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SAMMANFATTNING

Ett stort problem vid behandling av kritiskt sjuka hastar ar att den normala energimetabolismen
ofta sétts ur spel. Vid fysiologisk stress sasom sjukdom eller trauma 6kar ofta energibehovet
samtidigt som foderintaget minskar och hasten far en negativ energibalans. Normalt nar
energibehovet 6kar svarar kroppen med mobilisering av energireserver i form av fettsyror men
hos kritiskt sjuka hastar kan ett sadant svar bli alldeles for kraftigt och hasten utvecklar
hyperlipidemi. Hyperlipidemi kan sa smaningom leda till forfettning av flera organ med
organsvikt som f6ljd. Hastar med forhojda lipidkoncentrationer i blodet kan behandlas med en
kontinuerlig glukosinfusion. Malet med behandlingen ar att skapa en hyperglykemi som
stimulerar den endogena insulinfrisattningen och pa sa sétt leder till 6kat upptag av lipider till
cellerna och minskad nedbrytning av fettvédvnad. Vilken grad av hyperglykemi som kravs for
att ge tillracklig effekt pa den endogena insulinfrisittningen och en minskning av
triglyceridkoncentrationen &r dock daligt utforskat.

Syftet med studien var att undersoka effekten pa amnesomsattningen av blodglukos och insulin
vid behandling med en kontinuerlig glukosinfusion hos friska hastar. Tva olika
malkoncentrationer for blodglukos anvandes (7 mmol/l och 10 mmol/l) for att underséka om
skillnad i effekt kunde ses mellan dem. | studien ingick totalt sex friska varmblodsston med
varierande grad av insulinkanslighet. Hastarna behandlades vid tva olika tillfallen med
glukosinfusion under 36 timmar. Malet var att skapa en steady state vid de tva olika
blodglukoskoncentrationerna. Varje glukosinfusion foregicks av en hyperglykemisk clamp
under tva timmar for matning av insulinkéanslighet och pankreas B-cellsfunktion. Blodprover
togs enligt bestdmt tidsintervall och analyserades for glukos, insulin och triglycerider.

Resultaten fran studien visade pa ett hyperbolt samband mellan hastarnas insulinkanslighet och
B-cellsrespons under den hyperglykemiska clampen, vilket innebar att en hast med lag
insulinkénslighet far en hog B-cellsrespons. Detta samband har inte visats hos hést forut. Det
fanns ocksa ett hyperbolt samband mellan insulinkansligheten och insulinresponsen under den
kontinuerliga glukosinfusionen. En dosresponskurva mellan glukoskoncentration och
insulinkoncentration visade att en hogre glukoskoncentration gav en hdgre
insulinkoncentration. Det sags daremot inte ndgon skillnad i sankningen av triglycerider mellan
en lagre (7 mmol/l) och hogre (10 mmol/l) blodglukoskoncentration vilket tyder pa att en lagre
glukoskoncentration skulle kunna anvandas med samma effekt vid behandling av
hyperlipidemi. Forsoken &r dock utforda pa friska hastar och fler studier kravs for att utreda
effekten hos sjuka individer.



SUMMARY

A major problem in the treatment of critically ill horses is that the normal energy metabolism
often is disturbed. During physiological stress, such as illness or trauma, the energy demand
often increases at the same time as feed intake is reduced and the horse develops a negative
energy balance. Normally, when the need of energy increases the body responds by mobilizing
energy reserves in the form of fatty acids. In critically ill horses, however, such a response can
be too drastic and the horse develops hyperlipidemia. Hyperlipidemia can eventually lead to
lipidosis in several organs with organ failure as a result. Horses with hyperlipidemia can be
treated with a continuous glucose infusion. The goal is to create hyperglycemia which
stimulates the endogenous insulin secretion, thus leading to increased uptake of lipids to the
cells and reduced degradation of fatty tissue. The degree of hyperglycemia that is required for
sufficient effect on the endogenous insulin secretion and a reduction of triglycerides is,
however, unknown.

The purpose of this study was to investigate the effect of treatment with a continuous glucose
infusion on the metabolism of blood glucose and insulin in healthy horses. The effect of two
different concentrations of blood glucose (7 mmol/l and 10 mmol /1) on the metabolism of
glucose and insulin were evaluated. The study included six clinically healthy warmblood mares
with different degrees of insulin sensitivity. The horses were treated at two different occasions
with glucose infusion for 36 hours. The goal was to create a steady state at the two different
blood glucose concentrations. Each glucose infusion was preceded by a hyperglycemic clamp
for two hours for determination of insulin sensitivity and pancreatic f-cell function. Blood
samples were taken at predetermined time intervals and were analyzed for glucose, insulin and
triglycerides.

The results of the study showed a hyberbolic relationship between the horses’ insulin sensitivity
and B-cell response during the hyperglycemic clamp, which means that a horse with low insulin
sensitivity, has a high B-cell response. This relationship has not been demonstrated in horses
before. There was also a hyperbolic relationship between insulin sensitivity and insulin
response during the continuous glucose infusion. A dose response curve between the glucose
concentration and insulin concentration showed that a higher glucose concentration resulted in
a higher insulin concentration. However, no difference in the lowering of triglycerides between
a lower (7 mmol/l) and a higher (10 mmol/l) glucose concentration was observed, which
indicates that a lower glucose concentration could have the same effect when treating horses
with hyperlipidemia. The study however, was conducted on healthy horses and more studies
are needed to investigate the effect in critically ill patients.
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INLEDNING

Ett stort problem vid behandling av kritiskt sjuka hastar ar att den normala energimetabolismen
ofta sétts ur spel. Vid fysiologisk stress sasom sjukdom eller trauma 6kar ofta energibehovet
samtidigt som foderintaget brukar minska och hésten utvecklar en negativ energibalans.
Normalt nér energibehovet 6kar svarar kroppen med mobilisering av energireserver i form av
fettsyror men hos kritiskt sjuka hastar kan ett sadant svar bli alldeles for kraftigt. Stora méangder
lipider frisatts och hinner inte metaboliseras utan ackumuleras istallet i blodet och hésten
utvecklar hyperlipidemi (forhéjda lipidkoncentrationer i blodet). Hyperlipidemi kan sa
smaningom leda till forfettning av flera organ med organsvikt som foljd. En faktor som anses
viktig i utvecklandet av hyperlipidemi &ar insulinresistens. Det finns flera orsaker som visats
kunna bidra till utvecklandet av insulinresistens som t.ex. obesitas, inaktivitet, fasta, foder med
hogt sockerinnehall och systemisk inflammation, varav den sistnamnda ar hogst aktuell hos
Kritiskt sjuka héstar.

Héstar med foérhojda lipidkoncentrationer i blodet kan behandlas med en kontinuerlig
glukosinfusion. Syftet med behandlingen &r att skapa en hyperglykemi som stimulerar den
endogena insulinfrisattningen och pa sa satt leder till 6kat upptag av lipider till cellerna och
minskad nedbrytning av fettvdvnad. Vilken grad av hyperglykemi som kréavs for tillracklig
effekt pa den endogena insulinfrisattningen och en minskning av triglyceridkoncentrationen &r
dock daligt utforskat, likasa ev. skillnader i effekt hos individer med olika grad av
insulinresistens.

SYFTE

Syftet med studien var att undersoka effekten Gver tid pa @mnesomséattningen av blodglukos
och insulin vid behandling med en kontinuerlig glukosinfusion hos friska hastar. Tva olika
malkoncentrationer anvandes for att undersoka skillnader i effekt pa den endogena
insulinfrisattningen och triglyceridkoncentrationen i blodet vid en lindrig respektive en kraftig
hyperglykemi, och utifran det kunna optimera glukoskoncentrationen fér bast effekt pa den
endogena insulinfrisattningen. Individer med olika insulinkénslighet studerades for att
undersoka hur olika grad av insulinresistens kan paverka resultatet.



LITTERATUROVERSIKT
Normal metabolism hos hast

Kolhydrater ar hos hést, som hos andra herbivorer, vanligtvis den storsta energikéllan. Hastens
energimetabolism har utvecklats efter ett kontinuerligt intag av energisnal foda som
gras/grovfoder. Grovfoder bestar till stor del av cellulosa, hemicellulosa och lignin (strukturella
kolhydrater), protein samt icke-strukturella kolhydrater som socker och stérkelse i varierande
mangd och liten del fett. Protein, fett och icke-strukturella kolhydrater absorberas framfor allt i
tunntarmen medan de strukturella kolhydraterna forst maste brytas ner av mikrober i
grovtarmen och tas upp som fria fettsyror (VFA, volatile fatty acids) for att kunna nyttjas som
energi. Acetat och smorsyra ar tva viktiga VFAs och de kan i vissa vavnader fungera som
energisubstrat direkt, alternativt nyttjas vid syntes av fettsyror (framst i fettvdvnad), medan en
tredje, propionat, tas upp i levern och kan anvéndas vid glukoneogenes. Glukos som nar
blodcirkulationen kan antingen anvéandas som naring direkt eller lagras som energireserv i olika
vavnader. Som grovtarmsjasare kan hastar anpassa sin metabolism till vilken typ av foder de
utfodras med. Hos hastar som framst far grovfoder nyttjas VFA-metabolism i storre
utstrackning an hos hastar som far foder med mycket lattlosliga kolhydrater, som istallet far ett
hdgre glukosupptag i tunntarmen. (McKenzie, 2011)

Som tidigare namnts absorberas fett fran fodan framfor allt i tunntarmen. Kortkedjiga fettsyror
kan transporteras bundna till albumin eller som fosfolipider eller triglycerider via portasystemet
till levern. Ovriga fettsyror transporteras som triglycerider i kylomikroner via lymfan till
blodcirkulation och sedan vidare till lever eller andra vavnader (Reed et al., 2004). | levern
esterifieras fria fettsyror till triglycerider och packas ihop med fosfolipider, kolesterol och
specifika transportproteiner till very-low-density lipoproteins (VLDL) som frisatts till blodet.
VLDL é&r for stora for att ta sig igenom kapillarvdggarna men bundet till endotelcellernas yta,
framforallt i fettvdvnad men &ven till viss del i skelett- och hjartmuskulatur, finns
lipoproteinlipas (LPL) som konverterar triglyceriderna i VLDL till fria fettsyror och glycerol.
De fria fettsyrorna kan sedan tas upp direkt av fettvavnaden, dar de aterigen bildar triglycerider,
eller anvandas som energi av flera vavnader och transporteras da i blodet bundet till albumin.
Energi utvinns genom oxidation av fettsyrorna och anvands for att producera ATP. Fettsyror
som inte tas upp perifert gar normalt tillbaka till levern. Eftersom albuminets kapacitet att
transportera fria fettsyror ar begransad ger bildandet av VLDL kroppen 6kade mojligheter att
transportera fettsyror i blodet. Néar triglyceriderna hydrolyserats omvandlas VLDL till low-
density lipoproteins, LDL, vilka har som uppgift att transportera kolesterol till cellerna som
t.ex. anvands i syntesen av cellmembran och steroider. Levern producerar ocksa HDL (high-
density lipoproteins) som i motsats till LDL transporterar verskott av kolesterol fran cellerna
till levern (Sjaastad et al., 2010).

Insulin ar ett av fyra peptidhormon som produceras i och frisatts fran cellerna i de Langerhanska
Oarna i pankreas och ar det hormon som framst styr metabolism och upplagring av kolhydrater,
protein och fett. Hojda koncentrationer av glukos och aminosyror i blodet, t.ex. efter fédointag,
stimulerar insulinsekretion. Sekretionen anpassas till médngden naring som absorberats. Flera
studier har t.ex. visat att djur som enbart ater grovfoder far ett lagre insulinsvar an de som
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utfodras med kolhydratrikt spannmal (Reed et al., 2004). Hogre parasympatisk aktivitet och
minskad sympatikusaktivitet 6kar ocksa sekretionen av insulin, liksom vissa hormoner som
produceras i tarmkanalen (framst glucose-dependent insulinotropic polypeptide, GIP) (Sjaastad
et al., 2010). Adrenerg stimulering av pankreas, adrenalin fran binjurarna och somatostatin
inhiberar istéllet insulinfrisattningen. Katekolaminer h&mmar den insulinsekretion som
stimuleras av hogt blodglukos (Reed et al., 2004).

Insulin har effekt framfor allt i tre vavnader; skelettmuskulatur, lever och fettvévnad. I
skelettmuskulatur stimulerar insulin upptaget av glukos och aminosyror, glykogenes samt
proteinsyntes och minskar proteolys. Insulin stimulerar ocksa upptag och syntes av fettsyror
och triglycerider i fettvdvnad (Reed et al., 2004) och hd&mmar lipolys genom att minska
aktiviteten hos hormonkansligt lipas (HSL). HSL funktion &r att initiera nedbrytningen av
triglycerider, vilket frigor glycerol och fria fettsyror (FFA) som kan metaboliseras och anvandas
som energi (McKenzie 111, 2011). Bade skelettmuskulatur och fettvavnad har insulinberoende
glukostransportdrer (GLUT-4), vilket innebér att insulin reglerar upptaget av glukos i dessa
celler genom att 6ka uttrycket av GLUT-4 pa cellytan. | lever, hjarna och erytrocyter samt i
epitelceller i bl.a. njure och tarmkanal finns andra glukostransportmolekyler som inte &ar
insulinberoende. | levern har insulin dock andra effekter dar det stimulerar glykogenes och
fettsyresyntes och inhiberar glukoneogenes, ketogenes och nedbrytning av glykogen (Sjaastad
etal., 2010).

Ett annat hormon som produceras i endokrina delen av pankreas ar glukagon och det har motsatt
effekt mot insulin. Hormonet utfor framforallt effekt pa levern och stimulerar leverns
glykogenolys och glukoneogenes, vilket ger en 6kning i blodglukoskoncentrationen. Glukagon
Okar upptag och metabolism av aminosyror som behdvs vid glukoneogenesen. Forutom effekt
pa levern stimulerar glukagon ocksa lipolys i fettvavnad genom att aktivera HSL (Sjaastad et
al., 2010). Glukagonsekretion, till skillnad mot insulinsekretion, inhiberas av hégt blodglukos
men stimuleras istallet nar glukoskoncentrationen sjunker (Reed et al., 2004). Vid negativ
energibalans samverkar flera signaler for att bibehalla normoglykemi och det sker en 6kning i
sekretion av glukagon medan insulinsekretionen minskar. Foljden blir ett katabolt tillstand med
glukoneogenes, glykogenolys och perifer lipolys och fettsyror blir ny primar energikalla for att
varna om den begransade mangden glukos (McKenzie 111, 2011).

Levern har en central roll i uppratthallandet av normal glukoskoncentration, speciellt hos djur
som hast och idisslare dar VFA och inte glukos ar den huvudsakliga energikéllan (Reed et al.,
2004). Eftersom héastdjur har en relativt begransad méngd upplagrat glykogen toms snart
reserverna om energiintaget minskar eller behovet 6kar kraftigt varfor de blir starkt beroende
av glukoneogenes i levern. Proteinnedbrytningen okar for att forse levern med aminosyror som
fungerar som prekursorer vid syntesen av glukos. Aven frisittningen av leptin, som ar ett
hormon som bildas i fettvdvnad, kan Oka vilket leder till ytterligare frigbring av energi
(McKenzie 111, 2011). En vésentlig andel av de fettsyror som frisétts tas upp av levern men
levercellerna har begrénsad kapacitet att oxidera dessa och en del anvénds istéllet for syntes av
ketonkroppar. Ketonerna kan sedan anvandas som alternativ energikalla till glukos, framst av
hjarnan, nar mangden glukos inte racker till. Overproduktion kan leda till ketoacidos, vilket ar
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relativt vanligt hos kor, men héstar producerar bara en liten méngd ketoner. Istéllet esterifieras
fettsyrorna som inte oxiderats aterigen till triglycerider och exporteras fran levern som
lipoproteiner (Sjaastad et al., 2010).

Storningar i metabolismen

Vid fysiologisk stress sdsom sjukdom eller trauma ¢kar kroppens energibehov och samtidigt
minskar ofta ocksa foderintaget och darmed tillforseln av energi och protein (Reed et al., 2004).
Kroppens svar pa den negativa energibalansen accelererar vid fysiologisk stress. Den endogena
produktionen av glukokortikoider okar vid stress, vilket leder till férhojda plasmanivaer av
kortisol. Kortisol i sin tur stimulerar katabolism och hdmmar insulinfrisattningen och dess
effekter, vilket s smaningom leder till ytterligare 6kning av cirkulerande glycerol och fria
fettsyror. Flera faktorer kan bidra till storningar i energimetabolismen hos héstar, varav
vanligaste tydliga orsaken ar insulinresistens (McKenzie 111, 2011).

Insulinresistens

Insulin har effekt pa cellnivd genom att binda till specifika receptorer, som leder till vidare
signalering in i cellen, t.ex. i skelettmuskulatur dar det uppreglerar uttrycket av GLUT-4. Den
maximala effekten av insulin pa glukosmetabolismen definieras som insulinresponsivitet
medan insulink&nslighet definieras som insulinkoncentrationen som krévs for halften av
maximala responsen (Muniyappa et al., 2008). Insulinresistens (IR) definieras som minskad
effekt av insulin pa perifera vavnaders upptag av glukos (Xu et al., 2003) och &r resultatet av
forandringar i insulinreceptorerna, postreceptor-effekter eller en kombination av de bada.
Normalt maste ett flertal insulinreceptorer samtidigt binda insulin for att insulinet ska fa
biologisk verkan. Vid insulinresistens kan darfoér hogre insulinkoncentration kravas for att
tillrackligt manga receptorer ska aktiveras. Om en Okad insulinkoncentration kravs for
biologisk effekt innebar det en minskad insulinkanslighet och om maximal effekt aldrig uppnas
innebar det en minskad insulinresponsivitet. For att astadkomma biologisk respons leder den
minskade insulinkansligheten sa smaningom till hyperinsulinemi (Reed et al., 2004).

Det finns flera metoder for att utvardera glukos- och insulindynamik hos hast. Euglykemisk
hyperinsulinemisk clamp (EHC) och frequently sampled intravenous glucose tolerance test
(FSIGTT) ar tva olika kvantitativa och specifika metoder for att diagnostisera insulinresistens
men de har begransad anvandbarhet kliniskt pa grund av tidsatgang, kostnader och tekniska
svarigheter (Kronfeld et al., 2005). Ett dynamiskt test som oftare anvands i klinisk verksamhet
ar det kombinerade glukos- och insulin-testet (CGIT). Detta test kan inte kvantifiera hdstens
insulinkanslighet men ger information om bade glukos- och insulinsvaret (Frank et al., 2010).
Den hyperglykemisk clampen (HC) ar en metod dir bade patientens insulinkénslighet och f3-
cellernas glukoskénslighet kan kvantifieras (Defronzo et al., 1979). For att diagnostisera
insulinresistens under mer faltmassiga forhallanden kan ett oralt glukostoleranstest anvandas
(Schuver et al., 2014).

Fasta har visats kunna inducera insulinresistens hos friska hastar. Aven fysisk inaktivitet,
okande alder, foder med hogt socker- och starkelseinnehall samt obesitas bidrar till
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utvecklingen av insulinresistens (McKenzie 111, 2011). Flera studier visar pa samband mellan
insulinresistens och andra sjukdomar sa som pituitary pars intermedia dysfunction, (PPID)
(Klinkhamer et al., 2011), ekvint metabolt syndrom, (EMS) (Frank et al., 2010), fang (Geor,
2010) och endotoxinemi (Toth et al., 2008; Vick et al., 2008). Det faktum att systemisk
inflammation kan forknippas med utvecklingen av insulinresistens kan manga ganger
komplicera hanteringen av Kliniskt sjuka héstar.

Hyperlipidemier

Hyperlipidemi definieras genom forhojda lipidkoncentrationer i blodet och &r framst associerat
med negativ energibalans och fysiologisk stress. Denna Okning av lipider ar ett normalt
fysiologiskt svar pa negativ energibalans men vissa omstandigheter kan ge ett Gverdrivet svar.
Riskfaktorer for ett sadant svar ar t.ex. EMS, PPID och endotoxinemi, samtliga kopplade till
insulinresistens, samt draktighet och laktation dar energibalansen naturligt foréndras
(McKenzie 111, 2011). De FFAs som frisétts fran fettvavnaden gors om till triglycerider i levern
och exporteras som VLDLs vilka ackumuleras i blodet (Watson et al., 1992). Flera normala
fysiologiska funktioner kan paverkas av stigande fettsyrekoncentrationer varav en &ar
insulinkéansligheten (Shulman, 2000). Insulinresistens kan forvarra graden av hyperlipidemi
ytterligare genom att kroppens férmaga att begransa fettmobiliseringen forsamras (McKenzie
I11, 2011). Forhojda fettsyrekoncentrationer i blodet leder till ackumulering av fettmetaboliter i
muskulatur och lever, vilket i sin tur stor glukoneogenesen i levern och det insulininducerade
glukosupptaget i skelettmuskulaturen (Shulman, 2000). Da bildandet av ketonkroppar &r daligt
utvecklat hos hast, och levern sjilv inte utnyttjar FFAs som energikélla i nagon storre
utstrackning, leder det till att det istéllet produceras stora mangder triglycerider av de FFA som
levern tar upp. Vid for kraftig frisattning av fettsyror kan leverns férmaga att omvandla
triglycerider till VLDL 6verskridas, vilket leder till upplagring av triglycerider i levern och
leverlipidos. Aven andra organ kan drabbas av lipidos och forfettningen kan slutligen leda till
organsvikt, i varsta fall med doden som foljd (McKenzie 111, 2011).

Hyperlipidemier ar vanligast hos ponnyraser, miniatyrhastar och asnor (Hughes et al., 2004)
men dven storre hastraser kan drabbas och tillstandet anses ha okat hos inskrivna patienter,
eventuellt som en effekt av den 6kande frekvensen overviktiga och feta hastar. Dunkel och
McKenzie 111 (2003) visade i en studie att kliniskt sjuka héastar av flera olika raser med
inappetens och systemic inflammatory response syndrome (SIRS) hade kraftigt forhojda
triglyceridkoncentrationer i blodet. Flera olika termer anvénds for att beskriva varierande grad
av forandring. Nar triglyceridkoncentrationerna Overstiger normalvéardet (100 mg/dl,
motsvarande 1,1 mmol/l) utan att hésten visar klinisk sjukdom Kklassas det som
hypertriglyceridemi  (McKenzie I1l, 2011). Hyperlipidemi karaktariseras av en
triglyceridkoncentration i serum mellan 100 och 500 mg/dl (1,1 — 5,6 mmol/l) utan tydlig lipemi
(blodet grumlas pga. de hoga koncentrationerna triglycerider). Kraftig hyperlipidemi definieras
som triglyceridkoncentration éver 500mg/dl (5,6 mmol/l) men fortfarande utan lipemi (Dunkel
and McKenzie, 2003). Hyperlipemi definieras som triglyceridkoncentration Overstigande
500mg/dl (5,6 mmol/l) med synlig lipemi samt forfettning av levern eller flera organsystem
(McKenzie 111, 2011).



Symtomen vid hyperlipidemier &r ofta ospecifika men vanligtvis ses anorexi, nedsatt
allmantillstand och minskad torst (Dunkel & McKenzie 111, 2003). Kolik, diarré, feber, ikterus,
ventrala 6dem och kakexi kan ses i allvarligare fall och &r generellt en foljd av lever- och/eller
njurlipidos. Hastar med (obehandlad) hyperlipemi utvecklar sa smaningom nervosa symtom
som ataxi, dysfagi, head pressing och cirkelgang. Slutligen blir de liggande med konvulsioner
innan de avlider (Watson & Love, 1994). Blodprovsanalys av triglyceridkoncentrationen kravs
for definitiv diagnos av hyperlipidemier. Hos hastar med hyperlipemi ses ofta ocksa
forandringar i njur- och levervarden da organens funktion paverkas av lipidos (Hughes et al.,
2004).

En grundlaggande forutsattning for effektiv behandling av hyperlipidemier &r att drabbade
patienter upptacks sa tidigt som mojligt. Den viktigaste delen i behandlingen ar att snabbt
forsoka atgarda den underliggande orsaken till metabolismrubbningarna, t.ex. en systemisk
inflammation, och den andra delen &r att korrigera den negativa energibalansen (McKenzie I,
2011). Hos patienter som far ata och har fortsatt aptit kan vanlig utfodring med naringsriktigt
foder anvéandas, medan inappetenta hastar vars tillstdnd fortfarande tolererar naringstillskott via
tarmen kan behandlas med s.k. enteral nutrition, vilket innebér olika naringsblandningar som,
om hasten sjélv inte vill dta det, kan ges med néssvalgssond. Enteral nutrition foredras om
mojligt da den ar mest fysiologisk och har positiv effekt pa bland annat organfunktion,
tarmslemhinnan och immunforsvaret (Carr, 2009). Hastar som inte far eller kan utnyttja enteral
naringstillforsel behandlas istallet intravenést och vanligen framférallt med kolhydrater
(glukoslésning). Teoretiskt ska glukosbehandling ge en hyperglykemi som stimulerar den
endogena insulinfrisattningen, vilket i sin tur leder till sénkt triglyceridkoncentration i blodet
genom oOkat upptag i fettvavnad. Da manga drabbade patienter samtidigt ar insulinresistenta
behandlas de &ven med exogent insulin. Insulinbehandling har teoretiskt manga fordelar hos en
patient med hyperlipidemier da insulin stimulerar lipogenes och upptag av VLDL i fettvavnad
samtidigt som det hammar lipolys och bildandet av VLDL. Eftersom manga av dessa patienter
ocksa ar insulinresistenta finns dock teorier om att det skulle vara skadligt med exogent tillford
insulin da kraftig hyperinsulinemi visats kunna framkalla fang redan pa kort tid (Asplin et al.,
2007; de Laat et al., 2010). Studierna har dock kritiserats pa grund av de extremt hdga
insulinkoncentrationerna som anvants.

Dunkel och McKenzie Il (2003) visade i en studie att atta hastar med kraftig hyperlipidemi
(TG>500mg/dl) kunde behandlas framgangsrikt med enbart glukosinfusion. I en annan studie
sags effekt hos 30 hastar med varierande grad av forhojda triglyceridkoncentrationer som
behandlats med bade glukosinfusion och bolusinjektioner med insulin (intravendst alt.
subcutant) (Waitt & Cebra, 2009). Vid intravents behandling med glukos anvands 5% eller
50% glukoslésning som innehaller 0,17 kcal/ml respektive 1,7 kcal/ml. Den svagare
koncentrationen kommer inte tillgodose det dagliga energibehovet (22-23 kcal/kg/d) som
ensam energikalla da det skulle krava for hog infusionshastighet (5ml/kg/h istallet for
underhallsbehovet 1 — 2 ml/kg/h) men kan anvéandas for att stimulera den endogena
insulinfrisattningen (McKenzie 111, 2011). Ar hasten inte insulinresistent tolereras den
behandlingen val (Magdesian, 2010). Som alternativ kan 50% glukoslésning ges (samtidigt som
isoton vatsketerapi), vilket ocksa tolererats vl hos majoriteten av behandlade héstar (Dunkel

6



& McKenzie, 2003). Om patienten kraver samtidig behandling med insulin stéller det genast
hogre krav pa kontroll och monitorering for att inte riskera hypoglykemi. Blodglukos bor
kontrolleras minst en gang i timmen den forsta tiden och infusionshastigheten korrigeras efter
resultatet. Nar steady state uppnatts brukar vidare forandringar i infusionshastigheten inte
behovas. Behandling med glukosinfusion eller kombinerad glukos- och insulininfusion bor
trappas ned langsamt samtidigt som uppfodring sker (McKenzie I11, 2011).

Ar hasten av predisponerad ras och har hyperlipemi eller kraver langre tids parenteral nutrition
(>24-72h) rekommenderas att &ven aminosyror tillsatts infusionslésningen, s.k. lipid-free
parenteral nutrition, vilket innebar 50% glukoslésning och lika del 8,5% aminosyraldsning som
blandas i sterilt vatten (Carr, 2009; Magdesian, 2010, McKenzie 111, 2011). Parenteral nutrition
bor dock inte ses som en alternativ vag att fortsatta tillfora naring utan som ett komplement for
att garantera adekvat kaloriupptag. For tarmkanalens fysiologi ar det viktigt att hasten borjar
ata igen och forandringar i aptiten kan ge en bild av hastens utveckling (Durham & Thiemann,
2015).

MATERIAL OCH METOD
Hastar

Studien utfordes pa sex hastar som ags av institutionen for kliniska vetenskaper, Sveriges
lantbruksuniversitet (SLU). Alla hastarna var varmblodshéstar som inte trédnas utan nyttjas av
institutionen till undervisning och forskning. De vistas normalt i hage dagtid och halls
uppstallade i box under natten och utfodras med hé och hosilage. Hastarna var i aldrarna 8 — 23
ar med en medelalder pd 15 + 5,1 ar och samtliga var ston. Hastarna bedomdes som kliniskt
friska utan tecken pa metabol sjukdom.

Kvallen fore forsoken stalldes hastarna pa box med span, som de sedan fick stanna i under hela
forsoksomgangen. Samma morgon som behandling skulle pabérjas vagdes hastarna. Vagningen
upprepades infor andra behandlingstillfallet for att fa aktuell vikt. Vikterna varierade mellan
461kg och 619kg med en medelvikt pd 535,7 + 59,2 kg. | tidigare studier pa institutionens hastar
har insulinkéansligheten utvarderats och resultaten darifran har utnyttjats i valet av hastar till den
har studien for att inkludera individer med olika grad av insulinresistens.

Forsoket bedomdes vara av ringa svarighet och ar godkant av Uppsala Djurforsoksetiska
namnd (Dnr: C30/15).

Studiedesign

Studien var en prospektiv studie med experimentella kliniska forsok i cross over-design och
omfattade behandling med kontinuerlig 50% glukosinfusion under 34 timmar vid tva tillfallen
per hast. De tva behandlingarna skedde med sju dagars mellanrum. Malet med studien var att
skapa en steady state vid tva olika blodglukoskoncentrationer: 7 mmol/I och 10 mmol/l. Vid
det forsta behandlingstillféllet lottades vilken hdst som bérjade med den l&gre koncentrationen
och vid nésta tillfalle byttes malkoncentrationen till den motsatta for respektive hést. Varje
glukosinfusion foregicks av en HC under tva timmar for métning av insulinkéanslighet och
7



pankreas [-cellsfunktion. Darefter anvandes den forsta timmen under den kontinuerliga
glukosinfusionen till att justera blodglukoskoncentrationen till den forutbestdmda
malkoncentrationen (7 eller 10 mmol/l) och sedan bevarades aktuell koncentration féljande 33
timmar. Blodprover togs enligt bestdmt tidsintervall och analyserades fér glukos, insulin och
triglycerider.

Genomfdrande

Héstarna stélldes i box dagen innan forsoket och intravends permanentkateter (Intranule, 2,0 x
105 mm, Vygon, Ecouen, Frankrike) anlades i jugularerna pa bada sidor efter rakning,
lokalbeddvning (EMLA, AstraZeneca, Sodertalje, Sverige) samt steriltvatt. Efter forsta
behandlingsomgangens slut avlagsnades permanentkatetrarna och nya anlades pa samma satt
infor nasta tillfalle. Hastarna hade fri tillgang till vatten och salt natten innan men utfodrades
sista gangen pa kvéllen for att uppna minst atta timmars fasta. Under forsoken vistades hastarna
i box med fortsatt fri tillgang till vatten och salt och efter forsokets forsta tre timmar tilldelades
héstarna sin vanliga dygnsgiva grovfoder i sma, frekventa portioner for att fordela foderintaget
jamt over dygnet. Hastarna vagdes samma dag som forsoket paborjades for dagsaktuell vikt.
Forlangningsslangar (Discofix B. 250mm, Braun Medical AG, Schweiz) och spiralaggregat
(Baxter flo-guard, filter 15 pm, Baxter Healthcare SA, Schweiz) fastes till den ena
permanentkatetern for administration av glukos (Glucose 500 mg/ml, Fresnius Kabi AB,
Uppsala, Sverige). Forlangning for blodprovstagning fastes till den andra katetern och samtliga
blodprover togs via den katetern efter att 5 ml forst aspirerats ur. Efter varje provtagning
spolades katetern med 10 ml steril natriumklorid. Nar forsoket avslutats trappades
glukosinfusionshastigheten ~ successivt  ned  tills  hastarna  nadde  fysiologisk
blodglukoskoncentration. Under veckan mellan de tva behandlingstillfallena atergick hastarna
till sina vanliga rutiner.

Hyperglykemisk clamp

De forsta tva timmarna av forsoket anvindes for att fa ett matt pa p-cellsresponsen och
insulinkansligheten hos respektive hast med hjalp av en HC och utférdes enligt den metod som
beskrivits av DeFronzo et al. (1979). Metoden gar ut pa att genom tillforsel av glukos orsaka
en konstant hyperglykemisk niva under en bestamd tidsperiod och infusionshastigheten som
kravs for uppratthallandet av den koncentrationen blir ett matt pa glukosmetabolismen
(DeFronzo et al., 1979). Koncentrationen av insulin i blodet nér steady state uppnatts kan ge
ett matt pd p-cellernas respons pa glukos (Rijnen and van der Kolk, 2003) och genom
matematiska berakningar kan ett kvantitativt matt for vavnadens insulinkanslighet bestammas
(DeFronzo et al., 1979; Rijnen & van der Kolk, 2003). Malkoncentrationen for blodglukos
under HC var i den hér studien 10 mmol/l for samtliga héstar.

Fore forsokets start togs tva fasteprover (vid -10 minuter och -1 minut) for analys av glukos,
insulin och triglycerider. Vid start for HC gavs héastarna en bolusdos glukos intravenést (100
mg/kg 50 % glukos) under en minut for att uppna hyperglykemi. Dérefter startades kontinuerlig
glukosinfusion for att uppratthalla hyperglykemin (ca 10 mmol/l) under clampens tva timmar.
Glukoslosningen administrerades med hjalp av en volymetrisk infusionspump (Colleague,

Volumetric infusion pump, Baxter Healthcare SA, Zurich, Schweiz) och infusionshastigheten
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reglerades kontinuerligt for att uppratthalla den 6nskade glukoskoncentrationen i blodet. For att
kontrollera blodglukoskoncentrationen togs blodprover via permanentkateter var femte minut
och analyserades direkt pa plats med hjalp av en glukometer (Accu-Check Aviva, Roche
Diagnostics Scandinavia AB, Bromma, Sverige). Om blodglukoskoncentrationen skiljde mer
an 0,2 mmol/I fran malkoncentrationen (10 mmol/1) justerades infusionshastigheten for glukos.
Den forsta av clampens tva timmar anvandes som installningsfas for att na konstant
hyperglykemisk blodglukosniva (10 mmol/l) och under andra timmen efterstravades att bevara
steady state. Var tionde och tjugonde minut sparades blodprover for senare analys av
plasmaglukos respektive plasmainsulin. Efter clampens slut (2h) togs urinprov sterilt via
urinkateter pa samtliga hastar for matning av urinens volym och glukoskoncentration for att
kunna korrigera for eventuell glukosuri vid statistiska berdkningar.

Kontinuerlig glukosinfusion

Direkt efter HC f6ljde behandling med en kontinuerlig glukosinfusion under 34 timmar. Under
denna tid holls blodglukoskoncentrationen pa en konstant hyperglykemisk niva med
malkoncentration 7 mmol/l alternativt 10 mmol/l. Glukos tillférdes fortsatt med hjélp av
volymetrisk infusionspump och blodglukoskoncentrationen méattes med hjalp av glukometer.
Den forsta timmen anvandes for att na steady state for respektive malkoncentration och under
efterfoljande 33 timmar bevarades steady state genom justeringar av infusionshastigheten for
glukos. Blodprov analyserades direkt med glukometer var femte minut den forsta timmen och
darefter varje halvtimme under 33 timmar. Prover sparades var tionde och var tjugonde minut
(for senare analys plasmaglukos respektive plasmainsulin) forsta timmen och resterande tid en
gang i timmen for analys av plasmaglukos samt en gang var tredje timme for analys av
plasmainsulin. Prover for triglycerider togs vid start av den kontinuerliga glukosinfusionen och
sedan var tolfte timme (réaknat fran start av HC).

Biokemiska analyser
Blodprovsanalyser

Aspirerade blodprover 6verfordes till sterila blodprovsror med litium-heparin eller till serumror
beroende pa planerad analys vid aktuellt provtagningstillfalle. Blodprovsréren centrifugerades
i 10 minuter, 2700 x g, och déarefter avskildes plasma respektive serum for forvaring i
eppendorffror i -80 °C tills laboratorieanalyser utfordes. Proverna analyserades med avseende
pa plasmakoncentration av glukos och insulin samt serumkoncentration av triglycerider vid
Institutionen for kliniska vetenskaper, SLU respektive Klinisk kemiska laboratoriet UDS, SLU.
Glukos analyserades med en membranbunden enzym-elektrodmetodik (YSI 2300 STAT
Plustm™ analyzer, YSI Inc, Yellow Springs, Ohio, USA) och insulin med en ELISA (Mercodia
Equine Insulin ELISA, Mercodia AB, Uppsala, Sverige).

Urinprovsanalys

Urinblasan kateteriserades och tomdes fullstandigt pa urin. Den uppsamlade volymen urin
uppmattes. En mindre volym urin 6verfordes till serumrér som centrifugerades i 10 minuter,
2700 x g. Darefter avskildes vatskefraktionen fran urinsediment och forvarades i eppendorfror
i -80 °C fram tills laboratorieanalyser utférdes. Urinprovet analyserades med avseende pa
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koncentration av glukos med en membranbunden enzym-elektrodmetodik (YSI 2300 STAT
Plustm'™ analyzer, YSI Inc, Yellow Springs, Ohio, USA) .

Statistiska analyser och berékningar

For att bestdmma insulinkansligheten for varje hast vid respektive forsokstillfalle berdknades
metaboliserad glukos (M-vérde) och mangden metaboliserad glukos per insulinenhet (M/I-
kvot, dér I=plasmainsulinkoncentrationen) under HCs steady state (dvs. mellan 80 och 120
minuter).

M-vardet berdknades enligt ekvationen:
M = INF —UC - SC

Dér M &r metaboliserad glukos, INF &r infusionshastigheten for glukos, UC &r forlust av glukos
till urinen och SC &r space correction vilket innebér korrigering for att glukoskoncentrationen
i blodet fluktuerar 6ver tid i forhallande till malkoncentration (10 mmol/l). Aven under steady
state forekommer viss fluktuation i blodglukoskoncentrationen och darfor approximeras den
faktiska mangden metaboliserad glukos utifran den mangd som translokeras fran eller till den
extracellulara vatskan genom SC. Om blodglukoskoncentrationen ¢kar (under en bestdmd
tidsperiod) har all glukos som tillforts inte metaboliserats utan glukosdverskottet har fordelats
i den extracelluldara volymen. Sjunker istéllet blodglukoskoncentrationen har mer glukos
metaboliserats &n vad som tillférts under den givna tidsperioden. (DeFronzo et al., 1979)

(G — G1) X (0,19 X bw) _ (G, — Gy) x 0,19
t X bw - t

SC =

SC beskriver forandringen i tillférsel och eliminering av glukos fran distributionsvolymen 6ver
tid. Distributionsvolymen for glukos (Vg i liter) motsvarar 19 % av kroppsvikten (Vg4 =
0,19xbw). SC beraknades genom att differensen mellan glukoskoncentrationen i slutet av en
bestamd tidsperiod (G2) och glukoskoncentration i bérjan av tidsperioden (G1) multiplicerades
med den andel av kroppsvikten som glukos fordelar sig i under den bestdmda tidsperioden (t).

Medelkoncentrationen av plasmainsulin under steady state ar ett matt pa p-cellernas respons pa
glukos.  B-cellsresponsen  kalkylerades genom att  berdkna  medelvardet av
plasmainsulinkoncentrationen vid 80 min, 100 min och 120 min under HCn.

Ett statistikprogram (JMP® Pro 11.0.0, SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA)
anvandes for statistisk analys av matdata. Trapetzoidmetoden anvandes for kalkylering av arean
under kurvan (AUC) for koncentrationerna av plasmainsulin och plasmatriglycerider dver tid.
For hypotesprovning anvéandes en parad t-test eller en tvavags variansanalys for upprepade
matningar (ANOVA) samt efterféljande Tukey-test. Data logtransformerades innan statistisk
analys i de fall da residualerna inte var normalfordelade. Logtransformerade data redovisas som
geometriskt medelvarde + 95 % konfidensintervall (CI). Ovriga data redovisas som medelvirde
* standardavvikelse (SD). For att studera korrelationen mellan flera parametrar utfordes linjar
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och icke linjar regressionsanalys. Linjar regression utfordes for att undersoka om de tva
regressionslinjerna for data fran kontinuerlig glukosinfusion (34 h) vid de tva olika
plasmaglukoskoncentrationerna (7 eller 10 mmol/l) hade samma lutning. Nollhypotesen om
samma lutning och intercept av regressionslinjerna testades med hjélp av en ANCOVA med
tillagg for en interaktionsterm. Som gransvarde for att bestdamma statistisk signifikans anvandes

P<0,05.

RESULTAT
Hyperglykemisk clamp

Figur 1A visar medelvérden for plasmaglukoskoncentrationen over tid vid forsta och andra
HCn. Det fanns ingen signifikant skillnad i glukoskoncentration mellan de tva clamparna
(P=0,39). Figur 1B visar geometriska medelvarden for plasmainsulinkoncentrationerna dver tid
for respektive forsokstillfalle. Inte heller dar fanns nagon signifikant skillnad mellan forsta och
andra clampen (P=0,13). Plasmainsulinkoncentrationen okar kraftigare initialt men vid tiden
for steady state (60 — 120 minuter) fanns inga skillnader i plasmainsulinkoncentrationerna éver

tid (P=0,78 — 1,0).
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Figur 1. Fig. 1A visar medelvarden + SD for plasmaglukoskoncentrationen (mmol/l) 6ver tid (min) under
respektive hyperglykemiska clamp (HC1, HC2). Fig. 1B visar geometriska medelvérden £ CI for
plasmainsulinkoncentrationen (ng/l) éver tid (min) under respektive HC. Rott representerar det forsta
forsokstillfallet (HC 1) och blatt det andra tillfallet (HC 2).
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Resultaten fran bada forsokstillfallena (HC1 och HC2) sammanférdes for varje enskild
parameter och redovisades som genomsnittsvarde for respektive hast. M-vardet (méangd
metaboliserad glukos) varierade fran 1,5 — 2,9 mg/kg/min med ett medelvarde pa 1,9 + 0,5
mg/kg/min. M/I-kvoten (mangd metaboliserad glukos/insulinenhet) varierade fran 1,5 — 8,2
([ug/kg/min]/[ng/1]) med medelvérde 4,2 + 2,1 ([ug/kg/min]/[ng/1]). Hastarnas B-cellsrespons
varierade fran 340 — 1000 ng/l med medelvarde 534 + 216 ng/l. Sambandet mellan B-
cellsresponsen (ng/l) och insulinkénsligheten (M/1-kvot; [ug/kg/min]/[ng/1]) var hyperbolt, dvs.
kunde beskrivas enligt modellen: log(B-cellsrespons)=konstant+faktorslog(M/I-kvoten) (r*> =
0,96), och visas i figur 2.
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Figur 2. Hyperbolt samband mellan hastarnas betacellsrespons (ng/l) och deras insulinkanslighet (M/I-
kvot; [ug/kg/min]/[ng/1]).

Kontinuerlig glukosinfusion

Medelinfusionshastigheten av glukos Over tid vid de tva olika malkoncentrationerna (7
respektive 10 mmol/l) visas i figur 3A. Det fanns en signifikant skillnad mellan
infusionshastigheterna for att bevara plasmaglukoskoncentration vid 7 respektive 10 mmol/I
(P< 0,001). Glukosinfusionshastigheten &andrade sig 6ver tid (P < 0,001) och vid bade 7 och 10
mmol/l kravdes en &kning av infusionshastigheten initialt for att bibehalla avsedd
plasmaglukoskoncentration. Eftersom forandringarna i infusionshastighet sag olika ut for 7
respektive 10 mmol/l fanns det en interaktion mellan malkoncentrationerna och tiden (P <
0,001). Vid ca 6 — 9 h (10 mmol/l) respektive ca 12 — 15 h (7 mmol/l) naddde ékningen sin topp
och infusionshastigheten avtog sedan for att na steady state mellan 15 och 36 h (10 mmol/I)
respektive mellan 18 och 36 h (7 mmol/l). Figur 3B visar att det fanns en signifikant skillnad i
plasmaglukoskoncentration fér de tva olika malkoncentrationerna (P < 0,001) medan det inte
fanns nagon skillnad i plasmaglukoskoncentration dver tid inom respektive malkoncentration
(P =0,27).
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Figur 3. Fig. 3A visar medelinfusionshastigheterna av glukos (mg/kg/min) over tid (h) vid olika
malkoncentrationer  for plasmaglukos och fig. 3B visar medelvarden + SD for
plasmaglukoskoncentrationen (mmol/l) 6ver tid (h). Gront representerar malkoncentrationen 7 mmol/I
och lila representerar malkoncentrationen 10 mmol/l.

Geometriska medelvarden + CI for plasmainsulinkoncentrationen under de kontinuerliga
glukosinfusionerna redovisas i figur 4. Mellan de tva olika malkoncentrationerna forelag en
signifikant skillnad i plasmainsulinkoncentration (P < 0,0001) vid tre tidpunkter. Inom
respektive malkoncentration (7 alt. 10 mmol/l) fanns det ingen generell skillnad i
plasmainsulinkoncentrationer Gver tid (P = 0,11). Det fanns en interaktion mellan tid och
malkoncentration, dvs. kurvornas utseende skiljer sig at (P = 0,014). Figur 5 visar hastarnas
individuella véarden fér plasmainsulinkoncentrationen under kontinuerlig glukosinfusion vid de
olika malkoncentrationerna.
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Figur 4. Grafen visar geometriska medelvarden + Cl for plasmainsulinkoncentrationen éver tid (h) fran
6 — 36 h vid tva olika malkoncentrationer. Gron linje och cirklar visar data vid malkoncentration for
glukos pa 7 mmol/l och lila linje och fyrkanter visar data vid malkoncentration fér glukos pa 10 mmol/I.
Asterisk i grafen anger att insulinkoncentrationen vid 10 mmol/l skiljer sig fran korresponderande
insulinkoncentration vid 7 mmol/I.
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Figur 5. Graferna visar hastarnas individuella varden i plasmainsulinkoncentration (ng/l) éver tid (h)
for samtliga hastar (A — F) vid malkoncentration for plasmaglukos pa 7 mmol/I (fig. 5A) respektive 10
mmol/I (fig. 5B).

Arean under kurvan (AUC) for plasmainsulinkoncentration motsvarar totala mangden insulin
som funnits i den systemiska cirkulationen under en bestamd tid och ar ett matt pa
insulinresponsen. AUC for plasmainsulinkoncentrationen mellan 6 och 36 timmar vid
respektive malkoncentration redovisas i figur 6. Medelvarde + SD samt hastarnas individuella
varden &r utsatta i grafen. Det fanns en signifikant skillnad i insulinresponsen mellan
malkoncentrationerna (P = 0,003).

100000- |
80000-

60000

40000+

AUC f6r insulin
(ngxhxL")
o
}‘E—F*—'J "=

20000 e

7 mM 10 mM
glukoskoncentrationen vid clamp

Figur 6. Insulinresponsen uttryckt som AUC for plasmainsulinkoncentrationen mellan 6 och 36 timmar
vid malkoncentration for glukos pa 7 mmol/I respektive 10 mmol/l. BIa linje representerar medelvardet
och gra linjer representerar SD. Grona cirklar visar hastarnas individuella varden vid 7 mmol/l och
lila fyrkanter visar deras individuella véarden vid 10 mmol/l. Asterix anger att det finns signifikant
skillnad mellan glukoskoncentrationerna (P = 0,003).
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| figur 7 redovisas det hyperbola sambandet mellan AUC for plasmainsulinkoncentrationen per
timme och insulinkansligheten (vid malkoncentration 7 mmol/l respektive 10 mmol/l).
AUC/timme &r ett genomsnittligt véarde av totala AUC for perioden dividerat med tiden for den
kontinuerliga glukosinfusionen (33 timmar). Korrelationskoefficienten var r> = 0,95 for
malkoncentration 7 mmol/l och r? = 0,88 for 10 mmol/l. En okning eller sinkning i
glukoskoncentration forandrar inte den hyperbola karaktaren pa kurvan utan flyttar kurvan
uppat vid en hogre glukoskoncentration och nerat vid en lagre glukoskoncentration. Resultaten
visar pa att den endogena insulinresponsen per timme &r starkt relaterad till insulinkansligheten.

3000~
e
Hyperbolt samband

E camp7mM: =095
£Eo 2000+ clamp 10mM- = 0,88
| SR
8. c

>
8 & 1000
<

0 T I T T T T 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Insulinkadnslighet
(M/-kvot)
Figur 7. Hyperbolt samband mellan insulinresponsen uttryckt som AUC per timme och
insulinkansligheten (M/I-kvoten) vid olika plasmaglukoskoncentrationer. Grént representerar
malkoncentration for glukos pa 7 mmol/l och lila 10 mmol/l. Cirklar och fyrkanter visar hastarnas
individuella varden vid respektive glukoskoncentration. Pilarna anger vad som hander med kurvan om
glukoskoncentrationen dkas eller sanks.
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Figur 8. Fig. 8A visar en dosresponskurva mellan glukoskoncentrationen och insulinkoncentrationen.
Forsta punkten avser medelvarde for glukos- och insulinkoncentration vid fasteprov, mittenpunkten
avser medelvarde vid 24 timmar for malkoncentrationen 7 mmol/l och den sista punkten medelvarde vid
24 timmar for malkoncentrationen 10 mmol/l. Error bars visar SD for de tre punkterna. Den bla linjen
ar en sammanfattande linjar regressionslinje for hastarnas individuella varden. Fig. 8B visar linjart
samband mellan hdstarnas p-cellsrespons (ng/l) och deras insulinrespons (AUC) under kontinuerlig
glukosinfusion (33 h) med olika malkoncentrationer for glukos. Gront representerar 7 mmol/l och lila
10 mmol/I. Pilarna anger vad som hander med linjen om glukoskoncentrationen dkas eller sanks.
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Det fanns ett linjart samband (r?> = 0,45) for dosrespons mellan plasmaglukoskoncentrationen
och plasmainsulinkoncentrationen vilket visas i1 fig. 8A. Dosresponskurvan innebar att nar
glukoskoncentrationen i plasma okar sa 6kar aven plasmainsulinkoncentrationen. Sambandet
ar linjart men linjens lutning kan variera beroende pa hastens insulinkéanslighet.

Fig. 8B beskriver sambandet mellan héstarnas -cellsrespons och insulinrespons (AUC) under
de kontinuerliga glukosinfusionerna (33 timmar) vid tva olika malkoncentrationer for glukos
(7 eller 10mmol/1). Forhallandet ar linjart (r> = 0,96 respektive r? = 0,84) och grafen visar att
om histens B-cellsrespons okar sa Okar ocksa insulinresponsen under den kontinuerliga
glukosinfusionen. Grafen visar ocksa att om glukoskoncentrationen okar ar forhallandet mellan
B-cellsresponsen och insulinresponsen fortfarande linjar (de tva linjerna &r parallella med
varandra). Om glukoskoncentrationen under den kontinuerliga infusionen dkas flyttas linjen
uppat i dvre pilens riktning och minskas glukoskoncentration flyttas kurvan nedat i motsatt pils
riktning.

Under forsoken togs dven prover for analys av triglycerider (TG) for att jamfora
serumtriglyceridkoncentrationen vid de tva olika malkoncentrationerna (7 och 10 mmol/I) och
mellan hastar med olika insulinkanslighet. Alla hastarna hade normala TG-vérden vid forsokens
start. Det foreldg ingen skillnad i serumtriglyceridkoncentration mellan de tva
malkoncentrationerna (P = 0,66) men det fanns en effekt av tid (P < 0,001). Det fanns ingen
interaktion mellan tid och olika glukoskoncentration (P = 0,19). Efter HC sags en sénkning av
triglyceridkoncentrationen och sankningen kvarstod sedan oavsett malkoncentration vid den
efterfoljande kontinuerliga glukosinfusionen. For att jamféra triglyceridkoncentrationen mellan
hastar med olika insulinkénslighet beréknades triglyceridresponsen for respektive hast, uttryckt
som AUC for triglyceridkoncentrationen, vilket &r ett matt pa totala mangden triglycerider
under tidsperioden 2 — 36 timmar. Fig. 9 beskriver sambandet mellan triglyceridresponsen och
insulinresponsen (har uttryckt som AUC for insulin vid samma matpunkter som TG, dvs. vid
2, 12, 24 och 36 h) 6ver tid. Triglyceridresponsen Okar proportionerligt med en dkad
insulinrespons (r> = 0,80 respektive r? = 0,80) under en kontinuerlig glukosinfusion vid béda
malkoncentrationerna for glukos (7 och 10 mmol/l). De tva linjara regressionslinjerna var
parallella med varandra (nollhypotesen om samma lutning kunde inte férkastas, P = 0,18).
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Figur 9. Grafen visar triglyceridresponsen (AUC for serumtriglyceridkoncentrationen) i relation till
insulinresponsen (AUC for plasmainsulinkoncentrationen) Over tiden 2 — 36 h. Grona cirklar
representerar de individuella hastarna vid glukoskoncentration 7 mmol/l och de lila fyrkanterna ar varje
hast vid glukoskoncentration 10 mmol/I.

DISKUSSION
Hyperglykemisk clamp

Hyperglykemisk clamp genomférdes for att undersoka hastarnas insulinkénslighet. Att det
fanns en variation i M-vérde och M/I-kvot mellan hdastarna i studien visar att de hade olika
insulinkiinslighet. B-cellsresponsen varierade ocksd mellan hastarna vilket betyder att den
endogena insulinfrisdttningen  skiljde sig mellan olika individer vid samma
plasmaglukoskoncentration. B-cellsresponsen var exponentiellt avtagande i forhallande till
insulinkansligheten (hyperbolt samband) vilket innebar att hos en hast med fran bérjan hog
insulinkénslighet kommer forandringar i insulinkanslighet ge liten effekt pa -cellsresponsen
medan hos en hast med lag insulinkénslighet ses stor effekt pa B-cellsresponsen redan vid
mindre forandringar. Hyperbolt samband mellan [-cellsresponsen har tidigare visats hos
manniska (Kahn et al., 1993; Pacini, 2006). Resultaten fran den har studien stodjer teorin att
samma hyperbola samband dven finns hos hast.

Hyperglykemisk clamp ar en metod for att bestdimma insulinkansligheten men det finns andra.
Den metod som anses vara golden standard & EHC. Principen for en EHC &r att bibehalla
plasmaglukoskoncentrationen konstant vid en bestamd niva av hyperinsulinemi (Kronfeld et
al., 2005). Exogent insulin ges som infusion for att uppna en forutbestamd hyperinsulinemisk
platd vilken hammar den endogena insulinfrisattningen. Plasmaglukoskoncentration halls
konstant med hjélp av glukosinfusion i varierande hastighet. Den infusionshastighet av glukos
som kravs for att halla glukoskoncentrationen i plasma konstant under hyperinsulinemin blir ett
matt pa mangden glukos som tas upp av vavnaden. Eftersom insulinkoncentrationen ar
densamma i hela testgruppen vid en EHC ger den ett sdkrare matt pa insulinkansligheten hos
den perifera vivnaden @n en HC dér insulinfrisdttningen &r beroende av respektive individs -
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cellsrespons (Rijnen & van der Kolk, 2003). Nackdelen &r att du inte kan kvantifiera -
cellsresponsen, som du kan goéra vid en HC.

Det ar troligt att glukosupptaget i icke-insulinberoende vavnad stiger vid en hyperglykemi
eftersom det blir en 6kning i koncentrationsgradienten mellan plasma och cellernas
glukoskoncentration. En studie (Suagee et al., 2011) visade pa forhojda nivaer av GLUT-1 i
skelettmuskulatur efter sex timmar hyperglykemi vilket kan betyda ett Okat icke
insulinberoende upptag av glukos. En liten del av den glukos som tillfors via infusionen
kommer alltsa tas upp via icke-insulinberoende GLUT-1 vilket betyder att M-vardet kommer
verka nagot hogre an det ar. Effekten av det icke-insulinberoende upptaget pa M-vardet blir
mindre vid en EHC da euglykemi tillampas eftersom koncentrationsgradienten av glukos blir
mindre.

Kontinuerlig glukosinfusion och effekten pa insulinresponsen

Det tog langre tid att na steady state vid malkoncentration for glukos pa 7 mmol/l an vid
malkoncentration pa 10 mmol/l. Det beror troligen pa att glukoskoncentrationen séanktes i det
forsta fallet men inte i det andra (glukoskoncentration vid HC var 10 mmol/l) vilket ger en
forskjutning av steady state da systemet anpassar sig till den nya glukoskoncentrationen.

Vid bada behandlingstillfallena hade en av hastarna avvikande insulin- och triglyceridrespons.
Eftersom studien var designad som en cross over och det var samma hast som avvek bada
gangerna var det sannolikt ingen slump och resultatet visar pa en variation i studiepopulationen.

En kontinuerlig glukosinfusion med en hogre malkoncentration (10 mmol/l) gav en signifikant
hogre insulinrespons an vid en lagre malkoncentration (7 mmol/l). Insulinsvaret var generellt
linjart dosberoende av plasmaglukoskoncentrationen. Insulinresponsen var starkt relaterat till
histens B-cellsrespons och saledes ocksa till insulinkénsligheten (hyperbolt samband mellan
insulinkénslighet och insulinrespons). En hogre -cellsrespons gav en hdgre insulinrespons vid
behandling med en kontinuerlig glukosinfusion 6ver en langre tid (33 h) och detta forhallande
var linjart. Saledes blir den endogena insulinresponsen (under en langre tids kontinuerlig
glukosinfusion) alltid beroende av behandlingens glukoskoncentration, men péaverkas ocksa av
héstens B-cellsrespons (och darmed insulinkénslighet).

Effekt pa fettmetabolismen

Triglyceridresponsen motsvarar den totala méangden triglycerider i blodet under
glukosinfusionen (2 — 36 timmar). En hog triglyceridrespons betyder att mindre mangd
triglycerider har eliminerats. Det fanns ett linjart samband mellan triglyceridresponsen och
insulinresponsen, dar en o6kning av insulinresponsen gav en proportionerlig 6kning av
triglyceridresponsen. Det betyder i forlangningen att hos en hdst med hog insulinkanslighet
eliminerades stérre mangd triglycerider @n hos en hast med lag insulinkanslighet (=mer
insulinresistent). Daremot sags ingen skillnad i triglyceridrespons mellan de olika
glukoskoncentrationerna fér samma hast — alltsd gav 7 mmol/l samma eliminering av
triglycerider som 10 mmol/l hos respektive hast.
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Néar héstarnas individuella data for plasmainsulinkoncentrationerna over tid vid de olika
malkoncentrationerna for glukos (7 respektive 10 mmol/l) studeras ses att en individ (hast D)
sticker ut oavsett malkoncentration (se fig. 5). Mer insulin i blodet vid en given
glukoskoncentration betyder att hasten & mer insulinresistent (hdg insulinrespons — lagre
insulinkanslighet — mer insulinresistent) och det ar sannolikt svarare att paverka
fettmetabolismen hos en sadan hast jamfort med en mindre resistent hast. Eftersom vi inte kan
paverka hastens insulinkanslighet med glukosbehandlingen kan vi enbart paverka
glukoskoncentrationen for att hoja eller sanka insulinresponsen. Resultaten fran den har studien
tyder dock pa att en hojning av glukoskoncentrationen ger en 6kning av insulinresponsen men
den har inte nagon okad effekt pa triglyceridsankningen.

Effekter vid fysiologisk stress

Grundlaggande kunskaper om hur en behandling paverkar en frisk hast ar en forutsattning for
att kunna dra slutsatser om hur samma behandling kommer att paverka en sjuk hast. Alla
hastarna i studien var kliniskt friska och hade normala triglyceridvarden vid start for forsoket.
Hur forhallandena ser ut hos kritiskt sjuka hastar med en stord energimetabolism gar inte att
uttala sig om utifran resultaten i studien da manga fler aspekter kan paverka vid sjukdom (eller
annan fysiologisk stress) sa som inflammationsmediatorer och stresshormoner. Héstarnas
varierande grad av insulinkénslighet kan dock ge en bild av vilken effekt utvecklandet av en
insulinresistens har pa insulin- och triglyceridresponsen.

Idag ar den vanliga behandlingsstrategin en kontinuerlig intravends glukosinfusion med en
blodglukoskoncentration runt 10 mmol/l men det finns endast fa publicerade studier dar
behandlingens effekt pa hyperlipidemier har undersokts. Behandling med glukosinfusion vid
en lagre glukoskoncentration skulle kunna minska riskerna som en hyperglykemi kan innebéra
(t.ex. glukotoxicitet, glukosuri och 6kad diures (Reed et al., 2004)). Det kravs dock studier pa
kritisk sjuka hastar for att undersoka om en lagre glukoskoncentration har samma effekt pa
triglyceridkoncentrationen hos sjuka individer med en rubbad energibalans.
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