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Sammanfattning

Syfte: Att ta reda pa om hastar som utfor ett upprepat hart intervallarbete i backe far
stegringar i koncentrationen av cTnl och om sa ar fallet studera hur snabbt cTnl

koncentrationerna normaliseras efter arbete.

Material och metod: Elva valtranade varmblodiga travare fick utfora ett arbetstest bestaende
en uppvarmning i langsam trav (4000m) féljt av 7 intervaller i ett tempo av 9 m/s i en 500
meters backe (lutning 24m/500m). Arbetet avslutades med att héastarna fick trava tillbaka till
stallet (drygt 2000m) i langsam trav. Blodprov for analys av ¢Tnl togs i vila fore arbetet, samt
vid 3 och 6 timmar efter arbetstestets slut.

Resultat: Alla hastar utom en uppnadde en puls pa >200 slag/min i samtliga intervaller.
Samtliga cTnl koncentrationer lag under matmetodens detektionsgrans, d.v.s < 0,022 pg/L, i
vila fore arbetstestet. Ingen av héstarna uppvisade nagon stegring i koncentrationen av cTnl

vid 3 och 6 timmar efter arbetets slut.

Konklusion: De upprepade intervallerna gav inte upphov till nagra stegringar i cTnl pa de
héstar vi studerade. Det faktum att inga stegringar sags ar sannolikt delvis relaterat till sjalva

arbetets duration och intensitet.

Abstract

Objective: To determine if repeated exercise bouts at a fast trot in an uphill slope causes
elevations in the concentrations of cardiac troponin I (cTnl) in healthy horses and, if so the

case, how quickly the cTnl concentrations normalize after exercise.

Material and method: Eleven well trained standardbread horses performed an exercise test

that included a warm up at a slow trot followed by 7 intervals at a fast trot (9 m/s) in an uphill
slope (500 meter). The exercise ended with the horses trotting back to the stables (2000m) at a
slow trot. Blood samples for analysis of cTnl were taken at rest before exercise, and at 3 and 6

hours post-exercise.



Results: All cTnl concentrations were below the detection limit of the assay, ie <0.022 mg /L,
both at rest and post-exercise. Ten of the eleven horses reached a heart rate above 200

beats/min in each intervals.

Conclusion: Repeated bouts of intense exercise in an uphill slope did not change the
concentrations of cTnl in well trained standardbred trotters. The fact that no change was seen

is probably partly related to the duration and intensity of exercise.
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Inledning

| dagsléaget ar det svart att upptacka och diagnostisera myokardskador pa hast. De
diagnostiska metoder som traditionellt anvands sasom EKG och ultraljud ar generellt inte
tillrackligt kansliga for att upptécka mindre skador pa hjartmuskeln. | tidigare studier pa
manniska och hund har man sett att rytmrubbningar inte férekommer hos alla individer med
myokardskador samt att alla individer med rytmrubbningar inte har en pavisbar
myokardskada (Lalloo et al 1997, Pelander et al. 2010). Detta innebdr att man riskerar att
missa myokardskador pa hastar om man enbart anvander EKG som diagnostisk metod. Med
ultraljud upptacker man foretradelsevis forandringar pa hjartat som orsakar klafflackage, ger
en nedsatt kontraktilitet av hjartmuskeln samt har en paverkan pa hjartstorleken. Begransade
skador pa hjartmuskeln &r daremot mycket svara att upptacka. Tidigare har man anvant
biomarkdrer som kreatinin kinas myoglobin (CK-MB) och laktat dehydrogenas (LDH-1, -2).
Problemet med dessa biomarkadrer ar att de &r relativt ospecifika for myokardskada da de
korsreagerar med skelettmuskulatur samt paverkas av andra sjukdomstillstand (Cummins et
al. 1987, Adams et al 1993, Nakai et al. 2003). Halveringstiden for dessa biomarkorer &r sa
pass kort att man riskerar att missa en myokardskada som &r mer an 12-36 timmar gammal,
vilket ytterligare forsvarar anvandningen av dessa markorer (Jaffe et al. 1996, Collinson et al.
2001). Det skulle darfor vara fordelaktigt om man kunde anvanda sig av en biomarkdr med
hdg sensitivitet och specificitet som ett komplement till de metoder man anvénder sig av idag.
Detta skulle avsevart underlatta diagnostiserandet av myokardskador pa hast, bade i falt och
pa klinik.

Inom humanmedicinen anvands biomarkdren cardiac troponin I (cTnl) for att diagnostisera
hjartinfarkt. Det &r ett enzym i form av en polypeptid som reglerar muskelkontraktionen i
hjartat genom en kalciumberoende mekanism. Detta sker genom att cTnl tillsammans med
troponin T (cTnT) och troponin C (cTnC) formar en kedja som faster till aktin. Nar troponin
bundit till aktin kan myosinet i sin tur fasta till aktin och en kontraktion kan ske. Studier pa
bade méanniska och hund har visat att cTnl har en hog hjartspecificitet och att koncentrationen
cTnl &r tusen ganger hogre i hjartmuskulatur an i skelettmuskulatur och helt saknas i glatt
muskulatur (Adams et al. 1993, Mair et al. 1996, O’Brien et al. 1997). Normalt har méanniskor
inga detekterbara koncentrationer av cTnl men koncentrationen stiger vid myokardskada samt
forblir forhojt sa lange man har en pagaende skada pa hjartmuskeln. Halveringstiden fér cTnl
pa manniska ar 90 min och beroende pa hur omfattande skadan pa myokardiet ar kan
stegringen kvarsta i cirkulationen i 4-16 dagar efter att en skada skett (Jaffe et al. 1996).
Resultat fran studier pa manniska, ko och hund har visat att man ser en signifikant stegring i



koncentrationen av cTnl inom 6 timmar efter det att myokardskadan intraffat och det mest
tillforlitliga vardet anses man fa 12-16 timmar efter skadetillfallet (Zimmerman et al. 1999,
Fromm et al. 2001, Peek et al. 2008).

Inom humanmedicinen ar cTnl nyckeln till att diagnostisera ischemiska myokardskador
(infarkt). Man har aven sett stegringar vid tillstand som inte ar primart hjértrelaterade sdsom
sepsis och njursvikt samt i samband med langvarig fysisk anstrangning sasom triatlonlopp
(McLaurin et al. 1997, Rifai et al. 1999, Ammann et al. 2001, La Gerche et al. 2004). Man har
daremot inte sett ndgon paverkan pa cTnl eller hjartfunktion pa atleter som utfort ett
hdgintensivt arbete under kortare tid (Shave et al. 2002).

Efter att man faststéllt aminosyrasekvensen for cTnl hos hést har man sett att cTnl skiljer sig
mycket lite at mellan hast och manniska och det har darfor visat sig mojligt att analysera cTnl
pa hast med analysmetoder avsedda for humant bruk (Rishniw et al. 2005). Hastar har normalt
icke detekterbara eller mycket laga cTnl koncentrationer i blod men stegringar har
rapporterats vid hjartsjukdom, sepsis hos f6l samt hos kolikhastar (Cornelisse et al. 2000,
Schwarzwald et al. 2003, Slack et al. 2005, Diaz et al. 2009). Precis som manniskor som
utfort ett langdistansarbete sa har man &ven pa hastar sett stegringar av cTnl i samband med
distanstévlingar (Holbrook et al. 2006). Forhojda cTnl varden har &ven rapporterats hos hastar
som utfort ett arbete med hogre intensitet men kortare duration, exempelvis travliopp (Sribhen
et al. 2007, Nostell et al. 2008). Det finns dock inga studier som visar hur ett upprepat hart
intervallarbete paverkar koncentrationen av ¢Tnl. Da intervalltraning i regel ingar i den
vanliga traningsrutinen for travhastar ar det av intresse att ta reda pa i vilken utstrackning
denna typ av arbete paverkar cTnl koncentrationen hos kliniskt friska och val fungerande
travhastar. Detta ar viktigt att veta om man ska ta ett blodprov med avseende pa cTnl fran en
hast med missténkt hjartskada en kort tid efter den utsatts for tréning eller tavling.

Syfte

Syftet med studien var att ta reda pa om hastar som utfor ett upprepat hart intervallarbete i
backe uppvisar koncentrationsstegringar av cTnl och, om sa fallet, studera hur snabbt cTnl

koncentrationerna normaliseras efter arbete.



Material och metoder

Hastar

| denna studie ingick 11 varmblodiga travare (6 valacker samt 5 ston) i dldrarna 4-9 ar.
Héstarna vagde mellan 493 och 503 kg. Enligt uppgift hade ingen av hadstarna uppvisat tecken
pa nedsatt prestation och ingen av hastarna uppvisade nagon avvikelse av betydelse vid en
vanlig klinisk undersokning. Samtliga héstar dgdes och tranades av Wangens travskola dar de
anvandes i den dagliga traningsverksamheten for eleverna pa Hippologprogrammet. De var
alla vana vid intervalltraning i bade backe och pa rak bana da det ingick som en del i deras
traningsrutin. Hastarna gick dagligen i hage och regelbundet i skrittmaskin. Ett flertal av
hastarna i denna studie hade nyligen startat eller var startklara.

Samtliga hastar stod pa en foderstat bestaende av hosilage (TS pa 62%) och Krafft grund
(raprotein 11%, Krafft Ab i Falkenberg) samt dagligt tillskott av salt och mineraler.

Djurforsoksetiskt tillstand fanns for studien.

Forsoksprotokoll

P& forsdksdagens morgon lokalbeddvades huden éver endera halsvenen med lidocain® och
darefter lades en permanentkateter® i vena jugularis p& samtliga hastar. Katetern forsags
darefter med en forlangning samt trevagskoppling i syfte att underlétta provtagningen. For att
kunna folja pulskurvan forsags samtliga hastar med pulsmatare som kontinuerligt registrerade

pulsen fore, under och efter arbete (Polar CS600).°

Arbetstest

Arbetstestet borjade med en uppvarmning i langsam trav pa rakbana (4000m). Darefter
utforde hastarna 7 intervaller i ett tempo av 9 m/s i en 500 meters backe (stigning 24
m/500m). Efter varje intervall skrittades de nedfor backen. Arbetet avslutades med att

héstarna fick trava tillbaka till stallet (drygt 2000m) i langsam trav.

Provtagning

Hjartfrekvensen registrerades kontinuerligt under arbetet. Da detta var en del av en storre
studie togs frekventa blodprov fran tiden i vila och till och med 24 timmar efter avslutat
arbete (omedelbart efter arbete, varje timme fram till 6 timmar efter arbetets slut samt 24
timmar efter arbetets slut). Blodproverna togs med spruta fran permanentkateter i
jugularvenen och samlades i heparinrér. Samtliga blodprover forvarades pa is till dess att de



centrifugerades (inom 30 minuter efter provtagning), varefter plasma separerades och
proverna frystes ned till -20°C. Vid transporten fran Wangen till Uppsala forvarades proverna
nedfrusna pa kolsyreis och forvarades sedan i frys (- 80 °C). Samtliga prover analyserades

inom &tta manader.

Analyser

For att fa veta nér i tiden den eventuella koncentrationsstegringen av cTnl dgde rum
analyserades samtliga prover fran tva av hastarna (vila, omedelbart efter arbete samt 1, 2, 3, 4,
5, 6 och 24 timmar efter avslutat arbete) med avseende pa koncentrationen av cTnl. Da ingen
av hastarna hade cTnl koncentrationer som 6verskred detektionsgransen (0.022 pg/L) valde vi
ett provtagningsschema baserat pa resultat fran tidigare studier av cTnl. Detta innebar att
prover tagna i vila fore arbetstestet samt 3 och 6 timmar efter arbetstestets slut analyserades
pa de 6vriga hastarna i studien.

Plasmakoncentrationen av cTnl analyserades med en enzym immunoassay* med en lagsta
detektionsgrans av 0,022 pg/L. Analysmetodens formaga att detektera cTnl pa hést har
utvarderats vid en tidigare studie (Nostell et al. 2008). Man anser darmed att detta &r en

tillforlitlig metod att méta cTnl pa hast med.

Resultat

Fullstandiga pulsregistreringar erhélls for 10 av 11 héstar. Hos en hést (F) slutade
pulsmaétaren att fungera varfor det endast finns en registrering pa denna héast. 10 av 11 hastar
uppnadde en puls pa éver 200 slag/min i varje intervall (Fig.1). | vila hade samtliga héastar
cTnl koncentrationer som Iag under matmetodens detektionsgrans (0,022ug/L). Ingen av

héstarna uppvisade nagon stegring i koncentrationen av cTnl efter arbete.

Diskussion

Resultaten fran denna studie visar att upprepat intervallarbete i backe inte gav upphov till
nagra stegringar i koncentrationen av cTnl hos valtranade travhéstar. Detta medférde att det
heller inte gick att utvardera halveringstiden for cTnl. Det finns ett fatal studier gjorda pa
hastar i traning dar man tittat pa hur olika typer av arbete paverkar koncentrationen av c¢Tnl. |
en studie pa travhastar som fick springa 2000-2400 meter pa rullmatta i en hastighet som gav
varje individ en puls >200/min sag man en tendens till stegring av cTnl koncentrationen 3-6

timmar efter utfort arbete (Durando et al 2007). Stegringen av cTnl var dock inte statistiskt



signifikant med det antal hastar som ingick i studien. Signifikanta cTnl dékningar har daremot
setts i samband med kort intensivt arbete hos trav respektive galopphéstar som provtogs efter
traning respektive lopp (Sribhen et al. 2007, Nostell et al. 2008). Férhdjda koncentrationer av
cTnl har ocksa rapporterats pa distanshastar under tavling (Holbrook et al 2006). De
koncentrationsforandringar man sett hos hastar i samband med arbete har dock varit lindriga.
Hos héstar med manifest hjartmuskelskada har man daremot rapporterat mycket markanta
stegringar i koncentrationen av cTnl (Cornelisse et al. 2000, Schwarzwald et al. 2003, Nostell
et al. 2008). Vid studier pa bade manniska och hund har man sett en relation mellan graden av
stegring av cTnl och skadans omfattning (Cummins et al. 1987, Mair et al. 1995, Ricchiuti et
al. 1998, Alexander et al. 2001). Det finns studier som visar pa att lindriga stegringar av cTnl
inte harror fran en nekros av myocyterna utan endast en forandring i cellmembranet, pa grund
av en Gvergaende mild hypoxi, sa att molekyler kan lacka ut (Piper et al. 1984, Mair 1999,
Hickman et al. 2010). Det &r darfor troligt att de stegringar man ser i samband med arbete
harror fran ett lackage fran den fria fraktionen av cTnl som finns i cytosolen snarare &n en
nekros av cellen.

En anledning till att h&starna i denna studie inte uppvisade forhojda koncentrationer av cTnl
efter arbete skulle kunna vara att héstarna i detta forsok var friska medan héstar i andra studier
dar man sett stegringar i koncentrationen av cTnl haft en bakomliggande myokardskada.
Detta ar dock inte sannolikt da samtliga hastar i dessa studier var val fungerande héastar i
traning. Det &r inte heller troligt att sjélva provhanteringen i denna studie paverkat
analysresultatet da det finns hallbarhetsstudier gjorda dar man sett att cTnl haller sig stabilt i
frys i minst 12 manader (Basit et al. 200). En tankbar orsak till skillnaderna mellan de olika
studierna dr att det troligen krévs en viss duration och en viss intensitet av tréaning for att
orsaka en mild syrebrist och darmed en fordandrad membranpermeabilitet. Distanshéstar som
anstrangs hart under lang tid har ocksa visat sig fa frisattning av olika
inflammationsmediatorer (TNF alfa, IL-1 och IL-6) som i sin tur tros kunna paverka
membranpermeabiliteten (Barton et al. 2003). Detta skulle i sin tur kunna orsaka ett lackage
av cTnl ut i blodbanan. Da ingen av dessa inflammationsmediatorer analyserats i denna studie
gar det bara att spekulera i om arbetes duration varit for kort for att fa ett inflammatoriskt
svar. Det finns ocksa indikationer pa att takykardi i sig kan ge upphov till forhéjda cTnl
koncentrationer (Bakshi et al. 2002). Teorin bakom detta &r att man under takykardi har en
forkortad fyllnadsfas (diastole) vilket da skulle paverka hjartats egen blodforsérjning med
syrebrist som foljd. Det faktum att majoriteten av hastarna uppnadde en puls pa éver 200
slag/min visar att arbetet var intensivt. | detta forsok sa skrittade hastarna ner for backen varpa

hjartfrekvensen gick ned vilket ocksa kan ha haft en inverkan pa resultatet.



Den assay som anvandes for analys av proverna hade en detektionsgrans pa 0,22ug/L. Det
kan inte uteslutas att man eventuellt kunnat se mindre koncentrationshéjningar av cTnl om
man haft mojligheten att anvanda en ultrakanslig metod som kan detektera véarden langt under

denna niva (Apple et al. 2008).

Konklusion:

Upprepade intervaller i snabb trav i uppférsbacke gav inte upphov till ndgra forhéjda koncentrationer
av cTnl i denna studie. Det faktum att inga stegringar sags ar sannolikt delvis relaterat till sjalva

arbetets duration och intensitet.

Tack till

Stort tack till min handledare Katarina Nostell samt bitraédande handledare Johan Brojer!
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Fotnoter

! 2% Carbocain, Atra Zeneca.

2 Intranule; 2,0 x 105mm, Vygon, Ecouen, France.

3polar Electro Oy, Kempele, Finland.

* Architect C18200, Abbot Laboratories, Diagnostic Division, Abbot Park, IL.
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