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SAMMANFATTNING

Féng dr ett 6kande problem i hédstpopulationen och ett samband mellan fetma, insulinresistens och en
forhojd risk for fing har setts i ett flertal studier. Féltdiagnostiken for pavisande av insulinresistens ar
idag mycket begrdansad och de metoder som framfor allt anvands, métning av fasteinsulin- och
fasteglukoskoncentrationer via blodprov, har visat sig ha 1ag tillforlitlighet och reproducerbarhet.
Behovet av en enkel och pélitlig faltdiagnostisk metod for utvérdering av insulinkénslighet hos héstar
ar darfor stort.

Studien syftade till att utvérdera ett oralt glukostoleranstest (OGT) som alternativ till dagens
faltdiagnostiska metoder for detektion av insulinresistens hos hést. Genom att diagnosticera
insulinresistenta hédstar, samt de héstar som befinner sig i riskzonen for att utveckla insulinresistens,
kan forebyggande dtgérder vidtas och en uppfoljning av dessa atgédrder géras med hjilp av OGT, vilket
kan leda till att hédstarna pa sa sétt fortsattningsvis kan hallas friska.

14 kliniskt friska varmblodiga travare anvéndes i forsoket. Samtliga héstar genomgick, forutom det
orala glukostoleranstestet, en euglykemisk hyperinsulinemisk clamp (EHC) for kvantifiering av deras
insulinkénslighet.

I det orala glukostoleranstestet gavs forsokshéstarna glukossirap oralt i en dos pé 0,2 ml/kg kroppsvikt
och deras insulin- och glukossvar foljdes dérefter under tre timmar med provtagning varje halvtimme.
Aven triglycerider miittes vid tre tillfillen under OGT.

Vid den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen gavs héstarna en kontinuerlig infusion av insulin
(3 mU/kg/min) och en variabel glukosinfusion for att bibehalla euglykemin. Den tillférda miangden
glukos som behovs for att uppratthdlla hastarnas euglykemi vid steady state av hyperinsulinemin
motsvarar upptaget av glukos i insulinkénslig vdvnad (muskler och fettvdv) och ger ett kvantitativt
matt pd insulinkinsligheten. Metoden anvinds som en gold standard for kvantifiering av
insulinresistens.

Korrelationen mellan EHC och OGT var god vid jamforelse av peakvirde for insulin och AUC for
insulin vid OGT mot M/I-kvot (méngd metaboliserat glukos/tillférd insulinenhet) for EHC.

Studien &r den forsta dér resultat frdn OGT kvantifieras och korreleras mot EHC. OGT visade sig i
studien ha en hog specificitet men lagre sensitivitet och kan anvindas for att diagnosticera histar med
nedsatt insulinkénslighet. Ytterligare studier med ett storre testmaterial samt forsok med kliniskt
insulinresistenta histar bor dock utforas for att ytterligare sdkerstilla resultaten samt for att utvirdera
om justeringar i gransvirdena for insulin krévs for att fa testet ska f& en storre tillforlitlighet.



SUMMARY

Laminitis is an increasing problem in horses and a connection between obesity, insulin resistance and
a higher risk for laminitis has been shown in many studies. The methods used today by the field
veterinarian for diagnosing insulin resistance in horses are limited and includes basal blood glucose
and basal blood insulin values, measurements that have been shown to have low reliability and
repeatability. A simple and reliable field diagnostic method is therefore needed.

The aim of this study was to evaluate if an oral glucose tolerance test (OGT) could be an alternative to
the diagnostic methods used in the field practice today. By diagnosing horses with insulin resistance,
and horses that are in the risk zone to develop insulin resistance, preventional management can be
made and the result of the management can be measured by the OGT to check if their insulin
sensitivity has increased. This can be of importance to keep the horses healthy.

14 clinically healthy Standardbred horses were used in the study. All horses underwent, in addition to
the oral glucose tolerance test, an euglycemic hyperinsulinemic clamp (EHC) to quantify their insulin
sensitivity.

In the oral glucose tolerance test, the horses were given an oral dose of glucose syrup (0,2 ml/’kg bw)
and their insulin and glucose response were measured during the three following hours, with blood
samples collected every 30 minutes. Triglycerides were also measured three times during the OGT.

During the euglycemic hyperinsulinemic clamp, a constant infusion of insulin and a variable glucose
infusion were given intravenously with the aim to obtain an euglycemic hyperinsulinemic steady state.
The insulin sensitivity of the horse is determined by the rate of glucose infusion required to obtain an
euglycemic state during the EHC. The method is used as a gold standard for quantifying insulin
resistance.

There was a correlation between the EHC and the OGT when comparing the insulin peak value and
the insulin AUC measured from the OGT to the glucose infusion rate and the M/I ratio (the amount of
metabolised glucose/insulin unit) measured from the EHC.

To my knowledge, this is the first study where results from an OGT in horses are quantified and
correlated to an EHC. The OGT was shown to have a high specificity but a lower sensitivity and can
be used to diagnose horses with decreased insulin sensitivity. Further studies with a larger study
population and with insulin resistant horses are required in order to verify the results of the study and
to evaluate the cut off values for insulin in the OGT.
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INLEDNING

Allt fler hdstar och ponnyer drabbas idag av fang och manga far recidiv trots lang tids medicinering
och konvalescensprogram. En stark koppling mellan nedsatt insulinkénslighet och fang finns, dédremot
ar de diagnostiska mdojligheterna for att konfirmera insulinresistens fa. Matning av fasteinsulin och
fasteglukos har lag tillforlitlighet (Kronfeld et al. 2005; Treiber et al. 2005; Treiber et al 2006;
Firshman & Valberg 2007) och dvriga metoder, sd som CGIT (combined glucose and insulin
tolerance test) och EHC (euglycemic hyperinsulinemic clamp), ar tekniskt kravande och ddrmed inte
alltid mojliga att genomfora.

SYFTE

Studiens syfte var att utvirdera huruvida ett oralt glukostoleranstest kan appliceras pa svenska
forhallanden samt om detta test gér att anvénda for att detektera insulinresistens hos hist. Genom att
korrelera OGT mot EHC, som &r en gold standard metod for kvantifiering av insulinkénslighet, skulle
tillforlitligheten for det orala glukostoleranstestet kunna uppskattas. Det orala glukostoleranstestet
skulle kunna fungera som ett enkelt och billigt alternativ till de tester som idag anvénds for diagnostik
av insulinresistens, tester som antingen har visat sig ha lag tillforlitlighet eller som kréaver
klinikvistelse och avancerad teknisk utrustning for genomforandet. Vid OGT skulle analys av ett
enstaka blodprov, taget en viss tid efter att glukos tillforts hasten oralt, kunna racka for att uppskatta
insulinkénsligheten hos individen.

Att fa tillgang till ett tillforlitligt och lattanviant faltdiagnostiskt verktyg for att diagnosticera héstar
med insulinresistens skulle ge en utdkad mdjlighet till saval terapeutisk som forebyggande behandling,
vilket i sin tur kan minska risken fér uppkomst av fing och andra sjukdomar relaterade till en nedsatt
insulinkénslighet.



LITTERATUROVERSIKT
Insulinresistens och fang
Ekvint metabolt syndrom

Begreppet ekvint metabolt syndrom (EMS) anvéindes forsta gangen ar 2002 i en artikel av Philip
Johnson for att definiera kopplingen mellan fetma, insulinresistens och fing hos histar. Vid denna
tidpunkt var metabolt syndrom redan ett allméint vedertaget begrepp pa humansidan, som dér anvéndes
for att beskriva problematik med insulinresistens i kombination med tva av foljande faktorer: fetma,
hyperglykemi, hypertoni, hga blodkolesterolnivier och/eller hoga blodnivéer av triglycerider. Ett
samband mellan nedsatt insulinkénslighet och en dkad férekomst av fing hos héstar kunde redan
under 1980-talet pavisas genom orala glukos- och intravendsa insulintoleranstester (Coffman & Colles
1983; Jeffcott et al. 1986). Studierna visade en signifikant 6kad insulinresistens hos ponnyer med
tidigare fangproblematik eller fetma i jamforelse med en kontrollgrupp bestaende av friska ponnyer. I
en nyare studie (Carter ef al. 2009a) inducerades fetma hos 13 héstar under 30 veckor och deras
insulinkénslighet bedomdes genom en kvantitativ testmetod: frequently sampling intravenous glucose
tolerance test (FSIGT) saval innan som efter viktokningen. Samtliga héstar uppvisade vid FSIGT
utfort efter inducerad fetma, en nedsatt insulinkénslighet, vilket forfattarna kunde koppla till den
okade kroppsvikten. Insulinresistens har dven i andra studier kunnat kopplas till fetma och 6kad body
condition score (BCS) (Frank et al. 2006; Vick et al. 2007). BCS ér ett standardiserat system for att,
genom utvirdering av héstens hull utifran palpation och visuell bedémning, uppskatta méngden
kroppsfett.

Haéstar som lider av ekvint metabolt syndrom é&r oftast mellan 8-18 ar gamla (Johnson 2002). De ér
vanligtvis dverviktiga och anses av djurdgarna vara mycket létta att halla i hull och svara att f4 ned i
vikt (Johnson 2002; Frank et al. 2006). Kliniskt missténks ekvint metabolt syndrom mycket oftare hos
ponnyer &n hos héstar och visst evidens finns for att en genetisk komponent kan ligga bakom en 6kad
predisposition bland vissa raser (Jeffcott & Field 1986; Rijnen & Kolk 2003; Elliott & Bailey 2006;
Treiber et al. 2006a). Histar med ekvint metabolt syndrom har vanligtvis haft en eller flera episoder av
fang, dock &r dessa histars fanganfall oftast mycket mildare &n vid akut klinisk fang (Frank 2011).

Behandlingen av EMS bestar idag framfor allt av att utfodra hédsten med en strikt grovfoderdiet
bestdende av en lag andel ldttlosliga kolhydrater, i kombination med en 6kad méngd motion (Carter et
al. 2009a). Malet ar att & ned hésten i vikt samt 6ka insulinkénsligheten och dirmed éterstilla
glukoshomeostasen, vilket i sin tur kan minska risken for nya fingepisoder. Utdver utfodring och
motion har dven medicinsk behandling med metformin eller levothyroxin diskuterats, substanser som
hos ménniska anvénds for att minska blodnivéer av insulin och glukos. Viss ekvin forskning har
kunnat pavisa en 6kad insulinkénslighet vid behandling med metformin hos insulinresistenta hastar
(Durham et al. 2008). Nyare studier har dock, i motsats till ovan ndmnd forskning av Durham et al.
(2008), inte kunnat visa en signifikant effekt av metforminbehandling hos héstar for att 6ka deras
insulinkénslighet (Vick et al. 2006; Tinworth et al. 2012), ndgot som bland annat har kopplats till en
lag biotillgdnglighet av lakemedlet (Tinworth et a/. 2010). Vid forskning kring ldngtidsbehandling
med metformin har ingen effekt pa insulinkénslighet kunnat pavisas (Durham et al. 2008).
Levothyroxin fungerar daremot for att pa saval kort som lang sikt hjdlpa till att 6ka
insulinkénsligheten hos hastar (Frank et al. 2005; Frank et al. 2008). Om langtidseffekten beror pa en
direkt verkan av medicineringen eller om viktnedgangen, som induceras initialt av ldkemedlet, ger den



okade insulinkénsligheten &r dock oklart. Levothyroxin dr dyrt och anvénds dérfor endast i begrinsad
utstrackning inom héstmedicinen (Durham 2012).

Patofysiologi vid insulinresistens

Insulin &r ett peptidhormon som syntetiseras i de Langerhanska 6arnas betaceller i endokrina pankreas.
Hormonet utsdndras huvudsakligen som ett svar pa hyperglykemi, vanligtvis efter fodointag.
Insulinets huvudsakliga funktion &r att reglera blodglukosnivan och méjliggora eller underlétta
transport av glukos in i den insulinkédnsliga vdvnaden, vilken framst bestar av muskler och fettvav. Pa
sa sétt kan en glukoshomeostas upprétthéllas i samtliga vdvnader. Insulin har 4ven som funktion att
oka triglycerid-, protein- och glykogensyntes, att minska glukoneogenes samt att 6ka upptag av
aminosyror i flertalet celltyper. Sammanfattningsvis ar det ett mycket viktigt anabolt hormon.
(Sjaastad et al. 2003)

Insulinreceptorn bestar av tva alfa- och tva betasubenheter som linkas samman av disulfidbryggor.
Receptorn ér beldgen i cellens membran; alfasubenheterna sitter extracelluliart medan
betasubenheterna har sdvil transmembrandsa som intracelluldra doméner. Bindningen av insulin till
alfasubenheterna leder till en autofosforylering av receptorn och en intracellulér signaleringskaskad
startar. De intracellulédra processerna leder till en frisdttning av GLUT-4, ett insulinresponsivt
glukostransportprotein, fran intracelluldra vesiklar. GLUT-4 tar sig upp till cellmembranet dar det
mdjliggor, alternativt underléttar, intransport av glukos till celler beldgna framfor allt 1
skelettmuskulatur och fettvév. Nedbrytningen av insulin sker framfor allt i levern och njuren via
klyvning av hormonets disulfidbryggor. En viss méngd insulin bryts dock ner i mélcellerna efter att
det har bundit till sin receptor och forflyttats intracelluldrt. (Sjaastad et al. 2003)

Insulinresistens definieras som en nedsatt effekt av insulin pa dess malvavnader. Detta tillstdind kan
uppsta péd grund av defekter i insulinreceptorn eller i de intracellulédra signalsystemen samt vid fel 1
syntes eller funktion av GLUT-4. Insulinresistens kan uppsta savil centralt i levern som i perifer
vavnad; till exempel i skelettmuskulatur och fettvdvnad (Johnson 2002). Savil kompenserad som
dekompenserad insulinresistens forekommer. Vid kompenserad insulinresistens ses en
hyperinsulinemi pa grund av en 6kad utsondring av insulin for att uppratthélla glukoshemostas,
glukosnivéerna i blodet dr da normala. Nar insulinresistensen dr dekompenserad ses ddremot en
normoinsulinemi med samtidig hyperglykemi (Frank 2011), ndgot som exempelvis kan ses vid
diabetes mellitus typ 2.

Det ar inte helt klarlagt varfor insulinresistens kan ge en 6kad risk for fing, men en stark koppling
mellan endokrinopati och fang har kunnat pavisas. Endokrina sjukdomar med dkad insulinresistens, sé
som s&vél PPID (pituary pars intermedia dysfunction) som EMS, har kunnat diagnosticeras hos upp
till 70-90 % av héstar som lider av klinisk fing, vilket innebér att histar med fdngproblematik med
mycket stor sannolikhet lider av en underliggande endokrin sjukdom som kan ha gett upphov till en
insulinresistens (Donaldson et al. 2004; Karikoski et al. 2011). Vid inducering av hyperinsulinemi
under 48-72 timmar, med samtidigt upprétthallande av euglykemi, har klinisk fang kunnat framkallas
hos helt friska ponnyer och héstar (Asplin et al. 2007; de Laat ef al. 2010). Histarna i dessa forsok har
inte haft nagon kénd endokrinopati s som PPID eller EMS, de har inte heller tidigare lidit av fing



eller varit insulinresistenta. Dessa resultat tyder pa att fing dven kan induceras av hyperinsulinemi,
oberoende av nedsatt insulinkdnslighet, ndgot som de Laat et al. (2010) diskuterar kan kopplas till en
toxicitet gentemot ett 6kat upptag av glukos i hovens lamellager.

Elliot & Bailey studerade ar 2006 tarmflorans roll géllande predisposition for och samband med fang.
Studien visade att médngden monoaminer som bildas i grovtarmen, framfor allt vid intag av lattlosliga
kolhydrater, har ett samband med en 6kad risk for uppkomst av fang eftersom monoaminer péverkar
perfusionen av blod till hovarna. Ett hogt intag av 14ttlosliga kolhydrater ger en snabb hojning av
monoaminer, vilket &r svart for en insulinresistent individ att hantera pa grund av nedsatt forméga till
proteinsyntes. Elliot & Bailey konkluderade att skillnader i tarmvéggens svar vid pH-fordndringar hos
olika individer och raser kan paverka hur stor risk héstarna har att drabbas av fang. Studier har dven
visat att insulinresistens ger en minskad endotelfunktion (Cersosimo & DeFronzo 2006). Nedsatt
insulinkénslighet kan darmed ge en direkt paverkan pa endotelets formaga att reglera karlen vid
vasokonstriktion, s som vid inflammatoriska tillstand 1 hovarna.

Metoder for diagnostik av insulinresistens
Fasteinsulin och fasteglukos

Att méta fasteinsulin och fasteglukos har genom tiderna anvénts som enkla metoder for att detektera
insulinresistens hos savél manniska som djur. Hoga insulinvérden, tillsammans med hdga varden pé
BCS, CNS (cresty neck score, bedomning enligt Carter ef al. 2009b), samt fasteleptin, har visat sig
vara sikra riskfaktorer for uppkomst av klinisk fang (Carter et al. 2009¢). Kritik har dock riktats mot
denna form av diagnostik d& den endogena variationen av insulin och glukos inte kan kontrolleras vid
provtagningen varpé normala individuella variationer i glukoshomeostasen dérfor kan se ut som
patologiska fordandringar i provresultaten (Kronfeld & Treiber 2005; Treiber & Kronfeld 2005; Treiber
et al. 2006b; Firshman & Valberg 2007). Carter et al. visade i en studie frdn 2009 (a) att samtliga
histar med 6kade insulinnivaer forblev euglykemiska, vilket pavisar en stor risk for feltolkning av ett
normalt fasteglukosvirde om detta inte kombineras med provtagning av insulin. Vid métning av
fasteglukos kan en pévisad fastehyperglykemi dessutom inte sérskilja huruvida det ar en otillricklig
utsondring av insulin frén pancreas betaceller eller en minskad insulinkdnslighet i mélorganen som
orsakat det forhojda glukosvardet (Kronfeld & Treiber 2005).

Frank et al. diskuterade i en studie frdn 2006 huruvida fasteglukosvérden kunde riknas som en
tillforlitlig diagnostisk metod for att méta insulinsvar, da glukosvérdet kan péverkas av
omgivningsfaktorer sa som stress. Didremot ansig forfattarna att fasteinsulin samt glukos-/insulinkvot
var av virde vid screeningtester av insulinresistens. Frank menade dock att hinsyn bor tas till
provtagningstidpunkt vid tolkning av fasteinsulinnivéer, da provtagning vid olika arstider samt vid
olika tider péd dygnet har visat sig paverka resultaten. Dessutom kan en hyperinsulinemi utebli hos
vissa insulinresistenta histar och ett falskt negativt varde fas da vid provtagning av fasteinsulin.

Att anvinda sig av formler for att f& mer standardiserade, och ddrmed sékrare, virden vid mitning av
fasteinsulin och fasteglukos, har visat sig ge en storre tillforlitlighet och rekommenderas av vissa
forskare exempelvis vid studier over storre populationer (Treiber et al. 2005).



Orala och intravenésa glukostoleranstester

Orala glukostoleranstester

Orala glukostoleranstester har anvints inom hastmedicinen sedan 1970-talet, initialt for att
diagnosticera malabsorption pa grund av tunntarmslidande samt nedsatt pankreasfunktion i form av
diabetes mellitus eller till f61jd av neoplasier (Robert & Hill 1973; Jacobs & Bolton 1982). Testet
utdkades dérefter till att anvéndas for uppskattning av presumtiv insulinresistens genom detektion av
hyperinsulinemi (Jeffcott et al. 1986).

Hastar som ska genomga ett oralt glukostoleranstest (OGT) ldmnas fastande Gver natten och forbereds
med permanentkateter. Efter ndssvalgsondning av en glukoslosning till magsdcken méts glukos- och
insulinnivéer over tid via upprepad blodprovstagning. Vid normal insulinkénslighet ska histens
insulin- och glukosvéirden atergé till normala nivéer inom en timme (Firshman & Valberg 2007). Risk
for stor variation i provresultat pa grund av individuella variationer i magsickstdomning och absorption
i tunntarmen samt stress vid ndssvalgsondning har diskuterats som mojliga felkéllor vid denna typ av
diagnostik (Kronfeld et al. 2005; Firshman & Valberg 2007). Aven skillnader i typ av grovfoderdiet
har visat sig ge olika resultat pA OGT vid jaimforelse mellan héstar som gétt pa bete och héstar
utfodrade med ho (Jacobs & Bolton 1982). Héstar pa bete hade ett hogre peakvérde for glukos, och
atergick langsammare till basala glukosnivéer, trots att bada forsoksgrupperna hade fastat under 12
timmar fore forsokets start.

En forenklad version av OGT har utformats i USA och anvéinds som féltdiagnostisk metod i vissa
lander. En glukosldsning bestdende av Karo Corn Syrup® ges av djurdgaren peroralt till hdsten via
spruta och veterindr utfor mellan 60-90 min efter glukosgivan en blodprovstagning av hésten (Schuver
et al. 2013). Insulin och glukos analyseras darefter for detektion av insulinresistens. OGT har
korrelerat vl med resultat frdn IVGT vid jamforelse av dessa tva metoder (Schuver et al. 2013). 1
Storbritannien anvénds en alternativ metod for OGT dér dextrospulver anvénds som glukoskélla och
en annan dos glukos ges, i dvrigt 4r metoden likadan som den amerikanska (pers.med Andy Durham).

Intravenésa glukostoleranstester

Vid ett intravenost glukostoleranstest (IVGT) kan faktorer som paverkar resultatet vid ett OGT, sa
som spill vid glukostillforsel, individuella skillnader i magsackstomningshastighet samt
absorptionshastighet av glukos fran tarmen, bortses ifran eftersom glukoslosningen ges direkt i blodet
(Kronfeld et al. 2005). Testet utfors, pa histar som fastat under natten, genom att glukos tillfors
intravenost och en upprepad blodprovstagning sker 6ver tid, med analys av glukos- och
insulinkoncentrationer i blodet.

FSIGT med analys via minimal model, en diagnostisk metod liknande IVGT, har sedan mitten av
2000-talet anvénts inom forskningen for att kvantifiera insulinresistens hos héstar (Hoffman et al.
2003). Glukos tillfors intravendst, tjugo minuter senare foljs detta av en insulinbolus och insulin- samt
glukoskoncentrationer mits genom frekvent blodprovstagning under totalt tre timmar. De erhallna
virdena anvénds 1 en matematisk modell, en sa kallad minimal model, for att standardisera och



utvirdera pankreasfunktion samt individens insulinkénslighet. Testet anses kunna differentiera mellan
dekompenserad och kompenserad insulinresistens och ska pa sa sitt kunna utreda grundorsaken till en
nedsatt insulinkanslighet (Hoffman et al. 2003). Insulinsvaret som fés dr dock inte alltid korrekt i
forhéllande till det glukos som getts, vilket ger en risk for felaktiga testresultat. Dessutom gors 1 den
matematiska modellen manga antaganden géillande insulin- och glukoskinetik, vilka inte alltid &r
applicerbara pé verkligheten (Pratt ef al. 2005). FSIGT med analys via minimal model ér léttare att
utfora &n EHC och kréver mindre teknisk utrustning varfér metoden ibland foredras, exempelvis vid
storre populationsstudier. Vid jaimforelse med EHC har FSIGT dock visat sig ha en sdmre
reproducerbarhet och anses dérfor inte vara en lika tillforlitlig metod for kvantifiering av
insulinresistens (Pratt e al. 2005).

Kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT)

Ett dynamiskt test for métning av glukos- och insulinsvar vid exogen tillférsel av bade glukos och
insulin studerades for forsta gangen hos hést &r 2005 av Eiler ef al. Testet visade sig ha en god
tillforlitlighet vid diagnostik av insulinresistens. CGIT har sedan dess anvénts savil kliniskt som i
forskningssyfte och har visat sig tolereras bra av histarna samt vara enkelt att utfora (Eiler et al. 2005;
Chameroy 2010). Att genomfora ett CGIT under stress kan dock paverka testresultaten, varfor det
rekommenderas att histen inte provtas samma dag som transport sker (Eiler et al. 2005; Brojer ef al.
2013).

Vid ett CGIT ges héstar, som fastats under natten, en dextros- eller glukoslosning intravendst (150
mg/kg kroppsvikt) under en minut varefter en insulininjektion pa 0,1 U/kg kroppsvikt ges intravendst
inom sex sekunder efter avslutad glukostillforsel. Blodprovstagningar sker dérefter upprepade ganger
under de kommande 150 minuterna och analys av insulin och glukos sker frén samtliga prover (Eiler
et al. 2005; Chameroy 2010). En forkortad version av den ursprungliga CGIT-metoden dér analys av
insulin enbart sker vid 0 respektive 45 minuter anvinds ocksa kliniskt. Hos hastar med normal
insulinkénslighet atergar saval insulin- som glukosvarden till respektive utgangsnivaer efter 30
minuter medan en fordrdjning ses hos insulinresistenta héstar, dér det tar 6ver 45 minuter innan
basnivaerna ar aterstillda (Chameroy 2010). Av denna anledning anvénds glukos- och insulinnivaerna
vid 45 minuter som referensvarden vid uppskattning av insulinkdnslighet genom CGIT.
Repeterbarheten av glukosvardena vid CGIT har visat sig vara ldg. Daremot har insulinvérdena en hog
repeterbarhet och anses darfor kunna anvéndas for ett sdkert testresultat (Brojer et al. 2013).

Euglykemisk hyperinsulinemisk clamp (EHC)

Den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen anvands for att kvantifiera insulinresistens. Testet &r
tekniskt krdvande och anvénds darfor framfor allt i forskningssammanhang dér det for manga ses som
en gold standard metod. EHC har, i jimforelse med FSIGT i kombination med analys via minimal
model, en hog reproducerbarhet (Pratt ef al. 2005).

Genom att upprétthalla en hyperinsulinemi via exogen tillférsel av insulin och dérefter méta vilken
méngd glukos som krévs for att bibehalla en euglykemi kan insulinresistens detekteras och
kvantifieras. Malet &r att under forsoket helt och hallet sl& ut den endogena regleringen av
insulinproduktion- och frisittning for att f4 en korrekt uppskattning av det tillférda insulinets effekt pa
malvdvnaderna, utan endogen paverkan. Att testet pa sa sitt blir ofysiologiskt och ddrmed inte



nddvindigtvis speglar individens sanna insulin- och glukosbalans, har diskuterats begrinsa dess
tillforlitlighet (Treiber ef al. 2006b).



MATERIAL OCH METODER
Hastarna

I det kliniska forsoket for utvardering av det orala glukostoleranstestet med paféljande kvantifiering av
insulinkénslighet genom en euglykemisk hyperinsulinemisk clamp anvéndes 14 vuxna varmblodiga
travare; tolv ston och tva valacker i dldrarna 5-20 ar (medelvarde 13,2 + 4,6). Samtliga héstar i studien
var dgda av Institutionen for kliniska vetenskaper vid Sveriges Lantbruksuniversitet. Forsoken
genomfordes i hdstarnas ordinarie stall.

Forsokshidstarna var uppstallade pa box, utfodrades med hdosilage tre génger per dag, hade fri tillgang
till vatten genom vattenkopp/-hink och vistades dagtid i grushagar. Samtliga hastar anvdndes fore och
efter forséken i undervisning vid Sveriges Lantbruksuniversitet. De motionerades varken fore, under
eller efter forsoken.

Kvillen fore det forsta forsoket, det orala glukostoleranstestet, vigdes héstarna och genomgick en
allmén klinisk undersokning. Histarna var kliniskt friska och hade infor OGT en medelvikt pa 500,4 +
50,1 kg (429-595). Héstarna vigdes dven samma dag som de genomgick EHC for att korrekta
insulinkoncentrationer skulle kunna berdknas till varje individ. Deras medelvikt var da 494,3 + 49,8
kg. Hullet uppskattades infor EHC hos varje individ enligt hullbedémningsskalorna BCS och CNS
(Henneke et al. 1983; Carter et al. 2009). Hastarnas BCS uppskattades till 5,2 = 0,7 och deras CNS till
2,2 + 0,5, virden som speglar ett normalt hull och en normal fettansdttning i nackomradet.

Histarna forbereddes kvéllen infor OGT med en intravends jugular permanentkateter efter rakning,
lokalbedévning med EMLA (minst 20 minuters kontakttid innan kanylldggning) samt steriltvtt. Infor
EHC lades tva permanentkatetrar; en i vardera jugularven. Den ena permanentkatetern anvéndes under
clampen for infusion av glukos och insulin och den andra katetern anvindes for blodprovstagning.

Samtliga forsokshistar fastades infor forsoken med en total fastetid pé cirka tolv timmar. Fri tillgang
till vatten fanns under hela fastan samt under det orala glukostoleranstestet.

Studiedesign

Forsoket ar godként av Uppsala Djurforsoksetiska ndimnd (diarienummer C269/12).

Studien var icke randomiserad och prospektivt utformad. Anledningen till att forsokshéstarna inte
randomiserades var att samtliga histar kontinuerligt anvidndes i undervisning, vilket styrde urvalet av
histar till de olika forsdksdagarna.

Studien bestod, for varje forsokshist, av tva delar; ett oralt glukostoleranstest och en euglykemisk
hyperinsulinemisk clamp. Det orala glukostoleranstestet genomfordes forst och en till tva veckor
senare genomgick histarna en EHC.



Oralt glukostoleranstest (OGT)

Det orala glukostoleranstestet utférdes under tva dagar i december 2012. Tio héstar studerades under
forsta dagen och fyra héstar under dag tva.

Dansukker glukossirap fran Nordic Sugar anvindes som glukoskélla vid forsoket. Glukossirapen
doserades efter vikt (0,2 ml/kg kroppsvikt) och administrerades via 60-ml sprutor direkt i munnen.
Doseringen med 0,2 ml glukossirap motsvarar ett totalt sockerinnehall av 216 mg/kg, varav 92,4
mg/kg var enklare sockerarter (maltos, maltotrios och glukos). Méngden rent glukos var 33,6 mg/kg
kroppsvikt (pers.med. Marie Karlsson, Nordic Sugar).

Samtliga blodprover aspirerades via permanentkatetern efter att 5 ml blod dragits ur fran katetern. For
nollprov togs blodprov fem minuter fére den orala glukosgivan, dérefter togs prover 30, 60, 90, 120,
150 samt 180 minuter efter att glukosgivan skett. Blodproverna samlades direkt i litium-heparinrér och
forvarades pa is fram tills dess att centrifugering skedde inom en timme efter provtagning.
Centrifugering skedde under tio minuter i 4 °C temperatur och 906 G. Efter centrifugering pipetterades
plasma av, 6verfordes till eppendorfror och forvarades i frys 1 —80 °C fram tills analys av proverna
skedde.

Samtliga héastar tolererade forsoket vil. Inga tecken pa komplikationer av kanylldggning, fasta,
glukostillforsel eller provtagning noterades.

Euglykemisk hyperinsulinemisk clamp (EHC)

Den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen utfordes enligt Firshman et al. (2008) for
kvantifiering av forsokshéstarnas insulinresistens. Innan forsoket borjade togs tvé nollprover vid -10
och -1 minut for métning av blodglukos och -insulinnivaer.

Volymetriska infusionspumpar anvindes under forsoket for kontinuerlig tillforsel av insulin' och
glukos®. Koncentrationen av insulin i den tillforda 16sningen baserades pa histens individuella
kroppsvikt (3 mU/kg/min).

Den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen pégick i totalt tre timmar varav den forsta timmen
fungerade som en instéllningsfas. Déarefter efterstrivades steady state med kontinuerlig euglykemi och
samtidig hyperinsulinemi. Blodglukosnivéderna efterstravades att bibehallas pa 5,0 + 0,2 mmol/L. For
att sikerstélla att normala blodglukosnivaer hela tiden uppréttholls skedde under hela clampen

" Humulin Regular, Eli Lilly Sweden AB, Solna, Sverige

% Glucose 500mg/ml, Fresenius Kabi AB, Uppsala, Sverige



blodprovstagning var femte minut for direkt analys av glukos med hjilp av glukometer. Utefter de
blodglukosvarden som erhélls justerades vid behov infusionshastigheten av glukos. Samtliga
blodprover aspirerades via permanentkatetern efter att 5 ml blod dragits ur fran katetern.

Blodproverna togs i litium-heparinrér, som holls kylda pa is direkt efter provtagningen. Proverna
centrifugerades dérefter under tio minuter i 4 °C temperatur, 906 G. Efter centrifugeringen
pipetterades plasma av, overfordes till eppendorfror och férvarades i frys 1 —80 °C fram tills analys av
proverna skedde.

Provtagning for laboratorieanalys gjordes var tjugonde minut for insulin och var tionde minut for
glukos. Space correction (SC) raknades ut for samtliga erhallna blodglukosvérden, vilket korrigerar
for de mindre fluktuationer som uppstar i plasmaglukoskoncentrationen under steady state (De Fronzo
et al., 1979). Space correction representerar den hastighet med vilken glukos tillfors eller forsvinner
frén distributionsvolymen av glukos. Space correction® beriknades enligt foljande formel:

Space correction (mg - kg - min") = (G1- G2) x 0,019

Blodanalyser

Insulinet i blodproverna fran EHC analyserades med Mercodia Insulin ELISA (artikelnummer: 10-
1113-01) och beréknades i mU/L. Proverna frén OGT avseende insulin analyserades med Mercodia
Equine Insulin ELISA (artikelnummer: 10-1205-01) och berdknades i ng/L. Anledningen till att tva
olika analysmetoder for insulin anvéndes ar att insulinet som analyseras vid EHC till allra storsta del
ar det tillforda exogena insulinet (humant) och darfor kraver en human ELISA medan insulinet som
mats vid OGT &r endogent och ddrmed med fordel analyseras med en héstspecifik ELISA.

Glukos vid sévil EHC som OGT analyserades med YSI 2300. Triglycerider analyserades vid klinisk
kemiska laboratoriet pa Universitetsdjursjukhuset pa Clinical Chemistry Architect c4000 (Abbott
Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA), med metodologi glycerolfosfatoxidas.

Statistiska analyser och berdkningar

For bedomning av insulinkénslighet vid det orala glukostoleranstestet anvéndes peakvérde for insulin
samt AUC (area under kurvan). AUC ér ett mer fysiologiskt matt pé insulinkénsligheten dé det speglar
dynamiken under hela férsokets gang, men dr mindre anvéndbart kliniskt eftersom provtagning varje
halvtimme under tre timmars tid inte ar praktiskt mojlig. I kliniska sammanhang blir darfor peakvardet
for insulin ett bra alternativ till AUC, under forutsittning att de korrelerar val.

3 Accu-Check Aviva

* G1: blodglukosvirde vid foregiende provtagning, G2 = blodglukosvirde vid efterfoljande provtagning



For att sétta cut-off nivaer for insulin vid det orala glukostoleranstestet anvéindes samma
referensvarden som vid studie av Schuver et al. (2013). Schuver et al. anvinde sig dock av en annan
analysmetod for insulin med enheten mU/L medan vér analysmetod maéter insulin i ng/L. Cut-off
nivéerna for insulin omvandlades dérfor frin mU/L till ng/L enligt princip framtagen av Oberg et al.
(2011).



Grénsvérdena for insulinpeak sattes i studien till foljande:

<400 ng/L insulinkénslig
400-700 ng/L intermedidrt insulinresistent
>700 mU/L insulinresistent

AUC beriknades enligt trapezoidmetoden. Sa kallade missing values (métvarden som avviker
signifikant fran dvriga motsvarande métvérden) ersattes med ett utrdknat medelvérde av de, vid
samma tidpunkt, uppmétta virdena fran resterande forsokshéstar.

Vid den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen beréknades samtliga virden som anvindes vid de
statistiska analyserna utifrén den sista timmen av clampen, d4 det under denna tidsperiod var storst
sannolikhet att steady state hade uppnatts hos samtliga héstar.

Materialet definierades utifran héstarnas individuellt uppmétta M-vérden (M = méngd tillford glukos -
SC i mg/kg/min) under EHC. Att definiera insulinkénslighet genom glukosfldde ar vél validerat och
M-virden &r enkla att relatera mot andra studier da virdena inte skiljer sig at mellan olika
analysmetoder. M/I-kvoten (metaboliserat glukos/insulinenhet) ar ett mer exakt matt pa
insulinkénslighet, men pa grund av att analysmetoden for métning av insulin paverkar vilka virden
som uppnas kan kvoten inte anvédndas vid jamforelse mellan olika studiers resultat. M/I-kvoten
anvindes ddremot som definition av insulinresistens vid jimforelse mellan virden inom studien.
Referensomradena for M sattes till foljande:

>4 (mg/kg/min) insulinkénslig
2-4 (mg/kg/min) intermediért insulinresistent
<2 (mg/kg/min) insulinresistent

Linjér regression anvindes for att jamfora peakvirden for glukos, AUC for glukos och
triglyceridnivaer vid 90 min frdn OGT med M/I-kvoten frdn EHC. Dessutom anvéndes linjar
regression for att jaimfora peaknivéer av insulin med AUC for insulin. Icke linjir regression anvindes
for att jamfora M/I-kvoten fran EHC med peakvirden for insulin och AUC f6r insulin fran OGT.
Signifikansen sattes till P < 0,05. Data analyserades med statistikprogrammet JMP version 9,2.



RESULTAT
Euglykemisk hyperinsulinemisk clamp

Samtliga héstar som genomgick EHC bedémdes vara fullt friska och i normalhull, inga tecken pa
endokrinopati fanns. Fastevirdena vid nollprovtagning for insulin och glukos var hos samtliga histar
normala. Medelvirdena vid nollprovtagningen av insulin var 7,0 £ 2,5 mU/L (vid provtagning -10
min) och 6,7 £ 2,4 mU/L (vid provtagning -1 min). Medelglukosvéirdena fran savil forsta som andra
nollprovtagningen (-10 respektive -1 minut) var 5,1 &= 0,4 mmol/L.

Genom EHC kunde forsokshdstarnas insulinkénslighet kvantifieras. Den euglykemiska
hyperinsulinemiska clampen gav en bra spridning pa resultatmaterialet med variationer i glukosfloden
(M) hos de olika individerna beroende pa deras insulinkénslighet. M-vérdena varierade mellan 1,65 -
5,16 mg/kg/min med ett medelvarde pa 3,25 + 1,17 mg/kg/min (figur 1). Tva hdstar som ingick i det
kliniska forsoket definierades som insulinresistenta med M-virden pa 1,65 respektive 1,82 mg/kg/min.
Atta histar uppnddde M-virden mellan 2,8 - 3,25 mg/kg/min (medelvirde 2,9 + 0,4) och definierades
diarmed som intermedidrt insulinresistenta. Resterande fyra forsokshéstar hade normal
insulinkénslighet med glukosfloden pé 4,2 - 5,56 mg/kg/min (medelvirde 4,8 + 0,7).

Héstarnas M/I-kvoter lag i intervallet 2,6 - 13,9 (mg/kg/min)/(mU/L) med ett medelvirde pa 5,9 + 3,1
(figur 1). De hastar som utefter M-varden definierats som insulinkédnsliga hade samtliga en M/I-kvot
pa over 7 (mg/kg/min)/(mU/L).
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Figur 1: M-vérde samt M/I-kvot hos varje individ under den sista timmen av EHC.
Medelvdrdet av M var 3,25 mg/kg/min och medelvirdet av M/I-kvot var 6
(mg/kg/min)/(mU/L).



Oralt glukostoleranstest

Fyra héstar fick avvikande hoga fasteglukosvirden vid nollprovtagningen (12,3 - 24,8 mmol/L), dessa
vérden bedomdes som missing values. 1 6vrigt var samtliga glukos- och insulinvérden vid
nollprovtagningen normala.

Samtliga forsokshédstars glukos- och insulinkurvor f6ljde varandra och samma dynamik sags oavsett
héstarnas glukos- och insulinniver (figur 2). Atta av histarna nddde sin insulinpeak vid 90 minuter
och sex hidstar nddde sin insulinpeak vid 60 minuter. Tva héistar avvek mer fran de dvriga och hade en
peak redan vid 30 minuter.
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Figur 2: De individuella insulinnivderna hos samtliga hdstar under OGT.

Vid jaimférelse mellan AUC av insulin och peakvirde for insulin sigs ett positivt samband (1= 0,86),
ju hogre peakvirde for insulin desto storre varde pa AUC.

Fyra hastar hade insulinnivaer som ndgon gang under forsoket dversteg 400 ng/L och bedomdes
dérmed som intermediért insulinresistenta (IM). Resterande tio histar lag under 400 ng/L vilket



definierade dem som insulinkénsliga (IS). Inga héstar definierades genom OGT som insulinresistenta
(IR). Vid jamforelse mellan insulindynamiken i de tva grupperna (IM och IS) sags generellt en hogre
insulinrespons hos de héstar identifierade som intermediért insulinresistenta, skillnaden mellan
grupperna redovisas som medelvérde och standardavvikelse i figur 3. De fyra hastar som vid métning
av insulin definierades som IM hade dven generellt nagot hdgre glukosnivéer dn resterande tio hédstar
(figur 4). Héstarna med hogre insulinviarden (IM) atergér inte, till skillnad frén de insulinkénsliga (IS),
till baslinjen vid férsokets slut (180 minuter) (figur 3).
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Figur 3: Medelvirden = SD av insulinnivder under OGT, jamforelse mellan
insulinkdnsliga (IS) och intermedidrt insulinresistenta (IM) hdistar utefter cut-
off vdrden satta for OGT. IM=4, I1S=10
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Figur 4: Medelvirden = SD av glukosnivder under OGT, jimforelse mellan
insulinkdnsliga (IS) och intermedidirt insulinresistenta (IM) hdstar utefter
cut-off virden satta for OGT. IM=4, 1S=10.



Korrelation av resultat fran EHC och OGT

Insulinpeakvirdena vid OGT identifierade fyra héstar som intermediért insulinresistenta (IM). Tva av
dessa héstar var korrekt identifierade och tva av dem var enligt M-vérden insulinresistenta (IR) (tabell
). Ytterligare sex histar definierades enligt M-virden som intermedidrt insulinresistenta, dessa
identifierades dock som insulinkénsliga (IS) vid beddmning av insulinvdrden vid OGT.

Tabell 1. Gradering av samtliga férsékshdstar efter insulinresistens i fallande ordning baserat pa
insulinkdnslighet vid EHC. IR= insulinresistent, IM= intermedidrt insulinresistent, IS= insulinkdinslig

Hist M-viirde IR/IM/IS Ins-peak Ins-AUC
B 1,65 IR 444.4 50405
F 1,82 IR 446,6 60932
K 2,28 ™M 404,3 38250
E M 250,1 31101
J 2,65 M 4427 53483
H ™M 386,2 53487
D ™M 391 32531
M M 197,7 24228
S ™M 154,1 11558
L ™M 358,8 40770
G IS 189,3 16166
A IS 262 27173
C 5,16 IS 270,9 28209
P 5,56 IS 169,5 16919

Definierad som IM pa
OGT



M/I-kvoten vid EHC korrelerade vil med insulinpeakens niva vid det orala glukostoleranstestet. Ju
lagre M/I-kvot histen hade desto hogre insulinpeak sags vid OGT (figur 5). Ett negativt samband sags
dven mellan insulin-AUC vid OGT och M/I-kvot vid EHC. Héstarna med lag M/I-kvot uppvisade
generellt hogre insulin-AUC vid OGT. (figur 6). Sambanden mellan M/I-kvot och insulin-AUC
respektive M/I-kvot och peakvérde for insulin var hyperbola (figur 5 och 6).
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Figur 5: Korrelation mellan M/I-kvot (EHC) och peakvirde for insulin (OGT).
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Figur 6: Korrelation mellan M/I-kvot (EHC) och AUC for insulin (OGT).



Vid jamforelse mellan peakvarden samt AUC for glukos vid det orala glukostoleranstestet mot de M/I-
kvoter som uppnaddes vid EHC kunde ingen korrelation ses. R*-vérdet for det linjira sambandet
mellan M/I-kvot och AUC for glukos var 0,23 och r*-virdet for det linjira sambandet mellan M/I-kvot
och peakniva for glukos var 0,14.

Triglycerider vid OGT

Triglycerider (TG) analyserades fran blodprover tagna vid -5, 60 och 90 minuter vid det orala
glukostoleranstestet. Resultatet redovisas i diagram nedan (figur 7). Medelvardena for TG var 0,31 £
0,09 mmol/L (-5 min), 0,26 = 0,06 mmol/L (60 min) och 0,23 £ 0,06 mmol/L (90 min). Hos samtliga
héstar sjonk triglyceriderna under forsokets gang. Ingen korrelation mellan uppmatta triglyceridnivéaer
vid 90 minuter under OGT och M/I-kvot fran EHC fanns (1= 0).
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Figur 7: Individuella triglyceridnivder vid de tre provtagningstillfillena under OGT for samtliga
forsékshdstar.



DISKUSSION
Tolkning av resultat fran de kliniska forsoken
EHC

De M-virden som anvidndes som cut-off viarden for att klassificera insulinkdnslighet var rimliga for
vara kliniskt friska forsdkshédstar utifrdn de fa studier av EHC som gjorts pa histar (Tiley et al. 2008;
Firshman et al. 2008). De friska héstar som medverkade i var studie hade relativt 14ga vérden pa M
och fler héstar klassificerades som insulinresistenta eller intermediért insulinresistenta trots franvaro
av en klinisk bild pa insulinresistens (enligt bedomning genom BCS och CNS) jamfort med tidigare
studier pa friska hiastar (Tiley et al. 2008; Firshman et al. 2008) vilket kan bero pa inaktivitet da hastar
som inte motioneras har visats ha en storre risk att utveckla insulinresistens &n sddana som motioneras
(Quinn et al. 2008).

OGT

For att bestimma doseringen av glukossirap utgick vi ifran tidigare studie av Schuver ef al. 2013. 1
studien av Schuver et al. (2013) gavs vid det orala glukostoleranstestet Karo Corn Syrup i en dosering
av totalt 0,15 ml Corn Syrup per kilogram kroppsvikt, vilket motsvarar en total en total sockergiva av
150 mg sockerarter per kilogram kroppsvikt. Hur stor del av Karo Corn Syrup som bestér av vatten,
samt vilka typer av sockerarter som ingér i produkten och andelen av dessa var dock okdnda eftersom
tillverkaren inte vill 1dmna ut specifika uppgifter om innehéllet i produkten (Schuver ef al. 2013).
Déarmed gar det inte att veta de exakta andelarna av mono-, di- respektive polysackarider i Karo Corn
Syrup. Férdelningen av sockerarter dr av vikt vid ett OGT dé nedbrytningen i kroppen tar olika lang
tid beroende pa sockerkedjornas lingd, dirmed bor andelen langa respektive korta sockerkedjor kunna
paverka testresultatet. I Nordic Sugars Dansukker glukossirap var innehéllet i produkten kdnt med ett
totalt glukosinnehall pa 77 % och férdelningen av sockerarter foljande: glukos ca 12 %, maltos ca 11
%, maltotrios ca 10 % och 6vriga kolhydrater ca 44 % (Nordic Sugar Glucose Syrup product
specification, PS 236654-1.3EN). For att inte riskera att fa en for liten méngd enklare sockerarter
(glukos, maltos och maltotrios) och samtidigt & en enklare dosering valdes i vart forsok dirfor dosen
0,2 ml/kg kroppsvikt, vilket gav ett totalt sockerinnehall pa 216 mg/kg kroppsvikt, en dos som dven
innefattade ldngre kedjor av sockerarter. Om enbart de enklare sockerarterna glukos, maltos och
maltotrios inkluderas blev doseringen sockerarter 92,4 mg/kilogram kroppsvikt. Detta innebér att var
totala dos socker (216 mg/kg kroppsvikt) ar hogre dn den som givits vid studie av Schuver et al.
(2013) (150 mg/kg), vilket skulle kunna ha givit en hdgre insulinrespons i vér studie. I var studie sag
vi emellertid inte en kraftigare insulin- och glukosrespons hos de kliniskt friska hédstarna jaimfort med
resultaten hos de normala héstarna i Schuver och medarbetares (2013) studie. Risken att véar dosering
kan ha inneburit en ldgre koncentration av enklare sockerarter dr ocksa liten d& en sé pass stor hdjning
av doseringen gjordes jamfort med tidigare studie (Schuver ef al. 2013).

De osannolikt hoga glukoskoncentrationerna (n=4) som uppméttes vid nollprovtagningen for glukos
vid det orala glukostoleranstestet uppstod formodligen p& grund av kontaminering av
provtagningsmaterial fore eller under provtagning alternativt vid hantering av provmaterialet efter
provtagning. Dessa vérden anses inte ha betydelse for tolkningen av resultatet och paverkade darmed
inte studiens tillforlitlighet.
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Den euglykemiska hyperinsulinemiska clampen kan paverka resultaten pA OGT om OGT utfors inom
nagra dagar efter EHC pa grund av att de hoga insulinkoncentrationerna som uppnds vid en EHC kan
resultera i en kortvarig insulinresistens. Denna risk kunde genom studiens utformning bortses ifrén
eftersom OGT genomfordes innan EHC. De glukosméangder som tillfors vid ett OGT ar mycket laga
och ska diarmed inte kunna paverka kvantifieringen av insulinkinsligheten i samband med EHC.

Triglycerider

Tillforseln av glukos vid OGT gav generellt ldgre nivéer av triglycerider hos samtliga héstar. Detta
beror pé att insulinsvaret som stimuleras vid belastningen ger ett hogre upptag av triglycerider fran
cirkulationen till framfor allt fettvivnaden (Suagee et al. 2013). Riktvirden for tolkning av
triglyceridkoncentration i samband med ett OGT maste ddrmed vara ldgre &n efter fasta.

Att lagga till TG for diagnostik av insulinresistens okar sidkerheten av det orala glukostoleranstestet. |
en studie av Pleasant et al. fran 2013 sags ett klart samband mellan férhojda triglycerider och fang hos
savdl normal- som Overviktiga héstar. Inga héstar 1 vér studie fick en signifikant 6kning av sina
triglyceridnivaer pa grund av att de hade mojlighet till kompensation genom 6kad insulinfrisdttning
vilket i slutdndan gav ett normalt upptag av triglycerider.

Korrelation mellan resultat fran EHC och OGT

Vid jamforelse mellan AUC for insulin fran OGT och M/I-kvot fran EHC sags ddremot en god
korrelation med ett hyperbolt samband (figur 6) dér de histar med 1&g insulinkénslighet fick en hogre
AUC pa OGT. Orsaken till detta &r sannolikt att hdstar som dr insulinresistenta kompenserar detta
genom ett hogre insulinsvar, vilket dr resultatet av en kombination av hogre insulinfrisittning fran
pankreas tillsammans med en minskad nedbrytning av insulin i levern. Denna kompensation ger
sammantaget ett langsammare clearance av insulin i kroppen. Det kompensatoriska tillstandet ger en
hogre insulinrespons pa en standardiserad glukosgiva, vilket ses som ett hogre clearance vid EHC och
en hogre AUC vid OGT. Det hyperbola sambandet &r dock inte komplett eftersom ingen
insulinresistent hdst med uttalat minskad insulinclearance deltog i férsdket och ddrmed kan tesen att
ett hyperbolt samband mellan insulinresistens och hdga vérden pé insulin vid OGT inte styrkas
fullkomligt. Ett liknande hyperbolt samband har setts vid ett flertal humana studier med ett tydligt
exponentiellt avtagande samband mellan minskande insulinkénslighet och 6kande insulinrespons
(Bergman et al., 2002); Bergman 2007; Hiicking et al., 2008). Det ar ddrmed rimligt att anta att
forhéallandet mellan insulinkdnslighet och insulinrespons dr exponentiellt avtagande dven hos hast. Vid
jamforelse mot en tidigare genomford studie av Schuver ef al. (2013) kan dessutom en hel del
samband som styrker tesen ses. Kontrollhéstarna i var studie ligger lika i AUC vid jaimforelse med
Schuver och medarbetares (2013) studie, om vi bortser ifrén att metoderna som anvénts ar nagot olika
till utformningen. De histar i Schuver’s studie (2013) som har en ytterst hog insulinrespons skulle, om
de innefattades i var studie, hamna mycket hogt i AUC och i diagrammet som jamfor insulin-AUC
med M/I-kvot (figur 6) skulle dessa héstar ha en mycket 14g insulinkénslighet, vilket forflyttar dem
langt at hoger pa x-axeln. Genom denna jamforelse kan antagandet att kurvan ar hyperbol ytterligare
styrkas. Vilken betydelse dessa fynd har for diagnostiken av insulinresistens diskuteras vidare under
rubriken ”’Syftet med att anvinda OGT for diagnosticering av insulinresistens”.
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Peakvirdena for glukos som erholls vid OGT korrelerade mycket déligt med M-vérden vid EHC,
vilket innebar att glukosvérden inte gér att anvdnda for direkt diagnostik av insulinresistens vid ett
OGT. Déremot ar glukosvérdena dndé av virde vid OGT for att utreda huruvida en dekompenserad
insulinresistens eller typ 2 diabetes mellitus foreligger hos den provtagna patienten. Vid dessa
sjukdomstillstand &r hyperglykemi i ménga fall det enda sdkra tecknet pé insulinresistens foreligger
eftersom en hyperinsulinemi d4 inte alltid forekommer pa grund av att kroppen inte ldngre klarar av att
kompensera sina hoga glukosnivaer genom en 6kad frisdttning av insulin fran pankreas tillsammans
med minskad nedbrytning av insulin i levern (Frank 2011). Det ska tilldggas att inga referensnivéer
finns for att bedoma okade glukosnivaer efter ett OGT, vi kan dock anta att histar som inte klarar av
att kompensera sina hoga glukosnivaer kommer att fa hogre glukosvarden jamfort med héstar som
kompenserar den initiala hyperglykemin och dédrmed héller normala glukosnivaer dven efter ett OGT.

Tillforlitlighet av OGT

Detta dr forsta gdngen som OGT hos hist kvantifieras, och tillforlitligheten av testet uppskattas, med
hjilp av EHC. Att anvénda sig av en kvantitativ, vél validerad, diagnostisk metod som EHC {or
bedomning av insulinkénslighet dr det enda séttet att fa en séker utvardering av huruvida det orala
glukostoleranstestet &r tillforlitligt nog att anvédndas i klinisk verksamhet.

Resultaten fran de kliniska forsoken visar att OGT har 1&g sensitivitet men hog specificitet, dock ar
testmaterialet for litet for att kunna uttala sig med total sdkerhet om sensitivitet och specificitet. Tva
histar var insulinresistenta (IR) enligt EHC och dessa identifierades som intermediédrt insulinresistenta
(IM) pa OGT. Flera av de sant intermediért insulinresistenta histarna blev falskt negativa pd OGT
(tabell 1). Orsaken kan vara att OGT inte &r tillrdckligt sensitivt for att identifiera hdstar med IR forrdn
det finns en kraftig kompensation i form av en minskad nedbrytning av insulin eller en 6kad friséttning
av insulin fran pankreas. Mer omfattande kliniska studier med &nnu béttre spridning pa materialet (eg.
fler insulinresistenta hdstar) krévs for att utvdrdera detta resonemang. Resultaten fran vér studie visar
att risken for falskt positiva resultat vid OGT ér liten, vilket innebér att de hdstar som genom OGT
diagnosticeras som insulinresistenta med sékerhet ar korrekt identifierade, utifran de referensnivaer for
insulin som anvénts i denna studie.

Mgjliga felkallor vid ett oralt glukostoleranstest &r att skillnader i magséckstomning, hur snabbt
glukossirapen tillfors samt tarmens formaga till upptag kan ge falskt positiva eller falskt negativa svar
hos vissa individer. Fysiologiska variationer dr dock alltid nagot att vara medveten om vid orala
dynamiska tester och ingenting som helt gar att bortse ifran i varje enskilt fall. Genom att héstarna
fastades infor testet kan risken for felkéllor minskas dé detta leder till en storre standardisering av
testmaterialet.

Resultaten vid OGT korrelerar i studien ddrmed vidl med EHC. R-vérdet vid jdmforelse mellan
uppnadda peakvirden av insulin och respektive M/I-kvoter (r°=0,45) samt r-virdet vid korrelation
mellan insulinets AUC och M/I-kvoter (r’=0,49) var acceptabla. Dessa resultat innebér att det orala
glukostoleranstestet ger en generellt mycket hogre tillforlitlighet &dn fastevédrden av insulin och glukos,
vilka i ett flertal studier har visat sig ha lag tillforlitlighet for diagnostik av insulinresistens (Firshman
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& Valberg 2007; Treiber, Kronfeld & Geor 2006; Treiber & Kronfeld 2005; Kronfeld & Treiber
2005).

Syftet med att anvanda OGT for diagnosticering av insulinresistens

Idag finns inget tillforlitligt diagnostiskt verktyg att anvénda sig av {or att filtméssigt diagnosticera
insulinresistens. Fastevdrden av insulin och glukos dr, som namnt ovan, opalitliga och en stor
normalvariation finns mellan individer. Ett stort behov av att hitta en alternativ diagnostisk metod
finns ddrmed.

Ingen av de histar som anvéndes i studien hade vid OGT eller EHC kliniska tecken pé insulinresistens
och skulle fenotypiskt inte bedomas befinna sig i riskzonen for att vara insulinresistenta. Dessa héstar
skulle d& med stor sannolikhet aldrig provtas genom OGT eftersom ingen misstanke om
insulinresistens skulle foreligga. Trots detta gav sdvdl OGT som EHC utslag pa intermediér
insulinresistens hos flera individer i studien. Detta séger oss att en stor andel hdstar, som saknar
kliniska symptom pa insulinresistens, d&nda kan ligga i riskzonen att drabbas av fang eftersom de ar
delvis insulinresistenta subkliniskt. Eftersom vi efter tolkning av studieresultaten kan anta att kurvan
for kvantifiering av insulinresistensen ar hyperbol och att héstarna vid en specifik punkt gér dver
gransen fran att vara intermediért insulinresistenta utan kliniska symptom till att bli kliniskt
insulinresistenta héstar skulle man genom OGT kunna hitta de héstar som befinner sig i riskzonen for
att passera denna grans. Genom management skulle dessa héstar darefter kunna hallas pa ratt sida av
gransen genom att inte utsétta dem for riskfaktorer, vilket i praktiken innebér utfodring med hoga
WSC-halter, nagot som skulle kunna fa dessa hastar att bli sjuka i akut fing. Vid tolkning av det
hyperbola sambandet som ses i var studie (figur 5 och 6) kan vi anta att en liten forbattring av
insulinkénsligheten ger en uttalad sénkning av insulinresponsen efter sambandet dr exponentiellt
avtagande. Det orala glukostoleranstestet dr ddrmed kliniskt intressant da vi genom testet pa ett enkelt
satt kan utvérdera responsen och folja den dver tid genom upprepade tester. Testet ger dirmed en
mojlighet att folja héstarnas insulinkédnslighet och hur den fordndrar sig efter insatta atgérder for att
oOka insulinkénsligheten.

Det gér inte att avgora vid vilken specifik punkt, eller vid vilket specifikt insulinvirde vid en OGT,
som resultatet blir kliniskt relevant, eftersom vi inte vet vilka insulinnivaer de intermediart
insulinresistenta histarna kan komma upp till da de t.ex. sldpps pa bete eller genomgér ett plotsligt
foderbyte. Aven om en hiist pA OGT visar sig vara intermediért insulinresistent finns det inget som
talar om hur kraftigt insulinsvar just den individen fér vid exponering for hdga nivaer av WSC. Genom
ytterligare forskning kring detta skulle mer specifika riktlinjer kunna fas géllande hur testresultaten vid
OGT ska tolkas for att pa basta sitt kunna dterspegla den kliniska relevansen. Det ska alltid tas i
beaktande att det dr en stor variation i insulinsvar mellan individer och en otydlig grans mellan
grupperna, vilket gér det omdjligt att & en helt séker testmetod, falskt negativa/positiva kommer alltid
att finnas till viss grad.

Det orala glukostoleranstestet kan bli en viktig del i utvecklandet av en strategi for diagnostik och
pafdljande management av insulinresistenta héstar. Att genom en enkel och lattillginglig metod kunna
diagnosticera insulinresistenta héstar kan fungera som motivation for djurdgare for att genomfora
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dietéra atgdrder och motionera sin hést mer. Uppfoljande provtagning kan goras efter behandling och
tillsammans med vigning/métning av omfang och klinisk undersokning bekréfta att
behandlingsresultat har natts och insulinkénsligheten har okat.

Vidareutveckling av OGT for sakrare diagnostik

I manga kliniska situationer kommer provtagning for OGT utforas i samband med ett aterbesok hos en
hést med klinisk fdng. Dessa héstar kommer ofta att sta pa, eller precis ha avslutat, behandling med
NSAID (non steroid inflammatory drugs). Det skulle darfor vara intressant att jaimfora héstar under
behandling med héstar som inte har behandlats for att se om nagon statistisk signifikans kan ses
mellan dessa tva grupper, Studier har ndmligen visat att smérta leder till 6kad insulinresistens pa grund
av en 0kad utsondring av kortisol som i sin tur bland annat forsamrar funktionen av proteiner
involverade i insulinsignalering (Bailey & Elliott 2007; Tiley et al. 2008) och ddrmed bor det utredas
huruvida detta &r av klinisk betydelse vid OGT och kan ge falskt positiva testresultat p& grund av
tillfillig insulinresistens till foljd av dkade kortisolnivaer. Aven utvirdering av hur stress paverkar
testresultaten vore av virde da stress i tidigare studier har visats paverka testresultat vid CGIT (Brojer
et al. 2013). OGT kommer dock i de allra flesta fall att utforas i histarnas hemmiljo utan pataglig
stress, men provtagning ér i sig alltid en stressfaktor och testet kan dven komma att anvandas for
patienter pé klinik eller djursjukhus.

Att jaimfOra en grupp héstar med foregdende fingepisoder med en frisk kontrollgrupp for att se om
skillnader forekommer som &r signifikanta mellan grupperna vore av virde for ytterligare validering
av metoden, &n s lange &r enbart kliniskt friska héstar testade. Dessutom bor sméartpaverkade histar
drabbade av fang genomgé ett OGT och dérefter jamforas med sina egna resultat pa ett OGT da smérta
¢j ldngre forekommer for att fa en utvirdering av huruvida smérta hos héstar sjuka i fing péverkar
resultatet for individer vid ett OGT. Genom att géra denna jamforelse kan man avgdra huruvida det
spelar nagon roll om OGT genomfors under det akuta, smértsamma, stadiet av sjukdomen eller e;.
Dock ska risken med att tillféra en storre bolus av glukos till hdstar som ar sjuka i klinisk fang alltid
beaktas da glukosgivan kan ge upphov till en hyperglykemi och en uttalad hyperinsulinemi vilket kan
forvarra symptomen. Glukosdosen som tillfors histen vid det orala glukostoleranstestet dr dock
relativt 1dg och borde ddrmed utgora en mycket liten risk.

KONKLUSION

Det orala glukostoleranstestet ar ett bra alternativ till métning av blodnivéer av fasteinsulin och
fasteglukos som diagnostisk metod av insulinresistens i filt.

Jamfort med CGIT 4ar testet mindre tidskrdvande och mindre invasivt, glukosgivan kan ges av
djurdgaren och veterindr kan dérefter vara pa plats i stallet for provtagning 60-90 minuter senare (da
flest histar uppnér sitt peakvirde for insulin). For att felkillor inte ska uppsta krévs noggranna
skriftliga och muntliga instruktioner till djurdgaren gillande féregaende fasta under natten samt hur
och nér glukoset ska tillféras histen. Glukossirapen ar lattillginglig och finns att kdpa i vanliga
matbutiker till en 1ag kostnad.

Studien inkluderade endast 14 kliniskt friska hédstar och ytterligare utvardering av OGT kravs darfor.

Utvirdering kan ske kontinuerligt genom att applicera metoden pa faltméssiga forhallanden genom att
lata kliniskt verksamma veterindrer anvinda OGT och ddrmed sammanstélla vilka resultat som fas vid
dessa tester. Cut-off nivderna kan behdva justeras om det utokade provmaterialet visar pa resultat som
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gor detta befogat. Vissa provtagna héstar kan, om behov och intresse finns, kvantifieras med EHC for
att kontrollera testresultaten, till exempel individer som dr fenotypiskt insulinresistenta men som inte
blir det pd OGT. Det orala glukostoleranstestet &r en del i att na 6kad kunskap och forstéelse for den
okande fangproblematiken hos dagens hastpopulation och kan bli ett viktigt hjalpmedel vid utredning
av metabol sjukdom hos hist.
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