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Sammanfattning

Ekvint metabolt syndrom, EMS, &r en komplex sjukdom. Hastar med EMS har en onormal fett-
metabolism, insulinresistens och 6kad risk for fang. Just hoga insulinnivaer i blodet har ett starkt
samband med utvecklandet av fang.

Inom humanmedicinen finns en relativt ny lakemedelsgrupp, SGLT2-hdmmare, som ny behand-
lingsstrategi for typ 2 Diabetes Mellitus. | stéllet for att direkt paverka det endogena insulinet binder
detta lakemedel in till SGLT2 i proximala tubuli i njuren och hdmmar darigenom glukosresorp-
tionen.

SGLT2-hammare har en framtid inom behandlingsstrategin for EMS hiastar. Vi sdg en viktnedgang
hos tidigare svéarbantade hastar. Troskelvardet i njuren for glukosuri sianktes vilket medforde lagre
blodglukos vid fasta och stabilare glukosnivaer efter fodointag och darigenom lagre plasmainsulin-
koncentrationer. Kanagliflozin verkar dven ha effekt pd& SGLT1 i tarmen. Sankning av de
postprandiella nivaerna av plasmainsulin ar den huvudsakliga faktorn vid behandling av EMS sjuka
héstar och motverkandet av fang.

Nyckelord: Ekvint metabolt syndrom, EMS, kanagliflozin, SGLT2-h&mmare

Abstract

Equine metabolic syndrome, EMS, is a complex disease. Horses with EMS have an abnormal fat
metabolism, insulin resistance and an increased risk of laminitis. High insulin levels in the blood
have a strong connection with the development of laminitis.

In human medicine, there is a relatively new group of drugs, SGLT2-inhibitors, as a new treatment
in type 2 Diabetes Mellitus. Instead of directly affecting the endogenous insulin, this drug binds to
SGLT?2 in the proximal tubules of the kidney, thereby inhibiting glucose resorption.

SGLT2-inhibitors have a future in the treatment strategy against EMS. We identified weight loss in
horses that previously had difficulties to lose weight. The renal threshold for glucosuria was lowe-
red, which resulted in lower blood glucose after fasting and more stable glucose levels after food
intake, and thereby lower plasma insulin concentrations. Attenuating the postprandial insulin res-
ponse is the key in treatment of insulin dysregulation and decreasing the risk of developing laminitis.

Keywords: Equine metabolic syndrome, EMS, canagliflozin, SGLT2-inhibitors






Innehallsforteckning

TaDEIFOITECKNING ..eeiiiiiiiii et e e e e 9
[ Lo [0 T Fo T C=Tod -4 a1 [ PSSR 11
L TN EANING e ————————————— 13
2. LItteratuUrOVErSIKL ..eeeiiie it e e e s e e e e e e e nnnnees 14
2.1. Ekvint metabolt SYNArom ...........cooiiiiiiiii e 14
2.1.1. Okad fettmassa — lokal eller generell............ccccveevveveviievieeeeeeenne, 14

2.1.2. INSUNINIESISIENS, TR, ..eiiiiiiiiie it 15

2.1.3. = 1o o SRS URSSRIN 15

2.2, GIUKOSIeglering i NJUIEN........ciii ittt e e 16
2.2.1. SGLT2-hdmmare inom humanmediCin...........ccccovviviiiniie e 16

3. Material 0Ch MEetOd .......ooiiiiiie e 17
3.1 Uppstallning oCh MilJ0........coooiuiiiiiii e 17

3.2. [0 55011 o [T o]0 [=Ta TSTUT o] ] = Vo T 1 18
3.2.1. Oralt glukostest, OGT dag 2 0Ch 26 ..........coevviieiiiiiiieeiieee e 19

3.2.2. Meal toleranse test, MTT, dag 3 0Ch 27 ......cccovviiiiiiiiiii e 20

3.2.3. Graderad glukosinfusion, GGI, dag 4 och 28 ..............oe oo, 20

3.3.  Blodprovshantering och analys av prover .........cccccccvveeiiiiiieee i 21

3.4.  Statistik 0Ch Der8KNINGAr .........oooiiiiiiiiii e 21

A, RESUIAL.....eeiiiiie et e e e e e e e e e e e e rrrareaaeeaeann 23
R V1 SRS USOTR PRI 23

4.2. BlOAGIUKOS ...t 23

4.3. PlasmM@aiNSUIIN ......ooueeiiii e 26

4.4, Ovriga resultat 0Ch @NAlYSEr.........c.ccvevviieieiiciecieeie e 29

LT B 11 (U E=1= o o FO TP TP PTPPPPPPPT 31
5.1, VIKINEOAGANG....ctiitiiiiiie ettt ettt ettt ettt e teere e be et e be e sreanis 31

5.2. 2] (0T Lo | 1110 T PR 31

5.3. PlasmaiNSUIIN ........oveiiiiiee e 32

5.4.  Ovriga parametrar 0Ch analySer............c.coveueeuriueereereeieieeereeeee e ete e, 32



5.5. (0] 01 1T 1T [0] o [P 33

5.6, SIUISALS ..eiiiiiiiiii ettt 34
[N (=T =] g EST = ST PP PP P PP PPPPPPPPTPP 36
Popularvetenskaplig sammanfattning .......cccccooviiiiiiiiiee e 38

271 F=To Lo S PO P PP PP UPPPPPPRPPPP 41



Tabellforteckning

Tabell 1. Samtliga deltagande héstar i studien med tilldelad bokstav, diagnosti-
seringsmetod i falt med insulin peak (mU/L), kon ras och alder (ar).......17
Tabell 2. Glukosgiva vid de tva olika OGT i milliliter med dosering pa 0,5 ml/kg
och baserat pa hastens vikt i kilogram den aktuella dagen........................ 19
Tabell 3. Hastarnas vikt registrerat vid OGT dag 2 och 26 med total
viktminskning i kilogram och procent, samt minskning i kilogram per
dygn mellan de tva tillfAIENA. .............cccvevvviieieieecceeeee e, 23
Tabell 4. Arean under kurvan (AUCagiukes) fOr blodglukos (mmol/L x min) vid
OGT 1 innan behandling, och OGT 2 under behandling med kanagliflozin,
samt sammanstallning av minskning i procent (%0).......cccccceevvveveiiieieenns 25
Tabell 5. Skillnad i blodglukoskoncentrationen i mmol/L vid fasta innan (OGT 1)
och under behandling (OGT 2) med kanagliflozin, samt minskning av
blodglukoskoncentrationen i procent (%). Fluktuation blodglukos
(mmol/L) mellan hdgsta och lagsta matning av blodglukos efter oral
glukosgiva under 190 MINUEET. ........c.coviiiiiienieie s 25
Tabell 6. Arean under kurvan (AUC nsuiin) for plasmainsulin (mU/L x min) vid
OGT 1 innan behandling, och OGT 2 under behandling med kanagliflozin,
samt sammanstalining av minskning i procent (%)........cccccooeveninenennnn. 27
Tabell 7. Skillnad i plasmainsulin i mU/L vid fasta innan (OGT 1) och efter
behandling (OGT 2) med kanagliflozin, samt minskning av plasmainsulin
vid fasta i procent (%). Fluktuation plasmainsulin (mU/L) mellan hégsta
och lagsta matning av seruminsulin efter oral glukosgiva under 190
T T ] OSSR 27
Tabell 8. Ovrig blodkemi analyserat i samband med MTT 1 innan behandling och
MTT 2 under behandling med kanagliflozin, dar A1 — E1 motsvarar
blodprov taget vid MTT1 och A2 — E2 motsvarar blodprov taget vid
MTT2. Analys av GLDH (nkat/L ref. 15-190), GGT (ukat/L ref. 0,1-0,5),
triglycerider (mmol/L ref. 0,1-0,5), protein (g/L ref. 56-72), natrium
(mmol/L ref.133-145), kalium (mmol/L ref. 2,5-5,0) och klorider (mmol/L
ref. 96-106). Siffror markerade i rod text motsvarar varden utanfor
angivna referensintervall. ... 30



10



Figurforteckning

Figur 1. Individuella glukoskoncentrationer (mmol/L) for hastarna A — E under ett
oralt glukostest (OGT) utfort fére och under behandling med
kanagliflozin. A1 — E1 visar hastarnas glukoskoncentrationer fore
behandling med kanagliflozin. A2 — E2 visa héstarnas glukos-
koncentrationer under behandling med kanagliflozin och efter total
behandlingstid pa 24 dagar g24h. .........cccceeeeeceeeeeeeeee s 24

Figur 2. Individuella plasmainsulinkoncentrationer (mU/L) for hastarna A — E
under ett oralt glukostest (OGT) utfért fore och under behandling med
kanagliflozin. A1 — E1 visar hastarnas insulinkoncentrationer fore
behandling med kanagliflozin. A2 — E2 visa héstarnas insulinkoncentra-
tioner under behandling med kanagliflozin och efter total behandlingstid
PA 24 dAQAr G24N. ...cviviiieieciiiccceee e 26

Figur 3. Logaritmiskt forhallande mellan blodglukos och plasmainsulin vid OGT
1 innan behandling dar A1 Glu — E1 Glu motsvarar hast A — E blod-
glukoskoncentrationer (mmol/L) vid OGT 1 innan behandling med
kanagliflozin och Al Ins — E1 Ins motsvarar hast A — E plasmainsulin-
koncentrationer (mU/L) vid OGT 1 innan behandling med kanagliflozin.

Figur 4. Logaritmiskt férhallande mellan blodglukos och seruminsulin vid OGT 2
under behandling dar A2 Glu — E2 Glu motsvarar hast A — E blodglukos-
koncentrationer (mmol/L) vid OGT 2 under behandling med kanagliflozin
och A2 Ins — E2 Ins motsvarar hédst A — E plasmainsulinkoncentrationer
(mU/L) vid OGT 2 under behandling med kanagliflozin.......................... 29

11



12



1. Inledning

Ekvint metabolt syndrom, EMS, dr ett komplex sjukdom. Hastar med EMS har en
onormal fettmetabolism, insulinresistens och 6kad risk for fang. Just hoga insulin-
nivaer i blodet har ett starkt samband med utvecklandet av fang. Idag behandlas
sjukdomen framst med foderatgarder dar malet &r att halla laga och jamna glukos-
nivaer i blodet for att just undvika insulinstegringar. Adekvata foderatgarder &r ofta
svart for hastagarna att folja och det finns en standig oro att hastarna ska drabbas
av fang.

Inom humanmedicinen finns en relativt ny lakemedelsgrupp, SGLT2-hdmmare,
som ny behandlingsstrategi for typ 2 Diabetes Mellitus. | stallet for att direkt pa-
verka det endogena insulinet binder detta l&ékemedel in till SGLT2 i proximala tu-
buli i njuren och hammar darigenom glukosresorptionen. Resultatet blir att troskel-
vardet for glukosuri sanks. Hos manniska ses sankta nivaer fasteglukos samt
postprandiellt blodglukos, viktminskning och sankt blodtryck.

| denna studie behandlas fem EMS-sjuka hastar med SGLT2-hammare i tva olika
doser, 1,2 mg/kg och 1,8 mg/kg kanagliflozin (Ivokana 300 mg). Ett standardiserat
OGT, oralt glukostest, kdrs innan paborjad medicinering samt efter 24 dagars me-
dicinering. Hastarnas blodglukos och plasmainsulin foljs. Hur paverkas blodglukos
och plasmainsulin hos EMS-sjuka hastar vid de tva olika doseringarna av SLGT2-
hammare?
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2. Litteraturoversikt

2.1. Ekvint metabolt syndrom

Ekvint metabolt syndrom, EMS, ar ett sjukdomskomplex hos hast som inkluderar
onormal fettmetabolism, insulinresistens och fang (Durham, et al., 2019). Hastar
med EMS karaktariseras framst utav viktuppgang eller svarighet for viktnedgang
trotts mindre tillgang pa naring an den friska hasten. Dessa individer kan utveckla
fettdepaer tydligast 6ver mankammen men dven pa flera stallen dver kroppen eller
ha en mer generell fettansattning (McCue, et al., 2015). Ofta har de haft subklinisk
fang med diffusa haltor pa ett eller flera ben, eller blivit diagnostiserade och be-
handlade for klinisk fang en gang eller vid flertalet tillfallen (Frank, et al., 2010).

EMS éar for hasten en livslang diagnos och for hastagaren en daglig oro for att hasten
utvecklar fang. Idag kontrolleras sjukdomen framst med foderatgarder men tyvarr
ar detta ofta ej tillrackligt for de individer som har mycket kraftigt stord insulinreg-
lering och ménga far avlivas da fangen ej gar att behandla.

2.1.1. Okad fettmassa — lokal eller generell

Héstar med EMS behover inte nddvandigtvis vara dverviktiga eller ha karaktaris-
tiska fettdepaer, som ofta ar forknippade med EMS, de kan aven ha en mer generell
forfettning av vdavnaden. Man har sett att vissa raser som exempelvis shetlands-
ponny, welsh ponnys, islandshastar, och morganhéstar ar Gverrepresenterade nar
det kommer till évervikt (Durham, et al., 2019). Hos Welsh ponnyn och morgan-
hésten har man kunnat visa pa ett genetiskt samband (Norton, et al., 2019). Det kan
finnas en forklaring i att dessa typer av héstar och ponnys &r evolutionart anpassade
till miljoer med dalig tillgang pa foder varpa deras metabolism blivit mycket effek-
tiv och de kan dverleva pa foder med daliga naringsvarden. Miljon spelar déarav en
mycket stor roll i huruvida individen &r éverviktig eller ej. Overutfodring och for
lite motion leder till 6kad fettmassa, antingen lokal eller generell. Okad mangd fett-
vav har visat sig minska kansligheten for insulin och insulinresistens uppstar
(Frank, et al., 2010).
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2.1.2. Insulinresistens, IR,

Insulin produceras i pankreas beta-celler. Frisattning av insulin i blodet stimuleras
framst utav blodglukos men dven till viss del fria aminosyror. Insulin binder i van-
liga fall in till insulinreceptorer pa cellmembran och aktiverar tyrosinkinas. Effek-
ten i cellen blir 6kat glukosupptag, 6kad glykogensyntes och minskad glukoneoge-
nes, Okad syntes av triglycerider, minskad lipolys, 6kat upptag av aminosyror och
Okad proteinsyntes. Generellt kan man sdga att insulin bygger upp energireserver
(Sjaastad, et al., 2010).

Vid insulinresistens ar det insulinreceptorerna eller den efterfoljande intracelluléra
signalkaskaden som inte svarar normalt pa insulin, och effekten insulin har i cellen
minskar. Resultatet blir att nivaerna av blodglukos stiger, vilket ytterligare stimu-
lerar betaceller att producera och frisatta insulin, varpa vi ser forhéjda nivaer av
insulin i blodet.

2.1.3. Fang

Fang ar en inflammation i hovens stodjevavnad. Hastar kan utveckla fang av olika
anledningar, exempelvis foderbyte till hbgkvalitativt gras (Luthersson, et al., 2017),
kvarvarande efterbord och kolik (Parsons, et al., 2007). Hastar med EMS utvecklar
dock fang sekundart till postprandiell hyperinsulinemi (Meier, et al., 2018).

Den bakomliggande mekanismen till varfor hastar med EMS &r predisponerade att
utveckla fang ar mycket komplex och inte helt klarlagt, men man har sett en tydlig
koppling mellan kraftigt forhéjda insulinnivaer i blodet och fang i bade forséksmo-
deller (Meier, et al., 2018) (Asplin, et al., 2007) och vid naturligt férekommande
fang (Karikoski, et al., 2011). Olika teorier finns kring patofysiologin.

En teori beaktar insulinberoende celltyper och inflammation i hovens stodjevévnad.
Vid insulinresistens drabbas insulinberoende celltyper av glukosbrist. Hovarnas cir-
kulation &r redan nedsatt hos friska individer, och darigenom tillgangen pa glukos.
Vid ytterligare minskat glukosupptag hos endotelceller i hovens kapillarer, da in-
sulinreceptorerna inte svarar normalt pa insulin, ses endotelskador som féljd. Hoga
insulinnivaer stimulerar immunfdrsvaret och en inflammatorisk process kring det
skadade endotelet aktiveras (Treiber, et al., 2006).

Endotelskador och en efterféljande inflammation &r dock enbart en liten del av den
bakomliggande forklaringen till utvecklandet av fang vid hyperinsulinemi. Insu-
line-like growth factor-1 receptorn (IGF-1), som finns till stor del i det lamin&ra
epitelet i hovkapseln, har visat sig aktiveras av hoga insulinnivaer samt kostrelate-
rade kolhydratsforandringar. Aktiveringen av IGF-1 och den efterféljande intracel-
luldra kaskaden leder till en onormal utveckling av cytoskelettet och darigenom ut-
strackta laminara epitelceller, och utvecklandet av fang (Lane, et al., 2017).
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2.2. Glukosreglering i njuren

Det &r inte enbart insulin som reglerar kroppens blodglukos utan &ven njurarna spe-
lar en viktig roll nar det kommer till regleringen av kroppens blodglukosnivaer. |
njuren sker glukoneogenes, filtration av glukos, resorption av glukos samt forbruk-
ning av glukos. Glukos filtreras i glomeruli for att sedan resorberas i proximala
tubuli (S1 och S3) medierat av natrium-glukos co-transpotrorer typ 1 och 2 (SGLT1
och SGLT2) (Chao & Henry, 2010). SGLT2 finns i S1 segmentet av tubuli och har
en lag affinitet och hog kapacitet, och star for ca 90 % av resorptionen glukos.
SGLT1 aterfinns i S3 segmentet av tubuli och har en hdg affinitet och lag kapacitet,
och star for resterande 10 % av resorptionen glukos (Mather & Pollock, 2011).

2.2.1. SGLT2-hammare inom humanmedicin

SGLT2-hammare &r en relativt ny grupp av lakemedel som framst anvands for att
behandla typ 2 Diabetes Mellitus hos manniskor. Genom att blockera SGLT2 och
darigenom orsaka glukosuri har det visat sig att man inte bara sanker blodglukos-
koncentrationen efter maltider utan dven blodglukosnivaerna efter fasta. Njurens
troskelvarde for glukosuri sanks och fluktuationer i blodglukos minimeras (Thomas
& Cherney, 2018).

Effekten av att sanka nivaerna blodglukos blir indirekt sankta insulinnivaer i blodet
da blodglukosens stimulering pa betacellerna ar koncentrationsberoende. Lagre
blodglukoskoncentrationer ger saledes lagre insulinfrisattning. Man far aven forlust
av natrium som verkar som en del av en blodtryckssédnkande effekt samt férlust av
glukos, som kompenseras av metabolisering av fettsyror och darigenom en viktfor-
lust i form av ren forlust av fett. Den totala biologiska effekten och mekanismen ér
annu ej helt klarlagd men hos méanniska ses minskade nivaer blodglukos bade efter
fodointag och fasta, viktminskning, och sénkt blodtryck (Haas, et al., 2014).
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3. Material och metod

| studien deltog fem privathéastar som i falt av annan praktiserande veterinér diag-
nostiserats med EMS genom konfirmerande av insulinresistens genom oralt glukos
test (OGT) alternativt fasteinsulin (F-insulin) med insulin peak enligt tabell (Tabell
1). Hastégarna har sjalva anmélt intresse att delta i studien. Hastagarna har tagit del
utav studiens uppléagg och syfte och skrivit under ett djurdgarmedgivande (Bilaga
1). Samtliga héastar har transporterats till och fran Hastkliniken vid SLU i Uppsala
utav héstégaren.

Tabell 1. Samtliga deltagande hastar i studien med tilldelad bokstav, diagnostiseringsmetod i falt
med insulin peak (mU/L), kén ras och alder (ar).

Bokstav | Hast Provifalt Ins peak Kon Ras Alder (&r)
(mU/L)

A Spirit  OGT 130,0 Valack | Shetland 8

B Juicy | OGT >173 Sto Russ 8

C Diva F-insulin  >173 Sto Island 15

D Snutten  OGT 340,0 Valack | Shetland 9

E Blenda F-insulin  >173 Sto Connemara | 16

3.1. Uppstallning och miljo

Hastarna stallades upp i ett separat stall pa Hastkliniken vid SLU i Uppsala. Hast A
stallades upp ensam under bada bestken. Hast B och C samt D och E stallades upp
tillsammans under forsoksperioderna.

Boxarna var av standardstorlek och stromaterial utav kutterspan. Hastarna hade fri
tillgang pa vatten i hink antingen upphangt pa boxvagg eller staendes pa golvet
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beroende pa storlek utav hast. Hastarna hade daglig utevistelse i grusad hage med
tillgang pa vatten i hink efter den dagens avslutade forsok.

Utfodring skedde med héstens eget grovfoder, som hastagaren lamnat tillsammans
med hasten. Utfodring utférdes klockan 7.00, 12.00, 16.00 samt 22.00 forutom da
forsoken utfordes. Grovfodergivan har vagts upp i pasar markerade med hastens
namn och tidpunkt for utfodring. Vid utebliven fodergiva, p.g.a. férsoken, har
denna delats upp pa de resterande utfodringarna den dagen, sa den totala méangden
foder per dygn ej varierat. Ett utfodringsschema har funnits pa vardera hasts box-
dorr dér noteringar om eventuell svélt eller utfodring tydligt varit markerad.

3.2. Forsoksperiodens upplagg

Varje hést har totalt deltagit i studien i 28 dagar. Dag 1 har hasten ankommit till
Hastkliniken vid SLU i Uppsala. Under dag 2 genomfordes en allméanklinisk under-
sokning och hasten vagdes. Samma digitala vag har anvants vid alla tillfallen. Has-
ten rakades 6ver jugularfaran pa bada sidor av halsen. En permanentkanyl i ena
jugularen sattes efter att omradet lokalbedévats med Emla-kram (lidokain 25 mg/g,
prilokain 25 mg/g, Aspen Nordic) i 30 minuter samt steriltvattats med klorhexidin-
schampoo och M-sprit. Kanylen suturerades fast till huden. Denna kanyl anvandes
under samtliga forsok vid blodprovstagning. Fortsattningsvis spolades kanylen med
fysiologisk koksaltldsning vid varje utfodringstillfalle.

Dag 3-5 utfordes forsoken som beskrivs nedan. Under dag 4 sattes en andra perma-
nentkanyl pa motsvarande sida som den forsta enligt beskrivningen ovan. Denna
kanyl anvandes som infart under forsokets dag 5. Efter dag 5 avlagsnades bada
permanentkanylerna och jugularerna kontrollerades. Innan forscken péabérjades
samtliga dagar togs hastarnas blodtryck. Detta skedde direkt pA morgonen under
lugna och tysta forhallanden.

Dag 5 akte samtliga hastar hem till eget stall och kom sedan ater dag 25. Under
perioden dag 5-25 atergick hastarna till sina normala rutiner. Utfodringsrutinerna
samt mangden foder och fodermedel holls konstanta under forséksperiodens hela
langd och motsvarades av den foderstat som héstarna statt pa de senaste tre veckor-
na innan forsoket.

Fran och med dag 5 paborjades behandling med Invokana, 300 mg kanagliflozin
(SLGT2-hammare), i form av tabletter. Tabletterna gavs i en &ppelklyfta klockan
21.00 varje dag och hastagaren kontrollerade att tabletten ej spottades ut. Tva av
héstarna (B och D) behandlades med kanagliflozin 1,8 mg/kg g24h, och tre av hés-
tarna (A, C och E) behandlades med kanagliflozin 1,2 mg/kg q24h. Vilken h&st som
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har behandlats med vilken dos har lottats in och dessutom varit okant for de som
undersokt hastarna under forsokets gang.

Dag 25-28 utfordes lika som dag 1-4 med anda skillnaden att hastarna stod pa fort-
satt medicinering med kanagliflozin klockan 21.00 dagligen.

3.2.1. Oralt glukostest, OGT dag 2 och 26

Forsoket gar ut pa att fasta 6ver natten ge en glukoslésning (Dan Sukker glukossi-
rap, Nordic Sugar AB), oralt for att sedan folja blodglukos och plasmainsulin ge-
nom upprepade blodprovstagningar. Férsoken borjade klockan 07.00 och senaste
utfodring var klockan 22.00 dagen innan. FOrsOken utférdes i hastens box dér den
hade fri tillgang till vatten i hink.

Dagen bérjade med att blodtryck togs under lugna och tysta forhallanden runt
klockan 06.15. En trevagsforlangning (Discofix, Braun) kopplades till permanent-
kanylen och fastes med fargad tape kring héstens hals. Permanentkanylen spolades
med fysiologisk koksaltlosning. Hastarna vagdes pa digitalvag. Ett blodprov (noll-
prov), togs 10 minuter innan den orala glukosgivan.

Standarddos av Dan Sukker glukossirap, 0,5 ml/kg, anvandes. Den totala mangden
glukossirap baserades pa dagens aktuella vikt (Tabell 2). Forpackningen med glu-
kossirap lag 20 minuter i ett ljummet vattenbad for att bli mer lattflytande innan
den drogs upp i orala sprutor. Glukossirapen gavs oralt genom att sprutan fordes in
i mungipan och glukossirapen langsamt deponerades. Nar hela dosen glukossirap
givits startades ett individuellt tidtagarur. Hastens mun torkades med fuktigt pap-
per.

Tabell 2. Glukosgiva vid de tva olika OGT i milliliter med dosering pa 0,5 ml/kg och baserat pa
hastens vikt i kilogram den aktuella dagen.

OGT 1 OGT 2
Hast | Vikt (kg) Glukosgiva (ml) | Vikt (kg) Glukosgiva (ml)
A 260,0 130 251,0 125,5
B 342,0 171 328,0 164
C 437,5 219 410,5 205,25
D 165,0 83 157,0 78,5
E 445,5 223 4240 212
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Blodprov togs genom att 10 sekunder innan provtagning dra 5 ml blod ur kanylen,
som sedan slangdes. Dérefter drogs 20 ml blod ur kanylen, och kanylen spolades
med 10 ml fysiologisk koksaltlosning. Provtagning utférdes 10 minuter innan oral
glukosgiva, samt vid 15, 30, 60, 90,120,150 och 180 minuter efter oral glukosgiva.

Blodglukos mattes direkt i helblod efter blodprovstagning med hjalp av en portabel
glukometer (Accu-Check Aviva, Roche Diagnostics Scandinavia AB, Bromma,
Sweden). Samma glukometer har anvénts till samma hast vid samtliga provtag-
ningar och tillfallen. Resterande blod i sprutan delades upp i ett vardera litium-he-
parin-, EDTA- och serumror. Hastarna har under provtagningen varit uppbundna i
boxen. Mellan provtagningarna har de kunnat réra sig fritt i boxen.

Vid forsokets avslut kopplades trevagsforlangningen och tillhérande tape bort. Ka-
nylen fick en kork med membran och spolades med fysiologisk koksaltldsning.
Hastarna tillbringade resten av dagen i grusad rasthage vid uppehall av regn, for att
sékerstélla hygien av permanentkanylen. Den missade morgonfodergivan delades
upp pa resterande mal och utfodrades enligt schema.

Resultaten av denna studie ar baserade pa det orala glukostestet. Nedan féljer en
kort beskrivning av resterande tester under forsoksperioden.

3.2.2. Meal toleranse test, MTT, dag 3 och 27

Meal toleranse test, MTT, &r ett fodertoleranstest dar blodglukos och plasmainsulin
foljs dver tid. Hasten utfodrades med sitt eget grovfoder klockan 07.00 med en stan-
dardgiva om 0,4 kg ts/kg kroppsvikt. Hastens grovfoder skickades pa analys for
innehall av socker och fruktaner. Attiden noterades i protokoll och i de fall dar has-
ten inte at upp hela fodergivan vid forsta MTT korrigerades detta till andra omgang-
ens MTT.

Provtagning skedde vid tiderna -10, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, och
300 minuter enligt samma princip som vid OGT.

Innan MTT vid bada omgangar togs blodprov i serumror for analys av GLDH,
GGT, triglycerider, protein, natrium, kalium och klorid.

3.2.3. Graderad glukosinfusion, GGI, dag 4 och 28

Vid detta forsok hade hasten tva permanentkanyler, en i vardera jugularven. | ena
kanylen gavs en 20 % glukosinfusion i sex 40 minuters steg. Provtagning utfordes
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i den andra kanylen 10 minuter innan testet startade och déarefter var tionde minut
upp till 240 minuter. Blodglukos och plasmainsulin féljdes.

3.3. Blodprovshantering och analys av prover

Blodprovstagning skedde vid samtliga provtagningar i ordningen:
e -10 sekunder, 5 ml blod drogs fran permanentkanylen och slangdes.
e Provtagning skedde genom att 10 ml eller 20 ml blod drogs fran permanent-
kanylen vid exakt angiven tidpunkt enligt protokollet.
e Permanentkanyl spolades med 10 ml fysiologisk koksaltlosning.

En droppe blod fran provsprutan doppades pa Accu check- sticks pa en portabel
glukometer (Accu-Check Aviva, Roche Diagnostics Scandinavia AB, Bromma,
Sweden). Glukoskoncentrationen lastes av och noteras i protokollet. En steril rosa
kanyl kopplas till sprutan och resterande blod delades upp i blodprovsrér av typen
Litium-Heparin (4 ml), EDTA (4 ml), och Serum (10 ml) enligt protokollet.

Litium-Heparin- och EDTA-ror placeras omgaende i centrifug och centrifugeras i
10 minuter pa 4500 varv per minut. Serumror placeras i provstall och centrifugeras
forst en timme efter taget prov.

Plasma, alternativt serum, pipetterades sedan 6ver i eppendorfror (aliqouter) mar-
kerade med rortyp, hast och prov samt forsokstyp och omgang. Exempelvis Li-H,
D5, O2 vilket star for Litium-Heparin, hast D prov 5, OGT omgang 2. Roren mark-
tes pa bade lock och sida. Direkt efter att plasman/serum uppdelats i korrekt antal
aliqouter placerades dessa i frysbox i -80°C.

Efter att samtliga prover fran alla provomgangar ar insamlade lamnas dessa Gver
frysta till Kliniska kemiska laboratoriet vid SLU i Uppsala for analys av utvald
blodkemi, analyserad pa serum (GLDH, GGT, triglycerider, protein, natrium, ka-
lium och klorider). Plasmainsulin analyserades i duplikat vid Kliniska vetenskapers
metabola laboratorium. Plasmainsulinnivaerna fran samtliga blodprovstagningar
bestdmdes via en hast-optimerad ELISA (Mercodia Equine Insulin ELISA, Mer-
codia AB, Uppsala, Sverige).

3.4. Statistik och berakningar

Samtliga statistiska analyser och resultatberakningar baserades pa de insamlade
data vid OGT 1 och OGT 2. Data bearbetades till grafer och arean under kurvan
(AUC), for glukos (AUCglukes) och insulin (AUCinsuiin) réknades ut i GraphPad
Prism 9 med hjalp av trapetzformel.
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Vérden for blodglukos och plasmainsulin vid fasta redovisas. Fluktuationen, skill-
naden mellan hogsta och lagsta uppmétta varde av blodglukos och plasmainsulin
éver 190 minuter vid bada tillfallen OGT redovisas, samt representerar hur pass
stabilt blodglukos och plasmainsulin forhaller sig under behandling med kanagli-
flozin jamfort med innan behandling.
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4. Resultat

4.1. Vikt

Samtliga hastar som deltog i studien har minskat i vikt (Tabell 3). Storsta férandring
sags hos hast C som minskade med totalt 6,2 % av sin ursprungsvikt beraknat mel-
lan de tvda OGT-omgangarna, med en medelforlust pa 1,13 kg/dygn 6ver 24 dagars
tid. Minst forandring sags hos hast A med en minskning av 3,5 % av ursprungsvik-
ten med en medelforlust pa 0,38 kg/dygn 6ver 24 dagars tid.

Tabell 3. Hastarnas vikt registrerat vid OGT dag 2 och 26 med total viktminskning i kilogram och
procent, samt minskning i kilogram per dygn mellan de tva tillfallena.

Vikt Viktminskning
Hast | Dag 2 (kg) | Dag 26 (kg) | Total (kg) Kg/Dygn @ Procent (%)
A 260,0 251,0 -9,0 0,38 3,5
B 342,0 328,0 -14,0 0,58 4,1
C 437,5 410,5 -27,0 1,13 6,2
D 165,0 157,0 -8,5 0,35 4,8
E 445,5 424.0 -21,5 0,90 4,8

4.2. Blodglukos

Vid métning av blodglukos sags en markant skillnad mellan OGT omgangarna,
d.v.s. fore och under behandling med kanagliflozin. Samtliga héstar har efter be-
handling ett l1&gre blodglukosvérde vid fasta och planare blodglukoskurvor efter
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oral giva glukos over tid. Storst skillnad pa blodglukoskurvorna ses hos hast A, B
och D, dér en markant utplaning av kurvorna ses.
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Figur 1. Individuella glukoskoncentrationer (mmol/L) for hastarna A — E under ett oralt glukostest
(OGT) utfort fore och under behandling med kanagliflozin. A1 — E1 visar hastarnas glukoskoncent-
rationer fore behandling med kanagliflozin. A2 — E2 visa hastarnas glukoskoncentrationer under
behandling med kanagliflozin och efter total behandlingstid pa 24 dagar g24h.

Enligt tabell 3 sags att vardet for arean under kurvan (AUCglukes) har minskat med
48,2 % mellan OGT omgangarna hos hast D. Hast A och B ligger runt en minskning
med 30 %, hast E ca 15 %. Minst fordndring ses hos hast C med ca 7 % minskning
av AUC vid matning av blodglukos.

Hést B och D som behandlades med 1,8 mg/kg kanagliflozin fick en medelminsk-
ning av AUCgiukes Pa 41,5 %. Hast A, C och E som behandlades med 1,2 mg/kg
kanagliflozin fick en medelminskning av AUCgiukos pa 16,1 %.
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Tabell 4. Arean under kurvan (AUCaglukes) fOr blodglukos (mmol/L x min) vid OGT 1 innan behand-
ling, och OGT 2 under behandling med kanagliflozin, samt sammanstéllning av minskning i procent
(%).

Hast | AUCglukos OGT 1 AUCglukos OGT 2 Minskning i procent (%)
A 1637 1209 26,1
B 1808 1178 34,8
C 1254 1163 7,3
D 1619 838,3 48,2
E 1259 1071 14,9

Fasteglukos minskade hos samtliga héstar efter behandling med kangliflozin (Ta-
bell 5), stérst minskning ses hos hast D med en minskning pa dryga 30 %. Hast B
och D som behandlades med 1,8 mg/kg kanagliflozin fick en medelminskning av
blodglukos efter fasta pa 24,7 %. Hast A, C och E som behandlades med 1,2 mg/kg
kanagliflozin fick en medelminskning av blodglukos efter fasta pa 13,0 %.

Skillnaden i medelfluktuation blodglukos hos hést B och D sjonk fran 6,6 mmol/L
till 2,4 mmol/L. Hos hast A, C och E sjonk medelfluktationen blodglukos fran 3,6
mmol/L till 2,8 mmol/L (Tabell 5).

Tabell 5. Skillnad i blodglukoskoncentrationen i mmol/L vid fasta innan (OGT 1) och under behand-
ling (OGT 2) med kanagliflozin, samt minskning av blodglukoskoncentrationen i procent (%). Fluk-
tuation blodglukos (mmol/L) mellan hégsta och lagsta méatning av blodglukos efter oral glukosgiva
under 190 minuter.

Hast | OGT1 OGT2 Minskning(%) Fluktuation Fluktuation
OGT 1 OGT 2
A 4,9 4,0 18,4 5,2 25
B 5,2 4,3 17,3 7,5 3,0
C 5,4 4,8 11,1 2,5 2,6
D 5,3 3,6 32,1 5,7 1,8
E 5,2 4,7 9,6 3,0 2,4
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4.3. Plasmainsulin

Plasmainsulinkoncentrationerna i blodet har minskat hos samtliga av hastarna efter
behandling (Figur 2). Hast D som innan behandling fick hdgsta uppmatta vérde av
plasmainsulin pa 554,8 mU/L har efter behandling hogsta varde pa 57,4 mU/L, vil-
ket motsvarar en minskning med ca 90 %.

Storsta skillnaden mellan hégsta och lagsta plasmainsulinvérde efter behandling ses
hos hast A med en skillnad av 100,3 mU/L, da hogsta varde registrerats efter 60
minuter.
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Figur 2. Individuella plasmainsulinkoncentrationer (mU/L) for hastarna A — E under ett oralt glu-
kostest (OGT) utfort fore och under behandling med kanagliflozin. A1 — E1 visar hastarnas insulin-
koncentrationer fore behandling med kanagliflozin. A2 — E2 visa hastarnas insulinkoncentrationer
under behandling med kanagliflozin och efter total behandlingstid pa 24 dagar g24h.

Arean under kurvan har hos samtliga hastar minskat med minst 50 %. Storst for-
andring ses hos hast D dar AUC minskat med 89,3 % (Tabell 6).

Hést B och D som behandlades med 1,8 mg/kg kanagliflozin fick en medelminsk-
ning av AUCnsulin pa 82,2 %. Hast A, C och E som behandlades med 1,2 mg/kg
kanagliflozin fick en medelminskning av AUC nsuiin pa 62,4 %.
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Tabell 6. Arean under kurvan (AUC nsuiin) for plasmainsulin (mU/L x min) vid OGT 1 innan behand-
ling, och OGT 2 under behandling med kanagliflozin, samt sammanstéllining av minskning i procent
(%).

Hast | AUCinsuiin OGT 1 AUCinsuiin OGT 2 Minskning i procent (%)
A 34616 15487 55,3
B 59519 14855 75,0
C 16251 7268 55,3
D 64041 6866 89,3
E 27110 6338 76,6

Plasmainsulin minskade hos samtliga héastar efter behandling med kanagliflozin
(Tabell 7), stérst minskning ses hos hast D och E med en minskning runt 70 %.
Hést B och D som behandlades med 1,8 mg/kg kanagliflozin fick en medelminsk-
ning av plasmainsulin efter fasta pa 58,6 %. Hast A, C och E som behandlades med
1,2 mg/kg kanagliflozin fick en medelminskning av plasmainsulin efter fasta pa
56,8 %.

Skillnaden i medelfluktuation plasmainsulin hos hast B och D sjonk fran 464,7
mU/L till 66,9 mU/L. Hos hést A, C och E sjonk medelfluktationen plasmainsulin
fran 156,9 mU/L till 62,4 mU/L.

Tabell 7. Skillnad i plasmainsulin i mU/L vid fasta innan (OGT 1) och efter behandling (OGT 2)
med kanagliflozin, samt minskning av plasmainsulin vid fasta i procent (%). Fluktuation plasmain-
sulin (mU/L) mellan hdgsta och l&gsta matning av seruminsulin efter oral glukosgiva under 190
minuter.

Hast | OGT1 OGT2 Minskning(%) Fluktuation Fluktuation
OGT 1 OGT 2
Al 421 21,8 48,2 194,1 100,3
Bl 299 15,8 47,2 4246 85,8
C| 443 20,8 53,0 78,3 35,9
D| 50,0 15,0 70,0 504,8 47,9
El 312 9,6 69,2 198,4 51,1
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Vid jamforelse av ett logaritmiskt férhallande mellan blodglukos och plasmainsulin
under OGT 1 och OGT 2 ses att samtliga kurvor vid OGT 1 ej planat ut for att
aterga till normala nivaer (Figur 3 och Figur 4). Man kan dérav anta att de hogsta
varden pa bade blodglukos och seruminsulin ej finns med i méatningarna vid 180
minuter.

Vid OGT 2 registreras hogsta véarden for blodglukos och plasmainsulin upp till 120
minuter for att sedan plana ut och sjunka. Man har darav fatt med hogsta glukostopp
och féljande insulintopp under matningarna pa 180 minuter (Figur 3 och Figur 4).
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Figur 3. Logaritmiskt forhallande mellan blodglukos och plasmainsulin vid OGT 1 innan behand-
ling dar Al Glu — E1 Glu motsvarar hast A — E blodglukoskoncentrationer (mmol/L) vid OGT 1
innan behandling med kanagliflozin och Al Ins — E1 Ins motsvarar hést A — E plasmainsulinkon-
centrationer (mU/L) vid OGT 1 innan behandling med kanagliflozin.
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OGT 2
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Figur 4. Logaritmiskt férhallande mellan blodglukos och seruminsulin vid OGT 2 under behandling
dar A2 Glu — E2 Glu motsvarar hést A — E blodglukoskoncentrationer (mmol/L) vid OGT 2 under
behandling med kanagliflozin och A2 Ins — E2 Ins motsvarar hast A — E plasmainsulinkoncentra-
tioner (mU/L) vid OGT 2 under behandling med kanagliflozin.

4.4. Ovriga resultat och analyser

Hos samtliga héstar ses en 6kning i GLDH (Tabell 8) under behandlingen med
kanagliflozin. Hos hést A och D ses ett forhojt varde av GLDH redan innan behand-
lingen. Under behandlingen med kanagliflozin ses en mattlig till kraftig forhojning
av GLDH hos hést A och D. Hast D har behandlats med 1,8 mg/kg kanagliflozin.
Hos hast B, som ocksa behandlades med 1,8 mg/kg kanagliflozin, ses normala
GLDH-vérden innan behandling. Hast C och E, som behandlades med 1,2 mg/kg
kanagliflozin, har normala GLDH-varden bade innan och under behandlingen.

Aven triglycerider 6kade hos samtliga hastar. Under behandlingen med kanagli-
flozin uppmattes nivaer av triglycerider 6ver referensvarde (0,1-0,5 mmol/L) oav-
sett vilken dos hasten behandlades med. Hast A hade kraftigt forhjda nivaer av
triglycerider, 14,6 mmol/L, under behandling, vilket var okulért detekterbart vid
blodprovstagningen innan MTT2.

Natriumnivaerna bedéms som oférandrade innan och under behandlingen med
kanagliflozin hos samtliga héstar i studien.
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Tabell 8. Ovrig blodkemi analyserat i samband med MTT 1 innan behandling och MTT 2 under
behandling med kanagliflozin, dar A1 — E1 motsvarar blodprov taget vid MTT1 och A2 — E2 mots-
varar blodprov taget vid MTT2. Analys av GLDH (nkat/L ref. 15-190), GGT (pkat/L ref. 0,1-0,5),
triglycerider (mmol/L ref. 0,1-0,5), protein (g/L ref. 56-72), natrium (mmol/L ref.133-145), kalium
(mmol/L ref. 2,5-5,0) och klorider (mmol/L ref. 96-106). Siffror markerade i rod text motsvarar
varden utanfor angivna referensintervall.

Al A2 Bl B2 |Cl1 C2 DI D2 |E1 E2

GLDH | 393 | 751 | 67 | 139 | 53 | 120 | 201 | 404 | 51 70
GéT| 10 | 17104 05105 04112 | 12|03 | 04
TriGly| 0,7 1461 06 | 37|05 07|07 39104 71

Pro-| 72 77 74 71 76 70 65 66 66 66
tein

Na | 138 140 | 136 136 | 141 139 | 139 137 | 139 136

Cl| 101 102 | 100 98 | 109 104 | 101 | 98 | 101 97
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5. Diskussion

5.1. Viktnedgang

En av effekterna av SGLT2-hamning inom humanmedicin var viktnedgang (Haas,
et al., 2014), detta ses &ven hos héstarna i denna studie. Samtliga héstar har forlorat
runt 5 % av sin kroppsvikt oavsett dos av kanagliflozin. Medelprocenten for hast B
och D, blir 4,5 %. Motsvarande siffra for hast A, C och E, 4,8 %, dar hast C star for
stdrre delen av viktminskningsprocenten med 6,2 % av sin ursprungliga kroppsvikt
(Tabell 3).

Da studien enbart ar baserad pa fem individer gar det ej dra sakra slutsatser, men
dessa siffror tyder pa att det ej finns en dosberoende faktor nar det kommer till
viktnedgang, den storsta faktorn &r troligen hogst individuell. Samtliga héstar hade
olika utgangslagen infor studien, dels ras, dels olika grad av 6vervikt samt lokal
eller generell fettansattning. Miljon under tiden forsoket pagick i hastarnas eget
stall, med atergang till normala rutiner har dven det en stor paverkan pa hastens
viktnedgang. Fodermangden har ej forandrats men utevistelse och motion ar ej
medtaget i denna studie.

5.2. Blodglukos

Principen med SGLT2-hdmning &r att sanka blodglukosnivaer bade vid fasta och
efter maltid genom att sanka njurens troskelvarde for glukosuri. Malet med behand-
ling &r att fa stabila glukosnivaer i blodet oavsett intag av foda.

Hos héastarna i studien ses en tydlig minskning av blodglukosnivaer vid fasta. Hast
B och D har en genomsnittlig minskning pa 24,7 %, jamfort med hast A, C och E
med en genomsnittlig minskning pa 13,0 %. Fluktuationen minskar fran ett genom-
snitt pa 6,6 till 2,4 hos hast B och D och fran 3,6 till 2,8 hos hast A, C och D. Vid
den hoge dosen kanagliflozin (1,8 mg/kg) fas en stérre sankning av blodglukos vid
fasta jamfort med den l&gre doseringen (1,2 mg/kg) men det ses ingen dosberoende
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skillnad i fluktuationer i blodglukos efter oral glukosgiva och mellan grupperna
Over tid.

Sett till den totala fordndringen i blodglukos 6ver 180 minuter efter oral glukosgiva
innan och under behandling hos hést B och D dar minskningen av AUCgiukes 41,5 %,
jamfort med hast C och E med en minskning av AUCoalukos pa 16,1 % (Tabell 4).
Hos hastar med EMS é&r dock principen med SLGT2-hdmning att indirekt fa en
lagre insulinfrisattning i beta-cellerna och motverka hyperinsulinemi, genom att
sénka blodglukoskoncentrationen.

5.3. Plasmainsulin

Som tidigare visats kan blodglukosnivaerna vid fasta och efter maltid sénkas vid
bada doseringar av kanagliflozin samt minska fluktuationer i blodglukos.

Den genomsnittliga minskningen av plasmainsulinniva vid fasta hos hast B och D
ar 58,6 % jamfort med hast A, C och E pa 56,8 %. Det hade varit forvantat att
plasmainsulin skulle folja blodglukoskoncentrationerna men en genomsnittlig
minskning av blodglukos, hos hast B och D, pa 24,7 % leder till en genomsnittlig
minskning av plasmainsulin pa 58,6 % vid fasta. Hos hast A, C och E ger en ge-
nomsnittlig minskning i blodglukos vid fasta pa 13,0 %, en genomsnittlig minsk-
ning pa 56,8 % plasmainsulin vid fasta. Varfor seruminsulin varken féljer blodglu-
kos eller verkar dosberoende, ar hogst oklart. Inom humanmedicin har effekten av
SLGT2-hamning pa insulinfrisattningen ej studerats. For behandling av EMS sjuka
hastar tolkas detta som en positiv egenskap hos SGLT2-hdmmarna.

Hur stabila plasmainsulinnivaerna sedan forhéller sig efter oral glukosgiva ses pa
medelfluktuationen. Hos hést B och D fas en medelfluktuation plasmainsulin innan
behandling pa 464,7 mU/L jamfort med 66,9 mU/L under behandling. Motsvarande
medelvarden for hast A, C och E ar 156,9 mU/L innan behandling och 62,4 mU/L
under behandling med kanagliflozin. Hos hést B och D sker en minskning i medel-
fluktation med 85,6 % jamfort med hast A, C och E pa 60,2 %. Mellan grupperna
sags ingen dosberoende skillnad vid medelfluktuation efter behandling.

5.4. Ovriga parametrar och analyser

Hos samtliga hastar i studien ses en 6kning av leverenzymet GLDH. Hos tva av
héstarna, hast A och D, sags leverpaverkan redan innan behandling med kanagli-
flozin. Dessa tva individer visade efter behandlingsperioden mattligt till kraftigt
fornojda GLDH-varden. Hast C, liksom hést D behandlades med 1,8 mg/kg
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kanagliflozin, hade normala GLDH-vérden innan behandling, och trotts férhdjning
holl sig varderna inom normalnivaer.

Det ses en dkad belastning pa levern hos samtliga hastar i studien. Observandum &r
att det ses en markant 6kning i GLDH under behandling, hos hastar med leverpa-
verkan redan innan behandling. Detta tyder pa en 6kad risk for leverskador. Hos
samtliga héstar i studien ses &ven 6kade blodkoncentrationer triglycerider. Om det
ar de okade blodkoncentrationerna cirkulerande triglycerider som ger den tkade
leverpaverkan kan antas, men kraver vidare undersokning.

Natriumnivaerna ses stabila i bada doseringsgrupperna. Forvantat hade varit att
natrium sjunkit dd SGLT2 i njurarna inte bara resorberar glukos utan dven natrium.
Hamning av SGLT2 paverkar saledes blodnatrium tillrackligt lite da andra fysiolo-
giska funktioner for natriumreglering kan kompensera for forlusten.

5.5. Konklusion

Kanagliflozin har i denna studie stor paverkan pa blodglukos och plasmainsulin hos
bada doseringsgrupperna (1,2 mg/kg och 1,8 mg/kg kanagliflozin). I tidigare studier
(Frank, 2018) dar man anvant sig av samma dosering kanagliflozin ses inte samma
drastiska minskning i insulinnivaer. Skillnaden mellan dessa studier ar tids-
aspekten, dar hastarna i Franks studie provtogs tre dagar efter insattande behand-
ling, i denna studie behandlades hdstarna med kanagliflozin i 24 dagar mellan OGT
1 och OGT 2.

Andra studier har undersokt velagliflozin, SGLT2-hammare framtagen for behand-
ling av diabetessjuka katter (de Laat & Sillence, 2020), till hastar med insulinre-
sistens. | dessa studier sags att velagliflozin sankte seruminsulinnivaerna till under
troskelvarde for risk att utveckla fang (Meier, et al., 2019), samt att ingen av be-
handlade hastar utvecklade fang vid foderbelastning, jamfort med kontroll (Meier,
et al., 2018). Intressant ar att blodglukosnivaerna ej skilde vid ett kombinerat insu-
lin-glukos tolerans test, vid vecka 0, 16 och 21, mellan obehandlad och behandlad
grupp (Meier, et al., 2019). Vid behandling med kanagliflozin ses en tydligare pa-
verkan pa blodglukoskoncentrationerna efter OGT. Detta kan bero pa att kanagli-
flozin ej &r lika selektiv SGLT2-hdmmare som velagliflozin.

Kanagliflozin tycks d&ven hamma SGLT1, som inte bara aterfinns i S3 segmentet av
tubuli, utan &ven i tarmepitel dar den visat sig vara den frdmsta intestinala glukos-
transportéren (Roder, et al., 2014). En hamning av intestinala SGLT1 skulle kunna
forklara resultaten dar vi i denna studie ser stor viktnedgang samt att plasmainsulin
ej tycks folja en dos-respons pa individniva — kanagliflozin tycks inte enbart orsaka
glukosforlust via njuren utan &ven hdmma glukosupptag i tarmen.
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Velagliflozin har vidare beddmts som en saker behandling som tolererats val under
en langre behandlingsperiod, 21 veckor, och utan dkad risk for aterfall vid utsat-
tande av behandling (Meier, et al., 2019). Baserat pa denna studie ses en 6kad risk
for leverskador redan efter 3 veckors behandling med kanagliflozin, framst hos hés-
tar med leverpaverkan redan innan paborjad behandling, vilket kraver vidare under-
sOkning.

Invokana 30 tabletter, 300 mg kanagliflozin, kostar idag runt 570 kr. Fér en hést pa
500 kg och en dos pa 1,2 mg/kg q24h motsvarar detta 2 tabletter dagligen till en
kostnad pa 1140 kr/manad. Den hogre dosen pa 1,8 mg/kg g24h till 500 kg hast,
motsvarar 3 tabletter dagligen till en kostnad pa 1710 kr/manad. Jamfors detta med
Prascend, pergolid 1 mg, en vanlig behandling vid PPID hos hast, dar normaldose-
ring till 500 kg hast kostar runt 500 kr/manad, bedéms behandlingen med kanagli-
flozin som dyr, men ej o6verkomlig.

5.6. Slutsats

SGLT2-hamning leder till viktnedgang hos hést, i denna studie gar det dock ej ut-
réna om viktminskningen ar dosberoende eller ej da flertalet individuella faktorer
samt miljofaktorer sa som traning i hemmamiljo ej ar inkluderat i studien. Kanagli-
flozin tycks aven hdmma glukosupptaget i tarmen vilket leder till ytterligare vikt-
nedgang.

En hogre dos kanagliflozin ger en stérre sankning av blodglukos vid fasta. Nar fluk-
tuationer i blodglukos efter fodointag jamfors mellan grupperna ses ingen dosbero-
ende skillnad, bada doser i denna studie leder till en medelfluktuation pa 2,7
mmol/L jamfort med medelfluktuation innan behandling pa 4,8 mmol/L.

Séankning av plasmainsulinnivaer i blodet féljer inte blodglukos eller verkar dos-
beroende efter behandling med kanagliflozin. En medelsénkning av blodglukos pa
17,7 % leder till en medelsankning av plasmainsulin pa 57,5 % for samtliga hastar
i studien. SGLT2-hdammare paverkar dven insulinfrisattning med okand mekanism,
detta kan bero pa att kanagliflozin ej ar selektiv SGLT2-hammare utan dven ham-
mar SGLT1 i tarmepitel och darigenom glukosupptaget i tarmen.

SGLT2-hdmmare har en framtid inom behandlingsstrategin for EMS héstar. Vi ser
en viktnedgang hos tidigare svarbantade hastar. Troskelvardet i njuren for glukosuri
sanks vilket medfor lagre blodglukos vid fasta och stabilare glukosnivaer efter fo-
dointag. Kanagliflozin tycks &ven hamma SGLT1 i tarmen och darigenom glukos-
upptaget vilket tycks sanka nivaerna plasmainsulin ytterligare vilket ar den huvud-
sakliga faktorn vid behandling av EMS sjuka hdastar och motverkandet hyperin-
sulinemi och darigenom fang.
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Da en 6kad pafrestning pa levern ses hos samtliga hastar i studien bor kanagliflozin
ej ges till hastar med tecken pa leverskada, sa som 6kade nivaer GLDH. Levervar-
den och leverfunktion bor kontrolleras regelbundet innan och under behandling for
att minska risken for negativ leverpaverkan. Vilken typ av leverpaverkan SGLT2-
hdmmare har hos hast, om det &r en biverkan av medicinen eller den okade fett-
metabolismen, bor undersokas vidare for att kunna gora en adekvat risk-nyttabe-
domning med behandlingen.

Denna studie ar begrénsad till fem individer med olika individuella férutséattningar.
For att kunna dra sékrare slutsatser kravs studier av en stérre population, samt dver
langre tid. Ska héstar med EMS behandlas med kanagliflozin/SGLT2-hdmmare &r
det hogst troligt en livslang behandling. | dagens lage vet vi ej hur denna lakeme-
delsgrupp paverkar hastarna éver lang tid, eller vilka mojliga biverkningar som kan
komma att uppdagas.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Ekvint metabolt syndrom, EMS, &r en komplex sjukdom som drabbar hastar. Denna
sjukdom bestar av tre delar: onormal fettmetabolism, insulinresistens och 6kad risk
for fang. Onormal fettmetabolism betyder att dessa hastar kan fa fettdepaer som en
puckel 6ver mankammen eller mer insprangt med fett Gver hela kroppen.

Alla kroppens celler behdver energi i form av blodsocker for att kunna fungera nor-
malt. Energin kommer fran maten och tas upp fran tarmen vidare till blodet. Denna
energi, blodsocker, transporteras sedan med blodet ut till kroppens alla celler. For
att cellerna ska ta upp energin behdvs en signalmolekyl, insulin. Insulin &r ett hor-
mon som tillverkas i bukspottskarteln. Nar bukspottskérteln kanner av att nivaerna
blodsocker stiger tillverkas mer insulin som frisétts i blodet, vilket da leder till att
kroppens celler kan ta upp blodsockret, energin. Hastar med EMS har insulinre-
sistens. Detta innebdr att kroppens celler inte svarar normalt pa insulin. Cellerna tar
ej upp blodsockret och hogre nivaer blodsocker gor att bukspottskorteln tillverkar
och frisatter mer insulin. Till slut fas mycket hoga nivaer av insulin i blodet.

Just hoga nivaer av insulin i blodet har stark koppling till att hastar drabbas utav
fang. Fang ar en inflammation i hovens stodjevavnad. Enkelt beskrivet kan man
séga att insulinet orsakar kérlskador och inflammation i hovens stddjevavnad, samt
hur dessa celler i stodjevévnaden ser ut. Allt tillsammans ger en mycket smartsam
sjukdom hos hastar och manga maste tyvarr avlivas nar smartlindring och antiin-
flammatoriska mediciner inte racker till.

Till ménniskor med Diabetes typ 2 finns idag en relativt ny lakemedelsgrupp,
SGLT2-hammare. Dessa mediciner paverkar njuren. Njuren filtrerar blodet for att
sedan resorbera de molekyler kroppen vill spara, déribland blodsocker, resten bildar
urin och kissas ut. SGLT2-hdmmare motverkar resorptionen av blodsocker vilket
gora att detta da forloras ut via urinen. Hos manniskor ses lagre och jamnare nivaer
av blodsocker, viktminskning och sankt blodtryck. Just jamnare nivaer av blod-
socker gor det enklare att behandla diabetessjuka med insulin. Men EMS-sjuka has-
tar behover ju inte mer insulin, som diabetessjuka ménniskor. VVad hdnder med hés-
tarnas insulinnivaer i blodet om man med denna medicin lyckas sanka blodsocker?
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| denna studie testas tva olika doser av SGLT2-hammare (kanagliflozin) till EMS-
sjuka héstar.

Fem hastar med EMS deltog i studien. Hastarna stallades upp pa hastkliniken UDS
under tva olika omgangar. Vid forsta besoket utfordes bl.a tre olika tester. Ett oralt
glukostest (OGT) dar héstarna fick glukossirap i munnen till frukost. Dagen efter
fick de sitt vanliga foder till frukost, och sista dagen tillfordes glukos (blodsocker)
direkt till blodet. Under dessa tester togs blodprover och vi kunde félja blodsocker
och insulin.

Efter denna period sattes samtliga hastar pa behandling med kanagliflozin (SGLT2-
hammare), tva fick en hogre dos och tre fick en lagre dos. Hastarna akte hem och
atergick till normala rutiner men fick nu medicin i form av tabletter kl 21.00 varje
kvéll. Méangden foder som hastarna fick varken okade eller minskade under denna
period.

Efter tre veckor var det dags for hastarna att komma tillbaka till hastkliniken UDS.
Nu utfordes samma tester som vid forsta omgangen, med dnda skillnad att hastarna
fortsatt stod pa medicinering.

Resultaten har baserats pa de blodprover som togs under det orala glukostestet
(OGT). Resultaten visar att samtliga héstar som deltog i studien gick ner i vikt, alla
héstar forlorade runt 5 % av sin ursprungliga vikt, oavsett vilken dos av medicinen
de stod pa. Viktminskningen éar till foljd av ren energiforlust, dvs fettforbranning.

Precis som hos manniska sags dven att blodsockernivaerna sanktes och holl sig mer
stabila jamfoért med innan behandlingen. Har sags en dosberoende skillnad och de
hastar som behandlades med den hdgre dosen hade en storre sdnkning av blod-
socker, 42 %, jamfort med hastarna som behandlades med den lagre dosen som fick
en sankning med 16 %. Far vi en lika stor sankning av insulin?

Nej, sankningen av insulinnivaerna blev annu storre! Hastarna som behandlades
med den hogre dosen fick en sankning av insulinnivaerna pa 82 %, och hastarna
som behandlades med den lagre dosen fick en sankning av insulinnivaerna pa 62
%. Hos hastarna med den hogre dosen ses en dubbelt s& bra procent nar man jamfor
blodsocker mot insulin (42 % jamfort med 82 %), samma jamforelse hos héstarna
med den lagre dosen ar nastan fyrfaldig (16 % jamfort med 62 %). Nagot annat
tycks paverka insulinet ytterligare vilket gor att dessa stora sankningar i insulin ses.

Troligt ar att medicinen som anvéndes, kanagliflozin, inte bara paverkar njuren att
forlora glukos ut i urinen, utan dven upptaget av socker fran tarmen. Exakt hur detta
sedan paverkar bukspottskorteln att tillverka och frisatta insulin ar oklart, men ef-
fekten ses som positiv nér det kommer till behandling av EMS-sjuka héstar.
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En negativ paverkan av behandlingen som upptacktes i samband med blodprovs-
tagning ar att levern far arbeta ganska hart. Det sags forhojda levervérden hos vissa
hastar vilket kan tyda pa leverskada. Om detta ar till f6ljd av medicinen i sig, eller
den okade fettférbranningen gar inte att avgora i denna studie.

Slutligen har SGLT2-hammare en framtid som behandling av EMS-sjuka hastar
och motverkandet av fang. Flera studier kréavs dock, dar fler hastar deltar, och under
en langre tid. Ska EMS-sjuka héstar behandlas med SGLT2-hdmmare &r detta hogst
troligt en livslang behandling sa bade effekter och biverkningar maste studeras vi-
dare.
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Bakgrund till studien
Hiistar med ekvint metabolt syndrom (EMS) har en kraftig insulinfrisittning frin
bukspottkorteln efter utfodring. Insulinnivderna i blodet kan vara sa hoga att de ir
toxiska for hiisten varvid hiisten utvecklar fang. I dagsliget forsoker man minska
insulinsvaret genom att utfodra hiisten med fodermedel som innehéller lite socker.
Tidigare forskning vid Sveriges lantbruksuniversitet har visat att dessa atgiirder
oftast inte #r tillriickliga. Medicinsk behandling av hiistar med EMS, som syftar till
att siinka insulinsvaret efter utfodring, iir diirfor av stort intresse. En ny generation
likemedel, som siinker blodglukosk ionen, har borjat anviinds till

iinniskor med diab Preliminiira studier pa hiist har visat att dessa likemedel
kan vara effektiva for att siinka insulinsvaret hos hiistar med EMS efter utfodring.
Studierna har gjorts pa substanser som inte finns som inregistrerade likemedel.
Kanagliflozin iir en aktiv substans som ingdr i det i Sverige inregistrerade
likemedlet Invokana (tabletter).

Syftet med studien
Syftet i studien dr att undersdka om behandling med kanagliflozin (Invokana)
minskar insulinsvaret hos hiistar med EMS.

Forsoksuppliigg
Din hiist har tidigare diagnosticerats med EMS. Hiisten kommer att genomga
foljande undersdkningar och behandlingar:

Dag 1: Permanentkateter i ena halsvenen liiggs.
Dag 2: Efter sviilt dver natten (frin kI 22.00) s& ges hiisten en standardiserad giva
av glukossirap pd morgonen. Sju sma blodprover tas frin katetern under totalt 3

timmar.

Dag 3: Efter sviilt Sver natten (frén kl. 22.00) si utfodras hiisten med en
standardiserad giva med grovfoder pd morgonen. Tio smé blodprover tas frin
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katetern under totalt 5 timmar. En permanentkateter liggs i den andra halsvenen pa
kviillen. Histen skall vara utan foder 8 timmar under natten.

Dag 4: Histen tillfors glukos kontinuerligt till blodet under totalt 4 timmar.
Tillforseln av glukos dkas i smi steg under den hiir tiden. Smé blodprover tas var
10:e minut. Niir testet ér klart avliigsnas bada katetrarna.

Dag 5 — 25: Hiisten behandlas med kanagliflozin (Invokana tabletter) eller ingar
som kontrollhiist utan behandling. Pa kviillen dag 25 liggs en permanentkateter och
hiisten far sviilta Sver natten fran kl. 22.00.

Dag 26: Som for dag 2 men hiisten behandlas med kanagliflozin eller dr
obehandlad om den var kontrollhiist.

Dag 27: Som for dag 3 men hiisten behandlas med kanagliflozin eller ir
obchandlad om den var kontrollhiist.

Dag 28: Som for dag 4 men hiisten behandlas med kanagliflozin eller ér
obehandlad om den var kontrollhiist. Permanentkatetrarna avliigsnas och hiisten éir
firdig i forsoket.

Liikemedel, provtagningar och analyser, som ingér i forsoket, ir kostnadsfria.

Vad kommer resultaten att anviindas till?

Proverna kommer att ligga till grund for att vi 1 framtiden skall kunna uppriitta en
bra behandling for hiistar med EMS. Som djuriigare delges du resultaten frin din
hiists undersdkningar. Vi kommer ocksé forklara vad resultaten betyder for din hist
och hur du bor skéta den pa biista siitt for att undvika fang i framtiden.
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