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Sammanfattning

Hastsporten i Sverige ar stor och vi &r konkurrenskraftiga i internationella tavlingar. En viktig faktor
som paverkas av bade fysisk aktivitet, energi- och proteintillforsel ar insulin growth factor-1 (IGF-
1) som &r ett hormon som bland annat stimulerar ben- och muskeltillvéxt.

Syftet med det hér arbetet var att beskriva vilka metoder som anvénts for att analysera IGF-1 i
plasma och serum pa hast och undersoka hur manga studier pa arbetande héastar som finns dar IGF-
1 analyserats (DEL 1). Syftet var ocksa att undersdka om koncentrationen av IGF-1 i blodplasman
skiljer sig mellan tvd grupper av travhastar som foljt traningsprogram med tva olika
traningsintensitet (DEL 2). Min hypotes for forsoket var att koncentrationen av IGF-1 inte skulle
skilja sig signifikant mellan héstarna som foljt de olika traningsprogrammen.

For att svara pé syftet i DEL 1 gjordes en 6verskadlig sammanfattning (tabell) dver vilka studier
som finns tillgangliga i Web of Science och Scopus vid en sdkning pé orden “exercise, horse och
IGF-1”. Tabellen bestod av atta artiklar och analysmetoden ELISA var den mest forekommande.
Det visade sig att det inte finns nagra studier som fatt tydliga resultat p& hur koncentrationen av IGF-
1 i plasma paverkas av olika traningsintensiteter och manga studier har inte kontroll 6ver viktiga
faktorer som exempelvis protein- och energiintaget. Det finns dock studier vars resultat pekar mot
att IGF-1 ger flera gynnsamma effekter pa till exempel héstens skelett- och broskuppbyggnad.

I DEL 2 i denna studie analyserades IGF-1 koncentrationen i plasmaprover fran tva grupper av
hastar pa samma foderstat men som f6ljt separata traningsprogram med olika traningsintensitet. Den
statistiska analysen visade ingen signifikant skillnad mellan IGF-1-koncentrationerna mellan de tva
grupperna. Att det inte blev nagon signifikant skillnad kan bero pd att skillnaderna i
traningsprogrammen var for sma eller att det eventuellt &r lattare att upptacka skillnader efter fysiskt
arbete i IGF-1-koncentrationer hos hastar fére kdnsmognad.

Nyckelord: Equine, Hast, IGF-1, Traning

Abstract

Equestrian sports in Sweden are expanding and we are competitive in international competitions.

An important factor that is affected by both exercise and the supply of energy- and protein is
insulin growth factor-1 (IGF-1), which is a hormone that for example stimulates both bone- and
muscle growth.

The aim of this study was to describe the methods used to analyse IGF-1 in plasma or serum of
horses and to investigate how many studies on working horses there are where IGF-1 has been
analysed (PART 1). The purpose was also to investigate whether the concentration of IGF-1 in blood
plasma differs between two groups of Standardbred horses following training programs with
different exercise intensity (PART 2). My hypothesis for the experiment was that the concentration
of IGF-1 would not differ significantly between horses following different training programs.

To answer the questions in PART 1 a summary (table) has been compiled. The results showed
that ELISA was a common method used to analyse IGF-1. Eight publications were found in Web of
Science and Scopus when the search “exercise, horse and IGF-1” were used. There were no clear
results on how the concentrations of IGF-1 in plasma would occur at different exercise intensities.
There are, however, studies that indicate that IGF-1 have several beneficial effects on the horse’s
skeletal and cartilage structure.

In PART 2 the statistical test showed no significant difference between horses who had followed
different training programs.

Keywords: Equine, Exercise, Horse, IGF-1
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Forkortningar

Cv
ELISA

GH
IGF-1
RIA

Koefficienten av variation (Coefficients of variation)

Enzymkopplad immunoabsorberande analys (Enzyme-
linked immunosorbent assay)
Growth hormone

Insulin-like growth factor-1
Radioimmunoanalyser (Radioimmunoassays)



1. Introduktion

Héstsporten i Sverige expanderar och vi ar konkurrenskraftiga i internationella
tavlingar. Vi lagger stor vikt pa djurvalfarden samtidigt som vi vill prestera.
Forskningen inom hastsporten har darfor okat pa senare tid. En upptackt ar att
growth hormone (GH), som frisatts vid fysiskt arbete, stimulerar levern och andra
vavnader att producera Insulin-like growth factor-1 (IGF-1). IGF-1 &r en
komponent som verkar vara viktig ur ett prestationssammanhang da det stimulerar
tillvaxt av kroppsmassa (Sjaastad et al. 2016) samt att IGF-1 kan gynna ben- och
brosktillvaxt (Jackson et al. 2003; Fortier et al. 2005). IGF-1 i plasma anvénds
ocksa som en markor for att upptacka dopning med GH (Noble et al. 2007). Det
har dven foreslagits att IGF-1 kan anvandas som en indikator pa tidig dvertraning
(de Graaf-Roelfsema et al. 2007). En okad forstaelse kring vad som paverkar
frisattningen av IGF-1 och dess mekanismer kan vara anvandbart i flera olika
sammanhang och inte minst for att utforma traningsprogram for héastar som kan
forbattra prestationen och valfarden parallellt.

Transporten av IGF-1 i kroppen sker i blodet genom att det binder till specifika
transportproteiner. Detta mojliggér analys av den cirkulerande IGF-1-
koncentrationen i blodet, vilket foljaktligen skapar méjligheten att undersdka om
det uppstar skillnader i frisattning efter att olika traningsprogram har foljts (Noble
et al. 2007).

Syftet med det hér arbetet var att beskriva vilka metoder som anvénts for att
analysera IGF-1 pa hast och undersoka hur manga studier pa arbetande hastar som
finns dar IGF-1 analyserats (DEL 1). Syftet var ocksa att understéka om
koncentrationen av IGF-1 i blodplasman skiljer sig mellan tva grupper av travhéstar
som foljt traningsprogram med tva olika traningsintensiteter (DEL 2). Min hypotes
for forsdket var att koncentrationen av IGF-1 inte skulle skilja sig signifikant mellan
héstarna som foljt de olika traningsprogrammen.



2. IGF-1

IGF-1 &r ett peptidhormon bestaende av 70 aminosyror i en enkel peptidkedja
(Sjaastad et al. 2016) som har en anabol paverkan pa flera vavnader (Jackson et al.
2003). IGF-1 kan ha endokrin, parakrin och autokrin effekt (Tabell 1).

Tabell 1. Forklaring av endokrin-, parakrin- och autokrin signalering av hormoner med exempel

utifran IGF-1

Endokrin

Parakrin

Autokrin

Fysiologisk
definition

Exempel,
IGF-1

Hormoner transporteras
fran endokrina celler till
malceller via blodet
(Heindel & Treinen
1989).

Né&r GH binder till sin
receptor i levern
stimuleras frisattning av
IGF-1 som via blodet
transporteras till andra
vavnader, detta ger IGF-1
en endokrinfunktion

(Delafontaine et al. 2004).

Lokala hormoner
transporteras fran
en endokrincell till
nérliggande
malceller via
extracellularvatskan
(Sjaastad et al.
2016).

IGF-1 produceras i
sertolieceller och
verkar pa
narliggande
testikelceller
exempelvis
leydigceller
(Heindel & Treinen
1989).

Lokala hormoner
paverkar samma cell
som producerar och
frisatter dem (Heindel &
Treinen 1989).

IGF-1 produceras i
sertolicellerna i testikeln
och verkar aven pa
samma celler for att
inducera celltillvéxt
(Heindel & Treinen
1989).

Traning i form av fysiskt arbete kan vara ett vara ett stimuli for att hypotalamus ska
frisatta Growth hormone-releasing hormone (GH-RH) som stimulerar frisattning
av GH i hypofysen. GH stimulerar framst levern men &ven andra védvnader att
producera IGF-1 (Figur 1).
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Figur 1. Schematisk bild éver hur frisattning av IGF-1 stimuleras. Det centrala nervsystemet
stimulerar hypotalamus att producera growth hormone-releasing hormone (GH-RH), vid
exempelvis traning. GH-RH stimulerar sedan hypofysens framlob att producera GH som
stimulerar lever och andra vavnader att producera och frislappa IGF-1 som sedan transporteras
till dess malvavnad. Omgjord efter Sjaastad et al. (2016).

Sekretionen av IGF-1 paverkas dven av hastarnas nutrition (Sticker et al. 1995;
Salazar-Ortiz et al. 2014). Salazar-Ortiz et al. (2014) sag att hastar som endast blev
utfodrade med 60% av sitt energibehov fick en lagre IGF-1 koncentration i plasma
i jamforelse med om hela energibehovet blev uppnatt. | en annan studie gjord av
Sticker et al. (1995) undersoktes bland annat om IGF-1- och GH koncentrationen i
blodplasma hos hastar paverkades av 50% restriktion av bade energi- och
proteinbehovet samtidigt och/eller var for sig. | alla forsoksgrupper sags en
minskning i koncentrationen av IGF-1 i plasma. De konstaterade att minskningen
inte korrelerade med forandringen i GH-koncentrationen, da den var of6randrad
eller 6kade. De drog istallet slutsatsen att frisattningen fran vavnaderna som sjalva
syntetiserar IGF-1 inhiberades av energi- och néringsbristen (Sticker et al. 1995).

2.1. Verkningsmekanismer

Transporten av IGF-1 i kroppen sker via blodet genom att det binder till specifika
transportproteiner, IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 och -6 (Firth & Baxter 2002). Denna
bindning &r stark och det resulterar i att halveringstiden for IGF-1 blir relativt lang,
ca 20 timmar (Fortier et al. 2005). Transportproteinerna kan dven hjalpa till vid
bindningen till IGF-1s receptorer, som kan hittas i exempelvis brosk, epitelceller
och ben (Verwilghen et al. 2009). Innan IGF-1 binder till sin receptor dimeriseras
den, vilket betyder att tva IGF-1 peptider slas ihop for att sedan kunna aktivera
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receptorn, som ocksa dimeriseras (tva receptorer slas ihop). Nar IGF-1-dimeren har
bundit till receptor-dimeren induceras en tyrosinkinas aktivitet intracellulart pa de
intracelluldra delarna av receptorerna. Samma delar blir sedan autofosforylerade,
vilket betyder att receptorn fosforylerar sig sjalv (Sjaastad et al. 2016). Efter
autofosforyleringen kan den aktiverade receptorn fosforylera andra substrat som
bestar av tyrosin, vilket till sist leder till att exempelvis komplex som styr
celltillvaxt aktiveras (LeRoith et al. 1995). Detta sker bland annat i kondrocyterna
i tillvéxtzonen i vissa skelettben (Sjaastad et al. 2016).

Det verkar som att koncentrationen av IGF-1 i plasma kan vara en bra indikator for
att bestdmma dess verkningsmekanismer i kroppen. Fortier et al. (2005) kunde
namligen i sin studie korrelera koncentrationen av bade IGF-1 och IGFBP-3 i
plasma till kénsmognaden hos hést. | deras analys sag de toppar i koncentrationerna
precis innan konsmognadsprocessen pabdrjades, vid ca. 8,3 manaders alder.
Nivaerna hade sedan stabiliserats igen vid 15 manaders alder. Deras slutsats var att
hastar utvecklar kénsmognad mellan 8,3-15 manaders alder och efter det kan ses
som fullt kdnsmogna. De sag &ven att koncentrationerna av IGF-1 och IGFBP-3 var
korrelerade med broskets utveckling hos hastar i aldern 4 — 28 manader (Fortier et
al. 2005).
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3. DEL 1: Analysmetodik och bibliometri

3.1. Analys av IGF-1

Som tidigare ndmnts kan IGF-1 binda till transportproteiner i blodet. Bindningen
gor sa att koncentrationen av IGF-1 blir stabil under hela dygnet och mojliggor
analys av bade den fria och den bundna koncentrationen av IGF-1 i blodets plasma
och serum, exempelvis med analysmetoderna Enzymkopplad immunoabsoberande
analys, ELISA (Fortier et al. 2005) eller radioimmunoanalyser, RIA (Baskerville et
al. 2017).

3.1.1. Enzymkopplad immunoabsorberande analys

ELISA anvénds for att uppskatta méngden specifika antigen eller antikroppar i ett
prov (Aydin 2015), exempelvis blodplasma eller -serum (Baskerville et al. 2017).
Enligt Aydin (2015) finns det olika typer av ELISA men principen ar den samma.
Utforandet sker antingen i ror eller i mindre brunnar pa en platta. Rorens och
brunnarnas vaggar ar tackta av antikroppar eller antigen mot det aktuella &mnet som
ska undersokas. Provet som ska undersokas hélls ner i roren eller brunnarna och
darefter bildas ett antigen-antikroppskomplex som faster i vaggarna, resten tvéttas
sedan bort. Till sist analyseras koncentrationen av den specifika antigenen eller
antikroppen som bildat komplexet (Aydin 2015).

For att uttrycka precisionen, eller repeterbarheten, av immunoanalysens testresultat
anvander sig forskare oftast av tvd matt; variationskoefficienten (CV) for flera
analyser av samma prov pa samma provplatta (intra-assay CV) och CV fér samma
prov analyserat pa olika provplattor (inter-assay CV) (Jansson, 2020).

Intra- och inter-assay variation

De flesta studier méter varje prov i duplikat i varje analys. | vilken grad duplikaten
skiljer sig kan uttryckas genom att berakna standardavvikelsen for de tva resultaten
och konvertera dem till CV. Testning av varje prov med storre antal replikat skulle
ge statistiskt battre resultat for standardavvikelsen och berdkningen av CV, men
detta ar dyrare. | storre studier med manga prover som ska testas ar det nddvandigt
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att prover kors pa flera analysplattor. Varje platta kérs med sina egna kalibratorer
for standardkurvan, och kontroller med kdnda koncentrationer av det som ska
undersokas, vanligtvis ett hogt och ett 1agt varde. Inter-assay CV ér ett uttryck for
hur konsekventa medelvéardena ar fran platta till platta. Det ar berdknat fran
medelvérdena fran de hoga och de laga kontrollerna pa varje platta (Gumucio,
2020).

Det finns fa tillgangliga ELISA-kit utformade for analys av IGF-1 hos hést, darfor
anvénds ofta kit utformade for manniskor istallet (Baskerville et al. 2017). Otte et
al. (1996) sag i sin studie att hastars IGF-1 nukleotidsekvens ar identisk med
maéanniskans, varfor det foreslogs att immunoanalyser framtagna for manskligt IGF-
1 kan anvandas till hast (Ropp et al. 2003). Detta utvarderades vidare av Baskerville
et al. (2017) genom att forst berdkna intra-assay CV och inter-assay CV for tre olika
kit och sedan jamfora uppmatta koncentrationer av IGF-1 fran varje ELISA-kit med
koncentrationerna som Noble et al. (2007) fick fram i sin studie, d&r de anvande sig
av RIA. Baskerville et al. (2017) satte en grans pa att CV max skulle vara 10 % for
bade inter- och intra-assay. Det var endast ett av de tre studerade ELISA-kiten som
klarade denna gréans. Samma kit var dven det enda som kom tillréckligt néra de
nivaer som Noble et al. (2007) observerade i sin studie. Baskerville et al. (2017)
drog slutsatsen att detta ELISA-kit, som var utformat for att mata manskligt IGF-1
i serum, var det mest tillforlitliga vid analys av IGF-1 i plasma hos hést.

3.1.2. Radioimmunoanalys

RIA &r en metod som ofta anvands ndr stora data ska analyseras (Shen et al. 2019).
Vid en RIA-analys ar testplattans brunnar tackt med en specifik antikropp for det
man vill analysera i sitt prov. En viss mangd antigen eller hormon som ar mérkt
med en radioaktivmolekyl tillsammans med ett prov innehallande det som ska
analyseras i samma brunn. Principen gar ut pa att det markta antigenet eller
hormonet binder till antikropparna och bildar ett mérkt antigen-antikroppskomplex.
Sedan konkurrerar oméarkta antigen eller hormon fran det tillsatta provet om
antikropparna. Det leder till att bindningen mellan antikropp och markt
antigen/hormon inhiberas, det vill sdga ju hodgre koncentration omarkt
antigen/hormon  som provet innehdller ju mindre radioaktiv-markta
antigen/hormoner & bundna till antikroppar. Sjdlva berdkningen av
koncentrationen i provet gar ut pa att jamfora den hamningen som observerats i
RIA med redan kanda hdmningar som producerats av standardlésningar
innehallande kanda mangder hormon (Berson & Yalow 1968; Shen et al. 2019).
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3.2. Bibliometri

En sokning i databaserna Web of Science och Scopus pa orden ”IGF-1, horse och
exercise” gav 15 respektive 5 traffar, i maj 2020. Vissa artiklar hade jag ej atkomst
till samt att vissa artiklar visades som traffar i bada sokmotorerna, darfér innehaller
Tabell 2 atta artiklar. Det finns artiklar som undersokt hur IGF-1-koncentrationen i
plasma och serum analyseras pa bésta sétt (Lygren et al. 2013; Baskerville et al.
2017, tabell 2) samt om det & mojligt att analysera IGF-1 i senvavnadsextrakt
(Lygren et al. 2013, tabell 2). Sedan finns det artiklar dar sambandet mellan IGF-
1- koncentrationen och andra hormoner eller metaboliter i serum eller plasma har
studerats (Cartmill et al. 2003; Jackson et al. 2003; Fortier et al. 2005; de Graaf-
Roelfsema et al. 2007; Fenger et al. 2014, tabell 2), dar Jackson et al. (2003) och
Fortier et al. (2005) inkluderade hur IGF-1-koncentrationen samspelar med ben-
och broskmetabolismen. Ett fatal artiklar har undersokt hur IGF-1 koncentrationen
i serum eller plasma féréndras efter traning i form av fysiskt arbete hos hast
(Jackson et al. 2003; Noble et al. 2007, tabell 3).

Tabell 2. Oversikt 6ver tidigare publicerade artiklar i Web of Science och Scopus med sokorden:
“IGF-1", "Horse” och “Exercise”

Studie Syfte Héstar och foderstat Alder Typ av studie Koncentration av ~ Tidskrift /
(K= kand foderstat, uppmatt IGF, pg/L  Typ av
O= okénd) (K=kontrollgrupp publikation
B=behandling)
de Graaf- Jamfora effekter - - Review - Veterinary
Roelfsema av 6vertraning hos Quarterly
et al. manniska och hést
(2007)
Noble et al. Undersoka hur (1Y) 6 valacker. K (1% 2-138r,  Gruppernal-5 (17)382+9 Journal of
(2007) faktorer som (2" 8 valacker. O (2" 2-84&r, jamfordes (2" medel ~ 400  Animal
traning, tid p& (3" 2 valacker, 1 (3% 7-12ar, (3" medel ~ 200  Science
dagen, kénoch  hingst & 1 sto. O (4" 2-134r, (4 290
alder paverkar (4™ 12 valacker. O (5")1-29ar (5" 3102
IGF-1 i serum hos (5"), 734 ston, 307
friska héstar. hingstar & 782
valacker. O

' Vilken grupp av héstar som det syftar till. Ex. Grupp 1 bestod av 6 valacker i aldern 2 — 13 ar.
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Jackson et Utvardera 12 fullblods ston. 18-21 man.  Behandling/  iVecka O: American
al. (2003) forandringar i Kii kontrollgrupp  K: 145+ 16 Journal of
IGF-1 och B:171+11 Veterinary
biokemiska Vecka 20: Research
markdrer i serum K:222+19
for benmetabolism B: 149 + 19
vid olika arbeten.
Baskerville Jamfora olika (1V). 6 travhastar. O (1V). 6-16 ar  Kiten jamfordes (1V) 123" Open
etal. ELISA-kit for (2V). 6 ponnys. O (2v). 6 —17 ar medvarandra ~ (2V) 174V Veterinary
(2017) IGF-1-analys i (3v). 6 (38v).7-14ar (3Vv) 125" Journal
blodplasman. Andalusierkorsningar
@)
Fortier et  Faststélla normala 44 fullblodsston och 9 — 715 dagar Tvadrsnittsstudie Dag 0-224: Equnie
al. (2005) varden for IGF-1 56 fullblodshingstar. 311+21 Veterinary
och IGFBP-3 fore- O Dag 224 —715:  Journal
och efter 543 + 68
kénsmognad hos
fullblodshéstar,
samt korrelera
dessa med
forandringar i
artikular
broskstruktur
mellan olika
aldrar.
Cartmill et Att undersoka 36 varmblodsston Ston: 8,7 &  Svar pa Valack, 1&g leptin: Journal of
al. (2003) samband mellan och 18 Valack:13,7 ar behandlingar ~20 Animal
leptinnivaer i varmblodsvalacker. O jamfordes Valack, hdg leptin: Science
plasma och andra mellan en grupp ~55
hormoner. med laga Sto, lag leptin:

leptinnivaer och 40
enmed héga.  Sto, hog leptin:
~30

it Energi- och proteinintag ej kant.

il Endast analyserade prover fran forsta och sista provtagning med. | studien redovisas analys av prover fran

vecka 0, 4, 8, 12, 16 och 20.

v Siffran syftar pa vilken grupp av héstar som det galler. Ex. Grupp 1 bestod av 6 travhastar som var mellan 6

— 16 ar gamla.
v Virde fran ELISA-kitet som validerades for att anvanda vid analys pa IGF-1 hos hist.
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Fenger et Att undersoka 12 fullblod. Ston och 2-3 ar Behandling / Innan traning (v. Journal of

al. (2014) effekten pa IGF-1 valacker. O kontrollgrupp ~ 0)¥ Equine
i serum av att ge K: ~275 Veterinary
ramjolk fran kor B: ~ 250 Science
till hast.
Lygrenet Attunderséka om Serum och senvavnad Ej kant Jamforelseav  Torr Veterinary
al. (2013) IGF-1 kan frén slakteri. O metoder att senvavnadsextrakt Clinical
analyseras i serum extrahera 1126 £20 Pathology
ochi senvdvnad och  BIot
senvavnadsextrakt forbehandlings- senvévnadsextrakt
hos hést med protokoll.
ELISA-kit 124 +14

utformade for
humanserum och
plasma.

ViEn av fem provtagningar, ingen provtagning visade signifikant skillnad mellan kontrollgrupp och
behandlingsgrupp.
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Tabell 3. Sammanfattning av artiklar som analyserat IGF-1 efter tréning

Studie Effekter av arbetet

Metod for analys av IGF-
1

Traningstyper som jamférdes och
typ av forsokstest

Noble et al.
(2007)

Ingen av
trdningsformerna gav
enligt studien effekt pa
IGF-1 koncentrationen i
blodet.

Jackson et IGF-1 koncentrationen i

al. (2003) serum var l&gre i gruppen
som utfort ett intensivare
arbete jamfort med

kontrollgruppen.

Serum analyserades

med ELISA

Serum analyserades
med ELISA

Fitness-trdningsprogram:
150-160 slag/min i 30 minuter i
samma hastighet varje dag i 7

veckor.

Forsokstest: samma upplédgg som
traningsprogrammet.

Akut arbete, medelintensivt:

Okant traningsprogram“',
Forsokstest: Intervalltréning i 20
min, 150-160 slag/min

Akut arbete, hégintensivt'"":
Trav och galopp i 1 h/dag 5

dagar/veckan. Forsokstest:
intervalltraning: (400 m trav + 400
m galopp) x 3

Medelintensivtraningsprogram
Man: 4800m, 10 m/s

Ons: 800m, 13 m/s x 3

Fre: 1300m, 11 m/s
Samt 40 min i

skrittmaskin 6
dagar/veckan

Lagintensivt traningsprogram:

Skritt i 40min, 6 dagar/veckan

viiTraningsprogrammens niva for varje hast stimde 6verens med arbetsbelastningen i traninstestet som utfordes.
vill Hastarna i denna grupp var med i ett separat forsok som studerades i ett annat land 4n de andra tva grupperna

av hastar, darfor mattes ej hjartfrekvens
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3.3. Foreslagna effekter pa hastar

| de tidigare studier som presenterats i tabell 2 finns flera olika forslag pa hur IGF-
1 koncentrationen paverkas av traning. Enligt studien utférd av Noble et al. (2007)
pa olika grupper av hastar runt samma alder (en grupp hade nagot hdgre medelalder,
se tabell 2) gav inte fitness-traning, medelintensivt- eller hogintensivt akut arbete
nagon skillnad i koncentrationen av IGF-1. Endast fitness-traningsgruppens
foderstat var dokumenterad, men det &r oklart om hastarna var i neutral-, positiv-
eller negativ energibalans. Utfodringen av alla grupper av hastar framgick inte i
studien (Noble et al. 2007). Jackson et al. (2003) & andra sidan studerade tva
grupper av hastar i tva ars aldern som utfodrades med en koncentratgiva dagligen
och ho ad libitum. Energi- och proteinbalansen var inte dokumenterad. Den ena
gruppen foljde ett medelintensivt tréningsprogram och den andra var kontrollgrupp
som endast skrittades (Iagintensivt). De sag att koncentrationen av IGF-1 i plasma
blev lagre hos de héstar som hade foljt det intensivare traningsprogrammet. De drog
parallellen att det kan bero pa att deras nybildning av skelett var lagre an hos de
hastar som tranades mindre, som istéllet hade en hog benomsattning. De ansag att
det &r rimligt da IGF-1 har en nyckelroll i ben bildningsprocessen (Jackson et al.
2003).

Noble et al. (2007) studerade dven om alder och kdn har nagon paverkan pa IGF-1
koncentrationen (Tabell 2). De kom fram till att de basala IGF-1-
koncentrationsnivaerna i princip ar identiska mellan ston och valacker, medan
hingstar har en signifikant hogre basal koncentration. De sag &ven att IGF-1
koncentrationerna paverkas av alder hos ston och valacker, den minskar signifikant
med en Okande alder. Hos hingstar sag de inte samma samband, deras resultat
visade namligen ingen signifikant skillnad i IGF-1 koncentrationerna mellan
hingstar i olika aldrar (Noble et al. 2007).
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4. DEL 2: Syfte och hypotes

Syftet med den hér delen av arbetet var att undersoka om koncentrationen av IGF-
1 i blodplasman skiljer sig mellan tva grupper av hastar som tranat efter olika
traningsprogram dér intensiteten skiljer sig mellan programmen.

Eftersom det inte finns tillrdckligt med resultat som skulle stddja att en okad
tranings intensitet skulle ge en 6kning av IGF-1 koncentrationen i plasma (tabell 3)
var min hypotes att koncentrationen av IGF-1 i plasman inte skiljer sig signifikant
mellan de tva olika grupperna av hastar.

4.1. Studiens design och hastar

Designen pa den har studien finns tidigare beskriven i Ringmark et al. (2015) och
Ringmark et al. (2017). Studien utfordes pa hastnaringens riksanlaggning Wangen,
Sverige. 16 varmblodiga travhéstar som var fodda 2009 studerades. De bérjade
koras in som ett-aringar i september 2010. Hastarna kom fran fyra olika uppfodare
och de hade stdrre delen av sin harstamning fran amerikanska forfader. Fran hosten
2010 till mars 2011 tranades alla hastar utifran samma traningsprogram. Efter det
delades de in i tva grupper, en kontrollgrupp (KON) och en grupp (RED) dar
hdgintensivt arbete reducerades med 30%. Hogintensivt arbete definierades som
arbete vid en arbetspuls éver 180 slag/min. Ringmark et al. (2015) valde gransen
pa 180 slag/min eftersom en arbetsbelastning 6ver det stimulerar bade aeroba och
anaeroba system att utvecklas. Hastarna behdll sina grupper fram tills att de var tre
ar, 2012 (Ringmark et al. 2015). Denna studie kommer dock endast fokusera pa
traningen de utforde fram till juli 2011 da blodproverna som ingdr i analysen togs.

Grupperna balanserades med hénsyn till bland annat uppfédare, skattat avelsvarde,
mankhdjd och proportion av typ 1A/ 1I1B- muskelfiber i musculus gluteus medius
fran en biopsi tagen vid ett ars alder, i december 2010 (Ringmark et al. 2015).

Traningsprogrammen inkluderade heat-traning, intervalltraning pa planmark och i
backe. Héstarna trdnades av gymnasieelever under dvervakning och handledning
av professionella tranare. Banan hastarna tranades pa var en 1000 meter lang, oval,
sandbana. Hastigheten som hastarna tranades i bestdmdes av trédnaren och var

18



samma for bada grupperna. De siktade pa att aterhamtningspulsen tio minuter efter
traning skulle vara 80 slag/min och hastigheten justerades efter detta i alla
traningssessioner nar hastarna var tva ar (Ringmark et al. 2015).

| februari 2011 introducerades traning pa den ovala, 1600m langa, sandbanan varvat
med joggning en till tva ganger i veckan. Hogintensiv traning utfordes i snitt tva
ganger i veckan, bade heat-traning och senare aven intervaller. Heat-traningen
utfordes for grupp KON oOver 1600m/traningstillfalle och éver 1100m for grupp
Red. Darefter paborjades intervalltraning (Ringmark et al. 2015), men det skedde
efter att vara blodprover hade tagits. Resterande traning som utférdes av hastarna
beskrivs i artikeln av Ringmark et al. (2015).

Ett standardiserat tranings-test utfordes, vilket gick ut pa att hastarna skulle springa
en stracka pa 1600m i ett standardiserat tempo. Testet utférdes fem ganger nar
hastarna var tva ar gamla (mars, juli, augusti, oktober och december 2011). Under
testet efterstravades en jamn fart pa 10,8 m/s (forutom det forsta testet som gjordes
i mars 2011 eftersom hastarna da inte klarade den hastigheten. De holl da istallet
10 m/s). Det var ingen skillnad i hastighet mellan de bada grupperna i 1600m testet
(Ringmark et al. 2015).

Héstarna utfodrades ad libitum med hdsilage vilket kompletterades med en
mineralblandning och 0,25 - 1 kg pelleterad lucern (mangden berodde pa
naringsinnehallet i hosilaget) for att tacka behovet av raprotein samt for att forenkla
intaget av mineralsupplement. Vatten gavs i tva 20 L hinkar, som fylldes pa tva
ganger om dagen. | hagen hade de ett stort vattenkar och aven tillgang till grasbete
i viss omfattning fran slutet av april fram till oktober (Ringmark et al. 2015).
Héstarna var i neutral energibalans, och fick mellan 19 — 28 MJ/100 kg kroppsvikt
(Ringmark et al. 2017).

Blodproverna som analyseras i denna studie ar tagna mellan 06.00-07.00 i juli 2011,
nar hastarna var tva ar. Blodproven togs via jugularvenen i sju milliliters
hepariniserade rér med vacutainer-teknik. Proverna forvarades kylt fram tills att de
centrifugerades i tio minuter. Dérefter pipetterades plasman av och férvarades fryst
(-20C) fram till analys (Ringmark et al. 2015).

4.2. Analys

Proverna analyserades med ELISA-kitet IGF-1 DKO186 (Immunodiagnostic
Systems, Boldon, Storbritannien) utformat for att analysera IGF-1 koncentrationen
i humant serum. Kitet ar validerat for plasmaprover fran hast (Baskerville et al.
2017). Alla prover behandlades enligt tillverkarens instruktioner, bortsett fran att
kalibratorerna filtrerades med ett 0,45um filter da de var grumliga. Forst utfordes
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en forbehandling som dissocierade transportproteinerna fran IGF-1, vilket gjorde
att bade fritt IGF-1 och bundet IGF-1 maéttes i analysen. Forbehandlingens forsta
steg var att en volym av 100ul plasma maéttes upp fran varje hast och halldes i
mikrocentrifugrér. Samma sak gjordes med de tva kontrollvatskorna med kénda
koncentrationer av IGF-1 och 400ul pre-treatment solution tillsattes. Sedan
inkuberades proverna i 30 minuter. Efter det centrifugerades de i tva minuter och
100 pl av utféllningen pipetterades over till polypropylenrér (PP-ror).
Neutraliseringsvétska (600 pl) tillsattes i varje PP-ror. Nar forbehandlingen var klar
paborjades analysen direkt.

Analysen utfordes enligt foljande; 50 pl av kalibratorerna, de forbehandlade
plasmaproverna och kontrollvatskorna pipetterades till tva brunnar var i ELISA-
plattan. Dérefter adderades 100 ul utspaddd konjugatvatska till varje brunn. Efter
detta inkuberades ELISA-plattan med de fyllda brunnarna i en timme. Efter
inkuberingen tdmdes och tvattades brunnarna med 400ul tvattbuffert tre ganger.
TMB-substrat (Tetrametylbenzidin-substrat) (200 ul) tillsattes i brunnarna efter
tvatten och sedan inkuberades plattan i 15 minuter. Slutligen tillsattes 100 pl ”Stop-
16sning” till brunnarna och absorbansen vid 450 nm analyserades i en Tecan
M1000.

4.3. Statistisk analys

Ett two-sample t-test (antagande samma varianser) utfordes i Excel for att analysera
om IGF-1-koncentrationen i plasma skiljde sig signifikant mellan de tva
traningsgrupperna. Signifikansnivan sattes till P <0,05 och berdknades med ett t-
test i programmet R.
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5. Resultat

Det var ingen signifikant skillnad mellan medelvérdet for IGF-1 koncentrationerna
mellan grupperna enligt t-testet (P=0,7). Intervallet for koncentrationerna i KON
strackte sig mellan 103,7 pg/L upp till 227 pg/L och medelvardet + standardfelet
for medelvardet (SEM) var 157,3 £ 13,5 pg/L. Intervallet for RED var mellan 110,5
pg/L upp till 182,0 pg/L och medelvérdet + SEM 150,1 + 8,5 pg/L.
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6. Diskussion och slutsats

Syftet med DEL 1 i den hér studien var dels att beskriva vilka metoder som anvénds
for att analysera IGF-1 pa hast samt undersoka hur manga studier pa arbetande
héstar som finns dar IGF-1 analyserats. Min slutsats ar att ELISA och RIA &r de
analysmetoder som anvénds mest frekvent, &ven fast Baskerville et al. (2017)
konstaterade att det finns fa ELISA-kit som ar utformade for att analysera IGF-1
koncentrationen i plasma eller serum hos hast. Det &r relativt fa studier gjorda inom
amnet och det behdvs mer forskning for att kunna dra val underbyggda slutsatser.
Jag tycker att forskningen speglar att intresset for hastsporten blivit storre under de
senaste aren da alla artiklar i bibliometrin ar publicerade under 2000-talet (Tabell
2).

Syftet med DEL 2 var att undersoka om koncentrationen av IGF-1 i blodplasma hos
travhastar skiljer sig signifikant mellan tva grupper som f6ljt olika traningsprogram
med olika traningsintensitet. Min hypotes att det inte var nagon signifikant skillnad
bekraftades. Att det inte blev nagon skillnad kanske kan bero pa att skillnaderna i
traningsprogrammen var for sma. Kanske kan ocksa en eventuell effekt av fysisk
aktivitet pa IGF-1 vara lattare att observera pa hastar som inte & kdnsmogna eller
kastrerade, vilket de flesta hastarna i dessa studier var bortsett fran en hingst i en
grupp som studerades av Noble et al. (2007).

Det ELISA-kit som anvéndes vid analysen i den har studien var likadant som det
Baskerville et al. (2017) validerade for analys av koncentrationen av IGF-1 i plasma
hos hast. Olyckligtvis bildades det klumpar i kalibratorerna for oss nar de
forbehandlades. For att klumparna inte skulle paverka analysen filtrerades dessa
bort. Det &r oklart vad som gjorde att klumparna bildades och vad det har for
betydelse for matningen av koncentrationen av IGF-1.

Koncentrationerna av IGF-1 som uppmattes i den har studien ar lagre an de Noble
et al. (2007) analyserade men ungefar samma som de Jackson et al. (2005)
uppmiatte. En skillnad mellan den har studien och de andra tva (Noble et al. 2007;
Jackson et al. 2005) &r att de analyserade serum istéllet for plasma. Det ar viktigt
att poangtera detta da det finns en betydande del IGF-1 bundet till proteinet IGFBP-
3 i trombocyterna som vid koaguleringsprocessen (som sker for att fa fram serum)
frislapps och da kan genererar en hogre IGF-1-koncentration. Att anvéanda
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hepariniserad (antikoagel) plasma bor ge en réattvisare bild 6ver cirkulerande 1GF-
1 (Baskerville et al. 2017). Proverna i den hdr studien var hepariniserade, vilket kan
forklara skillnaderna i koncentrationer mellan vara studier. Det fanns dock dven
andra skillnader i hanteringen av proverna. Noble et al. (2007) lat till exempel
proverna sta i rumstemperatur i tva timmar fore analysen.

Noble et al. (2007) sag ingen skillnad i koncentrationen av IGF-1 mellan olika
grupper av héstar som foljt olika traningsprogram (Tabell 2). En brist i studien &r
dock att foderstaterna for de flesta grupper av hastar ar okénda, vilket gor att en
nutritionell paverkan inte gar att utesluta. Detta ar en viktig parameter att uppfylla
da IGF-1-koncentrationen minskar om energi- eller proteinbehovet ej &r uppfylit
(Sticker et al. 1995; Salazar-Ortiz et al. 2014). | den hdr studien ar det ként att
héstarnas energi-och proteinbehov blev tillgodosett samt att de inte 6kade i hull
(Ringmark et al. 2015, 2017), vilket &r en styrka.

Noble et al. (2007) undersokte dven hur IGF-1-koncentrationen paverkades av alder
och kon. En styrka i den delen av studien &r att de analyserat serum fran ett stort
antal hastar, dock har de ej korrigerat for att analyserna skedde i tre olika
laboratorier i tre olika lander och med olika kit i sin statistiska modell. De har inte
heller korrigerat for t.ex. rumstemperaturen i de olika laboratorierna vilken
sannolikt kan skilja och da paverka resultatet. Det mest optimala hade varit om ett
prov fran en hast hade analyserats i alla tre laboratorier for att utvardera om det
fanns platseffekter som paverkat analyserna.

Till skillnad fran den har studien och Noble et al. (2007) sag Jackson et al. (2003)
att den grupp som tréanat med hogre intensitet hade lagre koncentration av IGF-1 i
serum. Jackson et al. (2003) har inte redovisat en tillrackligt detaljerad foderstat for
att kunna utesluta nutritionell paverkan, likt Noble et al. (2007). Jackson et al.
(2003) gav hastarna hé med okant naringsinnehall ad libitum, vilket betyder att
energi- och naringsintaget ar okant samt att hastarna kan ha atit olika mycket under
studiens gang, vilket kan paverka resultatet.

Noble et al. (2007) konstaterade att IGF-1-koncentrationen minskar med aldern,
vilket betyder att aldern pa héstarna i de olika studierna (Jackson et al. 2003; Noble
et al. 2007; Ringmark et al. 2017) kan paverka resultatet. Alla hastar som deltog i
dessa tre studier hade genomgatt kdnsmognadsprocessen, som enligt Fortier et al.
(2005) tar slut vid ca. 15 manaders alder. Jackson et al. (2003) hade dock en lagre
genomsnittlig alder pa hastarna som studerades &n vad bade Noble et al. (2007) och
hastarna i den har studien hade. Noble et al. (2007) hade det storsta aldersspannet
pa hastarna i sin studie medan alla hastar i den har studien var lika gamla (Ringmark
et al. 2017). Fragan som uppstar ar om det ar mojligt att jamfora resultat fran hastar

23



i olika aldrar, bade inom och mellan studier. Det skapar dven dnnu en osakerhet om
jamforelserna i studien av Noble et al. (2007) &r tillforlitliga.
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