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Einleitung

1. Einleitung

Der Begriff ,Equines metabolisches Syndrom* (EMS) wurde in der Veterindarmedizin erstmalig
im Jahre 2002 gepragt, als Johnson Fettleibigkeit, Insulinresistenz (IR) und Hufrehe zu
Komponenten des klinischen Syndroms zusammenfasste. EMS ist eine der meistverbreiteten
endokrinen Stérung in der Pferdepraxis. Es vereint verschiedene Risikofaktoren, die eine
endokrinopathische Hufrehe auslésen konnen. Die Insulindysregulation (ID) stellt u.a. einen
der wichtigsten Risikofaktoren dar. Da eine endokrinopathische Hufrehe-Erkrankung fatale
Auswirkungen haben kann und in dramatischen Fallen mit einer Euthanasie einhergeht, wird
die Forschung im Hinblick auf das Management und die Behandlungsmoglichkeiten dieses

Syndroms immer bedeutender.

Das Equine metabolische Syndrom zeigt viele Parallelen zum metabolischen Syndrom des
Menschen, genauer dem Diabetes Mellitus Typ Il. Verschiedene Studien in der Humanmedizin
zeigen, dass eine hohe Magnesium-Zufuhr einen positiven Effekt auf die Risikominderung
einer Erkrankung an Diabetes Mellitus hat und die Supplementierung von Magnesium die

Insulinsensitivitat verbessert.

In der Veterindrmedizin gibt es bisher nur wenige Untersuchungen zu den Auswirkungen von

Magnesium auf die Insulinsensitivitat und ihre Ergebnisse sind sehr unterschiedlich.
Im Rahmen dieser Studie sollen folgende Aspekte untersucht werden:

1. Fdhrt die Supplementierung mit 30 mg/kg KGW Magnesium als Magnesiumaspartat-
Hydrochlorid Uber einen Zeitraum von drei Monaten zu einer Besserung der
Insulinsensitivitat?

2. Fuhrt eine Supplementierung mit 30 mg/kg KGW Magnesium als Magnesiumaspartat-
Hydrochlorid zu einem Anstieg der Serum- oder intrazellularen Magnesium-
Konzentration?

3. Treten dabei Nebenwirkungen auf?
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2. Literatur

2.1. Physiologische Grundlagen von Glukose, Insulin, Magnesium, Fettgewebe

2.1.1. Glukosemetabolismus

Glukose gehért zur Gruppe der Monosaccharide und ist ein wichtiger Bestandteil des
Kohlenhydratstoffwechsels. Sie wird dber die Nahrung aufgenommen, dient als

Energielieferant und wird in Form von Glykogen als Energiereserve gespeichert (Faller 2004).

Nach oraler Glukoseaufnahme Uber die Nahrung wird D-Glukose im Dinndarm absorbiert.
Dies geschieht sowohl insulinunabhangig Uber Glukose-Transporter als auch insulinabhangig
mit Hilfe von Proteinen, die erleichterte Glukosetransporter (GLUT) genannt werden (Dyer et
al. 2009, Shirazi-Beechey et al. 2011, Lacombe 2014).

Zur enteralen Absorption muss beim insulinunabhangigen Weg Natrium vorhanden sein, um
mittels Natrium-Glukose-Co-Transporter absorbiert werden zu kénnen (Dyer et al. 2009,
Shirazi-Beechey et al. 2011). Im weiteren Verlauf wird Incretin, ein gastrointestinales Hormon,
von den endokrinen Zellen des Gastrointestinaltraktes sezerniert (Marks et al. 1991). Zu den
Incretin Hormonen zahlen das Glucagon-like Peptid-1 (GLP-1) sowie das glukoseabhangige
insulinotrope Peptid (GIP) (Morgan 1998). Diese flhren dazu, dass Insulin bei einer
Hyperglykdmie/ nach einer Futteraufnahme sezerniert wird (de Laat et al. 2016, Fitzgerald et
al. 2019) und erklart, warum die Insulinkonzentration nach einer hohen Glukose-Aufnahme
Uber die Nahrung héher ist als bei einer intravendsen Applikation (Marks et al. 1991, Duhlmeier
et al. 2001).

Nach der enteralen Glukose-Absorption gelangt diese in den Leber-Kreislauf oder wird als
Energiequelle in Muskelzellen benétigt (Silbernagel 2007). Die Aufnahme der Glukosemenge
durch die Leber wird durch den Insulin- und Glukagongehalt im Blutkreislauf reguliert. Die
Aufnahmemenge steigt mit der Insulinkonzentration im Blut und sinkt mit der des Glukagons
(DiCostanzo et al. 2006). Fir die Aufnahme sind die insulinabhangigen GLUT-2 und die
Glukokinase verantwortlich (Mueckler 1994, Karim et al. 2012). Liegt eine geringe
Glukosekonzentration im Blut vor, wird mit Hilfe der Glukoneogenese Glukose aus der Leber

ausgeschleust (Karim et al. 2012).

Die Glukose wird in alle insulinsensitiven Gewebe aufgenommen und durch spezifische
Proteine reguliert. Diese werden erleichterte Glukosetransporter genannt. GLUT-4 ist die
grolte Isoform im insulinreaktionsfahigen Gewebe, welches die insulingesteuerte

Glukoseaufnahme determiniert (Lacombe 2014). Die Aufnahme von Glukose in die
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Skelettmuskulatur und in das Fettgewebe wird durch eine erhdhte Insulinkonzentration Uber
den Insulinrezeptor im Blut induziert. Dies bewirkt eine vermehrte Translokation von
intrazellularem GLUT-4 an der Zelloberflache (Duehimeier et al. 2010).

Der physiologische Glukosegehalt im Plasma liegt beim Pferd zwischen 3,3 und 5,0 mmol/l

und wird meist in diesen Grenzen gehalten (Ralston 2002).

2.1.2. Insulinmetabolismus

Insulin ist ein Peptidhormon, das in den beta(R)-Zellen der Bauchspeicheldriise (Pankreas)
gebildet wird und eine bedeutende Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel und in der
Blutglukoseregulation spielt. Der Gegenspieler des Insulins ist das Glukagon. Auch dieses wird
in der Bauchspeicheldrise, allerdings in den alpha(a)-Zellen gebildet. Steigt nun durch die
Nahrungsaufnahme der Glukosegehalt im Blut an, so wird Uber die R-Zellen des Pankreas
Insulin ausgeschuttet. Dieses bewirkt durch Bindung an Rezeptoren der Muskel- und
Fettzellen bzw. der Leberzellen einen Verbrauch der Glukose oder eine Glykogenbildung zur

Anlage von Energiereserven (Silbernagel 2007).

Innerhalb der Zelle wird die Glukose durch die Glukokinase zu Glukose-6-Phosphat
phosphoryliert (Rorsman und Braun 2013). Das Adenosintriphosphat (ATP) wird nach der
Aufnahme von Glukose in die Zelle mit Hilfe der Glykolyse, des Citratzyklus und der
Atmungskette gebildet. Magnesium dient als second messenger bei der Insulinsekretion durch
das Pankreas. Hier bildet es Mg-ATP Komplexe und die Kalium-Kanale werden geschlossen
(Gunther 2010). Dadurch kommt es zu einer Depolarisation der Plasmamembran und zur
Offnung der spannungsabhéngigen Calcium-Kanale. Durch das Einstrémen des Calciums in
die Zelle kommt es zur Exozytose von insulinhaltigen Vesikeln (Rorsman und Braun 2013).
Die Insulinreaktion ist biphasisch. Hier kommt es zu einem schnellen ersten Insulinpeak und
einem langsameren zweiten Insulinpeak (Henquin et al. 2002). Nach der intravendsen
Glukose-Applikation ist der erste Peak nach ungefahr 40 Minuten zu erwarten (Duhimeier et
al. 2001).

Des Weiteren besteht ein physiologischer Zusammenhang zwischen Insulin und Magnesium,
denn Insulin férderte in verschiedenen Experimenten die Aufnahme von Magnesium in die
Zelle. Eine signifikante intrazellulare Erhéhung lag unter anderem in Lymphozyten vor (Delva
et al. 1998). Man geht davon aus, dass die Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase eine entscheidende
Rolle spielt. In einem Versuch wurden Antikdrper eingesetzt, die gegen den Insulin-Rezeptor
agierten und dessen Funktion komplett unterdrickten. Somit wurde auch die

Magnesiumaufnahme nach intrazellular beeintrachtigt. Dies spricht dafir, dass die
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Magnesiumaufnahme nach intrazellular ein Insulin-Rezeptor-vermittelter Prozess ist (Hwang
et al. 1993, Kurth 2012). AuRerdem hat Insulin vasoregulatorische Eigenschaften. So kann es
das Gefallendothel anregen Stickstoffmonoxid zu produzieren, das eine Vasodilatation zur
Folge hat. AuRBerdem kann es die Sekretion von Endothelin-1, einem Vasokonstriktor,

regulieren (Muniyappa et al. 2007).

2.1.3. Magnesiummetabolismus

Magnesium ist das viert wichtigste Kation im Kérper (Chaudhary et al. 2010) und erhalt mehr
und mehr zunehmende Aufmerksamkeit, vor allem in der klinischen Medizin, Ernadhrung und
Physiologie (Saris et al. 2000). Magnesium spielt eine groRe Rolle und ist als essentielles
Mineral in eine breite Vielfalt verschiedener Prozesse involviert (Vormann 2003). Dieses lon
ist in gesunden Organismen nahezu konstant im Plasma vorhanden (Barbagallo et al. 2003)
und beeinflusst viele zellulare Funktionen, darin inbegriffen der Transport von Kalium und
Calcium, sowie die Signaltransduktion, den Energiemetabolismus und die Zellproliferation
(Saris et al. 2000). Bei einer ausgewogenen Ernahrung wird der Bedarf an Magnesium in den
meisten Fallen Uber die Nahrung gedeckt. Die Konzentration wird hauptsachlich durch die
Niere (Vormann 2003), das Insulin als Hormon (Alzaid et al. 1995) und gastrointestinale
Verluste (Chaudhary et al. 2010) beeinflusst.

Insulin hat nicht nur Einfluss auf die Magnesiumhomoostase, sondern auch umgekehrt.
Magnesium hat auch einen Einfluss auf die Insulinsekretion, -bindung und -aktivitat
(Chaudhary et al. 2010). Auch der Einfluss auf die Membranstabilitat ist von Bedeutung, da
Magnesium die negativ geladenen, carboxylierten und phosphorylierten Lipide vernetzt und
somit auch auf die Verteilung anderer Mineralstoffe einwirkt (Cowan 1995). Dieses Mineral hat
sowohl Wirkung auf die Tyrosinkinase-Aktivitat auf Insulinrezeptorebene als auch auf die
intrazellulare Calciumkonzentration. Somit kann ein Missverhaltnis zu einer Verschlechterung
der Insulinresistenz und Hypertonie flihren (Barbagallo et al. 2003, Chaudhary et al. 2010).
Der intrazellulare Magnesiumgehalt spiegelt den Magnesiumgehalt im Gewebe wider
(Vormann 2003). Somit ist dieser deutlich reprasentativer fur die Magnesiumkonzentration im
Gewebe (Walser 1967), denn der Serum-Magnesiumgehalt kann zunachst durch das Leeren
von intrazellularen- oder Knochen-Speichern in den physiologischen Grenzen gehalten
werden (Vormann 2003). Der Magnesiumhaushalt wird zusétzlich durch Katecholamine
beeinflusst. Diese bewirken einen Magnesiumtransport von intra- nach extrazellular (Romani
and Maguire 2002).
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2.1.4. Fettgewebe

Das Fettgewebe des Menschen und des Tieres ist vom Aufbau und der Funktion nahezu
identisch, sodass einige Erkenntnisse aus der Humanmedizin fiir die Tiermedizin Gbernommen
werden kénnen (Ertelt et al. 2014). Das Fettgewebe besteht hauptsachlich aus Adipozyten.
Man unterscheidet braunes und weilles Fettgewebe (Liebich 2003). Es dient als Fett-
/Energiespeicher und zusatzlich als endokrines Organ (Radin et al. 2009). Die Adipozyten
reagieren auf hormonelle und nahrstoffbedingte Einflisse mit Speicherung Uberschissiger
Nahrstoffe als Lipide im Gewebe oder Mobilisierung von eingelagertem Fett zur Verwertung
(Manteiga et al. 2013). Bei einer physiologischen Gewichtszunahme andert sich die Zellzahl
nicht, allerdings kommt es zu einem Zellwachstum, denn es werden vermehrt Lipide in die

Zelle eingelagert (Manteiga et al. 2013).

2.2. Pathophysiologie des metabolischen Syndroms bei Pferden und Menschen

Kommen der Glukose-, Insulin-, Magnesiummetabolismus oder das Fettgewebe aus dem

physiologischen Gleichgewicht, kann dies verschiedene Folgen haben.

2.2.1. Metabolisches Syndrom beim Pferd

Die Begrifflichkeit ,Equines metabolisches Syndrom® wurde erstmals 2002 eingefiihrt und von
Johnson gepragt (Johnson 2002). Beim Equinen metabolischen Syndrom werden die
Komponenten Fettleibigkeit, Insulinresistenz und Hufrehe in einen Zusammenhang gebracht
(Frank et al. 2010). Das Equine metabolische Syndrom ist laut Definitionen keine Krankheit
als solches, sondern eine Zusammenfassung diverser Risikofaktoren fir die Entstehung einer
endokrinopathischen Hufrehe (Durham et al. 2019). Als Hauptrisiko wird die

Insulindysregulation genannt (Burns 2016).

2.21.1. Vorkommen

Hauptsachlich wird das Equine metabolische Syndrom bei domestizierten Pferderassen
diagnostiziert (Johnson et al. 2012). Die Tendenz ist steigend (Burns 2016). In einer Studie in
Schottland wurden 45% der Pferde (Wyse et al. 2008), in einer Studie in Grof3britannien 17,7%
der Pferde als fettleibig eingestuft (Stephenson et al. 2011). Das Uberangebot an

Kohlenhydraten (Johnson et al. 2012), der hohe Konsum von Futter, das Grasen auf satten
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Wiesen (Geor 2008) und eine geringe physische Aktivitat stellen pradisponierende Faktoren
dar (Johnson et al. 2012). Bereits die Futterung der Mutterstute, sowie die im Fohlenalter,
kénnen ein Risiko fur die Entwicklung des Equinen metabolischen Syndroms darstellen
(Becvarova und Buechner-Maxwell 2012). Frank spricht davon, dass vor allem “leichtfuttrige”
Pferderassen das Equine metabolische Syndrom entwickeln. Haufig betroffen sind
verschiedene ,Ponyrassen, Paso Finos, Morgan Horses, Saddlebreds, Quarter Horses sowie

Tennessee Walking Horses* (Frank 2011).

Es gibt verschiedene epidemiologische Studien: In einer Studie von Morgan et al. wurden
Ponies in Australien untersucht. Hier zeigten 27% der Studienpopulation eine
Hyperinsulindmie (Morgan et al. 2014). In einer Studie von Muno et al. zeigten 22,3% der
Pferde in Ohio eine Hyperinsulindmie (Muno 2009). Studien zeigen auch, dass altere Pferde
und Ponies ein erhéhtes Risiko flr eine Hyperinsulinamie (Muno 2009, Morgan et al. 2014)
und altere Pferde flr eine geringere Insulinsensitivitat haben (Rapson et al. 2018). Es scheint
als gabe es Rasseunterschiede in der Insulinsensitivitdt. So zeigten Bamford et al., dass
Andalusier und Ponies eine geringere Insulinsensitivitat haben als Standardbreds (Bamford et
al. 2014). Auch das Training hat einen positiven Einfluss auf die Insulinsensitivitat sowohl bei
alteren als auch jungeren Stuten (Liburt et al. 2011). Geschlechtspradispositionen scheint es
nicht zu geben (Muno 2009).

2.2.1.2. Risikofaktoren

2.2.1.21. Insulindysregulation/-resistenz

Die Insulindysregulation bzw. Insulinresistenz ist eine der Hauptkomponenten des Equinen
metabolischen Syndroms und somit ein bedeutender Risikofaktor fur die Entstehung einer

endokrinopathischen Hufrehe (Durham et al. 2019).
Es gibt verschiedene Stadien, die in diesem Zusammenhang erwahnt werden:

1. Insulindysregulation/-resistenz
2. Kompensierte Insulinresistenz

3. Dekompensierte Insulinresistenz

Bei einer Insulindysregulation kommt es zu einem verminderten Ansprechen des Gewebes auf
Insulin oder einer veranderten Insulin-Clearance (Reed 2018). Liegt eine Hyperinsulinamie
vor, muss sich nicht zwingend eine Hyperglykamie einstellen (Asplin et al. 2007). Liegt eine
Hyperinsulinamie bei normaler Glukosekonzentration vor, so spricht man von einer

kompensierten Insulinresistenz (Treiber et al. 2005). Die dekompensierte Form der
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Insulinresistenz resultiert meist aus einer kompensierten Form. Hier kommt es aufgrund der
Erschopfung des Pankreas sowohl zu einer Hyperinsulindmie und Hyperglykdmie als auch
meist zu einer Glukosurie (Johnson et al. 2005, Durham et al. 2009). Allerdings kommt diese
Form beim Pferd nur selten vor. Tabelle 1 beschreibt die Interpretation der basalen Glukose-
und Insulin-Werte bei Pferden nach einer 6-stiindigen Hungerperiode (Reed 2018).

Tabelle 1: Interpretation der basalen Glukose- und Insulin-Werte bei Pferden nach
einer 6-stiindigen Hungerperiode (Reed 2018).

Glukose | Insulin | Interpretation
| mg/dl pU/ml
<100 <20 Keine Anzeichen fir eine IR zu diesem Zeitpunkt;
Wiederholung des Tests zu einem anderen Zeitpunkt oder
Durchfiihrung des cGIT, wenn der Patient phanotypisch
einem EMS Pferd entspricht; Adipositas ansprechen und
behandeln, falls vorhanden.

<100 > 20 Normoglykdmie mit Hyperinsulinamie; Es liegt eine
kompensierte IR vor; Erhéhtes Risiko fir Hufrehe liegt vor;
Empfehlung eines Planes fiir Gewichtsmanagement,
Futterumstellung und Bewegungsplan.

<100 > 100 Normoglykdmie mit hgr. Hyperinsulinamie; Hgr. noch
kompensierte IR; Hohes Risiko flir Hufrehe; Strikte Diat sollte
eingehalten werden.

> 100 > 20 Der Glukosemetabolismus kann nicht mehr reguliert werden,
die Pankreasinsuffizienz schreitet weiter fort;
Ubergangsstadium zwischen kompensierter und
unkompensierter IR liegt vor.

> 120 <20 Glukosemetabolismus nicht mehr reguliert,
Pankreasinsuffizienz noch weiter fortgeschritten;
Unkompensierte IR; Sehr hohes Risiko flir Hufrehe; Test auf
das Vorliegen von Glukosurie (V. a. Diabetes Mellitus).

2.2.1.2.2. Fettleibigkeit

Bezeichnend beim Equinen metabolischen Syndrom sind die Fettdepots. Diese kénnen
regional oder generalisiert auftreten (Frank et al. 2010). Die verminderte Insulinsensitivitat
steht in den meisten Fallen in einem direkten Zusammenhang mit dem Anstieg des ,Body
Condition Score” (BCS) und dem Korperfettgehalt (Vick et al. 2007). Allerdings gibt es auch
Falle des Equinen metabolischen Syndroms, die phanotypisch kein Bild der Fettleibigkeit

aufweisen (Frank et al. 2010).

Bei einer Fettleibigkeit kommt es nicht nur zu einer Hypertrophie der Adipozyten, sondern auch

zu einer Proliferation, die die Anzahl der Adipozyten ansteigen lasst (Schwelger 2016).
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Ubergewichtige Pferde scheinen eine Pradisposition fiir die Entwicklung einer Hufrehe und

einer Hyperlipiddmie zu haben (Wyse et al. 2008).

Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ, das Adipokine und Entziindungsmediatoren
freisetzt. Eine vermehrte Freisetzung bzw. eine abnormale Regulation der Adipokine wird
haufig bei fettleibigen Tieren beobachtet (Radin et al. 2009). Zu den Adipokinen gehoéren u.a.
Leptin und Adiponektin (Radin et al. 2009). Zu den Entziindungsmediatoren gehdéren die pro-
inflammatorischen Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-
Faktor a (TNF-a) (Rasouli und Kern 2008).

Leptin wird durch den Energieverbrauch reguliert, sodass die Konzentration eng mit der
Korpermasse korreliert (Kearns et al. 2006, Lam und Lu 2007). Es fungiert als Mediator zum
zentralen Nervensystem. Bindet es im Gehirn, wird das Appetitgefiihl reduziert und der

Energieverbrauch gesteigert (Houseknecht und Portocarrero 1998).

In einer Studie von Morgan et al. zeigten 51/188 Ponies (Australische Ponies, Welsh Mountain
Ponies/Cobs, Connemara Ponies, Shetland Ponies) eine Hyperinsulinamie. Die
Hyperinsulindmie korrelierte mit steigendem Alter, zuséatzlicher Fltterung und einer erhdhten

Leptin- und Triglyzerid(TG)-Konzentration (Morgan et al. 2014).

Die Adiponektine haben anti-inflammatorische Eigenschaften und einen positiven Effekt auf
die Insulinsensitivitdt (Hopkins et al. 2007). Eine Studie an Rhesusaffen zeigte, dass die
Plasmakonzentration von Adiponektin signifikant mit der insulinabhangigen Glukoseaufnahme
korreliert. Je niedriger die Konzentration im Plasma, desto geringer ist die insulinabhangige
Glukoseaufnahme. Das heilt, dass die Plasma Adiponektin-Konzentration mit dem
Fortschreiten einer Insulinresistenz fallt (Hotta et al. 2001). Eine in vitro Studie zeigte, dass die
Fettleibigkeit die Expression der Adiponektin-Rezeptoren verringert und somit auch die
Sensitivitat fir Adiponektin. Dies flhrt zu einer Insulinresistenz, die in einem Teufelskreis endet
(Kadowaki und Yamauchi 2005).

In der Humanmedizin wurde festgestellt, dass eine erhohte entziindliche Zytokin-
Konzentration eine direkte Rolle im Entwicklungsgeschehen einer Fettleibigkeit assoziierten
Insulinresistenz spielt. Bei Pferden wurde festgestellt, dass die Insulinsensitivitat sinkt, wenn
der Body Condition Score und der prozentuale Koérperfettanteil ansteigen. Gleichzeitig steigen
die Entziindungsfaktoren IL-1 und TNF-a an und IL-6 sinkt. Somit ist ein Zusammenhang
zwischen der Fettleibigkeit und dem Anstieg der entziindlichen Faktoren bestatigt. Auch die
Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen Fettleibigkeit, einem Anstieg entziindlicher
Zytokine und der Insulinsensitivitat beim Pferd besteht, wird unterstitzt (Vick et al. 2007). Das
Fettgewebe und die Makrophagen sezernieren nicht nur die Adipokine, sondern auch

proinflammatorische Zytokine (Fulop et al. 2006). Beim Menschen zeigt v.a. das abdominale
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Fett endokrine Aktivitat (Fulop et al. 2006), beim Pferd v.a. das Nackenfett (Bruynsteen et al.
2013). Diese proinflammatorischen Zytokine fiihren zu einer unterschwelligen, sich selbst
unterhaltenden Entziindungsreaktion (Rasouli und Kern 2008, Manteiga et al. 2013). Die
Lipolyse wird beschleunigt und der Anteil an freien Fettsduren im Blutkreislauf erhoht.
Hierdurch entstehen vermehrt Adipositas bedingte Krankheiten (Manteiga et al. 2013). Post
mortem werden haufig Lipide in den Hepatozyten eingelagert gefunden (Frank 2011). Im
Muskel- und Fettgewebe gehort GLUT-4 zu den insulinabhangigen Glukoserezeptoren, die fur
die Glukoseaufnahme in die Zelle mitverantwortlich sind. Nach Waller et al. ist dieser Rezeptor
bei insulinresistenten Pferden auf der Zelloberflache von Muskel- und Fettgewebe weniger
exprimiert. Vesikel mit GLUT-4 im Zytoplasma werden nach einer Aktivierung tber die Insulin-
Signalkaskade zur Plasmamembran transportiert. Studien zeigen, dass diese Translokation
bei insulinresistenten Pferden beeintrachtigt ist (Frank 2011, Waller et al. 2011). Die
intrazellulare Akkumulation von Lipiden in der Leber und den Muskeln flihrt zu einem
Folgeschaden im Insulin-Signalweg. Dies erklart der Mechanismus der Insulinresistenz bei
Fettleibigkeit (Samuel et al. 2010).

2.21.3. Erscheinungsbild

2.2.1.3.1. Fettverteilung und Bewertungssysteme

Der Body Condition Score (BCS) nach Henneke et al. beschreibt die individuelle Fettverteilung
am Korper und wird in eine Skala von 1 — 9 eingeteilt. Die Einteilung ist in Tabelle 2 aufgeflihrt,
zusammen mit Charakteristika jeder Stufe. Charakteristische Fettansatzstellen sind im Bereich
des Ligamentum nuchae, des Schweifriibenansatzes, hinter der Schulter, im Bereich des
Praputiums bzw. des Gesauges (Frank et al. 2010), sowie am Widerrist, Giber den Rippen und
im caudalen Rickenbereich (Henneke et al. 1983) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Fettansatzstellen nach Henneke et al. (1983) und Frank et al. (2010).
lllustration von Gernhardt (2021).

Tabelle 2: Body Condition Score (BCS 1-9) nach Henneke et al. (1983).

BCS Beschreibung

1. Ausgehungert | Abgemagert; Vorstehende Dornfortsatze, Rippen, Schweifansatz,
Hufthocker und Sitzbeinhdcker; Knochenstrukturen an Widerrist,

Schultern und Hals erkennbar; Keine Fettgewebe fiihlbar.

2. Sehr diinn Abgemagert; Dinne Fettschicht bedeckt Basis der Dornfortsatze;
Querfortsatze der Lendenwirbel flhlen sich abgerundet an;
Dornfortsatze, Rippen, Schweifansatz und Huft- und
Sitzbeinhocker vorstehend; An Widerrist, Schultern und Hals sind

Knochenstrukturen schwach erkennbar.

3. Dinn Fettschicht reicht (ber die halbe Hohe der Dornfortsatze;
Querfortsatze nicht fuhlbar; Dinne Fettschicht Gber den Rippen;

Dornfortsdtze und Rippen gut zu sehen; Schweifansatz

10
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vorstehend, aber optisch kdnnen keine einzelnen Wirbel
abgegrenzt werden; Die Hufthdcker erscheinen abgerundet, aber
leicht erkennbar; Sitzbeinhdcker nicht abzugrenzen; Widerrist,

Schultern und Hals markiert.

4. MaRig dinn Kontur des Ruckgrats noch leicht erkennbar, Kontur der Rippen
leicht durchscheinend; Schweifansatz je nach Ko&rperbau
vorstehend, in der Umgebung ist Fettgewebe fiihlbar; Hifthécker

nicht klar erkennbar; Widerrist, Schultern und Hals markiert.

5. Normal Rucken ist eben; Rippen kdnnen optisch nicht unterschieden
werden, sind aber gut zu flhlen; Fett um den Schweifansatz fuhit
sich weich an; Seitlich an Widerrist und Hals sowie hinter den

Schultern beginnt Fettansatz.

6. MaRig dick Leichte Rinne entlang des Rickens moglich; Fett iber den Rippen
fuhlt sich schwammig an; Fett um den Schweifansatz fuhlt sich
weich an; Seitlich an Widerrist und Hals sowie hinter den

Schultern beginnt Fettansatz.

7. Dick Rinne am Ricken moglich; Einzelne Rippen fuhlbar, aber einzelne
Interkostalraume flllen sich flhlbar mit Fett; Fett um
Schweifansatz ist weich; Sichtbare Fettdepots am Widerrist, hinter

den Schultern und am Hals.

8. Fett Rinne am Ricken; Rippen sind schwierig zu fihlen; Fett um den
Schweifansatz sehr weich; Gebiet um den Widerrist und hinter der
Schulter mit Fett ausgefillt; Deutliche Verfettung am Hals;

Fettansatz an Innenseite der Hinterbacken.

9. Extrem fett Deutliche Rinne am Rilcken; Fettgeschwilste Uber den Rippen,
um den Schweifansatz, entlang des Widerrists, hinter den
Schultern und entlang des Halses; Fettpolster an der Innenseite
der Hinterbacken reiben mdglicherweise aneinander; Flanken

flielRend ausgefillt.

Der Cresty Neck Score (CNS) ist eine hilfreiche Methode zur Beurteilung der Adipositas am
Hals (Carter et al. 2009). Das Nackenfett ist das hormonell aktivste Fettdepot, denn die

Expression von IL-13 und IL-6 ist im Nackenfett deutlicher ausgepréagt als in anderen Depots

11
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(Burns et al. 2010). Carter et al. zeigten, dass die Halshdhe oder der Halsumfang in Bezug zur
Korpergrolie ein hilfreiches morphometrisches Mittel ist (Carter et al. 2009). Dieses

Einteilungssystem ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Cresty Neck Score (CNS 1-5) nach Carter et al. (2009), lllustration von
Gernhardt (2021).

2.2.1.3.2. Hufrehe

Hufrehe ist eine der meistgefiirchteten Folge des Equinen metabolischen Syndroms (Durham
et al. 2019). 90% aller Hufrehe-Erkrankungen sind Anzeichen eines endokrinen
Krankheitsbildes (Morgan, Keen, and McGowan 2015).

Der Zusammenhang zwischen dem Equinen metabolischen Syndrom und der Entstehung
einer Hufrehe ist noch nicht endgliltig geklart. Hufrehe ist eine Erkrankung der Zehe und ist
bekannt fir eine multifaktorielle sowie komplexe Atiologie. Die Entstehung kann metabolische,
entzindliche, traumatische oder vaskulare Griinde haben (Fulop et al. 2006, Vick et al. 2007,
Wylie et al. 2013).

Hauptrisikofaktor fur eine Hufrehe ist in diesem Zusammenhang die Insulindysregulation
(Burns 2016). Aufgrund dieser endokrinen Funktionsanderung besteht ein erhdhtes Risiko fur
die Entwicklung einer Hufrehe (Geor and Frank 2009). In verschiedenen experimentellen
Studien wurde eine Hyperinsulindmie bei gesunden Ponies und Pferden als Ausléser fiir eine
Hufrehe herausgestellt (Asplin et al. 2007, de Laat et al. 2010). In der experimentellen Studie

von Asplin et al. wurden Ponies ohne Anzeichen einer Hufrehe in eine Behandlungsgruppe
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und in eine Kontrollgruppe eingeteilt. Die Kontrollgruppe wurde mit einer Kochsalzldsung
infundiert und die Behandlungsgruppe mit humanem Insulin und Glukose. Alle Ponies der
behandelten Gruppe entwickelten Anzeichen einer Hufrehe, sowohl klinisch als auch
histologisch (Asplin et al. 2007). Aufgrund der haufig assoziierten Insulinresistenz kénnen die
vasoregulatorischen Aufgaben des Insulins nicht mehr der Physiologie entsprechend
ausgefuhrt werden (Muniyappa, lantorno, and Quon 2008). Dies kann durch eine verstarkte
Vasokonstriktion/ Hypertension zu einer Hypoperfusion im Endstromgebiet des Hufes flihren
und eine Hufrehe auslésen (Kumeda and Inaba 2005). Morgan et al. fanden heraus, dass die
vaskulare Dysfunktion im Zusammenhang mit einer endokrinen Hufrehe-Erkrankung
systemischer Natur und nicht ein lokales Problem im Pferdehuf ist (Morgan et al. 2016). Es ist
bekannt, dass bei einer kurzzeitigen Hyperinsulindmie eine vermehrte Produktion an
Endothelin-1 resultiert, weshalb es zu einer erhéhten vaskularen Resistenz in der Zehe der
Pferde kommt (Gauff, Patan-Zugaj, and Licka 2013). Eine erhéhte Insulinzirkulation Uber einen
Zeitraum von 2-3 Tagen kann eine Hufrehe bei gesunden Ponies ausldsen — deshalb ist es
naheliegend, dass die unphysiologische Insulinkonzentration eine direkte Rolle in der
Pathogenese einer Hufrehe spielt (Geor 2008). Des Weiteren kann ein Missverhaltnis auf
intrazellularer Ebene zwischen Magnesium und Calcium dazu flhren, dass der Gefal3tonus
erhoht ist (Kumeda und Inaba 2005).

Ein weiterer Ansatz fur die Entwicklung einer endokrinopathischen Hufrehe kann eine
Uberschieldende Entziindungsreaktion sein, die durch die vermehrte endokrine Aktivitat des
Fettgewebes entstehen kann. Dieses sendet, wie bereits erklart, proinflammatorische Zytokine
aus. Somit kann die Hufrehe auch aufgrund einer Uberschielenden Entziindungsreaktion
zustande kommen (Elzinga et al. 2017). Holbrook et al. zeigten, dass bei hyperinsulindmischen
Pferden eine Erhéhung von freigesetzten Sauerstoffradikalen durch die neutrophilen
Granulozyten zu einem erhdhten Risiko fur Pferde mit dem metabolischen Syndrom, an
Hufrehe zu erkranken, fiihrt (Holbrook et al. 2012).

2.21.4. Diagnostik

Es gibt verschiedene dynamische Tests zur Diagnostik einer Insulindysregulation/-resistenz.

Man unterscheidet die intravendsen von den oralen dynamischen Tests.

14



Literatur

2.2.1.41. Dynamische Tests

Tabelle 3: Dynamische Tests im Uberblick in Anlehnung an das Handout der Roadshow
2019 von Boehringer Ingelheim "Insulin Dysregulation Diagnostik und Management bei

EMS und PPID".

Intravenose Tests

Insulinresistenz

FSIGTT = frequently
sampled insulin-
modified i.v. glucose
tolerance test (Toth
et al. 2009, Dunbar et
al. 2016)

EHC = euglycemic-

hyperinsulinemic

clamp (Toth et al.
2009)

IRT = Insulin Response
Test
(Eiler et al. 2005)
(Bertin und Sojka-
Kritchevsky 2013)
(Caltabilota et al. 2010)

cGIT = Kombinierter
Glukose-Insulin-
Toleranztest
(Eiler et al. 2005)

Orale Tests
Insulindysregulation

Oraler Sugar Test (OST)

Danischer Glukose
Syrup

Oraler Glukose Test (OGT)
Uber NSS

Corn Sirup In-feed

In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der verschiedenen intravenésen und oralen dynamischen Tests
aufgeflhrt. Ein grofer Vorteil der parenteralen Tests ist, dass der Gastrointestinaltrakt
umgangen wird und die Absorption dort keine Rolle spielt (Marks et al. 1991, Duhimeier et al.
2001, Morgan et al. 2016). Die oralen Tests werden durch die Magenentleerung und die

Glukoseabsorption im Dinndarm beeinflusst (Kronfeld et al. 2005).

In der Labordiagnostik gelten der ,frequently sampled insulin-modified intravenous glucose
tolerance test” (FSIGTT) und die ,euglycemic-hyperinsulinemic clamp (EHC) method“ als

Goldstandard zur Diagnostik einer Insulinresistenz (Dunbar et al. 2016).

Bei dem FSIGTT wird dem Pferd eine 50 %ige Dextrose-Ldsung intravends (i.v.) appliziert
(150 mg/kg KGW). Hierzu bekommt das Pferd zwei vendse Zugénge gelegt. Uber den einen
erhalt es die zu verabreichende Dextrose und das Insulin, Uber den anderen werden die
Blutproben entnommen. Der Zeitpunkt (ZP) 0 definiert den Zeitpunkt der Dextrose-Injektion.
10, 5 und 1 Minute vor der Dextrose-Applikation, sowie 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16,
19, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 150, 180 Minuten nach der
Dextrose-Gabe werden Blutproben gesammelt. Hieraus werden die Glukose-Werte bestimmt.
20 Minuten nach der Dextrose-Gabe wird Insulin (0,1 IE/kg KGW i.v.), das mit 3 ml einer
0,9%igen NaCl-Ldsung versetzt ist, appliziert. Die Insulin-Konzentration wird zu den gleichen
Zeitpunkten bestimmt bis auf 10 und 5 Minuten vor der Dextrose-Applikation und 23 bzw. 24
Minuten nach der Applikation (Toth et al. 2009, Dunbar et al. 2016). Mithilfe der ,minimal model
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analysis® kann im Anschluss durch ein computergesteuertes mathematisches System die
Insulinsensitivitdt anhand der durch den FSIGTT gemessenen Insulin- und Glukosewerte

ermittelt werden (Bergman et al. 1987).

Es gibt weitere Methoden, um die Beta-Zell-Empfindlichkeit gegentiber Glukose und die
Gewebeempfindlichkeit gegentber Insulin quantifizieren zu kénnen. Man spricht bei ersterem
von der ,hyperglycemic clamp technique® und beim zweiten von der ,euglycemic insulin clamp
technique®. Bei der ,hyperglycemic clamp technique® wird die Plasmaglukosekonzentration
akut auf bis zu 125 mg/dl Uber den Basalspiegel erhéht und durch anschlielende Glukose-
Infusionen aufrechterhalten. Somit ist die Glukose-Infusionsrate ein Index fir den
Glukosestoffwechsel (DeFronzo et al. 1979). Diese Methode ist allerdings sehr labor- und
zeitintensiv (Muniyappa et al. 2008). Bei der ,euglycemic insulin clamp technique“ wird die
Plasma-Insulin-Konzentration akut erhdht und durch eine konstante Insulin-Infusion bei ca.
100 pU/ml gehalten. Die Plasmaglukose-Konzentration wird durch eine variable Glukose-
Infusion konstant gehalten, sodass die Glukoseinfusionsrate, aufgrund des euglykamischen
Zustandes, der Glukoseaufnahme aller Gewebe im Koérper entspricht und somit ein Mal} fir
die Gewebsempfindlichkeit auf exogenes Insulin darstellt (DeFronzo et al. 1979). EHC ist die
Kombination aus beidem (Pratt et al. 2005).

Diese Methoden sind fUr die Praxis allerdings zu kosten-/zeitintensiv und werden deshalb

routinemaRig in der Praxis nicht durchgefiihrt (Durham et al. 2019).

In einer Studie von Dunbar et al. wurde festgestellt, dass der kombinierte Glucose-Insulin-
Toleranztest (cGIT) eine besonders gute Sensitivitat und Spezifitat aufweist (Dunbar et al.
2016). Der cGIT ist eine gangige Methode. Die Pferde unterliegen einer Futterrestriktion (6
Stunden) und haben tiber Nacht nur Zugang zu Wasser. Uber einen vendsen Zugang werden
nach vorherigem Verwerfen einer 10 ml Spritze Blut die Basalwerte von Glukose und Insulin
bestimmt. AnschlieBend wird dem Pferd eine Dextrose-Losung (150 mg/kg KGW) zugig (<1
Minute) i.v. verabreicht. Innerhalb der folgenden 6 Sekunden wird ein Insulin-Bolus (0,1 IE/kg
KGW), welcher in 3 mlisotonischer Kochsalzldsung geldst ist, i.v. appliziert. AnschlielRend wird
mit heparinisierter Kochsalzldésung (0,9 % NaCl) gespult. Ausgewahlte Proben werden auf die
Insulinkonzentration bestimmt. Zu folgenden Zeitpunkten werden Blutproben gesammelt und
die Glukose-Werte bestimmt: 0, 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150 Minuten
(Eiler et al. 2005).

In einer Studie von Eiler et al. wurde der cGIT an gesunden Stuten durchgefihrt. Hier wurde
festgestellt, dass sich nach der intravendsen Applikation von Glukose und Insulin (Humulin R,
Eli Lilly Co, Indianapolis, Ind.) ein zweiphasiger Glukose-Verlauf einstellt. Die erste Phase ist

gekennzeichnet durch eine sich einstellende Hyperglykdmie, die das Maximum nach einer
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Minute zeigt. Anschliefiend fallt die Glukosekonzentration allmahlich wieder. Nach ca. 30
Minuten ist der Ausgangswert wieder erreicht. Anschlielend beginnt die 2. Phase. Hier
unterschreitet die Glukosekonzentration die Basallinie, sodass sich eine Hypoglykdmie
einstellt. Das Minimum ist nach ca. 75 Minuten erreicht. AnschlieRend nahert sich die
Glukosekonzentration allmahlich wieder der Basallinie an (Eiler et al. 2005). Abbildung 3 zeigt
diesen zweiphasigen Verlauf und die Wiederholbarkeit des cGITs. In diesem Zusammenhang
muss erwahnt werden, dass die Glukoseverlaufe im Vergleich zu den Insulinkonzentrationen

schlechter reproduzierbar sind (Brojer et al. 2013).

2501

2004
j
Ly
(@)
£ 1504
e
T
£ |
8 100 : Mean Baseline
=
O

20+ T
Glucose + Insulin

05 15 25 35 45 60 75 90 105 120 135 150
Time (min)

Abbildung 3: Zweiphasiger Verlauf des cGITs und Wiederholbarkeit (Eiler et al. 2005).
In dieser Studie wurde die Wiederholbarkeit des cGITs gepriift. Die Abbildung zeigt den
Verlauf des cGITs eines Pferdes, das dreimal in einem zweiwdchigen Intervall einem

cGIT unterzogen wurde.

Beeinflusst wird dieser Kurvenverlauf durch bestimmte Medikamente. Xylazin oder eine
Stressexposition  kénnen den  Kurvenverlauf verlangsamen bzw. zu erhdhten
Glukosebasalwerten fuhren (Eiler et al. 2005).

Die Hypothese, dass ein saisonaler Unterschied in den Ergebnissen des cGIT vorliegt, konnte
nicht bestatigt werden. Es wurden keine klinisch relevanten Differenzen bei den gesunden und

normal alten untersuchten Pferden gefunden (Funk et al. 2012).
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Als weiterer intravenéser, dynamischer Test wird der ,Insulin Response Test” (IRT) von
Caltabilota et al. beschrieben (Caltabilota et al. 2010). Uber einen vendsen Zugang erhalten
die Pferde eine einmalige Gabe von humanem Insulin in einer Dosierung 0,01 IE/kg KGW. In
bestimmten Zeitintervallen werden Blutproben entnommen. Bei gesunden Pferden sollte die
Blutglukose nach der Insulinapplikation um 50 % sinken und eine Hypoglykdmie bewirken.
Innerhalb der nachsten zwei Stunden sollte sich die Glukose wieder im physiologischen
Bereich befinden (Eiler et al. 2005, Caltabilota et al. 2010, Bertin und Sojka-Kritchevsky 2013).

Es gibt neben den intravendsen dynamischen Tests Mdglichkeiten der oralen Testverfahren.
Diese konnen auf zwei verschiedene Weisen durchgeflihrt werden. Entweder wird die Glukose
oder ein Ersatz wie das Karo Light Sirup Uber das Futter (Smith et al. 2016) gestreut, in Wasser
aufgeldst und per Nasenschlundsonde (Warnken et al. 2018a) oder Uber eine Spritze in das
Pferdemaul eingegeben.

Die Méglichkeit des OST wird folgendermalfien beschrieben (Schuver et al. 2014): Hier wird
eine 0-Wert Bestimmung Uber das Blut (aus V. Jugularis) durchgefiihrt und anschlie®end Karo-
Light-Korn-Sirup per os in einer Dosierung von 0,15 ml/kg KGW (Frank 2011) verabreicht. Die
Blutentnahme wird 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Applikation durchgefiihrt. Dies dient
der Blutglukose- und Seruminsulin-Konzentrations-Bestimmung (Dunbar et al. 2016).
Ergebnisse einer Vorstudie zeigten, dass bei insulinresistenten Pferden die Insulin-
Konzentration 60 yU/ml zum Zeitpunkt 60, 75 und 90 Uberschreitet - deshalb sollte innerhalb
dieses Zeitraumes eine Blutentnahme durch den Tierarzt durchgefihrt werden (Frank 2011).
Dieser Test kann auch anstelle des Karo-Light-Korn-Sirup mit einem skandinavischen

Glukose-Sirup durchgeflihrt werden (Lindase et al. 2016).

Bei der Durchfihrung des OGT kann entweder die Glukose Uber das Futter aufgenommen
(de Laat et al. 2016, Smith et al. 2016) oder Uber eine Nasenschlundsonde (Ralston 2002,
Warnken et al. 2016, Warnken et al. 2018a) verabreicht werden. Bei allen moglichen
Testvarianten werden basale Glukose- und Insulin-Werte nach einer 8-stiindigen
Nahrungskarenz bestimmt. Bei dem OGT Uber die Nahrung wird Glukose-Pulver (1 g/kg KGW
(Smith et al. 2016) bzw. 0,75 g/kg KGW (de Laat et al. 2016)) verabreicht. Anschlielend
werden stimulierte Blutproben zur Ermittlung der Glukose und des Insulins genommen. Bei
dem OGT mittels Nasenschlundsonde wird 1 g’lkg KGW Glukose-Pulver in 2 | Wasser gelost
verabreicht. Auch hier werden die stimulierten Glukose- und Insulin-Konzentrationen im Blut
bestimmt (Warnken et al. 2016, Warnken et al. 2018a).
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2.2.1.5. Ansatze zur Behandlung und Prophylaxe des Equinen metabolischen
Syndroms

Die Insulinresistenz und Hyperinsulinamie sind Risikofaktoren fiur die Entstehung einer
Hufrehe und stehen daher im Fokus der Behandlung (Tinworth et al. 2010b). In der Literatur
werden einige Ansatze zur Behandlung und Prophylaxe beschrieben. Allerdings wird die

Behandlung einer Insulinresistenz kontrovers diskutiert (Tinworth et al. 2010b).

Bisher gibt es noch keine fir Pferde zugelassenen Medikamente, es kbnnen jedoch

humanmedizinische Medikamente umgewidmet werden (Wylie und Collins 2010).

Metformin ist ein Antidiabetikum, das zur Gruppe der Biguanide gehért. Es wird in der
Humanmedizin bei einer Insulinresistenz eingesetzt. In einer Studie von Durham et al. haben
18 Pferde und Ponies, die insulinresistent und wiederkehrend mit einer Hufrehe aufgefallen
waren, alle 12 Stunden 15 mg/kg KGW Metformin verabreicht bekommen. Hier zeigte sich
eine verbesserte Insulinsensitivitdt und eine verminderte beta-Zell Sekretion des Pankreas
nach der Behandlung mit Metformin. Den grofdten Effekt gab es innerhalb der ersten 14 Tage
(Durham et al. 2008).

In einer Studie von Tinworth et al. hingegen wurde bei insulinresistenten Ponies/Pferden keine
positive Beeinflussung der Insulinsensitivitat festgestellt. Die Ponies bekamen 15 mg/kg KGW
Metformin zweimal taglich Uber einen Zeitraum von 14 Tagen oral eingegeben. Dazu
vergleichend gab es eine Kontrollgruppe, die ein Placebo bekam. Beide Gruppen mussten
sich vor der Applikation und nach dem Applikationszeitraum einem FSIGTT unterziehen
(Tinworth et al. 2012). Einige Studien zeigen, dass Metformin keine gute orale Bioverfugbarkeit
(Hustace et al. 2009, Tinworth et al. 2010a, Tinworth et al. 2012) bei Pferden hat und auch
eine Applikation Uber einen langeren Zeitraum nicht den gewunschten Effekt erbringt (Tinworth
et al. 2010a).

Zudem sollte versucht werden an der Nahrungsrestriktion und der Steigerung der physischen
Aktivitdt anzusetzen. McGowan et al. fanden in einer Studie heraus, dass eine
Nahrungsrestriktion des Raufutters auf 1,25 % der Kdrpermasse als Trockensubstanz zu
empfehlen ist. Es ist empfehlenswert z.B. das Heu in kaltem Wasser zu waschen. Die Zugabe
von Vitaminen kann hilfreich sein, um ihren Verlust Uber die Waschung auszugleichen, sowie
die Zugabe von Mineralien. So kann eine mdoglichst schnelle Verbesserung der
Kdrperkondition und der Insulinsensitivitdt bei Pferden mit dem metabolischen Syndrom

angestrebt werden (McGowan et al. 2013).

Das Medikament Levothyroxin kann einen Nutzen in der Therapie der Insulinresistenz und der

Fettleibigkeit haben. Levothyroxin ist ein synthetisches Thyroid-Hormon und gehdrt zu den
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Schilddrisenhormonen (Frank et al. 2005, Frank et al. 2008a, Frank et al. 2008b).
Levothyroxin beschleunigt die Gewichtsreduktion durch einen erhéhten Grundumsatz.
Zusatzliche Bewegung und Haltungsoptimierungen sind forderlich (Frank et al. 2005). In einer
Studie von Frank et al. fihrte eine Verabreichung von 24-96 mg Levothyroxin/Tag bei
gesunden Mix- und Quarter Horse Stuten zur Verringerung der Lipidkonzentration im Blut,
einer Verbesserung der Insulinsensitivitat, sowie einer gesteigerten Beseitigung von Insulin
(Frank et al. 2005). Eine Langzeitstudie Uber 48 Wochen zeigte bei einer taglichen Gabe von
48 mg Levothyroxin/Tag bei gesunden Stuten keinen negativen Effekt (Frank et al. 2008b). In

Deutschland gibt es bisher keine fiir Pferde zugelassenen Praparate.

Pioglitazon ist ein Antidiabetikum, das zur Gruppe der Glitazone gehort. In der Humanmedizin
wird es bei Diabetes-Patienten eingesetzt. Pioglitazone sind synthetische Aktivatoren des
nuklearen Rezeptors PPARY (,peroxisome proliferator activator receptor y*) und kann so beim
Menschen die durch Fettleibigkeit ausgeloste Entziindungsreaktion vermindern (Willson et al.
2001, Wearn et al. 2012). Ahnliche Effekte werden beim Pferd vermutet, sind aber bisher nicht
eingehender untersucht worden. In einer Untersuchung wurde gesunden, nicht tragenden
Vollblutstuten 1 mg/kg KGW Pioglitazon tber 14 Tage Uber eine Spritze oral in einem 24-
stiindigen Intervall Gber 11 Gaben verabreicht und die Ergebnisse mit einer Kontrollgruppe
verglichen. Es konnte kein negativer Effekt festgestellt werden. Das pharmakokinetische Profil
bei Pferden scheint ahnlich dem des Menschen zu sein, wobei die Konzentration im Plasma
noch unter der beim Menschen bekannten therapeutischen Plasmakonzentration lag (Wearn
et al. 2012). Neuere Studien von Legere et al. erbrachten vielversprechende Ergebnisse. 15
erwachsene Pferde/Ponies bekamen alle 24 Stunden 2 mg/kg KGW Pioglitazone p.o. Uber 28
Tage verabreicht. Es konnte ein positiver Effekt von Pioglitazone auf den ,Oral Sugar Test"
und auf die Adiponektin-Konzentration festgestellt werden. Hier bedarf es weiterer

Untersuchungen (Legere et al. 2019).

Einen weiteren Ansatz stellt das Velagliflozin dar. Velagliflozin gehért zu den Natrium-Glukose
Co-Transporter 2 (SGLT-2) Hemmern. Es scheint als Behandlungsmdglichkeit einer
Insulindysregulation und zur Vorbeugung einer Hufrehe-Erkrankung vielversprechend zu sein
(Meier et al. 2018). In der Humanmedizin fand man heraus, dass durch die Applikation von
SGLT-2 Hemmern die Reabsorption der Glukose durch die Niere verringert wird. Somit wird
die Ausscheidung Uber die Niere erhdht und die Insulinantwort auf eine Hyperglykdmie
verringert (Chao 2014). In einer Studie von Meier et al. wurden 49 Ponies in eine
Behandlungsgruppe (n=12) und eine Kontrollgruppe (n=37) verteilt. Alle Ponies bekamen fur
3 Wochen Luzerne-Heu und anschlieBend fur 18 Tage 12 g nicht-strukturelle
Kohlenhydrate/kg KGW pro Tag gefittert. Die Behandlungsgruppe bekam 0,3 mg/kg KGW

Velagliflozin einmal taglich oral verabreicht Uber den Zeitraum der Futterung mit nicht-
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strukturellen Kohlenhydraten und 21 Tage zuvor. 14 Ponies aus der Placebogruppe
entwickelten zum Teil eine Hufrehe, hingegen hatte in der Verumgruppe keines der Ponies
Anzeichen einer Hufrehe. Das Praparat wurde gut toleriert. In der Verumgruppe entwickelte
sich als Konsequenz keine Hypoglykamie (Meier et al. 2018). In einer weiteren Studie von
Meier et al. wurde der Effekt einer 16 Wochen Therapie mit Velagliflozin an Ponies mit einer
Insulindysregulation getestet. Die Sicherheit des Praparates wurde bestatigt. AuRerdem wurde
in der Behandlungsgruppe ein positiver Einfluss auf eine bestehende Hyperinsulinamie
gesehen (Meier 2019). In humanmedizinischen Studien neigen die Patienten, die mit SGLT-2
Hemmern behandelt wurden, zu Harnwegsinfekten. Dies ist vermutlich bedingt durch die
vermehrte Glukoseausscheidung Uber den Urin. AuRerdem neigen diese Patienten zu einem
niedrigen Blutdruck, vermutlich aufgrund eines diuretischen Effekts (List et al. 2009). Diese

Beobachtungen konnten bisher beim Pferd nicht gemacht werden.

Die Saulen der momentanen EMS-Behandlung sind eine Kohlenhydratreduktion in
Kombination mit Arbeitssteigerung. Diese beiden Komponenten sind essenziell und
anzuraten. Allerdings spielt hier die Compliance des Besitzers eine wichtige Rolle. Die Studie
von Morgan et al. zeigt, dass ein auf das Pferd zugeschnittenes Bewegungsprogramm und ein
angepasster Futterplan bei strikter Umsetzung zu einer Verringerung des Kérpergewichtes,
Verbesserung des BCS, zu einer signifikanten Reduktion des basalen Insulins, des Insulins
beim cGIT nach 45 Minuten und zu einer schnelleren Regulierung der Hyperglykamie fuhrt
(Morgan et al. 2016). Allerdings ist diese Herangehensweise nicht fir jede Zielgruppe geeignet
(Tinworth et al. 2010b), wie z.B. bei einer akuten Hufrehe-Erkrankung, da hier nur ein

bedingtes Bewegungsprogramm durchgefiihrt werden kann.

Die Umweltfaktoren, die eine Hufrehe-Erkrankung zusatzlich zur Insulinresistenz beginstigen,
sollten prophylaktisch minimiert werden, z.B. das Grasen auf satten Wiesen, Fltterung von
vielen Kohlenhydraten, Zucker und Starke (Geor 2008).

2.2.2. Metabolisches Syndrom beim Menschen

Das metabolische Syndrom in der Humanmedizin beschreibt die Haufung metabolischer
Abnormalitaten, die ein erhohtes Risiko fur die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen und
einem Diabetes Mellitus Typ Il zur Folge hat (Fulop et al. 2006). Die Pravalenz fur die
Entwicklung des metabolischen Syndroms steigt weltweit rasch an, vor allem wegen der
zunehmenden Fettleibigkeit (Bruce und Hanson 2010). Die Entwicklung beruht auf einer
multifaktoriellen Krankheitsentstehung, wobei bereits die maternale Fehlernahrung das Risiko

erhdhen kann, wie auch die Erndhrung in den verschiedenen embryonalen
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Entwicklungsphasen. Auch eine unausgewogene Ernahrung im Alter kann die Entwicklung
des metabolischen Syndroms férdern (Bruce und Hanson 2010), sodass die Pravalenz im Alter
ansteigend ist (Fulop et al. 2006). Da der Verdacht auf eine genetische Pradisposition besteht,
raten Bruce et al. zu einer Aufklarung der Eltern und der werdenden Mutter, um die Erndhrung
entsprechend anzupassen (Bruce und Hanson 2010). Um diese Annahme zu starken, missen

allerdings weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden.

Ein groBes Problem, das in der menschlichen Population im Zusammenhang mit dem
metabolischen Syndrom gesehen wird, sind kardiovaskulare Erkrankungen (Fulop et al. 2006).
Die Wirkung von Insulin im Muskel, Fettgewebe und in der Leber ist in der Literatur genau
beschrieben, hingegen die Wirkung im Endothel nicht. Bekannt ist, dass eine Insulinresistenz
zu einer endothelialen Dysfunktion flihren kann. Insulin induziert normalerweise die Produktion
von Stickstoffmonoxid, das vasodilatatorisch wirkt (Jansson 2007). Im Rahmen der
Insulinresistenz kann es zu einer Imbalance zwischen dem Vasodilatator Stickstoffmonoxid
und dem Vasokonstriktor Endothelin 1 kommen (Harrison 1997, Mather et al. 2004). Das
Endresultat ist eine Vasokonstriktion, die zu einer verminderten Durchblutung fihrt (Jansson
2007). Suzuki et al. zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen endothelialer

Dysfunktion und Insulinresistenz bei Patienten mit Diabetes Mellitus Typ Il (Suzuki et al. 2007).

Da das metabolische Syndrom haufig mit einer Fettleibigkeit im Zusammenhang steht (Bruce
und Hanson 2010), muss auch die Wirkung des abdominalen Fettgewebes erwahnt werden.
Das abdominale Fett verursacht eine geringgradige Entziindungsreaktion. Das Fettgewebe
selbst, sowie die Makrophagen sezernieren Adipokine (z.B. Adiponektin und Leptin) und
proinflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a, IL-6) (Fulop et al. 2006). Aulerdem kann im
Zusammenhang mit einer Fettleibigkeit die Erhdhung von Proteinen der Gerinnungskaskade
einher gehen, wie dem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) (Fulop et al. 2006). Das
proinflammatorische Zytokin TNF-a moduliert die Expression und Produktion von Adipokinen.
Es erhoht die Expression von Leptin und verringert die von Adiponektin (Hutley und Prins
2005). Eine Erh6éhung des Leptins fuhrt zu einer vermehrten Reaktion des Immunsystems
(Lyon et al. 2003) und eine Reduktion des Adiponektins fiihrt dazu, dass es keine Protektion
gegenuber dem metabolischen Syndrom bewirken kann (Fulop et al. 2006). Die Erh6hung des

PAI-1 tragt zu einer Thrombose bei (Fulop et al. 2006).
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2.3. Zusammenfassung der Unterschiede und Gemeinsamkeiten des metabolischen
Syndroms beim Menschen und beim Pferd

Tabelle 4: Folgen oder Ursachen fiir HMS (Humanes metabolisches Syndrom) und EMS.

MENSCH (HMS) PFERD (EMS)
Kardiovaskulares Erkrankungsrisiko T Generalisierte Fettleibigkeit (BCS = 7/9)
(Fulop et al. 2006) (Henneke et al. 1983, Frank et al. 2010)
Endotheliale Dysfunktion (Rask-Madsen Regionale Fettleibigkeit (CNS = 3/5) (Carter
und King 2007) et al. 2009, Frank et al. 2010)
Arteriosklerose-Risiko T (Suzuki et al. 2007) Insulinresistenz (Frank et al. 2010)

Insulindysregulation (Durham et al. 2019)

Koronarer Blutfluss | (Tok et al. 2013) Pradisposition fur Hufrehe (Morgan et al.
2015)
Systolischer Blutdruck T (Tok et al. 2013) Freisetzung von Sauerstoffradikalen

(Holbrook et al. 2012)

Taillenumfang T (Tok et al. 2013)

Magnesiumdefizit im Serum und
intrazellular (Barbagallo und Dominguez
2007, 2015)

Das Equine metabolische Syndrom zeigt viele Parallelen zum metabolischen Syndrom des
Menschen, genauer dem Diabetes Mellitus Typ Il (Fulop et al. 2006). In beiden Fallen spielt
die Insulinresistenz eine bedeutende Rolle (Frank et al. 2010). Neben den bisher erlauterten
pathophysiologischen Gegebenheiten des HMS und EMS, muss die Rolle des Magnesiums

hervorgehoben werden.

2.3.1. Magnesiummetabolismus beim Menschen mit metabolischem Syndrom

Bei Menschen, die an Diabetes Mellitus Typ Il leiden, wurde ein Magnesiummangel auf
intrazellularer und teils extrazelluldrer Ebene festgestellt (Barbagallo und Dominguez 2007,
2015). Ein Magnesiumdefizit wird Uber das freie intrazellulare Magnesium bzw. Uber das
ionisierte Magnesium im Plasma definiert (Barbagallo und Dominguez 2007). Dieser Mangel
kann durch eine verminderte Aufnahme des Molekils Uber die Nahrung bzw. Uber eine
vermehrte Ausscheidung tUber den Urin zustande kommen (Barbagallo und Dominguez 2015).

Hier spielt die Niere eine wichtige Rolle (Sales et al. 2011). Durch eine Hyperglykdmie wird
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der tubulare Durchfluss erhéht und die Absorption von Magnesium vermindert, sodass es zu
einer erhdhten Ausscheidung von Magnesium Uber den Urin kommt (Ponder et al. 1990). Ein
Plasma-Mg-Wert innerhalb des Referenzbereiches spricht nicht zwingend flir eine optimale
Mg-Versorgung, denn der Plasmamagnesiumspiegel wird vergleichsweise konstant gehalten,
auch wenn auf intrazellularer Ebene bereits ein Mangel/Defizit vorliegt. Allerdings kann bei
einem niedrigen Plasma-Mg-Gehalt von einem Mg-Mangel ausgegangen werden (Kurth
2012). Der Magnesium-Metabolismus spielt eine wichtige Rolle fir die Insulinaktivitat/-
sensitivitat (Barbagallo und Dominguez 2007) und somit auch fiir die Blut-Glukose Kontrolle
(Sales et al. 2011). Eine humanmedizinische Studie von Hruby et al. zeigt, dass Patienten mit
einer hohen Magnesiumaufnahme ein 15 % niedrigeres Risiko fiir die Entwicklung eines
Diabetes Mellitus Typ Il haben (Hruby et al. 2017).

Der Magnesiummangel scheint auch einen direkten Einfluss auf den Gefalltonus zu haben.
Aufgrund der durch den Mangel verursachten abnormen Tyrosinkinase-Aktivitat am
Insulinrezeptor entsteht eine  Membraninstabilitat, die in einer gesteigerten
Calciumkonzentration intrazellular resultiert (Cowan 1995, Barbagallo et al. 2003, Bruce und
Hanson 2010). Somit wird sowohl die Insulinsensitivitdt verschlechtert (Barbagallo und
Dominguez 2015) als auch der Gefaldtonus gesteigert (Barbagallo und Dominguez 2007).
Aufgrund dieser Elektrolytimbalance kommt es beim Menschen zu Arrhythmien sowie

Muskelkrampfen (Vormann et al. 1992).

In der Humanmedizin gibt es Studien darlber, dass eine tagliche Magnesium-
Supplementierung die Inzidenz des Diabetes Mellitus Typ 2 vermindert (Barbagallo et al.
2003). Man fand zudem heraus, dass der Transport des Magnesiums von extrazelluldr nach
intrazellular insulinabhangig ist. Insulin als Therapiemdglichkeit brachte allerdings keinen
Erfolg, da die Insulinresistenz eine Glucose- und Magnesiumaufnahme negativ beeinflusst
(Alzaid et al. 1995). Ein wichtiger Ansatz ist die Supplementierung von Magnesium, denn die
Ergebnisse einer Meta-Analyse haben ergeben, dass die Magnesiumaufnahme mit der
Nahrung im Zusammenhang mit dem Risiko der Entwicklung des metabolischen Syndroms
steht (Dibaba et al. 2014). Da die intrazellulare Magnesiummessung als reprasentativer fir
einen tatsachlichen Magnesiummangel bzw. ein Magnesiumdefizit beschrieben wurde,
wurden im Rahmen einer humanmedizinischen Studie von Kurth 19 Probanden mit Diabetes
Mellitus Typ Il, 300 mg Magnesiumcitrat (Magnesium Diasporal 300, Fa. Protina
Pharmaceutical GmbH, Deutschland) Gber vier Wochen verabreicht und sowohl vor als auch
nach der Supplementierung mittels Photospektrometrie der intrazelluldare Magnesiumgehalt in
den Leukozyten gemessen. Der intrazelluldare Magnesiumgehalt wurde hierdurch von 0,43 +
0,06 mmol/l (x £ SD) auf 0,61 + 0,06 mmol/l (x £+ SD) gesteigert. Somit erhdhte sich die

durchschnittliche intrazellulare Magnesiumkonzentration signifikant um 0,18 mmol/I (Kurth
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2012). Die intrazellulare Magnesiumkonzentration spiegelt im Gegensatz zur extrazellularen
den Magnesiumspiegel im Gewebe wider, denn der Gberwiegende Teil des Magnesiums ist
intrazellular (35%) und in der Knochenmatrix (60%) zu finden. Im Plasma sind lediglich 1%

des gesamten Kdrpermagnesiums (Vormann 2003).

Es wurden verschiedene Formen von Magnesium am Menschen getestet: Das
Magnesiumoxid und das Magnesium-L-Aspartat-HCL sowohl als Granulat als auch in
Tablettenform. Die drei verschiedenen Formen werden gut toleriert, kdnnen aber eine erhdhte
Kotabsatzfrequenz und weicheren Stuhl verursachen. Wegen des unangenehmen
Geschmackes wird das Magnesium-L-Aspartat-HCL bevorzugt in Tablettenform angewendet
(Muhlbauer et al. 1991).

2.3.2. Magnesiumstoffwechsel beim Pferd mit metabolischem Syndrom

In der Veterindrmedizin gibt es bisher wenige Erkenntnisse Uber die Auswirkung von
Magnesium auf die Insulinsensitivitat. Adulte Pferde sollten nach Empfehlungen des National
Research Council Committee 12,5 mg/kg KGW elementares Magnesium zu sich nehmen. Bei
besonderen Leistungen — wie Trachtigkeit, Laktation oder Sport — liegt der Bedarf bei 30 mg/kg
KGW pro Tag. Durch eine Ernédhrung mit Heu, Gras und Getreide ist eine Unterversorgung
Uber die tagliche Futterration eher unwahrscheinlich (Council 2007). Aber es kann auch beim
Pferd zu einer Elektrolytimbalance kommen. Diese kann Auswirkungen auf die
Skelettmuskelkontraktion, den vasomotorischen Tonus und die kardiale Erregbarkeit haben.
Neuronale Stoérungen, die sich beim Pferd aufgrund dessen manifestieren, sind nur selten
dokumentiert (Stewart 2011).

Die wenigen bisher in der Veterinarmedizin durchgefiihrten Studien tber die Auswirkung von
Magnesium auf die Insulinsensitivitat bringen sehr unterschiedliche Ergebnisse. Eine Studie
von Chameroy et al. ergab keine Verbesserung der Insulinsensitivitat bei Pferden. Hier wurde
Magnesium als Oxid/Proteinat (8,8 g/Tag) supplementiert (Chameroy et al. 2011). Hingegen
zeigte eine Studie von Winter et al. eine Verbesserung der Insulinsensitivitdt nach einer
Supplementierung von Magnesium als Magnesiumaspartat-Hydrochlorid (Winter et al. 2016).
In dieser Studie wurden flnf klinisch gesunde Pferde, die keine Anzeichen einer Hufrehe
zeigten, auf EMS getestet. Diesen Pferden wurde Uber 3 Monate einmal taglich 30 mg/kg KGW
Magnesiumaspartat-Hydrochlorid oral verabreicht. Bei drei von funf Pferden war der cGIT nach
der Behandlung negativ (Winter et al. 2016). Pferde, die am Equinen metabolischen Syndrom
leiden, haben einen signifikant niedrigeren intrazelluldren Magnesiumgehalt, der sich

allerdings im Normbereich befindet (Winter et al. 2020). Auf zellularer Ebene wurden bisher
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nur wenige Untersuchungen beim Pferd durchgeflihrt. Winter et al. flhrten intrazellulare
Magnesiummessungen an Blutlymphozyten durch, sowohl an gesunden als auch an Pferden
mit EMS. Der Referenzbereich bei gesunden Pferden wurde auf 0,16 — 0,42 mmol/l festgesetzt
(Winter et al. 2020). Bereits in der Humanmedizin ist die bessere orale Bioverfligbarkeit des
Magnesiumaspartat-Hydrochlorids bekannt (Muhlbauer et al. 1991). In der Veterinarmedizin
zeigten Studien an Katzen und Ratten eine ahnlich positivere Absorption des

Magnesiumaspartat-Hydrochlorids durch den Gastrointestinaltrakt (Classen 1973).

2.4. Zusammenhang zur eigenen Fragestellung

Das Equine metabolische Syndrom ist ein zunehmendes Problem in der Pferdepopulation,
welches Veterindare immer wieder an die Grenzen bringt. Fettleibigkeit, Insulinresistenz/-

dysregulation und Hufrehe stehen hierbei im Vordergrund (Frank et al. 2010).

Im Hinblick auf die Diagnostik gibt es einige praktikable und sichere Methoden. Vor allem der
intravendse kombinierte Glukose-Insulin-Toleranztest stellt mit seiner hohen Sensitivitat und
Spezifitat einen hilfreichen diagnostischen Test dar, welcher in der Praxis gut durchfihrbar ist
(Dunbar et al. 2016). Allerdings sollten hier die basale und stimulierte Insulinkonzentration
immer mit in Betracht gezogen werden, da die Dynamik der Glukose verschiedenen

Schwankungen ausgesetzt ist (Brojer et al. 2013).

Hingegen stellt die Behandlung des Equinen metabolischen Syndroms den Praktiker immer
wieder vor Probleme. Es gibt momentan kein fur Pferde zugelassenes Medikament mit
eindeutig nachgewiesener Wirksamkeit (Frank et al. 2005, Frank et al. 2008a, Tinworth et al.
2012, Wearn et al. 2012). Somit sind die Pferde einem unvermeidbaren Risiko einer Hufrehe-
Erkrankung ausgesetzt (Morgan et al. 2015). Die Saulen der momentanen EMS-Behandlung
stellen Futterrestriktion und vermehrte Bewegung dar — allerdings ist hierfiir die Compliance
des Besitzers sehr wichtig und auch die momentane Verfassung des Pferdes (Morgan et al.
2016).

Die Supplementierung von Magnesium wurde bereits durchgefihrt und brachte
widerspruchliche Ergebnisse, wobei teils keine Verbesserung der Insulinsensitivitat bewirkt
werden konnte (Chameroy et al. 2011) und teils eine Tendenz zu erkennen war (Winter et al.
2016). Magnesium ist ein solch wichtiges Kation, das in viele Stoffwechselvorgange involviert
ist (Chaudhary et al. 2010). Es zeigt in der Humanmedizin einen positiven Effekt auf die
Insulinsensitivitat (Kurth 2012). Beim Menschen mit Diabetes Mellitus Typ Il liegt haufig ein

Magnesiummangel auf intrazelluldrer Ebene vor (Barbagallo und Dominguez 2007, 2015).
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Beim Pferd hingegen wurden erst wenige intrazelluldre Magnesiummessungen durchgefihrt.
Eine Studie von Winter et al. zeigt, dass Pferde mit EMS einen signifikant niedrigeren

intrazellularen Magnesiumgehalt aufweisen als gesunde Pferde (Winter et al. 2020).

Dies wurde als Ansatz fir diese Studie genommen und ein bereits in der Futtermittelindustrie
etabliertes Praparat, das Magnesiumaspartat-Hydrochlorid enthalt, im Hinblick auf die
Verbesserung der Insulinsensitivitat getestet. Dieses kdnnte die Insulinresistenz bei Pferden

mit EMS bzw. die Glukose-Metabolisierung verbessern.

27



Material & Methoden

3. Material und Methoden

3.1. In-vivo-Studie an EMS-Patienten

3.1.1. Studienpopulation

3.1.1.1. Studiendesign

Bei der hier durchgeflihrten Studie in der Klinik fir Pferde der Freien Universitat Berlin handelt
es sich um eine randomisierte, prospektive Interventionsstudie. Weder die Studienteilnehmer
noch die Untersucher wissen, welches Pferd der Placebo- bzw. Verum-Gruppe zugeordnet

wurde.

3.1.1.2.  Fallzahl

Die Probensammlung wurde zwischen August 2016 und Marz 2018 durchgefihrt. Die
Blutproben wurden im Rahmen einer routinemafRigen tierarztlichen Untersuchung an
Patienten der Klinik fir Pferde entnommen. Insgesamt wurden 51 Pferde, die phanotypische
Merkmale fir das Equine metabolische Syndrom aufwiesen, in diesem Zeitraum auf EMS
getestet. Eigneten sich die Patienten und erflllten diese die Kriterien fiir die Teilnahme an der
Studie, wurde eine schriftliche Einverstéandniserklarung von allen Pferdebesitzern eingeholt.
Da es keine derzeitige zugelassene Behandlungsmoéglichkeit fir EMS gibt, wollten die

Besitzer, dass ihre Pferde an der Studie teilnehmen.

3.1.1.3. Einschlusskriterien

41 Studienteilnehmer waren im Rahmen der klinischen Diagnostik positiv auf EMS mittels cGIT
getestet worden. Als positiv galten die Pferde, deren Glukosekurve verlangert war d.h. wenn
= 75 Minuten benétigt wurden, um nach Stimulation den basalen Glukosewert wieder zu
erreichen. Auflerdem mussten die Pferde phanotypische Merkmale von EMS zeigen, mit
einem BCS von = 6 (Henneke et al. 1983) und einem CNS von = 3 (Carter et al. 2009).

3.1.1.4. Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden die Pferde, die negativ auf das Equine metabolische Syndrom

getestet wurden. AuRerdem durften Pferde mit bestimmten Problemen wie — akute Hufrehe,
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akute und chronische Schmerzen unabhangig von der Ursache — an der Studie nicht

teilnehmen.

3.1.2. Studienablauf

Die mdglichen Teilnehmer der Studie waren zumeist ca. 24 Stunden vor Durchfiihrung des
cGITs stationar in der Klinik fur Pferde untergebracht. Die Pferde wurden in einer Box mit

Spane-Einstreu aufgestallt.

Im Rahmen der Erstuntersuchung wurde vor Testbeginn eine klinische Untersuchung durch
die Doktorandin oder eine Mitarbeiterin der Abteilung fir Innere Medizin vorgenommen. Das
Allgemeinbefinden wurde beurteilt, die Pferde gewogen und die KoérpergroRe gemessen.
Zudem wurden Informationen vom Tierhalter bezlglich der Krankenhistorie, Haltung und
Nutzung gesammelt. Die phanotypischen EMS-Merkmale wurden beurteilt und nach den
Skalen des BCS und CNS eingestuft.

Des Weiteren mussten sich die Pferde einer orthopadischen Funktionskontrolle nach OBEL

unterziehen (Meier et al. 2019). Die Definition der 5 Obel Grade sind in Tabelle 5 beschrieben.

Tabelle 5: Obel Score zur Beurteilung einer Lahmheit; Grad 0 — 4 (Meier et al. 2019).

Laminitis Grade | Beschreibung des Grades

Normal Das Pferd scheint gesund zu sein.

Obel Grad 1 Im Stand verlagert das Pferd das Gewicht zwischen den beiden
Vordergliedmalen hin und her; Das Pferd ist lahmfrei im Schritt, aber
das Gangbild ist im Trab auf der Geraden und auf dem Zirkel

gestelzt/klamm.

Obel Grad 2 Das Gangbild ist gestelzt/klamm im Schritt; Das Pferd zeigt Probleme
in der Wendung (Wendeschmerz); Die Vordergliedmalen sind
aufhebbar.

Obel Grad 3 Das Pferd bewegt sich nur widerwillig im Schritt; Die

Vordergliedmalen sind nur sehr schwer aufhebbar.

Obel Grad 4 Das Pferd bewegt sich nur, wenn es dazu gezwungen wird.

Es wurde das Gangbild im Schritt und Trab auf der Geraden auf hartem Boden, sowie in einer
Schrittvolte beurteilt. AuRerdem wurde eine Hufzangenprobe durchgefiihrt (Knowles et al.
2012).
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Nach einer Hungerperiode von 6 Stunden wurden basale Blutwerte Uber einen zuvor unter
sterilen Kautelen in die V. Jugularis gelegten Katheter bestimmt und ein kombinierter Glukose-

Insulin-Toleranztest, wie im Kapitel ,,Blutentnahme und Parameter” beschrieben, durchgefihrt.

Waren alle Einschlusskriterien erflllt, wurden die Pferde nach einem Zufallsschema (siehe
Anhang) der Gruppe A bzw. Gruppe B zugeteilt. Eine dieser Gruppen war die Verum-, die

andere war die Placebo-Gruppe.

Fir die Einteilung bekam jedes Pferd eine Pferde-Fallnummer, die in aufsteigender
Zahlenfolge angegeben wurde. Die erste Pferde-Fallnummer des ersten in die Studie
eingeschlossenen Pferdes war die Nummer 101. Die Kanister mit dem Verum- oder Placebo-
Inhalt waren mit den entsprechenden Fallnummern beschriftet. Die Entscheidung, ob das
Pferd in Gruppe A bzw. Gruppe B, somit in die Verum- oder Placebo-Gruppe eingeteilt wurde,
war nur dem Hersteller und Lieferanten der Studienpraparate bekannt. Somit lief die Studie

doppelt verblindet ab.

Die Pferde bekamen tber einen Zeitraum von 3 Monaten 1x taglich 0,46 ml/kg KGW von dem
Praparat bzw. 30 mg/kg KGW Magnesiumaspartat-Hydrochlorid oral eingegeben. Nach den 3
Monaten wurden die Pferde erneut in der Klinik fir Pferde der Freien Universitat Berlin zur
Abschlussuntersuchung (Nachuntersuchung) durch die Doktorandin bzw. eine Mitarbeiterin
der Abteilung Innere Medizin und zur erneuten basalen Blutwert-Bestimmung, sowie
Durchfiihrung des cGITs vorstellig. Nach der statistischen Auswertung erfolgte die Entblindung
der Studie.
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Tag - 1:
- Anlieferung Pferd

- Futterentzug 6 Stunden vor
Testbeginn

/ Tag 0: \

- Aufklarung des Pferdehalters

- Uberpriifung der
Einschlusskriterien

- Durchfiihrung einer
orthopadischen Funktionskontrolle

Tag 1:

Beginn der Placebo- bzw. Verum-
Praparat-Futterung

- klinische Untersuchung durch die

Doktorandin bzw. eine Mitarbeiterin Placebo-/Verum-Praparat-Futterung 1x taglich

der Abteilung Innere Medizin

-Durchfiihrung der
Blutprobenentnahme und des
cGITs

- /

Abbildung 4: Studienablauf (Tag — 1 bis 3 Monate).

4

e a

Nach 3 Monaten:

- Ende der Verabreichung des Placebo-
/Verum-Praparates

- Abschlussuntersuchung durch die
Doktorandin bzw. eine Mitarbeiterin der
Abteilung Innere Medizin (orthopadisch,

klinisch)
- Durchfiihrung der Blutprobenentnahme
und des cGIT
- )

3.1.3. Zusammensetzung Verum- und Placebo-Praparat

Bei dem Erganzungsfuttermittel handelte es sich um ein von Verla-Pharm (Hauptstrasse 98,

D-82327 Tutzing) hergestelltes und zur Verfigung gestelltes Verum- bzw. Placebo-Praparat.

Das Erganzungsfuttermittel wurde in Kanistern ausgehandigt und mit einer Fallnummer

versehen, die den jeweiligen Pferden zugeordnet wurde.

Bei dem Verum-Praparat handelte es sich um eine magnesiumhaltige Losung — das Produkt

Nupafeed® horse liquid. Ein ml der Lésung enthalt Magnesiumaspartat-Hydrochlorid

(entsprechend 64,5 mg Magnesium) als wirksame Komponente, 1,3 mg Kaliumsorbat und

Wasser. Der Kanister wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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Bei dem Placebo-Praparat handelte es sich um eine kaliumsorbathaltige Losung ohne jegliche
ernahrungsphysiologische Komponente. Ein ml der Lésung enthalt 1,3 mg Kaliumsorbat und

Wasser. Der Kanister wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Ob es sich bei dem Inhalt des Kanisters um den des Verums bzw. Placebos handelte, wusste

zum Zeitpunkt der Studiendurchflihrung nur der Hersteller des Praparates.

3.1.4. Experimenteller Aufbau

3.1.4.1. Blutentnahme und Parameter

Die Blutenthahme fand nach einem standardisierten Protokoll (Eiler et al. 2005) statt unter
strengen zeitlichen Vorgaben. Bevor die basalen Blutproben genommen und der cGIT
gestartet wurde, wurde den Pferden fir 6 Stunden das Futter entzogen. Wasser stand den
Pferden die gesamte Zeit zur Verfigung. Zur Blutprobenentnahme und flir den cGIT bekamen
die Pferde einen Kurzzeitkatheter (Braunile MT®, Braun, Sempach/Schweiz) in die rechte
oder linke V. Jugularis gelegt. Hierzu wurde das Haarkleid mit einer Schermaschine geschoren
und der Bereich der Einstichstelle mit Braunol und Alkohol antiseptisch vorbereitet. Unter einer
kleinen Lokalanasthesie mit ca. 3 ml Scandicain (Scandicain® 2 %, Astra Zeneca GmbH,
Wedel/Deutschland) wurde die Region der Einstichstelle schmerzunempfindlich gemacht und
der Kurzzeitkatheter unter antiseptischen Kautelen gelegt. Dieser wurde mittels Nahtmaterial
(0 Prolene - monofiles chirurgisches Nahtmaterial nicht resorbierbar, Ethicon,
Norderstedt/Deutschland) in Position fixiert. Alle gesammelten Blutproben wurden unter
vorherigem Verwerfen einer 10 ml Spritze Blut enthommen. Nach jeder Entnahme oder
Applikation wurde der Kurzzeitkatheter mittels Natrium-Chlorid-Losung (isotonische
Natriumchlorid-Lésung ad us. Vet., B. Braun Vet., Melsungen/Deutschland) unter Zusatz von
50 I.E. Heparin (Heparin-Natrium “Multi“ 10000 I.E./ml, B. Braun, Melsungen/Deutschland) pro
ml NaCl gespilt. Zum Zeitpunkt 0 wurden insgesamt drei Serumrdhrchen (Sarstedt,
Numbrecht/Deutschland) mit Blut befillt. Diese wurden, nachdem die Réhrchen eine halbe
Stunde stehen gelassen wurden, 10 Minuten bei 4000 g zentrifugiert (Rotofix 32 A, Hettich,
Tuttlingen/Deutschland). Aus dem hieraus entstandenen Serum wurden totales Magnesium,
Fruktosamin, Insulin, Triglyzeride (TG), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) bestimmt.
Fruktosamin, Magnesium und Insulin wurden im Fremdlabor (Laboklin, Bad
Kissingen/Deutschland) gemessen. Die Referenzbereiche wurden vom Referenzlabor
festgelegt. Lag der Fruktosamin-Gehalt <350 pymol/l war dieser im Normalbereich. Der
Referenzbereich flr den basalen Magnesiumgehalt wurde im Blutserum mit 0,5-0,9 mmol/|

festgelegt. Lag der basale Insulinwert >20 pU/ml, war dieser erhoht.
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TG und GGT konnten im Labor der Klinik fir Pferde mittels Reflotron (Reflotron Plus, Roche
Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen/Deutschland) bestimmt werden. Fir die
Triglyzeride wurde ein Normwert von <70 mg/dl festgelegt und fir die GGT ein Normwert von
<20 U/I. Diese Werte wurden betrachtet, um festzustellen, ob eine vermehrte Fetteinlagerung

den Leberstoffwechsel beeinflusst.

Des Weiteren wurde zum Zeitpunkt 0O ein EDTA-Blut-Réhrchen (Sarstedt,
NUmbrecht/Deutschland) mit Blut des Patienten beflllt. Dieses wurde bei 3000 g fur 10
Minuten zentrifugiert. Das so entstandene EDTA-Plasma wurde anschlieend abpipettiert und
zur Adrenocorticotropes-Hormon-(ACTH)-Bestimmung an das Fremdlabor Laboklin geschickt.
Der ACTH-Wert ist bei Pferden mit ,Pituary Pars Intermedia Dysfunction® (PPID) signifikant
erhoht (Walsh et al. 2009, McFarlane 2011). Bis zum Versand wurde das EDTA-Plasma im
Kuhlschrank kuhl gelagert. Der Referenzbereich wurde vom Fremdlabor Laboklin festgelegt.
In den Monaten August bis Oktober sollten die Werte <47 pg/ml und in den Monaten November

bis Juli <29 pg/ml betragen.

Aulerdem wurde eine Blutgasspritze (BD A-Line, Becton Dickinson AG, Basel/Schweiz) zur
Nuchtern-Glukosebestimmung (Basalwert) entnommen. Dieser Wert wurde im Labor der Klinik
fur Pferde (Cobas b 123, Roche, Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen/Deutschland)
ermittelt. Des Weiteren wurden zwei Lithium-Heparin-Réhrchen  (Sarstedt,
Numbrecht/Deutschland) mit Blut beflllt. Hieraus wurden im Labor des Institutes der Veterinar-
Physiologie der Freien Universitat Berlin (Oertzenweg 19 b, Gebaude 11, 14163 Berlin)
Leukozyten isoliert und eine Bestimmung der freien intrazellularen Magnesiumkonzentration
durchgeflhrt.

Die Nuchternglukose-Konzentration liegt in der Norm, wenn diese <100 mg/dl betragt. Folglich

liegt eine Hyperglykdmie vor, wenn die ermittelte Konzentration >100 mg/dl betragt.

Sobald die Nullproben genommen waren, wurde der cGIT gestartet. Hierzu wurden
nacheinander 150 mg/kg KGW Glukose (Glukoseldésung 40 % ad us. Vet., B. Braun Vet.,
Melsungen/Deutschland) und anschliefend 0,1 IE/kg KGW Insulin (Caninsulin® 40 IE/ml,
Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiRheim/Deutschland) verdinnt mit Kochsalzlésung
(isotonische Natriumchlorid-Losung ad us. Vet., B. Braun Vet.,, Melsungen/Deutschland)
intravends verabreicht und nach den definierten Zeitpunkten 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135, 150 (Minuten) Blutgasproben entnommen und die Blutglukose bestimmt (Eiler
et al. 2005). Aus diesen Werten ergab sich eine Glukosekurve, anhand derer die Zeit bis zum
Wiedererreichen des Glukosebasalwertes und damit eine Einschatzung und Bewertung des

Testes mit positiv oder negativ vorgenommen werden konnte.
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Nach 45 Minuten wurde zusatzlich zur Blutgasprobenentnahme ein Serumrdhrchen beflllt und
im Labor der Klinik flr Pferde der Freien Universitat Berlin zentrifugiert. Das Serum wurde
abpipettiert und zur Ermittlung des stimulierten Serum-Insulin-Wertes an das Fremdlabor
Laboklin versandt. Eine Erhéhung des stimulierten Insulins lag bei >100 pU/ml vor. Im Rahmen
des dynamischen Tests (cGIT) bewirkt die Insulininjektion einen ungefahr 228-fachen Anstieg
in der Insulin-Konzentration nach einer Minute. Nach ca. 45 Minuten sollte der Insulin-
Basalwert wieder erreicht sein (Eiler et al. 2005). Ist dies nicht der Fall spricht man von einer

Insulinresistenz und einer vorliegenden Hyperinsulinamie.

AulRerdem wurden nach 45 Minuten zwei Lithium-Heparin-Réhrchen mit Blut befillt und eine
weitere Leukozytenisolation und intrazellulare freie Magnesium-Bestimmung im Labor des

Institutes fur Veterinar-Physiologie der Freien Universitat Berlin durchgefuhrt.

Nach Beendigung des Testes wurden die Pferde umgehend angefiittert, um eine
Hypoglykamie zu vermeiden. Der Katheter wurde anschliefend gezogen. Die durchgefuhrten
Untersuchungen wurden nach dem 3-monatigen Applikationszeitraum des Verum- bzw.

Placebo-Praparates wiederholt.

Der kombinierte Glukose-Insulin-Toleranztest wurde sowohl bei der Vor- als auch
Nachuntersuchung an allen Studienteilnehmern durchgefiihrt. Aufgrund dessen, dass in dieser
Studie Caninsulin 40IE (65 % kristallines und 35 % amorphes Zink-Insulin vom Schwein)
anstelle des flir den Test empfohlene humane Insulin fir den cGIT verwendet wurde, wurde
der cGIT als positiv gewertet, wenn die Glukose nach 75 Minuten nicht den Basalglukose-Wert

erreicht hatte.

Die letzte Blutprobe wurde nach 150 Minuten genommen. Wurde hier die Baseline noch nicht

erreicht, wurde fur die statistische Auswertung der Wert 200 angenommen.

3.1.4.2. Ermittlung der Proxies RISQI und MIRG

Aus den ermittelten Blutparametern wurden die Proxies RISQI und MIRG errechnet (Treiber
et al. 2005, Treiber et al. 2006).

RISQI (=reciprocal inverse square of insulin) ist ein errechneter Wert, der ein MaR fir die

Insulinsensitivitat darstellt. Man teilt die Ergebnisse folgendermalien ein:

Ein Ergebnis >0,32 spricht fir eine ungestdrte Insulinsensitivitat, ein Wert zwischen 0,32-0,22
definiert eine kompensierte Insulinresistenz und ein Ergebnis <0,22 entspricht einer

hochgradigen nicht-kompensierten Insulinresistenz.
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Die Formel zur Errechnung des RISQI lautet:

RISQI = 1/ VbasalesInsulin

MIRG (=modified insulin-to-glucose ratio) ist ein Wert, der die Antwort der beta-Zellen des
Pankreas auf Glukose beschreibt und somit die Insulinsekretion wiederspiegelt. Errechnet wird

der Wert folgendermalien:
MIRG = [800-0.3x(basalesInsulin-50)?] / (basaleGlukose-30)

MIRG-Werte >5,6 zeigen eine kompensatorische Erhéhung der Insulin-Werte an.

3.1.43. Intrazellulare Magnesiummessung

Die Zellisolation (Delva et al. 1996, Winter et al. 2018) wurde nach einem strengen Protokoll
durchgefuhrt. Die intrazellulare Magnesiummessung wurde, unmittelbar nach der
Blutentnahme im Stall der Klinik fir Pferde, im Labor des Institutes der Veterinar-Physiologie
an der Freien Universitat Berlin durchgefuhrt. Hierzu wurden zunachst die Leukozyten isoliert.
Die intrazelluldre Magnesiummessung und Zellaufbereitung wurde bereits von Delva et al.
beschrieben und durchgefiihrt (Delva et al. 1996, Winter et al. 2018). Aus den 2 Lithium-
Heparin-Réhrchen wurde 8 ml Blut abpipettiert und mit 8 ml PBS (Phosphate buffered saline,
Lonza, Basel/Schweiz), welches mit 0,8 mmol/l Magnesiumchlorid (MgCl,) versetzt wurde,

gemischt.

Lymphozytenschicht

.stli;:he Leukozyten
R

Abbildung 5: Zentrifugierte Probe vor der Lymphozytenextraktion.
Nach der Zentrifugation befinden sich die Erythrozyten ganz unten. Das Histopaque
trennt die Lymphozyten/Leukozyten vom Plasma und den Erythrozyten.
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Abbildung 6: Lymphozyten.
Die weiBen kleinen “Flocken“ sind die abzupipettierenden Lymphozyten.

Nach vorsichtigem Schwenken wurde dieses Gemisch Gber 10 ml Histopaque (Histopaque®-
1077, Sigma Aldrich, Taufkirche/Deutschland) geschichtet und in der Zentrifuge (Eppendorf
Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland) mit Ausschwingrotor bei 21°C, 700
g fur 20 Minuten zentrifugiert. Aus der zentrifugierten Probe wurde die Lymphozytenschicht
abpipettiert. Das Histopaque-1077 ist zur Isolation einer groRen Menge an lebensfahigen
Lymphozyten geeignet. Die abpipettierten Lymphozyten wurden mit Hanks’Salz-Losung
(HBSS, Biochrom GmbH, Berlin/Deutschland), die mit 0,8 mmol/l MgCl, versetzt war, in drei
Schritten gewaschen. Hierzu wurde erneut die Zentrifuge mit Ausschwingrotor genutzt und je
Waschschritt bei 21°C, 550 g 7 Minuten zentrifugiert. Hiernach wurde der Uberstand
verworfen. Das finale Pellet wurde mit 1 ml HBSS(+MgCl,) versetzt und in ein

Eppendorfrohrchen gefllt.

Aus dieser Probe wurde nun die Zellzahl in einem automatischen Zellzahler (Automated Cell
Counter, TC20, BioRad, Minchen/Deutschland) bestimmt. Hierzu wurden 10 Mikroliter (ul) der
Probe mit 10 pl Tryptanblau (TrypanBlueDye, BioRad, Minchen/Deutschland) versetzt, auf
ein Messslide (Counting Slides — dual chamber, BioRad, Minchen/Deutschland) gegeben und
mittels  Probengerat ausgewertet (Automated Cell Counter, TC20, BioRad,
Munchen/Deutschland). Dieses ermittelt die Gesamtzellzahl, die lebenden Zellen und die

lebenden Zellen in Prozent.

Der Rest der Probe wurde mit 8,7 pl MagFura 2 (Thermo Fischer Scientific,

Dreieich/Deutschland) geladen. Hierzu wurde die Probe fur 30 Minuten bei 37°C auf der
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Riuttelplatte (Eppendorf Thermomixer Compact, Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland)
inkubiert — hier musste unbedingt darauf geachtet werden, dass die Proben abgedeckt waren,
d.h. lichtgeschiitzt, da das MagFura 2 lichtempfindlich ist. AnschlieRend wurde die Probe fir
5 Minuten bei 400 g =zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5418, Eppendorf AG,
Hamburg/Deutschland). Der Uberstand wurde danach verworfen und die Probe mit 1 ml HBSS
(+MgCl,) wieder aufgeflllt. Diese Probe wurde erneut auf der Ruittelplatte inkubiert, diesmal
allerdings nur fur 20 Minuten bei 37°C. AnschlieRend wurde die Probe nochmals bei 400 g flur
5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Probe mit 1ml HBSS (+MgCl,)

wieder aufgefulit.

Das MagFura 2 ist in der Lage die Zellmembran zu passieren, wird innerhalb der Zelle durch

Esterasen hydrolysiert und ist somit in der Zelle gefangen.

Die Magnesiummessung wurde mittels Spektrofluorometer (Fluorescence Spectrometer

LS55, PekinElmer, Rodgau/Deutschland) im Fastfilter gemessen.

Die mit MagFura 2 beladenen Zellen wurden gemeinsam mit dem HBSS(+MgCl;) in die
Klvette des Messgerates gegeben, dazu wurde ein weiterer ml HBSS (+MgCl,)
hinzugegeben. MagFura bindet innerhalb der Zelle das freie Magnesium, sodass sich die
Exzitationswellenlange verandert. Es gibt ein festgelegtes Exzitationsmaximum fir MagFura
2. Dieses verschiebt sich mit der Entstehung vermehrter MagFura 2-Magnesium-Komplexe.
Diese Werte liegen bei 340 nm und 380 nm. Die Ergebnisse ergeben sich aus dem Verhaltnis

der Fluoreszenzintensitat bei den Exzitationsmaxima/-minima 340 nm und 380 nm.

Das initiale Fluoreszenzverhaltnis inkludiert auch die Fluoreszenzsignale, die aufgrund von
extrazellularen Komplexen von MagFura 2 mit extrazellularem Calcium und Magnesium
entstehen. Deshalb wurde der Probe EDTA und EGTA hinzugegeben, um diese
extrazellularen Komplexe wegzufangen. Das Fluoreszenzverhaltnis nach der Zugabe des
EDTA/EGTASs reprasentierte somit die intrazellulare Magnesiumkonzentration. Anschliel3end
wurde der Suspension zur Lyse der Zelle Triton X-100 zugegeben. Das noch vorhandene
EDTA/EGTA geht nun Komplexe mit dem intrazelluldaren Magnesium ein. Dieses
Fluoreszenzverhaltnis zeigt nun das minimale Fluoreszenzminimum. Die Zugabe von 100
mmol/l Magnesiumchlorid diente als nachster Schritt dazu, die maximale

Fluoreszenzauflésung zu ermitteln.

Die intrazellularen Magnesiumwerte wurden mittels der Formel nach Grynkiewicz et al. (1985)
berechnet (Kurth 2012, Winter et al. 2018).
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247, — (R—Rmin) Sf
[Mg ]l - Kd ve (RMax_R) ve (Sb)

[Mg?*]; Freies intrazellulares Magnesium
Ky Dissoziationskonstante von MagFura 2 / Mg?* Komplexen
Ryin Exzitations- oder Emissions-Ratio bei minimaler intrazellularer

Magnesiumkonzentration

Rutax Exzitations- oder Emissions-Ratio bei maximaler intrazellularer

Magnesiumkonzentration

Sy Maximale Fluoreszenzintensitat fur die Wellenlange Ry,

Sy Maximale Fluoreszenzintensitat fir die Wellenlange Ry,

Abbildung 7: Gleichung zur Berechnung der Ilonenkonzentration mittels
Spektrofluorometer (Grynkiewicz et al. 1985).

3.2. Auswertungen

Nach der Gewinnung der Daten und Abschluss der praktischen Arbeit erfolgte die Eintragung
der Daten zur Gbersichtlichen Bearbeitung in das Programm Microsoft® Excel 2016, Microsoft
Corporation, Redmond, USA. Fir die Auswertung und Berechnungen wurde das
Computerstatistikprogramm IBM®- SPSS Inc., Chicago lllinois, USA, Version 25.0 verwendet.
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von PD Dr. med. vet. Roswitha Merle, Dipl.
ECVPH aus dem Institut fur Veterinar-Epidemiologie und Biometrie der Freien Universitat

Berlin.

Die erhobenen Daten vor und nach Verabreichung des Verum- oder Placebo-Praparates
wurden mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests/Shapiro-Wilk-Tests und der visuellen
Einschatzung mittels Histogramms und QQ-plots auf Normalverteilung gepruft. Im weiteren
Verlauf wurden die normalverteilten Daten mittels parametrischer Tests und die nicht-
normalverteilten Daten mittels nicht-parametrischen Tests ausgewertet. Die statistische

Auswertung war prospektiv.
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Fir die normalverteilten Daten wurden Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und
Maximum, sowie das Konfidenzintervall angegeben. Fir nicht-normalverteilte Daten wurden

der Median und die Interquartilrange (IQR) angegeben.

Mittels linearer Regression wurde fir die normalverteilten Daten untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen der intrazellularen Magnesiumkonzentration und den einzelnen
erhobenen Parametern besteht. Dies wurde fir die gesamte Studienpopulation und fir die

einzelnen Gruppen durchgeflhrt.

Ob es signifikante Unterschiede zwischen vor und nach der Verum- bzw. Placebo-Applikation
(Dif ferenzyorher—nachner) 9ibt, wurde mittels One-Sample Wilcoxon Signed Rank Test einmal

fur alle Daten und einmal getrennt flr jede Gruppe bestimmt.

Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Studienpopulation

In diese Studie wurden 41 an EMS leidende Tiere aufgenommen — 26 Stuten und 15 Wallache.
Die Tiere hatten eine Kérpergrélie von 80 cm — 174 cm. Der Median des Body Condition Score
lag bei 8/9 (IQR 2) und der Median des Cresty Neck Score lag bei 4/5 (IQR 1). Die gesamte
Studienpopulation wog durchschnittlich 431 kg + 140 kg. 10 Pferde wurden negativ auf das
Equine metabolische Syndrom getestet, sodass diese nicht in die Studie aufgenommen

wurden.

Am 16.04.2018 wurde durch Verla-Pharm die Entblindung vorgenommen. Diese zeigte, dass
Gruppe A die Placebo-Gruppe und Gruppe B die Verum-Gruppe war. Von den untersuchten
Tieren waren 22 Tiere (54%) in der Gruppe A und 19 (46%) in der Gruppe B. Insgesamt waren
4 Pferde bei der Nachuntersuchung nicht bericksichtigt worden. Bei einem Pferd aus Gruppe
A (Pferde-Fallnummer 101) konnte aufgrund von laboratorischen Problemen keine
intrazelluldre Magnesiummessung durchgefuhrt werden. Alle anderen erhobenen Parameter
wurden in die statistische Auswertung mit einbezogen. Weitere 3 Pferde aus Gruppe B
(Pferde-Fallnummer 110, 124, 138) waren nicht zur Nachkontrolle erschienen — alle aufgrund
von Nichtakzeptanz des Praparates. Hier konnten demzufolge keine Parameter in die

statistische Auswertung mit einbezogen werden.

4.2, Blutentnahme und Zellisolation

4.2.1. Parameter des cGITs und der Insulinsensitivitat

4.21.1. Glukose

Der Mittelwert der Nuchternglukose lag im Rahmen der Voruntersuchung bei 93,24 mg/dl £
10,03 mg/dl. Bei 24% (10/41) der beprobten Pferde lagen sehr leicht erhéhte/grenzwertige
Glukosewerte im nilchternen Zustand vor. Im Rahmen der Nachuntersuchung lag der
Mittelwert der Nuchternglukose bei 91,45 mg/dl £ 9,6 mg/dl. Hier wiesen 21,05% (8/38) Pferde
eine sehr leichte/grenzwertige Erhéhung der Glukosewerte auf. Ein signifikanter Unterschied
zwischen “Vorher und Nachher” fir die gesamte Fallzahl, sowie fir die Placebo- und Verum-
Gruppe konnte nicht festgestellt werden. In Tabelle 6 sind der Mittelwert (x mg/dl), die
Standardabweichung (mg/dl), Min./Max. (mg/dl), das Konfidenzintervall (mg/dl) sowie der

Median der Differenz flir die gesamte Studienpopulation, aber auch fiir die einzelnen Gruppen
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A und B vor und nach der Verum-/Placebo-Gabe aufgefiihrt. Mittels T-Test bei unabhangigen
Stichproben konnte gezeigt werden, dass sich die Nichternglukose-Konzentration nach dem
3-monatigen Applikationszeitraum voneinander signifikant (p=0,029) zwischen den Gruppen
unterschieden. Die Niichternglukose-Konzentration lag in der Placebo-Gruppe mit 88,95 mg/dI
+ 9,09 mg/dl unter der Nichternglukose-Konzentration der Verum-Gruppe mit 95,38 mg/dl £
9,11 md/dl. Der Unterschied lag mit 95%iger Wahrscheinlichkeit zwischen 0,72 mg/dl — 12,87

mg/dl.

Tabelle 6: Niichternglukose (mg/dl).

MW / SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
Glukose Obere/untere Grenze |(Median/IQR)
ZP 0 vorher nachher | vorher | nachher vorher nachher
(mg/dl)
Gesamt |93,24/10,03| 91,45/9,59 | 76/116 75/113 90,08/96,41 | 88,29/94,6 2,5/11
Placebo-{ 90,73/7,33 | 88,95/9,09 | 77/108 75/113 87,48/93,98 | 84,56/92,62 2/12
Gruppe
Verum- (96,16/12,01| 95,38/9,11 | 76/116 79/112 | 90,37/101,95|90,52/100,23 4/13
Gruppe
4.21.2. Ergebnisse cGIT

Ein positiver cGIT war Voraussetzung flr die Teilnahme an der Studie - daher wurden bei der
Erstuntersuchung alle Studienteilnehmer d.h. n=41 einbezogen. In Tabelle 7 sind der
Mittelwert (ZP in Minuten), die Standardabweichung (ZP in Minuten), Min. und Max., das
Konfidenzintervall sowohl fir die gesamte Fallzahl als auch flir die einzelnen Gruppen
aufgefuhrt. Aulerdem wurden der Median und die IQR der Differenz Vorher-/Nachher-Werte
ermittelt. Abbildung 8 veranschaulicht, dass in Gruppe B die Ergebnisse des cGITs im direkten

Vergleich (“Vorher/Nachher) ahnlich blieben.

Tabelle 7: Ergebnisse cGIT (ZP in Minuten).

cGIT MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
ZP in Obere/untere Grenze (Median/IQR)
Minuten vorher nachher vorher [nachher vorher nachher
Gesamt |138,17/42,67 (118,42/58,89| 75/200 | 15/200 | 124,7/151,64 |99,07/137,78| 22,5/85
Placebo-{ 154,09/42,97 | 121,59/68,39| 75/200 | 15/200 | 135,04/173,14 |91,27/151,91 37,5/76
Gruppe
Verum- |119,74/34,981114,06/44,39( 75/200 | 45/200 |102,88/136,60 (90,41/137,72 7,5/83
Gruppe
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Abbildung 8: Vergleich des cGITs vorher/nachher zwischen den Gruppen A & B.

Die Ergebnisse des ,One Sample Wilcoxon Signed Rank Test“ zeigten in der Placebo-Gruppe
eine signifikante (p=0,045) Verringerung der Werte. Die Werte waren im Rahmen der
Nachuntersuchung im Mittel um 38 Minuten niedriger. Insgesamt fielen in der
Nachuntersuchung 21% (8/38) der Ergebnisse negativ aus. Hiervon waren 6 Pferde in der

Placebo-Gruppe und 2 Pferde in der Verum-Gruppe.

4.2.1.3. Insulin

4.2.1.3.1. Niichterninsulin

Es konnte weder vor noch nach der 3-monatigen Verabreichung des Placebo-/Verum-
Praparates eine basale Hyperinsulinamie oder ein signifikanter Unterschied zwischen den

Werten festgestellt werden.

Der Mittelwert lag vor der Verabreichung bei 7,35 pU/ml £ 4,2 yU/ml und nach der
Verabreichung bei 7,31 yU/ml + 4,7 uU/ml.

In Tabelle 8 sind der Mittelwert der Nuichterninsulin-Konzentration (x pU/ml), die
Standardabweichung, Min. und Max., das Konfidenzintervall sowie der Median der Differenz

(Dif ferenzyorher—nachner) Ubersichtlich aufgefuhrt.
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Tabelle 8: Niichterninsulin (pU/ml).

Insulin MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
ZP 0 Obere/untere Grenze | (Median/IQR)
(MU/ml) vorher nachher | vorher | nachher | vorher nachher
Gesamt 7,35/4,2 7,31/4,7 0,918 | 1,8/24,9 | 6,02/8,67 | 5,76/8,85 0,45/3,1
Placebo- 8,28/4,6 | 7,92/5,64 | 1,93/18 | 1,8/24,9 |6,24/10,32 | 5,42/10,42 0,6/3,35
Gruppe
Verum- 6,26/3,49 | 6,46/2,96 | 0,9/14,8 | 2,8/11,3 | 4,58/7,94 | 4,88/8,03 0,1/3,18
Gruppe

Mittels T-Test flir unabhangige Stichproben wurde kein signifikanter Unterschied der Nachher-
Werte zwischen den Gruppen festgestellt. Aulierdem wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen den Vorher- und Nachher-Werten mittels ,One Sample Wilcoxon Signed Rank Test”

ermittelt.

4.2.1.3.2. Stimuliertes Insulin nach 45 Minuten

Tabelle 9: Stimuliertes Insulin nach 45 Minuten (pU/ml).

Insulin MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
ZP 45 Obere/untere Grenze |(Median/IQR)
(wU/ml) | vorher nachher | vorher | nachher vorher nachher
Gesamt |70,48/42,32|55,97/39,74|19,2/211,5| 15,8/234,4 | 57,13/83,84 | 42,72/69,22 | 12,6/32,6
n(7)> 100 | n(4) > 100
Placebo-|85,37/45,34|62,22/48,64|25,1/211,5|16,52/234,4| 65,27/105,47 | 40,08/84,36 | 20,5/43,2
Gruppe | n(5)> 100 | n(4) > 100
Verum- (53,25/31,58(47,77/22,55|19,2/135,2| 15,8/94,1 | 38,03/68,47 | 35,75/59,79 | 5,3/27,38
Gruppe | n(2) > 100 | n(0) > 100

Der Mittelwert, die Standardabweichung, Min. und Max. und das Konfidenzintervall des
stimulierten Insulins zum Zeitpunkt 45 bei der Erst- und Nachuntersuchung sind in Tabelle 9
aufgefuhrt. Diese Werte sind einmal fur die gesamte Studienpopulation und einmal fir die
jeweilige Gruppe aufgefihrt. Der Gesamt-Mittelwert lag im Rahmen der Erstuntersuchung bei
68,57 yU/ml £ 37,86 pU/ml, im Rahmen der Nachuntersuchung bei 55,97 pU/ml £ 39,74 pU/ml.

Des Weiteren beschreibt “n“ in der Tabelle die Anzahl der Tiere mit einer Hyperinsulindmie

nach 45 Minuten. 17% (7/41) der Pferde =zeigten eine Hyperinsulinamie bei der
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Erstuntersuchung. Nach dem Applikationszeitraum zeigten noch 10,81% (4/37) eine

Hyperinsulindmie.

In Abbildung 9 sind im direkten Vergleich die stimulierten Insulinwerte vor und nach der
Placebo-/Verum-Applikation zwischen den Gruppen dargestellt. Hierbei zeigte sich, dass die
stimulierte Insulinkonzentration in der Placebo-Gruppe bei der Nachuntersuchung signifikant

(p=0,006) niedriger war als bei der Erstuntersuchung.

® insulin 45 vorher

250 0 M Insulin 45 nachher

200

150 T T4

39

a
100 o40

=0

Gruppe A Gruppe B
Gruppe

Abbildung 9: Vergleich stimuliertes Insulin vorher/nachher zwischen den Gruppen A &
B.

Im T-Test flr unabhangige Stichproben zeigten die Insulin-Vorher-Werte einen signifikanten
(p=0,013) Unterschied zwischen den Gruppen. Der Unterschied lag zwischen 7,04 yU/ml +
57,2 yU/ml.

Mittels ,One Sample Wilcoxon Signed Rank Test” wurde ein signifikanter (p=0,006)
Unterschied zwischen den Vorher- und Nachher-Werten (Dif ferenz,orner—nachner) in der
Placebo-Gruppe festgestellt. Insulin 45 war im Rahmen der Nachuntersuchung im Mittel 20,5

pU/ml niedriger als vorher.
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42.1.4. RISQl

Der Mittelwert lag im Rahmen der Erstuntersuchung bei 0,42 + 0,15, bei der
Nachuntersuchung bei 0,42 + 0,13. Insgesamt lag bei 21,94% (9/41) der Pferde im Rahmen
der Erstuntersuchung eine kompensierte Insulinresistenz vor, davon waren 7 Pferde in der
Placebo-Gruppe und 2 Pferde in der Verum-Gruppe. Bei der Nachuntersuchung hatten
insgesamt 9 Pferde eine kompensierte Insulinresistenz und ein Pferd eine nicht kompensierte.
Dieses eine Pferd war in der Placebo-Gruppe. Weitere 6 Pferde zeigten in der Placebo-Gruppe
die kompensierte Form. In der Verum-Gruppe waren 3 Pferde von der kompensierten

Insulinresistenz betroffen (Tabelle 10).

Tabelle 10: RISQI.

MW /SD Min / Max 95% Differenz
RISQI Konfidenzintervall |(Median/IQR)
Obere/untere Grenze
vorher nachher vorher [nachher| vorher | nachher
Gesamt | 0,42/0,15 0,42/0,13 0,24/1,05]0,2/0,75| 0,38/0,47 | 0,38/0,47 | -0,03/0,09
n(9) n(9) kompensiert
kompensiert|n(1) nicht kompensiert
Placebo-{ 0,39/0,13 0,42/0,15 0,24/0,72]0,2/0,75| 0,34/0,45 | 0,36/0,49 | -0,03/0,1
Gruppe n(7) n(6) kompensiert
kompensiert{n(1) nicht kompensiert
Verum- | 0,46/0,18 0,43/0,11 0,26/1,05] 0,3/0,6 |0,37/0,54 | 0,37/0,48 | -0,01/0,1
Gruppe n(2) n(3) kompensiert
kompensiert

Der ermittelte Mittelwert und die Standardabweichung lagen in der Placebo-Gruppe bei der
Erstuntersuchung bei 0,39 £ 0,13 und im Rahmen der Nachuntersuchung bei 0,42 £+ 0,15. In
der Verum-Gruppe lagen der Mittelwert und die Standardabweichung im Rahmen der
Erstuntersuchung bei 0,46 + 0,18 und Nachuntersuchung bei 0,43 £ 0,11.

Der ,,One Sample Wilcoxon Signed Rank Test” zeigte eine signifikante (p=0,042) Erhéhung
der Nachher-Werte. Die Nachher-Werte waren im Mittel 0,033 héher in der Placebo-Gruppe.
In der Verum-Gruppe konnte keine signifikante Veranderung zwischen der Erst- und Nach-

Untersuchung erzielt werden.
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421.5. MIRG

Die gesamte Studienpopulation wies zu Studienbeginn einen errechneten Mittelwert von 3,98
+ 1,68 und zu Studienende von 4,12 + 2,23 auf. Insgesamt zeigten im Rahmen der
Erstuntersuchung 14,63% (6/41) der Pferde eine kompensatorische Erhdhung der Insulin-
Werte. Davon waren alle 6 in der Placebo-Gruppe. Im Rahmen der Nachuntersuchung wiesen
18,42% (7/38) der Pferde eine kompensatorische Erhéhung der Insulinwerte auf, wovon 5

Pferde in der Placebo-Gruppe und 2 Pferde in der Verum-Gruppe waren (Tabelle 11).

Tabelle 11: MIRG.

MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall| Differenz
MIRG Obere/untere Grenze [(Median/IQR)
vorher nachher vorher nachher vorher nachher

Gesamt | 3,98/1,68 4,12/2,23 |(1,67/8,26 | 1,61/13,58 | 3,45/4,51 | 3,39/4,86 | 0,09/0,81
n(6) > 5,6 n(7) > 5,6

Placebo- 4,49/1,84 4,53/2,67 |(1,87/8,26 | 2,06/13,58 | 3,67/5,31 | 3,35/5,72 | 0,24/0,88
Gruppe | n(6)>56 | n(5)>5,6

Verum- 3,4/1,29 3,56/1,32 |1,67/5,58 | 1,61/6,38 | 2,78/4,02 | 2,86/4,27 | -0,15/0,75
Gruppe | n(0)>5,6 n(2) > 5,6

Der T-Test flr unabhangige Stichproben zeigte zwischen den Gruppen vor dem

Applikationszeitraum einen signifikanten Unterschied (p=0,037).

Auch hier wurde mittels ,One Sample Wilcoxon Signed Rank Test* untersucht, ob es einen
Nachher-Werten

(Dif ferenzyorher—nachner) 9@b —einmal fur die gesamte Studienpopulation und einmal separat

signifikanten Unterschied zwischen den Vorher- und

fur jede Gruppe. Hier konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

4.2.2. Weitere erhobene Blutparameter

4.2.21. Magnesium im Serum

Im Mittel lag der Mg-Wert bei der gesamten Studienpopulation zu Beginn bei 0,67 mmol/l +
0,08 mmol/l. Nach der Placebo-/Verum-Gabe lag der Mittelwert bei 0,69 mmol/l £ 0,08 mmol/l.
Alle Pferde lagen mit ihren NlUchternmagnesium-Werten innerhalb des Referenzbereiches
(Tabelle 12). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Erstuntersuchung und der

Nachuntersuchung festgestellt werden.
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Tabelle 12: Niichternmagnesium (mmol/l).

Mg MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall| Differenz
Obere/untere Grenze .
ZP 0 (Median/IQR)
vorher nachher vorher | nachher vorher nachher

(mmol/l)
Gesamt 0,67/0,08 0,69/0,08 0,5/0,8 | 0,5/0,9 0,65/0,7 | 0,67/0,72 0/0,13
Placebo- 0,67/0,08 0,7/0,09 0,5/0,8 | 0,5/0,9 | 0,64/0,71 | 0,66/0,74 0/0,1
Gruppe
Verum- 0,67/0,08 0,69/0,07 0,5/0,8 | 0,6/0,8 | 0,64/0,71 | 0,65/0,73 0/0,2
Gruppe
4.2.2.2. Triglyzeride und GGT

Insgesamt waren bei 24,39% (10/41) der Pferde die GGT-Werte im Rahmen der
Erstuntersuchung erhéht. Im Durchschnitt lag der Mittelwert bei 19,67 U/l £ 32,34 U/l. Nach
der Verum-/Placebo-Gabe war der GGT-Wert bei 28,95% (11/38) der Pferde erhoht. Im
Durchschnitt lag der Mittelwert bei 23,48 U/l + 34,98 U/I. AuRerdem konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Erst- und Nachuntersuchung festgestellt werden. In Tabelle 13 sind
die Mittelwerte und Werte der Standardabweichung aufgefiihrt. “n“ beschreibt die Anzahl der

Tiere, die einen erhohten basalen GGT-Wert haben.

Tabelle 13: Basale GGT (U/l).

GGT Mittelwert £ SD
un Vorher Nachher
Gesamt 19,67 + 32,34 23,48 + 34,98
n(10) > 20 U/ n(11) > 20 U/l
Placebo-Gruppe 18,72 + 36,9 18,95 + 34,91
n(3) > 20 U/l n(4) > 20 U/l
Verum-Gruppe 20,76 + 27,08 29,71 + 35,21
n(7) > 20 U/l n(7) > 20 U/l

Der basale TG-Wert war lediglich bei insgesamt 12,2% (5/41) der Pferde im Rahmen der
Erstuntersuchung erhdht, im Rahmen der Nachuntersuchung bei 10,53% (4/38) der Pferde.
Hier konnte auch kein signifikanter Unterschied zwischen der Erst- und Nachuntersuchung
festgestellt werden. In Tabelle 14 ist mit “n“ die Anzahl der Pferde mit einem erhéhten TG-Wert

aufgefuhrt.
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Tabelle 14: Basale Hypertriglyzeridamie (mg/dl).

TG
(mg/dl)

Vorher

Nachher

Gesamt

n(5) > 70 mg/dI

n(4) > 70 mg/dl

Placebo-Gruppe

n(3) > 70 mg/dl

n(2) > 70 mg/dl

Verum-Gruppe

n(2) > 70 mg/di

n(2) > 70 mg/dl

4.2.2.3. Fruktosamin

Im Rahmen der Erstuntersuchung zeigten lediglich 7,32% (3/41) der Pferde einen erhdhten
Fruktosamin-Wert. Im Rahmen der Nachuntersuchung war es nur ein Pferd. In Tabelle 15
wurden die Mittelwerte, die Standardabweichung, Min. und Max, das 95% Konfidenzintervall

fur die gesamte Studienpopulation und die jeweilige Gruppe ermittelt, sowie die Differenz

(D ifferenzvorher—nachher)-

Mittels ,One-Sample Wilcoxon Signed Rank Test* wurden Unterschiede zwischen vorher und

nachher ermittelt, sowohl fir die gesamte Studienpopulation als auch fir die einzelnen

Gruppen. Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Erst- und der
Nachuntersuchung festgestellt werden.
Tabelle 15: Basale Fruktosamin-Werte (umol/l).
MW/ SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
Fruk- Obere/untere Grenze (Median/IQR)
tosamin
vorher nachher vorher nachher vorher nachher
(umol/l)
Gesamt |313,96/38,57(321,78/22,67(153,2/368,5|278,9/385,3|301,79/326,14 [ 314,33/329,23( -6,3/36,43
n(3)>360 | n(1)> 360
Placebo- (314,41/30,21(317,38/25,36(238,7/368,5(278,9/385,3| 301,01/327,8 |(306,14/328,62| -4,5/34,65
Gruppe
n(1)>360 | n(1)> 360
Verum- (313,45/47,37|327,82/17,32|153,2/368,3|293,2/349,4| 290,63/336,26 | 318,59/337,05| -8,05/35
Gruppe
n(2) > 360 | n(0)> 360
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4.2.3. Zellisolation
4.2.3.1. Zellzahl

Die Isolation der Blutlymphozyten war aus allen Proben der Erstuntersuchung mdoglich.
Lediglich bei einer Probe der Nachuntersuchung konnte die Isolation der Blutlymphozyten
aufgrund von laboratorischen Problemen nicht durchgefiihrt werden. Die Gesamtzellzahl
variierte in der Voruntersuchung zum Zeitpunkt 0 zwischen 5,1x10> — 2,14x107 Zellen/ml mit
einem durchschnittlichen Prozentsatz von 81% an lebenden Zellen. Zum Zeitpunkt 45 in der
Erstuntersuchung variierte die Zellzahl zwischen 1,95x10° — 3,02x107 Zellen/ml. Hier betrug
der durchschnittliche Prozentsatz an lebenden Zellen 83%. Bei der Nachuntersuchung zum
Zeitpunkt 0 ergab sich eine Zellzahl zwischen 1,52x10° — 1,85x107 Zellen/ml mit einem
durchschnittlichen Prozentsatz an lebenden Zellen von 86%. Zum Zeitpunkt 45 lag die Zellzahl
zwischen 1,14x10° — 3,91x107 Zellen/ml und ergab einen durchschnittlichen Prozentsatz von

87% an lebenden Zellen.

4.2.3.2. Intrazellulares Magnesium
4.2.3.21. Intrazellulares Magnesium zum Zeitpunkt 0

Bei den 41 an EMS erkrankten Pferden lie® sich insgesamt ein durchschnittlicher
intrazelluléarer Magnesiumgehalt von 0,24 mmol/l £ 0,06 mmol/l ermitteln. Es lag lediglich bei
4,88% (2/41) der Pferde ein Magnesiummangel auf zellularer Ebene vor. Der zuvor definierte
Referenzbereich lag bei 0,16 mmol/l — 0,42 mmol/l (Winter et al. 2018). Es gab insgesamt
keinen signifikanten Anstieg der intrazellularen Magnesiumwerte — weder in der Placebo-
Gruppe noch in der Verum-Gruppe. Tabelle 16 zeigt die Mittelwerte, SD, Minimum und
Maximum, 95% Konfidenzintervall sowie die ermittelten Differenzen fir die gesamte
Studienpopulation und einzeln flr die jeweilige Gruppe. Bei der Nachuntersuchung konnte

lediglich von 37 Pferden der intrazellulare Magnesiumgehalt gemessen werden.
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Tabelle 16: Basales intrazellulares Magnesium zum Zeitpunkt 0 (mmol/l).

Mg i.z. MW /SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
Obere/untere Grenze .
ZP 0 (Median/IQR)
vorher nachher vorher nachher vorher nachher

(mmol/l)

Gesamt | 0,24/0,06 | 0,24/0,08 | 0,13/0,41 | 0,11/0,48 | 0,22/0,26 | 0,21/0,26 0,01/0,11
Placebo-{ 0,25/0,06 | 0,22/0,07 | 0,17/0,41 | 0,11/0,41 | 0,22/0,28 | 0,19/0,26 0,02/0,1
Gruppe

Verum- | 0,23/0,06 | 0,26/0,08 | 0,13/0,32 | 0,14/0,48 | 0,2/0,25 0,21/0,3 -0,03/0,13
Gruppe

4.2.3.2.2. Intrazellulares Magnesium zum Zeitpunkt 45

Der durchschnittliche Gesamtwert des stimulierten intrazelluldren Magnesiums lag bei 0,23
mmol/l £ 0,09 mmol/l vor der Placebo-/Verum-Applikation. Insgesamt zeigten im Rahmen der
Erstuntersuchung 14,6% (6/41) der Pferde auf zellularer Ebene einen Mangel an Magnesium
zum Zeitpunkt 45. Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
Erstuntersuchung und der Untersuchung nach der 3-monatigen Fltterung des Placebo-
/Verum-Praparates festgestellt werden. Tabelle 17 zeigt eine Ubersicht der Mittelwerte mit der
Standardabweichung, das Minimum und Maximum, das 95%ige Konfidenzintervall sowie die

Differenz zwischen der Erst- und Nachuntersuchung.

Tabelle 17: Stimuliertes intrazellulares Magnesium zum Zeitpunkt 45 (mmol/l).

Mg i.z. MW/ SD Min / Max 95% Konfidenzintervall Differenz
Obere/untere Grenze .
ZP 45 (Median/IQR)
vorher nachher | vorher nachher vorher nachher

(mmol/l)

Gesamt | 0,23/0,09 |0,22/0,06 |0,11/0,48 | 0,12/0,36 | 0,2/0,26 0,2/0,23 0,01/0,1

Placebo-{ 0,25/0,1 [0,21/0,05]0,11/0,12( 0,12/0,31 0,2/0,29 | 0,19/0,23 0,03/0,1

Gruppe

Verum- | 0,21/0,06 |0,22/0,07|0,11/0,09| 0,15/0,36 | 0,18/0,24 | 0,19/0,26 -0,01/0,13
Gruppe
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4.2.3.2.3. Einflussfaktoren auf das intrazellulare Magnesium

Mit Hilfe der linearen Regression wurde getestet, ob es bestimmte Faktoren gibt, die den
intrazellularen Magnesiumgehalt beeinflussen. Die Einflussfaktoren, die genauer betrachtet
wurden, waren die basale Glukose-Konzentration, das Ergebnis des cGITs, RISQI, MIRG, der
basale Insulinwert, der stimulierte Insulinwert und der basale Fruktosamingehalt. Es wurde
zunachst der intrazellulare Magnesiumgehalt nach der Placebo-/Verum-Gabe, aber auch der
intrazellulare Magnesiumgehalt vor der Placebo-/Verum-Gabe sowie die Magnesiumdifferenz

von vorher und nachher als stetige Variable betrachtet.

Die Nullhypothese, die besagte, dass kein linearer Zusammenhang zwischen dem
intrazellularen Magnesiumgehalt und der entsprechenden Variable besteht, konnte nur in der
Placebo-Gruppe in bestimmten Fallen abgelehnt werden. Die Verum-Gruppe erbrachte keine
signifikanten Zusammenhange. Im Folgenden werden nur die Einflussgrofien erwahnt, die

einen signifikanten Einfluss auf die stetige Variable hatten.

4.2.3.2.3.1. Magnesium intrazellular nach Placebo-/Verum-Gabe

Mittels linearer Regressionsanalyse wurde ein moglicher Einfluss verschiedener Parameter
auf die intrazellulare Magnesiumkonzentration nach der Placebo-/Verum-Gabe beurteilt. In

Gruppe A (Placebo-Gruppe) wurden signifikante Zusammenhange festgestellt.

Das Ergebnis der univariablen Regressionsanalyse ergab, dass der kombinierte Glukose-
Insulin-Toleranztest einen positiven Effekt auf die intrazellulare Magnesiumkonzentration
hatte. Mit einem p-Wert von Null wurde die Alternativhypothese angenommen. Das bedeutet,
dass Magnesium intrazellular um 0,001 mmol/l anstieg, wenn das Ergebnis des cGITs um 1
stieg (Tabelle 18). Abbildung 10 zeigt den Einfluss des cGITs auf den intrazellularen
Magnesiumgehalt in Gruppe A.
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Gruppe: Gruppe A

R? Linear =0 515

,50000

40000

,30000

Mg iz 0 nachher
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10000
0 0 100 150 200

korrigiert auf 0 nachher

Abbildung 10: Lineare Regression (Einfluss cGIT auf intrazellularen Magnesiumgehalt
nach Placebo-Gabe).

Tabelle 18: Ubersicht Signifikanz und Regressionskoeffizient.

Koeffizienten®P

Nicht standardisierte Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Regressions-
Modell koeffizientB Std.-Fehler Beta T Sig.
1 (Konstante) ,133 ,023 5,691 ,000
korrigiert auf 0 ,001 ,000 717 4,488 ,000
nachher

a. Gruppe = Gruppe A

b. Abhdngige Variable: Mg iz 0 nachher

Ein signifikanter (p=0,045) Zusammenhang wurde auch im Rahmen der univariablen
Regressionsanalyse zwischen dem errechneten RISQI Wert nach der Placebo-Gabe und dem
intrazellularen Magnesiumgehalt zum gleichen Zeitpunkt festgestellt. Somit wurde die
Nullhypothese abgelehnt. Es wird angenommen, dass ein negativer Zusammenhang zwischen
dem intrazelluldaren Magnesiumgehalt und RISQI besteht. Das heildt, dass Magnesium

intrazelluldar um 0,219 mmol/l sank, wenn RISQI um 1 stieg. Dies verdeutlicht Abbildung 11.
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Gruppe: Gruppe A
R? Linear = 0,195
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Abbildung 11: Lineare Regression (Einfluss RISQI auf das intrazellulare Magnesium
nach Placebo-Gabe).

In der Placebo-Gruppe konnte auf’erdem im Rahmen der univariablen Regressionsanalyse
mit einer grenzwertigen Signifikanz (p=0,07) ein Einfluss vom Nuchtern-Insulin-Wert auf das
intrazellulare Magnesium nach der Placebo-Gabe festgestellt werden. Hierbei stieg der
intrazelluldre Magnesiumgehalt um 0,005 mmol/l, wenn Insulin um 1 anstieg. Ein eindeutiger
signifikanter (p=0,019) Zusammenhang im Rahmen der univariablen Regressionsanalyse
konnte zwischen dem Nichtern-Fruktosamin-Wert und dem intrazellularen Magnesiumgehalt
gezeigt werden. In Abbildung 12 wird der lineare Zusammenhang bildlich dargestellt. Hierbei
stieg der intrazellulare Magnesiumgehalt um 0,019 mmol/l an, wenn die Fruktosamin-

Konzentration um 1 stieg.

In der multivariablen Regressionsanalyse wurde das intrazellulare Magnesium nach der
Placebo-Gabe als abhangige Variable gesehen. Die unabhangigen Variablen, die in diesem
Zusammenhang analysiert worden sind, waren Fruktosamin, das Ergebnis des cGITs,
Nuchtern-Insulin, stimuliertes Insulin und MIRG. Hier waren lediglich in der Placebo-Gruppe
Fruktosamin (p= 0,041, b= 0,002) und das Ergebnis des cGITs (p= 0,011, b= 0,001) signifikant,
sodass davon auszugehen ist, dass hier eine Assoziation vorliegt. RISQI konnte aufgrund der
hohen Korrelation mit dem Nuichtern-Insulin nicht in das Modell der multivariablen

Regressionsanalyse mit einbezogen werden.
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Gruppe: Gruppe A
R? Linear = 0,259
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Abbildung 12: Lineare Regression (Einfluss von Fruktosamin auf den intrazellularen
Magnesiumgehalt nach Placebo-Gabe).

4.2.3.2.3.2. Magnesium intrazellular Differenz

Der Einfluss der verschiedenen Parameter auf die stetige Variable der intrazellularen
Magnesiumdifferenz zwischen der Erst- und Nachuntersuchung wurde ebenfalls ermittelt. In
der gesamten Studienpopulation konnte ein Einfluss vom stimulierten Insulin vor der Placebo-
/Verum-Verabreichung (p=0,023) sowie vom Ergebnis des cGITs nach der Placebo-/Verum-
Verabreichung (p=0,033) festgestellt werden. Die Differenz des intrazellularen Magnesiums
stieg um 0,001 mmol/l, wenn das stimulierte Insulin um 1 stieg und sank um 0,001 mmol/l,

wenn das Ergebnis des cGITs um 1 stieg.

Der Einfluss in den einzelnen Gruppen ergab in der Placebo-Gruppe ein signifikantes
Ergebnis. Das Ergebnis des cGITs hatte einen signifikanten Einfluss (p=0,012) auf die
Differenz des intrazelluldaren Magnesiumgehaltes. Die Differenz sank um 0,01 mmol/l, wenn
das Ergebnis des cGITs um 1 stieg, d.h. dass mit hdherem Ergebnis des cGITs die

intrazelluldre Magnesiumdifferenz sank.

4.2.3.2.3.3. Magnesium intrazellular vor Placebo-/Verum-Verabreichung

Die Einflussfaktoren auf das intrazellulare Magnesium vor der Placebo-/Verum-Verabreichung
wurde mittels linearer Regression ermittelt. Hier gab es ein signifikantes Ergebnis fir die

gesamte Studienpopulation flir das Nuichterninsulin (p=0,005), das stimulierte Insulin
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(p=0,008), RISQI (p=0,013), MIRG (p=0,006). Die Einflussfaktoren sind die ermittelten Werte

vor der Placebo-/Verum-Verabreichung.

Magnesium intrazellular stieg um 0,006 mmol/l, wenn das Nuchterninsulin um 1 stieg. Es stieg
aulRerdem um 0,001 mmol/l, wenn das stimulierte Insulin um 1 stieg. RISQI hatte einen
negativen Einfluss auf das intrazellulare Magnesium vor der Placebo-/Verum-Gabe. Es sank
um 0,151 mmol/l, wenn RISQI um 1 stieg. MIRG hatte einen positiven Effekt. Hier stieg der
intrazellulare Magnesiumgehalt vor der Verum-/Placebo-Gabe um 0,015 mmol/l an, wenn
MIRG um 1 stieg.

Auf die einzelnen Gruppen beschrankt lag eine Signifikanz in der Placebo-Gruppe vor. Hier
hatte das Nichterninsulin einen signifikant (p=0,003) positiven Einfluss auf das intrazellulare
Magnesium vor der Placebo-/Verum-Verabreichung. In Abbildung 13 ist der Verlauf der
Linearen eingezeichnet. Magnesium intrazellular stieg um 0,008 mmol/l, wenn das

Nuchterninsulin um 1 stieg.

Gruppe: Gruppe A

R? Linear = 0,369

45000

40000

,35000

30000

Mg iz 0 vorher

25000

20000

15000
000 5,000 10,000 15,000 20,000

Insulin 0 vorher

Abbildung 13: Lineare Regression (Einfluss von Niichterninsulin auf den intrazelluldaren
Magnesiumgehalt vor der Placebo-/Verum-Gabe).

Das stimulierte Insulin hatte einen positiven Einfluss auf die intrazellulare
Magnesiumkonzentration vor der Placebo-/Verum-Gabe. Das Ergebnis war signifikant
(p=0,021). Das intrazellulare Magnesium stieg um 0,001 mmol/l, wenn das stimulierte Insulin
um 1 anstieg. RISQI hatte im Gegensatz dazu einen negativen signifikanten (p=0,005) Effekt
auf das intrazellulare Magnesium. Hier sank Magnesium in der Zelle um 0,285 mmol/l, wenn

RISQI um 1 anstieg. Dies ist in Abbildung 14 zu sehen.
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Gruppe: Gruppe A
R? Linear = 0,337
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Abbildung 14: Lineare Regression (Einfluss von RISQI auf den intrazelluldren
Magnesiumgehalt vor der Placebo-/Verum-Gabe).

MIRG hatte wiederum einen positiven Einfluss auf den intrazellularen Magnesiumgehalt
(p=0,002). Hier stieg der intrazellulare Magnesiumgehalt um 0,022 mmol/l an, wenn MIRG um

1 stieg.

4.3. Nebenwirkungen

In der Verum-Gruppe zeigte ein Pferd eine Tendenz zu breiigem Kotabsatz. Weitere

Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet.

Die Akzeptanz des in Gruppe B verabreichten Verumpraparates war mafig. 3 Pferde wurden
wegen Nicht-Akzeptanz von der Studie ausgeschlossen. Diese 3 Pferde frallen das

Verumpraparat nicht. Hier gibt es keine Daten der Nachuntersuchung.
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4.4.

Fazit

Folgende Ergebnisse konnen festgehalten werden:

Die Nuchternglukose-Konzentrationen nach dem 3-monatigen Applikationszeitraum
unterscheiden sich signifikant (p=0,029) zwischen den Gruppen. Die Konzentration der
Placebo-Gruppe war niedriger als die der Verum-Gruppe.

Die Ergebnisse des cGITs zeigten ein ahnliches Ergebnis in der Verum-Gruppe bei der
Erst- und bei der Nachuntersuchung. Die Ergebnisse der Placebo-Gruppe zeigten eine
signifikante (p=0,045) Verringerung.

Bei der Untersuchung des stimulierten Insulins (Zeitpunkt 45 Minuten) zeigte die
Placebo-Gruppe in der Nachuntersuchung eine signifikant (p=0,006) niedrigere
Konzentration als bei der Erstuntersuchung.

Die Auswertung der errechneten RISQI-Werte ergaben in der Placebo-Gruppe eine
signifikante (p=0,042) Erhéhung im Rahmen der Nachuntersuchung.

Es konnte weder zum Zeitpunkt 0 noch zum Zeitpunkt 45 ein signifikanter Unterschied
zwischen der intrazellularen Magnesiumkonzentration in der Erst- und
Nachuntersuchung festgestellt werden.

Die getesteten Einflussfaktoren auf das intrazelluldre Magnesium zeigten keinen

signifikanten Zusammenhang in der Verum-Gruppe.

Zusammenfassend konnte festgehalten werden, dass in unserer Studie kein Anstieg der

Serum- und intrazellularen Magnesiumkonzentration nach einer 3-monatigen Applikation des

Verum-Praparates erreicht wurde. Aulierdem konnte kein Effekt auf Parameter der

Insulinsensitivitat festgestellt werden.
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5. Diskussion

5.1. Auswahl der Studienpopulation

In diese Studie wurden alle positiv auf das Equine metabolische Syndrom getesteten Pferde
(n=41) in dem Zeitraum August 2016 bis Marz 2018 aufgenommen d.h. der Glukoseruhewert
wurde nach 75 Minuten im Rahmen des kombinierten Glukose-Insulin-Toleranztestes nicht
erreicht. Diese Pferde zeigten au3erdem alle phanotypische Merkmale, die typisch fir das
Equine metabolische Syndrom sind (Henneke et al. 1983, Carter et al. 2009, Frank et al. 2010).
Es konnten allerdings auch 10 Pferde, die aufRerlich klare Kriterien eines EMS zeigten, negativ
getestet werden. In der Literatur wurden auch Falle des Equinen metabolischen Syndroms

beschrieben, die phanotypisch keine Anzeichen aufwiesen (Frank et al. 2010).

Die 3-monatige Futterung des Verum-/Placebo-Praparates erbrachte keine signifikante
Veranderung im BCS, CNS und Gewicht. Lediglich eine Tendenz in der Gewichtsreduktion
konnte festgestellt werden. So hatten im Durchschnitt die Pferde der Verum-Gruppe 10,23 kg
zugenommen, die Pferde der Placebo-Gruppe zeigten eine geringfligige Gewichtsabnahme
(3,14 kg). Man kann hier nur von einer geringfligigen Abnahme sprechen, ob diese eine
klinische Relevanz hat, ist fraglich. Bei solch geringfiigigen Gewichtsunterschieden gilt es den
Einfluss der Futter- und Wasseraufnahme bzw. den Wasserverlust, den Einfluss des
Kotabsatzes/der Kotabsatzmenge, die Bewegung sowie die Prazision der Waage zu

hinterfragen.

Positiv getestete Tiere wurden so definiert, dass der Glukoseruhewert erst nach 75 Minuten
wieder erreicht wurde und/oder der Nichtern-Insulin-Wert und/oder die stimulierte
Insulinkonzentration Uber dem Referenzbereich lag. In einer Studie von Brdjer et al. wurde
gezeigt, dass die Glukose-Parameter eine geringe Wiederholbarkeit zeigen und
verschiedenen Einfliissen ausgesetzt sind. So kdnnen diese Werte durch Stress, aber auch
durch die Rasse beeinflusst werden (Brojer et al. 2013). Somit ist die alleinige Einschatzung
der Insulindysregulation anhand der Glukose-Kurve fehleranféllig. Die Insulinkonzentration ist
besser reproduzierbar als die Glukose-Konzentration, weshalb in unserer Studie auch der
Nuchterninsulin-Wert, das stimulierte Insulin, sowie die Proxies (RISQI, MIRG) betrachtet

wurden (Brojer et al. 2013).

Alle Pferde unserer Studie wurden zuvor auf Schmerzhaftigkeiten im Hufbereich in Bezug auf
eine akute Hufrehe untersucht. In der Humanmedizin wurde bereits ein Zusammenhang
zwischen akutem Schmerz und der Entwicklung einer Insulinresistenz bestatigt (Greisen et al.

2001). In unserer Studie konnten keinerlei Schmerzanzeichen festgestellt werden. Die
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Venenkatheter wurden unter Lokalanasthesie geschoben, um den Stresseinfluss so gering wie
mdglich zu halten. Vermutlich bestand bei allen Pferden aufgrund der ungewohnten

Umgebung ein geringgradig erhéhtes Stresslevel.

Ein weiterer mdglicher Einflussfaktor der Ergebnisse kénnte der basale ACTH-Wert gewesen
sein. Dieser wurde zwar gemessen, allerdings fiihrte eine Erhéhung nicht zum Ausschluss aus
der Studie, sodass 7 Pferde bei der Eingangsuntersuchung einen erhéhten ACTH-Wert hatten
und dennoch an der Studie teilgenommen haben. Hiervon befanden sich 3 Pferde in der
Placebo-Gruppe und die tbrigen in der Verum-Gruppe, wovon eines nicht zur Nachkontrolle
erschienen war. Eine Insulindysregulation kann auch bei einer PPID (pars pituitary intermedia
dysfunction) vorkommen, somit ware es gut gewesen, die betroffenen Tiere klar abzugrenzen
(Walsh et al. 2009, McFarlane 2011). Da es allerdings schwierig war, ausreichend Patienten
fur unsere Studie zu gewinnen und die ACTH-Messungen in einem Fremdlabor durchgefihrt
wurden und uns somit die Ergebnisse erst nach der umfangreichen Zellisolation und
Untersuchung zur Verfligung standen, wurde davon abgesehen, diese Pferde von der Studie
auszuschlie®en. Ein erhdhter ACTH-Wert im Spatsommer und Herbst ist zudem mit Vorsicht
zu interpretieren, da der ACTH-Wert saisonalen Einflissen unterliegt. Ein veranderter ACTH-
Wert muss also immer gemeinsam mit anderen Kriterien gesehen werden (Place et al. 2010).
Es muss allerdings nicht zwingend so sein, dass eine ,Pars pituitary intermedia dysfunction®
immer mit einer Beeintrachtigung der Insulinsensitivitat einhergeht (Mastro, Adams, and
Urschel 2015). Dieses Syndrom tritt vorwiegend bei alteren (meist 18-20 Jahre) Pferden auf
(Orth et al. 1982, Schott 2002, McFarlane 2011). Alle an der Studie teilnehmenden Pferde
zeigten zudem keine klinischen Anzeichen einer PPID (Hypertrichie, Hangebauch,

supraorbitale Fettansammlungen, Anzeichen einer akuten und chronischen Hufrehe).

5.2. Durchfiihrung des cGIT

Zur Diagnostik eines EMS-Patienten wurde nach dem zuvor beschriebenen standardisierten
Protokoll des cGITs die erkrankten Pferde identifiziert. Dieser Test zeigte nach einer Studie

von Dunbar et al. eine besonders gute Sensitivitat und Spezifitat (Dunbar et al. 2016).

In der Literatur wurde der FSIGTT sowie EHC als Goldstandard beschrieben. Diese beiden
Tests sind allerdings sehr teuer, aufwendig und in der Praxis nicht gut umsetzbar (Toth et al.
2009, Dunbar et al. 2016). Obwohl diese Tests praziser sind, wurde in der vorliegenden Studie
der cGIT zur Diagnostik genutzt. Dieser ist einfach und in der Praxis deutlich realistischer
durchfuhrbar. Allerdings sollte zuklnftig zur Einschatzung der Insulindysregulation auch der

Insulin-Parameter herangezogen werden.
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Im Rahmen des cGITs wird die physiologische Aufnahme der Glukose und somit die
enteroinsulare Achse umgangen. Aulierdem gibt es keinen Einfluss durch die
Magenentleerung und die Passagezeit (Marks et al. 1991, Duhimeier et al. 2001, Morgan et
al. 2016). Allerdings ist diese Umgehung entgegen des physiologischen Weges. Dihlmeier et
al. zeigten in einer Studie, dass die totale Insulinsekretion verglichen zur intravendsen
Applikation signifikant héher nach der oralen Aufnahme der Glukose war (Duhlmeier et al.
2001). Ob die Korrelation zwischen der Insulinkonzentration und der des GLP-1 eine
verminderte Insulinsensitivitat reflektiert oder ob die Insulinkonzentration von der steigenden
GLP-1 Menge beeinflusst wird, wurde noch nicht abschlieRend geklart (Bamford et al. 2015).
Somit kann man mit diesem Test eher von einer Insulindysregulation sprechen und nicht bei
positivem Ergebnis von einer Insulinresistenz. Aufgrund dieser Umgehung der enteroinsularen
Achse konnten somit die Ergebnisse etwas verzerrt sein. Der OGT/OST wird durch die
Magenentleerung und die Glukoseabsorption im Dinndarm beeinflusst (Kronfeld et al. 2005).
Aulerdem spielt bei den oralen Tests, besonders den in-feed Tests, die Akzeptanz des
Pferdes eine bedeutende Rolle (de Laat et al. 2016) und somit auch die Aufnahmezeit. Bei der
Eingabe Uber die Nasenschlundsonde hingegen ist die Aufnahmezeit und die
Aufnahmemenge klar definierbar. Allerdings kdnnte man annehmen, dass in diesem
Zusammenhang der Faktor Stress mit einspielt. Eine Studie von Warnken et al. zeigte, dass
auch wenn bei Manipulation an der Nasenschlundsonde im Rahmen des OGT die
Cortisolwerte anstiegen, die Pferde die Basalwerte schnell wieder erreichten. Der Einfluss von
Stress auf die Testergebnisse ist noch nicht vollstandig geklart (Warnken et al. 2018b). Mit
dem cGIT werden diese aulleren Einflisse, sowie die Magenentleerung/-verweildauer
umgangen. Der OST ist in erster Linie ein Test, um die Antwort der p-Zellen des Pankreas

widerzuspiegeln und gibt wenig Information Uber die Insulinsensitivitat (Lindase et al. 2017).

Die Wiederholbarkeit und die Vergleichbarkeit der Tests sind aufgrund des strengen Protokolls
gut madglich. Allerdings ist die Kurve der Glukose starkeren Schwankungen ausgesetzt als die

des Insulins (Brojer et al. 2013).

Der signifikante Unterschied (p=0,045) zwischen der Vor- und Nachuntersuchung zeigte, dass
in der Placebo-Gruppe die Zeit zum Wiedererreichen des Glukosebasalwertes kirzer ist
verglichen mit der Voruntersuchung. Das wirde bedeuten, dass sich die Placebo-Gruppe im
Gegensatz zur Verum-Gruppe verbessert hat. Hier muss allerdings erwahnt werden, dass sich
bereits die Glukosekurven vor der Placebo-/Verum-Gabe zwischen den Gruppen signifikant
(p=0,008) unterschieden haben. Die Placebo-Gruppe erreichte im Durchschnitt nach 154,09

Minuten und die Verum-Gruppe nach 119,74 Minuten den Glukosebasalwert wieder.
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In einigen Studien, in denen der cGIT zur Diagnostik genutzt wurde, wurde der Katheter zur
Applikation in die eine V. jugularis gelegt und der zur Blutentnahme in die Andere (Brojer et al.
2013), da die Moglichkeit besteht, dass die Glukose am Katheter haften bleibt, die man zuvor
eingegeben hat. In unserer Studie wurde, um dem entgegenzuwirken, der Venenkatheter

mittels 10 ml Natrium-Chlorid-Lésung unter Zusatz von Heparin-Natrium gespdilt.

StandardmaRig wird der cGIT mit dem humanen rekombinaten Insulin empfohlen, da aufgrund
der Umwidmungskaskade das porzine Zink Insulin, das Caninsulin ®, fir Hunde und Katzen
auf dem Markt ist, wurde dieses in dieser Studie fur die Durchfiihrung des cGITs verwendet.
Hier sei allerdings zu beachten, dass dieses eine veranderte Kinetik aufweist und der
Glukoseabfall im Vergleich zum rekombinaten humanen Insulin verzogert ist.
Dementsprechend wurden die Zeiten des cGITs angepasst. Dies beruhte auf Schatzungen.
Hierzu wurde unsererseits keine Untersuchung vorgenommen. Die hierzu durchgefiihrten
Studien wurden erst zu einem spateren Zeitpunkt verdffentlicht. In einer Studie von Warnken
et al. wurde an gesunden Pferden gezeigt, dass die im Rahmen des mit dem porzinem Zink
Insulin durchgeflinrten cGITs die Dynamik des Insulins und der Glukose verandert ist
(Warnken et al. 2018b). In einer weiteren Studie wurde fur den Insulinstimulationstest mit dem
porzinen Zink Insulin der Cut-off-Wert angepasst. Hierzu sind noch nicht alle Details
veroffentlicht (Grob et al. 2020).

5.3. Intrazellulare Magnesiummessung

Neben der in unserer Studie durchgefihrten intrazellularen Magnesiummessung in
Blutlymphozyten, wurde in der Humanmedizin auch eine intrazellulare Messung in
Erythrozyten beschrieben. Im Vergleich zu der Messung in den Lymphozyten ist das Verfahren
in den Erythrozyten mit deutlich weniger Aufwand verbunden (Stockle et al. 2019). In der
Veterindrmedizin, speziell fur Pferde gibt es allerdings noch keine etablierten Referenzwerte
fur die intrazelluldare Magnesiumkonzentration (Stockle et al. 2019). Hingegen wurde die
intrazellulare Magnesiummessung innerhalb der Blutlymphozyten bereits in der Pferdemedizin
in Anlehnung an die etablierte Methode in der Humanmedizin (Delva et al. 1998) von Winter
et al. etabliert (Winter et al. 2018). Im Rahmen dieser Studie wurden auch Referenzwerte flr
den intrazellularen Magnesiumgehalt in Lymphozyten festgelegt (Winter et al. 2018). In der
Humanmedizin konnte bereits gezeigt werden, dass der Grad der Insulinresistenz mit der
intrazellularen Magnesiumkonzentration in den Lymphozyten korreliert (Delva et al. 1998). In

der Pferdemedizin konnten bisher nur Tendenzen festgestellt werden (Winter et al. 2016).
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Die Messung der intrazellularen Magnesiumkonzentration innerhalb der Erythrozyten zeigte
bereits in der Humanmedizin, dass die Konzentration nahrungsabhangig ist (Basso et al.
2000). In einer Studie von Stockle et al. wurde gesunden Pferden Magnesiumaspartat-
Hydrochlorid oral supplementiert und sowohl die intrazellulare Magnesiumkonzentration in den
Blutlymphozyten als auch in Erythrozyten gemessen. Hier konnte eine Tendenz gesehen
werden, dass die intrazellulare Magnesiumkonzentration in den Erythrozyten eher ansteigt als
in den Lymphozyten. Allerdings war dies nicht signifikant und die Studienpopulation (n = 5)
sehr klein (Stockle et al. 2019). Es wurde bereits gezeigt, dass die intrazellulare
Magnesiumkonzentration in Erythrozyten verschiedenen Einflissen unterliegt, wie dem Alter
(Elin und Hosseini 1985), dem HLA Phanotyp (Nadler und Rude 1995) und der Aktivitat der
Natrium-Magnesium Austauschers (Widmer et al. 1995). Dies ldsst vermuten, dass die
Messung innerhalb der Blutlymphozyten verlasslicher und auch etablierter ist - v.a. in der
Pferdemedizin (Stockle et al. 2019). Fur zuverlassige Messungen in den Erythrozyten beim

Pferd bedarf es weiterer Studien.

In Bezug auf die in dieser Studie durchgefiihrte intrazellulare Magnesiummessung innerhalb
der Blutlymphozyten muss erwahnt werden, dass die Blutlymphozyten wahrend der
Aufbereitung in einem Medium belassen wurden, dem Magnesium zugesetzt wurde. Dies
sollte dem Einfluss auf die intrazellularen Magnesiumkonzentration durch Osmose
entgegenwirken. Inwieweit dies allerdings die intrazellulare Magnesiumkonzentration

beeinflusst, bleibt noch zu klaren (Stockle et al. 2019).

5.4. Intrazellularer Magnesiumgehalt und Magnesiumgehalt im Serum

In der Humanmedizin wurde gezeigt, dass bei Diabetes Mellitus Patienten meist ein
Magnesiummangel auf zellularer Ebene oder im Serum vorliegt (Barbagallo und Dominguez
2015). Aulerdem wird in der Humanmedizin davon gesprochen, dass ein Typ 2 Diabetes
Mellitus durch ein Magnesium Defizit hervorgerufen werden kann (Pham et al. 2007, Sales et
al. 2011). In unserer Studie konnte nur bei 2 Pferden ein Magnesiummangel auf intrazellularer
Ebene festgestellt werden. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass das Pferd durch die
Nahrungsaufnahme konstant gut mit Magnesium versorgt ist und somit der Bedarf an
Magnesium gedeckt ist. Bei einer zusatzlichen oralen Supplementierung von Magnesium
konnte man die Hypothese aufstellen, dass Magnesium vermehrt Gber den Urin
ausgeschieden wird. Allerdings wurde in einer Studie von Stdckle et al. gezeigt, dass bei
gesunden Pferden, die mit Magnesium gefittert wurden, die Exkretion tUber den Urin nicht
vermehrt ist (Stockle et al. 2019).
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Der Serum-Magnesiumgehalt lag bei allen Pferden im Referenzbereich. Dies unterstitzt die
Annahme, dass der Serum-Magnesiumgehalt relativ konstant gehalten wird und zunachst bei

einem Mangel Magnesium aus den Zellen mobilisiert wird (Vormann 2003).

Humanmedizinische Studien zeigten, dass eine Magnesiumsupplementierung zu einer
Verminderung der Inzidenz eines Diabetes Mellitus Typ 2 flhrt (Barbagallo und Dominguez
2015). AuRerdem wurde in einer Studie von Kurth ein Anstieg der intrazellularen
Magnesiumkonzentration durch orale Magnesiumsupplementierung bewirkt (Kurth 2012).
Untersuchungen am Pferd zeigten keine signifikante Verbesserung der Insulinsensitivitat nach
Magnesiumsupplementierung (Chameroy et al. 2011, Winter et al. 2016). Auch in unserer
Studie verbesserte sich die Insulinresistenz nicht. Aulerdem konnte nach dreimonatiger
Magnesiumsupplementierung keine erhohte intrazellulare Magnesiumkonzentration
nachgewiesen werden. Ein Grund hierfir kénnte sein, dass die Pferde ausreichend mit
Magnesium versorgt waren und das zusatzliche Magnesium ausgeschieden haben. Hier ware
es vorteilhaft gewesen, auch die Ausscheidung zu untersuchen. Aufgrund des hohen

Arbeitsaufwandes unserer Studie wurde dies jedoch nicht zusatzlich untersucht.

In der univariablen Regressionsanalyse konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der
intrazellularen Magnesiumkonzentration nach der Placebo-Gabe zur Glukosekurve, RISQI,
Nuchtern-Insulin und Fruktosamin festgestellt werden. Der grenzwertige Zusammenhang
(p=0,07) zwischen der intrazellularen Magnesiumkonzentration und der Nuchtern-Insulin-
Konzentration spricht daflir, dass mit zunehmender Insulinresistenz der intrazellulare
Magnesiumgehalt steigt. Der beobachtete Zusammenhang (p=0,045) zwischen der
intrazellularen Magnesiumkonzentration und RISQI bestéatigt dies. Der intrazellulare
Magnesiumgehalt sank, wenn RISQI anstieg und somit die Insulinsensitivitat verbessert war.

Dies widerspricht den bisher vermuteten Zusammenhange.

In der multivariablen Regressionsanalyse wurde gezeigt, dass nur Fruktosamine und das
Ergebnis des cGITs mit dem intrazellularen Magnesium signifikant nach der Placebo-
Applikation assoziiert waren. Die anderen Faktoren hatten keinen Einfluss. RISQI konnte in
die multivariable Regressionsanalyse nicht mit einbezogen werden, da dieser errechnete Wert
zu stark mit Insulin korreliert. In der multivariablen Regressionsanalyse wurde gezeigt, dass,
wenn der cGIT um den Faktor 1 anstieg, Magnesium intrazellular um 0,001 mmol/l stieg. Das
heillt: Je langer die Zeit bis zum Wiedererreichen des Glukosebasalwertes (und damit je
schlechter die Insulinsensitivitat  ist), desto hoher ist die intrazellulare
Magnesiumkonzentration. In der Verum-Gruppe hatten sich keine signifikanten
Zusammenhange gezeigt. Dies ist entgegen der bisherigen Annahme, dass die Magnesium-

Aufnahme nach intrazellular, wie beim Menschen ein Insulin-Rezeptor vermittelter Prozess ist
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(Hwang et al. 1993, Kurth 2012). Die Zusammenhange, die in der Placebo-Gruppe festgestellt
wurden, sind vermutlich keine kausalen Zusammenhange, sondern zufallig. Die Fruktosamine
spiegeln den mittelfristigen Glukosegehalt wider. Abhangig von der HOhe des
Blutzuckerspiegels werden Plasmaproteine gebildet. Bei Rehepferden wurde Fruktosamin als
klinischer Marker fiir eine abnormale Glukosekontrolle identifiziert (Knowles et al. 2012). In
dieser Studie wurde eine Assoziation zwischen Magnesium intrazellular und dem
Fruktosamingehalt in der Placebo-Gruppe festgestellt. Wenn Fruktosamin um den Faktor 1
anstieg, dann stieg Magnesium intrazellular um 0,002 mmol/l an. Dieser Zusammenhang
konnte in der Verum-Gruppe nicht festgestellt werden. Dies widerspricht den Erwartungen.
Vermutlich ist auch hier der Zusammenhang zwischen Fruktosamin und dem intrazellularen

Magnesium in der Placebo-Gruppe ein zufalliger und nicht kausaler Zusammenhang.

5.5. Hyperinsulinamie

Eine basale Hyperinsulinamie konnte in keinem der Falle bestatigt werden. Die Nuchtern-
Insulinkonzentrationen lagen alle innerhalb des Referenzbereiches. Das Insulin unterliegt
weniger Schwankungen und ist ein eindeutigeres Indiz fir eine Insulinresistenz (Brojer et al.
2013). Das Ausmaly der Insulinresistenz/-dysregulation war in der gesamten
Studienpopulation nicht besonders ausgepragt. Mit einer grenzwertigen Signifikanz (p= 0,07)
wurde ein linearer Zusammenhang zwischen dem basalen Insulin und der intrazellularen
Magnesiumkonzentration in der Placebo-Gruppe gezeigt. Wenn die Nuichtern-
Insulinkonzentration um den Faktor 1 stieg, dann stieg Magnesium intrazellular um 0,005
mmol/l. Dies wirde bedeuten, dass mit zunehmender Insulinresistenz die intrazellulare
Magnesiumkonzentration steigt und den bisherigen Beobachtungen und Annahmen

widersprechen.

Die Ergebnisse zeigten, dass in der Placebo-Gruppe das stimulierte Insulin nach der
Verabreichung im Mittel (20,5 pyU/ml) niedriger war als in der Verum-Gruppe. Passend hierzu
zeigte sich RISQI nachher héher als vorher. Dies spricht daflr, dass die Insulinsensitivitat
verbessert scheint. Vermutlich spielen hier andere Faktoren in das Ergebnis mit ein, so z.B.
die Futterung. In der Verum-Gruppe wurde berichtet, dass die Pferde oft mit schmackhaftem
Mdasli zugefittert werden mussten, um eine Aufnahme des Verum-Praparates ansatzweise zu
gewahrleisten. In diesem Zusammenhang muss auch erwahnt werden, dass sich die
stimulierten Insulin-Werte nach 45 Minuten signifikant zwischen den Gruppen vor der Verum-
/Placebo-Applikation unterschieden. Insgesamt war die Konzentration in der Placebo-Gruppe

zu Anfang signifikant héher und insgesamt zeigten 5 Pferde erhéhte stimulierte Insulin Werte.
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Die Nichtern-Insulinkonzentrationen lagen bei allen Pferden in der Norm. Die Verbesserung
der Placebo-Gruppe ist in diesem Zusammenhang vermutlich durch andere Faktoren
ausgeldst worden z.B. die Sensibilisierung der Besitzer, eine unbewusste Optimierung der

Haltung und Bewegung. Die Zuteilung in die Gruppen war zufallig und nicht beeinflussbar.

5.6. Darreichungsform des Magnesiumaspartat-Hydrochlorids

In  der Humanmedizin wurde ein signifikant positiver Effekt der oralen
Magnesiumsupplementierung festgestellt. Da beim Menschen haufig ein Magnesiumdefizit
diagnostiziert wird, entweder im Blut und/oder intrazellular (Barbagallo und Dominguez 2007),
wurde dieser Ansatz von Kurth in einer Studie untersucht. Hier wurde ein signifikanter Anstieg
der intrazellularen Magnesiumkonzentration durch die orale Supplementierung von
Magnesiumcitrat gezeigt (Kurth 2012). In unserer Studie konnte kein signifikanter Anstieg des
intrazellularen Magnesiums festgestellt werden. Vor der Supplementierung zeigten lediglich 2
Pferde einen leichten intrazellularen Magnesiummangel. Diese Pferde waren in der Verum-
Gruppe. In der Nachuntersuchung hatten insgesamt 5 Pferde einen verminderten
intrazellularen Magnesiumgehalt, wovon sich 4 Pferde in der Placebo-Gruppe befanden. Dass
4 Pferde in der Placebo-Gruppe einen intrazelluldren Magnesiummangel zeigten, kénnte damit
zusammenhangen, dass diesen nicht zusatzlich Magnesium zugeflihrt wurde und hier
vermutlich Magnesium aus der Zelle mobilisiert wurde, um den Magnesiumhaushalt aufrecht
zu erhalten. Hier ware eine Messung des insgesamt mit der Nahrung aufgenommenen
Magnesiums hilfreich gewesen. Es scheint unwahrscheinlich, dass die Pferde unzureichend
Uber die Nahrung mit Magnesium versorgt wurden, insbesondere, da keines der Tiere eine

spezielle Diat erhielt.

Die in der Studie von Kurth in der Humanmedizin festgestellte Erhéhung der intrazellularen
Magnesiumkonzentration konnte in dem von uns durchgefiihrten Projekt am Pferd nicht

bestatigt werden.

Muhlbauer et al. haben die Absorption verschiedener Magnesiumdarreichungsformen beim
Menschen untersucht und konnten eine bessere Absorption von Magnesium-L-aspartat-
Hydrochlorid zeigen im Vergleich zu Magnesiumoxid (Muhlbauer et al. 1991). Es gibt keine
vergleichbaren Studien beim Pferd, sodass die Absorption beim Pferd sich méglicherweise

anders verhalt.

Die in unserer Studie verwendete Magnesiumaspartat-Hydrochlorid Losung wurde malig

toleriert. Ob dies an dem Geschmack, der Konsistenz oder der Menge der zu verabreichenden
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Lésung lag, kdnnen wir nicht sagen. Die Pferde bekamen relativ gro3e Mengen verabreicht.
Das durchschnittliche Gewicht der Pferde betrug 431 kg, sodass die Pferde pro Tag etwa 200
ml der Lésung verabreicht bekommen mussten. Auch wenn die Besitzer eine regelmafige
Verabreichung bestatigten, musste die Lésung oft mit zusatzlichem Futter vermischt werden,
um die Akzeptanz zu verbessern. Bei der alternativen oralen Verabreichung mit einer Spritze
kam es laut Besitzern zu Verlusten. AuRerdem wurden aus der Verum-Gruppe aufgrund von
Nichtakzeptanz 3 Pferde nicht zur Nachuntersuchung vorgestellt. Von Studien in der
Humanmedizin ist bekannt, dass das Magnesiumaspartat-Hydrochlorid wenig schmackhaft ist

und daher bevorzugt in Tablettenform angewendet wird (Muhlbauer et al. 1991).

5.7. Compliance der Besitzer und Haltungsbedingungen

Die Teilnahme an der Studie setzte u.a. einen positiven cGIT voraus. In der 3-monatigen
Phase der Verum- und Placebo-Fitterung sollte am Management der Tiere nichts geandert
werden. Die Studie war auf eine zuverlassige Gabe der Praparate durch die Besitzer
angewiesen. Einen negativen Einfluss konnte die Sensibilisierung der Besitzer durch einen
positiv ausgefallenen cGIT haben, die somit auf das Equine metabolische Syndrom
aufmerksam geworden sind. Deshalb ist es mdglich, dass unbewusst in der Haltung, Futterung
und im Bewegungsmanagement Anderungen vorgenommen wurden. Gegen diese Annahme

spricht, dass es keine signifikanten Veranderungen im BCS, CNS und Gewicht gegeben hat.

Des Weiteren sind saisonale Haltungsunterschiede anzumerken. In der Sommersaison
werden die meisten Pferde auf einer Weide gehalten, teils stundenweise, teils den ganzen
Tag. Es ist also mdglich, dass sich solche Haltungsveranderungen innerhalb der Testphase
eingestellt haben. In unserer Studie ist dem durch die randomisierte Verteilung
entgegengewirkt. Bei der Betrachtung unserer Daten fallt eine recht gleichmalige Verteilung

der Pferde im Hinblick auf die Gruppe und den Verabreichungszeitraum auf.

Der bei Diabetespatienten in der Humanmedizin haufig vorliegende intrazellulare
Magnesiummangel (Barbagallo und Dominguez 2007) konnte in unserer Studie so nicht
nachvollzogen werden. Es lag lediglich bei 2 Pferden eine intrazellulare
Magnesiumkonzentration unterhalb des Referenzbereiches vor. Dies lasst sich vermutlich
damit erklaren, dass die Futtermittel fur Pferde haufig reich an Magnesium sind. Stewart et al.
zeigten 2004 in einer Studie, dass der Pferdenahrung gezielt Magnesium entzogen werden

muss, um ein wirkliches Magnesium-Defizit zu erreichen (Stewart et al. 2004).
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6. Zusammenfassung

Der Einfluss von Magnesiumaspartat-Hydrochlorid auf die Insulinsensitivitat bei

Pferden mit Equinem metabolischen Syndrom

Das Equine metabolische Syndrom ist eine der meistverbreiteten endokrinen Stérungen und

somit eines der wichtigsten Forschungsgebiete in der Inneren Medizin beim Pferd.

Das Equine metabolische Syndrom zeigt viele Parallelen zu dem Diabetes Mellitus Typ Il beim
Menschen. Menschen mit Diabetes Mellitus Typ Il zeigen oft einen Magnesiummangel auf
intrazellularer Ebene, wahrend die Konzentration im Serum im Referenzbereich liegt. Dieser
intrazellulare Magnesiummangel kann beim Menschen verschiedene Ursachen haben. Hierzu
zahlen vermehrte renale und gastrointestinale Verluste oder eine zu geringe Aufnahme von
Magnesium Uber die Nahrung. Studien der Humanmedizin zeigen eine Verbesserung der
Insulinsensitivitdt nach Magnesiumsupplementierung. Mithilfe einer friheren Studie unserer
Arbeitsgruppe konnte ein Referenzbereich fur das intrazelluldre Magnesium bei gesunden
Pferden etabliert und gezeigt werden, dass die intrazellulare Magnesiumkonzentration bei
Pferden mit dem metabolischen Syndrom niedriger ist als bei gesunden Tieren. Studien, die
einen Einfluss nach Magnesiumsupplementierung auf die Insulinsensitivitdt beim Pferd
untersuchen, gibt es bisher nicht. Hauptziel unserer Studie war daher, den Einfluss der
Magnesiumfitterung auf die Insulinsensitivitat bei Pferden mit dem metabolischen Syndrom

zu untersuchen.

In dieser Studie wurden 41 an EMS erkrankte Pferde (diagnostiziert durch einen positiven cGIT
und phanotypische Merkmale) Uber 3 Monate einmal taglich mit 30 mg/kg KGW
Magnesiumaspartat-Hydrochlorid oder einem Placebo-Praparat gefiittert. Die untersuchenden
Tierarzte und Besitzer der Pferde wussten nicht, ob das Pferd das Verum- oder Placebo-
Praparat erhielt. Es wurden die Nichtern-Glukosekonzentration, Glukosekurve, NUchtern-
Insulinkonzentration, stimulierte Insulinkonzentration, ACTH, Fruktosamine, Triglyzeride,
GGT, die Magnesiumkonzentration im Serum sowie die intrazellulare
Magnesiumkonzentration gemessen. AuRerdem wurden die Proxies RISQI (reciprocal inverse
square of insulin) und MIRG (modified insulin-to-glucose ratio) berechnet. Mittels uni- und
multivariabler linearer Regressionsanalyse wurde der Einfluss von intrazelluldrem Magnesium
auf die anderen erhobenen Parameter ermittelt. Ob es signifikante Unterschiede zwischen der
Erst- und Nachuntersuchung (Dif ferenz,orher—nachner) 9ab wurde mittels ,One-Sample
Wilcoxon Signed Rank Test® einmal flr alle Daten und einmal getrennt flr jede Gruppe
durchgefuhrt.
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Pferde in der Verum-Gruppe zeigten keine signifikante Verbesserung des cGITs (definiert als
kiirzere Zeit bis zum Wiedererreichen des Glukosebasalwertes) und der Insulinkonzentration
zu den Zeitpunkten 0 und 45 Minuten. Es konnte weder in der Verum- noch in der Placebo-
Gruppe ein signifikanter Unterschied im BCS, CNS und Kérpergewicht in der Vor- und
Nachuntersuchung gezeigt werden. Die Pferde in der Placebo-Gruppe zeigten eine
signifikante Verringerung des stimulierten Insulins (p=0,006) und einen signifikanten Anstieg
von RISQI (p=0,042).

Einige Einflussfaktoren und Limitationen dieser Studie sollten erwahnt sein: Die Futtermittel
fur Pferde zeigen normalerweise einen hohen Gehalt an Magnesium, sodass die Versorgung
Uber die Nahrung zumeist gewahrleistet ist. Auch die Verluste tber den Urin verursacht durch
eine Hyperglykamie und nachfolgende Glukosurie kénnen beim Pferd vernachlassigt werden.
In unserer Studie zeigte keines der Pferde eine Hyperglykdmie. Zudem war die orale
Akzeptanz des Magnesiumaspartat-Hydrochlorids sehr gering. Es ist moglich, dass die Menge
und die Darreichungsform die Ergebnisse beeinflusst haben. Dies kénnen Griinde dafir sein,

dass der Effekt der Magnesiumsupplementierung in dieser Studie ausblieb.

In der Humanmedizin basiert die Diagnose eines Diabetes Mellitus Typ Il auf einer basalen
Hyperglykdmie und Hyperinsulinamie. Hauptkriterium fur die Bewertung der Insulinsensitivitat
beim Pferd sind die Glukosekurve und die Insulinantwort wahrend des cGITs. Die Auspragung
der Insulindysregulation ist damit beim Menschen mit Diabetes deutlich starker als bei Pferden
mit Equinem metabolischen Syndrom. So waren die basalen oder stimulierten
Insulinkonzentrationen in dieser Studie bei nur 7/41 Pferden bei der Erstuntersuchung erhoht.
In den anderen Fallen wurde EMS basierend auf der Glukosedynamik diagnostiziert. Die
Glukosedynamik unterliegt vielen externen Einflissen und ist schlecht reproduzierbar. Weitere
Studien sollten nur die Pferde einbeziehen, die eine schwere Form von EMS und eine erhohte
Insulinkonzentration (Nichtern-Insulin/ Insulin nach 45 Minuten) zeigen, um die Rolle des

Magnesiums bei diesen Patienten evaluieren zu kénnen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Magnesiumsupplementierung bei den EMS
Patienten in dieser Studie keine positiven Effekte auf die Insulinsensitivitat hatte. Es bendétigt
weitere Studien, um die Rolle des Magnesiumstoffwechsels bei Pferden mit einer starker

ausgepragten Insulindysregulation zu verstehen.
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7. Summary

The influence of magnesiumaspartate-hydrochloride on insulin sensitivity in horses

with equine metabolic syndrome

The equine metabolic syndrome (EMS) is one of the most common endocrine disorders and

therefore one of the main research areas in equine internal medicine.

The equine metabolic syndrome has many parallels to the human diabetes mellitus type 1.
Humans with diabetes mellitus type Il often show an intracellular magnesium deficit, while the
serum magnesium concentration is within its reference ranges. Multiple reasons for
magnesium deficits have been suggested in humans which includes urinary and
gastrointestinal losses of magnesium or a diet with a low magnesium content. In human
diabetes patients, the supplementation of magnesium improves the insulin sensitivity. In a
previous study our research group established reference ranges for the intracellular
magnesium concentration in healthy horses and was able to show mildly reduced
concentrations in horses with metabolic syndrome. To the best of the authors’ knowledge,
studies regarding the effect of magnesium supplementation on insulin sensitivity do not exist
in equine medicine so far. The aim of this study was therefore, to investigate the influence of

an oral magnesium supplementation on insulin sensitivity in horses with EMS.

This study included 41 horses with equine metabolic syndrome (diagnosed by a positive
combined glucose insulin tolerance test and an EMS phenotype). For three months, these
horses either received once daily 30 mg/kg bodyweight magnesiumaspartate-hydrochloride or
a placebo. Both treating veterinarian and horse owner did not know if the horse received verum
or placebo. The baseline glucose, glucose curve, baseline insulin, insulin after 45 minutes,
ACTH, fructosamine, triglycerides, GGT, serum magnesium and the intracellular magnesium
concentration were determined. Furthermore, the reciprocal inverse square of insulin (RISQI)
and the modified insulin-to-glucose ratio (MIRG) were calculated. Linear regression analyses
with uni- and multivariable models were calculated to evaluate the influence of the intracellular
magnesium concentration on all other collected parameters. Determination of significant
differences between the initial and the follow-up examination (dif ferencepesore—after) Was
calculated with One-Sample Wilcoxon Signed Rank Test for all data and separately for the

groups.

Horses, that received magnesiumaspartate-hydrochloride showed no significant improvement

of ¢cGIT and the insulin sensitivity. No significant differences of BCS, CNS and body weight
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Summary

were observed in horses that received verum or placebo during first and the follow-up
examination. Horses, that received placebo showed a significant decrease of insulin after 45
minutes (p=0,006) and increase of RISQI (p=0,042).

Several influencing factors and limitation of this study should be mentioned: First of all, the diet
of horses typically contains high amounts of magnesium and urinary losses of magnesium
caused by hyperglycemia are rarely seen. In our study none of the horses showed glucose
concentration high enough to cause hyperglycemia. Furthermore, the oral acceptance of
magnesiumaspartate-hydrochloride in horses was low. It is therefore possible, that the dosage
and dosage form influenced the results. These might be reasons for the absent effects of

magnesium supplementation in our study.

In human medicine, diabetes mellitus type Il diagnosis is based on a hyperglycemia at rest
and a more pronounced insulin dysregulation than in horses with EMS. In contrast, the main
parameter for the assessment of insulin sensitivity in horses are glucose curve and insulin
response during cGIT. In this study, baseline insulin or insulin after 45 minutes were elevated
only in 7/41 horses during the first examination, and the diagnosis of EMS was based on
glucose dynamics in the other cases. Glucose dynamics, however, are easily influenced by
different external factors and are difficult to reproduce. Further studies should include only
horses with a more severe form of EMS and increased insulin concentrations (baseline insulin/

insulin after 45 minutes) to investigate the role of magnesium metabolism in this group.

In conclusion, further studies are necessary to understand and improve the treatment of equine
metabolic syndrome. The role of magnesium dynamics needs further investigation, especially

in horses with marked insulin resistance.
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Anhang

Allgzemeine Angaben zum Patienten

1. Wie wird lhr Pferd gehalten?

2. Wie wird lhr Pferd derzeit genutzt? (Art der Nutzung, Lange der Bewegung, Leistung, freie

Tage etc.)

3. Was bekommt lhr Pferd derzeit fiir Futtermittel und in welcher Menge?

4. Bekommt lhr Pferd zusatzlich z.B. zur Belohnung Leckerlies, M6hren, Bananen etc.?

5. Hat Ihr Pferd Vorerkrankungen?

6. Bekommt Ihr Pferd derzeit Medikamente?

7. Folgende Menge Magnesium wird/wurde verabreicht:

90



Anhang

Beurteilung von Effekten der Magnesiumgabe aus Sicht der Pferdehalter

1. Muskulire Beeintrachtigungen

e Muskelverspannungen?
e Muskuldre Blockaden?
e Rittigkeitsprobleme?

Vor der Magnesiumgabe Wéihrend der Magnesiumgabe
Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jabo  neinO jao  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:

2. Verhaltensauffalligkeiten

e Nervositat/Unruhe?

e Schreckhaftigkeit/Schreckreaktionen/Bodenscheuheit?
e Stressempfindlichkeit?

e Unwilliges Verhalten/Arbeitsunlust?

e Koppen/Weben/Flehmen?

Vor der Magnesiumgabe Wéhrend der Magnesiumgabe
Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jaO  neinO jadO  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:

91

Nach Beendigung der
Magnesiumgabe
Vorhanden/zutreffend?
jabo  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung:

Nach Beendigung der

Magnesiumgabe
Vorhanden/zutreffend?
jao  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung:



Anhang

3. Allgemeine Leistungsfahigkeit

e Mangelnde Ausdauer?
e Bewegungsunlust?

e Schweratmigkeit?

e Starkes Schwitzen?

Vor der Magnesiumgabe Wdihrend der Magnesiumgabe Nach Beendigung der
Magnesiumgabe

Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jabo  neinO jabo  neinO jabo  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:

4. Verdauung

e Verdauungsprobleme, z.B. dunkle, feste Pferdedpfel oder zu flussiger Kot?
e Wiederkehrende Koliken?
e Unvertraglichkeiten?

Vor der Magnesiumgabe Wéihrend der Magnesiumgabe Nach Beendigung der
Magnesiumgabe

Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jao  neinO jadO  neinO jad0  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:
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5. Hautstoffwechsel und Fellbeschaffenheit

e Stumpfes, struppiges, glanzloses Haarkleid?
e Gestorter Fellwechsel?

e Hautirritationen?

o Weitere Auffalligkeiten?

Vor der Magnesiumgabe Wdihrend der Magnesiumgabe Nach Beendigung der
Magnesiumgabe

Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jabo  neinO jabo  neinO jabo  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:

6. Harnapparat

e Vermehrter Harnabsatz?
o Weitere Auffilligkeiten?

Vor der Magnesiumgabe Wdhrend der Magnesiumgabe Nach Beendigung der
Magnesiumgabe

Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend? Vorhanden/zutreffend?

jabo  neinO jao  neinO jabo  neinO

Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung: Falls ja, bitte Beschreibung:
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7. Bitte schatzen Sie lhr Pferd ein! (Die Erklarung zur Einteilung des BCS(=Body Condition
Score) nach Henneke finden Sie auf einer separaten Tafel)

Vor der Magnesiumgabe Nach Beendigung der
Magnesiumgabe
BCS1 i BCS1 i
BCS 2 i BCS 2 i
BCS 3 i BCS3 i
BCS 4 ] BCS 4 ]
BCS 5 o BCS5 i
BCS 6 i BCS 6 i
BCS 7 i BCS 7 i
BCS 8 i BCS 8 i
BCS 9 i BCS 9 i

8. Vertraglichkeit / Akzeptanz

Nach Beendigung der Magnhesiumgabe:

Gab es Probleme bei der Verabreichung des Magnesiumproduktes?
ja o neino Falls ja, bitte Beschreibung:

Wurden Unvertraglichkeiten wahrend der Magnesiumgabe wahrgenommen?
jao  neino Falls ja, bitte Beschreibung:

Waren unerwiinschte Effekte zu beobachten?
jao  neino Falls ja, bitte Beschreibung:
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Lieber Pferdebesitzer, liebe Pferdebesitzerin

Ihr Pferd leidet an der Erkrankung , Equines Metabolisches Syndrom®. Hierbei handelt es sich um eine
Erkrankung des Stoffwechsels, dhnlich wie Diabetes des Menschen.

Bei Menschen mit Diabetes liegt haufig ein Mangel an Magnesium im Blut oder in den Zellen vor. Eine
Supplementierung der Nahrung mit Magnesium (ber den Bedarf hinaus verbessert beim Menschen
die Insulinsensitivitat und mindert die klinischen Auswirkungen von Diabetes.

Im Rahmen unserer Untersuchung méchten wir bei untersuchen, ob eine Magnesiumfitterung bei
Ihrem Pferd die Insulinresistenz senkt. Hierfiir wird lhr Pferd fiir drei Monate einmal taglich mit
Magnesium (Nupafeed liquid®, Verla-Pharm) oder einem Placeboprodukt versorgt. Dieses
Magnesiumprodukt enthdlt die besonders gut resorbierbare Verbindung Magnesiumaspartat-
hydrochlorid und ist bereits als Futterzusatzmittel etabliert. Es wird von Pferden gut vertragen und
[dsst sich leicht von lhnen selbst oral oder iiber das Futter verbreichen. Ob lhr Pferd das
Magnesiumpraparat oder das Placeboprdparat bekommt, wissen wir selbst nicht und kénnen es auch
nicht beeinflussen.

Wahrend der Zeit der Magnesium-/Placebofiitterung sollten Fitterung-, Haltungs- und
Bewegungsmanagement moglichst nicht gedndert werden. Nach drei Monaten findet eine
Nachuntersuchung in unserer Klinik statt. Die Versorgung mit Magnesium/Placebo und die
Nachuntersuchung sind kostenfrei. Im Untersuchungsrahmen sind die Bestimmung der
Magnesiumkonzentration im Blut und in der Zelle, der Triglyzeride und Leberenzyme enthalten.

Die Teilnahme an dieser Untersuchung ist freiwillig. Falls Sie sich hierzu entscheiden, bitten wir Sie
allerdings, die Magnesium- oder Placebogabe zuverlassig durchzufiihren und nach drei Monaten zur
Nachuntersuchung in unsere Klinik zu kommen.

Ihr Pferd bekommt einmal taglich —— ml
Magnesium/Placebo ins Maul oder ins Futter verabreicht.

Der Nachuntersuchungstermin wird telefonisch vereinbart.

Vielen Dank fur lhre Zusammenarbeit!

Ich erklare mich hiermit mit der Durchfliihrung des EMS-Tests, weiterer Blutuntersuchung und der
taglichen Gabe des Magnesium-/Placebopriparats einverstanden.

Berlin, Datum Pferdebesitzerin Tierarztin
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Checkliste Magnesiumuntersuchung bei Equinem Metabolischen Syndrom

Erstuntersuchung/ Nachuntersuchung

Daten
Pferdename: Besitzername:
Veteranummer (Fall): Datum:

Foto erledigt[ ]

Klinische Untersuchung

Auffalligkeiten Allgemeinuntersuchung:

Gewicht (kg): CNS (0-5): BCS (1-9): Groflke (cm):
Orthopadische US (LH Grad 0-5):

Hufzangentest: positiv [_] negativ [ |

OBEL Score (0-4):

Intrazellulares Mg?*(mmol/L)

Blut einfrieren fur RNA-Extraktion, ZP 0 und 45 Min [] erledigt

Wo: Internistik, abgeschlossene Box, -80° Kiihlschrank, griine Box (,Mg*), Fach:
Was: EDTA-Blut (je 4 ml plusXX RNAlater, verteilt auf Kryoréhrchen)
Beschriften: Tiername, Datum, ZP 0 oder 45

Boxnummer:

Blut einfrieren fiir ELISAs (Adiponektin, Leptin), ZP 0 [ | erledigt

Wo: Physiologie, -80° Kiihlschrank, griine Box (,Mg*), Fach:

Was: Serum, vorher abzentrifugieren innerhlab von 30 Min nach Abnahme, 20 min, 10009
Beschriften: Tiername, Datum

Boxnummer:
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Labordiagnostik

Zeitpunkt 0: Blutgasanalyse, 3x Serum, 2x EDTA (inkl. wegfrieren fir RNA), 4x Lithium-

Heparin (zur Sicherheit)

Zeitpunkt 45: Blutgasanalyse, 1x Serum, 1x EDTA (zum Wegfrieren fur RNA), 4x Lithium-

Heparin

Intern:

Glukose-0-Wert (mg/dL) Blutgas
GGT (U/L) Serum

LDH (U/L) Serum

GLDH (U/L) Serum

TG (mg/dL) Serum

Ca?* Serum (mmol/L) Blutgas
Berechnen:

RISQI ((mU/L)%%)

MIRG (mU?/10.L.mg)

HOMA-Index

Versand:

Insulin-0-Wert (uU/ml) Serum 1ml
Insulin-45-Wert (uU/ml) Serum 1ml
ACTH (pg/ml) EP, 0.5 ml, direkt abzentrifugieren
Fructosamine (pmol/L) Serum 1ml
Mg?* Serum (mmol/L) Serum 0,5 ml

Bei Laboklin als Einzelmessungen: ACTH, Insulin (2x), Fructosamin, Magnesium

Bitte angeben Insulin 0 und 45 Minuten bei Bemerkungen

CGIT erledigt [ ]
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IT — Combin lu -insulin

Patient
Studien-ID:

Name:

Besitzer:

Veteranr.:

Vorbereitung

6 Stunden Hungern — ab: Uhr (Maulkorb und Wassereimer)

12 Stunden keine Sedation!!!
Katheter rechts () /links O

Kérpergewicht: kg

Kein Stress!!!

Nuchternwertermittlung:

Uhrzeit: Uhr

Glucose 0: Insulin O:

Applikation von Glukose und Insulin:

Uhrzeit: Uhr

Glucoseinfusion (150 mg/kg)

mit 40%iger Glucoseldsung (enthalt 0,4 g/ml)

- KGWx 150 = mg = g (bendtigte Glucose)
- Bendtigte Glucose (g)/0,4 = mi

Insulininjektion (0,1 I.E./kg)

Caninsulin® (40 I|.E./ml; entsprechend 1 1.E./0,025ml), in 1,5ml isotonischer NaCl-

Infusionslésung

- KGWx0,1= I.E. (bendtigtes Insulin)
- Bendtigtes Insulin (I.E.) x 0,025mI= mi
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Blutwertermittlung post Applikation:

Uhrzeit: bis Uhr

Glucose 1:

Glucose 5:

Glucose 15:

Glucose 25:

Glucose 35:

Glucose 45: Insulin 45:

Glucose 60:

Glucose 75:

Glucose 90:

Glucose 105:

Glucose 120:

Glucose 135:

Glucose 150:

Befundauswertung:

Positv =~ O

- Glucose erst nach 275 Minuten wieder auf Basalniveau ()

- Insulin erhéht (siehe Laboklinbefunde, anhangend) ()

Negativ O
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Protokoll Zellisolation
Material
1. Li-Hep. Réhrchen

- Menge: 2 Réhrchen/Probe
- WO: in Internistik, erste Box rechts, oberes Regelfach ganz links

- Nachbestellen: Frau Blank/ Frau Ahrens
2. PBS Lonza mit 0,8 mmol/l MgCl, zugesetzt

- Menge: 16 mil/Probe

- VORHER ANMISCHEN!!: pro 500 ml Flasche 0,4 mmol und von der 1 molaren Lésung
0,4 ml. GUT MISCHEN!!

- WO: in Internistik, abgeschlossene Box, Regal links; MgCl, in Physiologie, Nasslabor,
links an der Wand. Auf Konzentration achten!!

- Nachbestellen: PBS Annette Ziesche

3. Histopaque

- Menge: 20 ml/Probe

- WO: in Physiologie in Kihlkammer

- IMMER BESCHRIFTEN mit Datum und Pferdeklinik!!

- Nachbestellen: Judith Winter

4. HBSS mit 0.8 mmol/l MgCl, zugesetzt

- Menge: 50 mil/Probe

- VORHER ANMISCHEN!!: pro 500 ml Flasche 0,4 mmol und von der 1 molaren Lésung
0,4 ml. GUT MISCHEN!!

- WO: in Physiologie in Kihlkammer

- IMMER BESCHRIFTEN mit Datum und Pferdeklinik!!

- Nachbestellen: Judith Winter

Vorgehen

Pro Probe 2 Anséatze:
- 2x 8 ml Lithium Heparin Blut mischen mit 2x8 ml PBS mit MgCl,
- Vorsichtig pipettieren auf je 10 ml Histopaque

- In Zentrifuge in 3. Raum links in Physiolabor 20 Min, 21 °C, 700¢g

- Lymphozytenschicht abnehmen
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- In Zentrifuge (gleiche) 7 Min, 21°C, 550 ¢
- Uberstand verwerfen, resuspendieren in 10 ml HBSS mit MgCl,
- In Zentrifuge (gleiche) 7 Min, 21°C, 550 g
- Uberstand verwerfen, resuspendieren in 10 ml HBSS mit MgCl,
- In Zentrifuge (gleiche) 7 Min, 21°C, 550 g

- Uberstand verwerfen, resuspendieren in 1 ml HBSS

Messung der Zellzahl

- Am automated cell counter, neben Mg-Messgerat
- 10 pl der Probe mischen mit 10 ul Tryptanblau, davon 10 ul auf Messslide
- Reinstecken, Zellgrenzen einstellen (5-10 um)

- Zellzahl notieren

Protokoll Zellloading

Schlielt sich unmittelbar an Zellisolation an
Material

1. MagFura 2

- Menge: 2x 8,7 pl/Probe

- WO: Anbruch in Physiologie, Gerhards Labor, Tiefkiihlfach, rosa Schachtel; Vorrat:
Internistik, abgeschlossene Box, Gefrierschrank oberstes Fach

- Nachbestellen: Judith Winter

- Wichtig: neues MagFura in 208 pl DMSO (unter Werkbank) l6sen, nach Gebrauch
Rest einfrieren

- CAVE: LICHTEMPFINDLICH!!Nicht drauf3en stehen lassen

2. HBSS (Reste von Zellisolation)

Vorgehen

- Zu jeder Einzelprobe je 8,7 pyl MagFura zugeben, mischen

- 30 min inkubieren auf Rittelplatte, abgedeckt

- Zentrifugieren 5 min, 400 g in kleiner Zentrifuge in Raum1

- Uberstand verwerfen, resuspendieren in 1 ml HBSS mit MgCl,
- 20 Min inkubieren auf Rittelplatte, abgedeckt

- Zentrifugieren 5 min, 400 g
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- Uberstand verwerfen, resuspendieren in 1 ml HBSS mit MgCl,

- Einzelproben wieder zu Sammelprobe zusammenfligen

Protokoll Magnesiummessung

Geratecheck und Programm

- Gerat anstellen inkl. Warmeding und PC

- FLWinlab 6ffnen

- Stirrer anschalten: fta.mth - fasftfilter markieren, auf oberen linken Button, Stirrer auf
high, schlielRen

- Speicherpfad eingeben: Utilities, Configurations, Data, load (data — XX)

- Messfenster 6ffnen: Doppelklick auf fta.mth

- Speichername eingeben: bei setup parameters, unten bei destination filenames Name
eintragen und bei user info: Pferdename und Messungszeitpunkt ZP 0 oder 45

- Messlauf starten: View results und oben auf Ampel
Material

- 20 yl EDTA (0,5 mmol/l) und 100 yL EGTA (100 mmol/l)
- 20 pl Triton X 100 (10%ig)
- 200 pl MgCl, (1mol/l)

Vorgehen

- Basisfluoreszenz messen, bis Messlinie stabil

- Loading prufen (oberen Messlinien sollten mind. bei 50 liegen)

- 20yl EDTA, 100 yl EGTA zugeben

- Warten, bis Linie stabil

- 20 pl Triton

- Warten, bis Linie stabil

- 200 pl MgCl,

- Warten, bis Linie stabil

- Fertig, Messung stoppen, Programm schlief3en, speichert automatisch, checken, ob
Dateien da sind

- Alle Gerate wieder ausmachen, PC runterfahren
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Zufallsschema Verteilung Gruppe A/ Gruppe B

Pferd Zufallszahl Gruppe
1 0,10232777 | A
2 0,39350906 | A
3 0,3760903 | A
4 0,75085107 | B
5 0,31969745 | A
6 0,18700653 | A
7 0,44738175 | A
8 0,99020911|B
9 0,20761039 | A
10 0,96387814 | B
11 0,37021038 | A
12 0,75938674 | B
13 0,76250686 | B
14 0,19868927 | A
15 0,31149371 A
16 0,28365117 | A
17 0,58135711|B
18 0,42415599 | A
19 0,27768343 | A
20 0,5701314 (B
21 0,82494505 | B
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22 0,69059694
23 0,47427706
24 0,98692049
25 0,17193359
26 0,19363804
27 0,50545329
28 0,39972978
29 0,27062836
30 0,18377813
31 0,17862297
32 0,28163629
33 0,70886687
34 0,72141896
35 0,56511733
36 0,66702846
37 0,50105453
38 0,79213869
39 0,90194549
40 0,78502045
41 0,70111138
42 0,58123063
43 0,6274203
44 0,24735139
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45 0,47284957
46 0,60383308
47 0,89491645
48 0,39075581
49 0,30763507
50 0,78646189
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