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Sammanfattning

Insulindysreglering (ID) &r ett tillstdnd dar insulinnivéerna i kroppen ej regleras normalt, vilket
orsakas av en defekt i insulinmetabolismen. Hos hist definieras tillstandet av hyperinsulinemi och
insulinresistens (IR), som ar en viktig del i den metabola sjukdomen ekvint metabolt syndrom
(EMS). Da kroppen ej svarar adekvat pa insulin pa grund av IR maste pankreas kompensera genom
att producera mer insulin for att uppratthalla normoglykemi. Detta leder till hyperinsulinemi,
framforallt postprandiellt. Hyperinsulinemi har i studier visats kunna orsaka endokrinologisk fang,
vilket &r ett mycket smartsamt tillstind som orsakas av en inflammation i hovarnas lameller.
Behandling av hastar med insulindysreglering syftar darfor till att sdnka insulinnivaerna i blodet,
vilket framst g6rs med ratt diet och motion. Idag finns aven humanlakemedel som visat god effekt
pa hastar med ID.

Inkretiner &r lokala hormoner som produceras i tarmarna som svar pa oralt intag av glukos.
Inkretinerna stimulerar till kad frisattning av insulin frén pankreas och bidrar pa sé& sétt till det
postprandiella insulinsvaret. Studier inom humanmedicinen har visat att insulinsvaret ar kraftigare
efter tillforsel av glukos oralt jamfort med nar glukoset administreras intravendst, vilket har kommit
att kallas inkretineffekten. Ytterligare humanstudier har visat att manniskor som lider av diabetes
mellitus typ Il har en mindre effekt av inkretiner, alternativt ingen effekt alls. Det har funnits teorier
om att inkretineffekten spelar roll hos hastar med 1D men detta &r lite studerat i praktiken.

I studien anvandes sex friska hastar som ej diagnosticerats med ID och tre i Ovrigt friska héstar med
diagnosticerad ID. Studien syftade till att utvardera inkretineffekten hos hastar utan ID och hos
hastar med ID genom att mdta insulinsvaret efter ett oralt glukostolerans test (OGTT) och en
isoglykemisk intravends infusion av glukos (11GI) och se skillnaden daremellan.

Samtliga héstar i studien hade en storre insulinfrisattning efter OGTT jamfort med efter den
intravendsa infusionen. Detta kan forklaras av inkretineffekten och frisattningen av inkretiner,
framforallt glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) och glucagon-like peptide-1
(GLP1). Gruppen med ID héstar hade en storre inkretineffekt jamfért med den friska gruppen, vilket
talar att inkretineffekten kan ha en storre betydelse for insulinfrisattningen hos héstar med ID.

Nyckelord: Ekvint metabolt syndrom (EMS), Insulinresistens (IR), Hyperinsulinemi, Inkretiner



Abstract

Insulin dysregulation (ID) is a condition where the levels of insulin in the body is not regulated
correctly as a result of a defect in the metabolism of insulin. In horses, the condition is defined by
hyperinsulinemia and insulinresistens (IR), which is referred to as ID. Insulin dysregulation is the
main components of equine metabolic syndrome (EMS). Hyperinsulinemia has been shown to
cause laminitis, which is a very painful condition caused by inflammation in the hoof lamellae.
Treatment of EMS is therefore focused on reducing the insulin concentrations in the blood, which
is obtained by changes in diet and exercise. Today there are also human drugs that are shown to be
effective in horses with EMS.

Incretins are local hormones that are produced in the intestines upon oral intake of glucose. The
incretins stimulate the secretion of insulin from the pancreas and contribute to the postprandial
insulin response. Studies in human medicine have shown that more insulin is secreted upon oral
intake of glucose compared to when glucose is administrated intravenously, a phenomenon that is
called the incretin effect. Studies have shown that people with diabetes mellitus type 11 secret less
insulin and have a lower incretin effect compared to non-diabetic people. There are theories that the
incretins might play a roll in the pathophysiology of horses with EMS but this is sparsely studied.

In this study six horses without ID and three horses diagnosed with ID were used. The purpose of
the study was to evaluate the incretin effect in healthy horses and horses with ID by measuring the
insulin response after an oral glucose tolerance test (OGTT) and after an isoglycemic intravenous
infusion of glucose (11GI) and measure the relative difference in insulin responses.

All of the horses in the study had higher insulin responses after the OGTT compared to the
intravenous infusion. The difference can be explained by the incretin effect and the release of
incretins, primarily glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) och glucagon-like peptide-
1 (GLP1). The group of horses with ID had a larger incretin effect then the group of healthy horses,
which suggest that incretins might play a role in the postprandial hyperinsulinemia in horses with
ID.

Keywords: Equine metabolic syndrome (EMS), Insulindysregulation (ID), Hyperinsulinemia,
Incretins
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1. Inledning

Ekvint metabolt syndrom (EMS) ar ett metabolt sjukdomskomplex som drabbar
héstar och ponnyer och 6kar deras risk for utveckling av endokrinologiskt orsakad
fang. Komplexet karaktariseras av hyperinsulinemi (for hoga insulinnivaer i blodet)
postprandiellt (efter fodointag) samt insulinresistens (IR), vilket kan sammanfattas
som insulindysreglering (ID). | nuldget ar det okant hur hyperinsulinemi orsakar
fang. Behandling av hastar med 1D syftar darfor primart till att kontrollera
glukosnivaerna i blodet genom utfodring med grovfoder som innehaller liten andel
NSC (non-structural carbohydrates) for att forhindra uppkomsten av ett for kraftigt
insulinsvar postprandiellt.

Inkretiner ar lokala hormoner som frisatts i tarmarna vid foédointag och okar fri-
sattningen av insulin fran B-cellerna i pankreas (bukspottskorteln). De mest
studerade inkretinerna ar glucagon-like peptide-1 (GLP1) och glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP). Pa humansidan har man i forsok sett att
insulinsvaret ar kraftigare vid oral administration av glukos jamfért med insulin-
svaret efter en intravends injektion av glukos, vilket forklaras av den s.k. ”inkretin-
effekten”. Inkretineffekten forklaras av frisdttningen av GLP1 och GIP efter
fodointag, vilket stimulerar sekretion av insulin fran B-cellerna och ger ett storre
insulinsvar postprandiellt. Man har sett att manniskor som lider av diabetes mellitus
typ Il saknar inkretineffekten vilket orsakar en mindre frisattning av insulin
postprandiellt. Det har foreslagits att hastar som lider av ID har en storre inkretin-
effekten, dvs att de frisatter mer GIP och GLP1 jamfort med friska héstar, vilket
skulle kunna vara en del i forklaringen till den hyperinsulinemi som uppstar
postprandiellt. Detta &r dock sparsamt undersokt i praktiken.

Syftet med detta forskningsprojekt ar att underséka och kvantifiera inkretineffekten
hos friska hastar och hastar som lider av insulindysreglering genom att méta och
jamfdra insulinsvaret efter ett oralt glukostoleranstest (OGTT) med insulinsvaret
efter en isoglykemisk intravends infusion av glukos (11Gl).

Fragestallning:

Hur stor &r inkretineffekten och vilken betydelse har den for insulinfrisattningen
hos friska héstar och hastar som lider av insulindysreglering?



2. Litteraturoversikt

2.1 Ekvint metabolt syndrom

Ekvint metabolt syndrom (EMS) dr ett metabolt sjukdomskomplex hos héstar och
ponnyer som definieras av en samling faktorer som 6kar risken for utveckling av
endokrinologiskt orsakad fang (Frank et al. 2010). Begreppet etablerades forst 2002
av Johnson for sjukdomens likheter med metabolt syndrom hos maénniskor
(Johnson 2002). Metabolt syndrom pa humansidan &r ett komplex av faktorer som
oOkar risken for kardiovaskular sjukdom och som &r associerat med diabetes mellitus
typ 1l och insulinresistens (IR) (WHO 1999).

De faktorer som ingar i EMS ar generell obesitas och/eller regional adipositas,
insulindysreglering (ID) och en predisposition for fang (Frank et al. 2010). Alla
hastar och ponnyer kan drabbas men vissa raser och typer av hastar verkar vara
genetiskt predisponerade. Exempelvis har det setts i studier att bland annat
ponnyraser och Andalusier dr mindre insulinkdnsliga an vanliga varmblod
(Bamford 2014). Det finns en teori om att dessa raser ar predisponerade da de bakat
i tiden var anpassade till att 6verleva pa sparsam tillgang till foda, vilket staller till
problem i nutid d&r det finns ett 6verflod av kolhydratrikt foder (Durham 2014).
Forutom en genetisk predsiposition anses EMS orsakas av kronisk éverutfodring,
reducerad mangd fysisk aktivitet och obesitas.

Obesitas har associerats med reducerad insulin sensitivitet hos hastar och ponnyer.
Detta dr dock ej alltid fallet. Det finns normalviktiga hastar som ar insulinresistenta
och overviktiga hastar som har normal insulinkanslighet (Frank 2009).

2.1.1. Fang

Fang &r en utbredd och smartsam sjukdom som orsakas av en inflammation i
lamellerna i hastens hovar (Pollitt 2004). Lamellerna haller den distala falangen pa
plats i hovkapseln genom dess forbindelse med den inre hovvaggen. Vid fang sker
en separation och elongering av lamellerna, vilket gor att den distala falangen
andrar lage inuti hovkapseln. Detta tillstdnd orsakar smarta, karakteristisk hélta och
hovvaggsdeformationer till foljd av den distala falangens l&gesforflyttning.
Kliniska symtom vid fang innefattar, forutom halta, ovilja till rérelse, en 6kad
digitalpuls pa affekterat/affekterade ben, mhet vid tryck Gver tan och att hasten
skiftar vikten bakat for att avlasta sina framben genom att sétt bakbenen under sig
och stracka frambenen utat (Patterson-Kane et al. 2018). For att bedoma héstens
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smarta och kunna félja dess utveckling anvands universala skalor som graderas
utifran graden av smarta och symtom som héasten uppvisar (Menzies- Gow et al.
2010). Den mest vedertagna skalan ar den s.k. Obel-skalan som etablerades 1948
dar smartan graderas mellan 1 — 4. Nyare studier visar att detta graderingssytem
fortfarande ar ganska bra och fortsatter att vara den mest anvanda i praktiken. Fang
kan delas in i olika faser, fran att sjukdomen initieras till att den blivit ett kroniskt
tillstand (Pollitt 2004). Utvecklingsfasen &r den fas da fangen triggas och
lamellerna separeras. | denna fas ses ingen hélta. Detta utvecklas vidare till den
akuta fasen som definieras av halta och smarta. Om hasten ej aterhamtar sig fran
den akuta fasen 6vergar det i den kroniska fasen da den distala falangen har andrat
sitt l&ge i hovkapseln.

Den vanligaste orsaken till fang ar endokrinologiskt orsakad fang (Karikoski et al.
2010). Fang kan dven orsakas av andra systemiska sjukdomar sa som endotoxinemi,
framforallt kopplat till akuta Gl-patologier och kvarbliven efterbdrd (Parsons
Snook et al .2007), ett 6verdrivet intag av kolhydrater (oligofruktos) (van Eps 2006)
och unilateral dverbelastning till foljd av hélta/ patologi pa motsatt ben (van Eps et
al. 2010). | flera studier har man pavisat att hyperinsulinemi ger upphov till fang
hos tidigare friska héstar, vilket visar att insulintoxicitet &r en viktig faktor for
utveckling av fang (Asplin et al. 2007, de Laat et al. 2010). | en annan studie gjord
pa en betande ponnyflock gick det att se att insulin-, leptinkoncentration och BCS
kunde anvéndas for att forutse utvecklingen av fang (Carter et al. 2009).

Det har lange diskuterats vilka mekanismer som sker i hoven som leder till fang
(Pollitt 2004). Studier in vitro visar att det i en fangdrabbad hov sker en upp-
reglering av metalloproteinaser (MMP), enzymer som finns naturligt i vdvnaden
och som skoter remodellering och anpassning av vavnaden till sin omgivning. Det
har setts att det framforallt & en uppreglering av MMP-2 och MMP-9, vilket
orsakar en dverdriven nedbrytning av vavnaden.

2.1.2. Insulin

Insulin ar ett peptidhormon vars produktion och sekretion sker i B-cellerna i
pankreas Langerhandska Oar (Wilcox 2005). Insulinets framsta uppgift ar att
uppratthalla euglykemi i blodet genom att framja cellernas upptag av glukos, men
det paverkar dven metabolismen av kolhydrater, proteiner och lipider. Insulin
frisatts som ett svar pa hyperglykemi i blodet men &ven hormoner och neurala
faktorer kan stimulera sekretion av insulin.

Insulin utévar en direkt, anabolisk effekt pa skelettmuskulatur, lever och adipocyter
genom bindning till insulinreceptorer (INSR) (Petersen 2017). | skelettmuskulatur
stimulerar insulin bland annat bildning och upplagring av glykogen. Insulin
stimulerar syntes av glykogen, lipider och proteiner i levern och férhindrar glyko-
genolys. I adipocyter stimuleras upplagring av lipider och lipolys férhindras.
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2.1.3. Insulindysreglering

Insulindysreglering definieras som defekter i insulinmetabolismen, som kan ta sig
uttryck i en eller flera av foljande; basal hyperinsulinemi, postprandiell hyper-
insulinemi och insulinresistens (Frank & Tadros 2014). Insulinresistens innebar att
kroppen inte svarar pa normala insulinnivaer, vilket leder till att mer insulin maste
produceras for att uppna samma cellulara svar. Om kroppen kan producera mer
insulin leder detta till hyperinsulinemi och individen anses da vara i en
kompenserad insulinresistens. Hyperinsulinemi kan ocksa orsakas av en sankt
formaga i levern att gora sig av med insulin.

Hos ménniskor ses initialt en kompenserad IR, som gradvis leder till att B-cellerna
mattas ut (Wilcox 2005, Kahn 2001). | detta lage kan kroppen inte langre kompen-
sera for insulinresistensen genom hyperinsulinemi, vilket leder till utvecklingen av
diabetes och hyperglykemi. Detta tros blanda annat bero pa en minskad B-cells-
massa da detta ses hos individer med diabetes typ Il (Butler 2003). Hastar hamnar
sallan i ett dekompenserat lage utan stannar i ett kompenserat lage (Lindase 2017).

Obesitas ar en kéand orsak till insulinresistens hos manniskor (Kahn et al. 2006).
Adipos vavnad ar endokronologiskt aktiv och frisatter bland annat proinflamma-
toriska cytokiner och Non-Esterified Fatty Acids (NEFA) som i humanstudier har
visats bidra till utvecklingen av IR. Dér spelar fettdistribution en stor roll dar
framforallt en htg andel abdominalt fett anses dka risken for utvecklingen av IR.

Hos hastar har forsok visat att dietens komposition har storre paverkan pa
insulinsensitivitet an viktuppgang. Hastarna maste ej ha obesitas for att utveckla IR
(Lindase 2017).

2.1.4 Behandling av EMS

Behandling av EMS syftar till att kontrollera glukos- och insulinkoncentrationen i
blodet (Frank et al. 2010). De allra viktigaste atgarderna innefattar en diet lag pa
kolhydrater, viktnedgdng vid obesitas och motion. En hobaserad diet som
supplementeras med vitaminer och mineraler & rekommenderat dar hoet ska ha en
lag andel NSC (non-structural carbohydrates). Da innehallet i gras ar svart att
bestdmma rekommenderas restriktiv vistelse i gréshagar och i vissa fall ingen
vistelse i grashagar alls. Motion efter formaga och aktuell smarta &r ocksa rekom-
menderat. | en studie gjord pa kortvarig motion sags att motion Okar insulin-
sensitiviteten (Stewart- Hunt 2010).

Insulinresistens har en stark koppling till obesitas hos manniskor och gnagare
(Carter 2009). Hos hastar har det visats i studier att obesitas ar starkt kopplat till
utvecklingen av fang. | en annan studie har man visat att en reducering av vikt och
en restriktiv utfodring hos hastar med insulinresistens 6kade deras insulinkanslighet
(McGowan 2013). Detta styrks av en studie av det motsatta dar insulinké&nsligheten
minskade med Okande vikt och fettprocent hos de studerade héstarna (Vick et al.
2007).
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Metformin &r ett lIdkemedel som forst introducerades inom humanmedicinen for
patienter med diabetes typ Il for att sanka glukosnivaerna i blodet (Clifford et al.
1996). Detta sker bland annat genom en reduktion av hepatisk glukosproduktion
under fasta samt ett 6kat upptag av glukos perifert. En studie har visat goda resultat
hos héstar med insulinresistens dar behandling med metformin verkar 6ka insulin-
ké&nsligheten (Durham et al. 2008). Senare studier har dock visat att metformin inte
har nagon effekt pa glukosnivaerna hos hastar (Colmer et al. 2024).

SGLT-2 hdmmare dr ett annat humanldkemedel som anvénds i behandling av
diabetes typ Il (Rosenwasser et al. 2022). SGLT-2 ar receptorer som reabsorberar
90 % av allt glukos i njurarna. Dessa receptorer uppregleras vid diabetes, vilket
leder till att mer glukos kan reabsorberas som forvarrar patientens hyperglykemi.
H&mning av SGLT-2 leder till att glukos forsvinner ut i urinen, vilket minskar
graden av hyperglykemi. Fallstudier pa hastar har visat att behandling med SGLT2-
hammare minskar graden av hyperinsulinemi och kan reversera pagaende
fangperioder (Kellon et al. 2022).

2.2 Inkretiner

“Entero-insular axis” innefattar all stimuli frdn tunntarmen som stimulerar de
Langerhanska 6arna i pankreas (Creutzfeuldt et al. 1993). Har ingdr inkretiner som
ar lokala hormoner med en insulinotropisk effekt. Hormonerna sesenseras vid intag
av naringsamnen oralt dar glukos passerar tarmarna. Glucagon-like peptide-1
(GLP-1) och glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) &r de inkretin-
hormoner som &ar mest studerade (Drucker 2006). N&r ndringsdmnen absorberas i
GI sker en sekretion av GLP-1 och GIP av celler i tunntarmen.

GLP-1 och GIP binder till receptorer i pankreas, vilket satter igang den cellulara
signalering som leder till sekretion av insulin. GLP-1 inhiberar &ven sekretionen av
glukagon fran a-cellerna, vilket ytterligare sanker glukosnivaerna i blodet. Pa
humansidan har studier utforts for att jamfora insulinsvaret vid intag av glukos oralt
jamfort med insulinsvaret efter administrering av glukos intravendost (Perley et al.
1967). Dessa studier har visat att insulinsvaret ar kraftigare vid oralt intag av glukos
jamfort med det som ses vid administrering av glukos intravendst. Detta forklaras
av “inkretineffekten”. Studier som gjorts hos méanniskor med diabetes mellitus visar
att inkretineffekten &r reducerad eller helt forlorad (Nauck et al. 1986).

Studier har visat att exogen tillférsel av GLP-1 har potential att normalisera
hyperglykemi i fastande stadie och postprandiellt hos méanniskor med diabetes typ
I1 (Nauck et al. 1993, Willms 1996).

Det finns teorier om att inkretineffekten &ven existerar hos hastar (Duhlmeier et al.
2001). I en studie gjord pa nio friska hastar och ponnyer sags ett hogre insulinsvar
vid oral glukosgiva jamfort med vid en intravends infusion av glukos. Det sags &ven
att nivaerna av GIP var hogre vid den orala glukosgivan jamfort med den intra-
venosa, vilket styrker teorin om en befintlig inkretineffekt.
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2.3 OGTT och IVGTT

Det finns olika metoder for att diagnosticera ID hos hdastar (Firshman et al. 2007).
Ett satt som ar vanligt att anvanda &r att mata fastenivaerna av glukos och insulin.

Om hyperinsulinemi foreligger vid fasta kan man missténka att individen lider av
ID. Problemet med denna metod é&r att alla héstar med ID inte har tydligt forhdjda
fastenivaer av insulin. Det forekommer dven individuella variationer i glukos- och
insulinkoncentrationer som kan paverkas av flera faktorer, t.ex. stress. Glukos-
toleranstest ar dynamiska test som ger ett matt pa clearance av glukos hos
manniskor med typ Il diabetes mellitus. Testet anvands dven pa hast. Ett kraftigare
glukossvar eller en forskjuten glukoskurva kan indikera insulinresistens eller en
reducerad pankreaskapacitet hos ménniska.

Oralt glukos tolerans test (OGTT) ar det vanligaste dynamiska testet for diagnosti-
cering av ID hos hast (de Laat et al. 2023). Testet gar ut pa att méata glukos- och
insulinkoncentrationen i blodet fore och efter en oral glukosgiva. Inom human-
medicinen ar glukoskoncentrationen efter ett OGTT diagnostiskt for diabetes typ
I, hos hastar ar glukosnivaerna inte lika relevanta. | studier har det setts en liten
skillnad i glukoskurvorna mellan sjuka och friska individer efter ett OGTT. Glukos
ar svart att anvanda som parameter da glukosnivaerna kan paverkas av flera
faktorer, t.ex. stress. Vid diagnosticering av EMS hos hast ar det istallet insulin-
nivaerna som &r av storsta relevans.

Enligt American Diabetes Association rekommendationer bor ett OGTT utforas
efter minst 8 h fasta (American Diabetes Association 1969). Darefter administrerad
glukos oralt efter vikt. Ett nollprov tas innan giva av glukos, darefter tas upprepade
prover under tre timmar.

Intravendst glukos tolerans test (IVGTT) dr ett annat dynamiskt test som kan an-
vandas for diagnosticering av 1D dar glukos administreras intravenost (Firshman et
al. 2007). Skillnaden fran ett OGTT ar att glukos nar blodet direkt och att eventuell
enteral paverkan undviks. Det ar darfor ett direkt matt pa en individs insulin-
kanslighet. Vid ID kan hégre glukosvarden ses efter injektion jamfort med individer
som ej har ID. Det kan ocksa ta langre tid till normoglykemi jamfort med en frisk
individ.
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3. Material & metod

3.1 Hastar

Studien utfordes vid institutionen for kliniska vetenskaper (KV), Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU) under hésten 2023 som ett pilotforsok. Forsoket &r god-
kant av Uppsalas djurforsoksetiska namnd (Diarienummer: 5.8.18-15533/2018).
Héstarna i studien tillhérde delvis KVs undervisningshastar och var delvis
privatdgda (se tabell 1). Den friska gruppen bestod av sex slumpmassigt valda
héstar fran KVs undervisningshastar. Inklusionskriterierna innefattade att hastarna
skulle vara Kliniskt friska och inte sedan tidigare diagnosticerade med ID. Den
andra gruppen bestod av tre privatdgda hastar, som tidigare diagnosticerats med ID
genom oralt glukostoleranstest. Innan forsoket undertecknades ett djurdgarmed-
givande. Klinisk undersokning utfordes av alla hastar innan forsoket paborjades dar
bland annat body condition score och cresty neck score bedémdes (se tabell 1.).
Hastarna var utan foder i 8 h innan varje provokation. Ovrig tid at de sitt vanliga
grov- och kraftfoder. Hastarna hade alltid tillgang till farskt vatten under hela
forsoket. Under forsoket gick hastarna i hagar utan gras 4 h om dagen.

Tabell 1. Basdata for 9 hastar som ingar i en studie dar inkretineffekten hos hast undersoks.
SVT (Svensk varmblodig travare), BCS (body condition score, CNS (cresty neck score).

. ALDER
HAST RAS (AR) KON EMS GRUPP BCS CNS

VA 15 Valack N 1 6.0 20
B svt 5 Valack N 1 5,5 15
C  SVT 14 Sto N 1 6.0 25
D  SVT 12 Sto N 1 6.0 25
E  SVT 10 Sto N 1 55 2.0
F SVT 12 Sto N 1 55 15
Welsh-
G omy 2 Valack J 2 65 3.0
H Welsharab 20 Valack J 2 55 2,5
| Haflinger 19 Sto J 2 8,0 4,0
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3.2 Studiedesign

De friska hastarna var under provtagningen uppstallade i sin hemmamiljo pa KVs
stall pa SLU. De privatagda hastarna, som tidigare diagnosticerats med 1D, stallades
upp i ett forskningsstall som tillhér Universitetsdjursjukhuset, SLU. De privatagda
hastarna anlande till SLU tva dagar innan forsoksstart for att acklimatisera sig till
den nya miljon. Varje hast undersoktes tva dagar i rad. Under den forsta
forsoksdagen utfordes ett OGTT under 180 minuter och under den andra forsoks-
dagen utfordes en isoglykemisk intravends glukosinfusion (11GI) under 180 minuter
med syfte att efterlikna responskurvan av glukos vid per oral giva av glukos
(OGTT). Dagen fore forsoket forberedes héstarna i studien och undersoktes
kliniskt. En permanentkateter (Vygon intranule 14 G, 105 x2.0 mm) anlades sterilt
i ena sidans vena jugularis efter att stickomradet lokalbeddvats med Emla (lidokain
25 mg/g, prilokain 25 mg/g, Aspen Nordic) intrakutant samt Carbocain (Mepi-
vacain 20 mg/ml, Aspen Nordic) subkutant. Under den forsta forséksdagen efter att
ett OGTT utforts anlades en permanentkateter sterilt i andra sidans jugularven
enligt ovan beskriven metod.

3.2.1 Utférande av OGTT

Hastarna vagdes pa morgonen innan forsokets start. Ett nollprov togs fran
permanentkatetern 10 min och 1 min innan glukossirapen administrerades per oralt.
Fem eller 10 ml blod togs ut vid varje provtagningstillfélle efter att 7 ml blod dragits
ut med en separat spruta och kasserats. Efter varje provtagning spolades kanylen
med 10 ml NaCl-16sning (Natriumklorid Fresenius Kabi 9 mg/ ml). For att lattare
kunna administrera glukossirapen stod den i ett varmt vattenbad innan den drogs
upp i 100 ml sprutor. Méngden glukossirap bestdmdes enligt féljande formel:
hastens vikt i kg x 0,50 ml/kg = antal ml glukossirap. Glukossirapen (Dan Sukker,
Nordic Sugar A/S, Copenagen, Denmark) administrerades per oralt med en 100 ml
spruta. Mulen torkades med papper for att undvika kontamination med glukossirap.
Provtagningen upprepades darefter i

10 minuters intervaller under totalt 180 minuter. Blodet Overfordes till ett
litiumheparinrér och var 30 minut dessutom till ett EDTA-rér. Roéren centri-
fugerades inom 5 minuter, plasman 6verfordes till eppendorfror och frystes sedan
in i -80 °C for forvaring infor analys.

3.2.2. Provtagning vid isoglykemisk intravends glukosinfusion

Ett infusionsaggregat (Infusomat® Space® Line Basic PVC) kopplades till en
infusionspase med glukos (Glukos Fresenius Kabi 500 mg/ml) och infusionsaggre-
gatet spolades igenom. Dérefter kopplades infusionsaggregatet till en infusions-
pump (Braun Infusomat® Space® Large VVolume Pump, Braun) och kopplades till
ena sidans permanentkateter. Ett nollprov togs fran andra sidans permanentkateter
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10 och 1 min innan infusionsstart. Fem eller 10 ml blod togs ut vid varje
provtagningstillfélle efter att 7 ml blod dragits ut med en separat spruta och
kasserats. Efter varje provtagning spolades kanylen med 10 ml NaCl-l6sning
(Natriumklorid Fresenius Kabi 9 mg/ml). Infusionen av glukos startades.

Provtagningen upprepades darefter i 10 minuters intervaller under totalt 180
minuter. Infusionshastigheten av glukos justerades sa att glukoskoncentrationen i
blodet efterliknade glukosresponskurvan som erhallits efter OGTT dagen innan.

Blodet 6verfordes till ett litiumheparinrér och var 30 minut dessutom till ett EDTA-
ror. Roren centrifugerades inom 5 minuter, plasman overfordes till eppendorfrér
och frystes sedan in i -80 °C for forvaring infor analys.

3.2.3 Analys av glukos & insulin

Matning av blodglukosnivaerna gjordes i direkt anslutning till provtagningen innan
centrifugering. Méatningen gjordes pa helblod med en glukosmatare (AccuCheck
Aviva, Roche Diagnostics Scandinavia AB, Bromma, Sweden).

Insulinkoncentrationerna analyserades i plasma, som erh6lls fran litiumheparinror.

Plasman analyserades med en ELISA (Mercodia Equine Insulin ELISA, Mercodia
AB, Uppsala, Sverige). Analysen genomfordes pa kliniska vetenskapers labora-
torium pa SLU.

3.2.4. Bearbetning av data

All data presenteras deskriptivt. Arean under kurvan (AUC) for glukos (AUC:
glukos och AUC: insulin) och insulin berdknades enligt trapetsmetoden med
GraphPad Prism 10 for tiden 0 — 180 minuter under OGTT och under isoglykemisk
intravends glukosinfusion. Incremental AUC for glukos (AUC; glukos) och insulin
(AUC; insulin) berdknades genom att basresponsen (fasteprov for insulin eller
glukos multiplicerat med 180 minuter) subtraherades fran totala AUC for respektive
parameter. Inkretineffekten beraknades i procent bade som total och incremental
enligt foljande tva formler:

1) (OGTT AUC: insulin — 1IGI AUCy)/ OGTT AUC; insulin x 100
2) (OGTT AUCi insulin — 11GI AUC;)/ OGTT AUC; insulin x 100
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4. Resultat

4.1 Basal- och maxkoncentrationer

Basal- och maxkoncentrationerna for insulin och glukos presenteras i tabell 2.
Vérden inom parentes visar det numeriska spannet inom gruppen. Differensen avser
skillnaden mellan de tva grupperna.

Hastarna med 1D hade en hogre basalkoncentration av glukos vid bada testerna
jamfort med de friska héstarna (5,0 & 5,1 jamfort med 4,8 mmol/L). De hade &ven
ett hogre Cmax fOr glukoskoncentrationen jamfort med de friska héstarna (0,7
mmol/L skillnad vid OGTT och 0,1 mmol/L skillnad vid I1IGl).

Basalkoncentrationen av insulin 1ag hdgre hos hastarna med ID an hos de friska
hastarna. Dar var differensen 14,9 mU/L vid OGTT och 44,9 mU/L vid IGII. Aven
har var Cmax insulinkoncentrationen hdgre hos héstarna med ID. Den storsta
differensen sags vid OGTT dar ID hastarnas Cmax medelvarde lag 218 mU/L hogre
an for de friska héstarna.

Samtliga hastar hade en hogre Cmax insulin vid OGTT jamfort med vid den
intravendsa infusionen.

4.2 Glukosinfusion

Glukosinfusionskurvorna som erh6lls vid den isoglykemiska intravendsa
infusionen presenteras i figur 1. Medelvérdet for den totala mangd glukos som
behdvde tillforas under 180 minuter for att imitera den glukoskurva som erhallit vid
OGTT var 278,7 mg/kg for den friska gruppen. FOr den sjuka gruppen var
medelvardet 191,7 mg/kg.
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Glukos (mmol/L)

Insulin (mU/L)

4.3 Area under kurvan & responsdata

Figur 1. Grafer erhallna efter ett oralt glukostoleranstest (OGTT) och en isoglykemisk intravends
infusion (11GI) for en grupp friska hastar och en grupp héstar med insulindysreglering (ID). Data
presenteras som medelvarde + standardavvikelse. Graferna till vanster representerar de friska
héstarna och graferna till hdger hastarna med ID.
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| tabell 2 presenteras AUC numeriskt for glukos- och insulinkurvorna. | figur 1
illustreras glukos- och insulinkurvorna som erhdélls efter OGTT och den intra-
venosa infusionen for respektive grupp. Den glukoskurva som erhélls efter den
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intravendsa infusionen var nast intill identisk med den som erhélls efter OGTT for
respektive grupp. De kan darfor bendmnas som isoglykemiska.

AUC for glukos var stérre hos héastarna med ID jamfort med de friska hastarna.
Bade den totala och incrementala AUC for insulin var betydligt storre for hastarna
med ID. Den storsta differensen sags vid OGTT dar hastarna med IDs incrementala
AUC lag 23 110,3 mU/L * min hégre an de friska hastarna.

AUC for insulinkurvorna var storre vid OGTT jamfért med den intravendsa
infusionen for bada grupperna. Hastarna med ID hade en stérre AUC vid bada
testerna jamfort med de friska héstarna.

Glukoskurvorna var likvéardiga mellan grupperna, den stora skillnaden sags i att
kurvan ej hann vanda nedat for grupp 2. Insulinkurvan for grupp 2 lag hogre an for
grupp 1 vid bada testerna. Det sags en stor skillnad i insulinkurvorna fran de olika
testerna dar den som erholls fran OGTT lag hogre for bada grupperna.

4.4 Inkretineffekten

Inkretineffekten presenteras i tabell 2 bade numeriskt och procentuellt for respek-
tive grupp. AAUC avser skillnaden i AUC mellan OGTT och den isoglykemiska
intravendsa infusionen.

Det var en storre skillnad i AUC mellan testerna for de héstarna med 1D (1878.7
for de friska héstarna respektive 12 091.3 for hastarna med ID). Det var dven en
storre procentuell skillnad mellan testerna for hastarna med ID. For de friska
hastarna beréknades inkretineffekten till 28,8 % totalt och 31,5 % incrementalt. For
hastarna med ID berdknades inkretineffekten till 36,6 % totalt och 46,7 % incre-
mentalt.
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Tabell 2. Data erhallen efter ett oralt glukostoleranstest (OGTT) och en isoglykemisk intravends
glukosinfusion (11GI) for en grupp pa 6 friska hastar och en grupp pa 3 héastar med insulin-
dysreglering (ID). All data presenteras som medelvarden och variationsvidd inom parantes.
Differensen avser skillnaden mellan grupperna. AUC (area under kurvan), Cmax (Maxkon-
centration), A (Skillnaden mellan testerna).

FRISKA ID DIFFERENS
OGTT
Fasteglukos (mmol/L)

4,8 (4,4-5,3) 5,0 (4,6-5,4) 0,2
Cmax glukos (mmol/L) 7,4 (6,5-9,7) 8,1 (7,6-8,7) 0,7
Fasteinsulin (mu/L) 9,1(5,9-13,9) 24,0 (13,59-41,7) 14,9
Chax insulin (mU/L) 52,3 (36,1-107,2) 270,9 (162.9-350.5) 218,6
AUC glukos 1143,8 (1006-1321) 1236,0 (1128-1353) 92,2
(mmol/L*min)
AUC;insulin 6479,8 (4211-9341) 32 299,0 25 819,2
(mU/L*min) (19 711-50 214)
AUC; insulin 4861,0 (1842-7942) 27971,3 23110,3
(mU/L*min) (16 679.8-42 708)
Gl
Fasteglukos (mmol/L) 4,8 (4,4-5,3) 5,1 (4,7-5,3) 0,3
Cmaxglukos (mmol/L) 7,7 (6,7-10,0) 7,8 (7,5-8,8) 0,1
Fasteinsulin (mu/L) 8,5 (5,8-13,7) 53,4 (19,4-87,2) 449
Cmaxinsulin (mU/L) 29,7 (24,8-60,7) 145,3 (113,8-217,9) 115,6
AUC glukos 1153,5 (1020-1319) 1257,7 (1169-1371) 104,2
(mmol/L*min)
AUC:insulin 4471,2 (3067-7749) 20 207,7 15 736,5
(mU/L*min) (13 563-32 087)
AUC; insulin 2982,3 (1616-5283) 14 519 11 536,7
(mU/L*min) (10 071- 22 437,2)
INKRETINEFFEKT
AAUC insulin 1878,7 12 091,3 10 212,6
(mU/L*min)
AUC; insulin (%) 28,8 36,6 7,8
AUC; insulin (%) 31,5 46,7 15,2
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5. Diskussion

Denna pilotstudie syftade till att undersdka hur stor inkretineffekten ar och vilken
betydelse den har for insulinfrisattningen hos friska hé&star och hdastar med
insulindysreglering. Detta gjordes genom att méta insulinsvaret efter ett OGTT och
jamfdra det med insulinsvaret efter en isoglykemisk intravends infusion av glukos.
Alla nio hastarna i studien hade ett kraftigare insulinsvar efter den orala givan av
glukos jamfort med efter den intravendsa infusionen. Denna skillnad kan forklaras
av inkretineffekten och frisattningen av inkretiner. Inkretineffekten var procentuellt
och numeriskt storre hos gruppen med insulindysreglering jamfort med hos den
friska gruppen. Dessa resultat indikerar att hastar med insulindysreglering har en
stOrre inkretineffekt, med andra ord &n storre frisdttning av GIP och GLP1, &n friska
hastar. Detta skulle kunna vara en del av forklaringen till den hyperinsulinemi som
uppstar postprandiellt hos hastar som lider av ID.

5.1 Inkretineffekten

For att undersoka inkretineffekten jamfordes insulinresponsen efter ett OGTT med
insulinresponsen efter en isoglykemisk intravends glukosinfusion. Alla de sex
hastar som ingick i den friska gruppen hade en hogre insulinfrisattning vid OGTT
jamfort med nar glukos administrerades intravendst. Detta sags bade numeriskt som
en skillnad i AUC mellan testerna och procentuellt. Den totala inkretineffekten for
dessa hastar beraknades till 28,8 % och 31,5 % incrementalt. Detta kan jamforas
med studier som gjorts pa friska manniskor dar den incrementala inkretineffekten
berédknats till ca 73 % (Nauck et al. 1986). | gruppen med insulindysreglerade héstar
sags ocksa en hogre insulinfrisattning vid OGTT, bade numeriskt och procentuellt.
Inkretineffekten berdknades till 36,6 % totalt och 46,7 % incrementalt, vilket
indikerar att dessa héastar har en storre inkretineffekt &n gruppen med friska héstar.
I samma humanstudie av Nauck et al. berdknades inkretineffekten for manniskor
med diabetes mellitus typ Il till 36 %. Till skillnad fran manniskor med ID déar
inkretineffekten &r reducerad indikerar resultaten att inkretineffekten ar storre hos
hastar med ID.

Trots att de finns evidens for att hastar med ID har en storre inkretineffekt
uppmattes det i en studie en liten skillnad i koncentration av GLP-1 mellan friska
och sjuka hastar (Chameroy et al 2010). Detta skulle kunna indikera att det finns
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en dalig 6verensstaimmelse mellan koncentrationen av inkretiner och inkretin-
effekten.

Det har diskuterats att en storre inkretineffekt ar en del av patofysiologin bakom
den hyperinsulinemi som ses hos héstar med ID (de Laat et al 2016). Detta skulle
potentiellt kunna bana vég for nya behandlingsalternativ for att kontrollera
insulinnivaerna hos dessa héstar. Inom humanmedicinen anvénds redan inkretiner
som en del av behandlingen for manniskor med diabetes mellitus typ 1l (Ahrén
2011). De former av behandling som finns idag bestar av en GLP-1 receptor agonist
samt en DPP-4 inhibitor. GLP-1 receptor agonisterna har visats ha god férmaga att
sanka de basala och postprandiella glukosnivaerna hos diabetiker samt hjalpa till
med viktnedgang. DPP-4 &r ett enzym som inaktiverar GLP-1 och genom att
inhibera enzymet forlangs det endogena GLP-1s verkningstid. Man kan ténka sig
att denna kunskap kan anvandas for att utveckla ldkemedel med motsatt effekt for
hastar med ID.

Exendin- (9,39) har visats fungera som en komparativ antagonist pa GLP-1
receptorn (Stirra et al. 1998). Detta skulle i teorin kunna anvandas for att sdnka
insulinnivaerna vilket ocksa har visats i praktiken inom humanmedicinen
(Sathananthan et al. 2013). Huruvida detta potentiellt skulle kunna anvandas for att
sanka insulinnivaerna hos hastar aterstar att forskas pa.

5.2 Glukos- & insulinkurvor

Det fanns en del skillnader mellan den friska och den sjuka gruppen i de glukos-
och insulinkurvor som erhdlls efter OGTT och den intravendsa infusionen. Den
sjuka gruppen kravde generellt en mindre tillférsel av glukos intravendst for att
imitera den kurva som erhallits vid OGTT jamfort med den friska gruppen. Detta
skulle kunna forklaras av att den sjuka gruppen lider av insulinresistens, som ar en
del av ID. Da vavnaden inte kan ta upp samma mangd glukos stannar en storre
mangd glukos i blodet till skillnad fran den friska gruppen dar glukoset tas upp i
vavnaden och férsvinner ifran blodet.

Den friska och sjuka gruppen lag pa ungefar samma glukosnivaer vid bada testerna.
Detta stimmer 6verens med tidigare forskning dar det konstaterats att hyperglykemi
sallan ses hos hastar med ID da de kan kompensera genom att producera mer insulin
(Frank et al. 2010). Den skillnad som sags i glukoskurvorna var att de friska
héstarna snabbare gick tillbaka till baseline jamfort med hastarna med ID. Detta kan
forklaras av att B-cellerna ej fungerar optimalt hos hdstarna med ID och inte kan
anpassa insulinfrisattningen lika snabbt.

| bada testerna lag insulinkurvorna hos de sjuka hastarna hogre an hos de friska
héstarna. Hyperinsulinemi &r en del av det som definierar 1D hos hastar och &r ocksa
ett satt att upptacka ID. | studier dar man studerat skillnader i insulinnivaer hos
friska och sjuka héstar har man sett samma skillnad (Macon et al. 2021).
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5.3 Fors6ksupplagg & provtagning

Studien utférdes delvis pa privatagda hastar och delvis pa hastar som tillhor
Kliniska vetenskaper, SLU. Alla hastarna var uppstallade pa SLU vid forsoks-
tillfallet och foljde i storsta mojliga man samma rutiner under forsoksperioden.
Detta minskar risken att skillnader i rutiner har inverkat pa resultatet. Det forekom
dock vissa skillnader mellan de friska hastarna och de med ID som kan ha paverkat
resultatet. Den friska gruppen som tillhér SLU foljde vid forsoket samma rutiner
som de normalt sett har och vistades i deras hemmiljo, vilket minskar risken for
stress. Den sjuka gruppen foljde inte samma rutiner som de har hemma och vistades
inte i sin hemmamiljo vilket kan ha gett upphov till stress som paverkar glukos- och
insulinnivaerna.

Ett av testen som utfordes under forsoket var ett OGTT. Vid ett OGTT admi-
nistrerades glukossirap i munnen genom en spruta. Metoden utgoér en risk for spill
da det ar latt att glukos hamnar utanfor munnen. Detta kan ha bidragit till att glukos-
mangden hastarna har fatt i sig ej ar exakt den mangd som var utraknad for dem.
For att forsoka eliminera denna felkalla kompenserades eventuellt spill med samma
mangd glukossirap. Da vissa individer var mer skeptiska &n andra kan tiden for
administrering ha varierat.

Det andra testet som utfordes var en isoglykemisk intravendsa glukosinfusion.
Infusionshastigheten &ndrades utifran hastarnas blodglukosnivaer for att matcha
den glukoskurva som erhallits efter OGTT. Da det ej gick att forutspa hur
glukosnivaerna skulle forandras efter andringarna som skedde i infusions-
hastigheten fanns det en viss skillnad i glukoskurvorna mellan OGTT och den
intravendsa infusionen. Detta kan ha inverkat pa insulinsvaret som uppmattes vid
de olika glukosvérdena. Dessa skillnader ar dock sa sma att de inte kommer att ha
nagon praktisk betydelse for resultaten.

I denna studie anvéndes varmblodiga travare och kallblod/ponnysar for att studera
skillnaden i inkretineffekt mellan hastar med och utan ID. Det hade &ven varit
intressant att studera hur inkretineffekten skiljer sig mellan olika raser och mellan
hastar med olika aktivitetsnivaer. Studier har visat att det finns skillnad i insulin-
sensitivitet hos vissa hastraser (Bamford 2014). Insulinsensitiviteten kan &ven
paverkas av ex. motion (Stewart- Hunt 2010). Hur insulinsensitivitet relaterar till
inkretineffekten ar ej undersokt hos hastar men hade potentiellt kunnat vara en
faktor som paverkar utsondringen av inkretiner.

For ett annu mer tillforlitligt resultat bor studien utforas pa en storre grupp dar det
aven gar att jamfora inkretineffekten mellan hastar i olika stadier av ID. Det hade
ocksa varit av varde att mata GIP- och GLP-1-nivaerna i blodet for att se exakt hur
stor inkretinfrisattningen &r hos de olika grupperna och hur vél koncentrationen av
inkretiner stammer 6verens med inkretineffekten.
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Konklusion

Samtliga héstar i studien hade en hogre insulinfrisattning efter oral administrering
av glukos jamfort med efter intravends administrering. Detta kan forklaras av
frisattning av inkretiner fran tarmarna, vilket stimulerar sekretion av insulin fran
betacellerna i pankreas, s.k. inkretineffekten. Resultaten indikerar att inkretin-
effekten finns hos hastar och spelar en roll i insulinfriséttningen vid oralt intag av
naringsamnen. Gruppen med ID hastar hade en storre inkretineffekt jamfort med
den friska gruppen, vilket talat for att inketinfrisattningen spelar en storre roll hos
hastar med ID. Detta skulle potentiellt kunna ligga till grund for nya behandlings-
alternativ for att kontrollera insulinnivaerna hos dessa hastar.
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Populérvetenskaplig sammanfattning

Insulin &r ett hormon som produceras i bukspottkorteln och som kontrollerar kon-
centrationen av glukos i blodet och kroppens celler. N&r insulin binder till cellerna
i kroppen fungerar det som en nyckel som dppnar dorren for glukos, vilket gor att
det kan tas upp ifran blodet och anvands som energi.

Insulindysreglering ar ett tillstand dar kroppen inte svarar som den ska pa insulin
vilket leder till olika konsekvenser. Hos hastar ses insulindysreglering som en del
av EMS (ekvint metabolt syndrom), en hormonell sjukdom hos hastar som Okar
risken for utveckling av fang. Dessa hastar lider av insulinresistens, vilket innebéar
att kroppens celler inte langre &r kansliga for insulin och dess effekter. Detta leder
till att bukspottkdrteln maste producera mer insulin for att kompensera tills det nar
en niva dar cellerna svarar pa insulinet. Detta leder till for hoga nivaer av insulin i
blodet.

For hoga insulinnivaer hos hastar har i studier visats kunna leda till utvecklingen
av fang. Fang ar en sjukdom som drabbar den vavnad som sammanbinder hovbenet
och hovkapseln. Detta ar ett mycket smartsamt tillstand, som i varsta fall kan bli
kroniskt och som kan leda till att hovbenet andrar lage.

| studier pa manniskor har man sett att kroppen producerar mer insulin nar man ater
socker jamfort nar man far socker direkt i blodet. Detta kan forklaras av den sa
kallade inkretineffekten. Inkretiner & hormoner som produceras i tarmarna nar man
ater. Dessa hormoner stimulerar bukspottskorteln att frisatta mer insulin for att
forbereda for att det kommer mer glukos till blodet. | andra humanstudier har man
sett att minniskor som lider av diabetes mellitus typ II, 1 folkmun kallat ”socker-
sjukan”, har en mindre eller en helt franvarande inkretineffekt. Detta bidrar till att
de inte producerar tillrackligt med insulin, vilket leder till skadligt hoga nivaer av
glukos i blodet.

Det har diskuterats hur stor inkretineffekten ar hos hastar och vilket betydelse den
har for insulinfrisittningen hos hastar med ID. Detta &r dock sparsamt studerat i
praktiken. Denna studie syftade darfor till att undersoka hur stor inkretineffekten ar
och vilken betydelse den har hos friska hastar och hos héstar med ID.

Nio hastar deltog i studien varav sex av dem var friska och tre var diagnosticerade
med ID. Hastarna genomgick tva tester, ett test dar de fick glukos direkt i munnen
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och ett dar de fick glukos direkt i blodet. Dérefter mattes insulinnivaerna i blodet
for att jamfora och se skillnaden mellan testerna.

Resultatet visade att bade de sjuka och friska hastarna producerade mer insulin nér
de fick glukos i munnen jamfort med nar de fick det i blodet. Detta kan forklaras
av frisdttningen av inkretiner och inkretineffekten. Den sjuka gruppen hade en
storre inkretineffekt an den friska gruppen, vilket skulle kunna vara en del i
forklaringen till att de producerar for mycket insulin. Férsoket kommer att dock att
behdva upprepas pa fler hastar innan definitiva slutsatser kan dras.
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