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Sammanfattning

Analys av insulin anvéinds vid diagnostik av ekvint metabolt syndrom (EMS). Héstar med EMS
har insulindysreglering (ID) som innebér insulinresistens och hyperinsulinemi vid fasta och/eller
postprandiellt. Analys av insulin kan goras pa fastande héstar, postprandiellt eller efter glukos-
toleranstest. Sensitiviteten vid analys av fasteinsulin for detektion av ID har visat sig vara lag.
Detta beror delvis pé att insulin i blodet, likt alla analyter, uppvisar en biologisk variation och
koncentrationen kommer att skilja sig at mellan provtagningar. Denna biologiska variation ér till
viss del slumpmaéssig men insulinfrisittning paverkas dven av flera faktorer som till exempel
fodointag och hull. Det saknas tidigare studier om hur den biologiska variationen av insulin ser ut
hos héstar. Detta &r av virde att veta om d& man utifran det bland annat kan berdkna hur stor
skillnad man behdver ha mellan tva provtagningar for att skillnaden ska vara kliniskt signifikant.
Detta examensarbete hade som syfte att undersoka hur den biologiska variationen av fasteinsulin
ser ut mellan héstar och inom en och samma hést hos en grupp av friska islandshéstar. For att gora
detta togs blodprover for fasteinsulin fran atta friska islandshéstar vid fem tillfillen med cirka en
veckas mellanrum. Samtliga prover analyserades for insulin och variationskoefficienten (CV)
rdknades ut for inomhést-variation (CVj), mellanhést-variation (CV¢) och analysvariation (CVa).

Resultatet visade CVi=25 %, CVg=39 % och CV =16 %. Detta innebar att hos denna grupp av
héstar varierar insulinkoncentrationer i snitt 25 % inom en och samma hést och 39 % mellan
héstar, samt att 16 % av variationen beror pa analysens CV. Reference change value, som ér ett
matt pd hur mycket insulinkoncentrationen behdver édndras mellan tva provtagningar for att raknas
som en klinisk signifikant forandring, beréknades till 226 % for 6kning och 44 % for minskning.
Man kan utga ifran dessa resultat for att bedoma om populationsbaserade referensintervall dr
lampliga att anvénda eller inte vid individuella bedomningar genom att rikna ut index of indi-
viduality. Utifrén denna studie beddms populationsbaserade referensintervall inte vara optimala att
anvinda, men &r inte heller oanvidndbara. Studien begrédnsas av att endast en liten grupp héstar av
samma ras studerats, men ger en initial bild av hur den biologiska variationen ser ut hos friska
héstar. Detta kan vara till hjélp vid tolkning av provsvar, till exempel for att veta hur stor
fordndring av insulinkoncentration mellan tva tillfillen som ar kliniskt signifikant.

Nyckelord: insulin, biologisk variation, hést, ekvint metabolt syndrom



Abstract

Insulin analysis is mostly used to diagnose equine metabolic syndrome (EMS). Horses with EMS
have insulin dysregulation (ID) which is characterized by insulin resistance and fasting and/or
postprandial hyperinsulinemia. Samples for insulin can be analyzed on fasted horses, postpran-
dially or after a glucose tolerance test. The sensitivity of fasting insulin for detection of ID is low.
The reason for this is partly because the concentration of insulin, like all analytes, has biological
variation and will vary between samples taken at different times. This biological variation is partly
random but the secretion of insulin is also affected by, for example, feed-intake and body condi-
tion score. It is important to know about the biological variation of insulin, for example it can tell
us if a change between two samples is clinically significant or not, but there is a lack of studies on
this subject. The purpose of this study was to examine the biological variation of fasting insulin
concentrations between and within horses in a group of healthy Icelandic horses. Eight horses
were sampled five times at approximately one week intervals and all samples were analyzed for
insulin. The coefficient of variation (CV) was calculated for within-horse-variation (CVy),
between-horse-variation (CV¢) and analytical variation (CV ).

The results showed CVi=25%, CV5=39% and CV=16%. This means that the average varia-
tion within horses is 25%, between horses 39% and variation attributable to the analysis is 16%.
Reference change values, a measure of how big a change needs to be between two samples to be
considered a clinically significant change, was calculated to 226% for an increase in concentration
and 44% for a decrease in concentration. These results can be used to assess whether population-
based reference intervals are appropriate to use for individual assessments or not by calculating the
index of individuality. Based on this study, population-based reference intervals are not optimal,
but they are not considered to be unusable. Limits of this study are that the results are based on a
quite small study population which only consists of one breed, but the study gives an initial esti-
mate of the biological variation of insulin in healthy horses. The results from this study can be of
help when interpreting test results, for example to assess if a difference between two samples is
clinically significant or not.

Keywords: insulin, biological variation, horse, equine metabolic syndrome
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Inledning

Insulin &r ett livsviktigt metabolt hormon som frisitts frin B-celler i pankreas som
svar pa okade blodglukoskoncentrationer (Sjaastad ef al. 2016). Héstar med
ekvint metabolt syndrom (EMS) lider av insulindysreglering (ID) vilket innebér
att de &r insulinresistenta och kan fa onormalt hog insulinkoncentration i blodet
(hyperinsulinemi) bade vid fasta och postprandiellt (Frank ef al. 2010; Frank &
Tadros 2014). Detta ar ett stort valfardsproblem da EMS ar en vanlig bakom-
liggande orsak till att héstar utvecklar fang (Karikoski et al. 2011).

En rad olika metoder for att undersdka graden av ID har studerats och de
metoder som har hogst sensitivitet for att méta graden av insulinresistens (IR) ar
komplicerade att utfora (Firshman & Valberg 2007). Metoder dir endast ett enda
blodprov for insulin tas for att undersdka forekomst av hyperinsulinemi har {or-
delen att det gar att anvanda vid klinisk diagnostik eller 1 stérre studiepopula-
tioner, men har lagre sensitivitet for att upptécka ID. En anledning till detta &r att
insulin, likt alla &mnen 1 kroppen, uppvisar en viss biologisk variation och det
finns ménga faktorer som paverkar friséttningen av insulin. Dessutom kommer
analysvariation ytterligare att paverka provresultatet. Detta forsvérar tolkningen
av provsvaren och man riskerar att f4 bade falskt negativa och falskt positiva svar.

Ett flertal studier har gjorts géllande hur faktorer som bland annat body condi-
tion score (BCS), alder, kon, ras, diet och motion péaverkar insulinkoncentra-
tionerna (Firshman & Valberg 2007), men i nuléget saknas utforligare studier pa
hur mycket insulinkoncentrationen kan variera inom friska individer under lik-
nande provtagningsforhallanden. Syftet med detta examensarbete var att utfora
upprepade blodprover pd en grupp héstar under liknande férhallanden, det vill
sdga 1 samma miljé och med samma rutiner kring provtagning och hantering av
prover. Fran detta studerades hur insulinkoncentrationer i blodet varierade inom
en och samma individ samt mellan olika individer. Detta for att fa en storre
forstdelse dver hur den biologiska variationen av insulinfriséttning ser ut hos
friska histar och pa sa sitt bidra till en sdkrare tolkning av provsvar.

1.1 Fragestallningar

Hur stor ar variationen av fasteinsulin inom en héist samt mellan héstar hos en
grupp av friska islandshéstar?



Litteraturoversikt

2.1 Insulinets fysiologi

Insulin dr kroppens viktigaste anabola hormon (Sjaastad et al. 2016). Frisétt-
ningen fran B-celler 1 pankreas 6kar postprandiellt framst till f61jd av en 6kad
koncentration av blodglukos. Frisdttningen kar dven vid 6kade nivaer av amino-
syror i blodet samt till f6ljd av frisédttning av inkretiner (GIP och GLP-1), vilka &r
hormoner som frisitts fran epitelceller i magtarmkanalen nér foda nar tunntarmen.
Nir insulinkoncentrationen okar i blodet stimulerar det till intracelluldrt upptag av
glukos och aminosyror fran blodet. Nér glukos slidpps in i cellerna minskar kon-
centrationen av glukos i blodet och sekretionen av insulin minskar som svar pa
detta. P4 detta sétt regleras koncentrationerna av insulin och glukos i blodet vilket
ar nodvandigt for en fungerande metabolism. Inaktivering och nedbrytning av in-
sulin sker delvis i malceller men dven i levern och njurarna. Frisittning av insulin
sker frdn pankreas till portavenen vilket resulterar i att insulin nér levern innan
Ovriga viavnader (Toth et al. 2010; Petersen & Shulman 2018). En del av insulinet
extraheras direkt av levern och nar déarfor aldrig den perifera cirkulationen (To6th
et al. 2010).

Insulin verkar genom att binda till insulinreceptorer i cellmembranet pa mal-
celler (Sjaastad et al. 2016). Detta aktiverar en intracellulér signalkaskad som
resulterar i att glukostransportorer (GLUT-4) translokeras till cellmembranet s att
glukos kan transporteras in i cellen. Denna mekanism sker i bland annat muskel-
och fettceller. Ovriga viivnader har andra glukostransportdrer som aktiveras via
mekanismer som inte dr beroende av insulin. Leverns glukosupptag sker frimst
via GLUT-2 som inte dr beroende av insulin men insulin paverkar glukosmeta-
bolismen i levern via bland annat glykogensyntes och minskad glukoneogenes
(Petersen & Shulman 2018).

2.2 Ekvint metabolt syndrom (EMS)

Ekvint metabolt syndrom (EMS) dr ett samlingsbegrepp for ett flertal hormonella
avvikelser som inkluderar generell och/eller regional fetma samt insulindysregle-
ring (ID) (Frank et al. 2010; Frank & Tadros 2014; Durham et al. 2019). Insulin-
dysreglering kdnnetecknas av insulinresistens (IR) och hyperinsulinemi och ger en
oOkad risk for att en hést utvecklar fdng (Frank & Tadros 2014; Durham et al.
2019). Hyperinsulinemi kan foreligga vid fasta eller efter fodointag d& héstar med
EMS fér onormalt hoga insulinkoncentrationer i blodet efter intag av kolhydrater.
Den regionala fetman visar sig oftast som okad fettansittning kring nacken och
graden av fettansittning kan bedomas via cresty neck score (CNS) (Carter et al.
2009a).
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Manga héstar som lider av sjukdomen PPID (pituitary pars intermedia dys-
function) har samtidig ID (Frank & Tadros 2014; Meier et al. 2018). En studie
visade att 32 % av héstar med PPID har hyperinsulinemi vilket 6kar risken for att
dessa individer utvecklar fang (Mcgowan et al. 2013).

2.2.1 EMS och fang

Hastar med EMS har ID vilket 6kar risken for att drabbas av fing (Durham et al.
2019). Fang innebdr att de dermala och epidermala lamellerna i hoven separerar
fran varandra vilket gor att hovbenets upphiangning i hovkapseln péverkas (Pollit
2011). Detta leder till kraftig smirta och hélta och drabbar oftast frimst fram-
hovarna. Man har sett att 6kad koncentration av basalinsulin &r en signifikant
riskfaktor for utvecklandet av fang (Carter et al. 2009b; Menzies-Gow et al.
2017). D4 en EMS-fenotyp med generell och regional fettansittning korrelerar
med ID (Carter et al. 2009a) dr denna typ av héstar oftare drabbade av fang dn
hidstar 1 normalhull (Carter ef al. 2009b). I en studie gav man intravends insulin-
infusion for att upprétthalla ett tillstdnd av hyperinsulinemi hos fem tidigare friska
ponnyer och samtliga utvecklade fing inom tvd dygn (Asplin ef al. 2007). Resul-
tat fran detta forsok visar att 4ven insulinkénsliga hastar kan fa fang om de utsitts
for hyperinsulinemi. Glukoskoncentrationen i blodet holls normal i forsoket vilket
indikerar att hyperglykemi inte paverkar sjukdomsutvecklingen. Detta talar emot
tidigare teorier om att fing orsakas av glukotoxicitet (Frank & Tadros 2014). Den
exakta mekanismen bakom hur hoga insulinnivaer ger upphov till fing ar &nnu
inte helt klarlagd men flertalet mojliga verkningsmekanismer har foreslagits.
Asplin et al. (2007) diskuterar att det kan ha att géra med en hypoxi och hypoper-
fusion i de dermala och epidermala lamellerna i hoven till foljd av endothelin-1
medierad vasokonstriktion, samt att de cirkulatoriska forandringarna kan resultera
1 en uppreglering av matrix-metalloproteaser (MMP) med destruktion av lameller-
nas basalmembran som f6ljd. Nér insulin hos friska héstar binder receptorer pa
celler startas en intracelluldr signalvig som bland annat resulterar i vasodilatation
och att GLUT-4 translokeras till cellmembranet sa att glukos kan transporteras in 1
cellerna (Durham ef al. 2019). Denna signalvdg himmas delvis hos insulin-
resistenta individer och da okar istéllet en signalvdg via MAP-kinas i omfattning
(Geor & Frank 2009; Durham ef al. 2019). Denna signalvég leder bland annat till
frisittning av endothelin-1 som ger upphov till vasokonstriktionen.

Hormonella sjukdomar &dr sannolikt den vanligaste bakomliggande orsaken till
att hastar utvecklar fang (Karikoski et a/. 2011). I Finland gjordes en studie dar
alla héstar som inkom med fang till ett djursjukhus utreddes for bakomliggande
hormonella sjukdomar vilket man fann hos nistan 90 % av hdstarna. En tredjedel
av dessa hade PPID och resterande hade basal hyperinsulinemi utan tecken pa
PPID (Karikoski ef al. 2011).
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2.3 Insulinresistens (IR) och hyperinsulinemi

Insulinresistens innebir att insulinets verkan pa insulinreceptorn blir mindre
effektiv och det krivs en hogre koncentration av insulin i blodet for att hélla
glukoskoncentrationen inom ett normalt spann (Frank & Tadros 2014; Petersen &
Shulman 2018). Detta leder till en hyperinsulinemi da insulinsekretionen fran
pankreas okar till f6ljd av hyperglykemin (Frank & Tadros 2014; Petersen &
Shulman 2018). Téth ef al. (2010) visade att dven insulinnedbrytning i levern
verkar minska hos insulinresistenta histar och kan dérfor bidra till utvecklandet av
hyperinsulinemi. Det finns en tydlig koppling mellan 6vervikt och IR och IR dr
ofta reversibelt och kan minska vid viktnedgang (Delarocque et al. 2020). Hos
ménniskor dvergar ofta en kompenserad IR, dér pankreas 6kar sekretionen av
insulin for att kompensera for det 6kade behovet, till en icke-kompenserad IR dir
B-cellerna inte klarar av att producera tillrickliga mangder insulin (Kasuga 2006).
Den minskade insulinfrisittningen beror ofta pa bland annat lipotoxicitet och
glukotoxicitet och leder till utvecklandet av hyperglykemi och diabetes typ 2
(Prentki & Nolan 2006). Hastars pankreas dr mindre benédgna att utmattas vid en
Okad insulinsekretion over tid och de utvecklar diabetes mellitus mer sillan &dn
minniskor (Frank & Tadros 2014; Bertin & de Laat 2017).

Det dr mycket man inte vet om hur IR uppstar men man har sett ett minskat
uttryck av aktiva GLUT-4 pa ytan av skelettmuskelceller hos insulinresistenta
héstar, médnniskor och gnagare vilket sannolikt &r en del av mekanismen (Waller
et al. 2011; Petersen & Shulman 2018). Hos ménniskor och gnagare har man dven
hittat receptordefekter pa insulinreceptorn hos feta individer samt forandringar i
de intracelluldra signalvigarna i malcellerna (Petersen & Shulman 2018).

Det finns en tydlig koppling mellan IR och hyperinsulinemi hos héstar (Linda-
se et al. 2017), men det &r viktigt att patala att hdstar med IR inte alltid uppvisar
forhojt basalinsulin (Frank et al. 2006). Det finns dessutom fler faktorer &n graden
av IR som paverkar nivén av hyperinsulinemi postprandiellt, bland annat konsum-
tionshastighet av fodret, i vilken hastighet magsidckstomning sker, glukosabsorp-
tion i tunntarmen samt inkretineffekter (Kronfeld ez al. 2005; de Laat et al. 2016).

Vad som definieras som hyperinsulinemi skiljer mellan studier, beroende av
analysmetod och om hésten haft tillgang till foder eller inte innan provtagning
(Durham et al. 2019). Ofta definieras hyperinsulinemi som att basalinsulin &r >20
uU/mL (analyserat med Coat-a-Count insulin RIA, Immulite CLIA eller DSL-
1600 Insulin RIA) (Frank et al. 2010; Durham ef al. 2019) men andra har anvént
cut-off vérdet att >32 pU/mL (analyserat med Coat-a-Count RIA) innebér dkad
risk for utvecklandet av fang (Carter et al. 2009b).

I hastpopulationen &r det internationellt en relativt stor andel som lider av olika
grader av IR och/eller hyperinsulinemi. I en amerikansk studie dar blodprover {for
seruminsulin togs pa 366 friska héstar i USA och analyserades med Coat-a-Count
RIA sags forhojda basalinsulinnivaer (>30 pU/mL) hos 8 % (Pratt-Phillips ef al.
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2010). I en annan amerikansk prevalensstudie pa 300 friska héstar dir insulin
analyserades med Coat-a-Count RIA sags forhdjda insulinkoncentrationer >20
pU/mL hos 18 % och >30 pU/mL hos 10 % (Pleasant ef al. 2013). Liknande
studier for hur prevalensen av hyperinsulinemi och ID ser ut 1 Sverige saknas.

2.4 Diagnostik av insulindysreglering

2.4.1 Analysmetoder

For att stilla diagnoserna ID och EMS anvinds i regel analys av glukos- och
insulinnivéer 1 blodet (Bertin & de Laat 2017). Olika analysmetoder for insulin
som anvénds ar till exempel ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assays), RIA
(radioimmunoassays) eller CLIA (chemiluminescence immunoassay) (Warnken et
al. 2016). Resultat fran olika analysinstrument skiljer sig at och déarfor bor man
endast anvéinda referensintervall for det aktuella analysinstrumentet man anvéander
och inte direkt jimfora resultat som kommer frén olika analysmetoder.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

En ELISA utvecklad fér humanprover dr inte optimalt att anvinda d& det finns
strukturella skillnader i ekvint och humant insulin vilket kan leda till varierande
korsreaktivitet vid analysen och felaktiga provsvar (Oberg et al. 2012). Sikrare
resultat fas vid anviandandet av en héstspecifik ELISA dir antikropparna och
analysintervallet dr anpassade efter rétt art.

Mercodia Equine Insulin ELISA (héstspecifik insulin ELISA) fungerar genom
att en antikropp binder insulinmolekylen till plattan och en peroxidas-konjugerad
fri antikropp féster till annan plats pa insulinmolekylen (Mercodia 2023). Efter in-
kubation tvittas antikroppar som inte bundit bort och dérefter tillsdtts ett substrat
som reagerar med peroxidaset pa antikropparna. Detta genererar en fargforindring
som mats spektrofotometriskt och méngden farg dr proportionerlig mot miangden
insulin 1 provet.

Oberg et al. (2012) undersokte precisionen (analysvariationen) hos Mercodia
Equine Insulin ELISA genom att mita variationskoefficienten (CV; coefficient of
variation) inom och mellan kérningar. De uppmitte ett CV inom kérningar pa
2,0-6,5 % samt ett CV mellan kérningar pa 10,7 %. I samma studie undersoktes
stabiliteten av insulin i serum under olika forhallanden. Resultaten visade att
insulinkoncentrationen i serum inte sjunkit signifikant efter tre dagar i 18-20 °C,
en manad 1 6-8 °C eller efter ett ar i -20 °C. I rumstemperatur (18-20 °C) sags en
signifikant minskning av koncentrationen efter en manad jamfort med prover som
forvarats 1 frys. I hemolyserade prover sdgs en signifikant minskning av insulin-
koncentrationerna jamfort med icke-hemolyserade prover efter forvaring i bade
kyl- och frystemperatur. Studier har dven visat att insulinkoncentrationer for-
andras av att upprepade ganger tina och frysa om prover (Warnken et al. 2016).
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2.4.2 Metoder for att utvardera insulinresistens

EHC och FSIGTT med minimal model analysis

De bésta metoderna for att utvardera graden av IR hos héstar ér att anvinda
kvantitativa och specifika metoder som euglykemisk-hyperinsulinemisk clamp
(EHC; euglycemic-hyperinsulinemic clamp) eller intravenost glukostoleranstest
med frekventa provtagningar (FSIGTT; frequently sampled intravenous glucose
tolerance test) med minimal model analys (Frank & Tadros 2014; Dunbar et al.
2016). Metoden EHC anses vara gold-standard for att méta insulinkdnslighet
(Kronfeld et al. 2005). Den gar ut pa att man méater hur mycket glukos som be-
hovs for att upprétthalla en normal koncentration av glukos i1 blodet medan man
med hjilp av intravends tillforsel av exogent insulin upprétthaller ett tillstdnd av
hyperinsulinemi. Denna metod ger en direkt bild av vivnaders kénslighet for
insulin (Bertin & de Laat 2017), men &r inte tillampbar i stérre studiepopulationer
eller for anviandning kliniskt da det tar tid att utfora och kraver viss utrustning
(Kronfeld et al. 2005; Frank & Tadros 2014). Metoden FSIGTT med minimal
model analys dr likt EHC ett sétt att méta insulinkdnslighet och gar ut pa att man
ger glukos intravendst och under en tid efter tar frekventa blodprov for glukos och
insulin vid givna intervall (Pratt ez al. 2005). Pratt et al. (2005) har visat i forsok
att EHC har lagre CV mellan dagar (14 %) dn FSIGTT (24 %) och repeterbar-
heten verkar dirfor vara béttre for EHC.

Oralt glukostolerans test

En dynamisk metod for att diagnosticera ID &r oralt glukostolerans test (OGT) déir
principen dr att méta insulinnivaer en viss tid efter oral administration av glukos
(Bertin & de Laat 2017). Denna metod kan enkelt anvéndas kliniskt da endast ett
blodprov kréivs, men den har visat 14g sensitivitet for att pavisa IR 1 jimforelse
med FSIGTT (Dunbar et al. 2016). Dock ger OGT inte en direkt bild av insulin-
kansligheten utan paverkas dven av faktorer som hastighet av magsickstomning
och absorptionshastighet (Kronfeld ez a/. 2005). Vissa menar att ett OGT é&r
lampligt att anvinda vid diagnostik da det indikerar vilken postprandiell 6kning
av insulin som fés efter intag av kolhydrater, som till exempel vid bete, och darfor
kan identifiera vilka individer som riskerar att drabbas av fing orsakad av hyper-
insulinemi (Frank & Tadros 2014; de Laat ef al. 2016). Dessutom har OGT visat
sig ha en relativt god repeterbarhet da det utfors vid ett flertal tillfallen hos samma
individ under liknande foérhallanden (de Laat & Sillence 2017).

Basalinsulin

Ett enstaka blodprov for att mita basalnivan av seruminsulin, och eventuellt i
kombination med glukos, har fordelen att det &r enkelt att utfora men nackdelen
att variationer 1 insulinsekretion paverkar sensitiviteten av testet (Firshman &
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Valberg 2007). Treiber et al. (2005) har i forsok sett en signifikant mattlig
korrelation mellan basalinsulin och insulinkédnslighet, det vill sdga att hogre
insulinkoncentration har en koppling till nedsatt insulinkénslighet.

Rekommendationer gillande fasta eller inte infor provtagning varierar. For att
minska risken att fodointag paverkar insulinnivderna rekommenderas i ACVIM:s
(American College of Veterinary Internal Medicine) konsensusuttalande (Frank et
al. 2010) att héstar ska fasta 1 sex timmar innan provtagning sker. | ECEIM:s
(European College of Equine Internal Medicine) konsensusuttalande (Durham et
al. 2019) @r rekommendationen borttagen pa grund av 14g sensitivitet hos faste-
insulin och man diskuterar huruvida fasta 1 sig kan ge 6kad insulinresistens.

Fasteinsulin har i forsok visat pa dalig sensitivitet for att detektera IR (Dunbar
et al. 2016). Sensitiviteten och specificiteten av provet dr dock beroende av vilket
cut-off virde man véljer och genom att sinka cut-off virdet kan man hoja sensiti-
viteten, men minskar da samtidigt specificiteten (Olley et al. 2019). I ACVIM:s
konsensusuttalande rekommenderas referensvérdet <20 ulU/mL (vid analys med
Coat-a-count insulin RIA, Immulite CLIA eller DSL-1600 Insulin RIA) (Frank et
al. 2010). Vid detta referensvérde har fasteinsulin visat sig ha en 14g sensitivitet
(15 %) for diagnos av ID men genom att sdnka referensvérdet till 5,2 plU/mL
okade sensitiviteten till 63 % och specificiteten minskade till 87 % (vid analys
med Immulite CLIA) (Olley et al. 2019). Lindase et al. (2021) visade att det
optimala cut-off virdet for fasteinsulin ar 9,5 plU/mL (vid analys med Mercodia
Equine Insulin ELISA) vilket gav en sensitivitet pd 91 % och en specificitet pa
85 %.

En metod f6r att fa en mer direkt bild av insulinkénsligheten och -cellsres-
ponsen utifran blodprov taget vid ett enda tillfalle dr att anvinda matematiska
algoritmer dir man utgar fran virden pa basalinsulin och glukos (Treiber et al.
2005). Dessa algoritmer har utvérderats pa bade friska hastar dir korrelation sags
med insulinkdnslighet (Treiber ef al. 2005) och pa insulindysreglerade hastar dar
ingen matematisk algoritm hade béttre sensitivitet och specificitet jaimfort med
fasteinsulin (Lindase et al. 2021).

2.5 Biologisk variation

Vid upprepade provtagningar hos en och samma hist kommer en viss variation att
ses i resultaten (Fraser 2001). Denna variation beror av pre-analytisk variation,
analytisk variation och biologisk variation. Den pre-analytiska variationen beror
pa faktorer i samband med provtagning och hantering av provet fram till analys,
till exempel skillnader i tillgang till foda innan provtagning, centrifugeringstid och
forvaring av provet innan analys. Analytisk variation bestér av bade slumpmaissig
variation och systematiska fel som sker vid analysen. Biologisk variation finns for
alla analyter i storre eller mindre omfattning. Denna beror delvis av slumpmaéssig
variation men kan dven i vissa fall paverkas av faktorer som till exempel cyklisk
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variation eller paverkan av individens alder pa analyten. Biologisk variation
uttrycks ofta som CV och finns bade inom individer (CV1) och mellan individer
(CVg). Det finns flera anledningar till att det ar vardefullt att veta hur stor den
biologiska variationen dr, bland annat for att veta hur stor skillnad mellan tva
provtagningar som dr kliniskt signifikant, utforma referensintervall och undersoka
individualiteten for ett virde.

Index of individuality (II) dr en metod for att undersoka om en analys har hég
eller lag individualitet och baseras pa virden for biologisk variation (Freeman et
al.2017). Om II <0,7 har analysen lag individualitet och om II >1,7 har analysen
hog individualitet. Ett virde mellan 0,7—1,7 innebér en intermedidr individualitet.
Det ar av vérde att veta om II dé en lag individualitet innebér stor likhet mellan
individer och att populationsbaserade referensintervall dr lampliga att anvénda,
medan dessa fungerar sémre om analyten har hog individualitet d normala
vérden hos olika individer skiljer sig mycket &t.

For att undersoka hur stor den biologiska variationen dr behdver man minimera
inverkan fran den pre-analytiska variationen (Fraser 2001). Detta gors genom att
standardisera utférandet kring provtagningen och hantering av provet sé att de
sker under sd liknande forhdllanden som mdjligt vid varje provtagning. Den ana-
lytiska variationen (CVa) bor minimeras genom att alla prover analyseras vid
samma tillfdlle (Fraser 2001; Freeman et al. 2017). Genom att prover analyseras i
duplikat kan man dessutom rdkna ut analytiska variationen och subtrahera den
frdn den totala variationen. Genom denna metod kan man undersoka hur stor den
biologiska variationen dr inom och mellan individer.

2.6 Variation i insulinkoncentrationer

2.6.1 Inomhast-variation av insulin

Hur den biologiska variationen av insulin ser ut inom héstar saknas det utforligare
studier kring. I en studie har man studerat inomhést-variation av bland annat
basalinsulin hos fem friska histar och en ponny genom upprepad blodprovs-
tagning for insulin (Pratt ef al. 2009). Denna studie foljer dock inte publicerade
riktlinjer (Freeman et al. 2017) for hur man réknar ut biologisk variation inom
héstar dd de inte rdknat bort analysvariationen frén den totala variationen. Prover
togs 1 studien under liknande forhallanden vid sex tillfallen Gver tva veckor (Pratt
et al. 2009). Héstarna provtogs ca sex timmar efter kraftfodergiva men hade till-
géng till ho innan provtagningen, vilket kan ha péverkat glukos och insulinnivaer.
Resultatet visade ett CVi pé 33 % 1 medel men varierade mellan héstarna pa
mellan 17-57 %. Den med lagst CVi var ponnyn som genomgéende hade hyper-
insulinemi i alla prover och forfattarna diskuterar att detta kan indikera att héstar
med hoga insulinkoncentrationer har mer konstanta mitvarden. Utifran resultat 1
denna studie menar forfattarna att ett enskilt blodprov for insulin inte &r lika till-
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forlitligt och har lagre repeterbarhet for att uppskatta insulinkénslighet 4n metoder
som EHC (Pratt et al. 2005; 2009). Det dr dock fa histar som undersokts och
faktorer 1 studieupplégget, som att héstarna hade tillgang till ho innan provtag-
ning, kan ha paverkat variationerna 1 métvérden (Pratt ef al. 2009).

I en senare genomford studie dir prov for fasteinsulin togs pd morgonen innan
utfodring pa friska héstar och histar med IR sdgs en ligre CVi pa ca 24 % (Lin-
dase et al. 2021). Prover togs vid tva tillfillen under liknande forhallanden under
tva pa varandra foljande dagar. Da provtagning skedde pé fastande héstar blev
forhdllandena mer standardiserade jimfort med i studien av Pratt ef al. (2009) och
kan sannolikt forklara det ldgre vardet pa CV. Inte heller 1 denna studie rdknades
analysvariationen bort frén den totala variationen.

I ett forsok dar insulinkoncentrationer efter OST (oral sugar test) méttes hos
29 hastar varannan méanad under sex tillféllen var 41 % av hdstarna klassade som
ID vid vissa provtagningstillfillen men inte andra da insulinkoncentrationerna
varierade mellan provtagningstillfdllena (Karikoski et al. 2022). Denna relativt
stora variation tyder pd att man latt kan feldiagnosticera individer om provtagning
sker vid ett enda tillfdlle. Denna studie rdknar inte heller ut hur stor del av den
totala variationen som beror pa analytisk variation. Ingen av ndmnda studier om
inomhést-variation foljer alltsd publicerade riktlinjer om hur biologisk variation
raknas ut enligt Freeman et al. (2017).

2.6.2 Mellanhast-variation av insulin

Det saknas studier som maétt den biologiska variationen av insulin mellan friska
hidstar och uttryckt det 1 CVe. For att veta hur variation av insulinkoncentrationer
ser ut mellan héstar och tolka provsvar kan man dven anvénda sig av referens-
intervall. Populationsbaserade referensintervall dr baserade pa prover fran grupper
av friska individer (Fraser 2001). Som tidigare ndmnts beror referensintervallen
for insulin pé analysmetod och provtagningsforhdllanden (tillgéng till foda eller
inte) och kan darfor skilja sig mellan studier (Durham et a/. 2019). Huruvida
populationsbaserade referensintervall dr lampliga eller inte att anvinda beror
dessutom pé index of individuality (I1) (Freeman et al. 2017) och hur II ser ut for
insulin hos hést saknas det i dagsldget studier pa. Det finns ett flertal studier som
matt koncentration av basalinsulin hos flera héstar och jamfort dessa men studier-
na foljer inte rekommendationer for hur man méter biologisk variation och ut-
trycker inte variationen i CVg, vilket dr nddvandigt for att kunna rdkna ut data
frdn den biologiska variationen (Freeman et al. 2017). En studie som undersokt
basalinsulin hos 366 héstar och analyserat med Coat-a-Count RIA uppmaitte ett
medelvérde pd 16,2 pU/mL och en standardavvikelse pa 36,6 pU/mL (Pratt-
Phillips et al. 2010). Proverna som togs var inte pa fastande hdstar och i studie-
gruppen fanns héstar med historik av fang sa sannolikt kan héistar med ID ha
inkluderats. I en annan studie uppmdittes ett medelvérde pa 10,0 uIU/mL och en
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standardavvikelse pa 5,3 pIU/mL hos 22 friska héstar analyserat med en RIA
(Hart et al. 2016). Dessa hédstar fastade inte heller innan provtagning.

2.7 Paverkan av olika faktorer pa insulin
2.7.1 Foda

Insulinnivaerna i blodet skiljer sig 4t om provtagning sker efter fasta eller efter
fodointag (Oberg et al. 2012). Efter fodointag ses en signifikant 6kad koncentra-
tion av insulin 1 blodet jamfort med fasteinsulin. I prov taget pd 40 friska histar
sags en medelkoncentration pa 123 ng/L hos fastande histar och en medelkon-
centration pa 347 ng/L efter fodointag analyserat med Mercodia Equine Insulin
ELISA (Oberg et al. 2012).

Aven vilken typ av foder som histen iter spelar roll for utvecklande av IR.
Man har sett 6kad grad av IR vid utfodring med en foderstat rik pa socker och
stirkelse jamfort med en foderstat innehéllande mer fett och fibrer (Williams et al.
2001; Hoffman et al. 2003; Pratt ef al. 2006). I en annan studie sags att innehallet
av icke-strukturella kolhydrater (NSC; non-structural carbohydrates) 1 hosilage ér
néra relaterat till den postprandiella 6kningen av insulin hos hédstar utan IR (Lin-
dase et al. 2018). Insulindysreglerade histar som dter foder med hogt NSC-inne-
hall har dérfor en 6kad risk att f4 hyperinsulinemi och drabbas av fing (Meier et
al. 2018).

2.7.2 Inre faktorer

Flera studier har sett en korrelation mellan fetma och 6kad IR (Jeffcott et al. 1986;
Hoffman et al. 2003; Pratt-Phillips et al. 2010; Hart et al. 2016). Man har ocksa
sett korrelation mellan hogre cresty neck score (regional fetma) och hyperinsuli-
nemi hos ponnyer (Carter et al. 2009a).

Pratt-Phillips et al. (2010) sag att valacker hade signifikant hogre insulin-
koncentrationer jamfort med ston och hingstar medan Hart ez al. (2016) inte sag
nagon signifikant skillnad mellan konen.

Vissa studier har noterat en signifikant 6kning av insulinkoncentrationer med
okande alder (Pleasant et al. 2013; Hart et al. 2016) medan Pratt-Phillips et al.
(2010) inte kunde pavisa ett signifikant samband mellan alder och insulinkon-
centrationer.

Det har gjorts ett flertal studier om hur insulinkénslighet varierar mellan olika
raser. I en studie sdgs ingen skillnad 1 insulinkénslighet mellan islandshéistar och
varmblodiga travhéstar (Lindase et al. 2018). Daremot har man tidigare sett lang-
sammare clearance av glukos vid CGIT (combined glucose-insulin test) hos is-
landshéstar jamfort med varmblodiga travhistar vilket kan indikera en skillnad 1
insulinkénslighet (Brojer et al. 2013). Ytterligare studier har visat signifikant
hogre insulinkoncentrationer hos ponnyer och halvblod jamfort med arabiska
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fullblod, quarterhistar, painthdstar och morganhéstar (Pratt-Phillips et al. 2010)

samt hogre grad av IR hos ponnyer och andalusier i jimforelse med varmblodiga
travhéastar (Jeffcott et al. 1986; Bamford ef al. 2014).

2.7.3 Yttre faktorer

Powell et al. (2002) ség att ston som genomforde lagintensiv traning dkade sin
insulinkdnslighet pé kort sikt och dven Pratt ef al. (2006) kunde se att héstar som
motionerades under sju veckor hade hogre insulinkédnslighet @n héstar i vila. I en
annan studie av Pratt-Phillips et al. (2010) sags ddremot inget signifikant samband
mellan insulinkoncentrationer och traningsintensitet.

I en studie dir man undersokte sdsongsvariation i IR hos ponnyer med fang-
historik ségs att insulinresistensen var hogre under sommaren jamfort med under
vintern trots att ponnyerna bibeholl samma kroppsvikt (Bailey et al. 2008). For-
fattarna diskuterar ifall det snarare 4r en fordndring av utfodring under sommaren
da ponnyer fatt tillgang pa bete som ger upphov till fordndringen snarare dn en
dkta sdsongsvariation. En annan studie av Borer ef al. (2012) har tvirtom visat en
hogre insulinkédnslighet under sommaren jamfort med vintern. I andra studier dar
man gjort OGT under flera tillfdllen per ar sags hogre insulinkoncentrationer efter
OGT pa véren (Macon et al. 2022) och vintern (Beythien et al. 2017; Macon et al.
2022) jamfort med sommar och host. I studier dar man undersokt basalinsulin
Over aret har man sett varierande resultat dér vissa inte kunnat se nagon sasongs-
variation av basalinsulin (Place et al. 2010; Beythien ef al. 2017) och andra har
sett 0kning av basalinsulin pa véren (Hart ez a/. 2016). Da ndmnda studier anvint
olika matt och metoder for att méta insulinkénslighet och/eller hyperinsulinemi ar
de svéra att jimfora, men sammantaget kan man konstatera att det finns motségel-
sefulla resultat huruvida sdsongsvariation av insulinkoncentrationer eller insulin-
resistens foreligger.

Man har sett en hogre postprandiell 6kning av insulinkoncentrationer vid blod-
prover tagna pad morgonen jaimfort med pé eftermiddagen (Gordon & McKeever
2005). Forfattarna diskuterar dock om det snarare &r skillnaden 1 tid mellan utfod-
ringar som resulterar i denna forandring snarare én en sann diurnal variation.

Administration av dexametason okar graden av IR hos héstar vilket indikerar
att det dr viktigt att undvika stress 1 samband med provtagning av insulin for att
stress inte ska ge falskt hdga insulinkoncentrationer (Tiley et al. 2007). Man har
ocksa sett en fordndrad glukosmetabolism vid utférande av CGIT (combined
glucose-insulin test) efter stress (transport och byte av miljo) hos héstar (Brgjer et
al. 2013).

Sammantaget finns ett flertal studier som undersoker variation i insulinfri-
sdttning och de flesta fokuserar pa hur inre och yttre faktorer paverkar graden av
IR eller hyperinsulinemi. Resultaten som uppvisas &r varierande och svéra att
jamfora pa grund av variationer i studieuppldgg och olika analysmetoder.
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Material och metod

3.1 Hastar

I studien deltog 4tta privatéigda islandshéstar 1 4ldern 7—15 &r varav alla provtogs
vid fem tillféllen. Storleken pa studiepopulationen och antalet prover per hast
bestdmdes utifran att alla prover skulle fa plats pa samma ELISA-platta och dér-
med kunna analyseras i samma korning. Ingen av héstarna var enligt uppgift frin
histdgarna sedan tidigare diagnostiserad med EMS eller PPID och ingen hade
tidigare finghistorik. Héstarna var kliniskt friska under tiden for provtagningarna
och en allmin klinisk undersdkning utfordes i samband med varje provtagnings-
tillfalle. Vid forsta provtagningstillfallet bedomdes héstarnas BCS pé en skala 1-9
(Henneke ef al. 1983) och CNS pa en skala 0—5 (Carter et al. 2009a). Blodprov
taget vid studiens forsta provtagningstillfille analyserades for ett antal kemipara-
metrar (SAA, albumin, protein, gallsyror, GLDH och kreatinin) och héstar med
avvikelser fick inte fortsétta delta i studien. Samtliga provtagningar skedde i
héstarnas hemmiljo. Lista dver histar som deltog i studien visas i tabell 1.

Etiskt tillstdnd (5.8.18-12184/2023) fanns for forsoket och dgarna till hdstarna
skrev under ett godkdnnande om att hiastarna deltog i projektet.

Tabell 1. Lista over hdstar som deltog i studien. BCS=body condition score, skala 1-9
enligt Henneke et al. (1983). CNS=cresty neck score, skala 0-5 enligt Carter et al.
(2009a).

Ras Alder Kon BCS CNS
Islandshést 13 Valack 7 2
Islandshast 8 Valack 6,5 2
Islandshést 15 Valack 6 2
Islandshaést 13 Valack 5,5 2
Islandshast 7 Valack 6 2
Islandshést 11 Valack 5,5 2
Islandshaést 12 Sto 6,5 3
Islandshést 14 Valack 6 2

3.2 Studiedesign
3.2.1 Provtagningar

Blodprov togs fran hastarna vid fem tillfidllen med 6—8 dagars mellanrum under
perioden september—oktober 2024. Innan provtagning rakades en ruta dver jugu-
larvenen och lokalbedovningskram (EMLA) applicerades och fick verka 30—40
min. Klinisk undersokning av alla héstar utférdes i samband med varje prov-
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tagning. Blodprov togs pa morgonen innan utfodring mellan kl. 06:30—07:00.
Hastarna hade dé fatt senaste utfodring med hosilage mellan kl. 21:00-22:00
kvillen innan och efter det inte haft tillgdng till foder. Stromaterial som héstarna
stod pa under natten var inte dtbart (torv eller spanpellets).

Blodprov togs via vacutainermetod (BD Vacutainer, 0,9 x 38 mm) fran vénster
jugularven i serumrér (BD vacutainer, 8,5 ml). Blodet fick koagulera i 30-40 min
efter provtagning och darefter centrifugerades provréren (3400 G, 10 min). Serum
delades upp och dverfordes till kryoror och frystes omgaende ner till -80 °C i en
transportabel frys. Proverna forvarades i -80 °C tills analys genomfordes.

3.2.2 Analys av insulin

Analys av insulin genomfordes pé serum med Mercodia Equine Insulin ELISA pa
klinisk kemiska laboratoriet, UDS, SLU. Proverna analyserades i duplikat i
slumpmassig ordning pd samma ELISA-platta.

3.2.3 Bearbetning av data

Innan statistisk analys av data genomfordes undersoktes forekomst av outliers
mellan duplikat och inom héstar med hjilp av Cochrans test. Forekomst av out-
liers mellan héstar undersoktes med hjélp av Reeds criterion. Reeds criterion inne-
bar att om skillnaden mellan det hogsta eller ldgsta vardet och det nist hogsta eller
lagsta vérdet ar storre 4n en tredjedel av den totala skillnaden mellan hogsta och
lagsta vérdet, ska det extrema vardet betraktas som en outlier (Fraser 2001).

Normalfordelning av data bedomdes med histogram och Q-Q plottar. Data
logaritmerades d& den inte var normalfordelad. Variansanalys gjordes med mo-
dellen REML (restricted maximum likelyhood) vilket dr den rekommenderade
metoden enligt Freeman et al. (2017). Baserat pa varianskomponenter frain REML
riknades CV1, CVg och CVa ut med formeln (Cole 2000):

CV (%) = Jexp(SDZ(lnx)) —1%100

Reference change values (RCV) for ett 95 % konfidensintervall rdknades ut
med formeln (Reraas et al. 2016):

RCV (%) = 100exp(+1,96 \/2(50,2(1nx) + SD2(Inx)))

I formeln dr SD? och SD?4 estimat av variansen inom hist och mellan duplikat
pé log-skalan.
Index of individuality (I1) rdknades ut med formeln (Freeman et al. 2017):
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Resultat

4.1 Hastar och provtagningar

Efter forsta provtagningstillfallet analyserades utvalda kemiparametrar hos
histarna (SAA, albumin, protein, gallsyror, GLDH och kreatinin). Tre héistar
uppvisade avvikelser pa dessa. Tva hade forhdjda nivaer av GLDH och blev
uteslutna frin fortsatt deltagande i studien. En hést hade en lindrig stegring av
SAA. Da avvikelsen var utan klinisk relevans togs ett uppfoljande SAA-virde en
vecka senare, som da 14g inom referensintervallet, och héstens tilléts fortsitta
delta i studien. Histar som uteslots ur studien ersattes och resulterade i att atta
hastar genomgick fem blodprovstagningar var.

Histen vars SAA var normaliserat vid andra provtagningen uppvisade vid ett
senare tillfdlle avvikelser pd allmén klinisk unders6kning med nedsatt allmén-
tillstdnd, forhojd hjért- och andningsfrekvens och lindrigt 6kad kroppstemperatur.
Denna hist provtogs inte vid detta tillfdlle det gick dérfor 13 dagar mellan tva av
provtagningstillfillena for denna hist. Ovriga héstar provtogs med 6-8 dagars
mellanrum enligt plan.

4.2 Insulinkoncentrationer

Figur 1 visar individuella insulinkoncentrationer under provtagningsperioden for
de atta hdstarna. Sju av histarna 14g inom referensintervallet <20 mU/L vid alla
provtagningar. En hist (hdst C i Figur 1) 6versteg 20 mU/L vid tre tillfdllen och
lag inom referensintervallet dvriga tva tillfallen. Denna individ 14g tydligt hogre i
insulinkoncentration &n dvriga héstar genomgaende under provtagningarna. Ett av
proverna pa denna hést visade ett fasteinsulin pd 48 mU/L vilket &r ett viarde som
ligger langt Gver referensintervall. Detta 4r samma hést som hade lindrigt forhojt
SAA vid studiens borjan samt som fick hoppa 6ver en provtagning pa grund av
avvikelser vid klinisk undersokning.
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Figur 1. Koncentrationer av fasteinsulin (mU/L) over fem provtagningstillfdllen for dtta
hastar. Pa x-axeln visas individer och pd y-axeln visas insulinkoncentration (mU/L).
Boxarna markerar 25e till 75e kvartilen av mdtvirden och de vertikala strecken utanfor
boxarna markerar hégsta och ldgsta mdtvirdet. De horisontella strecken i boxarna
markerar medianvdrden och kryssen markerar medelvdrden. Streckade linjer visar undre
och ovre grdns for det referensintervall for insulin som anvinds pa Klinisk kemiska
laboratoriet, SLU (1,519 mU/L).

4.3 Bearbetning av data

Inga outliers sags mellan duplikat eller inom héstar. Baserat pa virden mellan
histarna beddmdes en av hédstarna som en outlier (Hést C 1 Figur 1) enligt Reeds
criterion och ar inte inkluderad i de statistiska berdkningarna.

Tabell 2 visar resultat for CVi, CVg och CVa inklusive 95 % konfidens-
intervall.

Reference change value (RCV) berdknades till 226 % f6r 6kning och 44 % for
minskning av insulinkoncentrationer.

Index of individuality (IT) berdknades till 1,3 vilket bedoms som intermedidr
individualitet (Freeman et al. 2017).

Tabell 2. Resultat av CV; (inomhdst-variation), CVg (mellanhdst-variation) och CV4
(analysvariation) av fasteinsulin med 95 % konfidensintervall.

Resultat (%) Konfidensintervall (95 %)
CVi 25 15-32
CVg 39 0-62
CVa 16 13-21
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Diskussion

I denna studie har insulinkoncentrationer och variation inom och mellan histar
studerats genom upprepade provtagningar pé atta islandshéstar. Variationen av
insulin hos hdstarna undersoktes med hjilp av variansanalys med REML (restric-
ted maximum likelyhood) dér den totala variationen delades upp i inom-héstvaria-
tion, mellanhést-variation och analysvariation. Detta omvandlades sedan till
variationskoefficient (CV) for inomhist-variation (CVi), mellanhést-variation
(CVq) och analysvariation (CVa). Att CV1 ligger pa 25 % innebér att insulinkon-
centrationerna i genomsnitt varierar 25 % inom en och samma hést mellan prov-
tagningar. Detta dr ungefér i samma niva av inomhést-variation som man tidigare
sett d@ man uppmatt CVi pd 24 % (Lindase et al. 2021). I den studien analysera-
des ocksé fasteinsulin och samma analysmetod anvéndes, men analysvariationen
raknades inte bort i den studien sé en direkt jamforelse kan inte goras. Pratt et al.
(2009) hittade ett CV1 pé 33 % vilket ar tydligt hogre én i detta examensarbete.
Dock anvéndes en annan analysmetod (RIA), héstarna hade tillgang till foder
innan provtagning och analysvariation rdknades inte bort i den statistiska
modellen.

CVag, det vill sdga mellanhdst-variationen, ligger pa 39 % vilket innebir att
insulinkoncentrationer varierar i genomsnitt 39 % mellan de sju islandshéstarna
som var med i berdkningarna. Det saknas studier att jamfora med d& man inte
undersokt biologisk variation mellan héstar tidigare med liknande metod. Kon-
fidensintervallet for mellanhést-variationen dr ganska stort (0—62 %) vilket beror
pa att antalet histar som undersokts édr f4. Konfidensintervallet hade blivit mindre
om fler hdstar provtagits vilket inte var mdjligt 1 denna studie da alla prov i sé fall
inte kunnat analyseras inom samma korning. Vérdet pa mellanhést-variationen
utifran denna studie &r darfor relativt osékert och behover undersokas mer for att
dra sdkrare slutsatser. Pa grund av detta d&r CVg frn denna studie inte ett speciellt
bra matt pd spridning mellan héstar. For att tolka ett provsvar fran en patient &r
det darfor battre att anvinda populationsbaserade referensintervall, som ar base-
rade pa ett storre antal hastar.

CVa, analysvariationen, lag pd 16 % vilket dr en hogre variation &n man tidi-
gare sett vid analys av insulin med Mercodia Equine Insulin ELISA. Tidigare har
man uppmitt analytisk variation pa 2,0-6,5 % (Oberg et al. 2012), 2,2 % (Lindése
et al. 2017) och 1,9-4,6 % (Warnken ef al. 2016). Att dessa skiljer sig kan bero av
att insulinkoncentrationer hos provtagna studieobjekt skiljer sig mellan studierna
och ligger lagre 1 denna studie jamfort med ovan ndmnda studier. En storre ana-
lysvariation paverkar utrdkningarna pd RCV (som blir stérre) och II (som mins-
kar).

En hast lag tydligt hogre dn 6vriga hédstar i insulinkoncentration och dversteg
referensintervall (20 mU/L) vid tre av fem tillféllen. Den bedomdes som en outlier
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och exkluderades ur berdkningarna av biologisk variation. Det kan spekuleras i
om insulinet paverkats av till exempel stress eller lindrig underliggande sjukdom
och detta bidragit till forh6jda insulinkoncentrationer, speciellt med tanke pa att
detta d4r samma hédst som vid ett tillfdlle fick hoppa 6ver en provtagning pa grund
av avvikelser pa klinisk unders6kning samt hade f6rhojt SAA i blodet initialt.
Alternativt kan denna hist ha EMS dven om ingen tidigare finghistorik finns och
den inte uppvisade tydliga symtom pa EMS (ingen generell och/eller regional
fetma), vilket inte gar att utesluta da ingen ytterligare diagnostik utforts. Det dr
intressant att histen véxlar mellan att ligga 6ver och inom referensintervallet.
Detta liknar resultatet 1 en studie ddr OST gjordes vid upprepade tillfallen under
ett ar och 41 % av histarna vixlade mellan att ligga under eller ver referens-
intervallet for vad som klassas som EMS (Karikoski et al. 2022). Denna hists
provresultat stoder tidigare studier som visat att man dven vid analys av faste-
insulin kan riskera att feldiagnostisera hdstar om man utgér fran ett enskilt
provresultat (Firshman & Valberg 2007; Olley et al. 2019).

Genom att observera uppmétta insulinkoncentrationer ser det ut som att det hos
den provtagna histen med hdga insulinkoncentrationer finns en storre variation
jamfort med dem som ligger lagre. Detta dr det motsatta till vad som sags i stu-
dien av Pratt ef al. (2009) dir hdsten med hyperinsulinemi hade mest konstanta
mitvirden. Bada studierna har dock relativt fa studieobjekt vilket gor att inga
sakra slutsatser om detta kan dras. P4 méinniska har man sett en hogre CV1 for IR
matt med HOMA-IR (homeostasis model assessment for insulin resistence), en
algoritm for bedomning av IR som baseras pé fasteviarden av glukos och insulin,
hos personer med diabetes typ 2 jamfort med friska kontrollpersoner (Jayagopal et
al. 2002). En annan studie har inte sett signifikant skillnad 1 CVr hos fasteinsulin
mellan insulinresistenta minniskor med hogre insulinkoncentrationer och friska
kontroller (Rizi ef al. 2016).

Reference change values (RCV) ér ett matt pa hur stor procentuell skillnad
man behover ha mellan tva provtagningar for att fordndringen ska vara kliniskt
signifikant, det vill séiga att det sannolikt inte endast beror pd normal variation
(Freeman ef al. 2017). D4 RCV 1 denna studie baserades pa logaritmerade virden
far man olika RCV for 6kning och minskning av koncentrationerna. I detta exa-
mensarbete berdknades en RCV for 6kning pd 226 % och minskning pa 44 % for
ett 95 % konfidensintervall. Till exempel innebéar det att om en hést vid ett tillfélle
har en insulinkoncentration pa 4,4 mU/L sa krévs en 6kning med 9,9 mU/L
(226 % av 4,4 mU/L) vilket innebir ett nytt virde pa 14,3 mU/L {or att det med
95 % sannolikhet ska vara en klinisk signifikant 6kning. For att en minskning frin
4,4 mU/L ska vara kliniskt signifikant kravs ett nytt varde pa 2,5 mU/L. Viktigt
att komma ihdg &r att dessa vdrden ridknats ut baserat pd héstar som befunnit sig
inom referensintervallet for insulin (d4 hdsten med hyperinsulinemi inte inklu-
derades i de statistiska analyserna). Man bor darfor inte direkt applicera dessa
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vérden pa hastar med hogre insulinkoncentrationer utan vidare studier da mojlig-
heten finns att vardet pd RCV ser annorlunda ut hos dessa.

Reference change value kan anvéndas for att bedoma fordndringar i1 analyssvar
och ar framfor allt anviandbart f6r analyter med hog individualitet dar populations-
baserade referensintervall &r mindre anvidndbara. Det kan dock vara svart att an-
vinda RCV kliniskt da det kriver att minst tva prov tas for att kunna tolka en for-
andring. Det kan ddremot vara anvédndbart for att folja upp patienter 6ver tid. Om
skillnaden mellan tvé provtagningar hos en hast 6verskrider RCV talar det for en
klinisk signifikant fordndring, &ven om virdena vid bada tillfdllena ligger inom
referensintervallet.

Index of individuality (I) berdknades i denna studie utifran véarden pa biologisk
variation for att bedoma individualiteten for insulin hos hist. Resultatet var att
I1=1,3 vilket rdknas som intermedidr individualitet enligt Freeman et al. (2017) da
det ligger mellan 0,7-1,7. En lag individualitet betyder att populationsbaserade
referensintervall fungerar bra da det dr stor likhet mellan vérden hos olika indivi-
der. En hog individualitet innebér att vad som dr normalt for en individ &r indivi-
duellt och populationsbaserade referensintervall fungerar darfor déligt. Ett varde
kan 1 dessa fall vara onormalt for en individ och &nda ligga inom det populations-
baserade referensintervallet eller tviartom. I de fallen med hog individualitet ar det
dérfor mer anvindbart med RCV {0r att bedoma om ett virde dr onormalt for en
individ. En intermediér individualitet som insulin uppvisade i denna studie inne-
bér att populationsbaserade referensintervall inte anses fungera optimalt, men &r
inte heller olampliga att anvénda.

Kunskap om biologisk variation kan vara till nytta av fler anledningar utover
att kunna berdkna RCV och II. Till exempel kan man anvédnda vérden pd biologisk
variation ndr man ska sétta kvalitetsspecifikationer for analysmetoder (Fraser
2001). Virden for biologisk variation kan anvédndas for att rikna ut hur stor bias
(systematiska fel) som &r acceptabelt for en analysmetod. Man kan dven utgd fran
biologisk variation for att berékna vilken precision (slumpméssig analysvariation)
som dr onskvard da den helst ska vara <0,5 av CV1 (Fraser 2001).

En begransning i denna studie dr studiepopulationens storlek. Endast atta hastar
deltog varav en av dessa uteslots fran de statistiska berékningarna da den betrakta-
des som en outlier. Vilken storlek som behdvs pa studiepopulationen for att fa
sékra resultat beror pa faktorer som antal prover per individ, kvoten CVa:CVi1 och
antal replikat som analyseras per prov (Reraas ef al. 2012; Freeman et al. 2017).
Optimalt ska CVa vara <0,5 av CV1 vilket den inte &r i denna studie, da CVa lag
ovanligt hogt jamfort med tidigare studier dd man anvént samma analysmetod.
Om CVa legat pa samma nivaer som tidigare studier (<6,5 %) hade CVa varit
<0,5 av CV1. I dessa fall dr det rekommenderat med 10-15 studieobjekt som
provtas vid 4-6 tillfdllen (Freeman et al. 2017). Om CVa ligger >0,5 av CV1 ar
annu fler studieobjekt att foredra for att f en sékrare berdkning av CVioch RCV

27



och en hogre statistisk styrka (Reraas et al. 2012). Fler studieobjekt hade i1 detta
fall inneburit att alla prover inte kunnat analyseras inom samma korning vilket
inte rekommenderas. Detta da analysvariation mellan kdrningar generellt &r storre
4n variationen inom k&rningar (Oberg et al. 2012).

Under provtagningsperioden holls hédstarna i samma milj6 och provtagning
skedde vid samma tidpunkt varje gang efter en lika l&ng period av fasta. Vissa
forandringar 1 utfodring och motionsintensitet kan ha forekommit mellan provtag-
ningstillfdllen. Detta dr faktorer som i tidigare studier visat sig kunna ha paverkan
pé insulinkénsligheten (Powell et al. 2002; Pratt ef al. 2006). Da héstarna fastat
innan provtagning bor mindre forandringar i utfodring inte haft nagon betydande
effekt pa insulinkoncentrationer vid provtagning.

En annan begransning av studien dr att prover endast togs pa en ras (islands-
hidst) och 1 ett relativt sndvt aldersspann (7—15 &r). Det var ett medvetet val att
endast provta en ras for att f4 en mer homogen grupp och for att variation mellan
héstarna inte skulle bero pa skillnader 1 insulinkénslighet hos olika raser. Det &r
mojligt att variationen inom och mellan héstar skiljer sig at mellan olika raser och
dérfor behover mer forskning genomforas innan man kan konstatera hur den bio-
logiska variationen ser ut hos en storre population dér fler raser inkluderas.

Da provtagning i denna studie endast skett pad fastande héstar kan man inte dra
ndgra slutsatser om hur biologisk variation av insulinkoncentrationer ser ut post-
prandiellt eller efter glukostoleranstest. Det dr mojligt att variationen av insulin
vid dessa tillfdllen skiljer sig fran variation av fasteinsulin. Ytterligare en viktig
aspekt att notera dr att framtagna vérden i denna studie dr baserade pé analys med
Mercodia Equine Insulin ELISA och insulinkoncentrationer och analysvariation
kan skilja sig vid anvindandet av andra analysmetoder. Man kan ddremot anvinda
CV1 och CVg fran denna studie dven vid anvdndandet av andra analysmetoder da
den statistiska metoden separerar analysvariationen och biologisk variation. Till
exempel kan andra laboratorier anvinda denna studies véirde pd CVi, samt anvin-
da CVa for sin analysmetod, for att berdkna RCV for deras egna provsvar.

5.1 Konklusion

Utifrdn denna studie pd en grupp av friska islandshéstar sags i snitt en biologisk
variation av insulin inom hést pa 25 % och mellan héstar pa 39 %. For att en for-
andring av insulinkoncentration ska anses kliniskt signifikant kravs en 6kning
med 226 % eller en minskning med 44 %. Vid tolkning av insulin hos hést dr inte
populationsbaserade referensintervall optimala att anvinda men de kan heller inte
anses oanvéindbara. Dessa resultat dr baserat pa en ganska liten grupp héstar vilket
gor att stora slutsatser inte kan dras for hela héstpopulationen. Tidigare studier om
biologisk variation av insulin hos histar saknas och resultaten i denna studie ger
en initial bild av hur denna variation ser ut. Detta kan vara till hjélp vid tolkning
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av provsvar genom att RCV kan vigleda i hur stor skillnad i koncentration av
insulin som é&r kliniskt signifikant vid uppféljande provtagningar.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Insulin dr ett hormon som har en viktig roll i kroppens &mnesomséttning. Det fri-
satts fran bukspottskorteln nar glukoskoncentrationen i blodet stiger efter fodo-
intag. For att glukos ska kunna anvidndas som energikilla behdver det ta sig in i
cellerna och detta kriver insulin. Insulinet binder till receptorer pa celler och
fungerar som en nyckel som slépper in glukos fran blodet till cellerna. Nér glu-
koskoncentrationen sedan minskar i blodet kommer dven insulinfriséttningen
minska. Pa detta sitt f4s en noggrann reglering av insulin- och glukoskoncentra-
tionen 1 kroppen.

Ekvint metabolt syndrom (EMS) hos héstar dr inte en sjukdom utan en samling
av riskfaktorer som ger 6kad risk for att en hést drabbas av fang. Symtom pa EMS
ar fetma, regionala fettdepaer (lokala fettansamlingar pa kroppen, ofta kring
nacken) och insulindysreglering (ID). Insulindysreglering innebér att den vanligen
vélreglerade insulinbalansen i kroppen inte fungerar normalt och kdnnetecknas av
insulinresistens och en forh6jd insulinkoncentration 1 blodet (s kallad hyperinsu-
linemi). Insulinresistens innebdr att kroppens viavnader svarar sémre pé insulin,
det vill séga att det krdvs hogre insulinkoncentration for att nd samma effekt,
vilket resulterar i att det frisdtts mer insulin 4n normalt och hésten far da hyper-
insulinemi. Hoga insulinkoncentrationer i blodet kan resultera i utvecklandet av
sjukdomen fang. Vid fang far hésten en inflammation 1 hovens lameller som bin-
der samman hovbenet och hovkapseln. Fang orsakar stor smérta och kan resultera
1 att hovbenet roterar i forhéllande till hovkapseln. Man har sett i studier att en
forhojd insulinkoncentration i blodet kan ge upphov till fing, men det saknas
kunskap om mekanismerna bakom detta. Ekvint metabolt syndrom och andra
hormonella sjukdomar som PPID (pituitary pars intermedia dysfunction) ér de
vanligaste bakomliggande orsakerna till fang. For att minska risken for att histar
drabbas av fang dr det darfor viktigt att kunna diagnostisera och hantera EMS och
ID.

For att stilla diagnosen EMS/ID kan man méta insulinkoncentrationen i blodet
for att se om den ar forhdjd. Ett problem med denna metod &r att insulinfrisdttning
paverkas av en mingd faktorer och det dr darfor svért att bestimma ett referens-
intervall dver vilket insulinkoncentrationen riknas som forhdjd. En viktig faktor
som paverkar insulinfrisittning dr fédointag da insulin normalt sett frisdtts efter
att hésten atit. For att forhindra piverkan av fodointag tas ofta fasteinsulin-prover,
det vill séga att man provtar efter att histen sttt utan tillgang till foder under ett
visst antal timmar. Problemet med detta ir att alla histar med EMS/ID inte har
tydligt forhojd insulinkoncentration vid fasta och man riskerar déarfor att missa
sjuka héstar. For att sédkrare hitta hdstar med ID kan man darfor i stéllet ta blod-
prov efter fodointag, oftast genom nagon form av standardiserat test ddar man kan
ge en bestdmd mangd glukossirap i histens mun en viss tid innan provtagning.
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Detta ger ett sdkrare resultat men det kan dnda finnas ett visst 6verlapp mellan
friska och sjuka héstar.

Det finns en biologisk variation av insulinfrisdttning inom varje individ och
mellan individer. Denna biologiska variation ir till stor del slumpmaissig och
innebdr att man vid upprepade prover 6ver tid kommer att se skillnad i insulin-
koncentration i blodet dven hos friska hdstar. Det &r viktigt att veta storleken pa
denna variation for att till exempel avgora om en skillnad 1 insulinfrisdttning
mellan tva olika provtagningar beror pa en skillnad i sjukdomsstatus eller bara &r
en normal variation. Det saknas utforligare studier kring hur stor denna normala
variation av insulin dr hos héstar.

Detta examensarbete hade som syfte att ndrmare undersdka den biologiska
variationen av insulinfrisdttning inom och mellan histar, for att bidra till en sak-
rare tolkning av provsvar. For att undersoka detta togs blodprover for insulin fran
atta friska islandshéstar vid fem tillfdllen med ca en veckas mellanrum. Blodpro-
ver togs pa morgonen innan utfodring for att minska fodrets inverkan pé insulin-
frisittning. Héstarna som deltog 1 forsoket var friska och hade ingen historik av
EMS, PPID eller fang.

Resultatet visade att de olika individerna hade olika stor variation av insulin
mellan provtagningstillfillen. Sju av atta héstar 1ag inom referensintervallet for
fasteinsulin (<20 mU/L) vid alla provtagningar. En hast lag 6ver referensinter-
vallet vid tre tillfillen och inom referensintervallet vid tva tillfillen. Detta skulle
kunna bero pé att hdsten har ID (trots att ingen fanghistorik finns), eller att insu-
linfrisattningen paverkats av andra faktorer som till exempel stress eller lindrig
sjukdom. Oavsett sd innebir resultatet att denna hést skulle riskera att bli feldiag-
nostiserad utifrén endast ett blodprov da den vixlar mellan att ligga inom och over
referensintervallet.

Berdkningar utifrén resultatet visade att insulin 1 genomsnitt varierar 25 %
inom samma individ och 39 % mellan individer. Utifran detta kan man berdkna
hur stor skillnad som krivs mellan tva provtagningar for att det ska bero péd en
sann fordndring, och att skillnaden inte bara beror pa normal biologisk variation.
Det krédvs en 6kning av insulinkoncentrationen med 226 % eller en minskning
med 44 % for att fordndringen ska anses kliniskt signifikant. Ytterligare en slut-
sats fran denna studie &r att populationsbaserade referensintervall (som dr base-
rade pé prover fran en stor grupp héstar) inte &r optimala att anvanda vid tolkning
av insulinkoncentrationer hos hist, men de fungerar tillrickligt vil for att de inte
ska anses oldmpliga att anvdnda. Att de inte dr optimala att anvdnda beror pa att
insulinkoncentrationer skiljer relativt mycket mellan individer sa ett provsvar som
ar onormalt for en individ 4nd4 kan ligga inom referensintervallet, eller tvartom.

Resultatet fran denna studie dr av virde dé det ger en hjélp i tolkning av prov-
svar, till exempel for att veta vilken forandring av insulin mellan tva provtag-
ningar som innebar en kliniskt signifikant fordndring. Det ger ocksé en hjilp i
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tolkningen av hur mycket man kan forlita sig pa de referensintervall som finns.
Begriansningar som finns i studien dr att den endast ar gjord pa en liten grupp
histar av samma ras. Dessutom har endast fasteinsulin undersokts och det dr moj-
ligt att variationen av insulin ser annorlunda ut om man provtar efter fodointag da
koncentrationerna ligger hogre. Denna studie ger dock en initial bild av den bio-
logiska variationen av insulin hos friska héstar vilket det saknas tidigare forskning
kring.
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Tack

Stort tack till alla er som lanat ut sina histar for deltagande i detta examensarbete
och stort tack till er som bidragit med hjilp i samband med provtagningarna!
Detta hade inte varit mojligt att genomfora utan er hjilp!
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