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SAMMANFATTNING

Ekvint metabolt syndrom (EMS) karakteriseras av en samling av sérskilda kliniska fynd och
riskfaktorer sa som fetma, insulindysreglering (ID), hyperlipemi och hypertriglyceridemi asso-
cierat med utveckling av endokrin fang. Fang kan orsakas av flera olika saker, men endokrin
fang relaterat till 1D anses vara den vanligaste orsaken. Insulindysreglering ar den viktigaste
komponenten av EMS, vilket innebar avvikelser i insulinmetabolismen som inkluderar hyperin-
sulinemi och insulinresistens. Eftersom hastar med EMS har en uppreglerad p-cellsfunktion sa
har de en hogre risk att utveckla postprandiell hyperinsulinemi d.v.s. de utsondrar héga kon-
centrationer av insulin efter intag av foda som i sin tur predisponernar for fang. Genom att
minska B-cellssvaret kan darfor risken for att hasten drabbas av fang potentiellt minska.

EMS kontrolleras framst via diet- och olika motionsprogram for att forbattra insulinregleringen
och minska risken for fetma. Vid kraftig insulinresistens kan dessa atgarder vara otillrackliga,
darfor finns det ett behov av att hitta lakemedel som kan anvandas for att reglera insulinpasla-
get. Idag finns inga registrerade lakemedel for att minska hyperinsulinemi hos ponnyer och
héstar. Pa humansidan kan lakemedel som sanker blodglukoskoncentrationen anvandas vid be-
handling av typ Il diabetes. Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) hdmmare &r ett exempel
pa ett sadant lakemedel men endast ett fatal studier har gjorts inom veterinarmedicin for att
utvardera lakemedlet pa hést. Genom att 6ka glukosutsondringen i urinen kan SGLT2-hammare
minska risken for hyperglykemi och indirekt minska risken for hyperinsulinemi. Preliminéra
studier har visat att dessa lakemedel kan vara effektiva pa hastar med EMS for att minska insu-
linsvaret. B-cellerna reglerar insulinutséndringen beroende pa graden av insulinkénslighet (1S),
nivan av hyperglykemi och effekten av paverkande gastrointestinala hormoner (inkretiner).
Dessvérre ar sammankopplingen mellan dessa faktorer inte helt klarlagd och B-cellernas funkt-
ion ar svar att bedoma pa grund av dess komplexitet. Det finns flera olika metoder for att mata
IS och B-cellsresponsen, dar varje metod har sin styrka och svaghet.

I denna studie utvecklades och utvérderades en metod kallad graded intravenous glucose infus-
ion (GGI) pa hast. Detta ar ett diagnostiskt test som anvands pa humansidan for att utvérdera
B-cellsfunktionen utan inkretineffekten men som tidigare inte anvants pa hast. Testet modifie-
rades for att anvandas pa hast och anvandes sedan for att studera effekten av SGLT2-hammaren
kanagliflozin; om den minskade B-cellssvaret hos hastar med EMS. Studien bestod av tva delar.
Del 1 (adaptionen av metoden for hast) utférdes pa tre kliniskt friska hastar. Olika protokoll
med olika glukosinfusionshastigheter testades innan GGI kunde anvandas i del 2 (utvardering
av SGLT2-hd&mmare). Tre héstar med konstaterad EMS ingick i del 2. Glukosinfusionshastig-
heten Okades stegvis for att fa en graderad glukostrappa. Hastarna i del 2 behandlades med
kanagliflozin (1,8 mg/kg p.o., q 24 hr) under tre veckor. Resultaten fran studien visade att GGI
kan anvandas som en diagnostisk metod for att mata p-cellsfunktionen pa hast. Kanagliflozin
forbattrade 1D indirekt genom att minska glukosnivaerna i blodet och pa sa sétt minska insul-
inresponsen. Lakemedlet hade dven en direkt effekt pa p-cellsfunktionen, vilket ar en helt ny
upptackt. Detta innebar att lakemedlet potentiellt skulle kunna minska risken for fang hos hastar
som ar predisponerade p.g.a. ID.



SUMMARY

Equine metabolic syndrome (EMS) is characterized by a collection of specific clinical findings
and risk factors such as obesity, insulin dysregulation (ID), and hypertriglyceridemia associated
with endocrinopathic laminits. Laminitis can occur by several causes but endocrinopathic lam-
initis associated with ID is considered to be the most common cause. Insulin dysregulation is
the most important component of EMS, which involves abnormalities in the insulin metabolism
including hyperinsulinemia and insulin resistance. Because the ID horses have an upregulated
[-cell response they have a higher risk to develop postprandial hyperinsulinemia, i.e. they se-
crete higher concentration of insulin after feeding, which predisposes them for laminitis. By
reducing the B-cell response the risk of laminitis can potentially be reduced.

EMS is controlled primarily by diet and exercise programs to decrease the insulin response and
reduce the risk of obesity. These actions can be insufficient for horses with severe insulin
dysregulation. Therefore, there’s a need to find pharmacological aids that can be used to regu-
late and decrease the insulin response. Today there are no registered drugs reducing hyperinsu-
linemia for ponies and horses. In human medicine there are drugs reducing the blood glucose
concentration that can be used in treatment of type Il diabetes. Sodium-glucose cotransporter 2
(SGLT?2) is an example of such a pharmacological aid but only a few studies have been done
to evaluate its effect on horses. By increasing the glucose secretion in the urine the SGLT2
inhibitor can lower the risk for hyperglycaemia and indirect reduce the risk for hyperinsuline-
mia. Preliminary studies have shown that these drugs can be effective on horses with EMS to
reduce the insulin response. The B-cells regulate the insulin secretion depending on the degree
of insulin sensitivity (1S), the level of hyperglycemia and the effect of gastrointestinal hormones
like incretins. Unfortunately the relationship between these factors is not fully understood and
the B-cells function is hard to evaluate due to its complexity. Several methods for measuring 1S
and B-cell response exist - each method with its strength and weakness.

In this study, a method called graded intravenous glucose infusion (GGI) was developed and
evaluated for horses. This is a diagnostic test that is used in human medicine to evaluate p-cell
function without the effect of incretins, but has not yet been used in horses. The test was mod-
ified to be used in horses and was then used to study the effect of SGLT2 inhibitors, if it reduces
the B-cell response in horses with EMS. The study was divided into two parts. Part 1 (adaption
of GGI) was performed on three clinically healthy horses. Different protocols with different
glucose infusion rates were tested before the GGI could be applied in part 2 (evaluation of
SGLT?2 inhibitors). Three horses with confirmed EMS were included in part 2. The glucose
infusion rate was increased step by step to create a response in a stepwise manner. The horses
in part 2 were treated with canagliflozin during three weeks. The results from the study showed
that GGI could be used as a diagnostic method to measure B-cell function in horses. Canagli-
flozin indirectly improved ID by reducing the glucose levels in the blood and thereby decreas-
ing the insulin response. This means that this drug can potentially reduce the risk of developing
laminitis in 1D horses.
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INLEDNING

Hastar med ekvint metabolt syndrom (EMS) har en uppreglerad p-cellsfunktion, som leder till
en postprandiell hyperinsulinemi. Det innebér att de utsondrar htga koncentrationer av insulin
efter intag av foder. Efter utfodring kan insulinnivaerna i blodet bli sa hoga att de blir toxiska
for hasten och predisponera for utveckling av endokrin fang (Meier et al., 2017). Genom att
minska B-cellssvaret (den postprandiella hyperinsulinemin) kan risken for att hasten drabbas av
fang minskas. Dagens behandling och hantering av hastar med EMS utgar fran att man forsoker
minska insulinsvaret genom att utfodra hasten med foder, som har ett 1gt sockerinnehall. Aven
andra strategier med olika motionsprogram for att forbattra insulinregleringen och minska ris-
ken for fetma har foreslagits (Dugdale et al., 2010; Durham et al., 2019). Om hésten har ett
kraftigt uppreglerat B-cellssvar (kraftig postprandiell hyperinsulinemi) ar dessa atgarder oftast
inte tillrackliga. | dagslaget finns det inga registrerade lékemedel som minskar [-cellssvaret
efter utfodring hos héstar med EMS. Eftersom EMS &r ett 6kande problem och tidigare behand-
lingsmetoder ofta inte &r tillrackliga kan utveckling av medicinsk behandling som minskar in-
sulinsvaret vara indicerat (Lindase et al., 2015).

Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) hammare &r ett humant antidiabetiskt lakemedel som
sénker blodglukoskoncentrationen genom att hamma glukosabsorptionen i njuren, vilket indi-
rekt minskar insulinkoncentrationerna. Preliminéra studier har visat att dessa lakemedel kan
vara effektiva pa hastar med EMS for att sanka insulinsvaret efter utfodring (Meier et al., 2018).
De studier som gjorts anvander substanser som inte finns registrerade i Sverige, men kanagli-
flozin (SGLT2 hdmmare) ar en aktiv substans som finns registrerat i Sverige och som skulle
kunna vara ett anvandbart lakemedel vid behandling av EMS. For att fa en okad forstaelse hur
lakemedlet paverkar det uppreglerade B-cellssvaret kravs bra diagnostik. Fa diagnostiska me-
toder utvarderar B-cellssvaret pa hast (Lindase et al., 2019). En bra metod pa manniska ar gra-
ded intravenous glucose infusion (GGI) (Byrne et al., 1995).

Syftet med studien var att anpassa en GGl till djurslaget hést och se om den kan anvéndas for
att utvardera om SGLT2-hd&mmare minskar insulinresponsen hos héastar med EMS. Vilka steg-
visa glukosinfusionshastigheter kravs for att fa en insulinrespons och kunna anpassa en GGl till
hast? Hur paverkas B-cellssvaret under en GGI vid behandling med SGLT2-hdmmare hos héstar
med EMS? Genom att komma fram till en effektiv dos och studera lakemedlets effekter hos
hé&st kommer pilotstudien vara till grund for storre studier vid behandling av EMS héstar med
kanagliflozin for att pa sikt kunna komma fram till en bra behandlingsplan.



LITTERATUROVERSIKT
EMS - Ekvint metabolt syndrom

Ekvint metabolt syndrom (EMS) karakteriseras av en samling av sarskilda kliniska fynd eller
riskfaktorer som bestar ofta av fetma, hypertriglyceridemi, insulinresistens (IR) och hyperin-
sulinemi som predisponerar for fang (Johnson, 2002; Frank et al., 2010). P4 humansidan finns
ett liknande fenomen som innehaller faktorer som &vervikt, dyslipidemi, hypertension,
hyperglykemi och IR associerat med typ Il diabetes mellitus och kardiovaskuldra sjukdomar
(Grundy, 2008). Flera studier har hittat skillnader i insulinsensitivitet och postprandiell insulin-
svar mellan friska héastar i olika raser, vilket innebdr att vissa raser kan vara EMS predispone-
rade och darmed ha en storre risk att drabbas av fang (Brojer et al., 2013; Bamford et al., 2014;
Lindase et al., 2016). Likasa har &ldre hastar storre risk att drabbas (Jacob et al., 2017).

En av de viktigaste riskfaktorerna inom EMS &r insulindysreglering (ID), vilket &r en term
som introducerades 2014. Insulindysreglering innebar avvikelser i insulinmetabolismen, vilket
innebdr att hasten har hyperinsulinemi och IR. Insulinkanslighet (I1S) definieras som insulins
formaga att hoja glukosanvandningen genom att stimulera glukosupptaget i skelettmuskulatur
och fettvavnad, samt genom att 6ka leverns glykogeninlagringen och minska glukoneogenesen.
Insulinresistens definieras som ett tillstand av minskad vavnadsrespons till insulin, trots nor-
mala eller 6kade koncentrationer av insulin i blodet (Frank & Tadros, 2014). Konsekvenser av
IR &r ett nedsatt glukosupptag i vévnaden, minskad hdmning av glukoneogenesen och 6kad
lipolys (Treiber et al., 2006). For att uppratthalla normala glukosnivaer kompenserar B-cellerna
for IR genom att 6ka utséndringen av insulin i blodet, vilket resulterar i hyperinsulinemi (Wil-
cox, 2005). Insulindysreglering har en central roll i EMS och kénnetecknas framst av
postprandiell hyperinsulinemi (de Laat et al., 2016). Hyperinsulinemi orsakas av 6kad insulin-
utsondring eller minskad insulin clearance (nedbrytning i levern), vilket kan vara orsakat av
eller en konsekvens av IR. Postprandiell hyperinsulinemi ar ofta en kompensatorisk respons till
systemisk IR, men kan &ven ske hos hastar utan IR. Insulindysreglering anvénds darfor for att
beskriva héstar som har hyperinsulinemi (6kat insulinssvar till oral eller intravenos glukosgiva)
och/eller IR (Frank & Tadros, 2014, Lindase, 2017). En 6verblick dver nagra relaterade kom-
ponenter av ID kan ses i figur 1.

Hos ménniskor leder kompensationen av IR nastan oundvikligt till dekompenserad IR, vilket
resulterar i nedsatt glukostolerans och typ Il diabetes mellitus, d.v.s. forhoéjda glukoskoncent-
rationer i blodet (hyperglykemi). Hog produktion av insulin fran pancreas p-celler leder slutli-
gen till utmattning av pB-cellerna, nedsatt insulinutsondring och bristande insulinsvar. (Wilcox,
2005). Hastar drabbas séllan av diabetes typ 11 eftersom de fortsétter i ett kompenserat stadie
av IR, d.v.s. B-cellerna verkar kunna kompensera for IR dver en langre period, vilket i sin tur
leder till hyperinsulinemi (Wilcox, 2005; Toth et al., 2010). Hyperinsulinemi kan ocksa utveck-
las som en konsekvens av minskad nedbrytning (clearance) av insulin i levern (Mittelman et
al., 2000; Carter et al., 2009b; Toth et al., 2010).
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Figur 1. Relaterade komponenter av insulindysregulation (Durham et al., 2019).

Fang, ett smartsamt tillstand dar hastens lamellager blir inflammerat och hovvaggen separeras
fran hovbenet, uppkommer ofta efter att hasten intagit stora mangder icke strukturella kolhyd-
rater (NSC) via fodret eller under betesperioden da hastar har obegransad tillgang till bete. Be-
tesassocierad fang har beskrivits i ett flertal studier och observationer har visat en tydlig kopp-
ling mellan hyperinsulinemi och fang. Daremot ar det inte klarlagt exakt hur hyperinsulinemi
orsakar fang (Treiber et al., 2006; Carter et al., 2009c). | flera studier har man kunnat visa pa
en koppling mellan hyperinsulinemi och fang genom att experimentellt inducera fang pa friska
hastar och ponnys med en konstant infusion av insulin (Asplin et al., 2007; De Laat et al., 2010).
Endokrin fang kan ocksa uppsta till foljd av pituitary pars intermedia dysfunction (PPID) eller
efter behandling med glukokortikoider. Fang kan &ven uppsta av andra anledningar som inte ar
relaterade till ID, sasom systemisk inflammation respons syndrom (t.ex. vid colit, enterit,
metrit) och 6verbelastning (Durham et al., 2019). Hos manniskor med metabolt syndrom skapas
ett pro-inflammatoriskt tillstand som bl.a. kan forstarka skador pa karlfunktionen. Hastar kan
ocksa fa skador pa karlfunktionen eller ett pro-inflammatoriskt tillstind som skadar lamell-
vavnaden lokalt i hoven och lattare ger upphov till fang (Geor & Frank, 2009). | en relativt ny
studie namns det att fang verkar ha en storre koppling till kraftig insulinresistens och
postprandiell hyperinsulinemi an till mild insulinresistens (Lindase et al., 2017).

Fetma har varit en del av EMS sedan syndromet forst beskrevs. Tidigare har fetma beskrivits
som orsak till ID, men numera anses fetma vara nagot som forvarrar 1D utan att vara den direkta
orsaken till ID (McCue et al., 2015; Selim et al., 2015). Generell eller regionalt dverdriven
fettansamling &r ofta associerat med EMS, men undantag finns (Bailey et al., 2008). Kopp-
lingen mellan fetma och ID é&r inte helt sjalvklar. Det ar mojligt for hastar med EMS att ha en
normal eller smal fenotyp, likasa att ha dverflodiga fettdepaer utan att ha ID eller EMS (Durham



etal., 2019). Det ar darfor viktigt att konstatera 1D hos ett Gverviktigt djur innan man diagnosti-
cerar EMS. Okad regional fettansamling i framférallt nackregionen anses vara associerat med
IR och fang (Johnson, 2002; Treiber et al., 2006). Daremot verkar EMS vara vanligare hos
fysiskt inaktiva djur, kanske p.g.a. de positiva effekterna av motion pa insulinregleringen. Fy-
sisk aktivitet leder aven till minskad mangd fettvdvnad och 6kad stimulering av antiinflamma-
toriska effekter (Menzies-Gow et al., 2014; Durham et al., 2019). Det verkar finnas en stark
koppling mellan pro-inflammatoriska cytokiner, fetma och IR hos ménniska (Tanti et al., 2013).
Motsvarande samband existerar pa hast, men verkar inte vara lika starkt som hos manniska
(Vick et al., 2007). Kopplingen mellan fetma, fang och inflammation, samt deras samband med
ID &r fortfarande komplext och kréaver fler studier for att forsta sambanden och dess mekanismer
(Mittelman et al., 2000).

Matning av B-cellernas funktion

B-cellsfunktionen kan definieras som B-cellernas formaga att producera, lagra och utsondra in-
sulin i tillrackliga koncentrationer for att uppratthalla normala glukosnivaer i blodet.

Koncentrationen av insulin i cirkulationen ar kopplad till insulinkansligheten, kroppens kapa-
citet att metabolisera glukos och formagan att hamma glukosproduktionen i levern (Wilcox,
2005). B-cellerna reglerar insulinutsondringen beroende pa graden av insulinkénslighet, nivan
av hyperglykemi och inkretineffekten. Dessvérre &r sammankopplingen mellan dessa faktorer
inte helt klarlagd (Lindase et al., 2019). P4 manniska sker insulinutséndringen i pankreas i tva
faser. Den forsta fasen av insulinutséndringen utgors av redan syntetiserat insulin, som har lag-
rats i sekretoriska granula. Den andra fasen representerar sekretion av bade lagrat och nypro-
ducerat insulin, vilken borjar samtidigt som forsta fasen men ar langsammare och ger en mer
sammanhangande dkning (Wilcox, 2005). Hos hést finns det ingen tydlig uppdelning i fas 1
och fas 2 (Lindase et al., 2019). Andra fasens insulin respons verkar sasmmanfalla med forsta
fasen hos hastar (Toth et al., 2010). Fas 1 ar emellertid inte tillrackligt utvarderad pa hast men
om fas 1 finns pa hast sa ar den inte lika kraftig som hos méanniska. Forenklat sags det darfor
ofta att fas 1 insulinrespons inte finns hos hast, att de endast har en fas 2 (Lindase et al., 2019)

Hur utvarderas B-cellernas funktion?

B-cellernas funktion &r svar att bedoma pa grund av deras komplexa svar pa sekretorisk stimuli.
Hormoner i magtarmkanalen paverkar insulinsvaret vid oralt glukosintag och sjalva tarminne-
hallet (ingesta) stimulerar insulinsekretionen, d.v.s det sker en aktivering av the entero-insular
axis vilket inte sker vid intravenos glukosadministration (Pacini & Mari, 2003). Ett exempel pa
ett sadant hormon &r inkretiner som utséndras fran celler i tunntarmen. Hormonen stimulerar
pancreas B-celler att utsondra insulin, samt forlanger tiden for magséackstomning. Pa sa satt
minskar glukosnivaerna i blodet efter matintag (postprandiell hyperglykemi). Glucose-depen-
dant insulinotropic polypeptide (GIP) och glucagon-like peptide-1 (GLP-1) &r de tva viktigaste
inkretinerna hos méanniska (Wilcox, 2005; Yamaoka-Tojo et al., 2010). Hos hast vet man att
inkretinerna GIP, GLP-1 och glucagon-like peptide-2 (GLP-2) existerar, men deras roll i ID &r
fortfarande oklar (Durham et al., 2019). Ett fatal studier har visat pa 6kade koncentrationer av
GLP-1 och GLP-2 hos ponnyer med ID, men vidare utredning kravs (de Laat et al., 2016; de
Laat et al., 2018).



For att justera B-cellsresponsen pa ett lampligt satt hos manniska kréavs ofta en samtidig méatning
av insulinkénsligheten (Hannon et al., 2018). Sambandet mellan p-cellssvaret och insulinkéns-
ligheten beskrivs som ett rektanguléar-hyperbolt (exponentiellt avtagande) samband hos ménni-
skor, gnagare och hundar, men som upptéackts aven hos hést under senare studier. Hastar med
tydlig nedsatt insulinsensitivitet har darfor stora forandringar i sitt B-cellssvar. Néar insulinkéns-
lighetsgraden &r mycket nedsatt som vid t.ex. kraftig insulinresistens, uppregleras p3-cellernas
funktion kraftigt (Lindase et al., 2017).

Relevanta matningsmetoder for B-cellsfunktionen beskrivs kort nedan.

Hyperglykemisk clamp

Hyperglykemisk clamp (HC) &r en kvantitativ metod ddr man anvénder sig av en konstant ex-
ogen glukosinfusion for att 6ka blodglukoskoncentrationen och sedan bibehalla den vid en spe-
cifik malkoncentration. Den hyperglykemiska stimulin &r konstant, vilket ger en precis och re-
peterbar stimuli till insulin/C-peptid utséndringen och en klar separation av forsta respektive
andra fasen for insulinresponsen vid intravends glukos hos méanniska (Elahi, 1996; Hannon et
al., 2017).

En nyligen publicerad studie har visat att HC ger ett métvérde for 3-cellssvaret, som har mycket
hog repeterbarhet och tillforlitlighet (Lindase et al., 2019). Testet ger dock inget inkretinsvar
eftersom man maéter svaret vid intravends tillforsel av glukos. Eftersom HC anvénder sig av en
steady-state blodglukoskoncentration kommer méangden tillford glukos vara den samma som
méangden glukos som metaboliseras per tidsenhet. En HC mater darfor ockséa patientens IS.
Metoden ar dock mycket tidskravande och dyr. Den kraver dven expertis inom omradet for att
kunna justera glukosnivaerna och fa pélitliga resultat. Darmed anvands den framst inom forsk-
ning (Lindase et al., 2019).

Graderat intravendst glukosinfusionstest

Graderat intravendst glukosinfusions test (graded intravenous glucose infusion, GIGI), dven
kallat graderad glukosinfusion (graded glucose infusion, GGI), & en metod d&r man méter -
cellsfunktionen genom att tillfora succesivt 6kande nivaer av glukos intravendst. Graderad glu-
kos infusion kan anses vara en forenklad, stegvis variant av HC och dar vi i likhet med HC
endast far ut B-cellssvaret utan inkretinets effekt. P4 humansidan anvands GGI ofta for att ut-
vardera lakemedels behandlingseffekter pa B-cellsfunktionen (Byrne et al., 1995).

Det graderade glukosinfusionstestet ar en experimentell rekonstruktion for att fa ett exakt matt
pa dos-respons sambandet mellan insulinutsdndring och glukoskoncentration. | andra tester sa
som frequently sampled IV glucose tolerance test (FSIGTT) eller oral glucose tolerance test
(OGTT) uppskattas sambandet genom modellering istallet for att berdknas (Pratt-Phillips et al.,
2015). Det experimentella protokollet for GGI hos manniska utgar fran en glukosinfusionshas-
tighet pa 2 mg/min/kg, vilken sedan hojs i steg om 1-2 mg/min/kg var 40:e minut tills en glu-
kosinfusion pa 8 mg/kg/min nas. Glukos och C-peptidkoncentrationen (en komponent av pro-
insulinet som klyvs innan pancreas utsondrar ’moget” insulin) monitoreras kontinuerligt. Insu-
linutséndringen berédknas matematiskt med hjalp av C-peptidkoncentrationerna. En B-cells dos-
respons kurva fas genom att man plottar den genomsnittliga insulinutséndringen vid varje glu-

kosinfusionssteg mot den korresponderade genomsnittliga glukoskoncentrationen. Detta ger
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0ss en battre bild av B-cellernas respons till intravenost glukos (Pacini & Mari, 2003). Graderat
glukosinfusionstest designades for att fa en dos-respons kurva for att kunna utvérdera korrelat-
ionen mellan glukoskoncentrationen och insulinutsondringen. Hos manniskor har denna en sig-
moidal form (Byrne et al., 1995).

De framsta begransningarna med GGl ar behovet av tva i intravendsa infusionslinjer och ex-
pertis med de matematiska delarna, som behdvs for fa ut information och data. Metoden tar i
princip lika lang tid som flera andra tester, men metoden kraver mindre tekniskt och praktiskt
kunnande jamfort med utforandet av en hyperglykemisk clamp. Dessutom &r inte blodprovstag-
ningarna vid GGl lika frekventa som vid en HC. Graderad glukosinfusion ger en stor fordel av
att direkt kunna berékna B-cellernas glukossensitivitet och mojlighet till en precis reglering av
glukosstimulin. Daremot far man inga traditionella méatningar av forsta och andra fasen insul-
inrespons med denna metod (Hannon et al., 2017).

SGLT2-hdmmare

Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitors ar en ny klass ldkemedel som anvénds pa
humansidan vid behandling av typ 11 DM. Sodium-glucose cotransporter 2 &r en insulinobero-
ende transportor i proximala tubuli i njuren, som reabsorberar storre delen av den glukos som
utséndras med urinen. Vid inhibering av SGLT2 kan glukosnivaerna i blodet minska genom att
Oka utsondringen av glukos i urinen. Eftersom transportéren &r insulinoberoende kan den an-
vandas vid B-cells dysfunktion eller IR (Jabbour, 2014; Gallo et al., 2015).

Njurarna har en stor roll vid glukoshanteringen och metabolismen for att halla glukosnivaerna
i blodet pa en normal niva. Glukosnivaerna regleras genom glukosutséndring i cirkulationen
via glukoneogenes, samt glukoskonsumtion och reabsorption av glukos fran filtrationen i glo-
meruli. Levern och njurarna ar de enda organen som ar kapabla att utséndra glukos i cirkulat-
ionen. Levern okar de endogena glukosnivaerna i blodet genom glukoneogenes och glykoge-
nolys, medan njurarna endast anvander sig av glukoneogenes (Mather & Pollock, 2011). Den
primdra mekanismen for att hantera glukoshomeostasen i njurarna &r glukosfiltrationen och
reabsorptionen. Reabsoprtionen, nar glukos transporteras dver cellmembranen, sker via trans-
portproteiner som SGLT och GLUT (glucose transporter) (Dardi et al., 2016).

Sodium-glucose cotransporter 2 dr de mest dominerande SGLT transportérerna i njurarna,
vilka star for ca 90 % av den renala glukosreabsorptionen hos ménniskor. Den resorberade
glukosen tas tillbaka till den systemiska cirkulationen och glukoskoncentrationen i glomeruli
filtrationen okar linjart med plasmaglukosnivéerna. Okningen sker fram till att glukostranspor-
ten &r maximal (vid en viss GFR), vilket innebér att den renala glukostransporten &r méttad och
overflodig glukos utsondras i urinen; glukosurin okar da linjart med plasmaglukosnivaerna
(Dardi et al., 2016). Sodium-glucose cotransporter 1 (SGLT1) ar ett annat transportprotein som
istallet har en stor betydelse i gastrointestinala kanalens glukosabsorption da den har hog affi-
nitet for bade galaktos och glukos. Till skillnad fran SGLT1 ar SGLT2 transportprotein speci-
fika for glukos och inte t.ex. galaktos (Mather & Pollock, 2011).

Hos personer med typ Il diabetes har man observerat ett hyperglykemiskt tillstand, hogre
postprandiell glukosutsondring och nedsatt postprandiell glukosmetabolism, ocksa vid fastande
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tillstand. Istéllet for att utsondra mycket glukos i urinen forsoker kroppen oka glukosupptaget
genom att uppreglera SGLT2 och GLUT2 i renala tubuli. Detta bidrar till det hyperglykemiska
tillstandet och utvecklar andra tillstand som karakteriseras av typ 1l diabetes. Sodium-glucose
cotransporter 2 hammare sénker njurens troskel for glukosutséndring, vilket gor att glukosut-
sondringen i urinen 6kar och blodglukos sanks. Genom att sanka den renala troskeln for glukos-
utséndringen kan SGLT2-hdmmare minska risken fér hyperglykemi, men daven bidra till vikt-
nedgang och sanka blodtrycket. Eftersom SGLT2-hammarnas mekanism verkar oberoende av
insulin kan de anvandas hos patienter med IR och beta-cell dysfunktion (Dardi et al., 2016).

Vid behandling med SGLT2-hammare finns risk for biverkningar, men riskerna ar ofta laga och
hanterbara. Hypoglykemi har t.ex. intréffat hos personer som behandlats med SGLT2-hdmmare
(kanagliflozin) i kombination med andra lékemedel med liknande effekt (Yang et al., 2014;
Dardi et al., 2016). Andra problem &r 6kad risk for urinvagsinfektioner och mykotiska infekt-
ioner i kénsorganen p.g.a. 6kad glukosuri. Infektionerna ger sallan upphov till nagra stora pro-
blem da de ofta &r milda och enkla att behandla. Andra risker som utvarderas &r forlust av vétska
via diures (Dardi et al., 2016).

Inom veterindrmedicin har endast nagra fa studier gjorts for att utvardera SGLT2-hammare pa
hést da denna typ av lakemedel inte ar registrerade for anvandning pa hast. Velagliflozin &r ett
exempel pa en SGLT2-hdmmare, som nyligen studerats som en eventuell behandling for hastar
med ID. Preparatet ar dnnu inte registrerat for varken hast eller manniska. Ar 2018 utférdes en
studie dar ponnyer med ID behandlades under 39 dagar med velagliflozin nér de utfodrades
med en hog NSC diet. Den maximala glukoskoncentrationen var lagre (22 %) hos de behand-
lade ponnyerna jamfort med kontrollgruppen, vilket ocksa resulterade i en minskning av den
maximala insulinkoncentrationen (45 %). Ponnyernas diet under studien speglar daremot inte
riktigt en normal foderstat for en hast med 1D, men den hoga halten NSC inducerade fang hos
13 av 37 i kontrollgruppen, medan inga ponnyer i gruppen som behandlats med velagliflozin
utvecklade fang (Meier et al., 2018).

Meier et al. (2019) utvarderade sékerheten och effektiviteten vid behandling med velagliflozin
under 16 veckor pa 24 ponnyer med ID. Studien anvéande sig av en diet challenge (diet med hog
NSC) var 8e vecka under och fyra veckor efter avslutad behandling for att undersoka om den
postprandiella hyperinsulinemin minskade. Under studien var lakemedlet vél accepterat och
ponnyerna fick inga uppenbara bieffekter sasom hypoglykemi. | studien hade de &ven en kon-
trollgrupp vars serum insulinnivaer (insulin Cmax) inte skilde sig signifikant under studieperi-
oden. Den behandlade gruppens insulin Cmax var déremot betydligt lagre efter en 16 veckors
behandlingsperiod. De lovande resultaten tyder pa ett sakert alternativ att behandla hastar med
insulindysreglering genom att sénka den postprandiella insulinkoncentrationen under troskeln
for risken att utveckla fang (Meier et al., 2019).

Som tidigare namnts &r inte velagliflozin ett inregistrerat ldkemedel, snarare en substans som
endast anvants inom forskning. | den aktuella pilotstudien anvands istéllet en annan SGLT2-
hammare, kanagliflozin (tabletter, Inovokana), som &r ett registrerat lakemedel. Kanagliflozin
har daremot inte utvarderats tidigare pa djurslaget hast, men har visat en forbéattring i glykemin
hos ménniskor med typ Il diabetes (Stenl6f et al., 2013; Yang et al., 2014). Andra intressanta
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antidiabetiskta lakemedel vid behandling av IR hos manniskor & Metformin och Pioglitazone,
som har olika verkningsmekanismer pa insulinkansligheten. Till skillnad fran SGLT2-hdammare
verkar istéllet metformin genom att minska glukoneogenesen i levern och glukosabsorptionen
i tarmen (Hustace et al., 2009; Tinworth et al., 2010). Det kravs dock ytterligare studier for att
undersoka preparatets verkan och kliniska betydelse hos hast som behandling av ID (Rendle et
al., 2013). Pioglitazone okar istéllet insulinkansligheten genom att aktivera specifika receptorer
i lever, fett och skelettmuskulatur (Wearn et al., 2011), men som kan vara en del av framtida
utveckling av eventuell medicinsk behandling for hastar med ID (Legere et al., 2019).



MATERIAL OCH METODER

Studien ar godkand i etisk provning via kliniska vetenskapers generella forsokstillstand (diari-
enummer 5.8.18-15533/2018). Studien delades in i tva delar, en for utvecklandet av GGI (del
1) och en for pilotstudien med lakemedlet kanagliflozin (del 2).

Vid kategorisering av héstarnas totala mangd kroppsfett anvandes body condition scoring
(BCS) enligt Henneke et al. (1983) med en skala fran 1 till 9. For kategorisering av regional
fettansamling i nackomradet anvandes cresty neck scoring (CNS) enligt Carter et al. 2009a dér
man anvander sig av en skala fran 1 till 5.

Del 1, adaption av GGI for hast
Hastar

Vid utveckling av en GGlI, som ar anpassad till hast, anvandes tva varmblodiga travare och en
ponny. Hastarna dgs av institutionen for kliniska vetenskaper, Sveriges lantbruksuniversitet (ta-
bell 1). De tre hastarna bedémdes vara kliniskt friska och utan tecken pa metabol sjukdom.
Samtliga forsok utfordes i hastens egen box och hastarna stod uppbundna sa att huvudet kunde
rdras fritt under provtagningsperioden.

Tabell 1. Information om héastarna under del 1, utvecklande av GGl

Hast Ras Fodd Kon Vikt (kg)
1 Varmblodig travare 2011 Sto 514
2 Varmblodig travare 2011 Sto 538
3 Ponny 2009 Sto 269,5

Studiedesign

Initialt utvecklades en GGI anpassad till hast. Ett omrade 6ver bada jugularvenerna rakades och
lokalbed6vades sedan med en gel av lokalanestetika (EMLA). Omradet steriltvattades innan
kateterisering. Kvallen innan GGI testet utférdes sattes en intravends permanentkateter (Intra-
nule, 2.0 x 105 mm) i vardera jugularvenen; en for provtagning och en for infusion av glukos.
Hastarna fastades under 8 timmar innan testet paborjades och fick inte heller 4ta foder under
testets gang. Normal fodergiva erbjods hasten nar testet var genomfort. Innan testet startade
paborjades en kort infusion med 20 % glukoslésning (200 mi/h under 31 sekunder) for att fylla
forlangning och kateter med glukoslosning. Det stegvisa intravendsa glukosinfusionstestet star-
tade genom att lata 20 % glukoslosning tillféras kontinuerligt via den ena katetern med hjalp
av en volymetrisk infusionspump (Braun Infusomat ® Space). Glukosinfusionen 6kades till en
ny niva var 40:e minut och totalt utfordes testet med 6 stegvis 6kande glukosinfusionshastig-
heter. Hast 1 testades i tva omgangar med nio dagars mellanrum dar forsta glukosinfusionen
startade med 0.25 mg/kg/min och 6kades sedan till 0.5, 0.75, 1.0, 2.0 och 3.0 mg/kg/min. For
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hést 2 startade glukosinfusionen med 0.5 mg/kg/min och 6kades sedan till 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 och
4.0 mg/kg/min. Glukosinfusionen for hast 1 (andra forséksomgangen) och for hast 3 startade
med 0.4 mg/kg/min och Okades sedan till 0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och 3.2 mg/kg/min. Via den andra
permanentkatetern togs blodprover (3-5 ml) 10 minuter fére och precis innan infusionen star-
tade. Darefter togs blodprov var 10:e minut under testets genomférande. Glukos analyserades i
proverna fran de diagnostiska testerna. Efter sista infusionsnivan skulle blodglukoskoncentrat-
ionen hos hasten hamna pa ca 10 mmol/L.

Del 2, pilotstudie med GGI for utvardering av SGLT2-hammare
Hastar

Totalt ingick tre hastar i pilotstudien, tva islandshastar och en shetlandsponny (tabell 2a). Alla
hastar i pilotstudien var privatagda och var tidigare diagnosticerade med EMS. For att uppfylla
inklusionskriterierna skulle hastarna haft plasmainsulinkoncentrationer éver 150 mIU/L vid tid-
punkterna 60 eller 90 minuter under ett tidigare utfort OST. Dessutom skulle h&starna ha dia-
gnosticerats med fang av veterinar vid minst ett tidigare tillfalle. Ingen av hastarna hade en
pagéende episod av fang under studieperioden. Aldern pa héstarna var mellan 10-15 ar och
kroppsvikten varierade mellan 125-430 kg (tabell 2). Samtliga forsok utférdes i hastens egen
box och hastarna stod uppbundna sa att huvudet kunde réras fritt under det diagnostiska testet.
Under dagtid fick hastarna ga ute i paddock, forutsatt att kateteromradet skyddades med ban-
dage. Hastarna hade fri tillgang till vatten fore, under och efter forsoken.

Tabell 2. Information om hastarna i pilotstudien

Hast Ras Fodd Kon Vikt (kg) BCS(1-9) CNS
A Shetlandsponny 2004 Valack 125 55 2,5
B Islandshést 2009 Sto 377 5 2,5
C Islandshést 2004 Valack 430 6 3,5

Studiedesign

Pilotstudien utfordes for att utvardera behandlingseffekten av kanagliflozin pa p-cellssvaret hos
hastar med EMS. Hastarna med EMS genomgick en GGI efter 8 timmars fastande. Kateteri-
laggning och forberedelser utférdes som for delstudie 1. Glukosinfusionen startade klockan
08.00 med 0.4 mg/kg/min och 6kades sedan stegvis var 40:e minut till 0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och
darefter 3.2 mg/kg/min. Blodprov togs (3-5 ml) 10 min fore och precis innan infusionen startade
och darefter var 10:e minut under testets genomférande for analys av blodglukos och plasma-
insulin. Efter varje blodprov skoljdes katetern med fysiologiskt NaCl. Dagen efter inleddes be-
handling med SGLT2-hdmmaren kanaglifozin (Inovokana, tabletter 300 mg; 1,8 mg/kg p.o., q
24 hr) under tre veckor. Medicineringen gavs klockan 07:00 varje dag och tabletterna stoppades
in i en bit morot eller &pple for att underlatta medicineringen. Under den sista behandlingsdagen
gjordes ett nytt GGI (med samma infusionshastigheter och provtagningar som tidigare) en
timme efter att kanagliflozin getts.

| pilotstudien utfordes aven ett meal tolerance test (MMT) och oral sugar test (OST) som ingar
I andra studentprojekt.
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Blodprovstagning och analys

Blodprover overfordes till vacutainerrér med litium-heparin som sedan centrifugerades under
10 min vid 2700 g. Plasman 6verfordes till eppendorfror som sedan frystes i -80 °C for senare
analys av insulinkoncentrationerna vid kliniska vetenskapers laboratorium. Vid analys av plas-
mainsulinkoncentrationerna anvéndes en ELISA (Mercodia Equine Insulin ELISA, Mercodia
AB, Uppsala, Sweden). Glukoskoncentrationen fran helblod analyserades direkt efter provtag-
ning med hjalp av en glukometer (AccuCheck Aviva, Roche Diagnsostics Scandinavia AB,
Bromma, Sverige).

Berékningar och statistiska analyser

Samtliga grafer och regressionsanalyser gjordes i programmet GraphPad Prism 8. En icke lin-
jar regressionsanalys utfordes (anpassad for sigmoidal kurva) for de kurvor som beskriver for-
hallandena mellan insulinresponsen och blodglukoskoncentrationen (bade fore och efter be-
handling med kanagliflozin) — s& kallade dos-responskurvor for insulinfrisattningen i forhal-
lande till blodglukoskoncentrationen. Blodglukoskoncentrationen erhélls genom att ta medel-
vardet for de tva sista blodglukoskoncentrationerna vid varje glukosinfusionssteg under GGl.
Signifikansen sattes till p < 0.05.

Kvoten av plasmainsulin/blodglukoskoncentration under en GGI ger en bild av hur mycket in-
sulin som frisétts per blodglukosenhet. Glukosintervallet mellan 5 och 9 mmol/L har antagits
representera ett fysiologiskt blodglukosintervall pre- och postprandiellt. Ett genomsnittligt matt
pa hur mycket insulin som utséndras per glukosenhet for varje hast i glukosintervallet 5-9
mmol/L berdknades genom att ta medelvardet for samtliga kvoter inom detta blodglukosinter-
vall under GGI och uttrycka det som medelvérdet + standardavvikelsen. Hur mycket mindre
insulin som i medeltal frisattes per glukosenhet inom blodglukosintervallet 5-9 mmol/L efter
behandling med kanagliflozin har beréknats relativt och sedan uttryckts i procent.
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RESULTAT

Ingen av hastarna visade tecken pa fang eller annat sjukligt tillstdnd i samband med studierna.

Del 1, adaption av GGl

Figur 1A — 1C visar glukoskoncentrationerna i blodet (mmol/L) éver tid (minuter) for de olika
GGl-testerna. | figur 2A — 2C visas glukosinfusionens hastighet (mg/kg/min) mot korrespon-
derande glukoskoncentrationer i blodet (mmol/L). Alla hastar visade ett positivt linjart samband
mellan glukoskoncentrationen och infusionshastigheten av glukos.
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Figur 1. Glukoskoncentration i helblod (mmol/L) under 240 minuter (min) med en GGI. Blodglukos-
koncentrationen vid tiden 0 minuter ar medelvardet av glukoskoncentrationerna vid 10 och 1 min fére
glukosinfusionens start. Graf A visar héast 1 vid forsta omgangen med glukosinfusionshastigheterna
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0 och 3.0 mg/kg/min. Graf B visar hast 2 med glukosinfusionshastigheterna 0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 3.0 och 4.0 mg/kg/min. Graf C visar hast 1 under andra omgangen och hast 3; bada med
glukosinfusionshastigheterna 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och 3.2 mg/kg/min.
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Figur 2. Glukoskoncentration i helblod (mmol/L) dver en stegivs 6kande glukosinfusion (CRI,
mg/kg/min). Graf A visar hast 1 under férsta omgangen. Graf B visar hast 2. Graf C visar héast 1 un-
der andra omgangen och hést 3.

Hos hast 1 var hojningarna i glukosinfusionshastigheterna for laga (0.3, 0.5, 0.8, 1.0 och 2.0
mg/kg/min) for att blodglukoskoncentration pa 10 mmol/L skulle nas mot slutet av sista infus-
ionssteget. Kurvan i figur 1A steg inte tillrackligt mycket under testets 200 min for att fa en
tillrackligt tydlig glukostrappa. Detta kan aven ses i figur 2A dar glukoskoncentrationerna i
blodet inte steg tillrackligt vid varje hdjning av glukosinfusionshastigheterna. Den stegvisa hoj-
ningen hos hést 2 (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 och 4.0 mg/kg/min) ledde till att blodglukoskoncent-
rationen kom upp i 10 mmol/L (figur 1B). Data for 3,0 mg/kg/min i figur 2A saknades for att
infusionen fick avbrytas av tekniska skél.
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Ett nytt forsok utfors pa en ponny, d.v.s hast 3, men med ett protokoll dar man séankt glukosin-
fusionshastigheterna nagot (0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och 3.2 mg/kg/min) jamfort med hast 2. Sam-
tidigt testades hast 1 igen med samma glukosinfusionshastigheter som for hast 3. Det bildades
en tydlig glukostrappa med stegvis 6kande blodglukoskoncentrationer (figur 1C). Hastarna 1
och 3 betedde sig pa liknande satt, vilket ses genom att kurvorna foljer varandra i ett liknande
monster. Blodglukoskoncentrationerna 6versteg 10 mmol/L for bade hast 1 och 3 (figur 1C) vid
sista provtagningen.

Del 2, pilotstudie med GGI for utvardering av SGLT2-hammare

Samtliga héstar i studien tolererade l&kemedlet val men &garen till hast C i pilotstudien upp-
levde att hasten var nagot tréttare dn normalt.

Glukos- och insulinkoncentrationerna under 240 min med en GGI fore och efter behandling
med kanagliflozin visas i figur 1A-C och 2A-C. Det bildades en tydlig glukostrappa med stegvis
6kande blodglukoskoncentrationer parallellt med 6kande infusionshastigheter av glukos (figur
1A-C). Koncentrationerna av bade blodglukos och plasmainsulin efter fasta var lagre efter be-
handling med SGLT2-hammaren jamfort med innan behandling. Skillnaden mellan obehandlad
och behandlad 6kade med tiden for bade glukos och insulin (figur 1A-C och 2A-C).
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Figur 1. Blodglukoskoncentration i helblod (mmol/L) under 240 minuter (min) med en GGI (glukosin-
fusionshastigheterna 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och 3.2 mg/kg/min). Separata kurvor for respektive hast
(Hast A, B och C) fore och efter behandling med kanagliflozin. Blodglukoskoncentrationen vid tiden 0
minuter &r medelvardet av glukoskoncentrationerna vid 10 och 1min fére glukosinfusionens start.
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Figur 2. Insulinkoncentration i plasma («1U/mL) under 240 min med en GGl
spektive hast (hast A, B och C) fore och efter behandling med kanagliflozin.
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Alla kurvorna for respektive hast efter behandling foljer kurvorna fore behandling men de kom-
mer inte upp i lika hoga glukos- eller insulinkoncentrationer (figur 3A-C och 4A-C). Skillnaden
okar mellan obehandlad och behandlad hast for bade glukos och insulin (figur 3B-C och 4A-C)

A B C

- HastAfore 4 —— Hast B fore —+— Hast C fore

107 o HastAefter 107 Hast B efter 107 Hast C efter
84 84 8-
- 6-1 6

_—0
o—e—o

Glukos (mmol/L)
(2]
1
Glukos (mmol/L)
Glukos (mmol/L)

0 T T T T T T T 1
00 04 08 12 16 20 24 28 32

0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
00 04 08 12 16 20 24 28 32 00 04 08 12 16 20 24 28 32
CRIglu (mg/kg/min) CRIglu (mg/kg/min) CRIglu (mg/kg/min)

Figur 3. Glukoskoncentration i helblod (mmol/L) 6ver 6kande glukosinfusion (CRI, mg/kg/min) under

en GGI. Separata kurvor for respektive hast (hast A, B och C) fore och efter behandling med kanagli-
flozin.
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Figur 4. Insulinkoncentration i plasma («IU/mL) éver 6kande glukosinfusion (CRI, mg/kg/min) under

en GGI. Separata kurvor for respektive hast (hast A, B och C) fore och efter behandling med kanagli-
flozin.

Figur 5 visar respektive individs dos-responskurva fran en GGI fore och efter behandling med
kanagliflozin. Dos-responskurvorna har utmarkt korrelation for en sigmoidal kurva med R? >
0,96: hast A (R%ere = 0,99, R%fier = 0,97), B (R%fre = 0,98, RZ%ster = 0,99) och C (R%fre = 0,96,
RZefter = 0,96).

Hast A, B och C far olika dos-responskurvor (Figur 5A-C). Mest utsondrat insulin per glukos-
enhet uppstar hos hast A foljt av hast B och darefter hast C. Forenklat kan man séga att p-
cellsvaret for intravends glukos ar mest uppreglerat hos hést A, foljt av hést B och sist hast C
som har minst uppreglerat p-cellsvar.

Insulin/glukos-kvotens medelvérde for hast A inom glukosintervallet 5-9 mmol/L minskade
med 25 % efter behandling med kanagliflozin (19,5 + 8,9 vs. 14,6 £ 14,5 mlU/mmol). Kvotens
medelvarde for hast B minskade med 24 % (14,4 + 4,5 vs. 10,9 £ 4,8 mlU/mmol) och for hast
C med 62 % (11,5 £ 2,1 vs. 4,4 £ 0,5 mlU/mmol) efter behandling. Alla héstarna fick saledes
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en signifikant minskning av mangden utséndrad insulin per mmol blodglukos efter behand-
lingsperioden med kanagliflozin.
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Figur 5. Forhallandet mellan insulinkoncentrationen i plasma och blodglukoskoncentrationen (dos-

responskurvor fran GGI) fore och efter behandling med kanagliflozin for hast A (graf A), hast B (graf
B) och hast C (graf C).
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DISKUSSION

Med studien har man lyckats ta fram en modifierad GGI for hast med glukosinfusionssteg som
gav upphov till en tydlig och stegvis 6kning av blodglukoskoncentrationerna. Med denna dia-
gnostiska metod kan man studera B-cellsresponsen utan att fa med inkretineffekten. Det grade-
rade glukosinfusionstestet kan anses vara en forenklad, stegvis variant av HC. Hyperglykemisk
clamp anses vara the gold standard for att berakna B-cellssvaret utan paverkan av endogent
inkretin, men testet &r kostsamt, tidskravande, mycket komplext och kraver expertis (Shankar
etal., 2016; Lindase et al., 2019). En annan stor skillnad ar att HC undersoker B-cellssvaret vid
en forutbestdmd niva av hyperglykemi (viss forutbestamd steady-state) medan GGl far ett dy-
namiskt intervall av 6kande nivaer av hyperglykemi. Detta ger oss en méjlighet att undersoka
forandringar i insulinutséndringens respons och monster vid forandrade glukosnivaer i kroppen.
Med en GGI kan man saledes utvérdera den varierande insulinresponsen nar blodglukos stiger,
men aven undersoka kopplingen mellan férandringar i insulinutséndring och aktuell glukos-
koncentration.

En studie visade en stark korrelation mellan insulinutsondringssvaren fran en GGI och HC,
vilket indikerar att bada metoderna, d.v.s. dynamiskt forandrat hyperglykemi vs. en enda niva
av hyperglykemi, ger en liknande forstaelse for insulinutsondringens kapacitet (Shanker et al.,
2016). Resultaten visade ocksa skillnader i insulinsekretionen i férhallande till glukosnivaerna
mellan de olika patientgrupperna (normalhull, éverviktiga respektive personer med typ Il dia-
betes) vid anvandning av en GGI. Studien visade att GGI &r en véldigt vardefull metod for att
forsta insulinutsondringens monster vid diabetes typ 11 och for att forsta effekterna av behand-
ling. Resultaten av den har studien indikerar att GGI dven skulle vara en mycket bra metod att
anvénda kliniskt som hjalp for att detektera och forklara forandringar i B-cellsresponsen hos
hastar med ID dven om de séllan utvecklar diabetes typ I1.

En annan fordel med GGI &r att den &r enkel att utfora, vilket gor att den lampar sig att anvanda
i klinisk verksamhet. Andra test som lampar sig for kliniskt bruk &r orala glukostoleranstester,
t.ex. oralt sockertest (OST), som ocksa ar enkelt att utfora. Orala glukostoleranstester ar dock
generellt mindre specifika vid métning av B-cellsvar jamfort med GGI. Det beror pa att insuli-
nutsondringen efter en oral glukosgiva paverkas av flera olika faktorer sasom t.ex. magsackens
tomning, glukosupptag i levern och inkretineffekten (Kronfeld et al., 2005; Hannon et al.,
2017). Oralt sockertest &r darfor endast en uppskattning av insulinsensitiviteten och B-cellre-
sponsen. Trots att resultaten inte &r exakta visar orala tester en mer fysiologisk stimulering av
insulinutséndringen jamfort med ett intravendst test (Pacini & Mari, 2003; Kronfeld et al.,
2005; Lindase et al., 2017). Ett graderat glukosinfusionstest har daremot fordelen att det direkt
beréknar B-cellernas glukossensitivitet och mojliggor en precis reglering av glukosstimulin.
Daremot far man inga traditionella méatningar av forsta och andra fasens insulinrespons med
denna metod, vilket &nda inte har ndgon betydelse hos hést da de verkar sakna forsta fasens
respons. Om syftet hade varit att titta pa inkretinresponsen sa hade man kunnat kombinera en
GGI med en OST da den far med inkretinets effekter pa insulinsvaret.

De friska hastarnas blodglukoskoncentrationer tog langre tid innan de kom upp till 20 mmol/L
under sin GGI jamfort med hastarna med ID. Protokollet med glukosinfusionshastigheterna 0.4,
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0.8, 1.2, 1.6, 2.4 och 3.2 mg/kg/min bildade en tydlig glukostrappa med stegvis 6kande blod-
glukoskoncentrationer. Blodglukoskoncentrationerna éversteg 10 mmol/L for bade hast 1 och
3 vid sista provtagningen. Det ar en fordel om blodglukoskoncentrationen i sista infusionssteget
ligger runt 10 mmol/L eftersom detta raknas som troskeln for att glukosuri ska uppsta. Blir
glukosurin for stor uppstar en felkalla vid kalkylering av vissa parametrar dér infusionshastig-
heten av blodglukos jamfors med t.ex. blodglukos eller plasmainsulinkoncentrationen. Daremot
paverkas inte dos-responskurvan mellan frisatt insulin och plasmaglukoskoncentrationen. Den
valda stegvisa infusionsokningen fungerade bra for bade de friska hastarna och hastarna med
ID i studien eftersom alla hastar visade ett positivt linjart samband mellan glukoskoncentrat-
ionen och infusionshastigheten av glukos. Hos héstarna med ID blev blodglukoskoncentration-
erna markant hogre i sista infusionssteget, vilket beror pa att de ar mer insulinresistenta. Nar
GGl utférs kommer det darfor bli en variation i kurvutseendet beroende pa vilken IS patienten
har.

Ett annat viktigt mal for studien var att undersoka p-cellsresponsen med en GGl vid behandling
av SGLT2-hammaren kanagliflozin pa hast. Doseringen av kanagliflozin (1,8 mg/kg p.o., q 24
hr) baserades pa en muntlig presentation som hélls av Nicolas Frank, ACVIM, juni 2018. Alla
tre hastar i studiens del 2 utgick fran samma glukosinfusionshastigheter i GGI:n baserat pa
resultaten fran del 1. Resultaten fran denna studie visar en tydlig minskning av insulinsvaret
efter behandling med kanagliflozin (fig. 1A-C, del 2). Sodium-glucose cotransporter 2 ham-
mare paverkar insulinnivaerna indirekt genom att minska upptaget av glukos i njuren och pa sa
satt sanka glukoskoncentrationen i blodet. Den har studien har visat pa en tydlig skillnad i glu-
kos och insulinresponsen vid stegvis 6kande infusion av glukos i blodet fére och efter behand-
ling med kanagliflozin. Vid behandling med SGLT2-hd&mmaren dékar inte heller plasmagluko-
skoncentrationerna lika mycket som innan behandling. Insulinutséndringens kapacitet hos pa-
tienter med EMS ér signifikant forhojd till f6ljd av deras ID. Resultaten talar for att GGI kan
anvandas for att méta skillnader i B-cellsresponsen till hyperglykemi for héstar med olika grad
av ID (fig. 2A-C och 4A-C, del 2).

Dos-responskurvan hos héstarna i denna studie ar sigmoidala, likt hur Byrne et al. (1995) be-
skriver dos-responskurvan i sin helhet hos ménniskor. I en del tidigare studier av -cellsrespon-
sen med GGI eller HC inom humanmedicinen har dos-responskurvan mellan insulinrespons
och blodglukos beskrivits fa en sigmoidal form med en plata vid kraftigare hyperglykemi
(Grodsky et al., 1972; Cersosimo et al., 2014), medan andra har beskrivit dos-respons kurvorna
med ett linjart samband 6ver ett begransat blodglukosintervall (Byrne et al., 1995; Kjems et al.,
2003; Shankar et al., 2016). Dos-responskurvan ar dock sigmoidal om man &ven tar hénsyn till
ofysiologiska nivaer av blodglukoskoncentrationerna (kraftig hypoglykemi och extrem
hyperglykemi). | ett mer fysiologiskt spektrum fran normoglykemi till normala postprandiella
nivaer av blodglukos sa blir forhallandet linjart (forenklat). Med hjalp av dos-responskurvorna
kunde man dven jamfora hur uppreglerat B-cellssvaret var hos héstarna (del 2) for intravends
glukos. I denna studie kunde man s&ga att hast A hade mest uppreglerat p-cellsvar (kraftig ID
med kraftigare insulinsvar), foljt av hast B och minst uppreglerat hade héast C genom att berékna
hur mycket insulin som utsdndras per glukosenhet.
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Ett annat mycket intressant fynd var att alla hastar fick en signifikant minskning av mangden
utséndrad insulin per mmol glukos efter behandlingsperioden. Detta sdgs genom att dos-re-
sponskurvorna efter behandlingen var forskjuten nedat. Kanagliflozin verkar darfor, i varje fall
hos hast, utéver att ha en indirekt effekt pa insulinutsondringen genom att séanka glukoskon-
centrationen i blodet ocksa ha en direkt effekt pa B-cellsvaret. Att SGLT2-hammare dven utévar
en direkt effekt pa B-cellerna &r inte visat tidigare pa nagot djurslag. Eftersom langre perioder
med hyperinsulinemi inducerar fang (Asplin et al., 2007) kan behandling med kanagliflozin
potentiellt vara till stor nytta for hastar som ar predisponerade for fang. Ytterligare studier be-
hovs for att undersoka om sankningen av insulinnivaerna ar tillracklig under de perioder da
risken for fang &r storst (t.ex. under betesperioden). Dietrestriktioner och anpassade motions-
program kommer alltid att vara viktiga, men behandlingen kommer férhoppningsvis att kunna
hjalpa hastar med kraftig ID som inte svarat pa diet och motion.

Hastarna i studien uppvisade inte ndgon av de biverkningar som man sett pa méanniska, t.ex.
okad risk for urinvagsinfektioner (Dardi et al., 2016). Det ar ocksa oklart hur individer med
nedsatt njurfunktion tolererar medicinen vilket man bor ta hénsyn till nar man 6vervéger att
sétta in behandling. For att kunna utvardera detta behdvs studier med ett storre antal héstar.
Brister i studien ar framforallt antalet behandlade h&star och att det saknades en kontrollgrupp.
Det farre antalet hastar i studien berodde pa finansiell begransning. Antalet héstar i studien &r
daremot tillrackligt for att vara till grund for fortsatta studier angaende kanagliflozins effekter
pa hastar med ID. Helst skulle man dven vilja utvardera GGl testets variabilitet genom att kora
samma test pa samma hast tva ganger. Fler studier kan dven behdvas for att undersoka effekten
och eventuella biverkningar till foljd av upprepad behandling med lakemedlet under riskperi-
oder for fang. Till skillnad fran en del andra studier av SGLT2-hammare pa hést har denna
studie utgatt fran en mer realistisk diet &n de som utgar fran en fodergiva med hog NSC under
behandlingsperioden. Det postprandiella insulinsvaret paverkas dven av fodrets innehall av
NSC. Foder med hogt innehall av NSC ger ett okat postprandiellt insulinsvar hos normala hastar
och overdrivet hogt hos héstar med ID, men kan skilja sig mellan raser. Tanken ar att en hast
med ID helst fodras med en diet med lagt innehall av NSC for att minska risken for postprandiell
hyperinsulinemi och utveckling av fang (Lindase et al., 2018).

Sammanfattningsvis visar denna studie att en modifierad GGI kan anvandas som en diagnostisk
metod fOr att mata B-cellsfunktionen hos hast. Det graderade glukosinfusionstestet anvéndes
sedan for att underséka om SGLT2-hdmmaren kanagliflozin minskade insulinresponsen hos
hastar med EMS. Kanagliflozin hade en indirekt effekt genom att minska glukosnivaerna i blo-
det och pa sa satt minska insulinresponsen. Lakemedlet hade dven en direkt effekt pa p-cellerna
genom att nedreglera B-cellernas respons till glukos, vilket &r en helt ny upptéckt. Detta innebar
att lakemedlet potentiellt skulle kunna minska risken fér fang hos hastar som har postprandiell
hyperinsulinemi p.g.a. ID. Denna pilotstudie kan ligga till grund for storre studier av behandling
av EMS-hastar med kanagliflozin. Fler studier krdvs for att utvardera behandlingseffekten och
sékerheten vid behandling med kanagliflozin hos héstar med ID.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING

Efter utfodring har hastar med ekvint metabolt syndrom (EMS) en kraftig insulinfrisattning fran
bukspottkérteln. Detta innebér att insulinnivaerna i blodet kan bli sa hoga att de blir toxiska for
hésten och predisponera for utveckling av fang. Ekvint metabolt syndrom liknar mycket meta-
bolt syndrom hos ménniska dar évervikt och en balansrubbning mellan insulin, glukos och li-
pider har en stor roll. Dagens behandling och hantering av EMS utgar fran att man forsoker
minska insulinsvaret genom att utfodra hasten med foder som har ett lagt sockerinnehall och
folja olika motionsprogram. Enligt tidigare forskning ar dessa atgarder oftast inte tillrackliga,
darfor ar utveckling av medicinsk behandling som sanker insulinsvaret av stort intresse. Pa
manniskor med diabetes har man borjat anvanda lakemedel som sénker blodglukoskoncentrat-
ionen. Preliminéra studier har visat att dessa lakemedel kan vara effektiva pa hastar med EMS
for att sdnka insulinsvaret. De studier som gjorts anvander substanser som inte finns registre-
rade Sverige, men kanagliflozin &r en aktiv substans som finns registrerat i tabletter vid namn
Invokana.

Syfte med studien ar att anpassa en graded intravenous glucose infusion (GGI) for djurslaget
hast och med den undersoka om behandling med kanagliflozin (Invokana) minskar insulinsva-
ret hos hastar med EMS. Pa sa satt kan resultaten ligga till grund for att uppréatta en behandling
for hastar med EMS i framtiden. Pilotstudien kommer ligga till grund for storre studier av be-
handling med kanagliflozin hos hastar med EMS.

Studien bestod av tva delar. Del 1 fokuserade pa utvecklandet av ett nytt diagnostiskt test som
tidigare inte anvants pa hast men som anvands frekvent inom humanmedicin vid diagnostik av
typ 1l diabetes mellitus och andra metabola sjukdomar. Initialt utvecklades darfor en graded
intravenous glucose infusion (GGI) anpassad till djurslaget hast. | del 1 ingick fyra hastar som
fick en infusion i blodet av en glukosldsning vars infusionshastighet andrades likt en stigande
trappa. Pa sa satt kunde varje 6kning av glukosinfusionen hastighet och dess korresponderande
insulinfrisattning fran bukspottkorteln utvéarderas. Metoden ger oss mer information om hur
bukspottkorteln svarar pa glukos utan paverkan av vissa hormoner fran tarmkanalen (inkreti-
ner), som kan paverka insulinfrisattningen. Inkretiner &r ett exempel pa ett viktigt hormon som
paverkar insulinsvaret och ¢kar den glukosinducerade insulinutséndringen. Olika nivaer av
glukosldsningens infusionshastighet testades tills ett lampligt protokoll kunde utformas. Med
ett passande protokoll var det mojligt att tillampa denna diagnostiska metod pa hast; GGI kunde
darmed anvandas for att utvardera farmakologiska effekter av lakemedlet kangliflozin i studiens
del 2. Genom att anvanda denna diagnostiska metod kan noggrann information om
bukspottskdrtelns insulinutsondringskapacitet erhallas. Testets enkelhet ar ocksa ett skal till att
anvanda det som ett diagnostiskt alternativ i klinisk verksamhet inom hastmedicin.

Efter att GGI hade anpassats till hast kunde denna diagnostiska metod appliceras i pilotstudien
for att utvardera lakemedlets effekt pa insulinutsondringen. Under del 2 behandlades tre hastar
med EMS med ldkemedlet under tre veckor. Kanagliflozin &r en ny klass lakemedel som an-
vands inom humanmedicin vid behandling av typ Il diabetes. Lakemedlet sanker glukosniva-
erna i blodet genom att lata glukos utsondras med urinen, vilket paverkar insulinnivaerna indi-
rekt. En GGI utférdes innan och efter behandling for att kunna utvardera lakemedlets effekt pa
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insulinutsondringen. Samtliga hastar hanterade lakemedlet bra och resultaten efter behandling
visade signifikanta minskningar av glukos- och insulinnivaerna. Vid varje 6kning av infusions-
hastigheten med glukoslésningen 6kade nivaerna av glukos i blodet och insulin inte lika mycket
som tidigare. Dessa resultat innebér att lakemedlet potentiellt skulle kunna minska risken for
utvecklandet for fang hos hastar som &r predisponerade for fang pga deras kraftiga insulinut-
sondring. Kanagliflozin skulle kunna anvéndas som komplement till motionsprogram och fo-
derestriktioner, som &ar de vanligaste metoderna for att hjélpa en hést med EMS. Dessutom
skulle lakemedlet kunna hjélpa de h&star som har en mycket kraftig insulinutséndring och dar
de tidigare behandlingsmetoderna inte varit tillrdckliga. Denna pilotstudie ligger till grund for
storre studier vid behandling av EMS-héstar med kanagliflozin. Fler studier krévs for att utvéar-
dera behandlingseffekten och sékerheten vid behandling med kanagliflozin hos hastar med kraf-
tig insulinutséndring fran bukspottkortlen.
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