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Bakgrund

Dopningskontroll ar ett hjalpmedel inom hastsporten for att sdkerstalla ett gott djurskydd, att
sporten genomfors pa lika villkor samt dven att endast sunda djur anvands i avelsarbetet.
Djurskyddsaspekten innebar att endast friska djur tavlas och tranas for tavling samt att djuren far
tillracklig tid for rehabilitering efter en behandling. Enligt djurskyddslagen bade i Sverige och i Norge
far ett djur som trénas under tavlingslika férhallanden eller deltar i tavling pa tavlingsbana inte
utsattas for dopning eller andra otillborliga atgarder som paverkar djurets prestationsférmaga eller
temperament. Djuren far inte heller tavlas eller trdnas med tillatna lakemedel som kan maskera
smarta och inflammation eftersom konsekvenserna for djuret kan bli férvarring av skadan. Samband
mellan ldkemedlets plasmakoncentration och effekt d4r underlag bade for sdker och effektiv terapi
samt inom antidopningsarbetet.

Projektets mal var att underlatta anvandning av glukokortikoider till hast for att trygga en god
hastvalfard i kombination med en regelratt dopningskontroll. Glukokortikoider anvands i stor
utstrackning eftersom lakemedlen ar effektiva mot inflammatoriska processer.

Projektet innefattade tre delstudier med glukokortikoiden dexametason for att undersoka
sambandet mellan koncentrationen av dexametason och effekten pa olika biomarkérer , bade i
plasma och i inflammerad led. Aven den kliniska effekten av dexametason p& experimentellt
framkallad aseptisk artrit undersoktes.

Syftet i studie 1 var att faststélla kinetiken av dexametason efter intramuskular administration av
langtidsverkande (svarlosligt) dexametasonisonikotinat samt att mata effekten av dexametason med
hjalp av endogent kortisol som biomarkor. Forséket var godkant av férsoksdjursetisk namnd (2008-
10-31, C232/8). | studie 2 var syftet att ytterligare konfirmera sambandet mellan effekten pa kortisol
och koncentration av dexametason i plasma samt kartlagga sambandet mellan koncentration av
dexametason och effekt pa cytokiner (inflammationsmarkérer) och andra lampliga biomarkorer.
Forsoket var godkant av Uppsala djurférsdksetisk namnd (2011-12-22, C333/11). Studie 3 utfordes i
samarbete med Birgit Ranheim Institutt for mattrygghet og infeksjonbiologi (MatInf), Seksjon for
farmakologi og toksikologi (FarmToks), Norges veterinaerhggskole. Etiskt tillstand inhdmtades fran
Forsgksdyrutvalget (2013/61618-1) innan forsokstart. Syftet med studien var att f6lja koncentration-
tidsforloppet i ledvatska och i plasma efter injektion av dexametasonnatriumfosfat i inflammerad led.
Ytterligare syfte var att undersoka effekten av dexametason pa aseptisk artrit pa hast bade pa
biomarkorer i ledvatska och kliniska symptom.

Material och metoder

| Studie 1 behandlades sex varmblodiga travarvalackar med langtidsverkande dexametason (0,03 mg
dexametasonisonikotinat/kg intramuskulart - den av ldkemedelsfirman rekommenderade dosen).
Blodprov togs vid bestdmda tidpunkter, dagligen i 5 dagar innan administration av dexametason och i
4 veckor efter administrationen. Spontankastad urin samlades en gang dagen innan
dexametasongivan och darefter i 4 veckor. Blodprover togs kl 9 pa morgonen vid samma tidpunkt
som innan administrering av dexametason. Efter administrering av dexametason togs blodprover
enligt protokoll till och med dag 30.
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Varmblodstravare ( 4 ston och 2 vallacker) anvdandes dven under studie 2. Dexametason-
natriumfosfat med 3 olika doser eller placebo gavs som infusion under 3 h efter en intravends start -
dos for att snabbt erhalla 6nskad plasmakoncentration. Doserna var grundade pa resultaten fran
forsta studien. Varje individ fick samtliga doser (placebo, lag, mellan och hog) i slumpmassig ordning.
Mellan varje behandling var det minst en veckas wash out . Blodprover togs under och efter
infusionen enligt ett faststallt protokoll. Metodutveckling och validering av ett hastspecifikt
kommersiellt ELISA for kvantifiering av IL 10 och IL-1pB -receptorantagonist har utférts (Ahlberg,
2013; Bergenvall, 2013). Biokemiska markdorer har utvarderats i samarbete med Harold Tvedten och
medarbetare (resultat redovisas inom projektet H1247065), Institutionen for Kliniska vetenskaper,
avdelning Klinisk kemi. Cytokinerna IFN-a, IL-4, IFN-y, IL-17 och IL-10 analyserades med hjalp av sk
Luminex i samarbete med Bettina Wagner, Cornell University, College of Veterinary Medicine. En
metod att for isolera RNA och ge mojlighet att kvantifiera genuttrycket (mRNA) av interleukiner (IL-
1B, IL-10) sattes upp och utvarderades i ett pilotforsok. Helblod frystes in obehandlad (-70) for att
sedan tinas i RNA konserverande medium. Totalt RNA kvantifierades med en RNA specific Quant-iT
RiboGreen kit (Invitrogen) enligt medféljande instruktioner och integriteten bedomdes genom RNA
elektrofores med efterféljande UV visualisering av 28S- och 18S-ribosomala RNA band for att fa fram
kdnd mangd av icke nedbrutet RNA. Sedan kordes realtids-RT-PCR med genspecifika primers for att
mata det kvantitativa genuttrycket. Pilotresultatet var positivt och material samlades under
huvudstudien. Nar metoden utvarderades i storre skala konstaterades att RNA utbytet var
otillrackligt och kvaliteten pa RNA sviktande varfor ytterligare en metod att rena fram RNA ur
provmaterialet utvarderades med likvardigt resultat. RNA analyserna lyftes darfor ur forsoket
eftersom fortsatta analyser omajliggjordes inom projektets ekonomiska ramar.

| studie 3 anvandes varmblodstravare, 3 ston och 3 vallackar, i ett blindat, randomiserat cross-over
forsok. Lipopolysaccarid (LPS), 2 ng 16st i 2 ml koksaltlosning, injicerades i karpalleden vid tid 0. Tva
timmar darefter behandlades hastarna med antingen dexametason-natriumfosfat (i individuella
doser: 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1 eller 3 mg/led) alternativt placebo (NaCl) intraartikulart. Minst 3 veckor
wash-out mellan behandlingarna. Efter induktion av inflammation samlades ytterligare prover av
blod och ledvitska enligt faststallt protokoll. Innan induktionen av inflammationen samt vid varje
provtagningstillfalle mattes ledomfang, lokal hudtemperatur, tryckkanslighet och kroppstemperatur.
Hastarnas generella valfard/smartupplevelse utvarderades med composite measure pain scale,
CMPS. Eventuell hdlta utvarderas i trav (8 x 20 m rakt spar) bade objektivt av klinikveterinar (n=3)
med en 5-gradig skala samt objektivt med en sensorbaserad metod (Lameness Locator, LL)
tillsammans med Marie Rhodin, institutionen for kliniska vetenskaper, SLU. En baslinje av samtliga
kliniska variabler togs innan 0-provet. Bade ledvatskeproverna och blodproven har analyserats for
serum amyloid A (SAA) i samarbete med Stine Jacobsen vid Institut for Produktionsdyr og Heste,
faggruppe Medicin og Kirurgi, Kdpenhamns universitet. Ledvatskan har dven analyserats for IL-13
samt prostaglandin E, (PGE,) med hjalp av kommersiella Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays
(ELISAs). Samtliga kemiska analyser av dexametason och kortisol i biologiskt material har utférts med
hjélp av vatskekromatografi kopplad till masspektrometri (HPLC/MSMS) i samarbete med UIf
Bondesson och Mikael Hedeland, SVA.

De farmakokinetiska analyserna kopplade till effektmarkdrer har utférts i samarbete med Johan
Gabrielsson, Institutionen fér Biomedicin och Veterinar Folkhdlsovetenskap, SLU. Bade i studie 1 och
2 har kortisolhamningen bestamts och kvantifierats med hjalp av en turnover-modell . | studie 2 tar
modellen dven hansyn till den dygnsvariation kortisol uppvisar hos hast. Samtliga dosnivaer +
placebo har samkorts i analysen vilket gor att parametrarna kan bestimmas med battre precision.
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Resultat

Langtidsverkande dexametason (dexametasonisonikotinat)
Koncentrationsforloppen av bade dexametason och kortisol i plasma visas i fig. 1. Sankningen av
plasmakortisol ar statistiskt signifikant mot baslinjen mellan timme 4 och 144.
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De individuella plasma- och urin koncentrationerna visas i fig. 2. Halveringstiden var 38,7 £+ 19 h
(medel * SD), maximala plasmakoncentrationen var 0.61 +0.12 pg/L, tiden till maximal
plasmakoncentration 6,1 h. Dexametasonkoncentrationen i blod kunde kvantifieras upp till 9 dagar
(LOQ =0,025 pg/L). | urin var maximala uppmaétta koncentration 3,24-5,48 ug/L uppmatt i prov 22-36
timmar efter administrering av dexametason. Dexametason var kvantifierbart i urin (LOQ 0,15 pg/L) i
upp till 14,5 dagar (medel = 9,8+3.1 dagar). Den koncentration som ger halva maximala effekten
(1Cso) var 0.06 + 0.04 pg/L.
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Korttidsverkande dexametason-natriumfosfat (studie 2 och 3)

Studie 2

Plasmakoncentrationen av dexametason under och efter infusionen av dexametasonldsningen visas i
figur 3. Clearance var 0,51 L/h-kg (median, range 0,46 — 0,56), distributionsvolymen var 1,58 L/kg
(1,51-2,01) och halveringstid var 2,4 h (2,0 — 2,6). Kortisolkoncentrationer éver tid visas i figur 4 och
medianvardet for 1Cso var 0,04 ug/L (0,006-0,065 pg/L).

Inga kvantifierbara koncentrationer av cytokinerna IL-10 samt IL-1 RA kunde pavisas med hjalp av
kommersiellt tillgdngliga hastspecifika ELISA-kit eller cytokinerna IFN-a,, IL-4, IFN-y, 1L-17 och IL-10
som analyserades med hjalp av sk Luminex.
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Studie 3

Det inflammatoriska svaret pa den intraartikulara LPS-injektionen uppvisade stor variation mellan
individer. Samtliga hastar fortsatte bara vikt pa behandlade benet, om &n avlastat i vissa fall, och
samtliga kunde férmas att rora sig i bade skritt och trav utan stérre anmodan &n vid
baslinjematningarna. Ingen hast fordrade understodjande behandling eller kompletterande
smartlindring. Léikemedelskoncentrationerna analyserades i ledvatska samt i plasma fran samtliga
héastar och visas i fig. 5. Inga lakemedelskoncentrationer kunde kvantifieras i plasma fran den hast
som erholl lagsta dosen dexametason (0,01 mg). De farmakokinetiska analyserna ar inte slutférda vid
upprattandet av slutrapporten och kan darfor inte redovisas. De prelimindra analyserna indikerar
dock att upptaget fran den inflammerade leden till cirkulationen ar snabb (Maximal koncentration i
plasma noterades inom 40 minuter fran dexametasoninjektion i leden) och halveringstiden i
ledvatska ar ca 1-3 timmar.
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De farmakodynamiska analyserna ar inte fardigutforda vid upprattandet av slutrapporten och enbart
prelimindra data kan redovisas. Det forelag ingen skillnad i rektaltemperatur mellan
behandlingsomgangarna (P=0,09). Totala lokala temperaturhéjningen 6ver karpalleden var
signifikant hogre efter LPS behandling jamfért med kontralateralt obehandlat ben (P<0,001). Det
forelag ingen signifikant skillnad mellan dexametason eller placebobehandling (P=0,096) om alla
hastar inkluderades i analysen. Daremot, om hasten som fick lagsta dosen dexametason uteslots var
hudtemperaturen hogre under placeboomgangen (P=0,046). Det totala ledomfanget var signifikant
hogre efter LPS behandling jamfort med kontralateralt obehandlat ben (P<0,03). Det forelag ingen
skillnad mellan behandlingsomgangarna i vare sig LPS-behandlat ben (P=0,14) eller obehandlat ben
(P=0,55). Det var ingen skillnad i totalscore pa CMPS mellan grupperna (P=0,87). Haltan vid
veterindrbeddémning varierade mellan hastarna (variationsvidd 0,5-3,5 grader) och visas i fig. 6. Vid
fem av tolv behandlingstillfallen pavisades halta i frambenen innan induktion av inflammationen.
Dessutom pavisades bakbenshélta hos fem hastar. For fyra av sex hastar var haltan lagre alternativt
atergick till baslinjen snabbare efter behandling med dexametason i leden. Haltan hade antingen
atergatt till baslinjen eller noterades som 0,5 gradig 24 timmar efter LPS-injektionen.

Fig. 6. Forandring i halta
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Objektitv bedémt (LL) inducerade LPS behandlingen hélta hos fyra av sex hastar med fyrfaldig
variation (figur 7). Haltan var mest uttalad fyra till sex timmar efter induktionen av inflammation och
lakte ut inom 32 timmar pa samtliga hastar. Intraartikuldar dexametasonbehandling antingen
forhindrade haltutvecklingen hos tre av hadstarna och minskade graden av halta samt paskyndade
avlakningen hos den fjarde individen.
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Fig. 7. Asymmetri (differens mellan héger och vanster ben) i huvudets vertikala rorelse 6ver tid for sex hastar
uttryckt som forandring mot baslinjen (=0). Roda fyllda cirklar representerar LPS (2 ng/led)vid t=0 + NaCl
behandling vid t = 2 och bla fyllda kvadrater representerar LPS (2 ng/led) vid t=0 + dexametason-
natriumfosfatbehandling vid t=2 (doser angivna i figuren). Negativa varden indikerar asymmetri/halta pa
kontralateralt (obehandlat) ben.

IL-1B pavisades i koncentrationer 6ver LLQ (3,2 ng/mL) hos 5 av de 6 placebobehandlade héstarna 4-
10 h efter LPS-provokation. Koncentrationen varierade mellan 10 — 51 ng/mL. Efter injektion av
dexametason kunde IL-1B pavisas i ledvatskan fran 2 av hastarna 4-8 h efter LPS-provokation.
Koncentrationen varierade mellan <3,2-20 ng/mL. Koncentrationerna av PGE, foljde samma monster.

Diskussion

Dexametasons kinetik hos den varmblodiga travaren dverensstammer val med tidigare publicerade
data for fullblod (Cunningham et al., 1996; Soma et al., 2005; Grady et al., 2010; Soma et al., 2013).
Det finns inga tidigare studier rapporterade pa hast som har pavisat en relation mellan
plasmakoncetrationen och effekten av glukokortikoider. Resultaten av analyserna med hjélp av
turnover-modellen mellan studie ett och tva stammer dverrens och starker slutsatsen att det
existerar ett samband mellan plasmakoncentration och hamning av kortisolnivaerna dven da en
baslinje analys inkluderats. Vi har darmed kunnat vederlagga hypotesen att det saknas ett samband
mellan effekten av glukokortikoider och plasmakoncentration (Toutain et al., 1984; Soma et al., 2005;
Grady et al., 2010; Soma 2013). Anvdandandet av turnovermodellen mojliggoér ocksa framtida
utvardering av kortisolanalyser, t.ex. dexametasonhdamningstest vid diagnos av Cushings sjukdom hos
hast (Ekstrand et al., 2015, in press). De preliminara resultaten fran analysen av koncentrations-
effektsambandet mellan dexametason och metabola biomarkoérer pekar pa mer an en tiofaldig hogre
potensvarde (ECsp) for att hoja plasmakoncentrationen av glukos (Ekstrand et al., manuskript).
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ELISA-analyserna hade for dalig kdnslighet for att kunna kvantifiera koncentrationen av de
undersokta biomarkdrerna i plasma fran friska hastar (Ahlberg, 2013; Bergenvall 2013). Vid
analyserna utférda vid Cornell University pavisades inga samband mellan plasma exponeringen av
dexametason och uttrycket i plasma av cytokinerna INF-a, INF-y, IL-4 och IL-17. Inga
plasmakoncentrationer av IL-10 var hogre dn detektionsgransen for analysen varfor jamforelse
mellan exponerad och oexponerad omadjliggjordes. Det ar rimligt att anta att basaluttrycket av
cytokiner ar lagt i plasma hos den friska hasten. IL-10 har till exempel rapporterats i sa laga
koncentrationer att det inte ar detekterbart (LOD 4 pg/ml respektive 15 pg/ml) hos alla friska vuxna
héastar och f6l samt fol med sepsis (Burton et al., 2009; Lavoie-Lamoureux et al., 2012). En tankbar
anledning till de negativa resultaten ar att cytokinuttrycket i plasma ar for lagt for att detekteras med
de idag tillgdngliga analysmetoderna, dven efter behandling med dexametason som stimulerar
syntesen. En annan tankbar anledning ar for 1ag alternativt for kort exponering av dexametason for
att stimulera en syntes av IL-10 i den friska hasten eller att de mycket snabba tidsférlopp som manga
cytokiner uppvisar gjorde att vi missade en eventuell paverkan pa grund av begransat antal
blodprover. Det ar méjligt att en inflammationsmodell med systemisk paverkan (till exempel
intravends administration av LPS) skulle ge béattre svar pa fragestallningen hur cytokinuttrycket
paverkas av glukokortikoidbehandling.

Kinetiken av dexametason i leden visar liknande tidsforlopp som i plasma vilket indikerar att vid
behandling med |attl6sligt dexametason intraartikuldrt ar risken minimal att verksam substans
kvarhalls i inflammerad led vilket har betydelse fér vardering av karenstider infor tavling.

Kombinationen LPS + upprepad ledpunktion skapade en lokal reaktion i leden utan systemisk
paverkan som manifesterades i forh6jd hudtemperatur 6ver leden och ledfylinad men inte feber.
Avsaknaden av signifikant skillnad i svullnad och hudtemperatur mellan dexametasonbehandling och
placebo ar troligen en kombination av forséksdesign (individuella doser)och kort duration pa
inflammationsmodellen. En inflammationsmodell som varade upp till tva dygn hade varit 6nskvart
men svart att forsvara av etiska skal da samtliga djur dven placebobehandlades.
Veterinarbeddmning, LL samt markorer i ledvatska visar emellertid samma monster att
dexametasonbehandlingen har effekt mot inflammation dven i doser lagre dn vad som idag anvands
kliniskt (rekommenderad dos upp till 10 mg). Notera garna hasten doserad med 0,3 mg dexametason
(fig. 7). Den var innan LPS kategoriserad som ohalt av klinikveterinar och obestamt assymetrisk med
lameness locator. Efter dexametasonbehandling visade den pa halta pa motsatt ben vilket troligen
indikerar att den hade besvar fran bada frambenen men dexametasonbehandlingen slackte hiltan i
det behandlade benet sa den kontralaterala haltan blev detekterbar.

Resultatet fran tryckalgometrin redovisas ej da flera hastar visadepa god inlarningsférmaga infor
testmetodiken vilket féranledde bade osdkerhet ifall visad reaktion var smartframkallad eller
framkallad av forvantan infor kommande smarta samt flera matpunkter utan uppmatta resultat
eftersom hastarna genast drog undan benet. Av den orsaken har ingen ytterligare tolkning av
resultatet utforts.

En fordjupad PKPD-analys kommer att genomforas pa samtliga effektvariabler i syfte att ge mer
information om relationen mellan koncentration i ledvatska och effekt pa inflammationsmarkorer
och dven koncentration i plasma och effekt pa metabola biomarkérer.
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Slutsats

Det pavisade sambandet mellan plasmakoncentrationer av dexametason och effekt har stor
betydelse for optimal terapi och antidopningsarbetet. Sdkrare doseringsanvisningar for olika
beredningar av dexametason kan i framtiden minimera biverkningarna men med bibehallen effektiv
terapi och foljaktligen 6ka djurvélfarden. Dexametasonbehandling i led hade effekt mot inflammation
med doser lagre an vad som idag rekommenderas, vilket indikerar mojligheten att med lagre

doser bibehalla effektiv terapi med minskad risk for biverkningar. Inom antidopningsarbetet som
kontrollerar anvandningen av tillatna lakemedel har de nya kunskaperna om koncentration- och
effektsambandet samt kartlaggningen av kinetiken efter intramuskular injektion av
dexametasonisonikotinat stor betydelse for att trygga adekvat anvandning av dexametason till
tavlingshastar. Det sakerstaller ett gott djurskydd och att sporten genomfors pa lika villkor. Den
utarbetade farmakokinetik/farmakodynamikmodellen f6r dexametasons himmande effekt pa
kortisol kan vara ett anvdandbart verktyg for att optimera protokollet av dexametasonhdamningstest
for att diagnostisera Cushings sjukdom (Pituitary Pars Intermedia Dysfunction).

Ytterligare forskning ar angelaget for att:

- undersoka farmakokinetiken och effekten pa kliniskt relevanta biomarkorer fér andra
glukokortikoider som anvands systemiskt till hast

- i synovia undersoka kinetiken och dynamiken av langtidsverkande glukokortikoidldkemedel som
anvands lokalt mot ledinflammationer

Resultatformedling till ndringen
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Carl Ekstrand har dven varit inbjuden och presenterat resultat i samband med moéten inom NEMAC

(Nordic Equine Medication and Antidoping Committee).
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