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Bakgrund

Syfte och mal

Vid tavling och med tavling jdmstalld traning &r det viktigt for djurskyddet att det finns giltiga
karenstider for lakemedel som sékerstaller att endast irrelevanta koncentrationer av substanser
finns kvar i kroppen for att minska risken for skador. For hastens valbefinnande ar det aven
vitalt att vid behandling av sjukdom och skada att de doseringar av lakemedel som anvands &r
effektiva och sdkra dvs att risken for biverkningar halls till ett minimum. Projektets
langsiktiga mal ar att erhalla ett verktyg for att kunna faststalla lampliga karenstider for alla
glukokortikoider samt att kunna optimera behandling med glukokortikoider.

Biomarkdrer anvands allt mer for att diagnosticera sjukdomar och aven for att utvéardera
effekten av olika behandlingar. Glukokortikoider (tillhdr gruppen kortikosteroider)
uppreglerar bade syntesen och frisattningen av annexin-1 vilket ar ett protein som har anti-
inflammatoriska och smartlindrande egenskaper (Chen et al., 2013). For annexin-1 &r flera
signalvagar demonstrerade som 6kad frisattning av anti-inflammatoriska cytokiner samt
minskning av proinflammatoriska cytokiner (Baud et al., 1998; Ferlazzo et al., 2003; Chen et
al., 2013). Det finns aven publicerade studier som demonstrerar att om genen for annexin 1
slas ut (knock out) i djurmodeller med inducerad ledinflammation minskar
glukokortikoideffekten med upp till 100 % (Yang et al., 2004, Patel et al., 2012).

Annexin-1 ar saledes en viktig lank for glukokortikoiders terapeutiska effekter vilket gor
annexin till en aktuell kandidat som biomarkar for glukokortikoider.

For manga av de olika glukokortikoider (exempelvis dexametason, betametason,
triamcinolon) som rutinméssigt anvands till hast ar terapeutiska koncentrationer okédnda. En
biomarkdr i plasma for den terapeutiska effekten av glukokortikoiden dexametason innebéar
att det ar mojligt att faststalla terapeutiska koncentrationer i plasma for samtliga
glukokortikoider eftersom de utdvar sin effekt med samma mekanismer och signalvégar.
Kannedom om terapeutiska koncentrationen i plasma &r en forutsattning for att pa
vetenskaplig grund kunna faststalla relevanta karenstider fér glukokortikoider innan tavling
och med tavling jamstalld traning. Dessutom kan de nu i praxis anvanda doserna optimeras
for att minska risken for biverkningar.

Karenstiden for glukokortikoider for tavling och med tavling jamstalld traning maste
garantera att hasten inte har terapeutiska koncentrationer av glukokortikoider i kroppen
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eftersom dessa effektivt maskerar symtom fran en dnnu inte utlékt skada. Tavlas eller tranas
hasten under tavlingslika forhallanden innan skadan &r utlakt okar risken for skador i
rérelseapparaten. En biomarkor for terapeutisk effekt av glukokortikoider &r saledes angelaget
for djurvélfarden.

Teori

Adekvat lakemedelsbehandling av tavlingshéstar ar ett absolut krav ur djurskyddssynpunkt
vilket leder till att det inom dopningskontrollen &r en klar skillnad mellan kontroll av tilldtna
lakemedel och kontroll av forbjudna substanser. | jakten pa forbjudna substanser har
dopningskontroll-laboratorierna idag sa forfinade analysmetoder att irrelevanta
koncentrationer av tillatna lakemedel kan upptéckas under mycket lang tid efter det att hasten
blivit behandlad (Barragry, 2006). Till och med hastar som inte statt under behandling kan ha
pavisbara mangder lakemedel i urinen och testa positivt vid dopingprov. Detta beror pa
kontamination av miljon da hastarna statt uppstallade i boxar dar andra hastar tidigare
behandlats med lakemedlet (Norgren et al., 2001, Wennerlund et al., 2001). Tranares och
hastagares radsla for att testa positivt i dopningskontrollen kan leda till underlatenhet att
behandla hésten med kontrollerade lakemedel och att istéllet anvanda alternativa
behandlingsmetoder. Avsaknad av adekvat behandling ar naturligtvis ett djurvélfardsproblem.

En vég till 16sning pa dilemmat ar att det bade inom Norden och inom 6vriga Europa finns
rapporteringsnivaer s k screening limits i urin och plasma for tillatna lakemedel som ska
trygga att det inte &r laboratoriernas analyskanslighet som avgor om ett dopningsprov ar
positivt eller ej. Dessa screening limits har en vetenskaplig dokumentation till grund for att
sakerstalla att nivaerna av lakemedel inte utdvar effekt pa hasten (Toutain & Lassourd, 2002)
vilket innebér att hasten inte kan beddmas att vara dopad. Detta har borgat for att veterinarer
med lag risk kan anvanda manga lakemedel till hastar om lampliga karenstider for tavlan och
skotselrutiner iakttas. | Skandinavien ar karenstiden for tillatna lakemedel innan
tavling/traning faststalld av hastsportens organisationer for att sékerstélla att lakemedlet inte
langre utdvar sin effekt samt aven for att hasten ska beredas tillracklig vila efter en
behandling.

Inom héstsporten anvands i stor omfattning glukokortikoider for att behandla inflammation i
bland annat leder, ledkapsel, senor, ligament och andra mjukdelar. Glukokortikoider har stor
betydelse for adekvat behandling av dessa lidanden och ddrmed &ven for ett gott djurskydd.
Lokal behandling med glukokortikoider &r dock omdiskuterat och en 6kad risk for skador,
ibland fatala (exempelvis stressfrakturer kotben), i rorelseapparaten &r pavisad. (Riggs, 2014;
Whitton et al., 2014). Den okade skadefrekvensen antas bero pa att behandling med
glukokortikoider maskerar symtomen genom smartlindring och hastarna kommer for tidigt
tillbaka in i traning/tavling. Det &r alltsa angelaget for djurvalfarden att kunna faststélla
irrelevanta koncentrationer dvs som inte paverkar hasten i blod och i urin och aven faststélla
en adekvat screening limit bade i blod och urin. Karenstiden kan darefter bestammas.

Annexin-1 som &r ett antiinflammatoriskt endogent protein som frislapps och produceras vid
paverkan av glukokortikoider &r saledes en utmarkt kandidat till biomarkor for
glukokortikoiders terapeutiska effekt. Darfor har vi i studien métt koncentrationen av
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annexin-1 i blod och kommer sedan att koppla dessa till plasmakoncentrationerna av
dexametason for att faststalla terapeutiska koncentrationer.

Material och metoder

Plasma- och blodproverna som analyserades erhdlls i ett tidigare projekt ”Glukokortikoider
till hast - saker anvandning ur ett dopnings- och behandlings-perspektiv” som finansierats av
SHF (proj nr H1047221). Inga nya djurexperimentella studier behdvde darfor utforas. Sex
hastar har vid fyra tillfallen fatt en tre timmar lang intravends infusion av dexametason efter
en plasmakoncentrationshdjande startdos eller en infusion med koksalt. Varje omgang
foregicks av en wash-out period pa minst 1 vecka. Dos 1: placebo, dos 2: startdos 100 ng/kg,
infusion 22,5 ng/kg/h, dos 3: startdos 1000 ng/kg, infusion 225 ng/kg/h samt dos 4: startdos
10 000 ng/kg, infusion 2250 ng/kg/h. Dexametasondoserna &r utraknade med malsattningen
att plasmakoncentrationen av dexametason skulle bli 0,06 ng/ml plasma, 0,6 ng/ml plasma
och 6 ng/ml plasma. Efter en engangsdos av langtidsverkande dexametason (Vorenvet vet)
doserat enligt tillverkarens rekommendation var medelvérdet 0,6 ng/ml fér den maximala
plasmakoncentrationen av dexametason (Ekstrand et al., 2015). 6 ng/ml representerar en
uppskattad medelplasmakoncentration under ett dygn efter en engangsdos vattenlosligt
dexametason givet i blodet. Doserna som ar givna i forsoket speglar alltsa de doser som
anvands Kkliniskt i Sverige. Tretton blodprover fran varje hast har samlats under 48 timmar
(Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h, 36h, 48h). Blod har samlats i 10 mL plastror
och omedelbart transporterats i isvatten till -70° C. Blod samlades dven i Na-heparinror,
forvarats i isvatten och centrifugerats inom 30 minuter (3000 g/20 min/+4° C). Plasman har
sedan forvarats i -70° C . Plasman har sedan forvarats i -70° C . Allt arbete fram till -70 frysen
har skett <4 grader. Det fanns totalt 312 prover; 13 prov fran 6 hastar x fyra olika
koncentrationer.

Plasmakoncentrationen av annexin-1

Hast-specifik ELISA (Enzyme-Linked Immunsorbent Assay) som finns kommersiellt
tillganglig (Horse Annexin Al , ANXA1 ELISA Kit, Cusabio®,.China), avsags att anvandas
for analyserna i plasma.

Forsok att validera Horse Annexin A1, ANXAL ELISA Kit gav nedslaende resultat. Det var
till och med problem med att fa en godtagbar standardkurva i av tillverkaren testmedium (Fig
1). Valdigt manga prov hade dessutom negativ absorbans, inkl spikade plasmaprover. Det ar
ett tecken pa att nagonting fastnar pa botten av brunnarna mellan antikropparna.
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Fig 1. Standardkurva annexin Al i medium fran tillverkaren.

Vi valde att lamna ELISA-testet och fokuserade pa att finna en metod med storre precision,
eftersom dven standardkurva uppvisade stor variabilitet. Under senare ar har metoder med stor
precision utvecklats med hjélp av masspektrometri (MS) for att bestdmma proteiner i
biologisk material. Ett samarbete har darfor inletts med Margareta Ramstrom Jonsson, PhD,
Head of Facility, Docent i proteomik. Mass Spectrometry-based Proteomics, ScilLifeLab,
Institutionen for kemi — BMC, Analytisk kemi, Box 599, 751 23 Uppsala, for att utveckla en
MS-metod for att kunna analysera och kvantifiera annexin Alfran hastblod.

Resultat

Annexin A1l i helblod med hjalp av masspektrometri - metodutveckling

Initialt gjordes forsok att detektera annexin i bade plasma och helblod med en
standardplattform i proteogenomcis som tillhandahalls av SciLifeLab. De initiala resultateten
visade inte pa nagon detektion av annexin i provmeterialet. Projektet fortsatt med att utveckla
en riktad metod for kvantifiering av Annexin A1 i helblod fran hast.

Generell beskrivning: For att bestdmma koncentrationen av Annexin Al utvecklades en
masspektrometribaserad (MS-baserad) metod. Till proverna sattes en internstandard, ett ca 32
kDa stort protein i kategorin QPrEST. QPrESTar ar 25-35 kDa tunga proteiner som utgor
homologer till humana proteinsekvenser. For att fungera som internstandarder vid MS-
korningar ar samtliga argininer och lysiner inmarkta med tyngre isotoper, 13C och 15N.
Internstandarden sattes till helblodet i lamplig méangd och proteinerna i provet separerades pa
en SDS-PAGE gel. Da Annexin Al och QPrESTen &r av ungefar samma storlek kunde ett
band motsvarande 30-40 kDa skaras ut och analyseras. Bandet digererades med trypsin enligt
ett standardprotokoll.
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Mer detaljerat: Analysen utfordes pa helblod. 1,2 pL helblod spaddes 10 ggr i
ammoniumbikarbonatbuffert. Tva pL internstandard, QPrEST, av koncentrationen 0,062 uM
sattes till 16sningen. Provet separerades med hjélp av SDS-PAGE. Da targetproteinet och
internstandarden har ungefar samma storlek kunde vi pa detta sétt koncentrera proteiner i
storleksordningen 30-40kDa. Ett band motsvarande 30-40 kDa skars ut. Bandet digererades
med trypsin.

Fortsattning: Vid digerering av internstandarden erhalls en tryptisk peptid som ar analog med
den fran det nativa hastproteinet. Peptidsekvensen for denna &r: GTDVNVFNTILTTR . En
riktad MS-metod sattes upp pa en QExactive Orbitrap MS for att samla in data for
dubbelladdade joner av nativ peptid: 775,91 respektive tung peptid 780,91. En kvot baserad
pa arean av 6 MS-fragment fran denna peptid beraknades och omraknades till absolut
koncentration.

Metodutvardering

Ett kontrollprov utvarderades vid varje analystillfalle. Kontrollprovet bereddes 5-9 ganger per
héstkdrning och analyserades i duplikat. Spridningen for matvardena var vid varje
analystillfalle < 20%. Dock visade det sig att absolutvérdet for kontrollprovet varierade
kraftigt mellan analystillfalle 1 (h&st A) och 2 (hast B). Vi har observerat liknande tendenser
for andra projekt dar QPrestar har anvénts, och vi misstanker darfor att QPrESTarna inte ar
stabila for langtidsforvaring i buffert utan urea. Vi rekommenderar darfor att resultaten (se
nedan) for hast A och B framst anvénds for att studera skillnaderna inom varje hést (som
beretts fran samma standardspadning), men inte att titta pa absolutvarden mellan hastarna.
Relativa trender dr dock relevanta. Ett alternativ kan vara att normera matvardena mot
kontrollprovets medelvérde, ett annat att normera mot t.ex. Dag 1 for respektive hast.
Tillsats av internstandarden i olika mangd inom det aktuella koncentrationsomradet pavisade
acceptabelt linjart samband med regressionsanalys (Figur 2).
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Figur 2. Respons vid tillsats av olika mangd internstandard inom det aktuella matomradet
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Resultat fran tva hastar

Blodprover fran tva (A och B) av sex hastar har hittills analyserats pa sitt innehall av annexin
Al efter den hdgsta dosen av dexametason (startdos 10 pg/kg, infusion 2,250 pg/kg/h under
3h). Se figur 3.
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Fig 3. Koncentrationen av annexin Al i helblod fran 2 hastar behandlade med dexametason
under 3 h (startdos 10 000 ng/kg, infusion 2250 ng/kg/h) respektive fysiologisk Na CI.

Resultaten fran de 2 hastarna indikerar att exponering av dexametason ger en hogre
koncentration 6ver tid av annexin. Med endast 2 hastar analyserade ar det for tidigt att urskilja
nagot bestamt monster i frisattning och syntes av annexinet. Under varen kommer aterstaende
prover fran den hogst exponerade omgangen att analyseras.

Diskussion

Initialt var ambitionen att anvédnda en kommersiell antikroppsbaserad metod (ELISA) for att
kvantifiera annexinkoncentrationerna i provmaterialet. Da den analysmetoden inte var
applicerbar med avseende pa fragestéllning och provmaterial inriktades projektet istallet pa en
analysmetod baserad pa MS-teknik. Eftersom var samarbetspartners standard plattform inom
proteogenomics inte indikerade detektion av annexin i vare sig plasma eller helblod fick
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projektet inriktas pa en riktad metod for annexin. SciLifeLab har darfor validerat en helt ny
analysmetod for annexin i helblod fran hast. Utvecklingsarbetet har tagit tid dels beroende pa
metodens komplexitet och dels beroende pa att SciLifeLab har en stor belastning fran andra
uppdrag som tar tid i ansprak fran bade personal och analysinstrumenten. Saledes fortgar
arbetet fortfarande med att analysera provmaterialet och kommer sa att gora dven forsta
halvaret av 2017.

Med de sparsamma data som hittills erhallits ar det inte majligt att genomféra
farmakokinetiska-dynamiska (PK/PD) analyser. Efter det vi erhallit data fran resterande 4
héstar kommer om mojligt PK/PD genomféras med hjélp av kommersiellt datorprogram.
Genom att koppla dexametasons farmakokinetik (PK) med den 6kningen av annexin-1 i
plasma (PD) erhalls mojlighet att bestamma de plasmanivaer som kravs for terapeutiska
nivaer. Terapeutiska koncentrationer tillsammans med de farmakokinetiska parametrarna ger
grunden for en optimal dosering och relevanta karenstider.

Metoden kommer dven att kunna utvecklas och ge annu stérre precision i analysen. En
mojlighet ar att fran helblod separera fram leukocytern, dar annexinet till storsta delen finns
(Peers et al., 1993, Goulding et al., 2015). Genom att endast analysera annexin Al fran
leukocyterna minskar mangden 6vriga proteiner som kan stéra analysen.

Visar det sig att annexin Al &r en lamplig biomarkdr for den antiinflammatoriska effekten av
dexametason har vi ett férndmligt verktyg. Genom att utfora enkla administrationsstudier med
andra glukokortikoider kan vi da genom blodprov optimera behandling och bestaimma
karenstider utan att behéva genomféra avancerade experimentella studier med hjélp av
inflammationsmodeller in vivo.

Publikationer

Inga resultat har hittills kunnat publicerats eftersom metodutvecklingen for att analysera
annexin Al i helblod har varit tidskravande. VVar samarbetspartner SciLifeLab ar dessutom
hart belastade med andra uppdrag varfor det har tagit tid.

Resultaten kommer emellertid att publiceras i internationell vetenskaplig referee-granskade
tidskrifter for att forskare och veterindrer utomlands ska kunna ta del av resultaten.

For att nd ut till och fa kontakt med forskarkollegor kommer resultaten att presenteras vid
internationell konferens dar &mnen sadsom dopning, djurvalfard, biomarkorer tas upp.

Slutsatser (gillande nytta med rad till niringen)

Relevanta biomarkdrer for glukokortikoiders terapeutiska effekter ar av stor vikt i syfte att
oka djurvélfarden for tavlingshastar genom att pa vetenskaplig grund sakerstélla adekvata
karenstider. Annexin-1 kan vara en lamplig kandidat for den anti-inflammatoriska/analgetiska
effekten av glukokortikoiden dexametason. Biomarkdren kommer férhoppningsvis att kunna
anvandas i antidopningsarbete for att faststalla en rimlig och séker karenstid, samt optimera
dosering av dexametason i den kliniska anvandningen for att minska bieffekter. En relevant
biomarkdr for dexametason kan dven anvéandas for andra glukokortikoider
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(triamcinolonacetonid, betametason, metylprednisolon) och pa sa satt underlatta faststallandet
av karenstider. Det &r av yttersta vikt att glukokortikoider ska kunna anvandas inom
hastsporten utan att aventyra djurvalfarden. Studier kravs for att kunna faststalla vilka nivaer
av lakemedel i plasma/urin som inte utévar effekt pa hasten och darmed ligga till grund for
sporten att faststdlla adekvat karenstid. Sporten maste veta att de screening limits som
anvands garanterar att de koncentration av glukokortikoider under grénsen inte utdvar
farmakologiska effekter som paverkar hastens prestation eller kan utsatta hasten for 6kad
skaderisk. Detta ar ett krav fram for allt med tanke pa att vara sporthéstar maste kunna
erbjudas adekvat behandling vid sjukdom utan att sakerheten vid tavlingar aventyras.
Dessutom maste veterinarer, tranare och ryttare vara trygga i att efter behandling av héstar
med glukokortikoider &r den karenstid som anvisas tillacklig.

Resultatformedling till niaringen

Resultaten kommer att publiceras sa att veterinarer verksamma i Sverige kan fa tillgang till de
nya rénen.

Via Hastsverige.se, SLU & Hippocampus hemsidor och via hemsidor for
populédrvetenskapliga postrar och féredrag vid seminarier och andra moten kommer resultaten
att presenteras. Resultaten kommer aven att presenteras inom olika hastforum. Vara
ambitioner &r ocksa att spridning av resultaten via de 6vriga kanaler som anges i den
information som givits ut angaende forskningsbidrag fran Stiftelsen for Svensk
Héstforskning.
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