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SAMMANFATTNING

Anvindning av prestationshojande- eller prestationsaterstallande lakemedel har ¢kat inom
manga av hastsportens tavlingsdiscipliner. For att motverka detta arbetar anti-doping-
laboratorier standigt med att forfina sina analysmetoder for pavisande av otillatna substanser.
En konsekvens av detta &r att aven tillatna lakemedel kan sparas under mycket lang tid efter
behandling vilket har lett till ett behov av rapporteringsnivaer for lakemedel som
glukokortikoider. Detta for att irrelevanta koncentrationer i plasma och urin med sékerhet kan
bedomas ej ha effekt och darfor ge ett negativt svar vid dopingkontroll. Ett projekt pagar just
nu for att faststélla ett samband mellan plasma- och urinkoncentration med och effekt vilket
kommer ligga till grund for ett faststallande av rapporteringsnivaer och adekvata karenstider.

Studiens syfte &r att, som en liten del i projektet, undersoka mojligheten att analysera
proteinuttrycket av interleukin-10 i plasma hos hést samt att undersoka hur dexametason
paverkar interleukin-10 over tid.

Sex varmblodstravare deltog sammanlagt under 2 forsék dar olika koncentrationer med
dexametason alternativt placebo gavs intravendst over 3 timmar. Blodprover togs fore
lakemedelsinfusion samt vid olika tidpunkter efter infusionsstart. Plasmaprover analyserades
sedan med en sandwich-ELISA-metod baserat pa antikroppar mot equint interleukin-10.

Resultaten visade att metodens tillforlitlighet var dalig vid analys av interleukin-10 i
héastplasma. Ytterligare studier med annan metod for kvantifiering av bade proteinuttryck och
genuttryck av interleukin-10 samt ett okat antal inkluderade individer bor utféras for att
utreda vilka koncentrationer av dexametason som leder till en 6kning av interleukin-10 hos
hést.



SUMMARY

The purpose of this study was to investigate the possibility for the analysis of interleukin-10
(IL-10) in equine plasma with a commercial ELISA-kit, as well as how dexamethasone
affects IL-10 over time.

In a time when equestrian sports is continuously growing and competition between equipages
get tougher, there is a risk of increased usage of performance enhancing and/or performance
recovering pharmaceuticals within many of the sport's disciplines. As a countermeasure, the
anti-doping laboratories consistently work on improving their methods of analysis for
detection of prohibited substances. However, the increased analytical sensitivity also means
that permitted pharmaceuticals are traceable long after necessary treatment. To prevent that
very low drug concentrations are reported as positive test results in doping controls, screening
limits have been determined. These limits are based on a scientific ground and include many
of the approved drugs currently used in equine medicine. Concentrations measured in urine
and plasma which are below the screening limits are regarded as irrelevant, since such small
amounts of substance has no effect in the horse. For glucocorticoids, an essential drug group
within equine medicine, the scientific documentation is insufficient. The aim of the actual
project is to determine the correlation between urine/plasma concentration of dexamethasone
and its effects, which will be the basis to establish screening limits and adequate withdrawal
time. This study only covers a small part of the ongoing project.

In this randomized crossover study, six standardbred trotters participated. All horses received
either placebo (physiological saline) or three different doses of dexamethasone. Following a
bolus injection, dexamethasone was infused during a three hour period. The target
dexamethasone concentrations in plasma for the different doses were: 0,05 ng/ml, 0,5 ng/ml
and 5,0 ng/ml. Before and after the infusion, blood was sampled at predetermined times for
plasma analysis of IL-10. The plasma samples were analysed utilizing a sandwich ELISA
assay based on antibodies for equine IL-10.

Validation of the method used showed that <47 % of IL-10 in plasma could be analysed in
spiked samples. The intra-assay coefficients of variation in plasma were <47%. This suggests
that plasma as medium for analysing IL-10 influences the assay’s reliability considerably.

IL-10 in plasma could only be measured in three of the six horses. There were no significant
differences in plasma IL-10 concentrations between dexamethasone and placebo treatment.
However the assay used was unreliable when analysing IL-10 in equine plasma and the results
from this study should therefore be interpreted with caution.

In conclusion, further studies are necessary with other methods of quantification for both
protein and gene expression of 1L-10.



INLEDNING

Anvandningsomradet for hast har forandrats mycket sedan domesticeringen och antalet
sporthastar ¢kar for varje ar. Detta har lett till att konkurrensen mellan ekipagen blir allt
hardare. Risken okar da for anvandning av prestationshéjande- eller prestationsaterstallande
lakemedel inom manga av hastsportens tavlingsdiscipliner. For att motverka detta arbetar
anti-doping-laboratorier standigt med att forfina sina analysmetoder for att kunna pavisa
otillatna substanser i blod och urin. En konsekvens av kansligare analysmetoder &r att dven
tillatna lakemedel kan sparas under mycket lang tid efter behandling. Studier har visat att
detekterbara koncentrationer kan pavisas hos hastar dven utan att de har behandlats. Orsaken
kan vara lakemedelskontamination fran miljon till exempel vid uppstallning i box dar en
behandlad hést vistats (Norgren et al., 2001, Wennerlund et al., 2001). R&dsla for ett positivt
dopingprov och de stora konsekvenser som medfoljer kan darfor leda till att naringen avstar
behandling. Adekvat behandling av olika lidanden hos sporthastar ar samtidigt ett maste for
att uppfylla kraven pa ett gott djurskydd. Losningen pa problematiken anses vara
rapporteringsnivaer (screening limits) och adekvata karenstider for lakemedel godkanda att
anvandas till hast, vilket har fungerat tillfredsstallande for manga godkanda lakemedel i
Sverige. Uppmatta nivaer under rapporteringsnivan ar vetenskapligt grundade koncentrationer
som inte utévar nagon effekt pa hasten (Toutain & Lassourd, 2002) utan harror ofta fran en
lakemedelskontaminerad miljo. Pa grund av brister i den vetenskapliga dokumentationen nar
det galler att korrelera plasma- respektive urinkoncentrationer till biologisk effekt, finns idag
inga rapporteringsnivaer for glukokortikoider.

Ett projekt finansierat av Stiftelsen Hastforskning pagar nu for att faststalla ett samband
mellan koncentration av glukokortikoider i blod respektive urin och effekt. Studierna skall
ligga till grund for faststallande av rapporteringsnivaer och lamplig karenstid vilket Okar
sakerheten vid anvandandet och leder forhoppningsvis till adekvat anvandning av tillatna
lakemedel. En av delstudierna innebé&r att undersoka koncentration-effektsambandet mellan
glukokortikoiden dexametason och inflammatoriska eller antiinflammatoriska cytokiner
genom att studera genuttryck och proteinproduktion.

Syfte

Syftet med studien var att undersoka mojligheten for analys av proteinuttrycket fran den
antiinflammatoriska cytokinen interleukin-10 (IL-10) i plasma hos hédst med hjalp av ett
kommersiellt ELISA-kit samt att studera hur IL-10 paverkas av dexametason Over tid.



LITTERATUROVERSIKT
Glukokortikoider

Ar 1950 fick Kendall, Reichstein och Hench Nobelpriset i fysiologi eller medicin med
motiveringen "for their discoveries relating to the hormones of the adrenal cortex, their
structure and biological effects”. Priset gavs till dessa individer eftersom de lyckats
syntetisera kortisol och adrenokortikotropt hormon (ACTH) samt visat att behandling med
ACTH till patienter med reumatoid artrit gav god effekt (Nobelprisets officiella hemsida,
2013).

I dag anvénds glukokortikoider (GK) i stor utstrackning vid behandling av kroniska
inflammationer och autoimmuna sjukdomar tack vare sina antiinflammatoriska och
immunosuppressiva egenskaper. Hos hastar anvénds GK ofta vid behandling av Recurrent
airway obstruction (RAO), ocksa kallat Chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
samt osteoartrit (OA) (Rush et al., 1998a,b; Clegg & Booth, 2000; Cornelisse et al., 2004).
Bieffekter som hyperglykemi, polyuri, immunosuppression och muskelatrofi ar vanligt
forekommande framfor allt vid systemisk behandling och begransar langvarig anvandning av
GK. Forskning pagar inom omradet for att dokumentera verkningsmekanismerna bakom
effekten av GK. Studierna skall ligga till grund for utveckling av lakemedel som mer specifikt
kan selektera mellan olika effekter, for att lattare undvika de odnskade bieffekterna (Rang &
Dale, 2012; Barnes, 2011).

GK kan tillforas kroppen vid medicinering men syntetiseras ocksa endogent av det mellersta
lagret, zona fasciculata, i binjurebarken. Syntesen stimuleras av ACTH som frisatts fran
adenohypofysen. Endogena GK syntetiseras fran kolesterol som transporterats till cellen via
low-density lipoproteins (LDL). Kolesterolet tas sedan upp i cellen genom endocytos. Vél
inne i cellen bildar mitokondrierna pregnenolon genom hydrolys av kolesterolmolekylernas
sidokedjor. Dérefter konverteras pregnenolon till olika adrenokortikala hormon med hjalp av
specifika enzym som finns i binjurebarkens olika lager (Sjaastad el at., 2010). Kortisol och
kortikosterone syntetiseras hos bade manniskor och hastar men kortisol, ocksa kallat
hydrokortison, &r det dominerande hormonet (James et al. 1970; Toutain et al., 1988; Irvine
& Alexander, 1994; Rang & Dale, 2012).

Cirkulerande GK, savél endogena som exogena, ger en negativ feedback som hammar bade
hypothalamus produktion av corticophin-releasing factor (CRF) och adenohypofysens
produktion av ACTH vilket gor att kortisolinséndringen minskar. Forloppet har visats i
studier pa bl.a. manniskor, rattor, hundar och hastar (Zimmermann & Critchlow, 1969; Fehm
et al., 1979; Keller-Wood et al., 1983; Keller-Wood, 1989; Soma et al., 2005; Grady et al.,
2010).

Den endogena kortisolkoncentrationen i blodet varierar normalt 6ver dygnet. Det &r hogst
koncentration vid tidig morgon och koncentrationen minskar sedan gradvis under dagen till
en lagsta koncentration sent pa kvallen, vilket har visats hos manniska, apa, ratta och hast
(Hoffsis & Murdick, 1970; Weitzman et al., 1971; Bottoms et al., 1972; Evans et al., 1977;

4



Keller-wood & Dallman, 1984; Johnson & Malinowski, 1986; Toutain et al., 1986; James et
al., 1987; Smith et al., 1987; Irvine & Alexander, 1994; Grady et al., 2010). Grady et al.
(2010) visade att hos hast var kortisolkoncentrationen hogst mellan kI 06:00-08:00.
Koncentrationen sjonk sedan under dagen till en lagstaniva mellan kl 20:00-22:00, vilket
stdimmer Gverens med tidigare gjorda studier (Hoffsis et al., 1970; Bottoms et al., 1972;
Toutain et al., 1986; Irvine & Alexander, 1994). Den naturliga rytmen av kortisolfrisattning ar
kanslig for paverkan av olika faktorer i hastens miljo exempelvis stressande moment som
blodprovstagning eller hantering. For att minimera paverkan fran omgivningen vid
kortisolkoncentrationsmatning &r det darfor viktigt att standardisera miljé och
provtagningsrutiner (Irvine & Alexander, 1994; Grady et al., 2010).

Verkningsmekanism och effekter

Glukokortikoider paverkar kroppen genom en mangd olika reaktionsvagar och har ett brett
utbud av effekter (Rang & Dale, 2012). Endogent och exogent tillférda GK diffunderar
passivt over cellmembranet in i cellen. | cytoplasman binder GK till ett receptorkomplex som
kallas glukokortikoidreceptor-o. (GKRa). Ligand-receptorkomplexet transporteras darefter via
cytoskelettet genom cytoplasman in i cellkarnan. Val inne i kéarnan paverkar ligand-
receptorkomplexet uppreglering alternativt inhibering av gentranskription (Galigniana et al.,
1998; Beato & Klug, 2000; Wu et al., 2004; Sjaastad et al., 2010).

Som lakemedel anses GK ha storst betydelse genom dess antiinflammatoriska- och
immunosupprimerande effekter. En del av effekterna medieras genom att syntes av
proinflammatoriska cytokiner (e.g. IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, tumor necrosis factors-a) hammas
samtidigt som de antiinflammatoriska cytokinerna (e.g. 1L-10, IL-1ra, annexin-1) uppregleras.
Vid en inflammation leder de antiinflammatoriska effekterna till en minskad effektivitet av
neutrofiler, monocyter och mastceller samt att syntesen av prostaglandiner minskar. Minskat
uttryck av adhesionsfaktorer forsémrar transporten av neutrofiler ut ur blodkérl till
inflammerade omraden. GK:s immunosupprimerande effekter innebar bland annat att
immunforsvaret skiftar karaktdr mot ett T-hjélparcell2-forsvar (Th2-forsvar) (Guyton & Hall,
2006; Rang & Dale, 2012).

GK har ocksda metaboliska effekter t.ex. uppreglering av glukoneogenes och
proteinnedbrytning vilket leder till bieffekter som hyperglykemi och forlust av
muskelproteiner vilket framforallt ses vid langtidsbehandling. Kalciumbalansen kan ocksa
paverkas genom minskad Ca*-upptag fran mag-tarmkanalen samtidigt som utséndringen via
njurarna Okar vilket kan leda till osteoporos. Vissa GK har dessutom svaga mineralkortikala
effekter genom 6kad Na'-retention och K*-utsondring via njurarna (Rang & Dale, 2012).

Dexametason

Dexametason ar en potent syntetisk glukokortikoid. | Sverige finns idag tva beredningsformer
registrerade for anvandning till hast. Dexamentasonnatriumfosfat (Dexadreson® vet,
injektionslosning, 2 mg/ml, Intervet, Sollentuna, Sverige) ar en lattloslig forening med kort
halveringstid och dexametasonisonikotinat (Vorenvet® vet, injektionsldsning, 1 mg/ml,
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Boehringer Ingelheim Vetmedica, Malmd, Sverige) ar en svarloslig ester och fungerar som ett
depdpreparat med 18ng halveringstid. Isopto®-maxidex (1 mg/ml, Alcon Sverige AB,
Stockholm, Sverige) & en annan beredning av dexametason i ©gondroppar for
lokalbehandling (Fass® vet., 2013).

Studier pa manniska har visat att dexametason ar 30 ganger mer potent an endogent kortisol
att paverka negativ feedback och har 25 ganger hogre antiinflammatorisk effekt &n kortisol
(Guyton & Hall, 2006; Fass® vet., 2013). Vid dexametasongiva till hast har effekt pa den
endogena kortisolinséndringen pavisats i upp till 96 h efter administrering trots att
dexametason endast detekterats i blodet i 12h (Soma et al., 2005; Grady et al., 2010). Orsaken
till den fordrojda hamningen av endogent kortisol, trots icke-detekterbara nivaer, antogs bero
pa langsam elimination av dexametason i perifer vavnad men diskuterades ocksa kunna bero
pa okansliga analysmetoder (Toutain et al., 1984; Soma et al., 2005).

IL-10

Interleukin 10 (IL-10) &r en antiinflammatorisk cytokin som upptécktes 1989 av Mosmann et
al. Initialt namngavs den nyupptackta cytokinen till cytokine synthesis inhibitory factor
(CSIF). Ar 1990 férstod man att CSIF var en cytokin som paverkade manga olika celltyper
vilket 1ag till grund fér namnbytet till 1L-10 (Howard et al., 1992)

IL-10 har som uppgift att motverka inflammationsresponsen i kroppen for att undvika en
negativ och skadlig effekt. Studier pa Knock out-mass visar att de méss som saknar endogent
cirkulerande IL-10 hade hogre dodlighet vid infektion pa grund av en Overdriven
immunreaktion (Gazzinelli et al., 1996; Rennick et al., 1997). For att motverka en éverdriven
immunfrosvarsreaktion inhiberar IL-10 aktiveringen av T-celler, monocyter, makrofager och
dendritiska celler (Sabat et al., 2010).

Normalt &r plasmakoncentrationen av I1L-10 i blodet lag men vid infektion och inflammation
stiger nivaerna snabbt bland annat pa grund av okad koncentration av endogent kortisol
(Sjaastad et at., 2010). Pusterla et al. (2006) jamférde genuttrycket av IL-10 i blod med hjélp
av Real-time PCR (Polymerase chain reaction) mellan sjuka f6l som 6verlevde och fél som
dog. De fél som dog hade en signifikant hdgre uttryck av 1L-10. Burton et al. (2009) kunde
dock inte pavisa nagra signifikanta skillnader av koncentrationen 1L-10 i serum mellan friska
fol och fol med sepsis. Dock visade ett av de ej 6verlevande félen den hdgsta analyserade
koncentrationen av 1L-10, 857260 pg/ml, vilket var langt Gver de i Ovrigt analyserade
koncentrationerna hos andra fol i studien som var lagre d&n 100 000 pg/ml. Under samma
studie undersoktes aven plasmakoncentrationen av IL-10 hos 16 av folstona till bade
kontrollfél och fél med sepsis. Samtliga koncentrationer uppmattes till mellan <4-963 pg/mi
dar majoriteten av hastarna ej visade nagra detekterbara nivaer trots en metodkanslighet pa 4
pg/ml.



Farmakokinetik

Hos manniska ar halveringstiden fér IL-10 i serum 1,1-2,6 timmar (Li & He, 2004).
Motsvarande halveringstid hos hast ar annu okant.

Hur glukokortikoider paverkar IL-10

GK uppreglerar specifika gener vilket leder till 6kad syntetisering av 1L-10. Effekten pa IL-10
medieras genom att GK diffunderar genom malcellens cellmembran och binder till ett
receptorkomlex bestaende av Glukokortikoidreceptor-a (GKR-a), en dimer av Heat shock
protein-90 (Hsp90) chaperon, en p23 molekyl samt en tetratricopeptide repeat protein (TPR)
(Simons et al., 1989). I cellk&rna och cytoplasma cirkulerar inaktiva komplex och en studie av
Galigniana et al. (1998) kunde visa att komplexen finns i storst koncentration ute i
cytoplasman. Nar GK sedan bundit till komplexet sker en konformationsandring. Ligand-
GKRa-komplexet separeras fran de Ovriga stabiliserandemolekylerna och kan darefter
interagera med cellens cytoskelett via bindningsstallen som tidigare varit skyddade av bl.a.
Hsp90. Ligand-GKRa-komplexet transporteras langs cytoskelettet genom cytoplasma och in i
cellkédrnan (Galigniana et al., 1998; Wu et al., 2004). Val inne i cellkdrnan binder
homodimerer av ligand-GKRa-komplexet till positiva, alternativt negativa, glucocorticoid-
responsive elements (pGRE) i promotorregionen av cellens glukokortikoid-reglerade gener.
Transkription av antiinflammatoriska cytokiner t.ex. IL-10, IL-1ra, annexin-1 uppregleras
(trans-activation) pa sa satt. Antalet glukokortikoid-reglerande gener hos olika celltyper
varierar enligt litteraturen mellan 10-100 stycken. GKR-a kan ocksa interagera med ko-
aktivatorer t.ex. CREB-binding protein (CBP) och p300/CBP-activating factor (pCAF) for att
inducera histone acetyltransferase (HAT) aktivitet. Detta leder till ytterligare gentranskription
genom acetylisering av histoner, speciellt histone 4, vilket luckrar upp de harda bindningarna
mellan kromatin och histoner. Regulatoriska proteiner och RNA-polymeras 2 kan da lattare
tillgd det DNA som skall transkriberas och uppregleringshastigheten ¢kar (Berghe et al.,
1999; Ito et al., 2000; Barnes 2011).

En uppreglering av proteinuttryck samt genuttrycket av IL-10 som en effekt av GK bade via
inhalation samt vid intravends giva har visats i studier pa manniskor (Tabardel et al., 1996;
Gayo et al., 1998; John et al., 1998; Dandona et al., 1999).

Enzyme-linked immunosorbent assay

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) blev forst beskrivet 1971 av Peter Perlman och
Eva Engvall pa Stockholms universitet, dar de lyckades med att kvantifiera immunoglobulin
G ur serum fran kanin. Metoden fick stort genomslag under 70- och 80-talet och blev
standardmetod vid kvantifiering av olika proteiner. Detta tack vare att ELISA ersatte en &ldre
metod, Radioimmunoassay (RIA) som var bade farlig och opraktisk for laboratoriepersonalen
da arbetet innebar hantering av radioaktivt material. ELISA-testet hade &ven battre
sensitivitet, battre reagenshallbarhet, var relativt billig, hade kortare laborationstid och battre
reproducerbarhet (Hornbeck et al., 2000; Sachdeva & Asthana, 2007).



ELISA har idag manga olika betydelsefulla anvandningsomraden t.ex. Abbot determine-test,
vilket &r ett kit som anvands i utvecklingslander for att pavisa Human Immunodeficiency
Virus (HIV)-infekterade gravida kvinnor for att kunna forebygga Overforing av virus till
barnet under forlossning. Inom djurhalsovarden anvands ELISA i stor utstrackning vid
diagnostik (Arai et al., 1999; Palmer et al., 1999; Engvall, 2010). ELISA anvéands dven inom
forskning t.ex. vid utvardering av lakemedelseffekter och verkningsmekanismer.

Olika metoder av ELISA finns att tillga, men den vanligaste metoden for kvantifiering av
cytokiner ar sandwich-ELISA (Hornbeck et al., 2000; Whiteside, 2002). Under senaste aren
har en utveckling av metoden pagatt och inom en snar framtid kommer troligtvis de &ldre
ELISA-metoderna till stor del ersattas av Luminex-metoder som har béattre sensitivitet och
kan kvantifiera fler olika cytokiner at gangen (Burton et al., 2009).

I sandwich-ELISA anvénds antikroppar, capture antibody (cAb) specifikt framtagna for att
binda till epitoper pa den molekyl som skall kvantifieras. Antikropparna absorberas av
ELISA-plattans brunnar genom hydrofoba interaktioner. De immobiliserade cAb fangar sedan
upp det specifika antigenet i tillsatta prover under inkubering. Provmaterial som ej bundit till
antikroppar efter inkubering skoljs sedan bort. Dérefter tillsétts detection antibody (dAb) som
binder till en annan epitop pa antigenet och bildar ett komplex med cAb. Streptavidin-
horseradish-peroxidase (Strept-HRP) som d&r ett enzym binds till dAb och katalyserar
fargomvandling av en substratlésning som tillsatts. Mangden féarg som produceras under
processen &r direkt proportionell mot mangden cAb-antigen-dAb-enzym-komplex (Hornbeck
et al. 2000). Med hjélp av en spektrofotometer mats ljusabsorptionen i brunnen vid en given
vaglangd. Vérdena for absorption omvandlas sedan till koncentration genom att de beraknas
mot en standardkurva.

Vid en studie for att utvardera och jamfora saval kommersiella ELISA-kit som olika
laboratorier pavisades skillnader bade mellan de olika kitten och laboratorierna vad galler
absoluta koncentrationer. Trots dessa skillnader var de absoluta koncentrationerna i varje
enskild provserie av samma storleksordning (Fahey et al., 2000). God kvalitet pa antikroppar
ar den absolut storsta enskilda faktorn vilken paverkar analysens prestation vilket gor att
korrekt hantering av dessa ocksa ar viktigt. Vid valet av antikroppar bér man ta i berakningen
att vissa antikroppar har mojlighet att binda bada till 16st och bundet antigen medan andra
enbart kan binda till en typ (Whiteside, 2005). For att fa en sa noggrann kvantifiering som
mojligt bér man analysera prover i dubbletter eller tripletter samt inkubera standardkurva pa
varje enskild platta vilket fungerar som en internkontroll. Alla varden som ska anvéndas i en
studie maste ligga inom referensintervallet for standardkurvan eftersom varden utanfor
referensintervallet ar okanda. Dessutom ska all pipettering under laboration ske skyndsamt for
att minimera skillnader i inkubationstid (Hornbeck et al., 1991).

Antikroppar specifika for equint I1L-10 fanns inte att tillga forran 2008 (Wagner et al., 2008)
och eftersom homologin mellan humant och equint IL-10 bara &r 76 % har mé&tningar med
hjélp av antikroppar mot humant IL-10 inte varit mojliga hos hast (Fickenscher et al., 2002) .



De nya antikropparna har gjort det mojligt att studera hur denna antiinflammatoriska cytokin
paverkas samt medverkar i olika inflammatoriska processer hos hast.

MATERIAL OCH METODER

Djur

Sex friska varmblodstravare, 2 valacker och 4 ston, tillhérande Institutionen for kliniska
vetenskaper vid SLU, Uppsala, Sverige ingick i studien. De 2 valackerna ingick dven i en

pilotstudie (forstudie) som utfordes fore huvudstudien. Hastarna vagde mellan 430 och 588
kg. Aldern varierade mellan 6 och 20 &r.

Samtliga hastar var val anpassade till milj0 och hantering samt hélls i individuella boxar.
Under det forsta forsoksdygnet stod hastarna i box och hade fri tillgang till grovfoder, ho
alternativt hosilage, samt bjods vatten ur hink. Dag 2 fick hastarna 45 minuter skrittmotion
vid hand och utfodringen 0&vergick till normala invanda foderrutiner betraffande
grovfodergivan. Inget kraftfoder gavs under provtagningstiden.

Forsoket var granskat och godkant av Uppsala djurférsoksetiska ndmnd, Dnr C333/11.

Lakemedel och doser

Lakemedlet som gavs via infusion under 3 h var dexametason (Dexadreson® vet.,
injektionslosning, dexametasonnatriumfosfat, 2 mg/ml, Intervet, Sollentuna, Sverige) vilket ar
en lattldslig glukokortikoid registrerad for anvandning i Sverige (Fass® vet., 2012).

Malkoncentrationen av dexametason i plasma for de olika behandlingsgrupperna var: lagdos
(0,05 ng/ml), medelhdg dos (0,5 ng/ml) samt hégdos (5 ng/ml).

Studiedesign
Pilotstudie

Pilotstudien omfattade tva hastar vilka erholl lagdos respektive hogdos av dexametason.

Huvudstudie

Huvudstudien foljde ett upplagg baserat pa en randomiserad cross-over modell déar alla hastar
antingen fick placebo (fysiologisk NaCl) eller en infusion av dexametason i olika
koncentrationer. Varje hast hade ett uppehall mellan forsoken pa minst 5 och hogst 29 dagar.

Alla forsok startade 08:00 och inkluderade tva hastar fran samma behandlingsgrupp.



Utférande

En timme innan inforandet av infusionskanyl forbereddes hasten genom Klippning och
lokalbeddvades genom applicering av EMLA-kram (EMLA®, 25 mg/g + 25 mg/g lidokain
och prilokain, AstraZeneca, Sodertélje, Sverige) Over jugularvenen. Déarefter rengjordes
huden med Hibiscrub (kutan 16sning, klorhexidindiglukonat 40 mg/ml 4 %, Regent Medical
Overseas Limited, Irlam, Storbritannien) och sedan M-sprit (70 %, Kemetyl AB, Haninge,
Sverige). Varje hast fick en permanentkateter (Intranule, 2,0 x 105 mm, Vygon, Ecouen,
Frankrike) i vardera jugularven. Infusionskatetern férankrades i huden med tre enkla isolerade
suturer. All hantering vid kateterlaggning skedde enligt steril metodik och hastarna stod i
tvangsspilta under hela utférandet.

Infusion

En timme efter kateterlaggning gavs héstarna en sttdos av dexametason samt kopplades till
infusionsaggregatet och infusion av dexametason som spatts i fysiologisk NaCl, till en
slutvolym pa 400 ml, startade med hjalp av volymetriska infusionspumpar (Colleague, Baxter
Healthcare Corporation, One Baxter Parkway, Deerfield IL 60015-4625, United States).
Infusionen pagick i 3 timmar och direkt efter infusionsslut togs infusionskatetern bort medan
provtagningskatetern satt kvar under studiens 48 timmar. Given mangd lakemedel presenteras
i tabell 1.

Tabell 1. Stétdos, infusionsdos, samt koncentration av dexametason efter spadning i NaCl for de olika
behandlingsgrupperna

Behandlingsgrupp Lag Medel Hog
M?Ikoncentratlon i plasma (ng/ml) 0,05 05 5.0
Stotd.os (ug.(kg) 0.1 1 10
E;:ilonsimaizijs(it)lgignin efter spadnin 0.0675 0.075 075
(gl g padning— 5 20 200

Blodprovsprotokoll

Blodprov togs innan infusionsstart, ett sakallat O-prov. Under pilotstudien togs sedan
blodprover varje timme till och med 13 h samt vid 24 och 32 h efter infusionsstart. Vid
huvudstudien togs blodprover varje timme, fram till och med 6 h efter infusionsstart darefter
var 3:e timme till och med 12 h efter infusionsstart samt vid 24, 36 och 48 h.

Vid provtagning togs forst en liten mangd blod ur provtagningskatetern som vaskades.
Dérefter togs blod med en 20 ml spruta som dverfordes omedelbart till ett forkylt heparinror.
Blodproverna hélls sedan pa is, maximalt 30 minuter, tills centrifugering (1500 g, 10 minuter,
0-4°C). Plasman avskiljdes och alikvoterades till provror vilka omedelbart placerades i minus
70°C, dér de forvarades fram till analystillféllet.
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Analysering av IL-10
Val av prover for IL-10 analys

Fran pilotstudiematerialet analyserades samtliga plasmaprover fran den hast som fick hog dos
dexametason.

Med erfarenhet av pilotstudieresultaten valdes sedan foljande plasmaprover ut ur materialet
fran huvudstudien: 0-prov, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 24 och 48 h. Varje analystillfalle inkluderade
standardkurva och provserier fran samtliga behandlingsgrupper inklusive placebo fran samma
hést.

Laboration ELISA

IL-10 analyserades med ett kommersiellt ELISA-kit (#DY1605, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA). De antikroppar som anvandes var specifika for equint IL-10 (Wagner et
al., 2008) och medféljande standardprotokoll foljdes med ett fatal modifieringar. Alla plasma-
och standardprover analyserades i duplikat.

Capture antibody (cAb, #DY1605), med en koncentration av 144 pg/ml, spéads i phosphate
buffered saline (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO, , pH
7.2 - 7.4) till en total koncentration av 0,8 pg/ml. En 96-brunnars ELISA-platta (#DY990,
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) tillférdes cAb, med en total koncentration av 0,8
pl/ml, till varje brunn. ELISA-plattan férseglades med tackplast (#DY992, R&D Systems,
Inc., Minneapolis, USA) och inkuberades darefter i rumstemperatur 6ver natten.

Nésta dag tdmdes plattan ordentligt genom skakning mot rent papper. Darefter tillsattes wash
buffer (#WA126, 0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.2 - 7.4) till varje brunn och ELISA-plattan
tomdes ur pa samma satt som tidigare. Brunnarna tvéttades ytterligare 2 ganger, sedan
tillsattes Reagent diluent (RD) (#DY995, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) till varje
brunn for att blockera antikropparna. ELISA-plattan forseglades med tdckplast och
inkuberades i rumstemperatur under 1 timme.

Standardkurva

Standardprover forbereddes genom att standardlésning av 1L-10, 240 000 pg/ml, spéaddes i
RD till 20 000 pg/ml. | 6 steg halverades darefter koncentrationen i en spadningsserie genom
att spada 250 pl av standardldsningen i en lika stor del RD. Blanken bestod av 250 ul RD.
Efter varje spadning vortexades (Whirlimixer, Fisons Scientific Apparatus, Loughborough
Leicestershire, England) provroren 2 sekunder och centrifugerades i 7800 g (Centrifuge 5415
R, Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 6 sekunder i rumstemperatur. Standardkurvans olika
koncentrationer efter spadning var: 20 000 pg/ml, 10 000 pg/ml, 5000 pg/ml, 2500 pg/ml,
1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 pg/ml och 0 pg/ml.
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Plasmaprover

Plasmaproverna tinades langsamt upp pa is och vandes med jamna mellanrum. Samtliga
plasmaprover vortexades och centrifugerades enligt samma utférande som med
standardproverna.

ELISA-plattan tvattades enligt tidigare utférande och standardlésning eller plasmaprov
tillsattes varje brunn enligt ett forutbestamt schema déar varje prov duplikerades som kontroll.
ELISA-plattan forseglades darefter med tackplast och inkuberades i rumstemperatur under 2
timmar. ELISA-plattan tvattades darefter enligt tidigare utforande, samt ytterligare en gang pa
grund av att plasmaprovernas konsistens. Detection antibody (dAb, #DY1605), med en total
koncentration av 18 pug/ml, spaddes i RD till en total koncentration av 0,1 pg/ml. DADb
tillsattes till varje brunn, ELISA-plattan forseglades med tackplast och inkuberades i
rumstemperatur under 2 timmar.

ELISA-plattan tvattades dérefter enligt tidigare utférande och Strept-HRP (#DY998, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) spaddes i RD till ett férhallande av 1:200. Strept-HRP-
I6sning tillsattes sedan varje brunn. ELISA-plattan forseglades med tackplast och inkuberades
ytterligare 20 minuter i rumstemperatur utan ljusexponering.

Mindre an 15 minuter innan anvandning forbereddes Substrate solution (#DY999, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) genom spéadning av Color reagent A (Stabilized hydrogen
peroxide) i Color reagent B (Stabilized tetramethylbenzidine) till ett forhallande av 1:1.
Substrate solution tillsattes sedan varje brunn, ELISA-plattan férseglades med tackplast och
inkuberades 20 minuter i rumstemperatur utan ljusexponering. Efter inkubation tillsattes Stop
solution (#DY994, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) till varje brunn och ELISA-
plattan analyserades darefter i en microplatteavlasare (Wallac 1420 VICTOR? software
version 2.0, Torku, Finland) vid 450 nm samt 570 nm.

Berakning av resultat

Koncentrationen IL-10 berdknades med hjalp av den exponentiella standardkurvan som
inkluderades pa varje enskild ELISA-platta (Microsoft Office Excel, version 2007,
Microsoft®, Redmond, Washington, USA).

Den relativa koncentrationen berdknades genom att medelvérdet av duplikaten dividerades
med provseriens 0-provsvérde d.v.s. vardena normaliserades till koncentrationerna i O-provet
for varje hast. De relativa koncentrationerna fran olika behandlingsgrupper jamférdes mot
placebovarden med hjalp av Student’s t-test, parade varden (Microsoft Office Excel, version
2007, Microsoft®, Redmond, Washington, USA). Signifikansnivan sattes till P < 0,05.

Viérden fran varje hast inom de olika behandlingsgrupperna jamfordes ocksa genom

berdkning av kovarians, som &r ett statistiskt matt pa samvariation (Microsoft Office Excel,
version 2007, Microsoft®, Redmond, Washington, USA).
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Validering av ELISA
Repeterbarhet och variation

Standardkurvor testades under valideringen genom att standardlésning blandades och
inkuberades enligt standardprotokoll i olika medium. De olika medium som undersoktes var
RD, plasma, varmeinaktiverad plasma samt varmeinaktiverat serum. Varmeinaktiveringen
skedde genom uppvarmning under 60 minuter i ett 54°C varmt vattenbad. Standard tillférdes
sedan till medium i kand koncentration med ett referensintervall pa 313-20 000 pg/ml samt
79-20 000 pg/ml.

Standardkurvor och plasmaprover fran bade pilotstudien och huvudstudien jamfordes inom-
samt mellan analyserna med avseende repeterbarhet (coefficient of variation, CV %).
Plasmaprover fran pilotstudien analyserades tva ganger med 4 dagars mellanrum for att
kontrollera metodens repeterbarhet mellan analyser och fran huvudstudiens plasmaprover
beraknades dessutom CV (%) inom analysen. Alla CV-vérden beraknades pa duplikat.

Utbyte

Provserier med givna koncentrationer av 1L-10 i olika spadningsmedium, sakallade "spikade”
prover, analyserades. Koncentrationen var 10 000 pg/ml, 5000 pg/ml, 2500 pg/ml samt 1250
pg/ml i de 4 olika provserierna som testades. De olika spadningsmedium som testades var RD
och varmeinaktiverad plasma. Varje medium analyserades i 2 serier dar proverna fran en av
serierna vortexades och centrifugerades (VC) efter varje ny spadning. De olika provserierna
jamfordes sedan med avseende pa utbyte beraknat i % av tillsatt koncentration samt CV %
beraknat inom och mellan analyser. Aven obehandlad plasma frdn hast med tillsatt
koncentration av 1L-10 pa 10 000 pg/ml analyserades 2 ganger och jamfordes med avseende
att utvardera skillnaden i utbyte vid analys av samma prov vid tva tillfallen
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RESULTAT
Validering

R2-vardena for standardkurvor i olika spadningsmedium varierade mellan 0,0126-0,9965
(n=6) (se tabell 2). Standard 16st i RD gav hogsta R?-vardena mellan 0,9706-0,9965 (n=3).
Flera spadningssteg med lagre koncentrationer resulterade i samre R*-varde 0,9513 (n=1)
vilket dven spadning i annat medium gjorde, 0,0126 och 0,8395.

Tabell 2. R*-varden for samtliga standardkurvor av IL-10 i olika medium vid validering samt
repeterbarhet inom och mellan analyser under valideringen (n=6).

Spadningsmedium  R®varde CV (%) (medelvarde och range) Antal Antal
analyserad  analyser
Inom analys Mellan € prover
analyser
RD (lagsta konc.
313 pg/mi 13,1 (0,1 - 114 (44 - 42 3
0,9821* 42,6) 16,4)
RD (lagsta konc.
79 pg/ml) 11,1 (1,0 - 18 1
0,9513 36,0)
Varmeinaktiverad 21,5 (4,6 - 14 1
plasma 0,8395 44,8)
Varmeinaktiverat 16,6 (6,4 - 14 1
serum 0,0126 26,0)

*Medelvarde (n=3)
RD - Reagent Diluent
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Utbyte

Utbytet for spikade prover ar redovisade i procent av forvantad koncentration varierade
mellan 13 % och 111 % dér standardl6sning spadd i RD atergav den hogsta procenthalten av
den forvéntade koncentrationen (se figur 1). Repeterbarheten inom analyserna for de olika
provserierna presenteras i tabell 3. Den lagsta detekterbara nivan var 484 pg/ml.
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Figur 1. Den uppmétta koncentrationen IL-10 i procent av den forvantade koncentrationen
(medel + SD) i spikade provserier i olika medium (n=4) VC=vortexade och centrifugerade
prover mellan de olika spadningsstegen.

Tabell 3. Repeterbarheten inom analyserna av tillsatt mangd IL-10 i provserier med olika
I6sningsmedium och metod bl.a. reagent diluent (RD). Koncentrationerna av IL-10 inom
varje provserie var 1250, 2500, 5000 och 10 000 pg/ml. CV % &r raknat pa varje duplikat i
analysen och medelvardet av CV % redovisas i tabellen tillsammans med hdgsta och lagsta
varde

Lésningsmedium/metod Repeterbarhet, CV (%) Antal analyserade prover
RD (VC)* 56(1,3-9,7) 8
RD 7,0 (3,6-115) 8
Varmeinaktiverad plasma (VC)* 7,3(0,1-12,7) 8
Vérmeinaktiverad plasma 59(5,5-6,2) 8

* vortexade och centrifugerade prover mellan de olika spadningsstegen (VC)
RD - Reagent Diluent
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Pilotstudie

R2-vardet for pilotstudiens standardkurvor varierade mellan 0,9859-0,9942 (n=2). CV inom
analyserna for standardkurvorna var mellan 0,36-14,5 % och mellan analyserna 0,0 - 12,0 %.
CV inom analysen for plasmaprover var 0,33-19,2 % och den upprepade analysen av
pilotstudien gav ett CV mellan analyser pa 1,0-17,5 %. Alla CV-vérden berdknades pa
duplikaten.

Huvudstudie

R%varden vid samtliga standardkurvor varierade mellan 0,9257-0,9898 (n=6).
Repeterbarheten, CV, inom de analyserade plasmaproverna var 0,0 - 45,0 %. Alla CV-vérden
berdknades pa duplikat.

Koncentration IL-10 i plasma efter infusion av dexametason
Pilotstudie

Resultaten fran pilotstudien presenteras i figur 2. Den berédknade koncentrationen IL-10 i
plasmaproverna varierade mellan 204-518 pg/ml . 6 varden (211-313 pg/ml) hamnade utanfor
referensintervallet (313-20 000 pg/ml) men inkluderades anda.
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Figur 2. Upprepad analys av koncentration IL-10 i plasma fran en hast i pilotstudien efter
dexametasoninfusion fran 0-3h (malkoncentration 5000 pg/ml).

Huvudstudie

Endast hast 1, 2 och 3 hade koncentrationer inom standardkurvan (313-20 000 pg/ml). Vid
analys av hast 4 och 6 var samtliga koncentrationer av IL-10 i plasmaproverna under lagsta
punkt i standardkurvan. Hést 5 hade koncentrationer dver hdgsta punkt i standardkurvan.
Efter spadning av proverna var koncentrationen av IL-10 lika eller hogre. De berdknade
koncentrationerna av 1L-10 for hast 1-3 varierade mellan 307 pg/ml och 10 908 pg/ml IL-10 i
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plasmaproverna. De normaliserade koncentrationerna av IL-10, varierade mellan 0,4-2,08 och
ar redovisade i figur 3-5. Ingen signifikant skillnad sags mellan behandlingsgrupper jamfort

mot placebokontroll (P-vérde > 0,29).

Den beréknade kovariansen mellan olika hastars varden i behandlingsgrupperna varierade

enligt tabell 4.

Tabell 4. Kovarians mellan de olika behandlingsgrupperna samt placebokontrollernas resultatkurvor

Jamforda hastar Placebo Lag Hog
Hast 1 - Hast 2 -0,0006 -0,0002 0,0480
Hast 2 - Hast 3 0,0013 -0,0051 0,0648
Hast 3 - Hast 1 -0,0114 -0,0027 0,0292
Medelkovarians -0,0036 -0,0027 0,0473
Lagdos
1,8
1,6
14
2
g 12 —e—|[_8gdos
2 "\
s 10 —e—Placebo
Y —
0,6
0,4 T T T T
12 18 30 36
Tid (h)

Figur 3. Relativ koncentration IL-10 (medel %
(malkoncentration 50 pg/ml) samt placebo (fysiologisk koksaltlosning) infusion fran 0-3h

(n=3).
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Figur 4. Relativ koncentration IL-10 (medel + SD) i hastplasma efter dexametason infusion
(malkoncentration 500 pg/ml) samt placebo (fysiologisk koksaltlosning) fran 0-3h (n=3).
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Figur 5. Relativ koncentration IL-10 (medel = SD) i hastplasma efter dexametason infusion
(malkoncentration 5000 pg/ml) samt placebo (fysiologisk koksaltlésning) fran 0-3h (n=3).
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DISKUSSION

Syftet med denna studie var att se hur dexametason paverkar hastars plasmakoncentration av
IL-10 Over tid.

Validering

Utbytet var daligt nar spikade plasmakoncentrationer analyserades. Motsvarande varde for
spikad provserie spadd i RD var béttre, vilket indikerar att plasma paverkar utbytet negativt.
Det skulle kunna bero pa att plasma har en hogre komplexitet &n RD och att det ar detta som
paverkar analysering av IL-10 i plasma. Optimering av det protokoll som medférde analysen
genom vortexning och efterféljande centrifugering forbattrar utbytet med 10 % (7-14 %,
standardavvikelse 5 %) och anvéndes darfor i analysmetoden. Metoden behdver dock
optimeras ytterligare for att ge ett tillforlitligt resultat. Forlanga vortextiden kan kanske 6ka
utbytet ytterligare.

R2-vardena under analyserna varierade mellan 0,0126-0,9965 (n=6) for standard l6st i olika
medium. Standard 16st i RD gav de hogsta R*-varden mellan 0,9706-0,9965 (n=3). Standard
I6st i bade varmeinaktiverad plasma och varmeinaktiverat serum gav de lagsta vardena och
skulle kunna orsakas av komplexiteten i dessa spadningsmedium. Flera spadningssteg med
lagre koncentrationer i RD resulterade i ett samre R®-varde 0,9513 (n=1) trots ett béttre
utbyte. Spridningen mellan duplikat blev procentuellt stérre vid lagre koncentrationer vilket
paverkade RZ-vardet. Standardkurvan blev alltsd osakrare vid lagre koncentrationer an det
undre referensintervallet 313 pg/ml. Referensintervallet for standardkurva 313-20 000 pg/ml
anvandes darfor vid analys av provmaterialet.

For att ytterligare forbattra analysmetoden nar det galler paverkan pa homogeniteten i
plasmaprover bor betydelsen av ytterligare centrifugering och forlangning av vortextiden
undersokas. Aven hur spadning av plasmaproverna paverkar utbytet borde kontrolleras. Ett
plasmaprov med samma koncentration av I1L-10 bér ocksa inkluderas i samtliga analyser for
att kunna pavisa skillnader mellan analystillfallen. Dessutom bor trippletter av prover
anvandas, for att kunna exkludera externa vérden, s.k. outliers.

Koncentration IL-10 i plasma efter infusion av dexametason
Pilotstudie

Under analysen av pilotstudieproverna 18g R®-vérdena for standardkurvorna pd 0,9859
respektive 0,9942 vilket dverensstimmer med resultatet vid validering. Repeterbarheten var
god bade inom och mellan analyserna med undantag fran enstaka varden med ett CV pa 13,7
% och 19,2 %. Sex vérden (211-313 pg/ml) var lagre &n standardkurvans lagsta punkt men
inkluderades pa grund av att detta enbart var en forstudie som skulle ge végledning infor
huvudstudien.

Med ledning av pilotstudien valdes sedan provtagningstillfallen for att maximera
informationsmangden, och minimera kostnaderna vid analys.
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Huvudstudie

Stora skillnader kunde ses mellan analyser av absoluta plasmakoncentrationer 1L-10 fran de
olika héstarna. Trots dessa skillnader var de absoluta koncentrationerna for varje enskild hast
av samma storleksordning, vilket dverensstimmer med tidigare undersokningar (Fahey et al.,
2000), dar olika laboratorier och analyser jamfordes avseende kvantifiering av bland annat
humant IL-10. Om skillnaderna mellan hastar var pa grund av analysmetoden eller om det var
en skillnad mellan hastarnas absoluta koncentration av IL-10 gar ej att uttala sig om da
samtliga prover enbart analyserades en gang. Men en stark indikation att de hdga
koncentrationer som uppméttes var felaktiga dr att de absoluta koncentrationerna for
placebokontrollen hos tva héstar lag pa 2227 - 10907 pg/ml vilket skiljer sig fran de absoluta
koncentrationer som uppmatts hos friska ston (Burton et al. 2009). | denna studie pa 16 ston
kunde absoluta koncentrationer av IL-10 mellan <4-963 pg/ml pavisas. Majoriteten av
héstarna visade dock inte nagra detekterbara varden likt 2 av 4 ston (hast 4 och 6) i var studie.
Enligt en artikel av Sachdeva & Asthana (2007) om cytokinkvantifiering skall inga,
alternativt laga koncentrationer 1L-10 normalt cirkulera i blodomloppet vilket ytterligare
stodjer detta. Burton et al. (2009) anvénde sig av en luminex-metod vid analys av bland annat
IL-10 i serum. Metoden baserades pa samma typ av hastspecifika anti-1L-10-antikroppar,
framtagna av Wagner et al. (2008), men den undre gransen for referensintervallet var 4 pg/ml,
vilket ar avsevart lagre an i var studie. De icke méatbara koncentrationerna for hast 4 och 6
skulle aven kunna bero pa fel vid analysering eller provhantering, da I1L-10 &r ett protein som
latt forstors av t.ex. temperatur. De absoluta koncentrationerna for hést 5 hamnade ovanfor
den 6vre gransen av referensintervallet, 313-20 000 pg/ml, i standardkurvan. Plasmaproverna
spaddes darfor och vid analys av dessa Okade koncentrationen ytterligare. Jitsukawa et al.
(1989) kunde Oka sensitiviteten av ett ELISA genom att spada prover. Kanske paverkar detta
komplexiteten i plasma och okar utbytet vilket skulle forklara varfor koncentrationen ¢kade.
Da utbytet i plasma var sa lagt som <47% skulle de uppmatta koncentrationerna i plasma
ligga langt under de faktiska koncentrationerna. Vara vérden skulle i sa fall skilja sig mycket
fran de som tidigare visats hos hastar och manniskor vilket ytterligare tyder pa att
analysmetoden ej varit tillforlitlig. Inga studier har tidigare testat utbytet pa liknande satt som
i var studie och det hade varit intressant att kunna jamfora resultat.

De absoluta koncentrationerna skiljde sig mellan héstarna och darfor berdknades en relativ
koncentration av varje analyserat varde for att kunna jamfora hastar och olika behandlingar.
Vid berdkningen jamfordes variationen i absolut koncentration mot en “0-niva” i form av
varje provseries 0-provsvarden. Normalisering pa detta viset &r en stor felkalla da vilket varde
som anvands som O-prov har stor betydelse for resultatet. De normaliserade koncentrationerna
av IL-10 for de olika dexametasondoserna jamfordes mot placebo i ett parat t-test men ingen
signifikant skillnad kunde pavisas. Pa grund av lagt antal individer med, 3 hastar, pavisbara
koncentrationer inom referensintervallet for analysmetoden far varje hast och vérde stor
paverkan pa studieresultatet. Detta i kombination med stor spridning resulterar i dalig
signifikans och samre samvariation.

Inga studier finns tidigare rapporterade dér IL-10 hos hast undersoks efter dexametasongivai
plasma. Daremot finns motsvarande studier gjorda pa manniskor, bland annat (Dandona et al.,
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1999) dar 7 friska individer gavs en intravends dos pa 4 mg dexametason. Plasma
analyserades sedan med ELISA vid 1, 2, 4, 8 och 24 timmar efter lakemedelsgiva. L&gsta
detekterbara koncentration var 1,5 pg/ml. Grundnivan av I1L-10 var 4.8 + 1.8 pg/ml, en timme
efter lakemedelsgivan d6kade IL-10 koncentrationen till 5.6 + 1.8 pg/ml och pikade vid 4
timmar med en koncentration av 8.8 + 2.3 pg/ml vilket var 180 % av den uppmatta
grundnivan. Koncentrationen sjonk sedan ner under den uppmatta grundnivan till 24
timmarsprovet. Statistisk analys visade inga signifikanta varden, detta ansags vara pa grund
av lagt antal individer inkluderade i studien. Var studie visar en likartad tendens med
resultatet fran hogdosgruppen dock med en tidsfordréjning. Okningen skedde fran 5 + 1 (4-6)
h med en pik pa 134 % av det uppmatta O-provsvardet vid 9 timmar efter infusionsstart i
hogdosgruppen. Den relativa koncentrationen sjonk sedan ner, till ett medelvéarde pa 64 %
(standardavvikelsen 22 %) av det uppmatta O-provsvérdet, efter 48 timmar. Motsvarande
pikvarde for medeldosgruppen skedde ocksa vid 9 timmar och var 114 %. For hogdos i
pilotstudien var motsvarande varde 150 % och skedde vid 9 timmar efter infusionsstart. |
samtliga behandlingsgrupper inklusive pilotstudien sjonk koncentration av IL-10 i plasma
under O-provet vid 24 timmarsprovet. Likartad sankning vid 24 h noterades dven efter placebo
vilket skulle kunna bero pa en naturlig rytm av IL-10 i kroppen. Det finns inget i litteraturen
som pekar pa en naturlig rytm av IL-10 men da nivaerna aven kan paverkas av den endogena
kortisolkoncentrationen borde 1L-10 folja dessa. Att 0-proverna var hogre dan bade 24 och 48
timmarsprovet kanske kan bero pa att hastarna paverkades mer av blodprover och hantering
da detta skedde i tatare intervaller tidigt i studien. Grady et al. (2010) pavisar i sin studie att
kortisolfrisattningen ¢kar vid stressande moment exempelvis blodprovtagning eller hantering.

En annan forklaring till de laga vardena av IL-10 som uppmattes vid 24 och 48 h skulle kunna
vara skillnad i inkubationstid. Enligt Hornbeck et al. (2001) bor férdelning av provmaterial
ske skyndsamt for att minimera skillnader i inkubationstid mellan provserierna. Eftersom
plasma ar relativt svarpipetterat tar detta lang tid. Pa varje analyserad platta, en hast per platta,
fordelades proverna i foljande ordning: placebo, lagdos, medeldos och hdgdos av
dexametason. Detta skulle kunna forklara varfor samtliga behandlingsdoser uppmatte nagot
lagre koncentrationer 1L-10 jamfort med placebokontrollen i och med att de férdelades senare
an placebogruppen. Att provserierna sedan fordelades med O-prov forst for varje provserie
skulle kunna leda till att detta varde blir nagot hogre an de sist fordelade provernas varden, 48
timmar, pa grund av skillnad i inkubationstid. For att testa denna hypotes skulle proverna
kunnat analyseras i omvénd ordning.

Bade medeldos, hdgdos och pilotstudien (hogdos) uppvisar samma monster med en pik vid 9
timmar efter forsoksstart vilket skulle kunna antyda att dexametason paverkar uppregleringen
av IL-10 vid dessa koncentrationer. Kovariansen var i hdg- och medeldosgruppen positiv men
i placebo- och lagdosgruppen negativ vilket tyder pa en viss samvariation, om an liten, i tva
av dexametasongrupperna men inte mot placebo. Ingen signifikant skillnad kunde dock
pavisas mot placebogruppen i ett parat t-test. P4 grund av lagt antal individer, 3 hastar, far
varje hast och varde stor paverkan pa studieresultatet. Detta i kombination med stor spridning
och outliers resulterar i dalig signifikans och samre samvariation.
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Enligt litteraturen har luminex-metoder hogre kanslighet och jamfért med var ELISA-metod
bade battre repeterbarhet och mindre spridning (Burton et al., 2009). Om luminexmetoden
haller vad den lovar skulle det bli enklare att studera dynamiken mellan proteinuttrycket av
inflammatoriska- och antiinflammatoriska cytokiner eftersom metod klarar av att kvantifierar
flera olika cytokiner i samma prov. Dock boér komplettering med metoder for att kvantifiera
genuttrycket till att utforas for att fa storre dverblick dver produktionen av dessa cytokiner.

Sammanfattningsvis sags en svag antydan till att dexametason i medel- och hégdosgruppen
Okar koncentrationen av IL-10 i plasma jamfort med IL-10 koncentrationen i prov taget innan
behandling. Ingen signifikant skillnad kunde dock pavisas gentemot placebo. Tyvérr var den
anvanda ELISA-metoden inte tillforlitlig med plasma som medium och matbara resultat
kunde enbart ses fran 3 av 6 hastar vilket gor att resultatet bor tolkas med yttersta forsiktighet.
Ytterligare studier med annan metod for kvantifiering av bade proteinuttryck och genuttryck
av IL-10 samt ett oOkat antal inkluderade individer bor utféras for att utreda vilka
koncentrationer av dexametason som leder till en 6kning av IL-10 hos hast.

Tack till

Ett stort tack till Carina Ingvast-Larsson, Maria Lofgren, Jonas Tallkvist och Carl Ekstrand
som med stort engagemang handlett mig under mitt examensarbete. Tack dven till
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