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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Bedeutung der Pferde und Ponys hat sich im Laufe der Jahrhunderte deutlich
gewandelt. Enemals wichtig in der Kavallerie und zur Bewaltigung der taglichen
Arbeit sind sie im heutigen Zeitalter meist Freizeitbegleiter und werden nur selten
korperlich wirklich beansprucht. Das Missverhaltnis zwischen zu wenig
Bewegung und zu hoher Energiezufuhr fuhrt nicht nur bei Menschen, Hunden
und Katzen (German 2006) zur Entstehung von Ubergewicht, sondern auch bei
unseren Equiden (Owers und Chubbock 2013).

Das schon seit dem Anfang des 19. Jahrhunderts bekannte humane
metabolische Syndrom wird haufig als Wohlstandskrankheit angesehen und hat
in dem erstmals 2002 beschriebenen, equinen metabolischen Syndrom (EMS)
einen namentlichen Partner in der Pferdemedizin bekommen (Johnson 2002).
Das humane metabolische Syndrom wird durch eine Reihe von Faktoren
charakterisiert, welche gemeinsam das Risiko fur die Entstehung der koronaren
Herzkrankheit, von Herzinfarkten, Schlaganfallen und Stoffwechselstérungen wie
Typ 2 Diabetes mellitus deutlich erhdhen. Im Gegensatz dazu stellt die bei
Pferden und Ponys mit dem EMS auftretende Hufrehe das bedeutsamste
gesundheitliche Problem dar. Neben einer  Optimierung  des
Haltungsmanagements der Tiere wurde bereits in wenigen Studien die Wirkung
einiger Pharmaka untersucht. Das Antidiabetikum Metformin wird seit vielen
Jahren erfolgreich bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 in der Humanmedizin
eingesetzt. Studien zu Metformin bei gesunden Pferden (Rendle et al. 2013)
beziehungsweise nach relativ kurzem Einsatz bei EMS Patienten (Vick 2006,
Tinworth et al. 2012) ergaben widersprichliche Ergebnisse. Gleichwohl wird die
Substanz zumindest als unterstitzende Malinahme im angloamerikanischen
Bereich empfohlen (Frank et al. 2010, Frank und Tadros 2014, Morgan et al.
2015).

Ziel der eigenen randomisierten, doppelt verblindeten Cross-over Studie war es,
die Auswirkungen einer dreimonatigen Gabe von Metformin auf den Insulin- und
Glukosestoffwechsel bei an EMS erkrankten Pferden und Ponys im Feld zu

untersuchen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 DAS EQUINE METABOLISCHE SYNDROM

Erstmals fiel der Begriff des equinen metabolischen Syndroms (EMS) im Jahre
2002, als Johnson den Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Adipositas,
Insulinresistenz und Hufrehe beschrieb (Johnson 2002). Acht Jahre spater
formulierte ein Expertenkomitee ein ,Consensus Statement” um diesen Begriff
genauer zu definieren (Frank et al. 2010). Das gemeinsame Auftreten von
Adipositas beziehungsweise Obesitas, Insulinresistenz/Hyperinsulinamie und
Hufrehe (bzw. nur der Pradisposition dafir) wird seitdem unter dem Begriff des
EMS zusammengefasst. Zusatzlich konnen die betroffenen Tiere Probleme wie
Hypertriglyzeridamie, Dyslipidamie, Hyperleptinamie, gesteigerte
Entzindungsmarker, Hypertension und einen gestorten Reproduktionszyklus
aufweisen (Gentry und Thompson 2004, Frank et al. 2006, Treiber et al. 2006a,
Vick 2006, Carter et al. 2009a). Betroffen sind tendenziell eher Equiden unter 15
beziehungsweise 18 Jahren (Johnson 2002, Frank et al. 2010). Als pradisponiert
gelten zahlreiche Ponyrassen wie Welsh-, Dartmoor- und Shetlandponys,
Norweger, aber auch Morgan Horses, Paso Finos, Araber, Saddlebreds, Quarter
Horses und Tenessee Walking Horses (Johnson 2002, Frank 2011). Treiber et
al. konnten bei einer Untersuchung an insgesamt 160 Welsh- und Dartmoorponys
auch eine genetische Komponente flir die Entwicklung eines metabolischen
Syndroms nachweisen (Treiber et al. 2006a). In einer weiteren Studie wurden
deutliche Rasseunterschiede zwischen Ponys, Andalusiern und Trabern in

Bezug auf den Insulin- und Glukosestoffwechsel aufgezeigt (Bamford et al. 2014)

Namentlich wurde das equine metabolische Syndrom angelehnt an das humane
metabolische Syndrom, welches eine Zusammenfassung von Risikofaktoren fir
die Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen wie Arteriosklerose,
Herzinfarkt und Schlaganfall sowie der Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus

Typ 2 darstellt.

Der klinisch und tierschutzmafig wichtigste Aspekt bei EMS Patienten besteht in
der Entwicklung von Hufreheschiben (Frank 2011). Pferde zeigen nur sehr

selten eine Erschopfung des Pankreas mit einem damit einhergehenden
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Diabetes mellitus Typ 2, sondern meist eine sogenannte kompensierte
Insulinresistenz mit Hyperinsulinamie (Durham et al. 2009, Johnson et al. 2012).
Die drei Hauptkomponenten des equinen metabolischen Syndroms und ihre
Pathogenese stehen in engen Wechselbeziehungen zueinander und werden im

Folgenden eingehender erlautert.

2.1.1 Adipositas - Obesitas

Generalisierte Obesitas oder ,Adipositas”, bedeutet per Definition ,krankhaftes
Ubergewicht, das zu gesundheitlichen Beeintrachtigungen flhrt“ (Dornbliith und
Pschyrembel 2004). Dieses Problem, welches bei Menschen (Véizke et al. 2015)
sowie Hunden und Katzen (German 2006) gleichermal3en bekannt ist, macht

auch vor dem ,Haustier® Pferd nicht halt.

Recht aktuelle Untersuchungen in Schottland, England und Danemark haben
gezeigt, das 20 bis 45% der untersuchten Pferde als tUbergewichtig einzustufen
waren (Wyse et al. 2008, Stephenson et al. 2011, Giles et al. 2014, Jensen et al.
2015). Auffallig ist hierbei die Tendenz von Besitzern, ihren Tieren einen
niedrigeren Body condition score (BCS) zuzuordnen, als dies unabhangige
Untersucher tun wirden. In einer Studie an 300 erwachsenen Pferden in Virginia-
Maryland/ USA wurden sogar 51% der untersuchten Pferde als Ubergewichtig
oder fettleibig eingestuft (Thatcher et al. 2012). Allerdings ist zu bericksichtigen,
dass die Pravalenz von Ubergewicht oder Fettleibigkeit wahrend der
Weidesaison in den Sommermonaten deutlich hdher ist als in den Wintermonaten
(Giles et al. 2014). Weitere Autoren betonen, dass Fettleibigkeit bei Pferden als
ernstzunehmendes Problem immer haufiger zu beobachten ist (Owers und
Chubbock 2013) und auch als solches erkannt wird (Frank 2011). Dabei wird eine
generalisierte Adipositas meist mithilfe eines mehrstufigen Body condition score
semiquantitativ erfasst (Henneke et al. 1983, Carter et al. 2009a, Frank 2011).
Ein ausgepragtes Fettdepot im Bereich des Mahnenkamms ist typisch fir eine
regionale Adipositas bei Pferden und Ponys und wird als "cresty neck" (CN)
bezeichnet (Frank 2011). Hierfur haben Carter und Kollegen eigens ein
Punktesystem, den ,cresty neck score“ (CNS) entwickelt, der eine objektivere
Beurteilung dieser Korperregion erlaubt. Die Autoren konnten einen
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Zusammenhang zwischen dem CNS und erhohten Insulin- und Triglyceridwerten
nachweisen (Carter et al. 2009a). Dabei gilt ein CNS von = 3 (von 5) als Ublich
fur EMS Patienten (Frank et al. 2010). Weitere typische Lokalisationen fur
Fettdepots bei einer regionalen Adipositas von Pferden mit dem equinen
metabolischen Syndrom sind der Schweifansatz, die Region hinter der Schulter
und die Euter- beziehungsweise Praputialregion (Frank et al. 2010, Johnson et
al. 2010, Frank 2011).

Ebenso wie bei anderen Spezies wird auch beim Pferd die dauerhafte, iber dem
Bedarf liegende Zufuhr an Nahrstoffen in Kombination mit einem Mangel an
Bewegung flr die Entstehung der Fettleibigkeit verantwortlich gemacht (Buff et
al. 2006, Radin et al. 2009, Frank et al. 2010).

Fettgewebe ist nicht nur ein Energiespeicher, es ist vielmehr als aktives
endokrines Organ anzusehen (Radin et al. 2009). Wenn Fettgewebe an Masse
zunimmt und Adipozyten ihre maximale Speicherkapazitat erreichen, hat das
eine Dysregulation der Adipokinfreisetzung zur Folge, die insbesondere pro-
inflammatorische Zytokine ansteigen lasst (Kashyap und DeFronzo 2007, Radin
et al. 2009). Bei Menschen und Ratten wird dem viszeralen Fettgewebe im
Hinblick auf die Pathogenese von mit Ubergewicht assoziierten Erkrankungen
die bedeutendste Rolle, insbesondere hinsichtlich Entzindungsreaktionen,
zugeordnet (Lefebvre et al. 1998, O'Rourke et al. 2009). Beim Pferd hingegen
scheint im Hinblick auf eine erhohte Entzindungsbereitschaft nicht das viszerale
Fettgewebe, sondern das Fettgewebe im Bereich des Nackens eine besondere
Rolle zu spielen. An dieser Lokalisation lassen sich signifikant hohere
Konzentrationen an mRNA fur Interleukin 1 und 6 nachweisen als in anderen
Fettgeweben (Burns et al. 2010). Mehrere Studien belegen, dass auch beim
Pferd Fettleibigkeit mit einer Erhéhung von Entziindungsmediatoren und einer
Verringerung der Insulinsensitivitat einhergeht (Vick et al. 2007, Carter et al.
2009a, Suagee et al. 2013). So konnten Vick et al. (2007) in einer Untersuchung
an 60 Stuten signifikante Korrelationen zwischen einem erhdhten BCS und dem
Korperfettanteil (r = 0,90) sowie Korrelationen dieser beiden Aspekte mit einer
verringerten Insulinsensitivitat (r = -0,57 und r = -0,64) sowie der gesteigerten

Konzentration von Entzindungsmediatoren wie dem Interleukin 1 (r = 0,40 bzw.

4
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0,42) feststellen. Auch in einer weiteren Untersuchung wird die Korrelation
zwischen der Konzentration von Serum Amyloid A (SAA) und dem BCS (r = 0,27;
p = 0,007) bzw. Insulin (r = 0,37; p < 0,001) hervorgehoben (Suagee et al. 2013).
Dies wird durch die Studie von Carter et al. (2009a) unterstitzt, bei der
Ubergewichtige oder fettleibige Ponys signifikant haufiger eine Hyperinsulinamie
von = 30 mU/l aufwiesen als Normalgewichtige. Der geringgradige
Entzindungsstatus, der durch vermehrtes Fettgewebe und erhohte freie
Fettsduren hervorgerufen wird, spielt eine Schllsselrolle bei der Entstehung
einer Insulinresistenz, da erhohte Zytokinlevel die Insulinsignalwege in

peripheren Geweben hemmen (Kashyap und DeFronzo 2007).

2.1.2 Insulinresistenz/ Hyperinsulinamie

Der Begriff der Insulinresistenz beschreibt eine zu geringe Reaktion von
insulinsensitiven Geweben, wie zum Beispiel Muskelzellen, Fett- und
Lebergewebe, auf das Hormon (Kahn 1978, Frank und Tadros 2014). Dies wird
unter anderem mit einer Dysfunktion von Glukosetransporter Typ 4 (GLUT-4) in
Skelettmuskelzellen und Fettgewebe erklart (Waller et al. 2011). GLUT-4 ist ein
Membrantransportprotein, welches in Vesikeln verschiedener Zellen bei
Saugetieren vorliegt, insulinabhangig in die Zellmembran integriert wird und dort
fur die Glukoseaufnahme in die Zelle sorgt. Die Folgen der Insulinresistenz sind
eine beeintrachtigte Glukoseaufnahme ins Gewebe, eine gesteigerte
Glukosesynthese in der Leber und eine gesteigerte Lipolyse, welche wiederum
einen Anstieg der zirkulierenden freien Fettsauren zur Folge hat (Frank und
Tadros 2014). Beim Pferd ist eine Insulinresistenz im Regelfall mit einer
Hyperinsulinamie und Euglykdmie assoziiert (Frank 2009). Ob nun die
Hyperinsulinamie die Folge oder die Ursache der Insulinresistenz darstellt ist
fraglich (Frank und Tadros 2014), da auch eine chronische Hyperinsulinamie in
einer Herabregulierung der Insulinrezeptoraktivitdt und der nachfolgenden
Prozesse resultiert (Shanik et al. 2008). Die vermehrte Sekretion von Insulin
aufgrund einer schlechteren Insulinsensitivitat des Gewebes wird auch beim
Pferd als kompensierte Insulinresistenz bezeichnet (Treiber et al. 2005, Durham
et al. 2009, Johnson et al. 2012). Eine zusatzliche Ursache fir die regelmaRig
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bei EMS Patienten zu beobachtende postprandiale Hyperinsulinamie kdnnte eine
erhohte Stimulation der BR-Zellen des Pankreas durch Inkretine darstellen.
Inkretinhormone wie das glucagon-like peptide 1 (GLP-1) und glucose dependent
insulinotropic polypeptide (GIP) werden nach der Aufnahme von Zuckern, Fett
und Aminosauren aus Dinndarmzellen freigesetzt. Sie regen die Insulinsekretion
an und verlangsamen die Magenentleerung (Frank und Tadros 2014). Die
Ergebnisse der zu diesem Thema beim Pferd existierenden Studien zeigen zwar
einen Zusammenhang zwischen dem aGLP-1 und Insulin bei EMS Patienten
(Chameroy et al. 2016, de Laat et al. 2016b), konnten jedoch keine signifikanten

Unterschiede zu gesunden Tieren nachweisen (Chameroy et al. 2016).

Auch eine verminderte Elimination von Insulin durch die Leber kann zu einer
Hyperinsulinamie beitragen, da im Normalfall ein Grofteil des von den R-Zellen
des Pankreas sezernierten Insulins aus dem Pfortaderkreislauf herausgefiltert
wird, bevor es das periphere Zirkulationssystem erreicht. Mithilfe der Messung
des bei der Synthese von Insulin anfallenden C-Peptids konnte nachgewiesen
werden, dass bei insulinresistenten Pferden ein niedrigeres C-Peptid zu Insulin
Verhaltnis als bei gesunden Tieren besteht (Toth et al. 2010). Das connecting
peptide (C-Peptid) verbindet die A- und B- Ketten des Proinsulins. Es wird bei der
Umwandlung von Proinsulin zu Insulin abgespalten und zusammen mit diesem
aus den R-Zellen des Pankreas ausgeschuttet. Da das C-Peptid in den gleichen
Mengen wie Insulin freigesetzt, aber nicht Uber die Leber ausgeschieden wird
und eine langere Halbwertszeit hat, wird bei physiologischem Insulinstoffwechsel
erwartet, dass hohere C-Peptid als Insulinkonzentrationen im Blut vorliegen. In
der Studie von Toth et al. (2010) lag die Insulinkonzentration bei gesunden
Pferden um 75% niedriger als die Konzentration des C-Peptids. Da aber die
Insulinkonzentration bei den EMS Patienten sogar um 5% hoéher lag als die
Konzentration des C-Peptids folgern die Autoren, dass die Hyperinsulinamie bei
diesen Tieren aufgrund einer Kombination aus einer gesteigerten
Insulinsekretion und einer reduzierten Insulinelimination der Leber zustande
kommt. Weiterhin ,....deuten die Ergebnisse dieser Untersuchung daraufhin, dass
die  hepatische Insulinausscheidung als Folge einer erhohten

Blutglukosekonzentration abnimmt* (T6th et al. 2010, Ubersetzung der Autorin).
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Die Folgen der Insulinresistenz und der Hyperinsulinamie bestehen in
zahlreichen veranderten Stoffwechselvorgangen, einem gestorten
Reproduktionszyklus, einer erhohten Anfalligkeit fur Hufreheschibe bei
Weideponys oder im schlimmsten Fall der Hufreheerkrankung selber. Dies wurde
eindrtcklich durch die Studien in der Arbeitsgruppe um Pollitt untermauert, bei
denen Insulininfusionen Uber 2-3 Tage zur Hufrehe bei allen Probanden fihrte
(Asplin et al. 2007, de Laat et al. 2010). Aber auch eine ,moderate”
Hyperinsulinamie mit Werten um 200 pU/ml durch die alleinige Infusion jener
Glukosemenge, die in den Versuchen mit Insulininfusion notwendig war, um den
euglykamischen Zustand beizubehalten, flhrte zu histologischen Veranderungen

der Huflamellen wie im ersten Hufrehe-Stadium (de Laat et al. 2012).

2.1.3 Hufrehe

Der dritte fur die betroffenen Tiere und ihre Besitzer meist bedeutsamste Aspekt
des equinen metabolischen Syndroms ist die Entstehung einer Hufrehe. Die
Pododermatitis aseptica diffusa ist auferst schmerzhaft und stellt die
ernsthafteste Erkrankung des Pferdehufes dar (Pollitt 2004). Dieser Autor
definiert die Hufrehe als eine Ablésung der lamellaren Verbindung zwischen der
distalen Phalanx und der inneren Hufwand. Im Lehrbuch ,Der Huf (Hrsg. Litzke)
wird die Erkrankung als eine ,diffuse Entziindung der Huflederhaut, die mit einer
Schadigung des Hufbeintragers einhergeht und im Extremfall zum vodlligen
Funktionsverlust des Hufbeintragers und zum Ausschuhen® fuhrt (Kap. 10.6.6
Hufrehe; Litzke 2012) beschrieben. Dabei ist bekannt, dass es bereits im
symptomlosen Initialstadium zu irreversiblen Gewebsschaden am Hufbeintrager
kommt (Budras 2005). Das bereits genannte Entstehungs- bzw. Initialstadium ist
das erste Stadium der Hufrehe. Das zweite Stadium besteht aus der akuten
Phase, welche mit dem typischen Hufreheschmerz einhergeht und bis zur
Verlagerung des Hufbeins in der Hufkapsel andauern kann. Das dritte,
chronische Stadium wird durch ebendiese Positionsveranderung, also eine
Absenkung und/oder Rotation des Hufbeins in der Hufkapsel, gekennzeichnet
(Pollitt 2004, Budras 2006). Aulder bei der einseitigen Belastungshufrehe, welche

beispielsweise durch das Schonen der kontralateralen Gliedmalle bei extrem
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schmerzhaften Prozessen wie Frakturen entsteht, sind meist beide Vorderhufe
oder sogar alle vier Hufe von einer Hufrehe betroffen. Die auslésenden Faktoren
sind vielfaltig und reichen von schwerwiegenden systemischen Erkrankungen,
die den Verdauungs-, Respirations- oder Genitaltrakt betreffen konnen, tber
mechanische Uberlastung bis hin zu endokrinologischen Ursachen (Pollitt 2004,
Geor und Frank 2009). Die endokrin verursachte Hufrehe stellt einen grof3en
Anteil an der Gesamtzahl der Hufreheerkrankungen (Geor und Frank 2009,
McGowan 2010). Dieser betrug bei einer Untersuchung in Finnland sogar 89
Prozent (32 von 36 Tiere), von denen zwei Drittel mit einer basalen
Hyperinsulindmie (ohne Hirsutismus) auffielen (Karikoski et al. 2011). Ahnlich
vielfaltig wie die auslésenden Faktoren der Hufrehe sind die Pathomechanismen
dieser Erkrankung. Grundlegend sind zwei Hypothesen zu nennen. Zum einen
besteht die Vasokonstriktionstheorie, welche eine Ischamie und Nekrose des
Hufbeintragers durch bislang nicht eindeutig bestimmte ,,gefaRaktive Mediatoren®
erklart. Zum anderen wird die Matrix-Metalloproteinasentheorie vertreten, bei der
die UbermafRige Aktivierung dieser Enzyme zu einer Separation der
dermoepidermalen Verbindung fuhrt (Kyaw-Tanner und Pollitt 2004). Es wird
jedoch betont, dass ,der gleichzeitige Ablauf mehrerer Kaskaden unter
gegenseitiger Beeinflussung wie Gefallveranderungen, Enzymaktivitdten und
metabolisch-hormonellen Einflissen bedeutsam ist” (Budras 2005). Im Bezug auf
den Pathomechanismus der Hufrehe bei EMS wurde zeitweise angenommen
(Budras 2006), dass ein Glukosemangel im Huf durch eine reduzierte
Insulinsensitivitat ursachlich ist. Dies wurde u.a. durch Asplin et al. (2011)
widerlegt. Diese Autoren stellten fest, dass Huflamellen auf ein GLUT-1
vermitteltes  Glukose-Transport-System  angewiesen sind und die
Glukoseaufnahme im Huf nicht durch Insulin verandert oder beeinflusst wird
(Asplin et al. 2011). Als gesichert gilt gleichwohl, dass Insulin eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der endokrin bedingten Hufrehe spielt. So konnte in zwei
Studien an zuvor gesunden Ponys bzw. Trabrennpferden durch eine dauerhafte,
iatrogen hervorgerufene Hyperinsulinamie Uber 48 bis 72 Stunden bei allen
Tieren eine Hufrehe ausgeldst werden (Asplin et al. 2007, de Laat et al. 2010).

Des weiteren korreliert die HOhe des basalen Plasmainsulins mit der
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Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer Hufrehe bei auf der Weide gehaltenen
Ponys (Carter et al. 2009c) und deren Schweregrad (Walsh et al. 2009).
Bemerkenswert erscheint, dass sich die Histopathologie bei der durch Insulin
ausgelosten Hufrehe zumindest im Detail von denen anderer Atiologien
unterscheidet. So fehlt bei insulinbedingter Rehe die umfassende Auflésung der
Basalmembran (Asplin et al. 2010). Der enge Zusammenhang zwischen dem
Hormon Insulin und der Hufrehe macht deutlich, dass die Therapie von
Insulinresistenz und Hyperinsulinamie bei EMS-Patienten als besonders wichtig
im Hinblick auf die Verbesserung der Hufreheproblematik bei diesen Tieren

anzusehen ist (Nourian et al. 2009).

214 Labordiagnostische Tests

Neben der Anamnese, der ausfuhrlichen klinischen Untersuchung, der
Beurteilung des Ernahrungszustandes und gegebenenfalls radiologischen
Untersuchungen zur Hufrehediagnostik sind weitere Untersuchungen notwendig,
um die Diagnose des EMS stellen zu kdonnen (Frank et al. 2010). Da nicht alle
adipésen Pferde und Ponys ein Stoffwechselproblem in Form einer
Hyperinsulinamie oder Insulinresistenz aufweisen, sollte dieser Aspekt
nachgewiesen werden. Die heutigen labordiagnostischen Maoglichkeiten sind
vielfaltig und reichen von der einmaligen Messung von Blutparametern bis hin zu
mehr oder weniger aufwandigen dynamischen Tests. EMS Patienten zeigen
zumeist eine Normoglykamie, was durch die kompensatorisch erhohte
Insulinausschuttung erklart wird (Frank et al. 2010). Daher hat sich die beim
Menschen ubliche, regelmalige Bestimmung der Blutglukose bei Equiden als
nicht zielfUhrend herausgestellt. Bei den dynamischen Testverfahren ist noch
ungeklart, welches das geeignetste Verfahren zur Diagnose einer
Insulindysregulation ist (Smith et al. 2016). Nachfolgend werden die einzelnen
Testverfahren erlautert und in Kapitel 2.1.4.7 vergleichend betrachtet.

2141 Plasmainsulinkonzentration

Die Messung der basalen Insulinkonzentration im Plasma ist die einfachste
Methode, um einen Hinweis auf ein Problem im Bereich der Insulinsensitivitat zu

bekommen (Treiber et al. 2005, Frank et al. 2006). Die Probenentnahme sollte
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am nudchternen Tier erfolgen (Frank et al. 2010, Frank 2011), um einen Einfluss
des Futters zu vermeiden. Dabei wird empfohlen, den Tieren ab 22 Uhr nur noch
eine Scheibe Heu zu futtern und das Blut am darauffolgenden Morgen vor der
Fatterung zu entnehmen (Frank 2009, 2011). Die Proben sollten gekuhlt an ein
Referenzlabor versendet werden (Frank 2011). Die Messung der
Insulinkonzentration erfolgte friher meist mittels Radioimmunoassay (RIA).
Speziell der aktuell vom Hersteller nicht mehr angebotene Siemens Coat-A-
Count RIA wurde als empfehlenswert angesehen (Tinworth et al. 2011). Die
Referenzbereiche, beziehungsweise cut-off Werte als Grenze zur
Hyperinsulinamie wurden im ,consensus paper‘ mit 20 pU/ml flr den
Radioimmunoassay angegeben (Frank et al. 2010). Zugleich gilt ein hoher Wert
von >100 pU/ml als guter Indikator fur eine Insulinresistenz (Frank 2011). Die
2016 veroffentlichten Referenzbereiche fur einen Chemilumineszenz
Immunoassay (CLIA), welche mit dem IMMULITE 2000® gemessen wurden
entstanden aus einer Untersuchung von 130 erwachsenen Ponys. Es wurde ein
Referenzbereich von 2,0 — 21,2 mU/I erstellt und eine gute Durchfihrbarkeit des
Verfahrens ohne signifikanten Verlust der Insulinaktivitat bei Lagerung Uber drei
Tage festgestellt (Koller et al. 2016). Zu berlcksichtigen ist weiter der ebenfalls
2016 veroffentlichte Vergleich von drei Methoden zur Bestimmung von equinem
Insulin. Dieser zeigt, dass der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), RIA
und CLIA signifikant unterschiedliche Ergebnisse bei Messung der gleichen
Proben aufweisen. Der CLIA bietet dabei den weitesten analytischen Bereich im
Vergleich mit den beiden anderen Methoden, kommt aber bei Insulingehalten von
unter 100 pU/ml zu deutlich niedrigeren Ergebnissen als der ELISA und der RIA.
Ein Vergleich von Studien, bei denen unterschiedliche Methoden zur
Insulinbestimmung eingesetzt wurden, ist also schwer maoglich. Auch
Referenzbereiche oder cut-off Werte sollten nach Meinung der Autoren

methodenspezifisch betrachtet werden (Warnken et al. 2016).

Obwohl die erhohte basale Insulinkonzentration eine reproduzierbare, hohe
diagnostische Genauigkeit besitzt (Carter et al. 2009c), gibt es Hinweise darauf,
dass die Sensitivitadt des Parameters nur gering ausfallt (Dunbar et al. 2016). So

wird die Insulinkonzentration so durch die Futterung beeinflusst, dass sie auch
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nach Nuchternstellung in Abhangigkeit von der Futterzusammensetzung stark
schwanken kann (MclIntosh et al. 2007, Dugdale et al. 2010, Jansson et al. 2016).
Frank et al. (2006) stellten in ihrer Untersuchung an sieben Ubergewichtigen,
insulinresistenten und funf normalgewichtigen Pferden ohne Insulinresistenz fest,
dass ein Pferd aus der ersten Gruppe mit einem Nuchtern-Insulinwert von 17
pU/ml im gleichen Bereich wie die Pferde der zweiten Gruppe lag, obwohl es
insulinresistent war. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit von dynamischen Tests,
wenn eine Insulinresistenz vermutet wird (Frank et al. 2006, Frank und Tadros
2014). Ebenso wie bei einer mild ausgepragten Insulinresistenz ist bei Tieren mit
einer akuten Hufrehe oder bei Pferden mit einer Pankreasinsuffizienz als Folge
der anhaltenden Insulinresistenz  die  Bestimmung der basalen

Plasmainsulinkonzentration nicht ausreichend (Frank 2009).

Um den Zusammenhang von Plasmainsulinkonzentration und Blutglukose in
einem Wert darstellen zu konnen, werden sogenannte Proxies berechnet.
Proxies sind Insulinsensitivitatsindices, welche in der Humanmedizin haufig
verwendet werden. Die zwei laut Literatur in Kombination beim Pferd zu
empfehlenden Proxies sind der reciprocal of the square root of insulin = der
Kehrwert/Reziprokwert der Quadratwurzel von Insulin (RISQI) und die modified
insulin to glucose ratio = das modifizierte Insulin zu Glukose Verhaltnis (MIRG)
(Treiber et al. 2005). ,Der RISQI reprasentiert den Grad der Insulinsensitivitat
(eine niedrige Zahl weist auf eine Insulinresistenz hin) und der MIRG
reprasentiert die Fahigkeit des Pankreas Insulin freizusetzen. Pferde mit einer
kompensierten IR haben héhere MIRG Werte“ (Frank 2011, Ubersetzung der
Autorin). Die Nutzung von Proxies ist fur Populationsstudien, fur das Screening
und Langzeitmonitoring von klinischen Fallen laut dieser Arbeitsgruppe sinnvoll
(Treiber et al. 2005, Treiber et al. 2006b). Ebenso wie die Parameter, aus denen
sie berechnet werden, besitzen Proxies zwar eine hohe Spezifitat, aber eine nur

geringe Sensitivitat (Treiber et al. 2005).

2.1.4.2 Glukosetoleranztest (oral/i.v.)

Der Glukosetoleranztest kann oral oder auch intravends durchgeflihrt werden.

11
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Beim oralen Glukosetoleranztest (OGT) wird 1 g Dextrose (= Glukose) pro kg
Korpergewicht (KGW) mit Wasser vermengt und den nichternen Tieren mit 0,5
kg einer Spreu-basierten Futterration gefuttert (Roberts und Hill 1973, Jeffcott et
al. 1986, Frank und Geor 2014). Nach ein bis zwei Stunden wird im Blut ein
Glukosepeak erreicht, welcher jedoch von der Magenentleerung und unter
anderem von der sonst Ublichen Futterration sowie der Jahreszeit beeinflusst
wird (Borer et al. 2012). Die Messung der Insulinkonzentration nach zwei Stunden
scheint der beste Weg zu sein, um Tiere mit einer Insulinresistenz zu
identifizieren. Ein Wert von = 87 yU/ml nach 120 Minuten gilt als zu hohe
Insulinantwort (Borer et al. 2012, Frank und Geor 2014). In einer Studie von de
Laat und Sillence (2017) wurde die Reproduzierbarkeit des OGT an 8 gesunden
Ponys untersucht. Dabei wurde, um die Akzeptanz zu verbessern, auf Grundlage
einer Pilotstudie eine Dosierung von 0,75 g D-Glukose/kg KGW genutzt. Es
konnten zwar keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Insulinergebnisse zwischen dreimalig wiederholten OGTs festgestellt werden,
aber die Hohe der Insulinantwort fiel je nach Ponytyp sehr unterschiedlich aus
und die Glukosewerte waren weniger reproduzierbar. Im Gegensatz zu dem
intravendsen Glukosetoleranztest ist der OGT zudem von Faktoren wie der
Fressgeschwindigkeit, der Magenentleerung und der intestinalen Absorption
abhangig (Kronfeld et al. 2005, de Laat und Sillence 2017).

Auch vor dem intravendsen Glukosetoleranztest wird eine Fastenzeit von 10 bis
12 Stunden vor Testbeginn empfohlen. Nach dem Legen eines
Venenverweilkatheters werden 0,5 g Dextrose/kg KGW Ublicherweise als 50%
Lésung injiziert. Die Blutproben werden vor und 15, 30, 45 und 60 Minuten nach
der Zuckerinjektion entnommen (Schuver et al. 2014). Bei gesunden Tieren
werden die Ausgangsblutwerte innerhalb einer Stunde wieder erreicht (Garcia
und Beech 1986).

Eine Abwandlung des intravendsen Glukosetoleranztests stellt der als
Goldstandard geltende ,frequently sampled intravenous glucose tolerance test*
(FSIGT) dar, welcher ebenso wie der ,euglykamische, hyperinsulindmische
Clamp Test“ (EHCT) quantitative Aussagen zur Insulinsensitivitat ermdglicht. Der
EHCT wird nachfolgend in Kapitel 2.1.4.6 ausfuhrlicher erldutert. Der FSIGT
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wurde erstmals von Hoffman et al. 2003 in der Pferdemedizin angewendet und
wird als weniger komplex und aufwandig als der EHCT beschrieben (Hoffman et
al. 2003). Beim FSIGT werden nach der Enthahme der Blutproben zur basalen
Insulin- und Glukosebestimmung 0,3 g Glukose/kg KGW und nach 20 Minuten
30 pU Insulinfkg KGW intravends verabreicht. Uber einen Zeitraum von 180
Minuten werden 30 weitere Blutproben, teilweise im Minutenabstand,
entnommen. Aus den Glukose- und Insulinwerten wird mithilfe des fur diesen
Zweck in  der Humanmedizin entwickelten MinMod Millenium
Computerprogramms, basierend auf dem ursprtinglich von Bergman et al. 1979
entwickelten Modell, folgende Werte berechnet: Die Glukoseeffektivitat (Sg), die
Insulinsensitivitat, die akute Insulinantwort auf Glukose (AIRg) und der
Dispositionsindex (DI) (Hoffman et al. 2003). 2009 wurde in einer Untersuchung
an sechs erwachsenen Stuten belegt, dass eine Dextrosedosis von 0,1 g/kg
KGW ebenso adaquate Ergebnisse liefert, aber die Glukoseausscheidung Uber
den Urin reduziert wird. Daher wird die niedrigere Dosis als empfehlenswert
angesehen (T6th et al. 2009b).

2.1.4.3 Oral sugar test

Als eine Abwandlung des oralen Glukosetoleranztests ist der in den USA beliebte
oral sugar test (OST) zu nennen. Den nichternen Tieren wird hierbei 0,15 ml/kg
KGW Maissirup oral mittels Maulspritze verabreicht. Blutproben werden vor
sowie 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung des Sirups
entnommen und die Glukose- und Insulinwerte gemessen (Schuver et al. 2014).
Dabei gelten Tiere, bei denen die Insulinwerte nach 60 und 90 Minuten tber 60
pU/ml liegen als insulinresistent (Frank 2011). Ob ein Futterentzug fur den
Testablauf notwendig ist, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. In einer
Untersuchung von Bertin et al. (2016) wurde kein, in der Studie von Knowles et
al. (2016) hingegen ein signifikanter Einfluss eines Futterentzuges auf die
Testergebnisse festgestellt. Die Haltungsform (Weidehaltung vs. Stall) hatte in
einer weiteren Untersuchung keinen Einfluss auf die Glukose- und Insulinantwort
beim OST. Bei Weidetieren war in dieser Untersuchung ein geringer, aber
signifikanter (p = 0,02) Einfluss der Jahreszeit auf die Ergebnisse mit hdheren
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Glukosewerten im September im Vergleich zum Sommer festzustellen (Banse
und McFarlane 2014).

Da insbesondere die Ergebnisse der Insulinbestimmung des OST gut mit denen
des intravendsen Glukosetoleranztests korrelieren (AUC Insulin: r = 0,90, p <
0,001; AUC Glukose: r = 0,58, p = 0,012) und er einfach und mit geringem
Zeitaufwand in der Praxis durchzufihren ist, wird er als geeigneter Feldtest
angesehen (Schuver et al. 2014). Allerdings wird die genaue Zusammensetzung
des kommerziell vertriebenen Glukosesirups (Karo® light corn syrup, ACH Food
Companies Inc, Cordova, Tennessee, USA) in den USA vom Hersteller nicht
bekannt gegeben, so dass unklar bleibt, mit Hilfe welcher Kohlenhydrate die
Insulinresistenz ermittelt wird (Lindase et al. 2016a). In einer skandinavischen
Untersuchung wurde der OST unter Verwendung eines dort verfugbaren
Glukosesirups (Dan Sukker Glykossirap, Nordic Sugar A/S, Copenhagen,
Danemark) mit bekannter Zusammensetzung in einer Dosierung von 0,2 ml/kg
KGW (entspricht 216 mg/kg Zucker) durchgefuhrt und erscheint den Autoren als
praktikabel und nutzlich (Lindase et al. 2016a).

2.1.4.4 Insulintoleranztest

Der Insulintoleranztest (ITT) wird ebenfalls zur indirekten Messung der
Insulinsensitivitat des Gewebes verwendet. Bei diesem Test werden 0,02 bis
0,125 IU/kg KGW Insulin intravends als Bolus verabreicht. Blutproben zur
Glukosemessung werden vor sowie 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 und 180
Minuten nach der Injektion entnommen (Caltabilota et al. 2010). Zur
Vereinfachung des Ablaufes wurde der Test auf lediglich zwei Blutproben (vor
und 30 Minuten nach 0,1 U Insulin’lkg KGW i.v.) verkurzt. Dieses Vorgehen wird
,2-step insulin response test“ genannt (Bertin und Sojka-Kritchevsky 2013). Es
zeigte sich, dass insulinsensitive Tiere 30 Minuten nach der Injektion nur noch
50% ihrer Ausgangsblutglukosekonzentration aufwiesen. Der 2-step Test
bendtigt somit nur zwei statt 10 Blutproben. Zudem ist der Probenahmezeitraum
und somit der Zeitaufwand fur den Tierarzt auf 30 min verkirzt. Dies lasst den 2-
step Insulintoleranztest als nultzlich fir die Praxis erscheinen. Um eine

Hypoglykamie zu vermeiden, werden nach der zweiten Probenentnahme 150
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mg/kg KGW einer 50% Dextroseldsung injiziert (Bertin und Sojka-Kritchevsky
2013, Frank und Tadros 2014).

2145 Kombinierter Glukose-Insulin-Test

Der kombinierte Glukose-Insulin-Test (CGIT) wurde aus dem intravendsen
Glukosetoleranztest und dem Insulintoleranztest von Eiler et al. 2005 evaluiert.
Ziel war es, einen einfach zu interpretierenden, praxistauglichen und wenig
kostenintensiven Test zu entwickeln, der zuverlassig Probleme im
Glukosestoffwechsel detektiert (Eiler et al. 2005). Der CGIT wird ebenfalls an
nichternen Pferden durchgeflihrt. Mittels eines Venenverweilkatheters werden
150 mg Glukose/kg KGW und sofort anschlieRend 0,1 1U/kg KGW Insulin
intravenods als Bolus verabreicht. Die Blutglukose wird Uber einen Zeitraum von
zwei Stunden bestimmt (Messzeitpunkte: 0, 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 106
und 120 Minuten), wobei im urspringlichen Testprotokoll zusatzliche
Probenentnahmen nach 135 und 150 Minuten erfolgten. In der Regel wird daftr
ein mobiles Glukosemessgerat (Glukometer) genutzt. Das Ergebnis dieser
Untersuchungen besteht in einer Glukosekurve Uber die Zeit, welche zunachst
Werte im hyperglykdmischen Bereich aufzeigt. Je nach Regulationsfahigkeit des
Probanden sinken diese dann unterschiedlich schnell wieder in den normo- oder
bei Gesunden sogar in den hypoglykamischen Bereich. Die Insulinsensitivitat
wird als normal angesehen, wenn der basale Glukosewert innerhalb von 45
Minuten wieder erreicht wird. Ein verspatetes Wiedererreichen der basalen
Glukosekonzentration wird einer Insulinresistenz zugeschrieben (Eiler et al.
2005, Frank und Tadros 2014). Um das Testergebnis zu verifizieren ist es Ublich
geworden, zusatzlich den Insulinspiegel nach 45 Minuten zu messen. Dieser
Wert wird hauptsachlich  durch  die Insulinfreisetzung und die
Insulinausscheidungsrate des Pankreas beeinflusst (Frank und Tadros 2014).
Wenn der Insulinspiegel zu diesem Zeitpunkt >100 pU/ml betragt, gilt eine
Insulinresistenz als gegeben (Frank et al. 2010). Da es im Testverlauf zu einer
Hypoglykdmie kommen kann, sollten stets aufgezogene Spritzen mit
Glukoselésung bereitliegen und bei Bedarf intravends verabreicht werden. Der
kombinierte Glukose-Insulin-Test zeigt eine geringe Reproduzierbarkeit im
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Hinblick auf die Glukosekurve, aber eine hohe Reproduzierbarkeit der
Insulinwerte (Brojer et al. 2013). Die Jahreszeit scheint, zumindest bei gesunden
erwachsenen Pferden, keinen klinisch relevanten Einfluss auf die Ergebnisse des
CGITs zu haben (Funk et al. 2012).

2.1.4.6 Glukose Clamp-Techniken

,Glukose-Clamp-Techniken  sind eine gute  Methode, um den
Glukosestoffwechsel bei Pferden und Ponys zu untersuchen® (Rijnen und van der
Kolk 2003, Ubersetzung der Autorin). Grundséatzlich wird zwischen
hyperglykdmischer und euglykdmisch hyperinsulinamischer Clamp-Technik
unterschieden. Wahrend die hyperglykamische Technik die Betazellsensitivitat
fur Glukose quantifiziert, bestimmt die euglykamisch hyperinsulinamische Clamp-
Technik die Insulinsensitivitat (IS) des Organismus (DefFronzo et al. 1979). Das
Prinzip der beiden Techniken wurde urspringlich von dieser Arbeitsgruppe fir

die Humanmedizin entwickelt und wird nachfolgend erlautert.

Bei der hyperglykamischen Clamp-Technik wird die Konzentration der Glukose
im Plasma mithilfe einer zweiphasigen Glukoseinfusion auf ein fixes
hyperglykamisches Plateau gebracht und dort Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden gehalten. In der ersten Phase der Infusion wird eine solche Menge an
Glukose infundiert, dass die gewlinschte Hyperglykamie erreicht wird. In der
zweiten Phase, der Erhaltungsphase, wird die Infusionsrate alle funf Minuten
angepasst, um das hyperglykdmische Plateau zu erhalten. Die Messung der
Plasmainsulinkonzentration erfolgt in den ersten zehn Minuten in zwei Minuten
Intervallen und danach alle zehn Minuten. Zum einen stellt die zur
Aufrechterhaltung der Hyperglykamie notwendige Glukoseinfusionsrate ein Maf}
fur die Insulinsensitivitat des Organismus dar, zum anderen ist die Insulinantwort
auf die fixierte Hyperglykamie ein gutes MalR fur die Betazellantwort auf Glukose
(DeFronzo et al. 1979).

Das Prinzip der euglykamischen hyperinsulinamischen Clamp-Technik (EHCT)
besteht darin, die Plasmainsulinkonzentration in einen hyperinsulinamischen
Bereich zu steigern und sie auf diesem Plateau flr 120 Minuten zu halten. Um
eine Hypoglykamie zu verhindern, wird parallel eine Glukoseinfusion verabreicht.
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Dieses Vorgehen basiert auf der Gabe eines Insulin-Bolus mit anschliel3ender
fixer Infusionsrate fur Insulin, welche durch vorherige Studien festgelegt wurde.
Zeitgleich  wird die Glukoseinfusionsrate ~ angepasst, um  die
Glukosekonzentration im euglykéamischen Bereich zu halten. Die Glukosemenge,
die hierfir notwendig ist, stellt ein Mal} flr die Insulinsensitivitdt dar, da die
Infusionsrate der Glukose die Glukoseaufnahme in die Kérperzellen durch Insulin
widerspiegelt. Der EHCT verspricht dabei eine verlasslichere Messung der
Insulinsensitivitat als die hyperglykédmische Clamp-Technik, da die gesamte
Menge des verabreichten Insulins biologisch aktiv ist. Hingegen besteht ein Teil
des beim hyperglykdmischen Clamp sezernierten, kérpereigenen Insulins aus

Proinsulin, welches weniger potent als Insulin ist.

Beide Glukose-Clamp-Techniken besitzen beim Menschen eine gute
Reproduzierbarkeit (DeFronzo et al. 1979). Der EHCT zeigte auch beim Pferd
eine gute Reproduzierbarkeit und geringe Variabilitat mit einem
Variationskoeffizienten der Insulinsensitivitat von 14,1 + 5,7% (Pratt et al. 2005).
Der EHCT wird in der Pferdemedizin als gute Methode zur Untersuchung des
Glukosestoffwechsels und der Insulinsensitivitat betrachtet (Rijnen und van der
Kolk 2003). Der Nachteil der Glukose Clamp-Techniken liegt im hohen
Zeitaufwand und den hohen Kosten, was sie unattraktiv fur die klinische Praxis
macht (Brojer et al. 2013).

2.1.47  Testverfahren zur EMS-Diagnostik im Vergleich

Der EHCT und der FSIGT gelten in der Pferdemedizin als am besten etablierte
Methoden zur Untersuchung der Insulinsensitivitat. Nachfolgend werden die
bislang existierenden vergleichenden Untersuchungen zu diesen und den
weiteren dynamischen Testverfahren erlautert. Es ist noch immer unklar, welches
Verfahren das beste Verhaltnis von Aufwand zu Nutzen darstellt und am besten
geeignet ist, um die Insulinsensitivitat in der Praxis zu beurteilen (Smith et al.
2016). Die Wahl des Testverfahrens ist daher meist von den Umstanden der

Untersuchung abhangig.

Bei einem Vergleich von EHCT und FSIGT durch Pratt et al. (2005) wurden sechs

gesunde Stuten Uber einen Zeitraum von vier Wochen jeweils zweimal beiden
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Tests unterzogen. Zwischen den Untersuchungen lagen mindestens finf Tage.
Dabei zeigte der FSIGT eine geringere Reproduzierbarkeit und hohere
Variabilitat als der EHCT. Der Variationskoeffizient der Insulinsensitivitat fur den
FSIGT lag bei 23,7 + 11,2% und fir den EHCT bei 14,1 £ 5,7%. Der
Korrelationskoeffizient betrug fur den FSIGT 0,33 und flr den EHCT 0,74. Daher
ist der EHCT unter den verwendeten Untersuchungsbedingungen fir die
Beurteilung der Insulinsensitivitat bei wiederholten Untersuchungen zu
Managementanderungen oder dem Krankheitsverlauf besser geeignet als der
FSIGT.

Die oralen dynamischen Testverfahren wurden vergleichend vor allem von Banse
und McFarlane (2014), Dunbar et al. (2016) und Smith et al. (2016) untersucht.
Smith et al. (2016) verglichen den OGT mit dem OST. In einer randomisierten
Studie mit cross-over Design wurden daflir acht Ponys und funf Pferde wiederholt
untersucht. Hierbei klassifizierte der OGT mehr Tiere als insulinresistent (IR)
(sieben von acht Ponys) als der OST (funf der acht Ponys). Bei beiden
Untersuchungen wurden die gleichen funf Tiere als IR klassifiziert. Bei einem
Vergleich des OST mit dem EHCT und einem Dexamethason-Hemmtest wurden
acht gesunde, insulinsensitive Pferde Uber einen Zeitraum von vier Wochen mit
den unterschiedlichen Testverfahren untersucht. Hierbei gab es keine Korrelation
der Ergebnisse (Banse und McFarlane 2014). Die Autoren geben als mogliche
Ursache fur dieses Ergebnis zum einen die einheitliche Population aus gesunden
Tieren an. Zum anderen halten sie es fur moglich, dass der intravendse
Glukosetoleranztest besser mit dem OST korreliert, da beide Tests sowohl die
Pankreasantwort als auch die Insulinsensitivitat wiederspiegeln, wohingegen
mittels EHCT nur die Gewebsinsulinsensitivitat beurteilt wird. Insgesamt halten
sie weitere Untersuchungen fur notwendig, um den Nutzen des OST beurteilen

zu konnen.

Dunbar et al. (2016) verglichen in einer prospektiven, randomisierten Studie an
12 klinisch gesunden Pferden die basale Insulinkonzentration, den OST, den
CGIT und den FSIGT miteinander. Dabei wurden die Testverfahren in
randomisierter Reihenfolge, mit einem Abstand von 8-12 Tagen bei jedem der
Tiere durchgefuhrt. Der als Goldstandard gewertete FSIGT klassifizierte dabei
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sieben Pferde als IR und finf als insulinsensitiv (IS). Die basale
Insulinkonzentration und der OST hingegen stuften alle Tiere als IS ein. Die
Autoren schlussfolgern daher, dass der OST keinen groferen diagnostischen
Nutzen habe als die einmalige Messung des basalen Insulins. Der CGIT zeigte
hingegen eine hohe Sensitivitat von 85,7%, aber nur eine geringe Spezifitat von
40%, wenn die Dauer der positiven Glukosekurve betrachtet wurde. Eine
gemeinsame Berucksichtigung der Dauer des positiven Glukoseverlaufes und
des Insulinwertes nach 45 Minuten fuhrt zu einer Steigerung der Spezifitat des
CGITs auf 100% bei der Klassifikation der Tiere als insulinsensitiv bzw.

insulinresistent in dieser Untersuchung (Dunbar et al. 2016).
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2.2 THERAPIEANSATZE BEI EMS

2.2.1 Diatetik und Bewegungsmanagement

Meist liegen die Ursachen des equinen metabolischen Syndroms in einer
Kombination aus Bewegungsmangel und - im Verhaltnis zum Verbrauch -
UbermaRiger Energiezufuhr. Der Ansatz, das Ubergewicht und die dann fiir das
EMS entscheidenden krankhaften Veranderungen im Glukose- beziehungsweise
Insulinstoffwechsel mit einer reduzierten Futterung und einem angepassten
Bewegungsmanagement zu therapieren, ist daher auf3erst nachvollziehbar. So
sind sich die meisten Autoren einig, dass die Insulinresistenz Ubergewichtiger
Pferde am besten durch eine Reduktion des Kdérpergewichts gemanagt werden
sollte (Frank 2009, Geor 2010), welches durch eine Kombination aus Bewegung
und Diat zu erreichen ist (Pratt et al. 2006, Ungru et al. 2012, Morgan et al. 2016).

Die Tatsache, dass eine Reduktion des Korpergewichts durch energiereduzierte
Diat die Insulinsensitivitat beim EMS-Patienten signifikant verbessert und positive
Auswirkungen auf den basalen Insulinspiegel sowie den Glukose- und
Insulinstoffwechsel hat, konnte wiederholt belegt werden (Freestone et al. 1992,
van Weyenberg et al. 2008, Dugdale et al. 2010, McGowan et al. 2013, Ungru et
al. 2013).

Dugdale et al. kommen dabei zu dem Schluss, dass eine Reduktion des
Raufutters (Heu) auf 1% Trockenmasse pro kg des aktuellen Korpergewichts zu
einem Gewichtsverlust ohne gesundheitliche Risiken fuhrt (Dugdale et al. 2010).
Detaillierte Diatempfehlungen fir EMS Patienten wurden von weiteren Autoren
veroffentlicht (Frank 2009, Geor und Harris 2009). Die Pravention von
Ubergewicht ist naturgemaR eine sinnvolle Strategie, um eine Insulin-induzierte
Hufrehe zu verhindern (Carter et al. 2009b). Bezuglich einer speziellen Diat
wurden neben reduzierter taglicher Energiezufuhr auch die Effekte von
Futterzusatzen wie Chrom, Fruktooligosacchariden (FOS), Psyllium oder
Magnesium untersucht. Die Supplementierung von Chromhefe zeigte einen
geringen positiven Effekt auf den Insulinstoffwechsel (Vervuert et al. 2010), der
aber in einer weiteren Studie nicht bestatigt werden konnte (Chameroy et al.
2011). Dabei wurden in der Untersuchung von Vervuert et al. (2010) 27
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insulinresistente Pferde und Ponys in zwei Gruppen eingeteilt und erhielten,
zusatzlich zur taglichen Heuration, entweder Hefe ohne Chrom oder Chromhefe
in einer Dosierung von 25 pg Cr/kg KGW uber einen Zeitraum von vier Wochen.
Die Tiere der mit Chromhefe supplementierten Gruppe zeigten nach den vier
Wochen eine deutliche, aber nicht signifikant geringere Insulinantwort im
Starketoleranztest als vor der Chromhefegabe. Weiterhin betonen die Autoren,
dass alle Tiere auch nach der Supplementierung weiterhin abnorm hohe

Insulinreaktionen aufwiesen (Vervuert et al. 2010).

Auch Ergebnisse zur zusatzlichen Futterung von Fruktooligosacchariden sind
nicht einheitlich. Respondek et al. (2010) zeigten in einer Placebo-kontrollierten
cross-over Studie an acht Ubergewichtigen, insulinresistenten Araberwallachen,
dass die Gabe von 45 g FOS/Pferd und Tag Uber sechs Wochen zu einer
signifikanten Verbesserung der Insulinsensitivitdt im Vergleich zum Placebo
Maltrodextrin fihrte. Obgleich sich weder Kdrpergewicht noch body condition
score anderten wurde die Insulinsensitivitat im FSIGT signifikant gesteigert und
die Insulinantwort auf Glukose im Vergleich zum Placebo reduziert. Auch das
Seruminsulin war nach der FOS-Supplementierung mit Werten von 14,4 + 10,5
mU/L signifikant niedriger als die initialen Werte mit 27,6 £ 9,2 mU/L (Respondek
et al. 2010). Hingegen konnten McGowan et al. keinen zusatzlichen Effekt durch
10 g FOS/100kg KGW und Tag nachweisen wenn die Tiere gleichzeitig auf eine
energiereduzierte  Diat gesetzt wurden. Auch hier betrug der

Supplementierungszeitraum sechs Wochen (McGowan et al. 2013).

Die tagliche Fltterung von Psyllium Uber 60 Tage fuhrte, im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe, zu signifikant (p < 0,01) niedrigeren postprandialen Blutzucker-
und Insulinspiegeln bei gesunden, normalgewichtigen Pferden (Moreaux et al.
2011).

In der Untersuchung von Winter et al. (2016) an 5 Pferden mit phanotypischen
Anzeichen fur EMS und einem pathologischen CGIT konnte durch die tagliche
Supplementierung von 30 mg Magnesiumaspartathydrochlorid/kg KGW Uber drei
Monate bei drei Tieren ein physiologisches CGIT Ergebnis erreicht werden.
Dieser Unterschied in den Blutwerten war nicht statistisch signifikant, was nach
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Meinung der Autoren an der kleinen Anzahl an Tieren gelegen haben konnte.
Weitere Untersuchungen mit hoherer Fallzahl zur Supplementierung von

Magnesium bei EMS Patienten sind daher abzuwarten.

Auch der Einfluss eines Trainingsprogrammes auf die Insulinsensitivitat wird
unterschiedlich bewertet. Powell et al. zeigten, dass bei reiner Heufltterung
bereits nach einer Woche leichtem Training von 30 Minuten Trab an der Longe
eine um 60% verbesserte Insulinsensitivitat bei dicken Stuten erreicht werden
konnte. Dabei ist zu erwahnen, dass dieser Effekt nach dem Absetzen des
taglichen Bewegungsprogrammes wieder rucklaufig war (Powell et al. 2002).
Eine Untersuchung an 12 (bergewichtigen oder sogar fettleibigen,
insulinresistenten Wallachen konnte jedoch nach acht Wochen Training (viermal
pro Woche mit steigender Belastungsintensitat) keinen Einfluss auf die
Insulinresistenz feststellen. Allerdings erhielten diese Tiere weiter taglich ein kg
Kraftfutter (Carter et al. 2010). Als fir den Besitzer wenig aufwandig und daher
interessant zu bewerten st die Tatsache, dass ein elektronisches
Fltterungssystem zu einer Steigerung der taglich zurickgelegten Wegstrecke
und einer signifikanten Reduktion des BCS, des CNS und der Korperfettanteils
fuhrt. Dabei konnte jedoch kein statistisch signifikanter Einfluss auf die

Insulinsensitivitat nachgewiesen werden (de Laat et al. 2016a).

222 Medikamente/Antidiabetika

In der Humanmedizin werden zahlreiche Medikamente zur Therapie des haufig
aus dem metabolischen Syndroms entstehenden Diabetes mellitus Typ 2
angewendet. Dabei werden die Medikamente in insulinogene, also Wirkstoffe,
die auf die R-Zellen des Pankreas wirken und dort eine vermehrte
Insulinfreisetzung bewirken, und nicht-insulinogene Therapeutika eingeteilt. In
der Therapie des EMS ist eine weitere Steigerung der Insulinfreisetzung aufgrund
der regelmaRig beim Pferd vorliegenden kompensierten Insulinresistenz und der
damit einhergehenden Hyperinsulindmie unerwlnscht. Daher kommen die
insulinogenen, in der Humanmedizin genutzten Substanzen bei der EMS
Therapie nicht zum Einsatz, werden jedoch der Vollstandigkeit halber
nachfolgend kurz erlautert.
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Die insulinogenen Antidiabetika gehéren den Stoffklassen der Sulfonylharnstoffe,
Glinide, Dipeptidylpeptidase-IV Inhibitoren und Glukagon-like Peptid-1 Analoga
an. Sulfonylharnstoffe und Glinide fordern die Freisetzung von Insulin durch
Stimulation der [-Zellen. Ebenso wird dies durch Dipeptidylpeptidase-IV
Inhibitoren und Glukagon-like Peptid-1 Analoga bewirkt, welche die
Insulinsekretion  jedoch insbesondere nach der Nahrungsaufnahme

beeinflussen.

Alpha-Glukosidaseinhibitoren, Biguanide, Thiazolidindione und SGLT2
Inhibitoren (Hemmer des Natrium-Glukose Co-Transporters 2) zahlen zu den
nicht-insulinogenen Stoffklassen. Alpha-Glukosidaseinhibitoren hemmen die
Spaltung von Disacchariden im Bereich der Dinndarmmukosa und behindern
somit deren Aufnahme aus dem Duanndarm. Biguanide besitzen mehrere, zum
Teil ungeklarte, Wirkmechanismen. Sie verzdgern die enterale
Glukoseresorption, hemmen die hepatische Glukoneogenese, steigern die
Insulinsensitivitat des Gewebes und stimulieren die Glykolyse. Thiazolidindione
steigern ebenfalls die Insulinsensitivitat. Die SGLT2 Inhibitoren wirken im Bereich
der renalen Glukoseausscheidung und steigern diese durch die Hemmung der

renalen Ruckresorption (Waring 2016).

Aus der Klasse der Alpha-Glukosidaseinhibitoren wurden nach aktuellem
Kenntnisstand bisher keine Medikamente in der Pferdemedizin eingesetzt. Dies
konnte durch die haufig auftretenden, unerwiinschten Arzneimittelwirkungen im
Bereich des Magen-Darm-Traktes beim Menschen (Waring 2016) begriindet

sein.

Biguanide wie Metformin sind Mittel der ersten Wahl der medikamentosen
Therapie nach der Anderung des Lebensstils bei Menschen mit einem Typ 2
Diabetes mellitus (Donath 2016). Der Einsatz von Metformin zur Therapie von
Pferden und Ponys mit dem equinen metabolischen Syndrom wurde bereits in
mehreren Studien gepruft. Metformin in einer Dosierung von 15 mg/kg KGW
fuhrte zu einer verringerten basalen Insulinkonzentration bei 18 insulinresistenten
Tieren (Durham et al. 2008). In einer weiteren Untersuchung an insulinresistenten

Ponys und einer Kontrollgruppe konnten aber keine Veranderungen der
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Insulinsensitivitat, welche mithilfe des FSIGT untersucht wurde, beobachtet
werden (Tinworth et al. 2012). Dies wird vor allem mit der schlechten oralen
Bioverfugbarkeit von Metformin beim Pferd begrindet (Hustace et al. 2009,
Tinworth et al. 2010). Diese liegt bei nur 7,1% bei nichternen und 3,9% bei
geflutterten Tieren (Hustace et al. 2009). Interessant ist jedoch, dass durch eine
Gabe von 30 mg/kg KGW Metformin die Glukose- und Insulinkonzentrationen
nach Dextrosegabe per Nasenschlundsonde an sieben Pferde reduziert werden
konnten. Somit scheint das Medikament auf der Ebene der verminderten
Resorption von Kohlenhydraten zu wirken (Rendle et al. 2013). Daher wird der
Einsatz von Metformin z.B. bei Hufrehepatienten mit EMS zur Abschwachung
von postprandialen Hyperinsulinamien empfohlen (Frank und Tadros 2014,
Morgan et al. 2015).

Pioglitazon, eine Substanz aus der Klasse der Thiazolidindione ist ein in der
Humanmedizin eingeschrankt empfohlenes Antidiabetikum, da unerwinschte
Wirkungen wie ein erhohtes Risiko fur Blasenkarzinome, Frakturen und
Herzinsuffizienz durch die Anwendung von Pioglitazon beobachtet wurden. Bei
einer Studie an sechs gesunden Pferden konnten mit einer Dosierung von 1
mg/kg KGW ahnlich hohe Wirkstoffspiegel im Blut erreicht werden, wie sie in der
Humanmedizin als wirksam gelten. Bei den Pferden wurden keine
unerwunschten Arzneimittelwirkungen wahrend der 11-tagigen Verabreichung
beobachtet (Wearn et al. 2011). In einer Untersuchung an Vollblutstuten, bei
denen zuvor durch die intravendse Gabe von LPS eine Insulinresistenz
hervorgerufen worden war, konnte keine Wirkung auf die Insulinsensitivitat bzw.
Insulinresistenz nachgewiesen werden. Allerdings wurde ein veranderter Gehalt
an Glukose- und Fetttransportern in Skelettmuskulatur und Unterhautfettgewebe

nachgewiesen (Suagee et al. 2011).

Nicht zur Klasse der Antidiabetika gehort Levothyroxin, welches ebenfalls far
die Behandlung von EMS diskutiert wird. Das Schilddrisenhormon ist jedoch zur
Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren in der EU verboten. In einer
Langzeitstudie konnten signifikante Gewichtsverluste und eine Verbesserung der
Insulinsensitivitat nachgewiesen werden (Frank et al. 2008). Zu berlcksichtigen

ist, dass einige mit Levothyroxin behandelte Tiere Hyperaktivitdt und einen
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gesteigerten Bewegungsdrang zeigen. Empfohlen wird es in den USA
insbesondere zur Gewichtsreduktion bei fettleibigen Tieren, welche zum Beispiel
aufgrund einer Reheerkrankung nicht trainiert werden konnen (Frank und Tadros
2014).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine prospektive
randomisierte, Placebo-kontrollierte cross-over-Studie zur Wirkung von
Metformin bei am equinen metabolischen Syndrom (EMS) erkrankten Pferden

und Ponys.

3.1 MATERIAL UND METHODEN

3.1.1 Patienten

Es wurden EMS Patienten rekrutiert, welche eine lokale Adipositas oder Obesitas
in Kombination mit einer anamnestischen Hufreheerkrankung aufwiesen.
Desweiteren sollten die Patienten einen Nuchtern-Plasmainsulinwert Gber 30
pU/ml aufweisen. Hierfur erfolgten Voruntersuchungen und bei einem Nuchtern-
Plasmainsulinwert tGber 30 pU/ml ein kombinierter Glukose-Insulin-Test.
Eingeschlossen wurden nur Patienten, welche in beiden Blutuntersuchungen
pathologische Veranderungen aufwiesen. Tragende oder saugende Stuten sowie
Patienten, welche unter einem akuten Hufreheschub oder einer anderen akuten

Erkrankung litten, wurden nicht in die Studie einbezogen.

3.1.1.1 Rekrutierung

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte teilweise aus dem Patientengut
der Klinik fur Pferde, Innere Medizin, an der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.
Desweiteren stellten uUberweisende Haustierarzte einen Kontakt zwischen

Tierbesitzern und Untersuchern her.

Es wurden insgesamt 61 Patienten im Zeitraum von April 2010 bis Dezember
2011 aufgrund einer lokalisierten Adipositas oder Obesitas in Kombination mit

einer anamnestischen Hufreheerkrankung vorgestellt.

3.1.1.2 Voruntersuchung

Bei der Terminvereinbarung zur Voruntersuchung wurden die Besitzer darauf
hingewiesen, dass den Tieren vor der Blutentnahme fur mindestens 10 Stunden
das Futter entzogen werden sollte. Nach einer ausfiihrlichen Anamneseerhebung
mit besonderem Augenmerk auf den Verlauf der vorberichtlich erwahnten
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Hufrehe, folgte eine klinische Untersuchung entsprechend der Lehre der
Propadeutik des Pferdes. Weiterhin wurde, nach Reinigung der Punktionsstelle
mit Isopropanol, eine Blutentnahme durch Punktion der Vena jugularis externa
durchgefuhrt. Fur die Untersuchungen wurde Blut in mit Heparin, Citrat, EDTA
(Sarstedt, NUmbrecht) oder EDTA und Trasylol (Biocontrol, Mainz) versetzte
Kunststoffblutprobengefalle verbracht. Die Blutproben wurden gekihit
transportiert und in der Klinik fur Pferde, Innere Medizin, umgehend

weiterverarbeitet (siehe Kapitel 3.1.1.4 Blutuntersuchungen).
3.1.1.3 Beurteilung des Erndhrungszustandes

3.1.1.3.1 Body condition score

Zur Beurteilung des Ernahrungszustandes wurde durch Adspektion und
Palpation im Zuge der klinischen Untersuchung der body condition score anhand

der Henneke Skala, welche in Tabelle 1 inhaltlich wiedergegeben ist, ermittelt.

3.1.1.3.2 Schatzung des Koérpergewichts

Das Koérpergewicht der Patienten wurde mittels eines im Bereich der Gurtlage
angewendeten Gewichtsmal3bandes fur Pferde und Ponys (Boehringer

Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim) bestimmt.
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Tab.: 1 Einteilung des Body condition score nach Henneke et al. (1983);

Ubersetzung durch Autorin

Score | Kurzfassung | Beschreibung

1 Mager Extrem ausgemergelt, kein Fettgewebe erkennbar,
Dornfortsatze, Rippen, Schweifansatz und Knochen
von Widerrist, Schulter und Hals stehen extrem hervor

2 Sehr dinn Ausgemergelt, dunne Bindegewebsschicht Uber den
Knochen; Dornfortsatze, Rippen, Schweifansatz und
die Knochen von Widerrist, Schulter und Hals sind
sichtbar

3 Ddnn Dinne Fettschicht, einzelne Dornfortsatze und Rippen
sind nicht mehr zu unterscheiden, Widerrist, Schultern
und Hals auf den ersten Blick nicht idbermafig dunn

4 Relativ dinn | Dornfortsatze und Rippenumrisse sind erkennbar, der
Schweifansatz ist je nach Rasse vorstehend, Widerrist,
Schultern und Hals erscheinen nicht Ubermalig dunn

5 Gut Dornfortsatze und Rippen sind nicht sichtbar, die
Rippen sind jedoch zu flhlen, der Schweifansatz ist
weich, Widerrist, Schultern und Hals sind rundlich und
glatt

6 Sehr gut Rippenregion und Schweifansatz fihlen sich weich an;
Fettablagerungen entlang von Widerrist, Hals und
hinter den Schultern

7 Zu gut Rippenzwischenraume sind fettgefullt; der
Schweifansatz fuhlt sich weich an; Fettablagerungen
entlang von Widerrist, Hals und hinter den Schultern

8 Dick Die Rippen sind nur schwer zu flhlen; der Schweifan-
satz fuhlt sich weich an; Fettablagerungen entlang von
Widerrist und hinter den Schultern, der Hals ist
umfangreich

9 Sehr dick UngleichmaRig verteiltes Fett auf den Rippen;
Fettpolster am Schweifansatz, Widerrist, hinter den
Schultern und am Hals
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3.1.1.4 Blutuntersuchungen

Die Blutglukose wurde vor Ort unmittelbar nach der Blutentnahme aus einem mit
Li-Heparin  versetzten Blutprobengefal? mithilfe eines handelsublichen

Glukometers (Ascensia Elite®, Bayer HealthCare AG, Leverkusen) gemessen.

Um eine akute subklinische Erkrankung auszuschliel3en, wurden im Zentrallabor
des Fachbereichs flr Veterinarmedizin hamatologische Untersuchungen mithilfe
des Advia 2120 (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen) durchgeflhrt und klinisch
chemische Parameter mit dem ABX Pentra 400 (ABX Diagnostics, Horiba, Kyoto,
JPN) bestimmt. Die Untersuchungen wurden durch die routinierten
Labormitarbeiter des Zentrallabors (Professur fur Klinische Pathophysiologie &
Klinische Laboratoriumsdiagnostik) der Klinik fur Kleintiere der JLU Giel3en
durchgefuhrt.

Fir die Messung von Insulin, ACTH und Cortisol wurden Blutprobenréhrchen
verwendet, in denen EDTA und Trasylol/Aprotinin (100 ul Aprotininldsung in einer
Konzentration von 10.000 KlU/ml wirksame Substanz/3ml Probenvolumen)
vorgelegt waren. Diese Blutprobenrohrchen wurden innerhalb von maximal drei
Stunden zentrifugiert (10 min bei 2600 rpm) und das Plasma in Eppendorfgefalle
(Sarstedt, Sarstedt) Uberfuhrt. Das Plasma wurde bei 7 °C gekuhlt und innerhalb
von 24 Stunden in das Biocontrol Labor nach Ingelheim verbracht. Dort wurden
die Proben am Tag nach der Probenentnahme durch erfahrene Mitarbeiter des

Biocontrol Labors in Ingelheim untersucht (www.biocontrol.de).

Die Insulin- und Cortisolwerte wurde mithilfe eines beim Pferd etablierten
Chemilumineszenz Immunoassays (CLIA) auf dem Gerat ADVIA Centaur XP der
Firma Siemens bestimmt. Die Bestimmung des ACTH erfolgte mittels
Chemilumineszenz Enzym Immunoassays (CLEIA) mit dem Gerat Immulite 2000

der Firma Siemens.
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3.1.1.5 Folgeuntersuchung

Wie im Kapitel 3.1.1 (Patienten) erlautert, sollten nur Pferde und Ponys in die
Studie eingeschlossen werden, bei denen der Nuchtern-Insulinwert als
pathologisch anzusehen war. Auszuschliel3en waren Patienten, die klinisch oder
durch ihren erhéhten ACTH-Wert eine PPID aufwiesen.

Bei 18 (29,5%) der 61 vorberichtlich und vom Ernadhrungszustand her in Frage
kommenden Pferde und Ponys wurde zum Zeitpunkt der Voruntersuchung ein
Nuchtern-Plasmainsulinwert von tdber 30 pU/ml ermittelt. Zudem konnte auf
Basis der klinischen Untersuchung und der Laborparameter bei diesen Tieren
kein Hinweis auf eine akute Erkrankung festgestellt werden. Diese Patienten
wurden innerhalb von zwei Wochen nach der Voruntersuchung eingehender, im

Rahmen der sogenannten Folgeuntersuchung, evaluiert.

Auch vor der Folgeuntersuchung wurden die Besitzer gebeten den Tieren
mindestens 10 Stunden vor der geplanten Untersuchung das Futter zu entziehen.
Dies erfolgte in der Regel am spaten Abend, da die Untersuchungen in den
frihen Morgenstunden durchgefuhrt wurden. Es erfolgte zunachst eine erneute
klinische Untersuchung zur Kontrolle des aktuellen Gesundheitszustandes der
Tiere. Blieb diese Kontrolle ohne besonderen Befund, so wurde anschlieRend
zum Nachweis einer Stérung des Glukosestoffwechsels und einer somit
vorliegenden  Insulinresistenz  ein  kombinierter  Glukose-Insulin-Test
durchgefuhrt.

3.1.16 Kombinierter Glukose-Insulin-Test

Der kombinierte Glukose-Insulin-Test (combined glucose-insulin test: CGIT)
wurde nach dem Modell von Eiler et al. (2005) durchgefuhrt. Eine Modifikation
des Verfahrens wurde dahingehend vorgenommen, dass zur Vereinfachung des

Ablaufes im Feld auf die Probenentnahme nach fiinf Minuten verzichtet wurde.

Den Patienten wurde nach Scheren, Reinigung und Desinfektion der
Punktionsstelle fur die Dauer des Tests ein Venenverweilkatheter (G 12
Vygonyle®, Vygon, Aachen) in eine Vena jugularis externa eingelegt. Um den

Tieren ausreichend Zeit zur Beruhigung vor dem Testbeginn zu geben, wurden
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nach dem Legen des Venenverweilkatheters weitere Vorbereitungen flr den
CGIT getroffen und nichtinvasive Untersuchungen, wie die Beurteilung des
Ernahrungszustandes und Ermittlung des Korpergewichtes, durchgefuhrt. Nach
der ersten Probenentnahme (Zeitpunkt 0) bekamen die Patienten nacheinander
150 mg/kg Korpergewicht Glukose (G40, Braun, Melsungen) und 0,1 U/kg
Kdrpergewicht Insulin (Insuman® Infusat 100 I.E./ml, Sanovi Aventis, Frankfurt)
verabreicht. Um zu verhindern, dass eventuelle Reste der Glukose- und
Insulinléosung im Venenverweilkatheter verblieben, wurden direkt im Anschluss
10 ml isotone Natriumchloridldsung (isotone Natriumchloridiésung ad us. vet.,
Braun,  Melsungen) injiziert. Fir das genaue Einhalten der
Probenentnahmezeitpunkte wurde eine Stoppuhr genutzt. Diese wurde sofort
nach Injektionsende der isotonen Kochsalzlosung gestartet. Um
Ungenauigkeiten durch im Venenverweilkatheter verbliebene Blutreste zu
vermeiden, wurden vor jeder Probenentnahme finf ml Blut aspiriert und

verworfen.

Blutglukose und Insulin wurden zu den in Tabelle 2 aufgefuhrten Zeitpunkten

bestimmt.

Tab. 2: Messzeitpunkte des kombinierten Glukose-Insulin-Tests (min)
0 1 15 |25 |35 (45 |60 (75 |90 (105|120

Insulin X X X

Glukose | X X X X X X X X X X X

Eine Stérung der Glukoseregulationsfahigkeit wurde dann als gegeben
angesehen, wenn 45 Minuten bis zum Wiedererreichen des Basalglukosewertes

Uberschritten wurden.
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3.1.2 Metformin-Studie

3.1.2.1 Einschlusskriterien

Um in die Placebo-kontrollierte Metformin-Studie eingeschlossen werden zu

konnen, mussten die EMS Patienten folgende Kriterien erfullen:

e |okale oder generalisierte Adipositas oder Obesitas

¢ anamnestische Hufreheerkrankung

¢ Nduchtern-Plasmainsulinwerte Uber 30 pU/ml

e Wiedererreichen des basalen Glukosewerts nach mehr als 45
Minuten im CGIT (s. 3.1.1.6)

Zudem kamen nur EMS Patienten in Frage, deren Haltungs- und
Fltterungsbedingungen fur den Zeitraum der Studie (sechs Monate) nach

Aussage und Beratung der Besitzer gleichwohl nicht verandert werden konnten.

3.1.2.2 Ablauf

Waren alle Einschlusskriterien erflllt, so wurden die Besitzer nochmals
eingehend uber den Studienablauf informiert. War nach der Erlauterung der
Untersuchungsergebnisse ein  Therapieversuch mit den erforderlichen
Kontrolluntersuchungen von den Besitzern erwlinscht, erfolgte die Zuteilung der
Patienten zum jeweiligen Behandlungsschema mithilfe einer vorab erstellten

Randomisierungsliste.

Bei Behandlungsschema 1 wurde den Patienten Uber drei Monate zweimal
taglich 20 mg/kg Koérpergewicht Metforminhydrochlorid (Metformin AL 1000,
ALIUD Pharma, Laichingen) mit etwas Futter verabreicht oder von den Besitzern
in Wasser aufgeldst mit einer Spritze ins Maul eingegeben. Nach den drei
Monaten wurde als Placebo eine adspektorisch gleiche Menge an Macrogol
(Macrogol 4000, Fagron, Barsbuttel) ebenfalls fur drei Monate zweimal taglich

verabreicht.

Macrogol 4000 ist als Hilfsstoff in den genutzten Metformintabletten enthalten

und hat in den in der vorliegenden Studie verwendeten Mengen keine zu
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erwartende pharmakologische Wirkung. Es war daher naheliegend, diese

Substanz als Placebo in der eigenen Studie zu verwenden.

Patienten, die Uber die Randomisierungsliste dem zweiten Behandlungsschema
zugeteilt wurden, erhielten die genannten Substanzen in umgekehrter
Reihenfolge. Sowohl fir die Autorin als auch flr die Besitzer war nicht ersichtlich
um welche Substanzen es sich jeweils handelte — die Studie erfolgte somit
verblindet (s. 3.1.2.3)

Zum Zeitpunkt des Wechsels der Substanzen nach drei Monaten und am Ende
des Behandlungszeitraumes, nach insgesamt sechs Monaten, wurden
Kontrolluntersuchungen inklusive CGITs durchgefihrt. Dabei wurde identisch wie

bei der in Kapitel 3.1.1.5 erlauterten Folgeuntersuchung vorgegangen.

3.1.2.3 Verblindung

Um die Verblindung sowohl der Untersucherin als auch der Besitzer
sicherzustellen, wurden fir jeden Patienten jeweils sechs Kisten mit je 62
neutralen Behaltern vorbereitet. In die eine Halfte der Behalter (3 Kisten a 62
Behalter) wurde entsprechend des Korpergewichts der Tiere die korrekte Menge
an Metformin in zermorserter Form eingeflillt, wahrend in die andere Halfte der
Behalter die gleiche Menge an Macrogol 4000 Pulver geflllt wurde. Die in
Pulverform in neutralen Behaltern abgegebenen Substanzen waren

adspektorisch nicht zu unterscheiden.

Die so vorbereiteten und gekennzeichneten Kisten wurden an die fur die
Randomisierung verantwortliche Person ubergeben. Diese Person hatte keinerlei
Kontakt zu den Patientenbesitzern oder Patienten und war nicht bei den
Untersuchungen anwesend. Wurde ein Patient in die Studie eingeschlossen, so
wahlte diese Person anhand der zuvor erstellten Randomisierungsliste die
entsprechende Kiste aus, entfernte die Kennzeichnung und Ubergab diese dann
der Untersucherin. Kurz vor Ablauf des dreimonatigen Behandlungszeitraumes
erhielt die Untersucherin dann die weiteren, ebenfalls nicht gekennzeichneten

Pakete mit der anderen Substanz.
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3.1.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch die Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinarmedizin der
Justus-Liebig-Universitat GielRen. Die statistischen Auswertungen wurden unter
Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 8.1,
(DIXON, 1993) durchgefihrt. Die Erstellung der grafischen Darstellungen erfolgte

mit dem Programm Microsoft Excel 2013.

Zur Beschreibung der Daten wurden bei quantitativen, annahernd
normalverteilten Merkmalen arithmetische Mittelwerte (X) und
Standardabweichung (s) berechnet und werden als MW £ SD angegeben. Da die
Insulinwerte und die Dauer bis zum Erreichen der Ausgangsglukosewerte nicht
normalverteilt waren, erfolgte die Datenbeschreibung durch die Angabe der
Mediane, der Quartile (Median; 1./3. Quartil) sowie der kleinsten und gréfiten

Beobachtungen mit Darstellung im Box-and-Whisker-Plot.

Zur statistischen Prifung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurden t-Tests
bei Normalverteilung beziehungsweise der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bei
schiefer Verteilung fur einmalig erhobene Parameter (wie zum Beispiel das Alter)

genutzt.

Um zu ermitteln, ob das Verum eine Wirkung auf den Glukosestoffwechsel
besitzt, wurden die Ergebnisse nach Placebo- und nach Metformingabe mittels
zweifaktorieller Varianzanalysen in der Modifikation fur cross-over Modelle mit
Messwiederholungen bezlglich der Behandlung ausgewertet. Einfaktorielle
Varianzanalysen wurden eingesetzt, um eventuelle Unterschiede, die durch die
Reihenfolge der Behandlungen begrindet sind, festzustellen. Bei fehlenden
Werten wurde ein Wald-Test durchgefuhrt.

Einige Patienten erreichten wahrend der CGITs auch nach 120 Minuten nicht
wieder den Ausgangsglukosewert. In diesem Fall wurde die Zeitdauer fiktiv auf
180 Minuten festgelegt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Friedman-Tests. Zudem wurde in diesem Fall noch explorativ ein Kruskal-Wallis-

Test angewendet.
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Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a= 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch

signifikant angesehen. Zusatzlich wird der exakte p-Wert angegeben.
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3.2 ERGEBNISSE

3.2.1 Ergebnisse der Voruntersuchung

Die Voruntersuchungen fanden an insgesamt 61 Patienten im Zeitraum von April
2010 bis Dezember 2011 statt. Die Tiere wurden aufgrund einer lokalisierten
Adipositas oder Obesitas in Kombination mit einer anamnestischen
Hufreheerkrankung vorgestellt. Die 27 Pferde und 34 Ponys waren zwischen
sieben und 26 Jahre (15,3 + 4,4) alt.

Im Rahmen der klinischen Untersuchung konnte bei keinem der vorgestellten
Pferde und Ponys Hinweise auf das Vorliegen einer akuten Erkrankung

festgestellt werden.

Da als Einschlusskriterium eine generalisierte oder lokalisierte Adipositas oder
Obesitas vorgegeben war ist es nicht verwunderlich, dass der
Ernahrungszustand aller Pferde und Ponys als dick (7/9) bis adipds (9/9)
einzustufen war. Der body condition score (nach Henneke et al. 1983) reichte
von 7,5-9,0 (8,3 £0,5).

3.2.1.1 Nichtern-Insulinwerte

Wie in Abb. 1 zu sehen, lagen die Nuchtern-Insulinwerte bei den initial
untersuchten 61 Probanden zwischen 3 und 260 pU/ml. Die Insulinwerte
erwiesen sich als deutlich linksschief verteilt und wiesen einen Median von 23,6
pU/ml mit einem 1. Quartil von 12,6 yU/ml und einem 3. Quartil von 38,0 pU/ml
auf. Von den 61 adipdsen Pferden und Ponys mit Hufrehe-Vorbericht zeigten 26
(43%) Nuchtern-Insulinwerte von unter 20 yU/ml. 12 der Tiere hatten Werte
zwischen 20 und 30 pU/ml und 23 wiesen die fur den Studieneinschluss
geforderten Insulinkonzentrationen von Uber 30 pU/ml auf. Von diesen 23
Patienten zeigte ein Pony neben einem Nuchtern-Insulinwert von 82,6 pU/ml (in
Abb. 1 als Kreis markiert) einen deutlich erhdhten ACTH Wert von 168 pg/ml, so
dass es nicht in die Metformin-Studie aufgenommen werden konnte. Die
Insulinwerte der verbleibenden 22 Patienten (36% der initial untersuchten Tiere)
sind in Abb. 2 dargestellt. Der Median der Nuchtern-Insulinwerte bei diesen

Tieren betrug 44,7 pU/ml mit einem 1. Quartil von 37,1 yU/ml und einem 3. Quartil
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von 108 pyU/ml. Zwei Patienten zeigten mit 241 und 260 pU/ml auffallig hohe

Nuchtern-Insulinwerte.

300 300
250 A 250 A
200 - 200 A
150 - 150 +
E E
2 2
100 - 100 +
0 82,6
(Patient mit
erhohtem
ACTH von
168 pg/ml)
50 - 50 -
L
0 l 0
Abb. 1: Box-Plot der Nuchtern- Abb. 2: Box-Plot der Niichtern-
Insulinwerte aller 61 adiposen Pferde Insulinwerte der 22 Pferde und
und Ponys mit Hufrehe- Anamnese Ponys mit Hyperinsulinamie > 30

MU/ml und ohne erhdhtes ACTH

37




Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

3.2.1.2 Hamatologie

Die 60 adipdésen Patienten mit Hufrehe-Anamnese und ACTH-Werten im
Referenzbereich zeigten keine relevanten Veranderungen der hamatologischen
Blutparameter. Wenn sie in Abhangigkeit von ihren Nuchtern-Insulinwerten in
zwei Gruppen (< bzw. > 30 pU/ml) eingeteilt wurden, bestanden keine
signifikanten Unterschiede (Tab. 3). In der Patientengruppe mit Nuchtern-

Insulinwerten < 30 yU/ml befanden sich 22 Ponys und 16 Pferde, in der Gruppe

mit Werten > 30 yU/ml 10 Ponys und 12 Pferde.

Tab. 3: Hamatologie der Patienten in der Voruntersuchung (n=60)
Nuchtern- Nuchtern-
Einheit | Referenzbereich I<n;S>,l(J)”SU ml I>n;S>,l(J)”SU ml
(n=38) (n=22)
WBC 1079/l | 4,37 - 8,96 7,41+1,32 7,37 £ 1,61
Neutrophile 1079/l | 2,22-5,80 4,20 £ 1,20 3,83+0,75
Lymphozyten | 1079/ | 0,99 - 3,48 2,66 + 0,78 2,97 + 0,99
Monozyten 1079/ | 0,07 - 0,37 0,28 + 0,11 0,27 £ 0,12
Eosinophile 1079/ | 0,00-0,35 0,20+ 0,13 0,21 +0,15
Basophile 1079/ | <0,18 0,03 + 0,03 0,04 + 0,08
Hkt I/l 0,29 - 0,44 0,35+ 0,06 0,37 £ 0,04
PLT 1079/l | 90 - 270 178 £ 40 175 £ 49

WBC: white blood cell count = Leukozytenzahl

Hkt: Hamatokrit

PLT: platelet count = Thrombozytenzahl

38




Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

3.2.1.3 Klinisch chemische Blutparameter

Auch bei den chemischen Blutparametern wurden keine klinisch als relevant zu
bewertenden Veranderungen bei den 60 Probanden festgestellt. Eine
Auswertung der Blutparameter nach Einteilung der Patienten in eine Gruppe mit
Nuchtern-Insulinwerten unter 30 pU/ml und eine mit Werten tber 30 uU/ml zeigte,
dass die Tiere mit Hyperinsulinamie hoéhere Triglyceridwerte aufwiesen (Tab. 4).
Dieser Unterschied erwies sich im t-Test als statistisch signifikant (p = 0,001). Die
Tiere mit einem Nuchtern-Insulin von > 30 pU/ml wiesen dabei Triglyceridwerte
von 0,70 + 0,30 mmol/l auf, was Uber dem Referenzbereich von 0,05 — 0,52
mmol/l des untersuchenden Labors liegt. Die Patienten mit physiologischen oder
leicht erhdhten Nuchtern-Insulinwerten lagen mit 0,47 £ 0,21 mmol/l im
Referenzbereich. Interessanterweise gab es keine weiteren signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei den anderen Klinisch-

chemischen Parametern, auch nicht bei den Glukosewerten.

Die hohen Standardabweichungen der GLDH Aktivitaten lassen sich in beiden
Gruppen auf jeweils drei Pferde zurlckfuhren, die mit Werten von 79, 27, und 21
U/l in der Gruppe der Pferde mit Nichtern-Insulinwerten < 30 pU/ml und 103, 25
und 24 U/l in der Gruppe der Patienten mit Nuchtern-Insulinwerten > 30 pU/ml

auffielen.

Die Magnesiumwerte lagen in beiden Gruppen knapp unterhalb des

Referenzbereichs des untersuchenden Labors.

Abschliel3end ist zu erwahnen, dass auch bei individueller Betrachtung die Tiere
mit Nuchtern-Insulinwerten > 30 pyU/ml keine Veranderungen in ihren klinisch-
chemischen Blutparametern zeigten, die auf schwerwiegende

Organveranderungen hatten schliel3en lassen.
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Tab. 4: Ergebnisse der klinisch chemischen Blutuntersuchung
Nuchtern- Nuchtern-
Einheit Refe_renz- Insulin Insulin
bereich < 30 pu/ml > 30 pu/ml
(n=38) (n=22)
Harnstoff mmol/l | 3,18-7,31 |4,58 +1,14 4,53 £ 1,56
Kreatinin pumol/l 69 - 155 101 + 21 93+18
Na* mmol/l | 132 - 138 135+1,9 135+2,2
Cl mmol/l | 94 - 102 101 £2,0 100 £ 2,2
K* mmol/l | 2,6-4,9 3,8+0,7 3,8+0,5
Ca** mmol/l | 1,51-1,74 |1,62+0,09 1,66 £ 0,10
Phosphor mmol/l | 0,47-1,33 |0,89 0,21 0,94 £ 0,19
Mg** mmol/l | 0,47 -0,62 |0,46 + 0,07 0,46 + 0,05
Gesamteiweil} g/l 58,0-74,0 |67,5+£5,1 67,3+4,6
Albumin g/l 29,9-379 |32,07+2,64 |31,80+2,85
Globulin g/l 23,1-421 |355%5,0 35,5147
Bilirubin gesamt pumol/I 9,12-46,49 | 16,73 £6,23 | 15,94 £ 8,35
Bilirubin direkt pumol/I 3,18-7,51 |5,06+1,03 4,44 £ 1,09
Triglyceride mmol/l | 0,05-0,52 |0,47 £0,21 0,70*+ 0,30
Alkalische U/l <292 139 £ 35 147 £ 43
Phospatase
GLDH U/l <15 76+12,9 11,5+21,5
Gamma GT U/l <106 45 + 34 37 £ 21
Amylase U/l n.b. 1,8+2,2 23+3,3
Lipase U/l n.b. 6,5+1,6 6,2+15
AST U/l <487 390 £ 113 387 £ 128
Creatinkinase U/l <320 268 £ 72 277 £ 55
LDH U/l <571 488 + 127 539 £ 192
Fibrinogen gl 1,25-3,29 |1,94+1,64 1,83+0,74
Glukose mmol/l |4,2-6,4 42+0,9 44+0,9

* statistisch signifikant
n.b.: nicht bestimmt

40




Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

3.214 Cortisol und ACTH

Die Cortisolwerte der 61 Tiere lagen im arithmetischen Mittel bei 2,6 £ 1,2 pg/dl,
wobei ein Pferd mit einem Wert von 6,9 pg/dl geringfugig oberhalb des
Referenzbereiches von 1,0 - 6,7 pg/dl des untersuchenden Labors lag. Dieses
Pferd nahm aufgrund seines physiologischen Nichtern-Insulinwertes nicht an der

cross-over-Studie teil.

Die ACTH Konzentration lag bei 22,5 £ 18,7 pg/ml. Dabei wies ein Pony einen
Wert von 168 pg/ml auf (Cortisol: 2,7 pg/dl; Nuchtern-Insulin: 82,6 pU/ml). Damit
Uberschritt es selbst den im Herbst geltenden Referenzbereich des Labors fir
ACTH und wurde daher nicht in die weiteren Untersuchungen einbezogen. Die
Teilnehmer des cross-over Versuchs, die die Studie beendeten (n = 14) wiesen
ACTH-Werte von 8 bis 40 pg/ml (17,4 £ 10,0 pg/ml) auf.

3.2.1.5 Auswertung des ersten CGITs

Nach den Voruntersuchungen standen 18 der 22 Pferde und Ponys, welche
einen erhohten Nuchtern-Insulinwert Uber 30 pU/ml aufwiesen, fur den
kombinierten Glukose-Insulin-Test zur Verfugung. Bei den anderen vier
Patienten bestand seitens der Besitzer kein Interesse an weiteren

Untersuchungen oder einem medikamentellen Therapieversuch.

Die intravendse Gabe von Glukose und Insulin flhrte bei diesen 18 untersuchten
Patienten erwartungsgemall zu einem raschen und deutlichen Anstieg des
Blutglukosewertes auf bis zu 19,2 mmol/l nach einer Minute. Bei zwei der 18
Patienten fielen die Blutglukosewerte innerhalb von 45 min auf Werte unterhalb
des individuellen initialen Basalblutglukosewertes ab. Diese zwei Pferde kamen
aufgrund der somit als physiologisch zu bewertenden Fahigkeit, ihre Blutglukose
zu regulieren, fur weitere Untersuchungen oder eine medikamentdse Therapie

nicht in Frage.

Beispielhaft sind der physiologische und pathologische Verlauf der
Blutglukosewerte beim kombinierten Glukose-Insulin-Test in Abb. 3 dargestellt.
Bei einer physiologischen Blutglukoseregulationsfahigkeit wird erwartet, dass die

Blutglukose im Testverlauf innerhalb von 45 Minuten unter den initial
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gemessenen Basalwert absinkt. Der CGIT wurde in der eigenen Untersuchung

als pathologisch interpretiert, wenn die Blutglukosekonzentration nicht innerhalb

von 45 Minuten unter den Ausgangswert absank.
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Abb. 3: CGIT-Verlaufe bei zwei Probanden mit zufallig gleichem initialen

Blutglukose-Basalwert von 4,5 mmol/Il

Aufgrund ihrer pathologisch erhdhten Glukosewerte 45 Minuten nach Beginn des

intravenosen kombinierten Glukose-Insulin-Tests konnten schlieRlich 16 Pferde

und Ponys in die Studie eingeschlossen werden.
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3.2.2.1

Wie in Tabelle 5 dargestellt setzte sich das Patientengut fur den cross-over
Versuch zunachst aus neun Wallachen und sieben Stuten zusammen. Es
handelte sich um vier Warmblutpferde, vier Shetlandponys, zwei Islandpferde,
zwei Ponys ohne klare Rassezugehdrigkeit und jeweils ein arabisches Vollblut,
Norweger, Quarter-Horse-Islander-Mix und ein Appaloosa. Das Alter der Tiere
lag zwischen acht und 26 Jahren (14,6 + 4,7 Jahre). Das zu Beginn der Studie

per Gewichtsmaliband ermittelte Korpergewicht lag zwischen 180 und 750 kg

Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

Ergebnisse rekrutierter Patienten

(403,1 + 180,0 kg)

Initial eingeschlossene Patienten und Studienabbrecher

Tab. 5: Ubersicht der in den cross-over Versuch eingeschlossenen
Patienten
Nr.|Rasse '(A\\Jl;[airre) Sex gllemgztnd kg) BCS gtabr;-tanz
1 |Warmblut 21 Stute 600 8,0 Met
2 |Norweger 10 |Stute 547 9,0 Met
3 |Shetlandpony 13 |Wallach 192 8,0 Plac
4 |Warmblut 14 |Stute 750 9,0 Met
5 |Shetlandpony 12 Wallach 206 7,5 Met
6 |Shetlandpony 8 Wallach 250 9,0 Plac
7 |Warmblut 15 Wallach 550 7,5 Met
8 |Araber 15  |Stute 500 8,0 Met
9 |Pony 8 Wallach 250 7,5 Met
10 |Quarter-Mix 17  |Stute 506 8,0 Plac
11 |Pony 12 Wallach 240 9,0 Plac
12 |Islander 19  |Wallach 414 8,0 Plac
13 | Shetlandpony 11 Wallach 180 8,5 Met
14 |Islander 26 |Wallach 420 8,0 Met
15 |Appaloosa* 16 Stute 500 7,5 Plac
16 |Warmblut* 16  |Stute 656 8,0 Plac

* Drop-outs (s. Text)

Met: Metformin

43

Plac: Placebo




Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

Bei den Patienten 15 und 16 konnte die Studie aufgrund von akuten
Erkrankungen (akuter Hufreheschub bzw. schwere Gliedmalenverletzung) nicht
zu Ende gefuhrt werden. Die fur diese Pferde erhobenen Daten wurden daher
nicht in die Auswertungen einbezogen. Beide Pferde erkrankten innerhalb der
ersten drei Monate und waren zu diesem Zeitpunkt der Placebo-Gruppe
zugeordnet. Aufgrund dieser ,drop-outs” haben neun der auswertbaren 14

Probanden die Studie mit dem Verum Metformin begonnen.

Der schwere akute Reheschub, der bei der 16-jahrigen Appaloosa-Stute (Nr. 15)
zur Euthanasie aus Tierschutzgrinden flhrte, liel} sich auch nach erneuter
Analyse der klinischen und labordiagnostischen Daten nicht prognostizieren. Die
klinischen Untersuchungen sowohl bei der Voruntersuchung als auch direkt vor
dem initialen CGIT waren, auch hinsichtlich der Gliedmalienpulsation und des
Gangpbildes, unauffallig. Der Nuchtern-Insulinwert in der Voruntersuchung lag mit
einem Wert von 37,1 pU/ml deutlich im unteren Bereich der verbleibenden 14
Probanden mit einem Median (1./3. Quartil) von 49,4 (39,7/108,8) uU/ml. Auch
die Insulinwerte wahrend des initialen CGITs waren zu den Zeitpunkten 0, 45 und
90 Minuten mit Werten von 17, 160 und 58 pU/ml im Vergleich zu den Werten
der anderen 14 Patienten nicht auffallig. Deren Insulinwerte lagen zu den
entsprechenden Zeitpunkten bei 9 (6,2/11,7) yU/ml, 236 (163/261) pU/ml und
75,8 (40,6/163,8) pU/ml.

Eine 16-jahrige Warmblutstute (Nr. 16) erlitt eine mit einer hochgradigen
einseitigen Lahmheit einhergehende Verletzung der oberflachlichen
Beugesehne. Die Stute wurde daraufhin Uber mehrere Wochen mit
nichtsteroidalen Antiphlogistika therapiert, wodurch eine weitere Teilnahme an

der Studie nicht moéglich war.

3.2.2.2 Patienten mit vollstandiger Studienteilnahme

In die statistische Auswertung des cross-over Versuchs gingen die Daten von 9
Wallachen und 5 Stuten ein. Es handelte sich um 3 Warmblutpferde, 4
Shetlandponys, 2 Islandpferde, 2 Ponys ohne klare Rassezugehdrigkeit und

jeweils ein arabisches Vollblut, einen Norweger und einen Quarter-Horse-
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Islander-Mix. Das Alter der Tiere lag bei Beginn der Studie zwischen 8 und 26
Jahren (14,4 + 5,1 Jahre). Es ergaben sich, wie aus Tabelle 6 ersichtlich, keine
statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Korpergewichts und des
BCS zwischen Metformin-Gabe und Placebo bei den 14 Patienten, die Uber den
gesamten Studienzeitraum beobachtet werden konnten. Allerdings zeigte Patient
10 einen deutlichen Gewichtsverlust von 506 kg zu Studienbeginn Gber 478 kg
auf 466 kg zu Studienende. Dies zeigt sich auch in Tabelle 6 bei den Mittelwerten
Uber den Studienzeitraum.

Tab. 6: Korpergewicht (KGW) und Body condition score (BCS) im
insgesamt sechsmonatigen Studienverlauf (n=14)

Studienbeginn | Nach Metformin Nach Placebo

KGW Malflband
(kg)
BCS (1-9) 82+0,6 8,0+0,5 8,1+0,5

403,5 £ 180,6 382,3 + 166,1 383,9 + 161,3

Im Zeitraum der Medikamentengabe wurden keine unerwunschten
Arzneimittelwirkungen beobachtet. Die Gabe der Substanzen erfolgte bei neun
Tieren mithilfe einer Maulspritze und bei funf Patienten Uber das Futter. Die
Besitzer beschrieben die Akzeptanz in einer Phase der Studie als deutlich hoher,
welche sich nach Entblindung als Placebophase herausstellte. Alle Besitzer
versicherten aber, dass ihnen die Eingabe der Substanzen regelmalfig gelungen
sei bzw. das Futter — wenn auch teilweise verzogert — stets vollstandig

aufgenommen wurde.
3.2.3 Ergebnisse des ersten CGITs

3.23.1 Flachen unter dem Glukoseverlauf

Um die kombinierten Glukose-Insulin-Tests mittels eines Parameters vergleichen
zu konnen, wurde die ,area under the curve“ (AUC), also die Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve flr den Glukoseverlauf bei den Probanden berechnet.
FUr eine bessere Vergleichbarkeit der interindividuell recht unterschiedlichen
Testergebnisse wurden zusatzliche Flachenberechnungen durchgefihrt. Die
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Variationen und deren Ergebnisse sind in Tabelle 7 wiedergegeben und werden

nachfolgend unter zu Hilfenahme von Abbildungen erlautert.

Tab. 7: Flachen unter den Glukosekurven (AUC) im ersten kombinierten
Glukose-Insulin-Test (n = 14)
Einheit MW SD MIN MAX
AUC mmol/l x 120 848 167 637 1211
®AUC mmol/l x 120 345 156 133 719
AUCs0 mmol/l x 60 519 73 428 625
®AUCe0 mmol/l x 60 267 67 174 379
AUC: Flache unter der Glukosekurve bis 120 Minuten (Abb. 4)
PAUC: Flache unter der Glukosekurve bis 120 Minuten, um den basalen
Glukosewert bereinigt (Abb. 5)
AUCeo: Flache unter der Glukosekurve bis 60 Minuten (Abb. 6)
bAUCso: Flache unter der Glukosekurve bis 60 Minuten, um den

basalen Glukosewert bereinigt (Abb. 7)
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Abb. 4: Flache unter der Glukosekurve bis 120 Minuten bei

pathologischem CGIT (Patient 11)

Die Glukose-AUC des Probanden Nr. 11 ist als blaue Flache in Abb. 4
beispielhaft dargestellt. Bei allen 14 Patienten ergaben sich AUC-Werte von 848
+ 167 mmol/l x 120 Minuten. Da die Patienten unterschiedliche Ausgangs-
Glukosewerte zu Beginn der kombinierten Glukose-Insulin-Tests zeigten, wurden
die Glukose-AUC Werte, um den Basalglukosewert zum Zeitpunkt O bereinigt,
erneut berechnet (PAUC). Damit entfallt, wie in Abb. 5 dargestellt, die Flache
unterhalb des ersten Glukosewertes. Somit gehen in die PAUC nur Flachen ein,
welche sich allein aufgrund des kombinierten Glukose-Insulin-Tests ergeben.
Diese lag bei den 14 Probanden bei 345 £ 156 mmol/l x 120 Minuten.
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Abb. 5: Flache unter der Glukosekurve, die um den Basalglukosewert be-

reinigt wurde (PAUC) des Patienten 11

Fir die Interpretation der Ergebnisse der CGITs sind insbesondere die ersten 45
Minuten des Testverlaufes interessant. Die eigenen Patienten erreichten ihren
basalen Glukosewert frihestens nach 60 Minuten, teilweise aber nicht einmal
nach 120 Minuten. Daher wurden die Flachenberechnungen, wie in Abb. 6
beispielhaft dargestellt, nochmals lediglich mit den Werten bis zum Zeitpunkt 60
Minuten durchgefuhrt (AUCeo). Diese betrug 519 + 73 mmol/l x 60 min und wies
eine deutlich geringere Standardabweichung (14,1% des Mittelwertes) auf als die
reine Glukose-AUC Berechnung (19,7% des MW) oder die PAUC (45,2% des
MW).

Weiter sind als Kombination aus den beiden oben erlauterten, zusatzlichen
Flachenberechnungen die Werte bis 60 Minuten und zusatzlich um den
Basalglukosewert bereinigt (PAUCs0) wiedergegeben. Dies ist zum besseren
Verstandnis schematisch in Abb. 7 dargestellt. Hierbei ergaben sich Werte von
267 + 67 mmol/l x 60 min, woraus sich eine Standardabweichung von 25,1 % des

Mittelwertes ergibt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der AUCeo0: Flache unter der
Glukosekurve bis 60 Minuten (Patient 11)
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Abb. 7:  PAUCso: Flache unter der Glukosekurve bis 60 Minuten und um den
Basalglukosewert bereinigt (Patient 11)
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3.2.3.2 Dauer bis zum Erreichen des Basalglukosewertes

Nach dem Anstieg des Blutzuckerspiegels durch die intravenése Gabe der 150
mg/kg Glukose dauerte es bei den 14 eigenen Patienten beim ersten
kombinierten Glukose-Insulin-Test mindestens 60 Minuten, bis der basale
Glukosewert (ts) wieder erreicht wurde. Der Median aller Tiere lag bei 180
Minuten mit einem 1. Quartil von 111 und einem 3. Quartil von 180 Minuten.
Hierbei ist zu beachten, dass die Glukosewerte lediglich bis zu einem Zeitraum
von 120 Minuten real gemessen wurden. Von den 14 untersuchten Pferden und
Ponys erreichten beim ersten kombinierten Glukose-Insulin-Test bis zu diesem
Zeitpunkt nur funf Tiere Werte, die ihrem Basalglukosewert entsprachen. Je ein
Pferd war nach einem Untersuchungszeitraum von 60, 75 und 90 Minuten und
zwei nach 120 Minuten wieder bei den jeweiligen Basalglukosewerten angelangt.
Bei den anderen neun Patienten wurde als Zeit bis zum Erreichen des

Basalglukosewertes der fiktive Maximalwert von 180 Minuten eingesetzt.

3.2.3.3 Insulinkonzentration wahrend des ersten CGITs

Die Plasmainsulinkonzentration wurde im Verlauf der kombinierten Glukose-
Insulin-Tests direkt vor (0 Minuten) Injektion von Glukose und Insulin sowie 45
und 90 Minuten nach Applikation (Ins 0, 45, 90) bestimmt. Fir den ersten CGIT
im Rahmen der Voruntersuchung sind die Werte in Abb. 8 dargestellt. Die
Insulinwerte waren nicht normal verteilt und werden daher als Median (1./3.
Quartil) angegeben. Die Plasmainsulinkonzentration betrug initial 9 (6,2/11,7)
pU/ml, was bezogen auf die Ergebnisse der Voruntersuchung, bei der alle diese
Patienten Plasmainsulinkonzentrationen > 30 yU/ml aufwiesen, deutlich niedriger

ist.

Nach 45 Minuten zeigten die Tiere Plasmainsulinkonzentrationen von 236 (163/
261) pU/ml mit einem Minimum von 146 pU/ml und einem Maximum von 309
pU/ml. Somit lagen die Plasmainsulinkonzentrationen bei allen eigenen Pferden
und Ponys zu diesem Zeitpunkt Uber dem in der Literatur als pathologisch
angegebenen Grenzwert von Uber 100 pU/ml. Dieses Ergebnis bestatigt, dass
die B-Zellen des Pankreas Insulin im pathologisch erhéhten Bereich sezernierten.
Dies belegt, dass trotz niedrigerer basaler Insulinwerte als in der
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Voruntersuchung die Probanden korrekterweise in die Studie eingeschlossen
wurden. Nach 90 Minuten betrugen die Insulinkonzentrationen noch 75,8
(40,6/163,8) pU/ml.

Besonders auffallig war, dass bei Patient 5 und 12 nach 45 Minuten niedrigere
Insulinwerte gemessen (219 bzw. 245 yU/ml) wurden als nach 90 Minuten (373
bzw. 252 uU/ml). Es handelte sich bei beiden um Ponys, die bereits in der

Voruntersuchung mit 162 und 260 pU/ml auffallig hohe Nudchtern-Insulinwerte

aufwiesen.
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Abb. 8: Plasmainsulinkonzentrationen beim ersten CGIT (n=14)
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3.24 Ergebnisse der cross-over Studie

Vorangestellt sei, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der
jeweils dreimonatigen Gabe von Metformin und dem Placebo Macrogol
feststellbar waren. Dies bezieht sich sowohl auf das Korpergewicht, den body
condition score, roéntgenologische Parameter zur Beurteilung der Hufrehe
(Fedtke 2015) als auch bezogen auf den Schwerpunkt der eigenen Arbeit, die
labordiagnostischen Parameter wahrend der CGITs: es gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen Metformin und Placebo in den Glukose-AUCs, der Dauer
bis zum Erreichen des Basalglukosewertes sowie den Plasmainsulinwerten

wahrend der kombinierten Glukose-Insulin-Tests.

Auch die Reihenfolge der Substanzverabreichung, also ob die Tiere zuerst
Metformin und dann das Placebo erhielten (n=9) oder umgekehrt (n=5) besal}

keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

Weiterhin ist festzuhalten, dass der zeitliche Ablauf der Untersuchungen an sich,
also ob die Untersuchungen zu Beginn, nach drei oder sechs Monaten

durchgefuhrt wurden, ebenfalls keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatte.

3.24.1 Kombinierte Glukose-Insulin-Tests

In Abb. 9 sind vergleichend die Verlaufe der Mittelwerte der Glukosemessungen
wahrend der CGITs dargestellt. Wie aus der Grafik ersichtlich, lagen die
Mittelwerte der Glukosemessungen zu den einzelnen Zeitpunkten sehr eng

beieinander und verliefen parallel zueinander.
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Abb. 9:  Blutglukoseverldufe wahrend der CGITs zu Studienbeginn (1. CGIT)

und nach je drei Monaten Metformin- bzw. Placebogabe (jeweils
n=14; Mittelwerte)
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3.24.2 Glukose AUCs bei den drei CGITs

Die Flachen unter der Glukosekurve wurden nach Gabe von Metformin oder
Placebo ebenso berechnet wie in Kapitel 3.2.2.1 erlautert. Die Ergebnisse sind
in den Tabellen 8, 9, 10 und 11 dargestellt. Obgleich keine statistisch
signifikanten Unterschiede bestanden sei darauf hingewiesen, dass die mittleren

AUCs nach Placebogabe regelmalig die kleinsten waren.

Leider fehlten bei Patient 10 beim CGIT nach Metformingabe, aufgrund von
Problemen im Untersuchungsablauf, zwei Glukosewerte (Messung nach 75 und
90 Minuten). Die Glukosewerte dieses Patienten wurden daher nicht in die
statistischen Berechnungen der AUCs einbezogen. Gleichwohl wurden die
Untersuchungsergebnisse in die Berechnungen der AUCs bis zum
Messzeitpunkt 60 Minuten einbezogen, da bis zu diesem Zeitpunkt alle

Ergebnisse als korrekt betrachtet werden konnen.

Tab. 8: Glukose AUCs (mmol/l x 120 min)
MW SD MIN MAX
1. CGIT 848 167 637 1211
nach Metformin 892 263 505 1578
nach Placebo 831 197 571 1265

Tab. 9: Um den Basalglukosewert bereinigte AUCs (mmol/l x 120 min)
MW SD MIN MAX
1. CGIT 345 156 133 719
nach Metformin | 403 173 121 774
nach Placebo 300 105 175 535
Tab. 10: AUCs bis 60 Minuten (mmol/l x 60 min)
MW SD MIN MAX
1. CGIT 519 73 428 625
nach Metformin | 524 140 326 874
nach Placebo 500 116 293 725
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Tab. 11: Um den Basalglukosewert bereinigte AUCs bis 60 Minuten (mmol/l

x 60 min)
MW SD MIN MAX
1. CGIT 267 67 174 379
nach Metformin 278 104 62 472
nach Placebo 237 81 59 413

3.243 Individuelle Glukoseverlaufe bei den drei CGITs

In den Abbildungen 10 bis 23 sind die individuellen Glukoseverlaufe der drei
CGITs fur die einzelnen Patienten dargestellt. Wie aus den Abbildungen
hervorgeht, sind fast alle Glukosekurven dhnlich und zeigen auf3er bei Patient 10
einen als pathologisch zu wertenden Verlauf der Glukosewerte in den drei CGITs.
Nur bei zwei der Patienten kam es zu Glukosewerten > 20 mmol/l (Nr 3 und Nr
14), weshalb in diesen Abbildungen eine Skalierung bis 25 auf der Y-Achse
gewahlt wurde. Bemerkenswert ist, dass bei 10 der 14 Patienten die Verlaufe,
insbesondere ab der Glukosemessung 15 Minuten nach Testbeginn, erstaunlich

identisch erscheinen.

Auffallige Diskrepanzen sind bei einzelnen Glukosekurven der Patienten 3, 5, 6
und 10 festzustellen. Diese korrelieren jedoch nicht mit der Substanzgabe. In
Bezug auf die deutlichsten intraindividuellen Unterschiede in den
Glukoseverlaufen fallen insbesondere Patient 3 (Abb. 12), Patient 5 (Abb. 14)
und Patient 6 (Abb. 15) auf. Patient 3, ein 13-jahriger Shetlandponywallach, weist
beim CGIT nach Metformingabe eine deutlich hoher verlaufende Glukosekurve
auf, als nach dem 1. CGIT und einen fast physiologischen Verlauf nach Placebo.
Bei Patient 5, einem 12-jahrigen Shetlandponywallach, ist die Glukosekurve nach
Placebogabe die deutlich hochste, wahrend der 1. CGIT und 2. CGIT nach
Metformingabe fast erstaunlich gleiche Glukoseverlaufe aufweisen. Auffallig war,
dass diese beiden Patienten deutlich hdhere Plasmainsulinwerte zum Zeitpunkt
0 bei den jeweils auffalligen CGITs aufwiesen als die Ubrigen Patienten. Diese
betrugen 212 pU/ml bei Patient 3 und 317 yU/ml bei Patient 5. Bei diesen beiden
Patienten konnten keine Besonderheiten nachvollzogen werden, welche
ursachlich fur diese hohen Werte sein kdonnten. Auch bei Patient 6, einem 8-

jahrigen  Shetlandponywallach, fallt die hoéhere Glukosekurve nach
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Metformingabe auf. Dieses Tier hatte in den Tagen vor dem Metformin-CGIT
Zugang zu frischem Gras und zeigte 45 Minuten nach Testbeginn den héchsten
Insulinwert von 2290 pU/ml in der eigenen Untersuchung. Bei Patient 10, einer
17-jahrigen Quarter-Horse-Mix Stute, sind die Glukosekurven nach Metformin-
und nach Placebogabe als physiologisch zu werten. Leider fehlen bei diesem Tier
beim CGIT nach Metformingabe, aufgrund von Problemen im
Untersuchungsablauf, zwei Glukosewerte (Messung nach 75 und 90 Minuten).
Die jeweiligen individuellen Besonderheiten der Patienten werden in Kapitel 3.2.5

ausfuhrlicher erlautert.
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Abb. 10: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 1
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Abb. 11: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 2
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Abb. 12: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 3
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Abb. 13: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 4
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Abb. 14: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 5

o7



Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

N
o
J

——1. CGIT
—=—nach Metformin (3. CGIT)
—+—nach Placebo (2. CGIT)

N
a1
I

(6)]
I

o
=

Glukose [mmol/l]
o

0 20 40 60 80 100 120
Zeit [min]

Abb. 15: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 6
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Abb. 16: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 7
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Abb. 17: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 8
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Abb. 18: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 9
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Abb. 19: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 10
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Abb. 20: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 11
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Abb. 21: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 12
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Abb. 22: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 13
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Abb. 23: Glukoseverlauf bei den drei CGITs von Patient Nr. 14
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3.2.4.4 Dauer bis zum Erreichen des Basalglukosewertes

Von den 14 Pferden und Ponys erreichten beim ersten kombinierten Glukose-
Insulin-Test bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes von 120 Minuten funf
Tiere Werte, die ihrem Basalglukosewert entsprachen. Bei der Untersuchung
nach Metformingabe waren es vier Tiere und bei der Untersuchung nach
Placebogabe neun. Bei der Mehrzahl der Patienten wurde folglich als Zeit bis
zum Erreichen des Basalglukosewertes der fiktive Maximalwert von 180 Minuten

eingesetzt. Hieraus resultieren die in Abb. 24 dargestellten Mediane und Quartile.

Nach Metformingabe betrug die Zeit bis zum Erreichen des initialen
Glukosewertes im Median 180 Minuten mit einem 1. Quartil von 87 und einem 3.
Quartil von 180 Minuten. Nach der Gabe des Placebos waren es im Median nur

148 Minuten mit einem 1. Quartil von 86 und einem 3. Quartil von 180 Minuten.
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Abb. 24: Zeit (min) bis zum Wiedererreichen des Basalglukosewertes.
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Auffallig war, dass der Patient 10 sowohl nach der Metforminphase als auch nach
der Placebogabe bereits nach 35 Minuten seinen Basalglukosewert wieder
erreicht hatte und somit in diesen CGITs eine physiologische
Blutglukoseregulationsfahigkeit aufwies. Bei dem ersten CGIT vor Studienbeginn
erreichte die Stute innerhalb des untersuchten Zeitraumes von 120 Minuten nicht
wieder ihren Ausgangsglukosewert. Individuelle Besonderheiten zu diesem

Patienten werden in Kapitel 3.2.5 ausfuhrlicher erlautert.
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3.245 Insulinkonzentrationen wahrend der CGITs

Die bei den CGITs jeweils zum Zeitpunkt 0 gemessenen Plasmainsulin-
Konzentrationen (Abb. 25) zeigten nach dreimonatiger Behandlung mit Metformin
mit Werten von 7,2 (4,5/15,9) pU/ml keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zu den Werten nach der ebenfalls dreimonatigen Gabe des Placebos
mit 12,7 (5,1/18,5) yU/ml. Sowohl nach der Placebo-Gabe als auch nach der
Metforminphase wies jeweils ein Pferd eine deutlich hohere
Plasmainsulinkonzentration als die anderen 13 Patienten auf (in der Abbildung

als Punkte dargestellt, die Werte gingen in die Berechnung der Mediane ein).

e 317 (Nr. 5)
e 212 (Nr. 3)
40
35 r
30 r
=25 r
£
)
=20 t
= [ [
=
2
—_ 15 -
10
5 | ! T
I
0
1. CGIT nach Metformin nach Placebo
Abb. 25: Plasmainsulinkonzentrationen vor den CGITs (0 Minuten)
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Auch 45 Minuten nach Beginn der CGITs konnte zwischen den
Plasmainsulinkonzentrationen nach Placebogabe mit Werten von 226 (184/267)
pU/ml und nach Metformingabe mit 235 (155/247) pU/ml kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Auffallig ist hier ein Patient (Nr. 6) mit einem
deutlich héheren Wert von 2290 uU/ml nach der Phase der Metformingabe. Dies
ist in der nachfolgenden Abb. 26 als Punkt dargestellt — der Wert ging in die
Berechnungen gleichwohl ein. Dieses Pony hatte in den Tagen vor der
Untersuchung freien Zugang zu frischem Gras. Beim 1. CGIT und nach
Placebogabe lagen die Insulinwerte nach 45 Minuten bei diesem Tier bei 268

pU/ml beziehungsweise 259 pU/ml.

Wie in Kapitel 3.2.4.4 (Dauer bis zum Erreichen des Basalglukosewertes)
erwahnt, zeigte Patient 10 im Gegensatz zu der ersten Untersuchung in den
CGITs nach Placebo und nach Metformingabe eine physiologische
Blutglukoseregulationsfahigkeit. Auch die Insulinwerte nach 45 Minuten waren
bei diesem Patienten mit Werten von 93,7 und 73,1 yU/ml in einem, laut Literatur,
physiologischen Bereich von unter 100 pU/ml. Bei der Untersuchung nach
Placebogabe zeigte ein weiteres Pferd (Nr. 4) mit einem Wert von 63 pU/ml eine
solch niedrige Plasmainsulinkonzentration nach 45 Minuten. Dieses Pferd wies
jedoch weiterhin eine gestorte Glukoseregulationsfahigkeit auf, da es wahrend

des CGITs erst nach 90 Minuten wieder seinen Ausgangsglukosewert erreichte.
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Abb. 26: Plasmainsulinkonzentrationen wahrend der CGITs (45 Minuten)
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Die in Abb. 27 dargestellten Plasmainsulinkonzentrationen 90 Minuten nach
Beginn der CGITs verdeutlichen, dass sich auch hier keine Unterschiede
zwischen den Werten nach Placebo- beziehungsweise Metforminfutterung
ergaben. Die Insulinkonzentration betrug nach Placebogabe 84 (50/139) pU/ml
und nach Metformingabe 75 (51/127) pyU/ml.
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Abb. 27: Plasmainsulinkonzentration wahrend der CGITs (90 Minuten)
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3.246 Cortisolwerte wahrend der CGITs

Wie aus der folgenden Tabelle 12 ersichtlich ist, hatte die Gabe von Metformin
oder Placebo keine Auswirkungen auf die Cortisolkonzentrationen wahrend der
kombinierten Glukose-Insulin-Tests. Weiterhin verdeutlichen die als gering zu
bewertenden Anstiege der Werte wahrend der Tests den geringen Einfluss der
durchgefuhrten Untersuchungen auf die Tiere in Bezug auf Cortisol als
Stressindikator. Der Referenzbereich des untersuchenden Labors liegt bei 1,0 -
6,7 pg/dl.

Tab. 12: Cortisol (ug/dl) bei den drei CGITs im Studienverlauf zu den
Zeitpunkten 0, 45 und 90 Minuten

0 45 90
1. CGIT 3,7+1,6 43+25 45+23
nach Metformin 3,2+0,8 4,1+2,0 4,1+1,6
nach Placebo 2,7+0,8 3,5+1,7 3,1+14

3.24.7 ACTH-Werte wahrend der CGITs

Die zu den Zeitpunkten 0, 45 und 90 Minuten wahrend der kombinierten Glukose-
Insulin-Tests entnommenen Blutproben wurden auch auf ihre ACTH-
Konzentration untersucht. Da die Werte nicht normal verteilt waren, sind sie in
Tabelle 13 als Median mit 1. und 3. Quartil angegeben. Auffallig sind die teilweise
deutlich hoheren Werte nach Metformin- und Placebogabe im Vergleich zum 1.
CGIT. Dies ist bis auf einen Wert im Juli in Hohe von 62 pg/ml zum Zeitpunkt 0
bei Patient 3 ausschlielRlich auf sieben Werte von Tieren zurlickzuflhren, bei
denen der jeweilige CGIT zwischen Ende August und Oktober durchgefiihrt
wurde. Im Spatsommer/Herbst kann es physiologischerweise zu gravierenden
Uberschreitungen der sonst geltenden Referenzwerte kommen. In den klinischen
Untersuchungen konnten bei keinem der Tiere Hinweise auf das Vorliegen einer
PPID festgestellt werden.
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Zeitpunkten 0, 45 und 90 Minuten

ACTH (pg/ml) bei den drei CGITs im Studienverlauf zu den

0

45

90

1. CGIT

14,5 (12,3/19,8)

17,5 (14,3/26,8)

19 (14/32,3)

nach Metformin

29,0 (16,3/117,8)

34,5 (21,5/110,8)

25,0 (13,8/60)

nach Placebo

25,5 (14,3/55,3)

27,0 (19,5/34,5)

22,5 (19,3/30)

3.25 Individuelle Besonderheiten

Individuelle Besonderheiten hinsichtlich der Untersuchungsergebnisse waren,
wie auszugsweise bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben bei vier der 14
Patienten festzustellen. Zusammenfassend waren bei den Patienten 3, 5 und 6
zu unterschiedlichen Untersuchungsphasen beziehungsweise Zeitpunkten
auffallig hoch verlaufende Glukosekurven der CGITs und hohe Insulinwerte
festzustellen. Patient 10 fiel hingegen durch niedrige Glukosekurven und
Insulinwerte und eine als physiologisch zu wertende Dauer bis zum Erreichen
des Basalglukosewertes wahrend der CGITs nach Metformin- und nach
Placebogabe auf. Die einzelnen Besonderheiten werden nachfolgend ausfihrlich

erlautert.

Bei den Patienten 3, 5 und 6 handelt es sich um je einen 13-, 12- und 8-jahrigen
Shetlandponywallach. Diese zeigten in den CGITs nach Metformingabe (Nr. 3
und 6)

Glukoseverlaufe im Vergleich zu ihren anderen CGITs. Dabei fielen zusatzlich zu

beziehungsweise nach Placebogabe (Nr. 5) auffallig hohe
den hohen Glukosekurven auch deutlich héhere Insulinwerte auf, als dies bei den
restlichen Patienten der Fall war. Im Einzelnen zeigte Patient 3 einen
Plasmainsulinwert zum Zeitpunkt 0 von 212 pU/ml und Patient 5 einen Wert von
317 pU/ml. Patient 6 zeigte einen Insulinwert von 2290 yU/ml 45 Minuten nach
Testbeginn. Bei Patient 3 und 5 konnten keine Besonderheiten nachvollzogen
werden, welche ursachlich fur diese Auffalligkeiten sein kdnnten. Patient 6 hatte

in den Tagen vor dem auffalligen Metformin-CGIT Zugang zu frischem Gras.

Zudem fiel im Verlauf der Untersuchungen insbesondere Patient 10, eine 17-

jahrige Quarter-Horse-Mix Stute, auf. Ein Uberblick der Parameter dieses

68



Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

Patienten ist in Tab. 14 dargestellt. Dieser Patient erreichte sowohl nach der
Metforminphase als auch nach der Placebogabe bereits nach 35 Minuten wieder
seinen Basalglukosewert und wies somit in diesen CGITs eine physiologische
Blutglukoseregulationsfahigkeit auf. Bei dem ersten CGIT vor Studienbeginn
erreichte die Stute innerhalb des untersuchten Zeitraumes von 120 Minuten nicht
wieder ihren Ausgangsglukosewert. Weiterhin zeigte die Stute bei den CGITs
nach Metformin- und nach Placebogabe nach 45 Minuten einen
Plasmainsulinwert von 93,7 yU/ml beziehungsweise 73,1 yU/ml. Im ersten CGIT
wies sie hingegen einen Insulinwert von 148 pyU/ml zu diesem Zeitpunkt auf.
Weiterhin auffallig war die deutliche Gewichtsreduktion von 506 kg Uber 478 kg
zu 466 kg im Studienverlauf. Warum es zu dieser Gewichtsabnahme kam konnte
leider nicht nachvollzogen werden. Die Besitzer gaben an, dass es zu keinen
Veranderungen des Managements im Studienzeitraum gekommen sei. Bei
diesem Tier fehlen leider beim CGIT nach Metformingabe, aufgrund von
Problemen im Untersuchungsablauf, zwei Glukosewerte (Messung nach 75 und
90 Minuten). Des weiteren hatte die Stute zu diesem Zeitpunkt versehentlich
Zugang zu Futter erhalten, was die ansteigenden Glukosewerte zu den
Zeitpunkten 105 und 120 Minuten nach Testbeginn erklart. Die Glukosewerte
dieses Patienten wurden daher nicht in die statistischen Berechnungen der tber
120 Minuten errechneten AUCs einbezogen. Gleichwohl wurden die
Untersuchungsergebnisse in die Berechnungen der AUCs bis zum Zeitpunkt 60
Minuten einbezogen, da bis zu diesem Zeitpunkt alle Ergebnisse als korrekt

betrachtet werden konnen.

69



Eigene Untersuchungen — Ergebnisse

Tab. 14

Glukoseregulationsfahigkeit

Untersuchungsergebnisse von Patient 10 mit wiedererlangter

Vorunter- | 1. CGIT nach nach
suchung Metformin | Placebo
basale Glukose [mmol/l] | 3,7 3,9 4.4 3,9
basales Insulin [uU/mI] | 54,1 6,0 5,7 4,3
ts [min] n.d. 180 35 35
Insulin 45 min [uU/ml] n.d. 148,0 73,1 93,7
Insulin 90 min [uU/ml] n.d. 24,9 11,9 11,2
Korpergewicht 506 506 466 478
[Mafl3band kg]
BCS [1-9] 8 8 7,5 7,5

n.d.: nicht durchgefuhrt
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4 DISKUSSION
4.1 DISKUSSION VON MATERIAL UND METHODEN
41.1 Diskussion der Auswahl der Studienteilnehmer

Fir die Untersuchungen wurden 61 EMS verdachtige Patienten wahrend eines
relativ langen Zeitraumes von zwei Jahren vorgestellt. Auler den in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnissen wurde der Einfluss von Metformin auf
rontgenologische Hufreheparameter untersucht. Diese Ergebnisse wurden durch

die zweite Untersucherin ausgewertet (Fedtke 2015).

Die Zahl der fr die Studie geeigneten Teilnehmer wurde durch mehrere Faktoren
eingeschrankt und somit auch der Rekrutierungszeitraum verlangert. Zum einen
kamen nur Tiere in Frage, die nicht an einer akuten Erkrankung litten. Der
Einfluss von systemischen Entzindungen auf den Insulinstoffwechsel bei
Pferden wurde unter anderem in einer 2008 veroffentlichten Untersuchung
nachgewiesen. Hier wurde bei 15 erwachsenen Stuten eine systemische
Entzindung durch die Gabe von Lipopolysacchariden (LPS) initiiert. Im
Anschluss daran beurteilten die Untersucher die Insulinsensitivitat mittels
euglykamischer hyperinsulinamischer Clamp-Technik (EHCT). Des weiteren
wurde die Expression von Interleukin 1 und 6 sowie des Tumornekrosefaktors a
untersucht. Aus den Ergebnissen schlussfolgern die Autoren, dass sich eine
Insulinresistenz auch als Folge einer systemischen Entztindung entwickelt und

insbesondere das Fettgewebe dazu beitragt (Vick et al. 2008).

Weiterhin zeigten Téth et al. (2009a) in einer Untersuchung an 24 Pferden, dass
auch Tiere, welche aufgrund einer iatrogen erzeugten Endotoxamie und/oder
einer Kohlenhydratiiberladung eine klinische Hufrehe entwickelten (7 von 24),
einen signifikanten Abfall (p < 0,001) ihrer Insulinsensitivitat aufwiesen. In der
eigenen Untersuchung wurde durch die klinischen Untersuchungen
sichergestellt, dass ausschlieBlich Tiere im chronischen, nicht erheblich
schmerzhaften Rehestadium bzw. mit nur vorberichtlich bekannter Rehe in die

Studie aufgenommen wurden.
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Als weiterer limitierender Faktor sollten, wie in Kapitel 3.1.1 erlautert, erst
Patienten in die Studie aufgenommen werden, die eine nuchtern-
Hyperinsulinamie > 30 pU/ml aufwiesen. Dieser Wert liegt Uber dem im
Consensus Statement zum equinen metabolischen Syndrom als Grenzwert zur
Hyperinsulinamie angegebenen 20 upU/ml (Frank et al. 2010). Bei einem
Grenzwert von 20 pU/ml waren von den 61 initial untersuchten Tieren 12 weitere
Patienten fur die weiterfuhrenden Untersuchungen in Frage gekommen (dann
insgesamt 35 von 61; d.h. 57%). Dabei ist jedoch zu berticksichtigen, dass der in
der Literatur angegebene Grenzwert fur die Insulinbestimmung mittels RIA qilt.
In der eigenen Untersuchung wurde ein CLIA eingesetzt. Bei einem Vergleich
von ELISA, RIA und CLIA durch Warnken et al. (2016) zur Messung von equinem
Insulin wurde deutlich, dass je nach Methode signifikant unterschiedliche
Ergebnisse bei den gleichen Proben zu messen waren. Der CLIA bietet dabei
den weitesten analytischen Bereich, kommt aber bei Proben mit einem
Insulingehalt von unter 100 yU/ml zu deutlich niedrigeren Ergebnissen als der
ELISA und der RIA. Daher sollten Referenzbereiche oder cut-off Werte nach
Meinung der Autoren methodenspezifisch betrachtet werden. Die 2016
veroffentlichten Referenzbereiche fir einen CLIA, welche mit dem IMMULITE
2000® ausgewertet wurden, entstanden aus einer Untersuchung an 130
erwachsenen Ponys. Fur diese Population wurde ein Referenzbereich von 2,0 —
21,2 mU/l erstellt und eine gute Durchfuhrbarkeit des Verfahrens ohne
signifikanten Verlust der Insulinaktivitat bei Lagerung tber drei Tage festgestellt
(Kdller et al. 2016). Bei der eigenen Untersuchung wurde zur Durchflihrung des
CLIA ein anderes Gerat des gleichen Herstellers verwendet. Die Wahl eines
Grenzwertes von 30 pU/ml fUr die eigene Untersuchung war sinnvoll, da die Tiere
madglichst schon nach der Voruntersuchung als insulinresistent eingestuft werden
sollten. Da in der eigenen Untersuchung zudem ein CLIA zur Bestimmung des
Insulins verwendet wurde, war die Sicherheit mit diesem Test und einem
Grenzwert von 30 pU/ml insulinresistente Tiere zu detektieren hdher als mit
einem RIA bei gleichem Grenzwert. Damit sollte die Anzahl der weiterfihrenden

aufwandigeren CGITs begrenzt werden.
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Andererseits ist zu berucksichtigen, dass wahrscheinlich nicht alle
insulinresistenten Tiere ein hohes basales Plasmainsulin aufwiesen. Dies stellten
auch Frank et al. (2006) fest, denen bei einer Gruppe von sieben fettleibigen
insulinresistenten Pferden ein Tier mit einem niedrigen basalen Insulin von 17
pU/ml auffiel. In der 2016 verdffentlichten Untersuchung von Dunbar et al. waren
sieben von 12 Tieren mithilfe des frequently sampled intravenous glucose
toleranz test (FSIGT) als insulinresistent klassifiziert worden, obwohl alle
Plasmainsulinwerte unter 20 pU/ml lagen (Dunbar et al. 2016). Auch in der
eigenen Untersuchung fielen niedrige Insulinwerte trotz  gestorter
Glukoseregulationsfahigkeit auf. So zeigten nur 2 der 16 initial in die Studie
eingeschlossenen Patienten zum Zeitpunkt des ersten CGITs, welcher innerhalb
von zwei Wochen nach der Voruntersuchung durchgefuhrt wurde, Nuchtern-
Insulinwerte > 30 yU/ml. Gleichwohl wiesen alle diese Tiere einen pathologischen
CGIT auf. Es ist also anzunehmen, dass nicht alle insulinresistenten Tiere durch
den gewahlten Grenzwert als Einschlusskriterium erkannt wurden, da nicht bei
allen direkt ein dynamisches Testverfahren zur Messung der Insulinsensitivitat

angewandt wurde.

Um das Ziel der eigenen Untersuchung erreichen zu kdonnen war es aber
zunachst wesentlich, sicher insulinresistente Tiere zu identifizieren. Durch den
Grenzwert von > 30 pU/ml wurde die Phase der Rekrutierung zwar verlangert, da
mit einem niedrigeren Grenzwert fruher ausreichend Patienten vorhanden
gewesen waren. Andererseits zeigten trotz des relativ hohen Grenzwertes bei
der Folgeuntersuchung nur 16 von 18 Tieren ein pathologisches Ergebnis des
CGITs. Somit war das Vorgehen zur Auswahl der Studienteilnehmer fur die
eigene Untersuchung sinnvoll, da der Aufwand fur direkt erfolgte dynamische
Tests im Feld, um sicher deutlich insulinresistente Probanden zu identifizieren,

zu hoch gewesen ware.

4.1.2 Diskussion des Studienablaufes

Die Reihenfolge der Substanzverabreichung (Metformin oder Placebo) erfolgte
anhand einer Randomisierungsliste in verblindeter Form. Allerdings oblag die

Verabreichung der jeweiligen Substanzen den Besitzern, worin eine gewisse
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Unsicherheit in der Zuverlassigkeit der Medikamentengabe lag. Da eine taglich
zweimalige tierarztliche Applikation Uber jeweils drei Monate jedoch praktisch
nicht umzusetzen war, wurde dies Uber die Abgabe von genau abgezahlten und
portionierten Substanzbehaltern, welche aufgehoben und leer an die

Untersucher zurtickzugeben waren, abgesichert.

Die Futterungs- und Haltungsbedingungen der Pferde und Ponys unterlag
aufgrund der jeweils dreimonatigen Dauer der beiden Studienphasen
jahreszeitlichen Schwankungen. Dies hatte mdglicherweise einen Einfluss auf
die Plasmainsulinkonzentration der Patienten. So stellten Mcintosh et al. (2007)
fest, dass Weidepferde im  Fruhjahr  (April) signifikant  hohere
Insulinkonzentrationen (p < 0,001) aufwiesen als zu dieser Zeit im Stall gehaltene
und mit Heu gefutterte Tiere. Dabei waren hohe Korrelationen zwischen dem
Gehalt an nicht-strukturellen Kohlenhydraten (r = 0,69), wie Starke und Fruktan
oder Zucker (r = 0,67) im Futter und der Plasmainsulinkonzentration
festzustellen. Da die basale Insulinkonzentration in der eigenen Studie als ein
Einschlusskriterium genutzt wurde, hatte es, bei im April bei Weidegang
eingeschlossenen  Probanden, zu falschlicherweise in die Studie
aufgenommenen Tieren kommen koénnen. Zehn der fir die eigenen
Untersuchungen eingeschlossenen Patienten wurden im Frahjahr rekrutiert.
Davon funf Tiere im Marz, drei im April und zwei im Mai. Zwei der im Marz und
eines der im April rekrutierten Tiere hatte Weidegang. Da alle diese Tiere einen
pathologischen Verlauf ihrer CGITs zeigten lasst sich ein falschlicher
Studieneinschluss durch dieses Kriterium ausschlie®en. So konnten Funk et al.
(2012) bei der wiederholten Durchfuhrung von CGITs an neun gesunden Pferden

keine jahreszeitlichen Unterschiede feststellen.

Das Futterungs- und Bewegungsmanagement unterlag in der eigenen Studie
nicht der Kontrolle der Untersucher. Dies entspricht den Umstanden im Alltag und
reprasentiert somit praxisnahe Bedingungen. Die Besitzer hatten vor Beginn der
Studie angegeben, dass ihnen eine Optimierung des Haltungs- und
Flatterungsmanagements nicht mdglich sei. Dies war fir die sechsmonatige
Studie wichtig, da in zahlreichen Untersuchungen ein grof3er Einfluss einer

energiereduzierten Diat und der damit verbundenen Gewichtsabnahme auf die
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Insulinsensitivitat beschrieben wurde. So fuhrte eine Reduktion des Futters bei
Ubergewichtigen Ponys zu einer signifikanten Gewichtsreduktion in Kombination
mit einer verbesserten Insulinsensitivitat (van Weyenberg et al. 2008, Dugdale et
al. 2010, Ungru et al. 2012). Dies wurde auch durch die Untersuchung von
McGowan et al. (2013) bestatigt, bei der eine Diat durch Reduktion der Heuration
auf 1,25% des Korpergewichts als Trockenmasse bei 12 EMS Patienten
ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion des basalen Insulins (p = 0,02) und
der Insulinkonzentration nach 45 Minuten im CGIT (p = 0,03) fuhrte. Auch ein
korperliches Training kann schon nach einer Woche zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitat um bis zu 60% ohne Gewichtsreduktion fuhren (Powell et al.
2002). Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen der Studie von Carter et al., bei
der 12 Ubergewichtige insulinresistente Wallache unterschiedlich intensiv trainiert
wurden. Bei diesen Tieren zeigte sich zwar eine Reduktion von Korpergewicht
und Fettmasse, aber keine Verbesserung der Insulinsensitivitat (Carter et al.
2010).

Dagegen zeigte Patient 10 im Verlauf der eigenen Studie eine deutliche
Gewichtsreduktion von 506 kg Uber 478 kg zu 466 kg. Obgleich die Besitzer
angaben, im Management keine Veranderungen vorgenommen zu haben.
Klinisch blieb das Pferd ohne besondere Befunde. Diese Gewichtsabnahme
wurde beim zweiten und dritten CGIT von als physiologisch zu wertenden
Untersuchungsergebnissen begleitet. Dabei sank bei diesem Patienten der
Blutglukosewert innerhalb von 35 Minuten wieder unterhalb des basalen Wertes.
Das Plasmainsulin betrug nach 45 Minuten bei der zweiten Untersuchung nur
93,7 pU/ml beziehungsweise 73,1 pU/ml bei der dritten Untersuchung. Alle
Einschlusskriterien waren auch bei diesem Patienten selbstverstandlich erfullt
worden. Beispielsweise lag der Nuchtern-Insulinwert in der Voruntersuchung bei
54,1 pU/ml. Zudem erreichte dieser Patient innerhalb von zwei Stunden beim
ersten CGITs nicht wieder das Niveau seines Ausgangsblutglukosewertes. Auch
der Plasmainsulinwert nach 45 Minuten betrug 148 pU/ml. Diese Ergebnisse

verdeutlichen die gerechtfertigte Aufnahme des Patienten in die Studie.

Auler bei Patient 10 kam es im Untersuchungszeitraum zu keinen auffalligen
Veranderungen hinsichtlich des Korpergewichts oder des BCS (Kapitel 3.2.2.1,
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Tab. 5), was darauf rlckschlieRen lasst, dass es wie von den Besitzern
angegeben zu keinen erheblichen Veranderungen im Bereich des Managements

gekommen war.

4.1.3 Diskussion der durchgefiihrten Untersuchungen

Die in dieser Studie durchgefihrten Untersuchungen orientierten sich an dem fur
das equine metabolische Syndrom existierenden consensus statement des
American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM). Darin werden das
basale Plasmainsulin und der intravendse kombinierte Glukose-Insulin-Test nach
Eiler et al. (2005) als sinnvolle Untersuchungen fir die Diagnose des EMS
genannt (Frank et al. 2010). Da die basale Plasmainsulinkonzentration einen
guten Indikator fur eine Insulinresistenz darstellt (Treiber et al. 2005, Frank et al.
2006) und wenig aufwandig ist, wurde sie nach dem klinischen Bild als erstes

labordiagnostisches Kriterium flr einen Studieneinschluss gewahlt.

413.1 Diskussion des CGITs

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns im Jahr 2010 standen mehrere dynamische
Testmethoden zur Beurteilung der Glukoseregulationsfahigkeit bzw. der
Diagnose einer Insulinresistenz beim Pferd zur Verfiugung. Die Methoden zur
quantitativen Bestimmung der Insulinsensitivitdt wie der EHCT und der FSIGT,
gelten als am besten etablierte Methoden, kamen jedoch aufgrund des hohen
Aufwandes (s. Kapitel 2.1.4.2 und 2.1.4.6) fur die Durchfihrung im Feld nicht in
Frage (Frank et al. 2006, Brojer et al. 2013). Der CGIT ist in der freien Praxis gut
durchfuhrbar, auch wenn er einen recht hohen Zeitaufwand von mindestens 180
Minuten pro Proband und Test erfordert. Als weiterer positiver Aspekt
unterscheiden sich die Glukose- und Insulinverlaufe von EMS-Patienten beim
CGIT deutlich von den Verlaufen bei gesunden Tieren und sind einfach zu
interpretieren (Eiler et al. 2005, Dunbar et al. 2016). Somit waren eindeutige
Unterschiede zu erwarten gewesen, wenn das Medikament einen Einfluss auf

die Insulinresistenz gehabt hatte.

Als alternatives Testverfahren hatten sich auch orale Tests angeboten, welche

jedoch von Faktoren wie der Fressgeschwindigkeit, der Magenentleerung und
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der intestinalen Absorption abhangig sind (Kronfeld et al. 2005). Weiterhin
erreichte der zeitlich kirzere CGIT im Vergleich mit dem FSIGT, dem OST und
der basalen Insulinkonzentration an 12 Pferden eine gute Sensitivitat (85,7%)
und bessere Spezifitdt (40%) im Vergleich mit dem OST. Eine gemeinsame
Berucksichtigung der Dauer des positiven Glukoseverlaufes und des
Insulinwertes nach 45 Minuten flhrt zu einer Steigerung der Spezifitat des CGITs
auf 100% bei der Klassifikation der Tiere als insulinsensitiv bzw. insulinresistent
(Dunbar et al. 2016). Brojer et al. bemangelten den Einfluss von Stressfaktoren
wie Transport und Umgebungswechsel auf die Glukosekurve beim CGIT (Brojer
et al. 2013). Diese Einflussfaktoren konnten in der eigenen Studie durch die
Tatsache, dass die Tiere in ihrer gewohnten Umgebung untersucht wurden,

vermieden werden.

Bei den eigenen CGITs wurde kurzwirksames Humaninsulin mit sofort
einsetzender Wirkung verwendet. Dies entspricht den Angaben in der Literatur
(Eiler et al. 2005, Frank et al. 2006, Funk et al. 2012, Brojer et al. 2013, Dunbar
et al. 2016). Aus arzneimittelrechtlichen Grinden wurde erwogen, ob nicht das
fur Hunde zugelassene Caninsulin® ebenso hatte verwendet werden kénnen.
Dabei handelt es sich jedoch um ein Zink-Insulin, welches zu der Gruppe der
Verzogerungsinsuline gehort und nicht zur intravendsen sondern nur zur
subkutanen Verabreichung zugelassen ist. Um mit den publizierten Studien
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde folglich das schnellwirksame Insulin

verwendet.

Die wiederholte Durchfihrung des CGITs wurde in der eigenen Studie gut von
den Tieren toleriert, was den Erfahrungen von Eiler et al. (2005) entspricht. Auch
in den Studien von Brojer et al. (2013), Funk et al. (2012) und Dunbar et al. (2016)

wurden keine unerwunschten Arzneimittelwirkungen erwahnt.

Der CGIT erscheint somit insgesamt als geeigneter dynamischer Test zur
Beurteilung des Glukosestoffwechsels in der eigenen Untersuchung und hatte
aller Voraussicht nach Einflusse von Metformin auf die

Glukoseregulationsfahigkeit der EMS Patienten aufzeigen kénnen.
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4.1.3.2 Diskussion der Auswertung des CGITs

Wahrend bei der urspriinglichen Entwicklung des CGITs die Auspragung der
positiven und negativen Glukosephase betrachtet wurden (Eiler et al. 2005),
werteten nachfolgende Studien auch andere Aspekte aus. In einem Vergleich
von sieben Ubergewichtigen, insulinresistenten Pferden mit funf
normalgewichtigen Tieren wurden die Dauer der positiven Glukosephase und die
AUCs von Glukose sowie Insulin betrachtet. Dabei zeigten sich signifikante
Unterschiede in allen drei Aspekten und bestatigten eindeutig die Klassifikation
der Tiere in insulinresistent und insulinsensitiv im Vergleich mit der alleinigen
Betrachtung der Glukosekurve (Frank et al. 2006). In den Untersuchungen von
Brojer et al. (2013) und Dunbar et al. (2016) wurden, wie in der eigenen Studie,
zusatzlich die Insulinwerte nach 45 Minuten betrachtet. Dabei bewerteten Dunbar
et al. (2016), wie im consensus statement von 2010 beschrieben, einen
Insulinwert von >100 pU/ml nach 45 Minuten auch als beweisend fir eine
Insulinresistenz. Funk et al. definierten jedoch zusatzlich einen Insulinwert von >
20 pU/ml nach einer Testdauer von 75 Minuten als pathologisch. In Anlehnung
an die Empfehlungen von 2010 wurden in der eigenen Studie die Dauer der
positiven Glukosekurve (hier als Dauer bis zum Wiedererreichen des
Basalglukosewertes benannt) und die Insulinwerte nach 0, 45 und 90 Minuten
betrachtet. Fur die Messung der Insulinwerte nach 90 Minuten wurden bislang in
der Literatur keine Grenzwerte festgelegt. Zusatzlich wurden die Flachen unter
den Glukosekurven (AUCacu) mit zusatzlichen Berechnungen ausgewertet. Ein
Vergleich der Ergebnisse der eigenen Untersuchung mit jenen anderer Studien

ist also anhand der gewahlten Auswertungskriterien gut moglich.

414 Diskussion der Wahl von Macrogol als Placebo

Die Substanz Macrogol 4000 als Placebo fur die Metformin Studie einzusetzen
beruht in erster Linie darauf, dass es sich dabei um die Tragersubstanz in dem
eingesetzten Medikament (Metformin AL 1000) handelt. Macrogol 4000, also
Polyethylenglykol mit einer mittleren Molekilmasse von 4000 g/mol ist ein
hochmolekularer mehrwertiger Alkohol, der in Form eines geruchs- und

geschmacksneutralen weif3en Pulvers vorliegt. Es wird in der Humanmedizin als
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Laxans bei Obstipationen unter anderem in der Padiatrie angewendet
(Dziechciarz et al. 2015). Polyethylenglykol wird weder absorbiert noch
metabolisiert sondern wirkt lediglich aufgrund seiner starken Wasserbindung im
Darmlumen. Dabei kommen Dosierungen von 0,2-0,8 g/kg KGW bei Kindern und
bis zu maximal 60 g pro Person und Tag bei Erwachsenen zum Einsatz (Belsey
et al. 2010, Dziechciarz et al. 2015). In einer Untersuchung an funf gesunden
Stuten mit einer Dosierung von 1,5 g/kg KGW konnte nur eine geringfugige
Erweichung des Kotes festgestellt werden (Gomes und Ribeiro Filho 2012). In
der eigenen Studie wurden bei Verwendung von 2 x tgl. ca. 20 mg/kg (geringe
Abweichungen waren aufgrund der Anpassung an die adspektorische Menge an
Metformin mdoglich) keine unerwlinschten Arzneimittelwirkungen festgestellt.
Weiterhin war die Akzeptanz des geschmacksneutralen Praparates bei den
Tieren, wie auch in der Humanmedizin beschrieben (Dziechciarz et al. 2015),
hoch. Abschlie3end ist zu erwdhnen, dass alle an der Studie teilnehmenden
Patienten im Arzneitmittelanhang des Equidenpasses als nicht fur die
Lebensmittelgewinnung dienende Tiere eingetragen waren. Daher lagen auch
aus arzneimittelrechtlicher Sicht keine Aspekte gegen den Einsatz von Macrogol

oder Metformin vor.
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4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

In der eigenen Untersuchung sollte ein moglicher Einfluss von Metformin auf den
Glukosestoffwechsel bei am equinen metabolischen Syndrom erkrankten

Pferden und Ponys untersucht werden.

421 Diskussion der Ergebnisse der Voruntersuchung

Die Voruntersuchungen flur die eigene Studie wurden an 61 adipGsen,
anamnestisch an Hufrehe erkrankten Pferden und Ponys durchgefuhrt. Dennoch
zeigten 43% der Tiere (n=26) Nuchtern-Insulinwerte von unter 20 pU/ml. Die
wichtigste Ursache durfte die geringe diagnostische Sensitivitat des basalen
Insulins sein. Ein weiterer Grund koénnte in der Abhangigkeit der basalen
Insulinkonzentration von der Futterzusammensetzung liegen. So waren in einer
Untersuchung von Carter et al. (2009b) an 13 gesunden Wallachen die hochsten
Insulinwerte (61,7 £ 15,7 mU/L) festzustellen, wenn gleichzeitig eine Fettleibigkeit
und Uberfltterung durch eine kraftfutterreiche Diat vorlagen. Lagen lediglich
Obesitas oder eine die getreidehaltige Futterung vor, so bewegte sich die
nuchtern-Insulinkonzentration um 3,5 + 0,3 mU/L. Sie unterschied sich damit
nicht von den Studienphasen in denen die Tiere normalgewichtig waren und eine
kraftfutterreiche Diat erhielten, oder in denen sie zwar Ubergewichtig waren, aber
nur mit Heu geflttert wurden. Die Autoren schlussfolgern, dass ,eine basale
Hyperinsulinamie aus einer Interaktion des Grades der Insulinresistenz und der
Konzentration an leichtverdaulichen Kohlenhydraten in der Futterration resultiert*
(Ubersetzung der Autorin). Dies entspricht auch den Erfahrungen von Hoffman
et al. (2003) und Mcintosh et al. (2007). Alle in der eigenen Studie untersuchten
Tiere waren vorberichtlich an Hufrehe erkrankt und erhielten daher in den
meisten Fallen eine Futterration mit mdglichst geringen Konzentrationen an
leichtverdaulichen Kohlenhydraten. Dies kénnte eine Erklarung fir den hohen
Anteil an physiologischen Nuchtern-Insulinwerten bei den untersuchten
fettleibigen Tieren sein. Hauptsachlich ist aber relevant, dass die einmalige
Messung des basalen Plasmainsulins nicht sensitiv ist (Dunbar et al. 2016). So
beobachteten auch Frank et al. (2006) ein Tier mit einem Plasmainsulinwert von
unter 20 yU/ml in einer Gruppe von sieben sicher insulinresistenten, fettleibigen
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Tieren. Gleichwohl gilt die Messung der basalen Insulinkonzentration im Plasma
als die einfachste Methode um einen Hinweis auf ein Problem im Bereich der
Insulinsensitivitat zu bekommen (Treiber et al. 2005, Frank et al. 2006) und wurde

somit auch als Einschlusskriterium fur die eigene Studie gewahlt.

In der eigenen Untersuchung existierten bis auf die Triglyceridwerte keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Untersuchung der hamatologischen
und klinisch chemischen Blutparameter zwischen der Gruppe der Tiere mit
Nuchtern-Insulinwerten Uber 30 yU/ml und der mit Werten unter 30 yU/ml. Dies
entspricht den Ergebnissen von Elzinga et al. (2016), welche eine signifikante (p
= 0,002) Erhéhung der Triglyceridwerte bei EMS Patienten (n = 14) im Vergleich
mit einer Kontrollgruppe (n = 9) feststellten. Laut Consensus statement konnen
bei EMS Patienten in Einzelfallen Veranderungen des Hamatokrits hinsichtlich
einer Anamie und eine Erhéhung der GGT-Aktivitat beobachtet werden (Frank et
al. 2010). In der eigenen Untersuchung konnten keine Auffalligkeiten hinsichtlich
des Hamatokrits festgestellt werden. Je drei Individuen aus beiden Gruppen
(NUchtern-Insulinwerte > und < 30 yU/ml) zeigten Erhéhungen der GLDH-Werte
(s. Kap. 3.2.1.3).

Die in der Voruntersuchung durchgefiihrten Blutuntersuchungen dienten anhand
des Nuchtern-Insulinwertes als Einschlusskriterium. Desweiteren sollten Tiere
mit Erkrankungen, welche zu Veranderungen der Organparameter gefuhrt hatten
erkannt und von der Studie ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen fuhrten zum Ausschluss eines Tieres mit Hyperinsulinamie
aufgrund eines erhdhten ACTH-Wertes (s. Kap. 3.2.1.4), lieferten ansonsten aber

keine unerwarteten Ergebnisse.

4.2.2 Diskussion der Ergebnisse der CGITs

Der kombinierte Glukose-Insulin-Test erlaubt anhand der Glukose- und
Insulinverlaufe eine klare Unterscheidung von insulinresistenten und gesunden
Tieren (Eiler et al. 2005, Dunbar et al. 2016). In der eigenen Untersuchung
standen von den 22 Tieren mit Nuchtern-Insulinwerten > 30 yU/ml 18 Patienten
fur einen CGIT zur Verfligung. Bei 16 dieser 18 Patienten waren die von Frank
et al. (2006), Funk et al. (2012), Brojer et al. (2013) und Dunbar et al. (2016) als
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pathologisch beschriebenen Auffalligkeiten festzustellen. Dies betraf sowohl den
Verlauf der Glukosewerte uUber die Zeit, als auch die Dauer bis zum
Wiedererreichen der Basalglukosewerte und die Insulinwerte nach 45 Minuten.
Dies klassifizierte diese Tiere in der eigenen Studie als insulinresistent
beziehungsweise wies das Vorliegen einer Storung der
Glukoseregulationsfahigkeit nach. Die Korrelation (r = -0,57) von Insulinresistenz
und Ubergewicht beziehungsweise Fettleibigkeit wurde unter anderem in der
Untersuchung von Vick et al. (2007) belegt. Allerdings scheint dies, zumindest im
Anfangsstadium, auch sehr von der Futterung der Tiere abhangig zu sein. So
konnten Bamford et al. (2016) und auch Lindase et al. (2016b) keine
Veranderungen der Insulinsensitivitat bei insgesamt 15 Tieren (n = 6 und n = 9)
feststellen, bei denen Uber einen Zeitraum von 20 beziehungsweise 22 Wochen
eine Fettleibigkeit durch eine fettbasierte Diat herbeigeflihrt worden war. Dem
gegenuber steht der Futterungsversuch von Carter et al. (2009b), bei dem die
Gewichtszunahme durch eine 16 Wochen andauernde, kraftfutterreiche Diat
erreicht wurde. Hierbei konnte nicht nur eine signifikante (p < 0,05) Reduktion der
Insulinsensitivitat festgestellt werden, sondern es entwickelten zudem drei der
Probanden milde Hufrehesymptome. In der eigenen Untersuchung zeigten 89%
der adipdsen Tiere einen pathologischen Verlauf des CGITs. Und auch bei den
fur den kompletten Studienzeitraum von sechs Monaten zur Verfigung
stehenden 14 Patienten veranderten sich die Ergebnisse nur bei einem Tier in
Assoziation mit einer unbeabsichtigten Reduktion des Korpergewichts. Es ist also
anzunehmen, dass in einem chronischen Stadium von Ubergewicht und

Insulinresistenz bei unveranderter Fltterung beides auch aufrecht erhalten wird.

Cortisol ist ein Stresshormon und kann in verschiedenen Situationen auch beim
Pferd in erhdhten Konzentrationen nachgewiesen werden. So fanden Ayala et al.
(2012) in einer Untersuchung an 95 erkrankten Tieren im Vergleich zu 24
Kontrollpferden signifikante Erhdhungen der Cortisolwerte. In der eigenen
Untersuchung lagen die Cortisolwerte sowohl in der Voruntersuchung als auch
wahrend der CGITs innerhalb des Referenzbereiches des untersuchenden
Labors von 1,0 - 6,7 ug/dl. Dies sind nach Kenntnis der Autorin die ersten Daten

zu Cortisolwerten, welche wahrend der Durchfiihrung von kombinierten Glukose-
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Insulin-Tests gewonnen wurden. Die Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass
Stress als Einflussfaktor auf die Ergebnisse der CGITS bei den untersuchten
Tieren zu vernachlassigen ist. Die basalen Cortisolwerte betrugen in der eigenen
Untersuchung beim 1. CGIT 3,7 £ 1,6 pg/dl, nach Metformin 3,2 £ 0,8 pg/dl und
nach Placebo 2,7 + 0,8 pg/dl. Dass das totale Plasmacortisol auch bei EMS
Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrolltieren nicht erhoht ist bestatigten
auch Hart et al. (2016) in einer Untersuchung an insgesamt 97 Tieren. Dabei
zeigten die EMS Pferde (n = 12) Werte von 4,1 £ 1,6 ug/dl und die Ponys (n = 8)
Werte von 7,7 £ 7,3 ug/dl. Allerdings waren die Cortisolwerte bei den fettleibigen
Kontrolltieren (n = 35; Cortisol: 4,8 + 1,8 pg/dl) signifikant hdher im Vergleich mit
den mageren Kontrolltieren (n = 22; Cortisol: 3,8 £ 1,1 pg/dl). Da in der eigenen
Untersuchung ausschlie3lich Gbergewichtige Tiere untersucht wurden kdnnen

hierzu keine vergleichenden Ergebnisse betrachtet werden.

Insgesamt sind die Ergebnisse der kombinierten Glukose-Insulin-Tests in der
eigenen Untersuchung gut zu interpretieren und liel3en eine klare Klassifikation
der Tiere anhand bisheriger Literaturangaben zu. Nach Kenntnis der Autorin ist
die eigene Untersuchung die erste Studie bei der EMS Patienten Uber einen

Zeitraum von sechs Monaten dreimalig mittels eines CGITs untersucht wurden.

4.2.3 Diskussion der vergleichenden Betrachtung nach Metformin- und

nach Placebogabe

Aktuell existieren mehrere Studien mit zum Teil widerspruchlichen Ergebnissen
zum Einsatz von Metformin beim Pferd. Dabei konnten in den Untersuchungen
von Vick (2006), Durham et al. (2008) und Rendle et al. (2013) durchaus positive
Auswirkungen von Metformin auf den Glukosestoffwechsel nachgewiesen
werden. Die Studie von Tinworth et al. 2012) unterstutzt diese Ergebnisse jedoch
nicht. Das in der Humanmedizin am haufigsten genutzte orale Antidiabetikum
wird dennoch in praxi auch sehr oft beim equinen metabolischen Syndrom

eingesetzt.

Ebenso wie in der eigenen Untersuchung konnten Tinworth et al. (2012) in ihrer
Untersuchung an sechs insulinresistenten Ponys mit regionaler Adipositas keine
signifikanten Veranderungen erreichen. Allerdings gaben die Autoren lediglich
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zweimal taglich 15 mg/kg Uber 3 Wochen wahrend in der eigenen Untersuchung
zweimal taglich 20 mg/kg Uber 3 Monate verabreicht wurden. Einschlusskriterium
dieser ebenfalls Placebo-kontrollierten cross-over Studie war wie in der eigenen
Untersuchung, ein pathologischer CGIT. Die Insulinsensitivitat wurde zu Beginn
und am Ende der Studie mithilfe eines FSIGT untersucht. Anders als in der
eigenen Untersuchung zeigten die Tiere jedoch einen vergleichsweise niedrigen
BCS von ,nur 6 + 0,9 (Skala von 0-9) und keine Hufrehe. Die eigenen Patienten
hatten hingegen einen BCS von 8,2 + 0,6 und waren vorberichtlich an Hufrehe
erkrankt. Ob die Tiere der o.g. Autoren daher tatsachlich an einem klinisch
relevanten equinen metabolischen Syndrom erkrankt waren, erscheint daher

fraglich.

Bei der Untersuchung von Durham et al. (2008) hingegen wurden 18
insulinresistente Patienten mit rezidivierender Hufrehevorgeschichte behandelt.
Der Einschluss der Tiere in die Studie erfolgte anhand der berechneten Proxies
und die Werte vor der Behandlung dienten als Kontrolle fur die
Untersuchungsergebnisse nach der Therapie. Auch hier wurde Metformin in
einer Dosierung von 15 mg/kg KGW zweimal taglich p.o. fir einen unterschiedlich
langen Zeitraum von 6 bis maximal 220 Tagen angewendet. Die Beurteilung
erfolgte nicht mittels eines dynamischen Tests, sondern durch die Berechnung
von Proxies fur Insulinsensitivitat, Insulinresistenz und der Funktion der 3-Zellen
des Pankreas. Dabei konnten nach 6-14 Tagen unter Metformin signifikante
Verbesserungen festgestellt werden. Der Nichtern-Insulinwert  sank
beispielsweise von 24,4 yU/ml auf 8,7 pU/ml (p = 0,006). Diese Veranderungen
waren jedoch bei Tieren mit einer Behandlungsphase von 28-220 Tagen kaum
noch deutlich. Im Gegensatz zur eigenen Untersuchung zeigten auch die von
Durham et al. (2008) untersuchten Tiere einen geringen BCS von 6,3 auf einer
Skala von 1 bis 9 und erhielten eine Diat mit einem niedrigen glykdmischen Index

und keinen oder kaum Weidegang.

Auch Vick (2006) fand in einer Placebo-kontrollierten Studie an 14 adipdsen
Stuten mit einem BCS von > 7 eine signifikante Verbesserung der
Insulinsensitivitat nach einer taglichen Gabe von 3 g Metformin p.o. Gber 30 Tage.

Allerdings konnte auch hier keine Veranderung mehr festgestellt werden
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nachdem die Therapie Uber weitere 60 Tage fortgesetzt wurde. Die Beurteilung
der Insulinsensitivitat erfolgte in dieser Studie mittels eines wiederholt
durchgefuhrten EHCT. Die Autoren interpretieren die Ergebnisse als eine
zunachst scheinbare Verbesserung der Insulinsensitivitat, welche sich jedoch zu
dem spateren Untersuchungszeitpunkt nicht bestatigte. Durham et al. (2008)
hingegen sind nicht komplett von einer falschlich festgestellten Verbesserung
Uberzeugt, sondern deuten einen initialen Effekt vielmehr als eine
moglicherweise abnehmende Effizienz von Metformin welche mit einem
verschlechterten Insulinsensitivitatsstatus assoziiert ist. Im Gegensatz zur
eigenen Studie wurden bei beiden Untersuchungen positive Effekte nach einem
recht kurzzeitigen Einsatz von Metformin (6 — 30 Tage) festgestellt. In der
eigenen Untersuchung erfolgte die erneute Beurteilung der Insulinsensitivitat/
des Glukosestoffwechsels hingegen erst nach einem Zeitraum von drei Monaten.
Dabei konnte, ebenso wie in den beiden anderen Untersuchungen kein positiver
Effekt von Metformin auf den Glukosestoffwechsel/ die Insulinsensitivitat

festgestellt werden.

Auch eine aktuellere Studie von Rendle et al. (2013) befasste sich mit der
einmaligen Gabe von Metformin eine Stunde vor einem OGT an sieben gesunde
Pferde. Hierbei konnte durch eine Dosierung von 30 mg/kg KGW eine signifikant
reduzierte Glukose- und Insulinantwort auf die Dextrosegabe auch nach einer
iatrogen induzierten Insulinresistenz durch Dexamethason nachgewiesen
werden. Dabei reduzierten sich beispielsweise die Spitzenkonzentrationen von
Glukose von 5,3 mmol/l auf 4,2 mmol/l mit Metformin (bei Insulinresistenz von
6,5 mmol/l auf 5,1 mmol/l) und der Insulinwert nach 120 Minuten von 17 iU/l auf
2 iU/l (bei IR von 37 iU/l auf 14 iU/l). Die Autoren schlussfolgern, dass Metformin
moglicherweise, ahnlich wie bei anderen Tieren oder dem Menschen, die

Glukoseaufnahme in den Darm reduziert.

Zusammenfassend bestehen die Unterschiede der Studien, welche einen
positiven Effekt von Metformin auf den Glukosestoffwechsel nachgewiesen
haben zur eigenen Studie zum einen in der Auswahl der Studientiere, welche
meist nicht ausgepragt fettleibig oder klinisch eindeutig an EMS erkrankt waren

und zum zweiten in der Untersuchungsdauer. In der eigenen Untersuchung
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wurde ein mdglicher voribergehender Effekt einer kurzfristigen Gabe von
Metformin nicht untersucht und kann daher auch nicht mit den dazu genannten
Untersuchungen verglichen werden. Allerdings ist ein kurzfristiger Effekt von
Metformin far die wirklich am EMS erkrankten Tiere ohne Nutzen, da diese auf
eine dauerhafte Verbesserung ihrer Insulinresistenz angewiesen sind. Die eigene
Studie ist nach Kenntnis der Autorin die erste, welche den Einfluss von Metformin
auf den Glukosestoffwechsel bei am EMS erkrankten Pferden und Ponys im Feld

uberpruft hat.

Die von Hustace et al. (2009) nachgewiesene schlechte Bioverfligbarkeit von
Metformin beim Pferd von 7,1% bei nichternen und 3,9% bei gefitterten Tieren
ist als eine wahrscheinliche Ursache der ungenugenden Wirksamkeit zu nennen.
Andererseits argumentieren einige Autoren mit der Annahme, dass die orale
Metformingabe, ahnlich wie beim Menschen, bereits die Aufnahme von
leichtverdaulichen Kohlehydraten aus dem Dinndarm reduziert. So lassen sich
beim Menschen 30 bis 300 mal hdhere Konzentrationen an Metformin im
Jejunum nachweisen als im Plasma. Dieser Effekt soll laut den Autoren durch
eine Akkumulation der Substanz in der Dinndarmmukosa zustande kommen
(Bailey et al. 2008). Desweiteren reduziert Metformin die Glukoseabsorption im
Darm durch eine veranderte Regulation von zwei Glukosetransportern im Darm
von Ratten (Sakar et al. 2010). Allerdings hatte ein Einfluss auf die
Nahrungsverwertung durch reduzierte Blutglukosekonzentrationen und weniger
hyperinsulinamische Reaktionen auch in der eigenen Studie durch die lange
Untersuchungsdauer in den Auswertungen der CGITs, dem Koérpergewicht und
dem Body condition score im Vergleich mit dem Placebo nachweisbar sein

mussen.

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass die in der eigenen,
randomisierten, verblindeten Cross-over Studie erhobenen Ergebnisse keine
statistisch signifikanten oder klinisch relevanten Unterschiede zwischen der
dreimonatigen Gabe von Metformin oder Placebo auf den Glukosestoffwechsel
bei EMS Patienten aufwiesen. Auch der BCS und das Korpergewicht
unterschieden sich nicht statistisch signifikant. Aufgrund dieser Ergebnisse kann

86



Diskussion - Ergebnisse

eine medikamentdse Therapie mit Metformin bei EMS Patienten nicht empfohlen

werden.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

In einer Placebo-kontrollierten, doppelt verblindeten, randomisierten Studie im
cross-over Design wurde untersucht, ob das orale Antidiabetikum Metformin
einen Einfluss auf den Glukosestoffwechsel bei EMS-Patienten besitzt.
Eingeschlossen wurden adipdse, anamnestisch an Hufrehe erkrankte Pferde und
Ponys mit einem Nuchtern-Insulinwert > 30 pU/ml und einem kombinierten
Glukose-Insulin-Test (CGIT) nach Eiler et al. (2005), bei dem der basale
Blutglukosewert nach 45 Minuten nicht wieder erreicht wurde. Die Tiere erhielten
zuerst entweder Metformin (2 x tgl. 20 mg/kg KGW p.o.) oder ein Placebo
(Macrogol, Tragersubstanz der Metformintabletten). Die Substanzen wurden
nach 3 Monaten gewechselt, wobei weder der Autorin noch den Besitzern
bekannt war, ob Placebo oder Metformin verabreicht wurde. Nach drei und nach
sechs Monaten wurden klinische Untersuchungen, die Ermittlung von
Korpergewicht und Body condition score (BCS) sowie CGITs wiederholt. Um den
Glukosestoffwechsel zu beurteilen wurden als Hauptzielparameter die Glukose
AUC (AUCau) und die Dauer der positiven Glukosephase (ts) ermittelt sowie die
Insulinwerte nach 45 Minuten (Insss) verglichen. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse in Modifikation fur Cross-over
Modelle.

Von 61 initial vorgestellten Patienten wurden 16 Probanden in die Studie
eingeschlossen (8 Pferde und 8 Ponys). Zwei Pferde konnten wegen eines
Hufreheschubes bzw. einer Verletzung die Studie nicht beenden. Die Ergebnisse
der Hauptzielparameter bei den verbliebenen 14 Probanden wiesen keinerlei
statistisch signifikanten oder klinisch relevanten Unterschiede nach Metformin-

beziehungsweise Placebogabe auf.

Zusammenfassend konnte somit in diesem RCT an EMS-Patienten im Feld im
Gegensatz zu fruheren Publikationen kein positiver Einfluss von Metformin auf

den pathologischen Glukosestoffwechsel nachgewiesen werden.
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Summary

7 SUMMARY

A randomised, placebo controlled and double blinded cross-over trial was set up
to evaluate effects of the oral antidiabetic Metformin on glucose regulation in
patients suffering from the equine metabolic syndrome (EMS). Included were
equines with a history of laminitis, a basal insulin > 30 yU/ml after an overnight
fast and a combined i.v. Glucose Insulin Test (CGIT) according to Eiler et al.
(2005), with a blood glucose concentration above baseline after 45 minutes.
Patients at first either got Metformin (20 mg/kg bw bid) or they received at first as
a placebo the substance Macrogol, which is the carrier substance in the
metformin product. Substances were changed after 3 months. After 3 and 6
months, clinical examinations, body weight and Body condition score (BCS) as
well as CGITs were repeated. To evaluate glucose regulation, glucose AUCs
(AUCeLu) and time for returning to baseline (ts) were calculated and insulin levels
after 45 min (Ins4s) compared. For statistical analysis, a two factorial ANOVA in

a modification for cross-over study design was applied.

16 of 61 initially examined equines were included (8 horses and 8 ponys) in the
trial. However, two horses were lost: one due to a severe laminitic bout while

receiving placebo and another one due to an injury.

The results of the remaining 14 equines showed no statistically significant or
clinically relevant differences after receiving Metformin or placebo for three

months.

In summary, this RCT with EMS patients in a field study failed to detect any

positive influence of Metformin on pathological glucose regulation.
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