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Sammendrag

Tittel: Biologisk behandling av ledd og seneskader: Cytokinprofil i autologt kondisjonert
serum og platerikt plasma hos hester med leddrelatert halthet
Forfattere: Mia Mehlum Henriksen, Anna Margreta Jacobsen, Karoline Mosand Reitan

Veileder: Cathrine T. Fjordbakk, Institutt for sports- og familiedyrmedisin

Halthet er et vanlig helseproblem hos hester, og det er behov og interesse for effektive
behandlingsmetoder for osteoartritt og sene- og ligamentlidelser. Vi har sett pa ‘biologiske’
behandlingsalternativer fremstilt fra pasientens eget blod, hos en gruppe hester med en
naturlig oppstétt leddlidelse. Formaélet var & se pé faktisk innhold av cytokiner og
vekstfaktorer 1 de framstilte produktene. I denne studien ble det tatt blod fra 20 hester med
osteoartritt, alle sammen travere i alderen 2-7 ar. Blodet ble preparert pa 4 forskjellige mater:
1)‘Ustimulert’ blod ble sedimentert 1 vanlige vacutainerrer 1 time i romtemperatur for
sentrifugering, deretter ble serum filtrert av; 2)’ Autologt kondisjonert serum’ (AKS) ble
inkubert 1 kommersielle AKS-beholdere 1 37°C 1 24 timer for sentrifugering og filtrering av
serum; 3)’Kontroll’-serum ble inkubert i vanlige vacutainerrer i 37°C 1 24 timer for
sentrifugering og filtrering av serum; og 4)‘Platerikt plasma’ (PRP) ble preparert direkte, uten
inkubering, gjennom en sentrifugeringsprosess i en spesialsproyte. Konsentrasjonen av IL-
1Ra, IGF-1 og TGF-f 1 de forskjellige preparatene ble malt ved bruk av kommersielt
tilgjengelige ELISA-kits, og det ble i tillegg satt opp en Multiplex-analyse for folgende
analytter: IFNy, IL1-a, IL1-B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), MCP-1, RANTES og
TNFa. Resultatene viste at IL-1Ra var tilstede i ustimulert blod, samt at det ble oppformert i
AKS. I denne studien skjedde ikke oppformeringen i like stor grad som vist i tidligere studier
pa friske hester. Kontrollprevene oppnidde en signifikant heyere konsentrasjon av IL-1Ra,

sammenlignet med ustimulert serum. Som tidligere vist, viste ogsa véar studie at de novo
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syntese av IL-1Ra skjer ved inkubering av fullblod, uavhengig om blodet inkuberes 1 vanlige
vacutainerror eller 1 spesiallagde AKS-system. I PRP var det en signifikant ekning av TGF-3
sammenlignet med ustimulert blod. Basalnivaet av IGF-1 1 ustimulert serum var hoyere enn
antatt hos friske hester, men det var ingen signifikant ekning av IGF-1 1 AKS eller PRP.
Multiplex-analysen viste ikke-detekterbare nivaer for de fleste analyttene. Om dette skyldes

analysefeil eller faktiske forhold i1 prevene vites ikke.
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Definisjoner og forkortelser

AAEP = American Association of Equine Practitioners

ACD = Acid Citrate Dextrose

AKS = Autologt kondisjonert serum

ABPS = Autologous Blood Processing System (Arthrex, Inc.)
ACPS = Autologous Conditioned Plasma System (Arthrex, Inc.)
BMA = Benmargsaspirat

CaCl, = Kalsiumklorid

COMP = Cartilage oligomeric matrix protein
CrSO4=Kromsulfat

ECM = ekstracellulert matrix

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

[FN-y = Interferon gamma

IGF-1 = Insulin-like growth factor 1

IgG = Immunoglobulin G

IL-1 (o, B) = Interleukin-1 (alfa og beta)

IL-1Ra = Interleukin-1-reseptorantagonist

IL-4 = Interleukin-4

IL-6 = Interleukin-6

IL-8 = Interleukin-8

IL-10 = Interleukin-10

[L-12 p70 = Interleukin-12

KON = AKS-serumkontrollpreve, blod inkubert i vacutainerrer ved 37°C 1 24 timer for serum

ble pipettert av
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MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1
MMP = Matrix metalloproteinaser

MMP-3 = Metalloproteinase-3

MMP-13 = Metalloproteinase-13

NSAIDs = Non-steroidal anti-inflammatory drugs
OA = Osteoartritt/osteoartrose

PBS-lgsning = Phosphate buffered saline/saltlgsing
PDGF = Platelet-derived growth factor

PPP = Platelet-poor plasma/ platefattig plasma
PRFM = Platerikt fibrinmatrix

PRP = Platelet-rich plasma/ platerikt plasma
RANTES = Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
RT-PCR = Real-time polymerase chain reaction
SAA = Serum Amyloid A

TGF-B = Transforming growth factor beta

TNFa = Tumornekrosefaktor alfa

USTIM = Kontrollpreve med serum, pipettert av etter 1 time i romtemperatur i vacutainerror
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Innledning

Halthet kan defineres som bevegelsesforstyrrelser som gir avvik fra normal gange.
Bevegelsesforstyrrelser kan ogsa utarte seg med diffuse symptomer som endret oppfgrsel eller
nedsatt prestasjon. Halthet forarsakes av smerte og/eller mekaniske defekter som pavirker
hestens bevegelsesmgnster. Derfor representerer halthet et dyrevelferdsmessig problem,
samtidig som det kan fgre til nedsatt prestasjon og bruksverdi. I en britisk spgrreundersgkelse
som rapporterte helsetilstanden i en populasjon pa 4730 hester (1), ble halthet som symptom
rapportert hos 18,6% av hestene. I denne undersgkelsen var halthet det hyppigst
forekommende helseproblemet, og 14,8% av halthetene var assosiert med degenerativ
leddsykdom (1, 2). Da degenerativ leddsykdom er en utbredt lidelse, kreves det velfungerende
behandlinger. Tradisjonell behandling av degenerativ leddsykdom dreier seg i hovedsak om
symptomatisk, men ikke terapeutisk behandling. Pa grunn av dette utvikles det stadig nye
behandlingsmetoder, og de siste arene har biologiske produkter utviklet fra pasientens eget
blod blitt mer og mer populert, bade i human- s vel som i veterinermedisin. Autologt
kondisjonert serum (AKS) og platerikt plasma (PRP) er to slike preparater som via

forskjellige mekanismer kan fungere ved & dempe betennelse og fremme helingsprosesser.

Osteoartritt/osteoartrose

Halthet har som nevnt ofte tilknytning til ledd. Hester er fluktdyr fra naturens side, og for a ha
muligheten til a forflytte seg raskt ma hesten ha et funksjonelt bevegelsessystem.
Hgybevegelige ledd, slik som koden og carpus, er mer utsatt for skader eller slitasje enn
lavbevegelige ledd, slik som kronledd og glideleddene (3). Et ledd binder to knokler sammen,

der det subkondrale beinvevet i enden av knokkelen, dekket av leddbrusk, utgjer selve
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leddflaten. Leddbrusken er generelt cellefattig og kondrocyttene utgjgr omtrent 1-12% av
volumet (3). Kondrocyttene produserer ekstracelluler matriks (ECM) som hovedsakelig
bestar av kollagen, proteoglykaner og vann. Leddbrusken er med pa a skape en overflate som
gjor at leddflatene kan bevege seg i forhold til hverandre med minimal friksjon (4).
Kollagenet har viktige mekaniske stgtteegenskaper, spesielt pa grunn av organiseringen i
arkadestrukturer som strekker seg gjennom hele brusken og er forankret i det dypeste
kalsifiserte laget. Proteoglykaner er stgrre molekyler som ligger spredt mellom
kollagenfibrillene, og de danner aggregater rundt hyaluronsyre (5). Proteoglykaner tiltrekker
seg vann, og gir brusken en stgtabsorberende egenskap (6). Selve leddhulen er kledd med en
synovialmembran og er fylt med leddvaske. Synovialmembranen produserer hyaluronan,
kollagen, lubricin, matrix metalloproteinaser, interleukiner og prostaglandiner til leddvasken.
Disse bidrar til de metabolske prosessene, som i et friskt ledd er i likevekt mellom det anabole
og katabole (7). Leddveasken tilfgrer smgring til leddet pa grunn av innholdet av hyaluronan
og lubricin. I tillegg sgrger leddvasken for naring og fjerning av avfallsstoffer, siden brusken
selv mangler vaskularisering og lymfekar (8). Brusken mangler ogsa nerver, lesjoner kun i
brusken vil derfor ikke vere smertefulle. Smerter relatert til leddlidelser kommer fra ikke-
myeliniserte nervefibre som finnes i leddkapselen, synovialmembranen og subkondralt
beinvev (9). Det er mange komponenter i et ledd som bidrar til normal funksjon, og patologi i

leddet oppstar nar det er dysfunksjon i en eller flere av disse komponentene.

Osteoartritt/osteoartrose (OA) er en progredierende degenerativ leddsykdom som fgrer til tap
av leddbrusk, og etter hvert redusert bevegelighet, subkondral sklerose og paleiring av
beinvev (10, 11). Osteoartritt/osteoartrose oppstar nar brusken blir utsatt for slitasje eller en
skade (12). Et traume pa brusken pavirker synovialmembranen til & gke sekresjonen av

cytokiner, proinflammatoriske mediatorer og det proteolytiske enzymet matrix
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metalloproteinase (MMP). Disse komponentene kan bryte ned brusken, og fgrer leddet over i
en katabol tilstand. Synovitt er derfor en viktig padriver for videre utvikling av sykdom i
leddet, og inflammasjonsfaktorer spiller en sentral rolle (13, 14, 15). Hvis dette ikke blir
korrigert kan det medfgre ytterligere nedbrytning av brusk og etterhvert skade pa subkondralt
beinvev. Denne prosessen vil i tillegg vere selvforsterkende ved at bruskbestanddeler og
debris fgrer til gkt fagocytose og gkt produksjon av cytokiner og betennelsesmediatorer (16). I
et sykdomsforlgp som beskrevet over foregar det altsa inflammatoriske og degenerative
prosesser samtidig. Disse prosessene kan ogsa forsterke hverandre, og kulminere i en
overveiende katabol tilstand som resulterer i tap av leddbrusk. Tap av brusk gir leddet nedsatt
kompresjonsmotstand, nedsatt mekanisk styrke, gkt friksjon og det vil vere mer utsatt for
slitasje. Leddvasken vil ogsa bli mindre viskgs pa grunn av redusert hyaluronkonsentrasjon

og dette vil fgre til ytterligere gkt friksjon i leddet (17).

Kliniske tegn pa OA er leddfylning pa grunn av synovial effusjon, nedsatt bevegelighet, tap
av funksjon samt smerte som resulterer i halthet. Ved vedvarende OA kan man se
rgntgenforandringer som paleiringer med osteofytter, smal leddspalte, sklerose eller lysis av
subkondralt vev, og i noen tilfeller osteokondrale fragmenter (9). Det kan imidlertid vere
darlig samsvar mellom rgntgenforandringene og de kliniske tegnene, spesielt tidlig i forlgpet
(9). En mer sensitiv diagnostisk modalitet kan da vare artroskopi, der en via direkte
visualisering av leddflaten kan avdekke tynn brusk, slitasje og i noen tilfeller eksponert
beinvev. Graden av skade blir bestemt ut fra stgrrelsen pa lesjonen og hvor dyp skaden er.
Mulighet for heling og regenerering av normal funksjon vil ogsa pavirkes av anatomisk

lokalisering (18, 19).
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Brusken selv har en begrenset evne til heling og reparasjon. En av arsakene til dette er det
lave innholdet av kondrocytter i brusken og at disse cellene har begrenset evne til
regenerasjon og mitotisk aktivitet (9, 12). I tillegg vil tapet av ECM i brusken vare hgyere
enn kondrocyttenes produksjon av kollagen og proteoglykan. pa grunn av lite effektiv gkning
i produksjonen av kollagen og proteoglykan (9, 12). Sma og overfladiske lesjoner har en viss
evne til heling og fgrer vanligvis ikke til videre degradering av brusken, leddet kan derfor fa
tilbake sin normale funksjon (20, 21). Stgrre lesjoner som strekker seg gjennom hele brusken
vil bli reparert med innvekst av fibrgst vev fra omkringliggende vev, som omdannes til fibrgs
brusk (18, 22). Fibrgs brusk har ikke de samme biomekaniske egenskapene som frisk
leddbrusk innehar. Leddbrusk har som tidligere nevnt en unik oppbygning med blant annet
organiseringen av kollagenfibre i arkadestrukturer som bidrar til strukturell stgtte. Fibrgs
brusk har ikke den samme oppbygningen og har heller ikke samme tilheftning til det
subkondrale beinvevet (18, 23). Normal belastning kan dermed fgre til at lesjoner reparert
med fibrgs brusk blir utsatt for videre skade og degenerasjon. Statistisk sett heler sma lesjoner
i et vektbarende omrade bedre sammenlignet med stgrre lesjoner og ikke-vektbarende

lesjoner (18).

Studier og analyser har forsekt & kartlegge tilstanden 1 ledd ved degenerative leddsykdommer,
men selve utviklingen fram til det degenerative stadiet vet man lite om. Arsaken til dette kan
veaere at diagnosen 1 de fleste tilfeller ikke stilles for kroniske forandringer har oppstétt. Det er
vist gjennom immunhistokjemiske analyser at spesifikke cytokiner og vekstfaktorer har gkt
ekspresjon 1 leddbrusk med degenerative forandringer som samsvarer med OA (24). Det gir
grunn til & tro at disse komponentene ogsé har en vesentlig relevans 1 utvikling av lidelsen. De

cytokiner og vekstfaktorer som er vist & ha en gkt ekspresjon er blant annet IL-1, TNFa, IL-6,
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IL-10, TGF-B og IGF-1 (24). Kort beskrivelse av deres funksjon og opphav og eventuelle

okning 1 AKS og PRP er vist 1 tabell 1.

Inflammasjon er en prosess som starter med aktivering av makrofager som setter i gang en
inflammasjonskaskade ved a produsere cytokinene IL-1 og TNFa. IL-1 produseres av
makrofager, endotelceller og epitelceller, og sarlig IL-1p er sett p4 som en nekkelkomponent
ved inflammatoriske tilstander. Det er en viktig mediator for ekt vaskulaer permeabilitet,
kjemotaksis og leukocyttaktivering (25). IL-1 fungerer ogsd pa hypothalamus ved & indusere
feber, og setter 1 gang syntese av akuttfaseproteiner i leveren (26). TNFa produseres av
makrofager og T-celler og har mange av de samme egenskapene som IL-1, men i tillegg setter
den 1 gang katabole prosesser og apoptose. IL-1 er essensielt for aktivering av TNFa, som
deretter forer til beinerosjon og osteoklastaktivitet i ledd (27). IL-6 er et annet
proinflammatorisk cytokin som produseres av makrofager, endotelceller og T-celler. I likhet
med IL-1 stimulerer det til syntese av akuttfaseproteiner i leveren og induserer feber. Det har
ogsa effekt pd B-celler og forer til proliferasjon av antistoffproduserende celler (26). IL-10 er
et cytokin som demper inflammasjon. Det produseres av makrofager og dendrittiske celler, og
har som effekt & inhibere makrofagers proinflammatoriske funksjoner (28). TGF-f3 og IGF-1
er vekstfaktorer som er relevante ved remodellering av den skadede brusken. IGF-1 er et
peptid som har en rolle i sarheling og keratinocyttmigrering, og stimulerer beinmatriks og
stripet muskulatur. Det er sett en positiv effekt pa heling av kollagent vev ved tilfersel av
IGF-1 (29, 30). TGF-B har mange funksjoner som blant annet inkluderer regulering av
cellemigrering, neovaskularisering og angiogenese (31). TGF- har effekter pA ECM ved a
stimulere fibroblasters syntese av proteiner som for eksempel kollagen (32). Det er ogsa sett

okte konsentrasjoner av TGF-f 1 osteofytter (33). TGF-3 har mange funksjoner, som
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inkluderer regulering av cellemigrering, neovaskularisering og angiogenese (31). TGF-3 har

effekter pA ECM ved & stimulere fibroblasters syntese av proteiner som kollagen (32).

Tabell 1: Oversikt over utvalgte pro- og anti-inflammatoriske cytokiner og vekstfaktorer, deres
funksjoner og opphav, samt okning (vist med 7) i de biologiske preparatene AKS og PRP, sammenlignet

med kontrollprover.

Funksjon Opphav AKS PRP
Pro-inflammatoriske:
IL-1B Fremmer inflammasjon. @ker Monocytter,
kollagensyntese, kondrocyttaktivitet, makrofager, ) )
fibroblastaktivitet, benresorpsjon. Gjer dendrittiske (395) (36)
vaskulere endotelceller adherente for celler,
neytrofile granulocytter, stimulerer deres | naytrofile
produksjon av kjemokiner og fremmer granulocytter
dermed kjemotaksis. Induserer feber.
Fremmer produksjon av
akuttfaseproteiner. Fremmer katabolisme
av muskelprotein (34).
TNFa Trigger frigjering av kjemokiner og Endotelceller,
cytokiner fra nerliggende celler. Fremmer = T-celler, B- 0 0
adheranse, migrasjon, attraksjon og celler, (395) (36)
aktivering av leukocytter. Fremmer fibroblaster,
antigenpresentasjon og T-celleaktivering.  neytrofile
Trigger endringer i vaskulere granulocytter,
endotelceller, og gir kardinaltegn pa mastceller

inflammasjon; varme, hevelse, smerte og

rodhet. (37)
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IL-6

Anti-inflammatoriske:

IL-1Ra

IGF-1

TGF-B

IL-10

Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

Pévirker inflammasjon og adaptiv
immunitet. Fremmer
inflammasjonsrespons ved vevsskade.
Regulerer overgang fra neytrofil- til
makrofagdominert inflammasjon.
Fremmer differensiering av B-celler.
Stimulerer akuttfaserespons. Har
antiinflammatorisk virkning ved & hemme
IL-1, samt gke produksjon av IL-1Ra og
IL-10. (38)

Hemmer aktiviteten til IL-1, ved & ha
antagonistisk effekt pa IL-1-reseptorer
(40).

Fremmer celleproliferasjon (42).

Fremmer celleproliferasjon og vekst.
Stimulerer fibroblasters produksjon av
ECM. Regulerer makrofagaktivitet.
Reduserer T- og B-celle-proliferasjon, og

fremmer apoptose av disse (44).

Hemmer medfedt og ervervet
immunrespons. Hemmer produksjon av
IL-1, IL-6 og TNFa. Stimulerer
produksjon av IL-1Ra. Induserer apoptose
av makrofager og mastceller i utvikling.

Hemmer antigenpresentasjon (45).

-13 -

Makrofager,

T-celler, 0
mastceller, (39)
neytrofile

granulocytter

Naytrofile
granulocytter, )
makrofager,

monocytter

Makrofager

(35)

Blodplater,
makrofager, )
ngytrofile (35)
granulocytter,

B- og T-celler,
dendrittiske

celler,

fibroblaster.
Makrofager,
dendrittiske 0
celler, T- (395)
celler, NK-

celler, B-

celler,

mastceller,

neytrofile.

(35,41)

(36)

M
(43)

(43)

(36)
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Sene- og ligamentskader

En annen viktig arsak til halthet hos hest er skader i sener og ligamenter. Disse skadene tar
ofte lang tid & hele og faren for residiv er stor. Sener bestar av fast bindevev som fungerer
som en forlengelse av muskelen og fester denne til skjelettet. Den overflatiske bgyesenen,
dype bgyesenen og gaffelbandet er spesielt utsatt siden de ma bare mye vekt under normal
bevegelse. Disse strukturene er lokalisert palmart og plantart pa den distale delen av
ekstremitetene (46). Gaffelbandet ligger nermest pipeknokkelen og har utspring rett nedenfor
carpus pa frambeinet og hasen pa bakbeinet, og strekker seg ned til kodesenebeina.
Ligamentet deler seg i to forgreininger proksimalt for kodesenebeina, fester seg pa hvert sitt
kodesenebein og avgir en ekstensorgrein som tilhefter til strekkesenen dorsalt pa kodebeinet.
Hovedoppgaven til gaffelbandet er a gi stgtte til og hindre hyperekstensjon av kodeleddet.
Den dype bgyesenen ligger mellom gaffelbandet og den overfladiske bgyesenen, og har som
funksjon a bgye hovleddet. Den strekker seg fra musculus flexor digitorum profundus, over
kode- og hovsenebeina og har tilhefting til solar-siden av hovbeinet. Den overfladiske
bgyesenen strekker seg fra musculus flexor digitorum superficialis og over kodesenebeina,
deretter deler den seg i to hvor den ene delen hefter til kodebeinet og den andre delen fester

seg til kronbeinet. Hovedoppgaven til den overfladiske bgyesenen er a bgye kodeleddet (47).

Sener har stor strekkstyrke i fiberretningen og overfgrer kraft fra muskelen til knokkelen. De
har ogsa en viktig stgttefunksjon. Sener er bygget opp av flere mindre enheter som er
organisert i et parallelt mgnster (48). Cellene i senen er spesialiserte fibroblaster og kalles
tenocytter, som er ansvarlig for produksjon og vedlikehold av ECM. Tre ulike
cellepopulasjoner er identifisert, men funksjonen til disse er ikke fullstendig kartlagt. Det er
tydelig at celletypene har ulik metabolsk aktivitet, da celletypene har ulik lokalisasjon i senen,

samt at deres komposisjon endres med hestens alder. Den viktigste komponenten i ECM er
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kollagen type 1. Nar en hest er i vekst og senene utvikles, vil kollagenmolekyler bli satt
sammen til kollagenfibriller ved hjelp av Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP).
Mengden COMP blir pavirket av hvor stor belastning senen utsettes for nar hesten er i vekst,
og det er sett en sammenheng mellom gkt mengde COMP og senens strekkstyrke (49), (50).
Kollagenfibriller gar sammen i bunter med kryssbindinger mellom seg og danner
kollagenfibre. Kollagenfibrene er igjen organisert i bunter og danner stgrre enheter, kalt
fasikler. Disse har en bglgeform nar senen er avslappet, noe som gjgr at senen kan bli lengre
ved belastning. Fasiklene blir bade omgitt og bundet sammen av endotenon, et Igst bindevev.
Endotenon er viktig fordi det tillater at enhetene av kollagenfibrene kan gli over hverandre nar
senen strekkes, i tillegg til at det inneholder blodkar og nerver (51, 52). Fasiklene gar sammen
til stgrre bunter, som sammen utgjgr senen. Senen er omgitt av et Igst bindevev som kalles
epitenon, og er deretter omgitt av enten en seneskjede eller et tykkere lag med bindevev kjent
som paratenon (52). Paratenon eller seneskjeden er ansvarlig for den eksterne blodtilfgrselen
til senevevet, i tillegg til muskelen senen gar ut fra proksimalt og tilheftningen til skjelettet
distalt (53). Ligamenter fungerer som et bindeledd mellom to knokler, de bestar ogsa av fast
bindevev og har lignende oppbygning som sener. Ligamenter har ikke like stor elastisitet som

sener og bidrar i hovedsak til a styrke og stgtte leddet samt hindre overbelastning (47).

Sener og ligamenter vil strekke seg under vektbaering, og hvor mye de kan strekke seg
avhenger av de strukturelle egenskapene de innehar. Dette undersokes ved a se pa hvor mye
en sene kan strekke seg 1 prosent 1 forhold til belastning (46). Ved lav belastning vil det vere
belgeformen som strekkes ut, og nar belastingen oker vil kollagenfibrene flytte seg i forhold
til hverandre slik at senen forlenges ytterligere. Sener og ligamenter har en maksimal
tileevne, og nar denne overskrides kan det fore til skade. Forst vil kryssbindingene mellom

kollagenfibrillene rupturere, og hvis overbelastningen ikke oppherer vil fibrene i senen eller

-15 -



Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

ligamentet ryke og resultere i en alvorlig, irreversibel sene- eller ligamentskade (46, 54). I en
studie som undersgkte den strukturelle egenskapen til den overfladiske beyesenen hos
Engelsk fullblods, ble det vist at ved normal belastning vil senen bli forlenget med opptil
7,6% 1 skritt, 10,1% 1 trav og 16,6% 1 galopp (55). Tester ex vivo har vist at beyesenene kan
bli forlenget med opptil 18,5% for ruptur skjer, men at strekkstyrken varierer i de ulike
segmentene av senen (56, 57). Dette betyr at ved normal aktivitet fungerer beyesenene 1

omradet for sin maksimale strekkstyrke, og det skal derfor lite til for en skade oppstér.

Skader pa sener og ligamenter oppstar ved et akutt traume eller ved overbelastning. Den
vanligste arsaken er overbelastning, og dette kan skje akutt eller ved gradvis degenerasjon pa
grunn av mikrotraumer (58). En skade vil fore til en intratendines bledning med pafelgende
tendinitt. Symptomene vil vere hevelse over det affiserte omradet, varme og smerte. Hesten
vil som oftest vare akutt halt, og dette er forbundet med inflammasjonsfasen som varer i 1 til
2 uker (59). Reparasjonsfasen overlapper med inflammasjonsfasen og varer 1 flere maneder.
Denne fasen kjennetegnes av angiogenese og infiltrasjon og akkumulering av fibroblaster
(59). Fibroblastene syntetiserer arrvev med gkt menge kollagen type 3, med sma fibriller
organisert 1 tilfeldige enheter (60, 61). En utfordring er at den eksterne blodtilferselen i midtre
del av senen kan vare opphert ved skade pé paratenon eller seneskjeden, og det vil kunne gi
en darligere helingsrespons i dette omradet (62). Remodeleringsfasen er ogsé langvarig, og i
denne fasen vil det bli et skifte fra kollagen type 3 til gkt mengde kollagen type 1. Senefibrene
vil 1 denne fasen organisere seg mer parallelt 1 belastningsretningen (63). Arrvevet vil pa den
maten oppna bedre strukturelle og mekaniske egenskaper, men arrvevet vil aldri samsvare

med friskt senevev.
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Halthetsdiagnostikk

Rask og adekvat behandling kan vere essensielt for & unnga forverring av skade eller
utvikling av degenerative forandringer, og da er det viktig at veterin@ren utfgrer en grundig
undersgkelse for a stille rett diagnose. Normalt skal hester bevege seg med et balansert
bevegelsesmgnster. Arsaken til en halthet er ofte lokalisert til ett eller flere bein, men smerter
i nakke, rygg, skuldre, hofter eller bekken kan ogsa manifesteres som halthet. I noen tilfeller
kan halthet vere lokalisert til flere omrader samtidig, dette gjor diagnostikken mer krevende.
Ettersom den vanligste arsaken til halthet er smerte, er diagnostiske anestesier et nyttig

hjelpemiddel for a finne riktig lokalisasjon (64).

For at veterin@rbransjen skal kunne tilby diagnostikk og behandling av god kvalitet er det
viktig med grundige, standardiserte undersgkelsesmetoder. The American Association of
Equine Practitioners (AAEP) har utviklet retningslinjer for halthetsundersgkelse av hest, samt
en skala for halthetsgradering som brukes verden over. En slik halthetsundersgkelse skal
inneholde hestens tidligere sykdomshistorikk, visuell inspeksjon, grundig palpasjon, visitering
av hgver, mgnstring i bade skritt og trav og bgyeprgver. The American Association of Equine
Practitioners’ graderingssystem er utviklet for & standardisere halthetsdiagnostikk og for a
forenkle journalfgring, oppfelging og kommunikasjon, bade med eiere, trenere og mellom
veterinarer. Halthet graderes fra 0-5, der O er ingen synlig halthet og 5 er den mest ekstreme,

ikke-vektberende halthet.

AAEPs skala:

0. Ingen synlig halthet under noen omstendigheter.
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1. Halthet er vanskelig a observere og ikke konstant til stede. Kan vere tilstede under
spesielle omstendigheter, for eksempel kun pa hardt underlag, ved longering eller
under rytter.

2. Halthet er vanskelig & observere i skritt og trav pa rett spor, men er konstant tilstede
under spesielle omstendigheter, for eksempel pa hardt underlag, ved longering eller
under rytter.

3. Halthet er konstant tilstede i trav ved alle omstendigheter.

4. Halthet er tilstede i skritt.

5. Halthet forarsaker minimal vektbzaring og er synlig i bevegelse og/eller hvile. (65)

Subjektiv halthetsvurdering ble evaluert av Keegan et al (66). Resultatene viste at det & stille
korrekt halthetsdiagnose er vanskelig, og at subjektiv evaluering kun er marginalt akseptabelt
som en god metode. Da veterin@rene i forsgket skulle gradere mellom halt og haltfri og
avgjgre hvilket bein hesten var halt pa, var de enige i 3 av 4 tilfeller pa frambein ogi?2 av 3
tilfeller pa bakbein. Studien viste ogsa at enigheten var stgrre nar veterinaerene fikk utfgrt en
grundig halthetsutredning, sammenlignet med tidligere studier der de vurderte filmer av hester
pé tredemglle. Studien konkluderte med at det er behov for utvikling av en palitelig og

objektiv metode for a evaluere halthet hos hest (66).

Det finnes i dag ulike objektive hjelpemidler pa markedet, og flere er under utvikling. Disse
skal gke presisjonen ved halthetsdiagnostikk, og baserer seg pa kinematisk og kinetisk
analyse. Kinematikk beskriver bevegelse, uten & ta hensyn til kraft, mens kinetikk beskriver
kraften som forarsaker bevegelse. Et per dags dato mye anvendt system, Equinosis Lameness
Locator®, er brukt i denne studien. Dette er et sensorbasert kinematisk analysesystem som

beregner hestens forflytning framover og maler asymmetri i bevegelsene mellom venstre og
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hgyre side av kroppen. En hest kan ha avvik i symmetri uten at det ngdvendigvis skyldes
smerte eller patologi. En asymmetrisk hest trenger med andre ord ikke & vere halt. Et
eksempel er dersom en hest er engstelig eller nysgjerrig og forflytter hodet for a holde oppsikt
med noe. Slike avvik gjgr at en objektiv halthetsanalyse ikke kan erstatte en subjektiv

undersgkelse, men det kan likevel vare et godt supplement (67).

Behandling av osteoartritt/osteoartrose

Milet med behandlingen av OA er a gi smertelindring, kontrollere og begrense den akutte
inflammasjonen, hemme progresjon av forandringer og & bryte den selvforsterkende sirkelen
av leddskade som er tilstede nar leddet er i1 en katabol tilstand. Dette kan oppnés ved a endre
hestens treningsprogram, treningsintensitet eller bruksomrade, og ved bruk av systemiske
og/eller intra-artikulaere smertestillende og anti-inflammatoriske medikamenter. Tradisjonell
medikamentell behandling er systemisk non-steroid antiinflammatory drugs (NSAIDs) og
intra-artikuler kortison, disse benyttes for & dempe inflammasjon og hemme den katabole
tilstanden 1 leddet. NSAIDs hemmer produksjonen av betennelsesmediatorer, blant annet
prostaglandiner. Prostaglandin E; har en viktig rolle 1 opprettholdelse av inflammasjonen i et
ledd med OA, og medvirker ogsa til smerte og endret bruskmetabolisme (68). Ulempen med
NSAIDs er at det ogsd hemmer de prostaglandinene som er viktig for normal funksjon av
nyrer og gastrointestinaltraktus, og kan fere til blant annet mageséar (69). NSAIDs skal derfor
ikke brukes over lengre tid, og har et begrenset bruksomrade ved leddlidelser. Kortison er et
kortikosteroid som er mye brukt som intra-artikuleer injeksjon ved leddlidelser. Kortison er et
effektivt virkemiddel for & redusere inflammasjon, og hemmer ogsé prostaglandiner 1 tillegg
til flere andre betennelesmediatorer. Fordelen med lokalbehandling med kortison er at det kun

hemmer de prostaglandinene som er involvert 1 betennelsesprosessen (70). Det er vist at
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kortison er toksisk for friske bruskceller in vitro (71), men det er ikke bevist at denne toksiske
effekten gjelder skadet eller inflammert brusk in vivo. Kortison ber derfor brukes etter en
kost-nytte-vurdering (72, 73). Kortison skal ogsa brukes i en begrenset mengde pa grunn av
risikoen for kortison-indusert laminitt (74, 75, 76). Denne risikoen er ogsa omdiskutert da det
ikke er bevist noen direkte assosiasjon, men siden dette er klinisk rapportert og en potensiell
alvorlig bivirkning ma det tas med 1 vurderingen. Intra-artikuler injeksjon med hyaluronsyre
blir ogsa benyttet, enten alene eller sammen med kortison. Hyaluronan finnes, som tidligere
nevnt, naturlig 1 leddbrusk og leddvaske. Mélet med bruk av hyaluronsyre er & gi leddvasken
viskositeten tilbake slik at leddet far redusert friksjon, 1 tillegg har hyaluronsyre en anti-

inflammatorisk effekt (76, 77).

Tradisjonell behandling gir begrensninger pa grunn av mulige bivirkninger, og det er ikke
alltid en oppnér den enskede effekten. Det er derfor et behov for nye eller supplerende
behandlingsmetoder. Arelang forskning har gradvis bidratt til ekt forstaelse for
patofysiologien 1 OA-prosessen, og hvilke mediatorer som bidrar til at det oppstar en
sykdomsprosess 1 leddet. For enkelte mediatorer, slik som IL-1p, finnes det en naturlig
forekommende antagonist, IL-1-reseptorantagonist (IL-1Ra). Det er blant annet denne en
ensker a oppformere og dermed kunne dra nytte av 1 biologisk leddbehandling slik som AKS
(78). Mélet med denne type behandling er & hemme de sykdomsfremkallende mediatorene,
slik at den katabole tilstanden 1 leddet oppherer og en unngér videre degenerasjon av brusken.
Biologisk leddbehandling kan bade benyttes som primaer behandling, eller hos hester som
ikke responderer pd tradisjonelle medikamenter som kortison. Fordelen med & bruke biologisk
leddbehandling er at det er svart fi kjente bivirkninger (79). Autologt kondisjonert serum og
PRP er to aktuelle biologiske preparater. Den mest aktuelle biologiske behandlingen 1 ledd er

AKS, da det forelapig er lite studier om bruk av PRP i ledd.
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Behandling av sene- og ligamentskader

Ved en sene- eller ligamentskade er det viktig med raskt innsettende behandling for &
begrense omfanget av inflammasjon. Hensikten med inflammasjonsfasen er a fjerne nekrotisk
senevev, men hvis den vedvarer vil frigjering av proteolytiske enzymer ogsé bryte ned intakt
kollagen og skaden kan bli mer uttalt (60, 80). Standard behandling av seneskader i1 den akutte
fasen er nedkjeling av affisert omrade, stottebandasje, hvile, anti-inflammatoriske legemidler
og videre kontrollert mosjon. En plan for opptrening blir bestemt ut fra alvorlighetsgraden av
skaden, og rehabiliteringsperioden kan ta opptil ett &r. Kontrollert mosjon skal gjere arrvevet 1
senen sterkere ved at det gradvis utsettes for okt belastning, og pa den maten a bidra til
remodellering av kollagen og forbedring av elastisiteten (81, 82). En annen viktig arsak til at
kontrollert mosjon er sveaert viktig, er som tidligere nevnt at hesten raskt blir haltfri. Dette kan
fore til at hesten selv ikke begrenser belastningen, og det er en fare for en forverring av

skaden hvis eier ikke kontrollerer bevegelsesmulighetene til hesten.

I tillegg til & hemme inflammasjon og legge forholdene til rette for optimal heling, er malet
med behandlingen at det dannes et sa funksjonelt arrvev som mulig. Gjennom hele
helingsprosessen er arrvevet svakere enn det omkringliggende senevevet, og det er derfor stor
fare for en forverring av skaden eller at en ny seneskade oppstér. Etter at senen er avhelet vil
arrvevet ha god mekanisk styrke, men vil ikke vaere like elastisk som normalt senevev (83).
Dette vil fore til at det friske senevevet rundt arrvevet ma strekke seg ytterligere for &
kompensere. En ny skade oppstér derfor ofte 1 samme sene, nzrliggende den tidligere skaden.
Biologisk behandling i form av PRP er en aktuell behandling som kan fremme

helingsprosessen og dannelse av et mer funksjonelt arrvev. En enkel behandling med PRP har
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vist & gke styrken og elastisiteten til senevevet, 1 tillegg til en bedre organisering av
kollagennettverket (84). Som tidligere nevnt er endringen til okt mengde kollagen type 1 i
forhold til kollagen type 3 en viktig del av remodelleringsfasen, og det er vist at behandlinger
som fremmer denne prosessen kan forbedre strekkstyrken til senevevet og reduserer risikoen
for tilbakefall (61). Behandling med PRP sammen med de tradisjonelle behandlingene kan

forhapentligvis bedre prognosen til hesten som atlet og redusere risikoen for tilbakefall.

AKS og PRP

Autologt kondisjonert serum

Autologt kondisjonert serum er et produkt som prepareres fra pasientens eget blod, med det
formél & oppkonsentrere innholdet av antiinflammatoriske mediatorer, og da sarlig IL-1Ra.
IL-1Ra ble tidlig beskrevet som en naturlig forekommende antagonist til IL-1 og produseres i
hovedsak av monocytter, makrofager, ngytrofile granulocytter og dendrittiske celler (se tabell
1). De samme cellene produserer ogsa IL-1. Bade IL-1 og IL-1Ra binder seg til samme IL-1-
reseptor med lignende affinitet, men de har forskjellig effekt pa reseptoren. Nar IL-1 binder
seg endrer reseptoren konformasjon, og binder seg til en co-reseptor som kreves for
transduksjon av proinflammatoriske signaler. Nar IL-1Ra binder seg til reseptoren skjer det
ingen konformasjonsendring, noe som gjor at co-reseptoren ikke rekrutteres (85). For &
hemme effekten av IL-1 er det sett at IL-1Ra ma veere tilstede 1 opptil 100 ganger hayere
konsentrasjon enn IL-1 (86). Det er pavist gkte serumnivaer av IL-1Ra hos mennesker med
flere forskjellige patologier, blant annet kronisk polyartritt (87) og andre tilstander som ikke

er knyttet til ledd.
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P& 90-tallet ble det oppdaget at produksjonen av IL-1Ra kunne oppkonsentreres in vitro ved &
utsette fullblod for diverse stimuli (78). Forst ble immunoglobulin G (IgG) brukt som stimuli,
men senere fant en god effekt ved & inkubere blod 1 nervar av CrSO4-behandlete glasskuler
(66). Ved a inkubere blodet ved kroppstemperatur i 24 timer induseres en de novo-syntese av
blant annet IL-1Ra, men den totale sammensetningen av cytokiner og vekstfaktorer 1 AKS er
ukjent. Det er vist at en inkubasjonsperiode pd over 24 timer ikke forer til noen signifikant
okning i konsentrasjonen av cytokiner og vekstfaktorer (41). Etter inkubasjonen filtreres

serum, og det resulterende serumet, né kalt AKS, injiseres lokalt ved betennelsesstedet.

Leukocyttstimuleringen med resulterende de novo-syntese er ikke spesifikk for IL-1Ra. AKS
har gkt nivéer av vekstfaktorer som TGF-f3, men ogsa pro-inflammatoriske cytokiner som
interleukin-1 (IL-1) og tumor nekrosefaktor alfa (TNFa) sammenlignet med serum fra blod
inkubert ved 37°C 1 1 time (35). Studier har vist at de anti-inflammatoriske komponentene
oppkonsentreres i storre grad enn de pro-inflammatoriske (79). Det er grunn til a tro at alle
cytokiner og vekstfaktorer som finnes 1 AKS ikke er fullstendig kartlagt, og det er store
individuelle variasjoner 1 nivdet av de cytokinene og vekstfaktorene en hittil har kunnet male.
Videre antas det & vere slik at et individ med hay AKS-konsentrasjon av IL-1Ra ogsé har
tilsvarende hay AKS-konsentrasjon av IL-1. Som tidligere nevn, er det forholdet mellom de
anti-inflammatoriske og de pro-inflammatoriske komponentene, og da sarlig IL-1Ra:1L-1-

ratioen, som sannsynligvis gir opphav til en eventuell terapeutisk effekt.

Leddbehandling med AKS ble brukt i en gruppe pa 262 hester med OA som ikke responderte
pa tradisjonell behandling med kortikosteroider og hyaluronsyre, der 68% av hestene ble
haltfrie etter 12 uker (88). I en annen studie ble 54 hester med kronisk halthet 1 hovleddet delt

1 to grupper, der gruppe 1 ble behandlet med hyaluronsyre og kortikosteroider og gruppe 2 ble
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behandlet med AKS. I gruppe 1 var 17 av 27 hester haltfrie etter 26 uker, og suksessraten
etter gjennomsnittlig 2,8 behandlinger var 63%. I gruppe 2 var 25 av 27 hester haltfrie etter 26
uker, og suksessraten etter gjennomsnittlig 3,3 behandlinger var 88,9%. Begge grupper viste
altsd bedring, men utfallet var signifikant bedre hos gruppen som ble behandlet med AKS
(89). Disse er noen fi av flere studier som viser at AKS begrenser inflammasjon og reduserer
halthet. Det er likevel lite data som sier noe om effekten denne behandlingsformen har pa tap

av brusk.

Frisbie et al utforte en placebokontrollert studie med eksperimentelt indusert OA i carpus pa
16 hester (90). Halvparten av hestene, placebogruppen, ble behandlet med fosfatbufret
saltlesning (PBS-lgsning) og de resterende ble behandlet med AKS intra-artikulaert.
Halthetsgrad, synovialvaske og histopatologiske undersgkelser av brusk og synovialmembran
ble vurdert. Hestene som ble behandlet med AKS viste signifikant klinisk bedring

og synovialvaesken hadde lavere konsentrasjon av IL-1. Disse hestene hadde ogsa redusert
hyperplasi og bledning i synovialmembranen 1 forhold til PBS-gruppen og mindre grad av
bruskfibrillering. Denne studien konkluderte med at behandling med AKS resulterte i bade
klinisk og histologisk bedring i de OA-induserte leddene sammenlignet med placebogruppen
(90). Det er likevel viktig a ta hensyn til at en indusert OA kan ha en annen patofysiologi enn

naturlig forekommende forandringer 1 ledd.

Nivéene av IL-1Ra, IL-1B og IGF-1 i blod fra en gruppe hester med naturlig forekommende

OA ble sammenlignet med en frisk kontrollgruppe. Det ble ikke sett noen signifikant forskjell
1 nivaene av IL-1Ra og IL-1 1 AKS sammenlignet med kontrollprever fra samme hest etter 24
timer inkubasjon (41). Det ble derimot sett en ekning av begge komponentene 1 basalprevene

fra OA-hestene. Denne studien hadde en liten studiepopulasjon (6 OA-hester og 7
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kontrollhester), og prevene fra OA-hestene ble alle tatt 2 til 4 dager etter at de hadde
gjennomgdtt kirurgi (41). I en annen studie ble innholdet 1 AKS-prover tatt for og etter elektiv
kirurgi undersekt (91). Det ble konkludert med at stress 1 forbindelse med kirurgi hadde
negativ innflytelse pa innholdet av cytokiner og vekstfaktorer i AKS, og det kan antas at det
er en mulig assosiasjon med et gkt SAA-niva (91). Dette er verdt & ta med seg dersom AKS

skal brukes som behandling 1 tillegg til kirurgi.

Gjennom erfaring ved klinisk bruk er det konkludert med at AKS er trygt (92). Det har lite
bivirkninger og har ikke gitt noen allergiske reaksjoner. Likevel er det alltid en risiko
forbundet med intra-artikulere injeksjoner, forst og fremst ved introduksjon av bakterier og

pafelgende infeksjon. Det er ogsa sett kortvarig smerte og hevelse etter injeksjoner (93).

Platerikt plasma

Platerikt plasma er et annet produkt fremstilt fra pasientens eget blod og har en konsentrasjon
av blodplater som er hgyere enn i fullblod. Normalt blod inneholder fra 150 000/ul til 350
000/ul med blodplater. PRP har en konsentrasjon pa > 1 000 000/ul. Den okte
konsentrasjonen av blodplater, og dermed ogsé cytokiner og vekstfaktorer, skal initiere en
helingsprosess og eke rekruttering, proliferasjon og differensiering av celler nedvendige for
heling. S4 tidlig som pd 1970-tallet ble det vist interesse rundt bruken av PRP ved sér og
skader 1 bevegelsessystemet. Sammenlignet med vanlig plasma inneholder PRP en hayere
konsentrasjon av cytokiner og vekstfaktorer som IGF-1 og TGF-B3 med flere. Likevel er det fa
gode kontrollerte studier som har underseokt effekten av PRP hos hest, og de studiene som

finnes har vist varierende resultat.
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Hos mennesker er det gjort en rekke studier pa bruken av PRP 1 forbindelse med akutte og
kroniske skader 1 sener og ligamenter, samt bruk intra-artikulert. Ved intra-artikuleer
injeksjon med PRP hos 16 personer med osteokondroselesjoner 1 ankelen, ble det rapportert
mindre smerte og bedre funksjon hos disse enn 1 en kontrollgruppe som ble behandlet med
hyaluronsyre (94). Hos kanin ble syntesen av glykosaminoglykan (GAG) i kondrocytter gkt in
vitro ved stimulering med PRP. In vivo ble det vist skt mRNA-uttrykk av proteoglykan etter
injeksjon med PRP i kneleddet. Histologisk var progresjonen av OA og destruksjon av

leddbrusken 1 PRP-behandlede kaniner mindre ekstensiv enn i kontrollgruppen (95).

Hos hester er det gjort studier pa bruken av PRP intra-artikulaert (96), ved tendinopatier (97).
og ved stimulering av sarheling (98). Det er vist at konsentrasjonen av blodplater okte
signifikant 1 ledd hos 7 friske hester etter injeksjon med PRP sammenlignet med en
placeboinjeksjon i et annet ledd hos samme hest (96). Blodplater kunne observeres 1
synovialvasken inntil 5 dager etter den intra-artikuleere injeksjonen. Det ble ogsa sett en
okning av hvite blodceller, blant annet en heyere prosentandel av neytrofile granulocytter, 1

leddet (96).

I en klinisk kontrollert studie av hester med tendinitt, resulterte intralesjonal PRP-injeksjon 1
den overfladiske bayesenen i raskere reduksjon av halthet og tidligere organisering av
fibriller, ssmmenlignet med en kontrollgruppe behandlet med 0,9% steril natriumklorid. 60%
av de PRP-behandlede hestene nadde sitt tidligere prestasjonsniva etter 24 maneder, mot 50%
1 kontrollgruppen (97). I en annen studie evaluerte man effekten av PRP pé senevev in vitro.
Senevev fra den overfladiske bayesenen ble hostet fra 6 hester 1 alderen 2-4 ar. Vevsbitene ble
kuttet opp og dyrket i 5 forskjellige autologe medium: blod, plasma, PRP, platefattig plasma

(PPP), og benmargsaspirat (BMA). Real time-PCR ble brukt for kvantitativ genekspresjon av
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kollagen type 1, kollagen type 3, COMP, MMP-3 og MMP-13, og IGF-1, TGF-B3 og PDGF
ble analysert ved ELISA. Senevevet dyrket 1 PRP viste signifikant ekning av COMP, kollagen
type 1 og 3, sammenlignet med vev dyrket 1 plasma. TGF-3 og PDGF var ogsé heyere i PRP
sammenlignet med de andre mediene. Det ble ikke stimulert uttrykk av MMP-3 og MMP-13
(43). PRP forte altsé til en gkning av vekstfaktorer som fremmer helingsprosessen i senen
uten 4 gke uttrykk av katabole mediatorer. Hos mennesker er det derimot gjort en studie med
behandling av tendinopati med PRP hvor én gruppe fikk injisert PRP intratendingst, og én
gruppe fikk placeboinjeksjon med isotont saltvann. Her ble det ikke pévist signifikante

forskjeller 1 smerte eller aktivitetsniva mellom de to gruppene etter 24 uker (99).

Det er ogsa gjort studier ved bruk av PRP ved sérheling hos hest. Ved eksperimentelt
induserte sar pa pipa, resulterte PRP-behandling topikalt i saret 1 en sekunder
sarhelingsprosess av darligere kvalitet enn i kontrollgruppen som kun ble bandasjert. Det var
et okt uttrykk av TGF-B1 1 de PRP-behandlede sérene, men ogsé uheldig utvikling av
granulasjonsvev og sarhelingen var forsinket sammenlignet med kontrollene (98). En annen
studie undersekte effekten av subkutan PRP-injeksjon i forbindelse med kirurgiske sar som
ble sydd. De PRP-behandlede sérene viste histologisk en raskere epiteldifferensiering og ekt
organisering av dermalt kollagen sammenlignet med sér som kun ble sydd, men ikke fikk

PRP-injeksjon (100).

Det er med andre ord mange motstridende resultater ved bruk av PRP og det er fortsatt ikke
kartlagt med sikkerhet hvilken effekt preparatet har. Pa grunn av dette vet man derfor ikke
ved hvilke tilstander PRP vil ha best effekt. Det er likevel et produkt som er mye benyttet 1

hestemedisin, og er ansett som trygt 1 forhold til bivirkninger.
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Som tidligere nevnt er PRP en platerik plasmafraksjon som fremstilles fra pasientens eget
blod. Fullblod tas fra en perifer vene, og antikoagulant (vanligvis ACD, acid citrate dextrose)
tilsettes om preparatet ikke skal brukes umiddelbart. Blodet sentrifugeres for & separere
plasma fra de rede og hvite blodcellene, og avhengig av prepareringssystemet kreves 1 noen
tilfeller en ny sentrifugering for & konsentrere blodplatene og skille PRP fra PPP. For at
blodplatene 1 preparatet skal frigjore vekstfaktorer mé de aggregere og aktiveres. Dette kan
gjores pa flere méter, hvorav én er & tilsette bovint trombin. Ved denne tilsetningen er det
alltid en risiko for at pasienten kan reagere pa bovint trombin, noe som kan resultere i en
immunmediert koagulopati (101). En annen mulighet for plateaktivering er 4 tilsette
kalsitumklorid (CaCl,), noe som danner platerik fibrinmatrix (PRFM). CaCl, initierer
dannelsen av autogent trombin fra protrombin (102). En tredje metode for plateaktivering er a
bruke type 1-kollagen, som aktiverer platene like effektivt som trombin (103). Videre studier
kreves for 4 avgjere hvilken metode som fungerer best for plateaktivering (104). Etter
aktivering kan PRP-preparatet deretter injiseres direkte pa ensket sted, for eksempel

intrasynovialt, peri- eller intratendingst.

Alle komponentene 1 PRP er per i dag ikke fullstendig kartlagt. Funksjonen til de viktigste
vekstfaktorene er utdypet 1 tabell 1. Det er syntesen og frigjeringen av disse faktorene med
anabole effekter som er antatt & vaere grunnlaget til PRPs funksjon. Det er vist at
fibroblastkulturer fra blant annet sene og synovium viser gkt proliferasjon i respons pa
stimulering med blodplater (105). Onsket er at helingsprosessen skal skje raskere og med
bedre kvalitet og mindre fibrotisk vev. Hvite blodceller i preparatet kan ogsa stimulere
immunresponsen og fremme kjemotaksis, proliferasjon og differensiering av celler. I tillegg
utgjer leukocytter et forsvar mot infeksjon. Det er likevel mistenkt at en hey andel leukocytter
1 forhold til blodplater vil kunne forskyve prosessen i en inflammatorisk/katabol retning, og

det er antydet at et suksessfullt PRP-preparat ber ha en lav konsentrasjon av leukocytter i
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forhold til blodplater (106). Det finnes PRP-preparater med bade hey og lav konsentrasjon av

hvite blodceller og bruken av disse ma vurderes 1 hvert tilfelle.

Formal med studien:

Det er behov for trygge og effektive behandlinger av OA og sene- og ligamentskader. I denne
studien var formélet & se n@rmere pa to aktuelle autologe preparater; AKS og PRP, og & lere
mer om disse. Ved bruk av disse behandlingsmetodene er mélet & forhindre mer edeleggelse
av vev og a bremse eller helst stoppe betennelsesreaksjonen (anti-katabol effekt) pa
skadestedet, men det finnes lite evidensbasert dokumentasjon pd denne effekten. I denne
studien har vi milt konsentrasjonen av pro- og anti-inflammatoriske komponenter 1 fire
forskjellige prepareringsmetoder av fullblod tatt fra hester med naturlig forekommende
leddrelatert halthet. Konsentrasjonen av IL-1Ra, IGF-1 og TGF-f3 ble mélt ved bruk av
ELISA. Konsentrasjonen av IFNy, IL1-a, IL1-8, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), MCP-1,
RANTES og TNF-a ble analysert ved bruk av en Multiplex-analyse. De fire forskjellige
preparatene var folgende: 1) Ustimulert serum, "USTIM’; 2) Autologt kondisjonert serum,
’AKS’; 3) AKS-kontroll, ’KON’ og 4) Platerikt plasma, PRP, preparert som beskrevet 1 tabell

2.
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Tabell 2:

Fremstilling av de fire autologe preparatene brukt i denne studien. USTIM = ustimulert serum. AKS
= autologt kondisjonert serum. KON = AKS-kontroll. PRP = platerikt plasma. *ABPS = autologous
blood processing system. **ACP = autologous conditioned plasma.

Preparering
USTIM Kontrollpreve med serum. Blodet ble tatt ut 1 vanlige rode vacutainerrer. Stod

1 time 1 romtemperatur for sentrifugering. Serum ble deretter pipettert av.

AKS Fremstilt ved bruk av IRAP II ABPS* fra Arthrex, Inc. etter produsentens
retningslinjer.
KON Fremstilt fra blod tatt ut 1 vanlige rede vacutainerrer. Inkubert ved 37°C 1 24

timer. Deretter ble blodet sentrifugeret for serum ble pipettert av.

PRP Fremstilt ved bruk av ACP** Double-Syringe System fra Arthrex, Inc. etter

produsentens retningslinjer.

Hypotese

Hypotesen var at inkubering av fullblod 1 kommersielt tilgjengelige AKS-beholdere ville
resultere 1 en signifikant gkning i konsentrasjonen av IL-1Ra sammenlignet med blod som
ikke ble inkubert. Ut ifra tidligere studier forventet vi ogsé en tilsvarende ekning av IL-1Ra i
blod inkubert 1 vanlige vacutainerrer (det vil si ikke 1 spesialiserte AKS-beholdere).
Sammenlignet med tidligere lignende studier gjort pa friske hester forventet vi ogsa at hestene
1 denne studien ville ha en heyere basalkonsentrasjon av bade IL-1 og IL-1Ra, fordi man kan
forvente en hoyere konsentrasjon av IL-1 hos hester med en pagédende OA. Det var forventet

et hoyere innhold av vekstfaktorer i PRP sammenlignet med evrige prepareringsmetoder.
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Materiale og metoder

Hester inkludert i studien

Hester med en antatt leddhalthet ble rekruttert til studien via annonsering i Trav- og
Galoppnytt. Hester ble inkludert dersom de oppfylte fglgende kriterier: vere av traverrase
(bade varmblodstravere og kaldblodstravere ble akseptert); i aldersgruppen 2 — 7 ar; veare
systemisk friske basert pa klinisk undersgkelse, hematologi og serum amyloid A (SAA); og
ha et halthetsproblem lokalisert til ledd som detaljert under. Fglgende eksklusjonskriterier ble
satt; hesten kunne ikke ha vert leddbehandlet de foregaende 3 maneder, og kunne heller ikke

fa andre behandlinger eller operasjoner i Igpet av studieperioden som varte i ca. 8 uker.

Hestene gikk igjennom en rutinemessig subjektiv halthetsundersgkelse med detaljert
inspeksjon og palpasjon av rygg og ekstremiteter, samt mgnstring pa rett linje, hardt underlag,
og standardiserte bgyeprgver (1 minutt bgying for taledd, samt proksimal bgying pa frambein;
1,5 minutt for proksimal bgying pa bakbein). Halthet ble vurdert etter AAEPs skala fra 0-5. 1
tillegg ble hestene undersgkt objektivt ved bruk av et kommersielt tilgjengelig sensorbasert
kinematisk analysesystem (Equinosis Lameness Locator®). For dette objektive systemet ble
sensorene plassert pa nakken, manken, krysset og dorsalt pa kronbeinet pa hgyre frambein.
Sensorene er sma og lette, og skal ikke forstyrre hestens naturlige bevegelser. Sensoren som
festes pd hodet méler differansen mellom hodets hayeste og laveste punkt gjennom
stegsyklusen. Sensoren pa heyre frambein serger for at systemet alltid vet hvilket bein som er
1 bakken. Sensoren pa bekkenet maler differansen mellom bekkenets hayeste og laveste punkt
pa hoyre og venstre side. Det er viktig at sensorene pa hodet og bekkenet er festet 1
midtlinjen. Avvikene males 1 millimeter og deles opp 1 «impact» og «pushoff», og angir om

asymmetrien er storst 1 stegfasens belastningsdel eller ved fraspark. Produsenten rapporterer
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normal variasjon hos en uhalt hest til & vaere opptil 26 mm assymetri for frambein og +3 mm
assymetri for bakbein. Lameness locator ble i dette studiet brukt som et supplement for a
kvalitetssikre den subjektive halthetsvurderingen, og vil her ikke vektlegges i storre grad.
Diagnostiske anestesier ble brukt for & lokalisere haltheten narmere, og halthet ble definert
som lokalisert til ledd ved minst 50% forbedring i subjektiv og objektiv halthet etter anestesi

av det aktuelle leddet (vurdert 10 og 30 minutter etter injeksjonen).

Osteoartitt/osteoartrose er en smertefull tilstand som gir halthet. Det er mange mater a
definere OA pa, og i denne studien ble det valgt a definere det som en sykdom som angar
leddbrusk og er karakterisert av degenerasjon og tap av leddbrusk. Inflammasjonsfaktorer
spiller en viktig rolle for utvikling av OA. Kriteriet for a sette diagnosen var en halthet hvor
det ble observert minst 50% bedring av utgangshalthet eller bgyeutslag som fglge av
diagnostisk leddanestesi. For a kunne stille helt korrekt diagnose er det ngdvendig med mer
sensitive undersgkelsesmetoder som artroskopi eller avansert billeddiagnostikk, for eksempel
computertomografi (CT). Dette ble ikke utfgrt pa hestene og er derfor en usikkerhetsfaktor
som ma tas i betraktning. Skade pa nert omliggende strukturer eller intra-artikulaere
ligamenter ville ogsa kunne gi halthet som responderer pa bruk av leddanestesi, uten at det

ngdvendigvis er OA.

Uttak av blod

Fullblod ble tatt ut aseptisk fra en jugularvene med en butterfly-kanyle. Blodet ble videre

preparert som beskrevet n&rmere under.
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Preparering av AKS, PRP og kontroller

Det ble fremstilt fire blodpreparater fra hver pasient. Dette inkluderte AKS, PRP, AKS-

kontroll og ustimulert serum. Cytokiner og vekstfaktorer ble undersgkt i alle de fire

prepareringsmetodene, men kun AKS ble brukt klinisk til intra-artikuler behandling av de

inkluderte hestene.

AKS

Fullblod

Intraartikuleer
behandling

ELISA-
analyser

Figur 1: oversikt over fremstilte blodpreparater og deres benyttelse.
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Fremstilling av AKS

Et kommersielt tilgjengelig system (Autologous blood processing system; ABPS; Arthrex,
Inc.) ble benyttet for a fremstille AKS. Produsentens retningslinjer for fremstilling ble fulgt.
Blod ble tatt ut fra hestenes jugularvene. Innstikksstedet og et lite omrade rundt ble klippet og

vasket sterilt. Blodet ble tatt ut med butterfly-kanyle og en 60 ml-sprgyte etter steril metode

Figur 2: Uttak av blod fra jugularvene (Arthrex Inc.). Figur 3: Beholder med glasskuler for fremstilling av
AKS (Arthrex Inc.).

Blodet ble deretter overfgrt til en beholder med glasskuler innsatt med kromsulfat (figur 3) for
leukocyttstimulering. Den rgde korken ble apnet, og beholderen ble holdt ved 60 graders
vinkel mens blodet ble sprgytet inn. Beholderen ble vendt 10 ganger og deretter inkubert i
vertikal posisjon ved 37°C i1 24 timer. Etter inkubasjonen ble beholderen tatt ut av
varmeskapet og plassert vertikalt i 20 minutter. Deretter ble den sentrifugert i 10 minutter ved
4000 rpm (omdreininger per minutt). Deler av preparatet ble benyttet til intra-artikulaer
behandling av pasienten etter filtrering gjennom et 0,22y g Sterifix-filter. Det gvrige volumet
ble benyttet til biokjemiske analyser, og fordelt i cryorgr med en 16G steril kanyle, og

oppbevart ved -80°C frem til analysene ble foretatt.
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AKS-kontroll (KON)

Kontroller til AKS ble laget ved a fylle 3 rgde vacutainerglass (type Vacuette Serum, nr
454204, figur 4) pa 10 ml til maks-merket. Disse ble vendt 10 ganger, og deretter inkubert
ved 37°C i 24 timer. Serumet ble pipettert ut av vacutainerglassene med en 16G steril kanyle,
og fordelt i cryorgr og oppbevart ved -80°C inntil analysering. Kontrollprgvene hadde altsa

samme inkubering som AKS-preparatene, men ble oppbevart i vacutainerglass og ikke i en

spesialbeholder.

Figur 4: Vacutainer benyttet til fremstilling av KON
og USTIM (Greiner Bio-One).

Ustimulert serum (USTIM)

Ett rgdt 10ml vacutainerglass (type Vacuette Serum, nr 454204, figur 4) ble fylt til maks-
merket og plassert i romtemperatur for sedimentering i maks 1 time. Det ble deretter
sentrifugert fgr serumet ble pipettert av med en steril 16G-kanyle, og overfert til cryorgr og

oppbevart ved -80°C inntil analysering.

PRP

Autologous Conditioned Plasma System (ACPS; Arthrex, Inc.) ble benyttet for a fremstille
PRP. Prepareringen skjedde etter produsentens retningslinjer. Systemet har en dobbelsprgyte,
som bestar av en indre og ytre sprgyte. Disse ble satt sammen ved a vri den indre sprgyten
med klokken. De to sprgytestemplene ble presset ned til stoppkanten. Den ytre ACP-sprgyten

ble fylt med blod etter steril metode gjennom den rgde korken, fgr denne korken ble lukket
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igjen. Sprgyten ble deretter sentrifugert i 5 minutter ved 1500 rpm. Sprgyten ble holdt
vertikalt da den ble tatt ut av sentrifugen. PRP-fraksjonen ble overfgrt til den indre sprgyten
ved a trykke det rgde stempelet sakte ned samtidig som det gvre stempelet ble trukket opp
(figur 6). Den indre sprgyten ble deretter skrudd lgs (figur 7), og det ferdige PRP-preparatet

ble fordelt i cryorgr med en 16G steril kanyle, og lagret ved -80°C frem til analysering.

ol i

i

ks

Figur 5: Uttak av blod i ACP-sprayte (Arthrex

Inc.). . .

ne.) Figur 6: Overforing av PRP- Figur 7: Den indre sproyten med
fraksjon fra ytre til indre sproyte PRP-fraksjonen tas av (Arthrex
(Arthrex Inc.). Inc.).

Behandling av hester intra-artikuleert med AKS

Hestene ble oppstallet over natten etter uttak av blod og for preparering av AKS.
Etterfglgende dag ble de behandlet intra-artikulert med AKS. De ble deretter behandlet to
etterfglgende ganger med ca. 14 dagers mellomrom, slik at de totalt ble behandlet intra-
artikulert tre ganger. Hestene ble halthetskontrollert ved eller 2 uker etter tredje gangs
behandling, samt etter ca. 6 maneder. Disse dataene ligger imidlertid utenfor denne oppgaven,

og vil dermed ikke bli omtalt n&rmere.
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Analyse av AKS, PRP og kontrollprever

ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) er en biokjemisk analysemetode hvor man
bruker en enzymatisk reaksjon for a detektere konsentrasjonen av en komponent i en prgve.
De enzymatiske reaksjonene gir en fargeendring avhengig av prgvens konsentrasjon av den
undersgkte komponenten. ELISA-platen leses av fotometrisk. Prgvenes konsentrasjon regnes
deretter ut etter en standardkurve for fotometrisk verdi og konsentrasjon for det aktuelle

brettet.

De fire preparatene, AKS, PRP, KON og USTIM, fra hver pasient ble satt opp i ELISA-
systemer for & undersoke konsentrasjonen av IGF-1, TGF-B og IL-1Ra. Felgende kit (R&D
systems) ble benyttet:

- ELISA: Equine DuoSet IL-1Ra

- ELISA: Human IGF-1

- ELISA: Human TGF- p1
De to humanspesifikke ELISA-ene har bekreftet kryssreaktivitet med TGF- B1 (107) og IGF-
1 (108) hos hest. Produsentens retningslinjer ble fulgt ved analysering. Prevene ble tint opp 1
romtemperatur rett for analysering og ble si oppbevart pa is. Ved forste oppsett av ELISA-
ene var det problemer med koagler 1 PRP-pravene. Oppsettet ble derfor gjort pa nytt, med en
forbehandling av PRP-prevene. Denne forbehandlingen innebar at alle PRP-provene ble
overfort til 1,5 ml eppendorfrer for de ble sonikert i ultralydvannbad 1 10 sekunder. Deretter

ble 10 pul med CaCl, med 230Mm styrke tilsatt 90 ul prevemateriale. Dette ble inkubert ved

37°C 1 30 minutter. Sonikeringen i ultralydbad ble sa gjentatt i 10 sekunder, for proven ble
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sentrifugert ved 21 000g 1 5 minutter. Supernatanten ble pipettert av og benyttet i ELISA-

oppsettet. Forbehandlingen ble kun benyttet for PRP-prevene.

Multiplex

Det ble satt opp en Multiplex-analyse (Merck Millipore) for & undersegke ble konsentrasjonen
av folgende cytokiner og kjemokiner: IFNy, IL1-a, IL1-8, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
(p70), MCP-1, RANTES og TNF-a. Produsentens retningslinjer for fremstilling ble fulgt,
disse er vedlagt. Multiplex er et biokjemisk analyseoppsett hvor man analyserer
immunologiske komponenter pd overflaten av fluoroscent-kodete magnetiske glasskuler.

Resultatet kvantifiseres basert pa et fluorescerende signal.

Statistikk

Et kommersielt tilgjengelig statistikkprogram (JMP Pro 14, SAS Institute Inc) ble brukt til &
regne ut gjennomsnitt og 95% konfidensintervall for alle ELISA-resultater og alle

prepareringsmetoder.
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Det ble totalt inkludert 20 hester som oppfylte inklusjonskriteriene. Hestene og halthetsgrad

ved menstring og beying ved prosjektstart er listet under (tabell 3).

Tabell 3: halthetsgrad hos hestene (nummerert 1-20) inkludert i studien, affiserte bein
og ledd. VF = venstre frambein, HF' = hoyre frambein, VB = venstre bakbein, HB =
hayre bakbein.

Hest nr.

Do m e ©® I N R WN =

14
15
16
17
18

19
20

ELISA

Halthetsgrad Halthetsgrad = Affisert bein
Menstring

0

— e e e O = = N

NS = = -

Beyning

1

— N === = N NN RN

N = W= W=

HF
VF
VF
HF
VF
VF + HF
VF
VF
VF + VB
VF + HF
VF + HF
VF + HF
HF + HB

HF + HB
VF + HF
VB
HB
VF

HB
VF

Affisert ledd

Carpalledd

Carpalledd

Carpalledd

Kodeledd

Carpalledd

Kodeledd, hovledd
Carpalledd

Carpalledd, kodeledd
Carpalledd, tibiotarsalledd
Kodeldd

Hovledd

Kodeledd

Kodeledd, femoropatellarledd,
femorotibialledd
Kodeledd

Kodeledd

Tibiotarsalledd

Kodeledd

Kodeledd

Tibiotarsalledd
Hovledd

Ved forste runde med ELISA-analyser var det betydelige koagler i PRP-prevene, noe som

antas 4 ha innvirkning pa konsentrasjonen av cytokiner i materialet som ble pipettert ut.

Analysene ble derfor kjort pd nytt, og PRP-provene ble forbehandlet med kalsiumklorid.

Dette ga betydelig hoyere konsentrasjoner av de analyserte komponentene. Se tabell 4 til 6 for
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konsentrasjoner av cytokiner og vekstfaktorer i de ulike prepareringsmetodene, samt grafisk

fremstilling 1 figur 8 til 10.

TGF-BI

Tabell 4: Gjennomsnitt og 95% konfidensintervall for konsentrasjonen av TGF-p1.

Gjennomsnitt, ng/ml og 95% KI

USTIM 1,85 [1,76 - 1,95]
AKS 1,31 [1,13 - 1,49]
KON 1,74 [1,71 — 1,77]
PRP, sonikert 11,65 [9,57 — 13,73]

PRP, uten sonikerinng 1,28 [1,14 —1,42]

TGF-B

TGF-B ng/ml

0
USTIM AKS KON PRP

Figur 8: Konsentrasjon av TGF- med 95% konfidensintervall og giennomsnitt i USTIM, AKS, KON og PRP.
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IGF-1
Tabell 5: Gjennomsnitt og 95% konfidensintervall for konsentrasjonen av IGF-1.

Gjennomsnitt, ng/ml og 95% KI

USTIM 25,92 [21,69 — 30,13]
AKS 25,32 [22,33 —28,30]
KON 27,11 [23,78 — 30,44]
PRP, sonikert 21,36 [19,33 —23,39]

PRP, uten sonikering -0,02 [-0,04 —-0,0009]

IGF-1

30

28

n
(=2}

IGF-1 ng/ml

no
£

22

20

USTIM AKS KON PRP

Figur 9: Graf som viser konsentrasjonen av IGF-1 i de forskjellige preparatene med gjennomsnitt og 95% konfidensintervall.
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IL-1Ra

Tabell 6: Gjennomsnitt og 95% konfidensintervall for konsentrasjonen av IL-1Ra.

Gjennomsnitt, ng/ml og 95% KI

USTIM 2,38 [1,24 - 3,52]

AKS 17,58 [5,78 — 29,38]
KON 148,26 [102,44 — 194,09]
PRP, sonikert 5,14 [-0,60 — 10,89]

PRP, uten sonikering -3,61 [-7,00 —-0,22]

IL-1Ra
200 o Mesn

150

100

IL-1Ra ng/ml

50

USTIM AKS KON PRP

Figur 10: Grafen viser konsentrasjon av IL-1Ra i USTIM, AKS, KON, PRP med gjennomsnitt og 95% konfidensintervall.

IL-1Ra hadde en heyere konsentrasjon 1 AKS enn 1 USTIM. Den laveste gkningen var 1,6
ganger og den hayeste 20,2 ganger, med en median pa 4,1 ganger gkning. IL-1Ra hadde en
heyere konsentrasjon i KON enn 1 USTIM. Den laveste ekningen var 13,6 ganger og den

heyeste gkningen 229,3 ganger, med en median pa 38,2 ganger gkning.
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Multiplex

Multiplex-analysen ble kjort etter produsentens anbefalinger, men samtlige komponenter
hadde svert lave konsentrasjoner, eller konsentrasjon under deteksjonsgrensen. Data er
presentert for IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), TNFa og IFNy 1 tabell 7. For IL-1a., IL-4, IL-

8, MCP-1 og RANTES var det ingen detekterbare verdier.

Tabell 7: Gjennomsnitt og 95% konfidensintervall for komponenter analysert med Multiplex.
U.D. = under deteksjonsgrensen. n= antall praver med konsentrasjon over deteksjonsgrensen
brukt til utregning av data.

IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), TNFa, IFNy,
gjennomsnitt, = gjennomsnitt, = gjennomsnitt, gjennomsnitt, gjennomsnitt, = gjennomsnitt,
pg/ml, 95% pg/ml, 95% pg/ml, 95% KI, = pg/ml, 95% KI,n  pg/ml, 95% pg/ml, 95% KI, n
KL, n KI, n n KL, n

USTIM 2,53 25,45 95,47 139,30 14,10 U.D.
[-1,29-6,34] [-14,57-65,47] | [-75,84-266,77] @ [-1273,63-1552,23] @ [6,48-21,72]
n=15 n=2 n=3 n=2 n=2

AKS 1,50 48,65 108,93 U.D. 28,90 U.D.
[-1,64-4,64] [36,58 —60,72] = [52,55-185,32] [-29,55-87,35]
n=20 n=2 n=3 n=2

KON 128,02 101,65 85,01 95,48 26,95 830,42
[73,34-182,69] @ [37,48-165,82] @ [37,44-132,57] [-9,7-200,66] [-14,68-68,58] [-159,56-1836,41]
n=20 n=2 n=16 n=8 n=4 n=4

PRP U.D. U.D. U.D. U.D. U.D. U.D.
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Diskusjon

TGF-B

Det ble funnet en signifikant gkning av TGF-3 1 PRP-preparatene. TGF-f er en vekstfaktor
som ved vevsskade skal sette 1 gang reparasjonsfasen og serge for bedre sarheling (44). Dette
stattes opp av andre studier som ogsa har konkludert med at TGF-f3 gker betraktelig i PRP

sammenlignet med ustimulert blod (35).

IGF-1

Det ble ikke funnet signifikante forskjeller 1 konsentrasjonen av IGF-1 1 de forskjellige
preparatene. IGF-1 er en vekstfaktor som stimulerer celleproliferasjon og bidrar til ekt
mekanisk styrke etter for eksempel en seneskade (109). Vi har ikke kunnet pavise en gkning i
konsentrasjonen av IGF-1 1 AKS eller PRP i forhold til KON og USTIM i denne studien. En
mulig forklaring er at hestene i denne studien allerede hadde en hoy konsentrasjon av IGF-1 1
blodet, pa grunn av en pagdende inflammasjonsprosess lokalisert til det halte leddet. En studie
gjort p&d mennesker med OA 1 kneledd viste at basalverdien av IGF-1 1 blodet var betydelig
heoyere sammenlignet med friske individer (110). Tidligere studier har ogsa konkludert med at

IGF-1 ikke har en signifikant gkning 1 PRP (111).

IL-1Ra

Analysene viste en signifikant gkning 1 konsentrasjon av IL-1Ra 1 AKS-preparatene
sammenlignet med USTIM. KON-preparatene hadde en enda heyere gkning enn bdde AKS
og USTIM. Dette viser at inkubering av blod ferer til en oppformering av IL-1Ra. Det kan

antas basert pd IL-1Ra sin funksjon, at dette vil kunne ha en terapeutisk effekt pa den
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inflammatoriske tilstanden i leddet. I denne studien ble det observert en ekning pa 1,6 til 20,2
ganger fra USTIM til AKS. Det er 1 et tidligere studie sett 92-119 ganger okning fra
kontrollprgver inkubert 1 time ved kroppstemperatur til AKS (35). Den storste forskjellen pa
denne studien og var var at alle hestene 1 var studie hadde en leddrelatert halthet. En kan anta
at hester med OA har en hoyere basalkonsentrasjon av IL-1Ra pé grunn av en pagaende
inflammasjonsprosess. J. Lasarzik de Ascurra et a/ gjorde funn som stetter opp den teorien.
De sammenlignet prover fra friske hester med prover fra OA-hester og oppdaget et hoyere
nivé av IL-1Ra 1 de ustimulerte provene fra OA-hestene sammenlignet med de friske hestene
(41). Provene fra OA-hestene til Ascurra ef al har en tilsvarende konsentrasjon av IL-1Ra som
USTIM-provene 1 denne studien. De friske hestene hadde konsentrasjoner tilnermet null. De
fikk derimot ingen signifikant forskjell 1 provene som var inkubert 1 24 timer. Det ma nevnes
at disse provene ble tatt etter gjennomfert artroskopi, og det er beskrevet hvordan kirurgisk

stress kan ha en negativ virkning pa cytokiner og vekstfaktorer i AKS (91).

Det var en betydelig hoyere konsentrasjon av IL-1Ra i KON-prevene sammenlignet med alle
de andre prepareringsmetodene. I denne studien ble det observert en gkning av IL-1Ra pa
13,6 til 229,3 ganger fra USTIM til KON. Studier har vist lignende tendenser (35, 41, 90, 91),
men disse har ikke fétt like hoye ekninger 1 preparater tilsvarende KON-provene 1 denne

studien. KON-pragvene hadde ikke en tilsvarende gkning av TGF-f eller IGF-1.

Studier har sammenlignet innholdet av IL-1Ra 1 AKS-preparater med innholdet 1 vanlige
vacutainerror tatt fra samme hest og inkubert 1 samme tidsrom. Det er ingen signifikant
okning 1 AKS-preparatene med CrSO4-behandlede glasskuler sammenlignet med fullblod
inkubert 1 vanlige vacutainerrer 1 24 timer (35, 41). Dette stiller spersmal ved hvor nedvendig

det er med behandlede glasskuler i egne spesialsystemer nir samme resultat kan oppnas med
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vanlige blodpreveglass. Den storste utfordringen 1 forbindelse med bruk av blodpreveglass
antas a vare aseptikken. De storste serum vacutainerglassene er pa 10ml og har kun én hette,
noe som resulterer 1 at samme hettekork ma penetreres flere ganger. Det resulterende
serumvolumet tilgjengelig for behandling blir mindre enn det en normalt oppnar ved
preparering av AKS i1 kommersielle system. Fordelen med AKS-systemene er dermed en
utforming som gjer det mulig & ha store volum og & kunne preparere serumet pa en mer

aseptisk mate. Dette er spesielt viktig med tanke pé at preparatet skal injiseres 1 ledd.

Resultatene 1 denne studien viser stor individuell variasjon. En érsak til dette kan vare at
varmblodige- og kaldblodige hesteraser har ulike referanseomrader nar det angér blodverdier,
og at vi derfor kan forvente variasjon (112). Dette gjenspeiler seg ogsa i cytokinniva. Det er
en rekke likevekter mellom anti- og pro-inflammatoriske komponenter 1 kroppen som ikke
kommer fram i studien, blant annet likevekten mellom IL-1Ra og IL-1. Ettersom vi ikke fikk
noen akseptable resultater ved analyse av de pro-inflammatoriske komponentene ved bruk av
Multiplex, har vi ikke kunnet regne ut ratioen som nevnes innledningsvis. Vi kan anta ut fra
tidligere studier at gkningen av de pro-inflammatoriske komponentene ikke foregar i like stor
grad som de anti-inflammatoriske. (79). Dette ma tas hgyde for ved tolkning av resultater da
hgye nivaer av IL-1Ra ikke ngdvendigvis er ensbetydende med god terapeutisk effekt. Den
store individuelle variasjonen vil tilsi at en lignende studie med et storre antall individer er

nedvendig for 4 fa signifikante resultater.

Det er ikke fullstendig kartlagt hvilke cytokiner og vekstfaktorer som finnes 1 AKS. Det var
derfor av stor interesse a fa utfert denne Multiplex-analysen, dette er en utvidet analyse
spesifikk for et stort antall cytokiner hos hest. Slike hestespesifikke analyser har til nd vert

begrenset pad markedet. Analysen viste lavere verdier enn forventet, og det kan vare flere
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arsaker til dette. Et eksempel kan vaere feil med reagenser, analyseoppsett eller avlesing.
Menneskelige feil som forurensing ved behandling av prover eller regnefeil er alltid en
potensiell feilkilde. Det kan ogsa vere feil med valideringsprosessen eller oppbevaring av kit-
et for bruk. En annen mulighet er at det reelt var svert lave verdier i prevene, men det er

tidligere vist at bade IL-1p og IL-10 er tilstede 1 AKS 1 detekterbare nivaer (35).

Inklusjonskriteriene gjgr at hesteutvalget er representativt for travere hovedsakelig
hjemmehgrende i @stlandsomradet. Vart utvalg av hester er basert pa pasienter som er
kommet til Hesteklinikken NMBU. Eiere som for eksempel kun gnsker behandling i felt eller
av andre arsaker ikke velger & dra inn til klinikk med sin hest vil derfor ikke bli med i
utvalget. Det er likevel flere faktorer som gker variasjonen hos hestene i utvalget. Slike
faktorer er tidligere sykdomshistorie og variasjon i rase og alder. Dersom en kandidat har hatt
en tidligere sykdom i samme ledd eller leddproblemet har pagatt over lengre tid vil dette

kunne ha innvirkning pa cytokininnholdet.

Mulige seleksjonsfeil kan ha forekommet ved seleksjon av kandidater til studiet. Slike feil kan
oppsta ved subjektiv halthetsvurdering. Hestene i denne studien har blitt halthetsdiagnostisert
bade subjektivt og objektivt med Lameness Locator®, som bidrar til & minimere risikoen for
seleksjonsfeil. Ved diagnostiske anestesier er det en risiko for feilinjeksjoner eller
feilvurdering, spesielt ’positiv bias’ der en vurderer respons pa anestesien som bedre enn det
den egentlig er. En feilinjeksjon av anestesi kan gjgre at en halthet av annen arsak mistolkes
som lokalisert til ledd. Injeksjonene ble gjort av erfarne klinikere, og leddvaske ble aspirert
fgr injeksjonen ble gjort. Bruk av Lameness Locator® for & vurdere respons pa anestesiene

minimerer risikoen for *positiv bias’.
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Klassifikasjonsfeil eller menneskelige feil er alltid en mulig feilkilde som ma vurderes. I
denne studien er det flere mulige; bade i forbindelse med prgvetaking, prgvehandtering og
laboratoriefeil. Prgvene skal handteres i mange ulike steg, og det er en risiko for blant annet
feilmerking. Serumprgvene som ble brukt til laboratoriske analyser ble fryst og tint to til tre

ganger, og det kan ha hatt betydning for resultatene.

Det er mange faktorer som kan antas & pavirke innholdet av cytokiner og vekstfaktorer i
blodet hos en leddhalt hest, blant annet alvorlighetsgrad av leddproblemet og hvor lenge
tilstanden har vart. Alder og helsetilstand vil ogsa kunne tenkes a ha innvirkning pa kroppens
produksjon av cytokiner og vekstfaktorer. Det er fa hester med i studien og det er ingen
kontrollgruppe med friske hester. Mange faktorer som til na ikke er fullstendig kartlagt vil

kunne har innvirkning pa resultatene.

Konklusjon

Resultatene fra denne studien viser en betydelig okning av IL-1Ra i AKS-prevene og en
meget betydelig okning 1 KON-prevene, i forhold til alle de andre provene. Vi fant ogsa en
heyere konsentrasjon av IL-1Ra 1 USTIM-prevene sammenlignet med tidligere analyser.
Dette kan vere relatert til en pagdende inflammasjonsprosess i1 kroppen, da alle hestene 1
denne studien var diagnostisert med et halthetsproblem relatert til ledd. Dette ber tas i
betraktning ndr AKS skal brukes som behandlingsmetode for OA. Disse funnene innebar at
preparering 1 AKS-systemet ikke hadde noen fordel pd oppformeringen av IL-1Ra

sammenlignet med inkubering i vanlige vacutainerglass.
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Det ble ogsa pavist en betydelig okning av vekstfaktoren TGF-3 i PRP-preparatene, og en
samtidig reduksjon av IGF-1. Dette stottes opp av tidligere forskning, og vi konkluderer med
at PRP oppformerer vekstfaktoren TGF-P. IGF-1 er en vekstfaktor som 1 likhet med TGF-J3
bidrar til sarheling og reparasjon, men som ikke ble oppformert i ensket grad 1 verken AKS

eller PRP. Hester med en leddrelatert halthet har en viss konsentrasjon av IGF-1 1 ustimulert

blod.
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Summary

Title: Biologic therapy for articular and tendon-related injuries: Cytokine profile in
autologous conditioned serum and platelet-rich plasma in horses with joint
related lameness.

Authors: Mia Mehlum Henriksen, Anna Margreta Jacobsen, Karoline Mosand Reitan

Supervisor:  Cathrine T. Fjordbakk, Department of Companion Animal Clinical Sciences

Lameness is a common symptom in horses, and there is a great need and interest for effective
treatments of osteoarthritis, tendon and ligament strains in horses. We have examined
biological treatments prepared from the patient’s own blood in a group of horses with a
naturally occurring joint disease. The purpose was to analyze the concentration of cytokines
and growth factors in the preparations. In this study, blood was drawn from 20 horses with
osteoarthritis, all of which were trotters aged 2 to 7 years old. The blood was prepared in 4
different ways: 1) ‘Untreated’ blood was left in room temperature in blood vacutainer tubes
for one hour before centrifugation and filtering of serum; 2) ‘Autologous conditioned serum’
(ACS) was incubated in a commercial ACS system at 37°C for 24 hours; 3) ‘Control” blood
was incubated in blood vacutainer tubes at 37°C for 24 hours; 4) PRP was prepared directly,
without incubation, through a centrifugation process in a specialist syringe. ELISAs were
used to measure the concentrations of IL-1Ra, IGF-1 and TGF-f} in the preparations. A
Multiplex analysis was used to measure concentrations of the following analytes: [FNy, IL1-
a, IL1-B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), MCP-1, RANTES og TNFa. Results showed
that IL-1Ra was present in untreated blood, and that it in fact increased in ACS. In this study,
the increase was not as substantial as shown in previous studies in healthy horses. The control

preparations also had a significant increase of IL-1Ra, compared to untreated serum. As
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shown in previous studies, our study also found that de novo synthesis of IL-1Ra happens
with incubation of full blood, both when blood is incubated in serum vacutainer tubes and in
special ACS systems. In PRP there was a significant increase of TGF-3 compared to untreated
blood. The basal level of IGF-1 in untreated serum was higher than expected in healthy
horses, but there was no significant increase of IGF-1 in ACS or PRP. The Multiplex analysis
had non-detectable values for most of the analytes. It is uncertain if this is caused by

analytical errors or the actual condition of the samples.
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Vedlegg

Equine IL-1Ra DuoSet ELISA (R&D Systems), side 60, 61
Human IGF-1 DuoSet ELISA (R&D Systems), side 62, 63
Human TGF-B1 DuoSet ELISA (R&D Systems), side 64, 65

Oppsett, Equine IL-1Ra DuoSet ELISA (R&D Systems), side 66-69
Oppsett, Human IGF-1 DuoSet ELISA (R&D Systems), side 70-72
Oppsett, Human TGF-1 DuoSet ELISA (R&D Systems), side 73-75

Multiplex: MILLIPLEX MAP Equine Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel -
Immunology Multiplex Assay (Merck), side 76-85
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Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

DuoSet ELISA
Equine IL-1ra/IL-1F3
REAGENSER OG UTSTYR.
DuoSet ELISA Equine IL-1ra/IL-1F3 cat. nr: DY2466, Lot: P109317
DuoSet Ancillary Reagent Kit 2 DYO007. Plater, PBS til coating, Tape, 5 x
Reagent Diluent 2, substrat A+B, Stop lesning og
vaskebuffer.

Mikrotiterbrett til fortynning av prever
Reagensreservoar/petriskéler
Multikanals pipette

Capture antibody 144 ng geit-anti-equine IL-1 ra/IL-F3 lgses 1 1 ml PBS =
144 pg/ml, Lagre ved 2 — 8°C 1 opp til 8 weeks, aliquoter
1-70°C og lagre opptil 24 uker. Arbeidsfortynning = 0,8
png/ml (1:180 fort, dvs. 66,7 ul + 11,9 ml til ett brett) 1
PBS uten carrier protein.

Diluent/Blokkeringsbuffer Reagent diluent 2 (PBS med 1 % BSA). Ferdig kjopt, Dy
995, 10x. Stabil 1 30 dager etter 4pning ved lagring 2-
8°C. Fortynn i cellekulturrenset vann til 1x.

Vaskebuffer, 25x Hvis krystaller i konsentratet, varm til rom temperatur og
bland forsiktig til opplest. Fortynn fra 25 x lesning slik:
21 ml + 504 ml renset vann.

Standarder (3 stk/kit) Rec equine IL-1ra/IL-1F3, 460 ng/ml nar lest 1 0,5 ml
diluent, la std 1 min 15 min med forsiktig blanding.
Aliquoter og lagre ved -70 °C opp til 2 mnd. Lag 7
standarder, 2- fold i diluent, med heoyeste konsentrasjon
20 ng/ml (1:23 dvs 45 + 990), 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, og
0,313 ng/ml). Hold ufort std pa is til fortynning.

Detection antibody Biotinylert Geit anti Equine IL-1ra/IL-1F3, 36 pug/ml nér
innholdet loses 1 1 ml diluent. Lagre ved 2 — 8°C 1 opp til
60 dager, eller -20 til -70 °C 1 opptil 6 mnd.
Arbeidsfortynning = 200 ng/ml (1:180, 66,7 ul + 11,9 ml
til ett brett) 1 diluent.

Streptavidin-HRP, 1 ml Lagres ved 2-8°C opptil 6 mnd etter apning. Ma IKKE
fryses! Arbeidsfortynning 1:200 (60 ul + 11,94 ml til ett
brett).

TMB substrat Substrate Reagent Pack. Holdbar 1 30 dager etter apnet
ved 2-8°C. Romtemperer for bruk og bland Color
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Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

Reagent A og Color Reagent B 1 like deler (12+12 pr
brett) rett for bruk (dvs. 10 min eller mindre for bruk,
beskytt mot lys).

Stopp lesning 1 M (= 2N) H2SOy4, 50 pul til 100 pl.

METODE.
Alle reagensene skal ha romtemperatur!

I.

10.

1.

12.

13.

Brettene coates med 0,8 pug/ml i PBS uten carrier protein, 100 ul i hver brenn.
Brettene forsegles, og inkuberes 1 romtemperatur over natt. (3 brett: 200 ul + 35,8 ml)

Bronnene vaskes 3 x med 400 pl 1x PBS Tween 20 (= vaskebuffer).

Tilsett 300 pl blokkeringslesning til hver brenn. Forsegl brettene og inkuber minimum
1 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Fortynn prever 2-folds (1:8, 1:16 og 1:32, ustim 1:2) og standarder 1 diluent (rett for
bruk). Tilsett 100 pl/brenn. Standardene settes opp med 2 paralleller. Forsegl og
inkuber 2 t ved romtemperatur. Husk blank!

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl detection antibody, fortynnet til 200 ng/ml i diluent, i hver brenn.
Forsegl og inkuber 2 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl Streptavidin-HRP, fortynnet 1:200 i diluent, til hver bronn. Forsegl og
inkuber 1 20 min ved romtemperatur (i merke).

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl substrat til hver brenn og inkuber 1 20 min ved romtemperatur. Settes
morkt.

Tilsett SO pul 1 M H,SO4 til hver brenn for & stoppe reaksjonen. Rist forsiktig.

Les av ved 450 nm.
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Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

Antigen: Brett: 1 Dato:
T

; forynning 8 16 32 8 16 32 8 16 32

Std Std H8 H3 H3 H16 | H16 | H16
A 1 1 | B | Bk | B | acs | acs | acs | ACS | Acs | acs
B Std | Std H1 H1 H1 H9 H9 H9 | H17 | H17 | H17
2 2 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS

C Std | Std H2 H2 H2 | H10 | H10 | H10 | H18 | H18 | H18
3 3 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS
D Std | Std H3 H3 H3 | H11 | H11 | H11 | H19 | H19 | H19
4 4 ACS | ACS | AcS | ACS | ACcS | acs | AcS | acs | ACS
E Std | Std H4 H4 H4 | H12 | H12 | H12 | H20 | H20 | H20
5 < ACS | ACS | AcS | ACS | ACS | acs | AcS | Acs | ACS
F Std | Std H5 H5 H5 | H13 | H13 | H13 | H1 H1 H1
6 6 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP
G Std | Std H6 H6 H6 | H14 | H14 | H14 | H2 H2 H2
7 7 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP
H H7 H7 H7 | H15 | H15 | H15 | H3 H3 H3
Blk | Bl | acs | acs | acs | acs | acs | acs | PrP | PRP | PRP
Antigen: Brett: Dato:
" Fortynning
3 8 16 32 8 16 32 8 16 32
std | Std H4 H4 H4 | H12 | H12 | H12

A 1 1 pre | PrP | PRP | PRP | PRP | PRP | B | Bl | RIS
B Std | Std H5 H5 H5 | H13 | H13 | H13 [ H20 | H20 | H20
2 2 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP

C Std | Std H6 H6 H6 | H14 | H14 | H14 | H1 H1 H1
3 3 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | KON | KON | KON

D std | std H7 H7 H7 | H15 | H15 | H15 | H2 H2 H2
4 4 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | KON | KON | KON

E std | std H8 H8 H& | H16 | H16 | H16 | H3 H3 H3
5 5 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | KON | KON | KON

F std | std H9 H9 H9 | H17 | H17 | H17 | H4 H4 H4
6 6 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | KON | KON | KON

G std | std | H10 | H10 | H10 | H18 | H18 | H18 | H5 H5 H5
7 7 PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | KON | KON | KON

" H11 H11 H11 H19 H19 H19 H6 H6 H6
Bl 8 | pre | PRP | PRP PRP | PRP | PRP | KON | KON [ KON

- 68 -




Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

Antigen: Brett: 3 Dato:
I — .
! Eastmning 8 16 32 | 28 | 216 | 232 | 2 2 2 2
A Std | Std | H7 | H7 | H7 | H15 | H15 | H15 | H8 | H8 | H16 | H16
1 1 | KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim. | Ustim. | Ustim. | Ustim.
B Std | Std | H8 | H8 | H8 | H16 | H16 | H16 | H9 | H9 | H17 | H17
2 2 | KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim.| Ustim. | Ustim. | Ustim.
C Std | Std | H9 | H9 | H9 | H17 | H17 | H17 | H10 | H10 | H18 | H18
3 3 | KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim.| Ustim. | Ustim. | Ustim.
D Std | Std [ H10 [ H10 [ H10 | H18 | H18 | H18 | H11 | H11 | H19 | H19
4 4 | KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim. | Ustim. [ Ustim. | Ustim.
E Std | Std | H11 | H11 [ H11 | H19 | H19 | H19 [ H12 | H12 | H20 | H20
5 5 | KON | KON [ KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim. | Ustim,
F Std | Std | H12 | H12 | H12 | H20 | H20 | H20 | H13 | H13 | o | o
6 6 | KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim. | Ustim.
G Std | Std | H13 | H13 | H13 | HE | HE | HE | H14 | H14 | o0 | o
7 7 | KON | KON | KON | Ustim | Ustim. | Ustim. | Ustim. | Ustim.
H14 | H14 | H14 | H7 | H7 | H7 | H15 | H15
H Bk | B | kon | kON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim. | Ustim | B4 | B
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REAGENSER OG UTSTYR.

DuoSet ELISA
Ancillary Reagent kit 3

Mikrotiterbrett
Reagensreservoar/petriskéler
Multikanals pipetter

Capture antibody (840264)

Ix PBS

Reagent Diluent 3, DY 004

Blokkeringslasning

Vaskebuffer 25x

Standarder (3 stk/kit)

Detection antibody

Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

DuoSet ELISA
Human IGF-I

Human IGF-I cat. nr: DY291

Plater, PBS til coating (60 ml), Tape, 5 x Reagent Diluent 3,
20 x PBS til fortynning av dil, substrat A+B, Stop lesning
og vaskebuffer

(F-brenn) til fortynning av prever evnt 1,5 ml rer til std.

Lot BIM1114091: 240 pg mus-anti-IGF-I lgses 1 0,5 ml
PBS =480 pg/ml. Lagre ved 2 — 8°C 1 opp til 8 uker, eller
aliquoter 1 70°C i opptil 3 mnd. Arbeidsfortynning 4 pg/ml
(=1:120 fort, dvs. 100 pl + 11,9 ml til ett brett) i PBS uten
carrier protein = ELISA plate coating buffer i Ancillary
Reagent Kit 3.

20x PBS fortynnes slik: 3 ml + 57 ml dest vann.

Reagent Diluent Concentrate 3 (5x), (Lot P144790), 25 %
Tween 20 i PBS med 0,05 % NaNj. Fortynnes 1:5 (12 ml
+48 ml) i 1x PBS pH 7,2 — 7,4, for bruk til S % Tween 20,
lagre ved 2-8°C og brukes innen 1 mnd.

= 1x Reagent diluent 3 (300 ul/brenn)

0,05 % Tween 20 i PBS. Fortynn 25x Wash buffer slik: 21
ml + 504 ml dest vann.

Lot 1360091, 55 ng: Rec equine IGF-I: 110 ng/ml (= 110
000 pg/ml), nér lest 1 0,5 ml dest. vann, la std i min 15 min
med forsiktig blanding. Aliquoter og lagre ved -70°C opp til
3 mnd. Lag 7 standarder, 2- fold i diluent, med hoyeste
konsentrasjon 2000 pg/ml. (dvs. 2000 (1:55), 1000, 500,
250, 125, 62,5 og 31,25 pg/ml). Hold ufortynnede std pa is.

Lot AJ1214091: Biotinylert chicken anti humant IGF-
1(840265), 9000 ng/ml nar lest i 1 ml diluent. Lagre ved 2
— 8°C 1 opp til 60 dager, eller -20 til -70 °C 1 opptil 6 mnd.
Arbeidskonsentrasjon = 150 ng/ml (=1:60 fortynning, 200
ul + 11,8 ml til ett brett) 1 reagent diluent 3.
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Streptavidin-HRP, 2 ml Lot 322712. Lagres ufortynnet ved 2-8°C opptil 3 mnd etter

apning. Ma IKKE fryses! Arbeidsfortynning 1:40 (300 pl
+ 11,7 ml) 1 reagent diluent.

TMB substrat Substrate Reagent Pack. Holdbar 1 30 dager etter apnet ved

2-8°C. Romtemperer for bruk og bland Color Reagent A og
Color Reagent B 1 like deler rett for bruk (dvs. maks 10 min
for bruk, beskytt mot lys).

Stopp lesning 1 M (= 2N) H2SOy4, 50 pul til 100 pl substrat.

METODE.
Alle reagensene skal ha romtemperatur!

I.

10.

1.

12.

13.

Brettene coates med 4 pg/ml Capture Antibody i PBS uten carrier protein, 100 pl 1
hver bronn. Brettene forsegles, og inkuberes 1 romtemperatur over natt.

Breonnene vaskes 3 x med 400 pl vaskebuffer.

Tilsett 300 pl blokkeringsleosning til hver brenn. Forsegl brettene og inkuber minimum
1 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Fortynn prever 1:2 og standarder 1 diluent (rett for bruk). Tilsett 100 pl/brenn.
Standardene og prevene settes opp med 2 paralleller. Forsegl og inkuber 2 t ved
romtemperatur. Husk blank.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl detection antibody, fortynnet til 150 ng/ml i diluent, i hver brenn.
Forsegl og inkuber 2 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl Streptavidin-HRP, fortynnet 1:40 i diluent, til hver brenn. Forsegl og
inkuber 1 20 min ved romtemperatur.

Sett pa Elisaleseren.
Gjenta vask, 3 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pul TMB substrat til hver brenn og inkuber 1 20 min ved romtemperatur.
Settes morkt.

Tilsett SO pul 1 M H,SO4 til hver brenn for & stoppe reaksjonen. Rist forsiktig.
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Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

14. Les av ved 450 nm. Hvis belgelengde korreksjon er tilgjengelig les av ved 540 nm og
570 nm. Hvis ikke subtraher 540 el 570 med avlesningene ved 450 nm. Korrigerer for
optiske imperfeksjoner 1 platen.

Antigen: Humant IGF-1 Brett: 1 Dato:
1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
A Std Std Blk Bk H8 H16 H4 H12
1 1 — == | ACS ACS PRP PRP
B Std Std H1 H9 H17 H5 H13
2 2 ACS ACS ACS PRP PRP
C Std Std H2 H10 H18 He6 H14
3 3 ACS ACS ACS PRP PRP
D Std Std H3 H11 H19 H7 H15
4 4 ACS ACS ACS PRP PRP
E Std Std H4 H12 H20 H8 H16
5 5 ACS ACS ACS PRP PRP
I: Std Std H5 H13 H1 HO H17
6 6 ACS ACS PRP PRP PRP
G Std Std H6 H14 H2 H10 H18
7 7 ACS ACS PRP PRP PRP
H7 H15 H3 H11 H19
H Blk | Bk | acs ACS PRP PRP PRP
Coatingbuffer: Elisa Plate Coating buffer Diluent: Reag dil 3 fortynnet i PBS Serum: 1:2 i diluent
Capture antibody: Detection antibody: 1:60 i diluent
Ettercoat: Streptavidin-HRP: 1:40 i diluent
Vask: Substrat: A+ B
Antigen: Humant IgF-1 Brett: 2 Dato:
1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
A Std Std Blk Blk H7 H15 H8 H16
1 1 o == | KON KON Ustim Ustim
B Std Std H20 H8 H16 H9 H17
2 2 PRP KON KON Ustim Ustim
C Std Std H1 H9 H17 H10 H18
3 3 KON KON KON Ustim Ustim
D Std Std H2 H10 H18 H11 H19
4 4 KON KON KON Ustim Ustim
E Std Std H3 H11 H19 H12 H20
5 5 KON KON KON Ustim Ustim
F Std Std H4 H12 H20 H13 Blk Blk
6 6 KON KON KON Ustim - -
G Std Std H5 H13 H6 H14 Bk Blk
7 7 KON KON Ustim Ustim - -
H6 H14 H7 H15
H Bk | Bk | koN KON Ustim Ustim Bk | Bk
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REAGENSER OG UTSTYR.

Activation kit 1, DY010
DuoSet ELISA

Biologisk behandling og cytokinprofil hos leddhalte hester

DuoSet ELISA

Human TGF-1

Syre aktivering og neytralisering
Human TGF-B1 cat. nr: DY240

DuoSet Ancillary Reagent Kit 1 DYO007. Plater, PBS til coating, Tape, 5 x Reagent Diluent

1, Blokkeringsbuffer, 20x PBS, substrat A+B, Stop lgsning
og vaskebuffer.

Mikrotiterbrett (F-brenn) til fortynning av prever evnt 1,5 ml ror til std.

Reagensreservoar/petriskéler
Multikanals pipetter

Capture antibody

Reagent Diluent 1, DY997

Blokkeringslasning

Vaskebuffer

Standarder (3 stk/kit)

Detection antibody

Streptavidin-HRP, 2 ml

TMB substrat

120 pg mus-anti-TGF-B1 lgses 1 0,5 ml PBS = 240 pg/ml.
Lagre ved 2 — 8°C 1 opp til 60 dager, eller aliquoter i1 -70°C
i opptil 3 mnd. Arbeidsfortynning 2 pg/ml (=1:120 fort,
dvs. 100 pl + 11,9 ml til ett brett) 1 PBS uten carrier protein.

Diluent (PBS med 1,4 % BSA). Ferdig kjopt, Reagent
Diluent, 840149. Stabil 1 60 dager etter 4pning ved lagring
2-8°C. Fortynn (1,4 ml + 98,6 ml), i vaskebuffer, lagre ved
2-8°C og brukes innen 8 timer.

Reagent Diluent 3, fortynn 8 ml 5x + 32 ml 1x PBS

PBS med 0,05 % Tween 20, pH 7,2 — 7,4, fortynnet fra 20x
losning, se oppskrift bufferperm ved vektene.

Rec equine TGF-B1 90 ng/ml (= 90 000 pg/ml), nér last i
0,5 ml diluent, la std i min 15 min med forsiktig blanding.
Aliquoter og lagre ved -70°C opp til 2 mnd. Lag 6
standarder, 2- fold i diluent, med hoyeste konsentrasjon
2000 pg/ml. (dvs. 2000 (1:45), 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25 pg/ml). Hold ufortynnede std pé is.

Biotinylert chicken anti humant TGF-B1 (840117), 3 pg/ml
(3000 ng/ml) nar lest 1 1 ml diluent. Lagre ved 2 — 8°C 1
opp til 60 dager, eller -20 til -70 °C i opptil 6 mnd.
Arbeidskonsentrasjon = 50 ng/ml (=1:60 fortynning, 200
ul + 11,8 ml til ett brett) 1 diluent.

Lagres ved 2-8°C opptil 6 mnd etter &pning. Ma IKKE
fryses! Arbeidsfortynning 1:40 (300 pl + 11,7 ml) i Diluent.

Substrate Reagent Pack. Holdbar 1 30 dager etter apnet ved
2-8°C. Romtemperer for bruk og bland Color Reagent A og
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Color Reagent B 1 like deler rett for bruk (dvs. maks 10 min
for bruk, beskytt mot lys).

Stopp lesning 1 M (= 2N) H2SOy4, 50 pul til 100 pl substrat.

METODE.
Alle reagensene skal ha romtemperatur!

Forbehandling av sera:
Tilsett til 40 pul serum/plasma 20 pl 1 M HCI og bland godt. Inkuber 1 10 min ved

romtemperatur. Noytraliser ved a tilsette 20 ul 1,2 M NaOH/0,5 M Hepes. Bland godt. Preven
er na fortynnet 1:2.

I.

10.

1.

12.

13.

Brettene coates med 2 pg/ml mus-anti-TGF-B1 i PBS uten carrier protein, 100 pl 1
hver bronn. Brettene forsegles, og inkuberes 1 romtemperatur over natt.

Bronnene vaskes 3 x med 400 pl PBS Tween 20 (= vaskebuffer).

Tilsett 300 pl blokkeringslesning til hver brenn. Forsegl brettene og inkuber minimum
1 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 3 x, som 1 pkt. 2.

Fortynn de forbehandlede pravene 1:20 (10+190, de blir da fortynnet1:40) og
standarder 1 diluent (rett for bruk). Tilsett 100 pl/brenn. Bade prevene og standardene
settes opp med 2 paralleller. Forsegl og inkuber 2 t ved romtemperatur. Husk blank.

Gjenta vask 5 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl detection antibody, fortynnet til 50 ng/ml i diluent, i hver bronn.
Forsegl og inkuber 2 t ved romtemperatur.

Gjenta vask 5 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pl Streptavidin-HRP, fortynnet 1:40 i diluent, til hver brenn. Forsegl og
inkuber 1 20 min ved romtemperatur.

Gjenta vask, 5 x, som 1 pkt. 2.

Tilsett 100 pul TMB substrat til hver brenn og inkuber 1 20 min ved romtemperatur.
Settes morkt.

Tilsett SO pul 1 M H,SO4 til hver brenn for & stoppe reaksjonen. Rist forsiktig.

Les av ved 450 nm.
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Antigen: Humant TGF-B1 Brett: 1 Dato:
| 123|456 |7 8 9 10|11 |12
1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
A Std Std Blk Blk H8 H8 H16 | H16 H4 H4 H12 | H12
1 1 ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP
B Std Std H1 H1 H9 H9 H17 | H17 H5 H5 H13 | H13
2 2 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP
c Std Std H2 H2 H10 | H10 | H18 | H18 H6 H6 H14 | H14
3 3 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP
D Std Std H3 H3 H11 H11 | H19 | H19 H7 H7 H15 | H15
- - ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP
E Std Std H4 H4 H12 | H12 | H20 | H20 H8 H8 H16 | H16
5 5 ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP
F Std Std H5 H5 H13 | H13 H1 H1 H9 H9 H17 | H17
6 6 ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP
G Std Std H6 H6 H14 | H14 H2 H2 H10 | H10 | H18 | H18
7 7 ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP
H Blk Blk H7 H7 H15 | H15 H3 H3 H11 | H11 H19 | H19
ACS | ACS | ACS | ACS | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP | PRP
Coatinghuffer: Elisa Plate Coating buffer Diluent: Reagent diluent 3 fortynnet i PBS Serum: 1:2 i aktivering og 1:201i djl = 1:40
Capture antibody: Mus-anti-TGF-B1 Detection antibody: 1:60 i reagent diluent 1
Ettercoat: Reagent Diluent 3 fort i PBS Streptavidin-HRP: 1:40 i reagent diluent 1
Vask: 3x 400 pl Substrat: A+ B
Antigen: Humant TGF- 31 Brett: 2 Dato:
1/2 3 4|56 7 8|9 10|11 12
1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
A Std Std Blk Blk H7 H7 H15 | H15 HS HS H1'6 H1‘6
1 1 KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
B Std Std H20 H20 H8 H8 H16 H16 H9 H9 H17 H17
2 2 PRP | PRP | KON | KON | KON [ KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
c Std Std H1 H1 H9 H9 H17 | H17 H1>0 H1_0 H1_8 H18
3 3 KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
D Std Std H2 H2 H10 | H10 | H18 | H18 | H 1_1 H1_1 H1_9 H1_9
4 4 KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
E Std Std H3 H3 H11 H11 H19 | H19 | H12 | H12 | H20 | H20
5 5 KON | KON | KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
I: Std Std H4 H4 H12 | H12 | H20 | H20 | H 1.3 H1.3 Blk Blk
6 6 KON [ KON | KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim
G Std Std H5 H5 H13 | H13 HG H6 H 1,4 H1'4 Blk Blk
7 7 | KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim
H6 H6 H14 | H14 H7 H7 H15 | H15
H Blk Bl KON | KON | KON | KON | Ustim | Ustim | Ustim | Ustim Bl Bl
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Note: Store all reagents at 2 - 8°C
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Reagents Supplied Catalog Number Volume Quantity
Equine Cytokine Standard EQCYT-8093 Lyophilized 1 vial
Equine Cytokine Quality Controls 1 and 2 EQCYT-6093 Lyophilized 1 vial each
Serum Matrix MXEQ-SM Lyophilized 1 vial
. 1 plate
Set of one 96-Well Plate with 2 sealers e - 2 sealers
Bead Diluent (not provided with premixed panel) LBD 3.5mL 1 vial
Assay Buffer L-AB 30 mL 1 bottle
10X Wash Buffer
Note: Contains 0.05% Proclin i ekl 1 bottie
Equine Cytokine Detection Antibodies EQCYT-1093 3.2mL 1 bottle
Streptavidin-Phycoerythrin L-SAPE10 3.2mL 1 bottle
Mixing Bottle (not provided with premixed panel) | = ===sememeee | ceceeeees - 1 bottle
Equine Cytokine Antibody-Immobilized Premixed Magnetic Beads:
| Premixed 23-plex Beads | EQCYPMX23-MAG | 35mL 1 bottle

Included Equine Cytokine Antibody-Immobilized Beads are dependent on

customizable selection of analytes within the panel (next page).
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Equine Cytokine Antibody-Immobilized Magnetic Beads:

IR;J&E:‘::;: Customizable 23 Analytes h%:g-;ft)u( c
Bead/Analyte Name Bead Avaﬁgl))(leconcentratéo:t, gOuL S
Region ’ Beads

Anti-FGF2 Bead 13 v HCYFGF2-MAG v
Anti-Eotaxin Bead 14 v HETXN-MAG v
Anti-G-CSF Bead 18 v HGCSF-MAG v
Anti-IL1¢. Bead 19 v RIL1A-MAG v
Anti-GM-CSF Bead 20 v HGMCSF-MAG v
Anti-Fractalkine Bead 21 v HFKN-MAG v
Anti-IL13 Bead 25 v EIL13-MAG v
Anti-IL5 Bead 30 v EIL5-MAG v
Anti-IL18 Bead 33 v EIL18-MAG v
Anti-IL1p Bead 35 v EIL1B-MAG v
Anti-IL6 Bead 37 v EIL6-MAG v
Anti-IL17A Bead 39 v HIL17-MAG v
Anti-IL2 Bead 44 v EIL2-MAG v
Anti-IL4 Bead 46 v EIL4-MAG v
Anti-IL12p70 Bead 52 v RIL12P70-MAG v
Anti-IFNy Bead 53 v EIFNG-MAG v
Anti-IL8 Bead 55 v FIL8-MAG v
Anti-IP10 Bead 57 v MIP10-MAG v
Anti-GRO Bead 61 v MKC-MAG v
Anti-MCP1 Bead 62 v MCYMCP1-MAG v
Anti-IL10 Bead 67 v EIL10-MAG v
Anti-TNFa Bead 77 v ETNFA-MAG v
Anti-RANTES Bead 78 v RRNTS-MAG v
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SAMPLE COLLECTION AND STORAGE

A. Preparation of Serum Samples:
¢ Allow the blood to clot for at least 30 minutes before centrifugation for 10
minutes at 1000xg. Remove serum and assay immediately or aliquot and store
samples at < -20°C.

¢ Avoid multiple (>2) freeze/thaw cycles.

¢ When using frozen samples, it is recommended to thaw the samples completely,
mix well by vortexing and centrifuge prior to use in the assay to remove
particulates.

e Serum samples should be neat.

B. Preparation of Plasma Samples:

¢ Plasma collection using EDTA as an anti-coagulant is recommended.
Centrifuge for 10 minutes at 1000xg within 30 minutes of blood collection.
Remove plasma and assay immediately or aliquot and store samples at <-20°C.
* Avoid multiple (>2) freeze/thaw cycles.
¢ When using frozen samples, it is recommended to thaw the samples completely,

mix well by vortexing and centrifuge prior to use in the assay to remove
particulates.

¢ Plasma samples should be diluted neat.

C. Preparation of Tissue Culture Supernatant:

* Centrifuge the sample to remove debris and assay immediately or aliquot and
store samples at < -20°C.

¢ Avoid multiple (>2) freeze/thaw cycles.

e Tissue culture supernatant may require a dilution with an appropriate control
medium prior to assay. Tissue/cell extracts should be done in neutral buffers
containing reagents and conditions that do not interfere with assay performance.
Excess concentrations of detergent, salt, denaturants, high or low pH, etc. will
negatively affect the assay. Organic solvents should be avoided. The tissue/cell
extract samples should be free of particles such as cells or tissue debris.
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SAMPLE COLLECTION AND STORAGE (continued)

NOTE:
e A maximum of 25 pL per well of neat serum or plasma can be used. Tissue culture
or other media may also be used.
¢ All samples must be stored in polypropylene tubes. DO NOT STORE SAMPLES IN
GLASS.
¢ Avoid debris, lipids and cells when using samples with gross hemolysis or lipemia.

» Care must be taken when using heparin as an anti-coagulant since an excess of
heparin will provide falsely high values. Use no more than 10 IU heparin per mL of
blood collected.

PREPARATION OF REAGENTS FOR IMMUNOASSAY

A. Preparation of Antibody-Immobilized Beads

If premixed beads are used, sonicate the premixed bead bottle 30 seconds and then
vortex for 1 minute before use.

For individual vials of beads, sonicate each antibody-bead vial for 30 seconds; vortex
for 1 minute. Add 60 uL from each antibody-bead vial to the Mixing Bottle and bring
final volume to 3.0 mL with bead diluent. Vortex the mixed beads well. Unused portion
may be stored at 2-8°C for up to one month. (Note: Due to the composition of
magnetic beads, you may notice a slight color in the bead solution. This does not
affect the performance of the beads or the kit.)

Example 1: When using 3 antibody-immobilized beads, add 60 uL from each of the 3
bead vials to the Mixing Bottle. Then add 2.820 mL bead diluent.

Example 2: When using 20 antibody-immaobilized beads, add 60 pL from each of the
20 bead vials to the Mixing Bottle. Then add 1.8 mL bead diluent.

B. Preparation of Quality Controls

Before use, reconstitute Quality Control 1 and Quality Control 2 with 250 pL deionized
water. Invert the vial several times to mix and vortex. Allow the vial to sit for 5-10
minutes. Unused portion may be stored at < -20°C for up to one month.

C. Preparation of Wash Buffer

Bring the 10X Wash Buffer to room temperature and mix to bring all salts into solution.
Dilute 60 mL of 10X Wash Buffer (two bottles) with 540 mL deionized water. Store the
unused portion at 2-8°C for up to one month.

D. Preparation of Serum Matrix

This step is required for serum or plasma samples only.

Add 1 mL water to the bottle containing lyophilized Serum Matrix. Mix well. Allow at
least 10 minutes for complete reconstitution. Leftover reconstituted Serum Matrix

should be stored at < -20°C for up to one month.
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PREPARATION OF REAGENTS FOR IMMUNOASSAY (continued)

E. Preparation of Equine Cytokine Standard

1.) Prior to use, reconstitute the Equine Cytokine Standard with 250 uL deionized
water. Refer to table below for analyte concentrations. Invert the vial several
times to mix. Vortex the vial for 10 seconds. Allow the vial to sit for 5-10 minutes.
This will be used as Standard 6; the unused portion may be stored at < -20°C for
up to one month.

2). Preparation of Working Standards

Label 5 polypropylene microfuge tubes Standard 1 through Standard 5. Add 150
WL of Assay Buffer to each of the 5 tubes. Prepare serial dilutions by adding 50
KL of the reconstituted standard to the Standard 5 tube, mix well and transfer 50
ML of Standard 5 to the Standard 4 tube, mix well and transfer 50 pL of Standard
4 to the Standard 3 tube, mix well and transfer 50 yL of Standard 3 to the
Standard 2 tube, mix well and transfer 50 uL of Standard 2 to the Standard 1 tube
and mix well. The 0 pg/mL standard (Background) will be Assay Buffer.

Standard # Vollglnat: ;'ftzii\zrc'iized Volumttaoolf\ c?‘tjandard
Standard 6 250 L 0

Standaras | Voume ol sesty | Volume of Sandar
Standard 5 150 uL 50 uL of Standard 6
Standard 4 150 uL 50 uL of Standard 5
Standard 3 150 uL 50 uL of Standard 4
Standard 2 150 uL 50 uL of Standard 3
Standard 1 160 puL 50 uL of Standard 2

Preparation of Standards

@@@@@

50 L 50 pL 50 pL 50 uL
\ \
| Stock I | 150 pL I | 150 pL | I 150 pL | I 150 L | | 150 pL |
Reconstituted Standard 5 Standard 4 Standard 3 Standard 2 Standard 1
Standard 6
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PREPARATION OF REAGENTS FOR IMMUNOASSAY (continued)

2). Preparation of Working Standards (continued)

FGF-2 Eotaxin G-CSF

Standard (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Standard 1 24 7 78
Standard 2 98 27 312
Standard 3 391 109 1250
Standard 4 1,563 438 5,000
Standard 5 6,250 1,750 20,000
Standard 6 25,000 7,000 80,000
Standard "I-I:1-8a° g’\n&ﬁ'sél:s’ Fractalkine

(pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL)
Standard 1 59 5 586
Standard 2 234 20 2,344
Standard 3 938 78 9,375
Standard 4 3,750 313 37,500
Standard 5 15,000 1,250 150,000
Standard 6 60,000 5,000 600,000

IL-5, IL-6,

Stndard | Wazoro | VSR | 118

(pg/mL) (pg/mL)
Standard 1 39 15 34
Standard 2 156 59 137
Standard 3 625 234 547
Standard 4 2,500 938 2,188
Standard 5 10,000 3,750 8,750
Standard 6 40,000 15,000 35,000
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PREPARATION OF REAGENTS FOR IMMUNOASSAY (continued)

Standard IL-1B MCP-1 ( "7.4L
(pg/mL) Pg/mL)
(pg/mL)
Standard 1 29 342 293
Standard 2 117 1,367 1,172
Standard 3 469 5,469 4,688
Standard 4 1,875 21,875 18,750
Standard 5 7,500 87,500 75,000
Standard 6 30,000 350,000 300,000
IFN GRO IL-10
Standard | oomi) | (pgimL) | (pgimL)
Standard 1 488 6 49
Standard 2 1,953 23 195
Standard 3 7,813 94 781
Standard 4 31,250 375 3,125
Standard 5 125,000 1,500 12,500
Standard 6 500,000 6,000 50,000
TNFa
Standard (pg/mL)
Standard 1 4
Standard 2 16
Standard 3 63
Standard 4 250
Standard 5 1,000
Standard 6 4,000
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IMMUNOASSAY PROCEDURE
Prior to beginning this assay, it is imperative to read this protocol completely and to

thoroughly understand the Technical Guidelines.

Allow all reagents to warm to room temperature (20-25°C) before use in the assay.

Diagram the placement of Standards [0 (Background), [Standard 1 through 6],
Controls 1 and 2, and Samples on Well Map Worksheet in a vertical configuration.
(Note: Most instruments will only read the 96-well plate vertically by default.) Itis

recommended to run the assay in duplicate.

If using a filter plate, set the filter plate on a plate holder at all times during reagent
dispensing and incubation steps so that the bottom of the plate does not touch any

surface.

. Add 200 uL of wash buffer into each well of the

plate. Seal and mix on a plate shaker for 10
minutes at room temperature (20-25°C).

Decant wash buffer and remove the residual
amount from all wells by inverting the plate and
tapping it smartly onto absorbent towels several
times.

Add 25 L of each Standard or Control into the
appropriate wells. Assay buffer should be used
for 0 pg/mL standard (Background).

Add 25 L of assay buffer to the sample wells.

Add 25 uL of appropriate matrix solution to the
background, standards, and control wells.
When assaying serum or plasma, use the
serum matrix. When assaying tissue culture or
other supernatant, use proper control culture
medium as the matrix solution.

Add 25 uL of Sample (neat) into the appropriate
wells.

Vortex Mixing Bottle and add 25 pL of the Mixed
or Premixed Beads to each well. (Note: During
addition of Beads, shake bead bottle
intermittently to avoid settling.)

Seal the plate with a plate sealer. Wrap the plate
with foil and incubate with agitation on a plate
shaker overnight (16-18 hours) at 2-8°C.
Alternatively, incubate for 2 hours at room
temperature (20-25°C), but the overall
performance, including sensitivity may be less
than compared to the overnight incubation.

9. Gently remove well contents and wash plate 3

times following instructions listed in the PLATE
WASHING section.
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Add 200 pL wash buffer
per well

Shake 10 min, RT

Decant

e Add 25 pL Standard or
Control to appropriate wells

¢ Add 25 pL assay buffer to
background and sample
wells

e Add 25 uL appropriate
matrix solution to
background, standards, and
control wells

e Add 25 pL (neat) Samples
to sample wells

« Add 25 uL Beads to each
well

Incubate overnight (16-
18 hours) at 2-8°C or 2
hours at room

temperature (20-25°C)
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10.Add 25 pL of Detection Antibodies into each
well. (Note: Allow the Detection Antibodies to
warm to room temperature prior to addition.)

11.Seal, cover with foil and incubate with agitation
on a plate shaker for 1 hour at room
temperature (20-25°C). DO NOT ASPIRATE
AFTER INCUBATION.

12.Add 25 pL Streptavidin-Phycoerythrin to each
well containing the 25 pL of Detection
Antibodies.

13.Seal, cover with foil and incubate with agitation
on a plate shaker for 30 minutes at room
temperature (20-25°C).

14.Gently remove well contents and wash plate 3
times following instructions listed in the PLATE
WASHING section.

15.Add 150 pL of Sheath Fluid (or Drive Fluid if
using MAGPIX®) to all wells. Resuspend the
beads on a plate shaker for 5 minutes.

16.Run plate on Luminex® 200™, HTS, FLEXMAP
3D® or MAGPIX® with xPONENT?® software.

17.Save and analyze the Median Fluorescent
Intensity (MFI) data using a 5-parameter logistic
or spline curve-fitting method for calculating
analyte concentrations in samples. (Note: No
sample dilution is required for this assay.)
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Remove well contents and
wash 3X with 200 yL Wash
Buffer

Add 25 L Detection
Antibodies per well

Incubate 1 hour
at RT

Do Not Aspirate

Add 25 uL Streptavidin-
Phycoerythrin per well

Incubate for 30
minutes at RT

Remove well
contents and wash
3X with 200 uL
Wash Buffer

Add 150 uL Sheath Fluid or
Drive Fluid per well

Read on Luminex®® (100 pL,
50 beads per bead set)
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WELL MAP
1 2 3 5 6 10 11 12
0
pg/mL Qc-2
Standard Standard 4 Control
(Background)
0
pg/mL Qc-2
Standard Standard 4 Control
(Background)
Standard 1 | Standard 5 | S2TPe
Standard 1 | Standard 5 SanIe
Standard 2 | Standard 6 Sar;ple
Standard 2 | Standard 6 | S2TPIe
Standard 3 QC-1 Etc.
Control
Standard 3 QC-1
Control
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