och CI dverensstammer inte helt med litteraturen (Tabell 3, 4 och 6). Halveringstiden var lik de
som redovisats tidigare vilket tros forklaras av forandringarna av Vg och Cl. Halveringstid &r en
parameter som beror bade pa clearance och distributionsvolym och om Cl och Vg minskar eller
Okar proportionerligt kommer ty2 inte att foérdndras (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004b). De
presenterade farmakokinetiska parametrarna fran den aktuella studien kan pa grund av sin hogre
tillforlitlighet ocksa bidra med vardefull information till kliniker i de fall en dos maste justeras
pa grund av exempelvis behandlingssvikt hos en individ (Trepanier, 2013).

Tabell 6. Farmakokinetiska parametrar efter intravends administration av prednisolon redovisad i
publicerad litteratur jamfort med resultat fran den aktuella studien

Ras Antal Dos LOQ Vd Cliot tiof Kailla
hundar (mg/kg)  (ng/ml) (L/kg) (ml/min-kg) (h)

Beagle 1 1.7 Ej angivet 0.70 27.68 0.3 Tse & Welling,
1977

Beagle 1 34 Ej angivet  0.67 9.31 0.8 Tse & Welling,
1977

Blandras 1 0.4 10 0.49 8.4 1.3 Freyetal., 1980

Blandras 6 04-1.0 10 - 6.1-15.6 - Frey & Frey,
1982

Blandras 4 8.8 Ej angivet 1.10 4.15 2.7 Hankes et al.,
1985

Beagle 10 1 0.5 2.86 24.33 1.6  Adolfsson, 2019

Vq: total distributionsvolym (V¢ + Vy); CI: clearance; tyf: terminal halveringstid.

Flera variabler kan tankas forklara skillnader mellan rapporterade farmakokinetiska parametrar.
Val av modell ger olika satt att rékna fram de olika farmakokinetiska parametrarna, antal
métpunkter och tiden plasmakoncentrationerna har foljts varierar. | studierna utférda av Frey
& Frey (1982) och Frey et al. (1980) anvénds inte en specifik modell utan parametrarna skattas
efter fristdende formler. Exakta mattider angavs inte i studierna utan har grovt fatt skattas ur
diagram dar de mest sannolikt har matt plasmakoncentrationer under atta timmar. Tse &
Welling (1977) tolkade radata som ett linjart forlopp under hela provtagningstiden och en one-
compartment modell anvéndes. Prednisolonkoncentrationerna méttes i upp till sex timmar efter
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administration av lakemedlet, i jamforelse med den aktuella studien dar plasmakoncentra-
tionerna foll under LOQ efter tolv timmar. Radata i den har studien foljer ett bifasiskt forlopp
dar de forsta tre—fyra matningarna (1-2 timmar efter lakemedelsadministration) bestar av en
initialt brantare lutning foljt av en flackare terminal fas varfor data har anpassats till en two-
compartment modell. I studien utférd av Hankes et al. (1985) anpassades en two-compart-ment
modell till radata dar plasmakoncentrationer av prednisolon mattes under tio timmar.
Plasmakoncentrationer bor foljas tills de inte langre kan kvantifieras for att osakerheten ska
minska vid framrakning av farmakokinetiska parametrar. Lagsta kvantifierbara koncentration
av prednisolon har bara redovisats av Frey & Frey (1982) och Frey et al. (1980) som var 10
ng/ml jamfort med denna rapporterade studie som foljt koncentrationerna ner till 0.5 ng/ml.
Med en kansligare analysmetod (lagre LOQ) f6ljdes koncentration-tidsforloppet dver en langre
tid, en mer korrekt berdkning av parametrarna kunde utforas med hansyn till god karakterisering
av den terminala fasen. Analysmetoden att kvantifiera prednisolon kan ocksd ha paverkat
resultaten. Exempelvis forekommer det i litteraturen att plasmakoncentrationen uppskattats
med hjélp av radioaktivt mérkta molekyler och det har diskuterats att metaboliter som ar méarkta
kommer ge falskt héga koncentrationer (Hankes et al., 1985).

I den aktuella studien har tio stycken hundar och en kliniskt relevant dos anvénts (1 mg/kg).
Antalet hundar ger ett storre underlag och en storre trovardighet an de fa individer (en, fyra
respektive sex stycken) som litteraturen baseras pa (Hankes et al., 1985; Frey & Frey, 1982;
Frey et al., 1980; Tse & Welling, 1977). Administrerad dos varierar mellan 0.4-8.8 mg/kg, dar
vissa av de publicerade studierna anvander doser 6ver 1 mg/kg vilket inte representerar kliniska
doser for antiinflammatorisk effekt.

Hund 6 i denna studie avviker fran de andra gallande bade modellparametrarna och de
framréknade parametrarna. Det skulle krévts tatare matningar under initial fas for att modellen
ska kunna analysera parametrarna mer korrekt. Var studie har anvant tva matpunkter under
forsta halvtimmen likt Frey & Frey (1982) och Frey et al. (1980) jamfort med Tse & Welling
(1977) som har fyra matpunkter och Hankes et al. (1985) mater atta ganger under forsta
halvtimmen.

Det &r visat pa manniska att prednisolons farmakokinetik ar dosberoende och att parametrarnas
varden O0kar med 0kad dos. Den stdrsta orsaken anses vara att proteinbindningsgraden i plasma
inte &r linjar, det vill séga ju hogre koncentrationer lakemedel, desto lagre proteinbindningsgrad
och hégre koncentrationer fritt prednisolon i plasma (Bergrem et al., 1983). En 6kning av dos
kan resultera i oproportionerlig 6kning av fritt l&kemedel och foljaktligen ge en opropor-
tionerlig storre farmakologisk effekt. Hos hund &r det istéllet visat att 6kade koncentrationer i
plasma sanker de kinetiska parametrarnas varden och forfattarna har inte redovisat nagra teorier
(Frey et al., 1980).

Leukocytrespons och endogena biomarkérer

Det &r sedan lange kant att GK ger dess antiinflammatoriska och immunosupprimerande
effekter bland annat genom paverkan pa leukocyter. Leukogram visar vid GK-behandling
neutrofili utan vansterforskjutning, lymfopeni, eosinopeni och monocytos hos hund (Riviere &
Papich, 2018; Rang et al., 2016; Feldman, 2014; Behrend & Kemppainen, 1997; Jain, 1986;
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Wilcke & Davis, 1982). | tidigare publicerade farmakodynamiska studier pd méanniska har
neutrofiler, eosinofiler och lymfocyter anvéants som endogena biomarkorer pa respons av GK-
behandling. Aven pé& hund har neutrofiler, eosinofiler och lymfocyter studerats under de forsta
24 timmarna efter prednisolonbehandling varfoér dessa variablerna valdes som biomarkorer i
den har aktuella studien. Immunforsvarsceller kan ocksa antas vara biomarkorer pa den sa
kallade causal pathway som anvénts i klassificering av biomarkdrer inom farmakologin
(Keller-Wood, 2015; Stark et al., 2006; Danhof et al., 2005; Mager et al., 2003; Magee et al.,
2002; Jasper & Jain, 1965).

Maximal koncentration av neutrofiler i denna aktuella studie observerades vid 6-9 timmar och
var ater vid baslinjen efter 24 timmar. Det &r i linje med tidigare forskning da maximal
koncentration har observerats vid tio timmar och de var ater till baslinjen 12-24 timmar efter
prednisolonadministration (Jasper & Jain, 1965). | den studien inkluderades bara tre hundar och
prednisolon administrerades oralt (1.3-2.2 mg/kg). Tider fér maximal neutrofilkoncentration
sammanfaller med tidigare publicerade resultat (Jasper & Jain, 1965) vilket tyder pa att
prednisolon snabbt blir systemiskt tillganglig efter oral administration. | denna aktuella studie
kan mojligtvis en hogre koncentration finnas mellan sex och nio timmar som inte fangas upp
pa grund av att inget prov togs mellan dessa matpunkter.

Lymfocytfluktuationer i denna studie foljer forvantade forlopp med l&gsta koncentrationer efter
sex timmar och atervander till baslinjen efter 12-24 timmar. Jasper & Jain (1965) redovisar
lagsta koncentrationer vid 4-6 timmar men efter 24 timmar da provtagningen upphdérde hade
enbart tva hundar atervant till baslinjen.

Eosinopeni pavisades i samma studie med lagsta koncentrationer vid 6-8 timmar for att sedan
atervanda till baslinjen efter 12—24 timmar. En studie utford i Osterrike pa fem hundar studerade
eosinofilkoncentrationer efter administration av 2 mg/kg prednisolon subkutant dér lagsta
koncentrationer redovisas vid sex timmar for att ater vara vid baslinjen efter 24 timmar. Efter
prednisolonadministration var sex timmar den forsta méatpunkten vilket kan betyda att en
sénkning av eosinofilkoncentration kan ha skett vid tidigare tillfalle (Haschka, 1974). Ingen av
namnda studier utforde nagon form av statistisk analys. Eosinofilkoncentrationerna i den har
aktuella studien var svartolkade. Vid individuell inspektion av samtliga grafer noterades en
lagre koncentration som trend hos majoriteten av de behandlade hundarna, men utan tydligt
tidsbestdmt forlopp. Eosinofilantalet tolkades sjunka till lagsta koncentrationer omkring sex
timmar for att aterga till baslinje mellan 12-24 timmar. Att inte statistisk signifikans kunde
pavisas vid forvantade tider mellan behandlad och obehandlad grupp kan bero pa att aven den
obehandlade gruppens eosinofiler sjunker initialt, vilket kan vara en foljd av endogen frisattning
av kortisol (Jasper & Jain, 1965). Under forsoksomgangen kan situationen i behandlingsrummet
varit stressande eftersom alla hundar i samma omgang vistades dar samtidigt och en av tikarna
I6pte under en forséksomgang. Vissa provtagningstillfallen medférde problem med att blod
koagulerade i kanylerna och hundarna behovde sitta pa undersokningsbordet en langre tid.
Ingen av tidigare namnda orsaker forklarar varfor paverkan pa évriga leukocyter vid eventuell
endogen GK-effekt forblev oforandrad. Det gar ocksa att spekulera i om leukocyter kan vara
olika kénsliga for GK-effekt. Till sammanhanget hor dven att beaglarna inkluderade i den har
presenterade studien hade ldga koncentrationer av eosinofiler. Eosinofilkoncentrationerna
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varierade mellan 0.1-0.4-10%L med ett medianvirde pa 0.2-10%L under den obehandlade fasen
dar aktuellt referensintervall var 0.1-1.2:10%L for hematologiinstrumentet Advia 2120.
Foéljaktligen blir precisionen i cellrékningen samre, en delorsak till att skillnaden mellan
behandlad och obehandlad inte blev tydlig och signifikans inte kunde pavisas.

Tva prover tvingades exkluderas ur studien pa grund av koagel i blodprovsroret respektive
tekniskt fel vid analys. Dessa tva prover togs vid 32 respektive 48 timmar efter administration
av prednisolon och tros darfér inte paverka tolkningen av resultaten markvart.

KONKLUSION

Genom att analysera farmakokinetiska egenskaper hos prednisolon efter intravends bolusdos
kan redovisade data anvandas som referensvarden i framtida studier med andra
administrationsvagar. Resultaten kan ocksa bidra med vardefull information till kliniker i de
fall en dos maste justeras pa grund av exempelvis behandlingssvikt hos en individ (Trepanier,
2013). Farmakokinetiska medianvérden vid en bolusdos intravenost av 1 mg/kg prednisolon-
natriumsuccinat till tio hundar av rasen beagle var Vg 2.86 L/kg, Cl 24.33 ml/min-kg och
terminal halveringstid 1.6 timmar. | framtiden kan dessa vérden ligga till grund for en
evidensbaserad doseringsregim. Analys av leukocytrespons har givit information om hur de
viktigaste biomarkorerna beter sig och vilken effekt som kan forvéantas vid administration av
kliniska doser intravendst, vilket aldrig tidigare gjorts i en studie pa tio hundar. Statistisk
signifikans sags mellan behandlad och obehandlad grupp vid 1-12 timmar for neutrofiler och
mellan 2-9 timmar for lymfocyter. Eosinofiler visade inte pa statistisk signifikans mellan
behandlad och obehandlad grupp vid nagot provtagningstillfalle. De resultat som redovisas i
denna studie var enbart efter intravends administration av en bolusdos med 1 mg/kg till hund
och det kréavs fler PK/PD-studier inklusive berdkning av farmakodynamiska parametrar som
exempelvis potensvarden. Aven fler studier gallandes administrationsvéagar och kliniska studier
kravs for att etablera ett stdrre vetenskapligt underlag till behandlingsregimer gallandes
prednisolon till hund.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Introduktion

Prednisolon ar ett av de mest ordinerade lakemedlen till hund i Sverige och i manga andra
lander. Prednisolon &r ett kortisonpreparat som anses ha medellang effekt och varaktighet i
kroppen jamfort med andra kortisonpreparat. Kortison anvands framfor allt vid behandling av
inflammation eller for att hamma kroppens immunférsvar. Lange har prednisolon anvants i
doser som baseras pa erfarenhet da det saknas moderna studier om lakemedlet, vilket medfor
risker som kan framkalla svara biverkningar eller utebliven effekt vid for laga doser eller for
langa intervall mellan behandlingarna. Kortisonpreparat kan ge biverkningar som ¢kad aptit,
okad torst, 6kad urinavgang, muskelsvaghet- och fortvining, diabetes typ Il, benskérhet, tunn
hud och forsamrad sarlakning. Syftet med denna studie var att underséka hur koncentrationerna
av prednisolon sjunker dver tid genom att anvdnda moderna och forbattrade analysmetoder.
Detta efter injektion av lakemedlet i blodet med en dos som anvands i klinisk verksamhet (1
mg/kg) till hund, samt studera utvalda vita blodkroppar som kroppsegna markdorer for effekt av
ldkemedlet. Resultatet kan ge underlag till en framtida vetenskapligt bevisad doseringsregim,
det vill séga ett protokoll for vilken mangd, hur ofta och i hur manga dagar prednisolon ska
administreras till en patient.

Litteraturdversikt

Prednisolon &r ett av flera syntetiskt framstallda kortisonpreparat som anvands som lakemedel
inom bade veterinar- och humanvarden. Kroppseget kortison, det vill séga kortisol, produceras
i binjurarna som ocksa producerar flertalet andra livsviktiga hormoner. Kortisol finns normalt
i blodet i varierande méangd paverkat av dygnsrytmen. Kortisolutsondringen styrs av hypotala-
mus, en hormonproducerande kortel i hjarnan som styr aktiviteter i det autonoma nervsystemet.
Kortisonpreparat kan generellt vara ett anvandbart lakemedel vid olika orsaker till inflamma-
tion, allergi, autoimmuna- och tumérsjukdomar. Kortison verkar genom att binda till
malmolekyler, sa kallade receptorer, pa och inuti manga av kroppens olika celler och genom
komplicerade verkningsmekanismer fas da manga effekter. Dessutom kan Kkortison paverka
vilka proteiner som bildas i kroppen. Paverkan pa vita blodkroppar anses vara den storsta
orsaken till de antiinflammatoriska och immunférsvarshammande effekter som erhalls vid
behandling. Inflammation &r en forsvarsreaktion fran kroppen dar vita blodkroppar ar en del av
immunforsvaret. Med hjalp av kortison kan inflammationen kontrolleras sa det inte blir en
alltfor kraftig reaktion. Kortisonpreparat paverkar immunforsvaret till exempel genom kemiska
signaler som verkar hammande pa signalvagar som orsakar inflammation och stimulerar
signalvagar som verkar mot inflammation. Kortisonpreparat hammar ocksa molekyler som gor
att vita blodkroppar kan ta sig 6ver karlvdggen och ut i vavnaden, vilket minskar inflamma-
tionen. Dessutom gor kortison att vissa vita blodkroppar flyttas fran blodet till mjalten och
lymfknutor i kroppen och pa sa satt inte ar tillgangliga for att orsaka inflammation. Forand-
ringarna pa den vita blodbilden ar vél kanda och kallas ocksa for ett stressleukogram da
liknande forandringar ses vid stress da kroppen utsondrar kortisol. De vita blodkroppar som
studerats i denna aktuella studie &r neutrofila granulocyter, eosinofila granulocyter och
lymfocyter. Vid kortisol- och/eller kortisonpaverkan Okar de neutrofila granulocyterna
(neutrofili) och bade de eosinofila granulocyterna och lymfocyterna minskar i antal (eosinopeni
och lymfopeni).
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Farmakologi ar laran om ldkemedel och de vetenskapliga studierna avseende verknings-
mekanismer och effekter av olika substanser. Ett lakemedel &r en kemisk substans som ger en
fysiologisk respons i kroppen. Farmakologi delas upp i tva Overgripande discipliner,
farmakodynamik och farmakokinetik. Farmakodynamik beskrivs som ldkemedlets effekter pa
kroppen, jamfort med farmakokinetik som beskriver vad kroppen goér med lakemedlet.
Farmakodynamik beskriver exempelvis vilka receptorer och vavnader som lakemedlet paverkar
och hur stor effekt som kan fas vid behandling med en viss dos. Farmakokinetik handlar om
hur kroppen tar upp lakemedel fran magtarmkanalen eller injektionsplatsen, hur lakemedlet
sprids mellan olika vavnader i kroppen samt hur lakemedlet bryts ner och férsvinner fran
kroppen. Specifika farmakokinetiska parametrar tillsammans med k&nnedom om de
koncentrationer som kravs for behandlingseffekt utgdr underlag for vetenskapligt baserad
doseringsregim, alltsa ratt dos vid ratt tid. Effektgivande koncentrationer och specifika
farmakokinetiska parametrar fas fram genom att utfora studier pa djurslaget och effekten i fraga.
Specifika farmakokinetiska parametrar som tas upp i denna studie ar clearance, distributions-
volym och halveringstid. Clearance &r ett matt pa kroppens formaga att eliminera lakemedel
genom metabolism och utséndring framfor allt via lever och njurar. Olika djurslag, raser och
individer har olika stor formaga att géra sig av med olika lakemedel och clearance kommer
darfor variera mellan olika studier. Ett lakemedels distributionsvolym anvands for att uppskatta
hur ett lakemedel fordelas i kroppen vilket beror pa ldkemedlets egenskaper. Distributions-
volym representerar inte en faktisk volym utan den volym som anses motsvara den
kroppsvatska som skulle behtvas om lakemedlet skulle vara jamnt fordelat i alla delar av
kroppen. Halveringstid definieras som den tiden det tar for lakemedelskoncentrationen i blodet
att halveras vilket anvéands for att berakna nar nasta dos behover ges. | den forsta fasen fran att
ett lakemedel administreras sjunker koncentrationerna i blodet daven pa grund av distribution,
det har inte forsvunnit ur kroppen men det ar lagre koncentrationer i blodet. Terminal
halveringstid ar darfor en mer korrekt bendmning och tar hénsyn till att koncentrations-
sankningen enbart beror pa elimination

Material och metod

Studien baseras pa en forsok dar tio hundar av rasen beagle dgda av Sveriges lantbruks-
universitet inkluderades i studien. Varje hund var med tva ganger i studien, en gang behandlades
de med 1 mg/kg prednisolon (injicerat i blodet) och andra gangen med koksalt. Blodprover togs
vid tiden 0, 0.33, 0.67, 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 24, 28, 32, 36, 48 och 60 timmar foér analys av
prednisolonkoncentrationer och vita blodkroppar. Nar hundarna fick koksalt i blodet var de
obehandlade och tillhorde da kontrollgruppen. Kontrollgruppens resultat kan da jamforas med
nar de fick lakemedel for att finna skillnader som beror pa lakemedelsgiva. For att pavisa
skillnader mellan behandlad och obehandlad grupp som inte beror pa slumpen anvéandes en
statistisk modell.

Resultat

Farmakokinetiska medianvarden vid en dos pa 1 mg/kg prednisolon administrerat i blodet till
tio hundar gav ett clearance pa 24.33 ml/min-kg och en distributionsvolym pé 2.86 L/kg. Den
farmakokinetiska analysen visar att prednisolon férdelas ut i kroppens vavnader samtidigt som
den elimineras snabbt fran blodet vilket resulterar i en och terminal halveringstid pa 1.57
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timmar. Det fanns en skillnad mellan behandlad och obehandlad grupp for tva av de tre
analyserade vita blodkropparna. Antalet av de sa kallade neutrofila granulocyterna steg i blodet
efter behandling med prednisolon. Ett 6kat antal neutrofiler sags fran provtagningstiden vid en
timme och fram till och med tolv timmar efter medicingiva. Det fanns ocksa en skillnad i en
antalet av en annan vit blodkropp, de sa kallande lymfocyterna. Minskat antal lymfocyter sags
mellan tva och nio timmar efter medicingiva. Dock kunde ingen skillnad i koncentration pavisas
mellan behandlad och obehandlad grupp for den tredje undersokta blodkroppen Medel-
neutrofilantalet 1dg som hogst sex-nio timmar efter administration av prednisolon. Medel-
lymfocytantalet 1dg som lagst vid sex timmar efter administration av prednisolon. Det gar inte
med sakerhet att dra slutsatser om nar medeleosinofilantalet var som lagst.

Diskussion

Tidigare publicerade studier som undersokt farmakokinetik for prednisolon till hund vid
administration i blodet &r fa och omoderna. Dessutom har flera anvant doser som ar hdga och
inte ar kliniskt relevanta. | jamforelse med tidigare publicerade studier redovisar denna studie
storre varden for distributionsvolym och clearance. Halveringstiden var lik de som redovisats
tidigare vilket tros forklaras av fordndringarna av distributionsvolym och clearance. Halve-
ringstid ar en parameter som beror bade pa clearance och distributionsvolym, da de minskar
eller 6kar proportionerligt kommer halveringstiden ej att forandras. Nutida analys-metoder kan
detektera lagre lakemedelskoncentrationer i blodet vilket resulterar i mer exakta utrdkningar av
de farmakokinetiska parametrarna. Denna studie har ocksa foljt forloppet under en langre tid
an tidigare, 60 timmar jamfort med fem, sex och tio timmar i tidigare publicerad litteratur.
Dessutom har olika typer av metoder anvénds for att rakna fram parametrarna vilket ocksa kan
bidra till de skillnader som ses.

Sedan tidigare finns fa publicerade studier som undersoker prednisolons paverkan pa den vita
blodbilden under de forsta 24 timmarna efter lakemedelsgiva. Neutrofiler och lymfocyter foljer
de forlopp som redovisas i tidigare litteratur med hogsta och lagsta koncentrationer omkring
sex timmar efter lakemedelsgiva. Publicerad litteratur redovisar att eosinofilantalet sjunker vid
6-8 timmar och ar tillbaka till normala nivaer vid 12-24 timmar, jamfort med resultaten fran
denna studie dar det inte gar att dra generella slutsatser om eosinofilantalet. Ingen statistisk
signifikans kunde pavisas mellan behandlad och obehandlad grupp, vilket betyder att vi inte
med sakerhet kan séga att skillnaderna i eosinofilkoncentrationer beror pa ldkemedelsbehand-
lingen utan lika garna kan bero pa slumpen. Det kan bero pa att en del stress i samband med
provtagningstillfallena gjorde sa kroppseget kortisol paverkade vardena dven i den obehandlade
gruppen. De individer inkluderade i denna studie har laga koncentrationer av eosinofiler
normalt, vilket kan vara en delorsak till att signifikans inte kan pavisas.

Farmakokinetiska och dynamiska studier innehaller den vetenskapliga grunden. De resultat som
redovisas i denna studie &r enbart efter en giva med 1 mg/kg prednisolon i blodet till hund. Det
kravs fler studier for att etablera ett storre vetenskapligt underlag till behandlingsregimer
gallandes prednisolon till hund.
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