Slutrapport Agria och SKK:s forskningsfond for forskningsé’iren 2010

och 2011

Jag hade glddjen att fa anslag av Agrias och SKK:s forskningsfond under aren 2010-2012. Pa grund
av foraldraledighet har tidsplanen férskjutits cirka 8 méanader. Jag vill hdr Idmna min ekonomiska
redogérelse och slutrapport fér forskningsdren 2010 och 2011. De tva aterstdende projekten (IGF-I
hos katt med leversjukdom och IGF-I hos katt med diabetes mellitus) kommer att redovisas i

slutrapporten for forskningsaret 2012.

Utvardering av ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) specifik for
kattinsulin (slutrapport forskningsaret 2010)

Syftet med studie var att utvirdera en ny analysmetod specifik for kattinsulin, utvardera
hallbarheten hos kattinsulin och ta fram referensvérden.

Mercodias ELISA, som &r optimerad for att mata kattinsulin, var latt att hantera och kan anvédndas for
att méta insulin i serum frdn katt. Inom- och mellank&rningsvariationen varierade beroende pa
provets koncentration och var det sattes pa plattan. Total variationskoefficient ldg mellan 10 och 20%
vilket &r ett acceptabelt resultat fér en immunologisk analysmetod av den har typen.

Vi fann signifikanta skillnader beroende var pé ELISA-plattan som provet applicerats (kolumneffekt).
Aven om det var en signifikant skillnad var variationen s liten att den sannolikt inte paverkar den
kliniska bedémningen av en patient. Vid forskningsprov maste man dock vara medveten om denna
variation ndr man planerar hur proven skall sittas pa plattan. Om man inte ténker pa hur proven
pipetteras pa plattan kan man fa felaktiga signifikanta resultat i studier. Om analysmetoden anvands
for att berékna referensvérden bor storsta méjliga variation efterstrévas vilket innebér att prov bor
séttas p3 olika plattor och pa olika positioner for att fa en verklighetstrogen spridning. Om man
istéllet vill undersdka koncentration av insulin hos exempelvis katter fore och efter en maltid bér
prov fr&n samma katt séttas pd samma platta i ndrheten av varandra. Detta fér att minska
variationen orsakad av analysmetoden. Vi har med dessa resultat visat hur viktigt det &r att utvardera
plattvariationen ndr man utvérderar en ELISA och vi anser att detta alltid bor ingd i en validering av

denna typ av analysmetod.

Vara resultat visar vidare att serumprover kan forvaras 24 timmar i 202C och 4 dagar i 2-8°C utan att
f& signifikant skillnad i insulinkoncentration. Kattserum gar att frysa och tina minst fyra gdnger och
kan forvaras i -802C i minst 15 manader utan paverkan av insulinkoncentrationen.

I en studie fran Japan tillsatte forskare en I6sning med rent kattinsulin till kattserum fran friska
katter. | det rena kattserumet kunde deras ELISA mita insulin men nér de tillsatte sitt upprenade
kattinsulin till proverna fick de falskt ldga nivaer. Deras konklusion var att katter har antikroppar mot
insulin som kan stora vid analys. Detta har orsakat manga diskussioner bland forskare som studerar
kattdiabetes. Vi har upprepat deras experiment och tillsatt upprenat kattinsulin och far tillbaka
férviantade virden. Var slutsats dr att antingen stors inte Mercodias ELISA av eventuella anti-insulin
antikroppar eller sa har inte de svenska katter vi studerade dessa antikroppar.

Manuskript accepterat for publicering i Journal of Veterinary Clinical Pathology. En kopia av
artikeln kommer att skickas till er néir den &r publicerad.




Validering av analysmetod {for IGF-I hos hund (slutrapport for
forskningsaret 2010 och 2011):

Hos hund analyseras insulin-like growth factor | (IGF-1) framfor allt vid utredning av dvérgvaxt och
akromegali (onormalt stor tillvaxt pa grund av for hodg inséndring av tillvéxthormon). Tillvdxthormon
hos hund analyseras idag inte vid ndgot kommersiellt laboratorium och utséndringen &r pulsartad
varfor man ofta valjer att analysera IGF-l vid diagnos av dessa sjukdomar. IGF-l dr i blodet bundet till
bindarproteiner som stor vid analys. Studier har visat att dessa bindarproteiner kan ge bade falskt
ldga och falskt hoga virden beroende pa vilken analys som anvinds. For att undvika att
bindarproteinerna stor i analysen har man inom veterindrmedicinen framfor allt anvént sig av en
speciell teknik ddr man avldgsnar proteinerna med alkohol under sura férhallanden (acid-ethanol
extraction). Studier pd manniska, gris, far och ratta har visat att denna extraktionsmetod inte alltid
far bort alla bindarproteiner vilka da gor att vi kan fa falska provsvar pa patienterna. En nyare metod
har utvecklats pd humansidan dar man anvénder sig av IGF-Il som binder upp bindarproteinerna och
gor att de inte stor i analysen. Denna metod &r inte validerad for hund. For att kunna ga vidare och
madta IGF-l hos hund har vi fér dessa djurslag validerat en ELISA f6r att méta humant IGF-l1 som bygger

pa den nya metoden.

Inomvariationen faststédlldes genom att analysera serumprover med lag, medelh6g och hog
koncentration av IGF-1 i 16-20 replikat. Mellanvariationen berdknades genom att analysera samma
prov under 6 dagar. For att avgora interferens av bindarproteiner tillsatte vi IGF-1 bindarproteiner till
en koncentration av 8 mg/L och 30 mg/L. For att utvdrdera linjariteten spdddes prover ner till 10% av
ursprunglig koncentration. Vi tillsatte dven rekombinant humant IGF-I till serumprover.
Plattvariationen utviarderades genom att analysera sammea kalibrator i alla brunnar.

Resultaten visade en lag inom- och mellank6rningskoncentration med en variationskoefficient under
10 %. Analysmetoden var linjdr och gav tillbaka 95-113% av férvintade vdrden. Addition av IGF-| gav
tillbaka 103 % av forvintade varden. Tillsats av bindarproteiner till koncentrationen 8 mg/L gav ingen
interferens. Nar 30 mg/L tillsattes sags falskt laga varden. Koncentrationen 30 mg/L dr dock mycket
Over dem som ses fysiologiskt. Pa humansidan anses tillsats av 5 mg/L vara hog koncentration och
har anvénts vid validering av analysmetod f6r IGF-I pa manniska. Exogent insulin (Caninsulin) och
porcint insulin korsreagerade inte i analysmetoden. Det fanns en signifikant variation éver plattan
men nér proverna pipetterades i duplikat éver tva kolumner var inte denna variation signifikant.
Sammanfattningsvis sa visar vara resultat att metoden fungerade bra for att analysera IGF-1 hos
hund.

Resultaten presenterades via ett abstract och muntlig presentation vid European Congress of
Veterinary Clinical Pathology (ECVCP) i Dublin under september 2011. Detta abstract har
publicerats i Journal of Veterinary Clinical Pathology (2011, vol. 40, Issue 4, p. 567-594). Resultaten
kommer édven att publiceras som en del av manuskriptet for studien om IGF-I hos tikar av rasen
jémthund provtagna under efterlépsperioden (se nedan). Valideringen av analysmetoden fér
djurslaget katt kommer att skrivas in i manuskriptet till studien ”IGF-1 hos katt med diabetes
mellitus” och rapporteras for forskningsdret 2012.




Mitning av IGF-1 hos hund korrelerat till tillvixthormon och C-peptid hos
tikar av hogriskras for utveckling av progesteroninducerad diabetes

mellitus (slutrapport for forskningsaret 2011).

Hos hund ses akromegali ndstan uteslutande hos tikar efter 16p och beror pa juvervdvnadens
produktion av hormoner som svar p& progesteronstimulering. Diagnosen brukar baseras pa ett hogt
IGF-l-vérde tillsammans med kliniska symptom. En del hundar med akromegali utvecklar ocksa
diabetes eftersom tillvixthormon (GH) gér att kroppen inte svarar bra pa insulin. Jdmthundar @r en
ras predisponerad for att utveckla diabetes efter I16p och vi ville underséka nivaerna av IGF-! hos tikar
av denna ras fér att se om det fanns ett samband mellan IGF-I och vilka sjukdomar tikarna
utvecklade. Ett annat syfte var att studera korrelation mellan IGF-l och andra variabler sdsom alder,
hull, vikt, C-peptid (mater insulinproduktionen hos bukspottskérteln) och GH. Detta &r studerat hos
ménniska men inte hos hund. Finns tydliga samband mellan dessa faktorer kan det vara viktigt att ta
det i beaktande vid diagnos av akromegali och vid bestdmning av referensvdrden.

Agare till jAmthundstikar ombads ta sin hund till veterinir 2-8 veckor efter [6p. Ett blodprov togs i
samband med en standardiserad veterindrundersdkning och enkatfragor till dgaren och skickades till
Universitetsdjursjukhuset SLU. Totalt inkluderades 122 dlghundar i studien. Proverna analyserades pa
SLU och Universitetsdjursjukhuset i Utrecht, Nederldnderna. Efter 2 ar gjordes en uppféljande
enkitstudie dar djurdgarna fick svara pa fragor om sina hundar. Enkéatstudien gav en mycket hég

svarsfrekvens pa 90 %.

Var studie visade ett positivt samband mellan alder och IGF-I. | en nyligen publicerad studie hos hund
och i tidigare studier hos minniska har man sett negativa samband. Vid analys av IGF-I &r det viktigt
att ta hansyn till tikarnas I6pstatus vilket inte gjorts i tidigare studier. Det finns beskrivet att dldre
tikar kan utveckla symptom pa akromegali efter upprepade l6pcykler men vad vi vet finns det inte
tidigare publicerade resultat ddr man visar positivt samband mellan IGF-1 och dlder under
efterldpsperioden. IGF-1 var signifikant associerat med C-peptid och denna association var delvis
oberoende av GH. P& humansidan diskuterar man om insulinproduktion i bukspottskorteln krévs fér
normal syntes av IGF-| fran levern. Var studie tyder pd att det finns en tydlig koppling mellan dessa
bigge hormoner dven hos hund. Var statistiska modell férklarar 55 % av variationen av IGF-l hos
jamthundarna. Detta dr mycket hog férklaringsniva for att vara biologiska data.

Tikar med nybildningar i juvren hade hégre GH och IGF-I &n friska tikar. Tidigare studier har visat olika
resultat ndr man analyserat GH hos tikar med juvertumérer. Hogt GH och IGF-I kunde dock inte
forutsaga vilka tikar som utvecklade juvertumérer eller pyometra. Endast en hund av de som ingick i
studien (tva hundar med diabetes exkluderades pa grund av inklusion och exklusionskriterier)
utvecklade diabetes vilket gjorde att det var for litet statistiskt underlag for att dra nagra slutsatser

angaende den sjukdomen.

Manuskript éir under bearbetning och kommer att skickas in till tidskrift under 2012.




Ekonomisk redogorelse forskningsaret 2010

Erhallit 100 000:-

Resor inkl. kongress 10 388:-
Laboratoriematerial och utrustning 67417:-
Frakt (inkl. frakt av laborationsmaterial) 4477:-
Provtagning : 17719:-
Totalt 100 001:-

Ekonomisk redogdrelse forskningsaret 2011

Erhallit 100 000:-

Laboratoriematerial och utrustning 87 111:-
Frakt (inkl. frakt av laborationsmaterial) 1254:-
Provtagning 11635:-
Totalt 100 000:-

Ett stort tack fér de erhallna medlen vilka haft stor betydelse for detta doktorandprojekt.
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