En ny experimentell djurmodell for att studera
amnesomsattningsrubbningar hos hast

Slutrapport

Mal med studien

Huvudsyftet med denna studie var att genom en standardiserad forsoksmodell simulera
de tidiga metabola fordndringar man ser hos histar med endotoxinemi, fang och ekvint
metabolt syndrom for att pa sa sitt kunna studera mekanismerna bakom perifer
insulinresistens och rubbningar i fettmetabolismen pa hist. Att fa denna information &r ett
nodvindigt forsta steg i att kunna utveckla framgangsrika behandlingsstrategier for ett
sjukdomsproblem som i dagslidget oftast inte svarar pa olika terapeutiska atgéirder eller
fordandringar i foderstaten.

Pa humansidan &r det vl beskrivet att intensivardspatienter utvecklar en 6vergaende typ 2
diabetes, sa kallad stressdiabetes (Wolfe et al. 1987, Wolfe and Martini, 2000, Lazzeri et al. 2009).
Dessa patienter far hoga blodsockervirden (blodglukos) till f61jd av en nedsatt kdnslighet for
insulin i kombination med en 6kad produktion av glukos i levern. Det som stimulerar leverns
glukosproduktion &r bland annat forhojda nivaer av cirkulerande cytokiner, tillvixthormoner
(GH), glukagon och kortisol (Lang et al. 1992, Khani and Tayek 2001). De hoga
blodsockervirdena man ser hos intensivvardspatienter har visat sig vara kopplade till 6kad
dodlighet (van den Berghe et al. 2001, Corstjens et al. 2006). Man har ocksa visat att det finns en
koppling mellan hoga glukosnivaer i blodet och uppkomsten av postoperativa infektioner hos
traumapatienter (Yendarmuri et al. 2003). Intensivvardspatienter har ocksa forhojda nivaer av
blodfetter (triglycerider) och laga nivaer av de olika fettfraktionerna; det goda HDL-kolesterolet
(high-density lipid) och det daliga LDL-kolesterolet (low-density lipid) (Wendel et al 2007). Hos
histar med kolik har man visat forhdjda koncentrationer av blod- och vivnadsglukos samt
plasmaglycerol (Hollis et al. 2007, Edner et al. 2007, 2009)

Foljande fragestdllningar skulle besvaras;

* Hur ser det hormonella svaret ut avseende insulin, kortisol och tillvixthormon i det tidiga
skedet i utvecklandet av diabetes typ 2-liknande tillstand hos hést?

* Vilken betydelse har fettvivshormonerna leptin och adiponectin for rubbningar i fett

och kolhydratmetabolismen i det tidiga skedet i utvecklandet av diabetes typ 2-liknande
tillstand hos hist?

* Far hésten liknande fordndringar i triglycerider, HDL, samt LDL och kolesterol som

de som ses hos minniska vid diabetes typ 2-liknande tillstand hos hést?

* Sker det lokala metabola fordndringar i muskeln (laktat, pyruvat, glycerol) i det tidiga
skedet i utvecklandet av diabetes typ 2- liknande tillstand hos hést?

* Finns det ett samband mellan endotoxinkoncentrationerna i blod och graden av hormonella
och metabola fordandringar?

Forsoksprotokoll

Hiistar

10 varmblodiga travare som #dgdes av institutionen for kliniska vetenskaper, SLU, och som
inte uppvisade kliniska symptom pa sjukdom anvéndes i studien.



Forsoksdesign
Prospektiv, experimentell studie. Etiskt tillstand finns for projektet.

Metoder

Forsoksutforande

Dagen fore infusionen lades en mikrodialyskateter i gluteusmuskulaturen for instillande av
steady-state. Vid dagen for infusionen lades venkatetrar i hdger respektive vénster halsven for
kontinuerlig infusion av endotoxiner respektive blodprovsdragning. Histen fick sedan vila i
boxen i ca 30 minuter efter instrumentering, dérefter togs alla O-prover (blodprover,
mikrodialys, fysiologiska parametrar). Darefter gavs en kontinuerlig infusion av endotoxin
(E.coli 055:B55) i en dos av 84 ng/kg/timme (total dos 500ng/kg kroppsvikt utspitt i 1000 ml
koksalt) under 6 timmar med hjélp av en infusionspump.

Provtagning

Blodprover for analys av hormoner metabola parametrar samt syra-bas balans togs. For att
kunna kontrollera att endotoxininfusionen gav upphov till ett inflammatoriskt svar
analyserades den vita blodbilden. For att fa normalvirden togs blodprover k1 08, 11, 14, 17
samt kl 20 dagen fore infusionen. Vid dagen for infusionen togs blodprover omedelbart fore
infusionen start, varje timme under infusionen och upp till 6 timmar efter infusionens slut.
Direfter togs blodprover varannan timme i ytterligare 6 timmar. Under de resterande 60
timmarna togs blodprover var tredje timme. Totalt togs 40 blodprover/hist.

Mikrodialys for analys av glukos, glycerol, lakat, urea och pyruvat samlades kontinuerligt
under 60 minuter fran en dialyskateter placerad i héstens gluteusmuskulatur
(bakdelsmuskulatur). Prover samlades i samma intervall som blodproven. Totalt togs 26
mikrodialysprover/hést.

Overvakning

Fysiologiska parametrar (ex. allméntillstand, temperatur, hjirtfrekvens, andningsfrekvens,
slemhinnor, auskultation av hjirta, lungor och bukljud samt notering av tréick konsistens och
urinavgang mm.) Fysiologiska parametrar kontrollerades var 30 min under infusionen av
endotoxin och var 30 min under de forsta 4 timmarna efter infusionens slut. Dérefter
kontrollerades status varje 3 timma under det forsta dygnet efter infusionens slut och 2
ganger/dygn de resterande 2 dagarna. EKG for tradls registrering av hjartfrekvens och rytm
applicerades med hjilp av klisterelektroder pa histens brostkorg och mage. EKG och
blodtryck registrerades kontinuerligt under infusionens samt 3 timmar efter infusionens slut.

Uteblivna analyser

Da adiponektinanalysen forsvunnit fran marknaden nir det var dags att analysera vara prover
kunde denna analys ej utforas. Vad giller glukagonanalyserna hade kostnaden for denna dkat
markant varfor denna analys fick utga da den inte rymdes inom budgeten for detta projekt.

Resultat

Samtliga héstar uppvisade lindriga och 6vergaende symptom pa endotoxinemi i form av
nedsatt AT, feber, forhojd andnings- och hjirtfrekvens samt nedsatt tarmmotorik.
Kroppstemperaturen 6kade under infusionen och nadde en maxtemperatur pa 40.5 + 0.4 °C
efter 6 timmars infusion. Medelkroppstemperaturen minskade sedan langsamt men var
fortfarande signifikant hogre jamfort med basalvéirdena under de forsta 24 h efter infusionens
slut. De kliniska tecknen pa endotoxinemi hade forsvunnit hos alla héstar 72 timmar efter
infusionens slut.



Syra-bas, Hematologi samt PG

Ingen av histarna fick nagon pataglig paverkan pa syra-bas balansen. Infusionen av endotoxin
orsakade en kraftig leukopeni och neutropeni (ca 2 h infusion) och som kvarstod under hela
infusionsperioden for att sedan gradvis 6verga i en leukocytos. Denna leukocytos kvarstod 72
timmar efter infusionens slut. Prostaglandinfrisittningen visade i likhet med andra studier en
bifasisk kurva med en initial stegring under den forsta timmen av infusionen for att sedan
plana ut och dérefter ater stiga efter ca 2 h infusion.

Glukos samt insulin

Haistarna utvecklade en kraftig men snabbt 6vergaende hyperglykemi och hyperinsulinemi
under endotoxininfusionen. Ytterligare en insulinstegring skedde vid 16 till 24 timmar efter
endotoxininfusionens start, men denna stegring var mindre uttalad. Glukoskoncentrationen
var stabil under hela perioden efter endotoxininfusionens slut.

Hiéstarnas insulinké@nslighet utvirderades genom kalkylering av RISQI (reciprocal of the
square root of insulin) (Treiber et al. 2005). Efter endotoxininfusionens slut utvecklade
histarna en insulinresistens som sedan kvarstod under 30 timmar.

Triglycerider, lipoproteiner, fria fettsyror

Endotoxininfusionen gav markanta forhdjningar i nivan av triglycerider i blodet. Alla
lipoproteinfraktioner (VLDL, LDL, HDL) steg men 6kningen var storst i VLDL fraktionen.
Triglyceridfordandringarna intridffade sent i forloppet (48-72 h efter infusionens slut). Inga
forandringar sags i kolesterolfraktionen av lipoproteinerna. De fria fettsyrorna steg 12-24 efter
infusionens slut och foregick dédrmed 6kningen i triglycerider.

Kortisol samt GH

Samtliga histar fick ett okat kortisolpaslag samt en kraftig sankning av koncentrationen
tillvaxthormon i slutet av endotoxininfusionen. Kortisolkoncentrationen nadde sin peak vid
tidpunkten for endotoxininfusionens slut. Kortisolninvan borjade sedan sjunka langsamt for
att normaliseras ca 30 timmar efter infusionens slut. Tillvaxthormonkoncentrationerna (GH)
sjonk markant i slutet av infusionsperioden och lag kvar lagt (ca 50 % reducerat) 72h timmar
efter infusionens slut.

Mikrodialys
Mikrodialysdata visade att laktat samt pyruvat steg dramatiskt i muskeln under infusionen och

att dessa virden 1ag kvar hogt dven 1,5 dygn efter infusionens slut. Detta tyder pa en
accelererad glykolys som Overstiger citronsyracykelns kapacitet. Glukoskoncentrationerna
uppvisade stora fluktuationer under infusionen samt de nirmaste timmarna efter infusionens
slut. Aven glycerol uppvisade stora individuella variationer under infusionen.

Konklusion
e Hur ser det hormonella svaret ut avseende insulin, kortisol och tillviixthormon i det tidiga
skedet i utvecklandet av diabetes typ 2-liknande tillstind hos héist?

Trots de kliniska symptomen pa endotoxinemi, 6kat inflammations- och kortisolpaslag samt
insulinresistens sa uppvisade héstarna normala glukoskoncentrationer. Vuxna héstar far sillan
forhojda glukoskoncentrationer trots att de &r uttalat insulinresistenta tillskillnad fran
méinniskor som vid insulinrestens ofta blir hyperglykemiska. En forklaring till denna skillnad



mellan arterna skulle kunna vara det faktum att koncentrationen GH verkar sjunka hos hést i
samband med tidig endotoxinemi. GH: s stimulerande effekt pa leverns glukosproduktion
minskar ddarmed vilket kan vara en faktor som gor att blodglukoset inte stiger lika mycket som
hos ménniska diar man ser kraftigt stegrade nivaer av GH i samband med endotoxinemi.

¢ Vilken betydelse har fettvivshormonerna leptin och adiponectin for rubbningar i fett
och kolhydratmetabolismen i det tidiga skedet i utvecklandet av diabetes typ 2-liknande
tillstand hos hdst?

Leptinkoncentrationerna paverkades ej av endotoxininfusionen. Konklusionen blir darfor att
fettviavshormonet leptin inte har nagon betydelse for den tidiga fasen av utvecklandet av
stressdiabetes hos hist.

Da adiponektinanalysen utgatt pa marknaden kunde denna analys inte utforas.

 Far hdsten liknande fordndringar i triglycerider, HDL, samt LDL och kolesterol som
de som ses hos mdnniska vid diabetes typ 2-liknande tillstand hos hdist?

Pa minniska har man visat att intensivvardspatienter har forhojda nivaer av blodfetter
(triglycerider) och laga nivaer av de olika fettfraktionerna; det goda HDL-kolesterolet (high-
density lipid) och det daliga LDL-kolesterolet (low-density lipid) (Wendel et al 2007).
Resultaten visar att histar framforallt far en stegring av triglycerider och att 6kningen var
storst i VLDL fraktionen. Dessa forindringar paminner om de man ser hos héstar med
hyperlipemi. Det dr forsta gangen detta rapporterats hos hist. Nagra forandringar motsvarande
de man ser hos minniska i kolesterolfraktionen gick ej att se. Resultaten fran denna studie
bekriftade pilotstudiens resultat att histar uppvisar mycket senare fordndringar i
fettmetabolismen jamfort med andra djurslag. Sammantaget tyder detta pa att den mekanism
som reglerar fettmetabolismen dr annorlunda pa hast jamfort med ménniska.

e Sker det lokala metabola fordndringar i muskeln (laktat, pyruvat, glycerol) i det tidiga
skedet i utvecklandet av diabetes typ 2- liknande tillstdand hos héist?

Mikrodialysdata visar att endotoxinfusionen inducerar en kraftigt accelererad glykolys och att
denna kvarstar en langre tid dven efter det att infusionen avslutats. Den bakomliggande
orsaken till detta gar bara att spekulera i men kan tinkas bero pa en kombination av ett 6kat
paslag av stresshormon (katekolaminier och kortisol) och en perifer insulinresistens.

* Finns det ett samband mellan endotoxinkoncentrationerna i blod och graden av hormonella
och metabola fordndringar?

Endotoxiner kunde endast detekteras i plasma vid enstaka tillfillen pa enstaka héstar vilket
sannolikt reflekterar det faktum att levern hinner med att metabolisera endotoxinet i den takt
som krivs for att ndgra forhojda nivaer inte ska upptrida i blod. Det gick darfor inte att
korrelera endotoxinkoncentrationerna till de metabola eller hormonella férdndringarna.

Resultatformedlingsplan
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Brojer J, Edner A, Nostell K, Carbohydrate and fat metabolism in Equine Endotoxemia.

Nostell K, Edner A, Brojer J, Cardiovascular response in Equine Endotoxemia

Foredrag och forelidsningar

Delar av dessa data har presenterats for Svenska Islandshéstféreningens foretagarseminarium
I Uppsala 29-30 okt, 2011.

Veterindrmotet 2012

De nya ronen angaende metabolismen hos histar med endotoxinemi kommer delvis att
presenteras for allménpraktiserande veterinérer i samband med veterindrmétet HT 2012 under
rubriken kolik.

I manuskript

Brojer J, Edner A, Nostell K, Carbohydrate and fat metabolism in Equine Endotoxemia.

Nostell K, Edner A, Brojer J, Cardiovascular response in Equine Endotoxemia

Edner A, Brojer J, Nostell K, Muscle metabolic changes during experimental endotoxemia in
horses, analysed by microdialysis techniques.

Detta dr de studier som &r under bearbetning men vi riknar med att det kommer komma fler
publikationer inom ramen for detta projekt.
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Huvudsyftet med denna studie var att genom en standardiserad forsoksmodell efterlikna

de tidiga &mnesomsittningsrubbningar man ser hos héstar med endotoxinemi, fang och ekvint
metabolt syndrom for att pa sa sétt kunna studera mekanismerna bakom perifer
insulinresistens och rubbningar i fettomséttningen pa hist. Att fa denna information &r ett
nodviandigt forsta steg i att kunna utveckla framgangsrika behandlingsmetoder for ett
sjukdomsproblem som i dagsldget oftast inte svarar pa olika behandlingsatgérder eller
forandringar i foderstaten.

Pa ménniska ar det vil beskrivet att intensivvardspatienter utvecklar en 6vergaende typ 2
diabetes, sa kallad stressdiabetes. Dessa patienter far hga blodsockervirden (blodglukos) till
foljd av en nedsatt kinslighet for insulin i kombination med en 6kad produktion av glukos i
levern. Den 6kade produktionen av glukos i levern &r delvis orsakad av att man far ett 6kat
paslag av tillvixthormon. Resultaten fran denna studie visade att histar inte far nagot okat
paslag av tillvixthormon vid endotoxinemi, utan istdllet uppvisar kraftiga sinkningar av
tillvixthormon i blodet. Detta skulle kunna forklara varfor héstar, till skillnad fran méanniskor,
sdllan far hoga blodglukosvirden i blodet trots att de dr mycket sjuka.

Studien visade ocksa att hidstar med endotoxinemi har en avvikande fettomséttning jamfort
med ménniska. Pa minniska har man visat att intensivvardspatienter har forhojda nivaer av
blodfetter och laga nivaer av de olika fettfraktionerna; det goda HDL-kolesterolet (high-
density lipid) och det daliga LDL-kolesterolet (low-density lipid). Resultaten fran denna
studie visar att histar framforallt far en kraftig stegring av blodfetterna men att kolesterolet
inte paverkas i namnvird utstrickning. Dessa fordndringar paminner om de man ser hos
hastar med hyperlipemi. Det &r forsta gangen detta rapporterats hos hist. Fordandringarna i
fettmetabolismen uppstod ocksa sent i forloppet jamfort med andra djurslag. Sammantaget
tyder detta pa att den mekanism som reglerar fettmetabolismen &r annorlunda pa hast jamfort
med ménniska.

Sammanfattningsvis skiljer sig histen fran ménniskan i bade fettmetabolism och det
hormonella svaret vid endotoxinemi eller sk. stressdiabetes. Da mycket av de
behandlingsmetoder man har idag baseras pa resultat fran mianniskostudier kommer dessa
resultat ha stor betydelse nédr man utformar behandlings- och utfodringsstrategier for sjuka
hastar i framtiden. Forhoppningsvis kan detta pa sikt leda till minskad djurlidande och
forkortade vardtider for vara sjuka héstar.



