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SAMMANFATTNING

Denna litteraturstudie syftar till att beskriva bakgrund och metodik for embryotransfer (ET) pa
hast samt att redogora for faktorer som ar nodvandiga for ett lyckat resultat. Dessutom belyses
problematik av olika slag, bade géllande begransningar for framgangsrik utveckling av metoden
och brister i befintliga studier. Etiska aspekter och eventuella halsorisker for bade ston och
avkomma &r ytterligare nagra perspektiv som kommer behandlas.

ET &r en reproduktionsbiologisk teknik som har anvénts pa hast i 6ver 40 ar. Tekniken innebar
att embryon samlas fran ett donatorsto i ett tidigt stadium for att sedan dverforas till ett motta-
garsto som far genomga resterande del av draktigheten samt forlossning. Detta koncept anvands
for att gener ska kunna foras vidare fran ston som av olika anledningar inte kan bli modrar
sjdlva. Det kan exempelvis tillampas pa aldre, subfertila ston, vilket fran borjan var syftet nar
metoden etablerades. | dagslaget ar det dock mest populért att anvanda det for att avla pa ston
som samtidigt ska kunna fortsatta tavla eller for att ett sto ska kunna fa flera avkommor under
ett ar. En viktig fordel med ET &r att embryon manga ganger kan importeras/exporteras istallet
for levande djur, vilket jamforelsevis utgor farre halsorisker. Det finns darmed manga bra an-
vandningsomraden for ET men samtidigt forekommer skepticism och det &r inte alla rasfor-
eningar som tillater tekniken utan restriktioner.

For att genomfora ET kravs flera veterindara atgarder, exempelvis brunstsynkronisering,
urspolning av livmodern for insamling av embryon och sjélva dverforingen till mottagarstoet,
vilken utfors med antingen en kirurgisk eller icke-kirurgisk metod. | Sverige ar det endast till-
latet med icke-kirurgisk 6verforing och det ar aven i lagstiftningen reglerat vilka typer av hor-
moner som far anvandas for att synkronisera brunsten mellan donator- och mottagarsto.

Manga faktorer behéver vara optimala for framgangsrik ET. Kvalitén péa ingdende ston, sper-
mier och embryon ar nagra exempel som paverkar resultatet. Det finns dven flera begransningar
och en av de viktigaste ar att det ar svart att inducera superovulation pa ston. Detta innebér att
varje donatorsto oftast avger ett eller tva embryon per dgglossning vilket darmed inte lamnar
stort utrymme for misstag.

Det finns manga aktuella forskningsomraden for att ytterligare kunna utveckla anvandningen
av ET, vilket tycks paga for fullt. Dock finns vissa brister i den forskning som hittills gjorts,
framfor allt gallande halsoeffekter for ston och avkomma. Hur hastarna paverkas langsiktigt av
denna teknik jamfort med om traditionell avel hade anvénts ar bade intressant och viktigt att ta
reda pa och darfor efterlyses mer sadan forskning.



SUMMARY

The aims of this literature study are to describe background and methods for embryo transfer
(ET) in horses and to portray important factors for a successful result. In addition, the study
will also illustrate possible deficits and problems in the studies available and for success of the
method, but also in a perspective of ethics and potential health risks for both mares and off-

spring.

ET is an assisted reproductive technology which has been used in horses for over 40 years. It
involves early collection of embryos from donor mares followed by transfer to recipient mares
that carries it for the rest of the pregnancy and through parturition. This concept is used to
receive offspring from mares that for some reason cannot be mothers themselves. It can, for
example, be used in old, subfertile mares, which was the initial purpose of the technique. How-
ever, the main use today is to allow breeding of mares that can continue competing or to get
several offspring from the same mare in one year. One important benefit with ET is that em-
bryos can be imported/exported instead of living animals, which comparatively involves fewer
health risks. Thereby ET is very useful, but some skepticism is expressed and not all breed
registries are willing to allow the technique without restrictions.

To perform ET, many veterinary procedures are required, for example oestrus synchronization,
flushing of the uterus to collect embryos and the transfer to a recipient mare, which can be done
with two different methods: surgical or non-surgical. In Sweden, only the non-surgical transfer
is allowed and there are also regulations of which kind of hormones that can be used to achieve
oestrus synchronization between donor and recipient mare.

To acquire a successful result from ET, there are many factors that have to be optimal. The
quality of the mares, spermatozoa and embryos are some examples that affects the outcome.
There are also several limitations and one of the biggest is that it is very hard to induce super-
ovulation in horses. This implies that only one or two embryos can be collected from each donor
per ovulation, which does not leave much room for mistakes.

There are many current areas of research to further develop ET, which appears to be under way.
However, there seems to be some deficits in available research, in particular concerning poten-
tial health risks for both mares and offspring. How the horses are affected by ET in a long-term
perspective compared to traditional breeding is both interesting and important, why that kind
of research is wished for.



INLEDNING

Det finns manga olika reproduktionsbiologiska tekniker, det vill sdga metoder for assisterad
befruktning, for bade djur och ménniska (Squires et al., 1999). Nagra exempel pa detta &r arti-
ficiell insemination (Al), in vitro fertilisering (IVF) eller “provrorsbefruktning”, intracy-
toplasmatisk spermie-injektion (ICSI) och embryotransfer (ET). Denna litteraturstudie kommer
att beskriva det sistnamnda med fokus pa djurslaget hast.

ET per definition innebér egentligen endast sjalva dverforingen av embryon, men begreppet
anvands ofta for att inkludera samtliga procedurer som utférs (exempelvis embryoproduktion,
urspolning och éverféring) och det ar dven sa det kommer att anvandas i denna uppsats. Vid
ET 6verfors embryon fran ett hondjur till ett annat som far agera surrogatmoder. Embryon som
anvands kan antingen vara in vivo- eller in vitro-producerade men denna litteraturstudie begrén-
sas till in vivo-producerade embryon.

ET borjade anvandas pa hast pa 70-talet (Oguri & Tsutsumi, 1974) och har sedan dess haft en
snabb utveckling i vissa avseenden och langsam i andra, vid jamforelse med andra djurslag,
sammanfattar Kraemer (2013). Det finns flera betydelsefulla fordelar med anvandning av ET
dar den framsta och mest efterstravade ar mojligheten att kunna fora hégpresterande stons gener
vidare utan att tvingas avbryta deras tavlingskarridar (Squires, 2016). En annan viktig fordel med
ET ar att embryon manga ganger kan importeras/exporteras istallet for levande djur, vilket jam-
forelsevis utgor farre halsorisker. Trots flera fordelar forekommer dock aven visst motstand.
Exempelvis beskrivs det i en svensk artikel om ET att det finns skeptiker som anser att det inte
ar etiskt forsvarbart att reformera det naturliga och de pastar dven att steget fran ET till kloning
och genmanipulation &r ytterst litet (Gyllensten, 2009).

Denna litteraturstudie syftar till att beskriva bakgrund och metodik for ET pa hast samt att re-
dogora for faktorer som ar nodvandiga for ett lyckat resultat. Dessutom belyses problematik av
olika slag, bade géllande begransningar for framgangsrik utveckling av metoden och brister i
befintliga studier. Etiska aspekter och eventuella hélsorisker for bade ston och avkomma ar
ytterligare nagra perspektiv som kommer behandlas.

MATERIAL OCH METODER

Denna litteraturstudie har framst baserats pa vetenskapliga artiklar som sokts fram via databa-
serna Web of Science, Google Scholar, PubMed, Primo och Scopus. Féljande sdkord anvéandes
huvudsakligen i olika kombinationer vid litteratursokningen:

”Embryo transfer”

Equine OR horse* OR mare* OR filly OR fillies

o “Health risk” OR “health issues” OR unhealthy OR hazard* OR complication*
. Superovulation OR ”multiple ovulation”

Aven relevanta referenser fran artiklarna som forst hittades har anvants. Utover vetenskapliga
artiklar har dven lagtexter och reglementen studerats. Lagtexterna kommer fran Jordbruksver-
kets hemsida och reglementena hittades pa olika rasféreningars hemsidor.



Texten under rubriken ”Stoets reproduktion” har till storsta del skrivits med hjalp foljande
bocker:

o Equine Breeding Management and Artificial Insemination (Bergfelt, 2000)
o Veterinary Anatomy of Domestic Mammals (Konig & Liebich, 2014)

o Domestic Animal Embryology (Hyttel et al., 2010)

o Reproductive Biology of the Mare (Ginther, 1992)

Aven “Compendium on equine reproduction” (Dalin & Malmgren, 2010) och mastersavhan-
dlingen “Development and permeability of equine blastocysts” (Scott, 2008) anvandes till detta
avsnitt.

LITTERATUROVERSIKT
Stoets reproduktion
Reproduktionsorganens anatomi

Ovariet

Hastens tva ovarier (dggstockar) ar cirka 8-12 centimeter stora, betydligt storre an hos manga
andra domesticerade djurslag. Férutom storleksméssigt utméarker sig ovariet hos hast aven pa
andra sétt. Bland annat ar de njurformade och har en regelbunden yta, medan 6vriga domesti-
cerade arter istéllet har ovarier med ellipsoid form och en yta tackt av utbuktande folliklar (4gg-
blasor) och corpora lutea (gulkroppar). Forklaringen ar att hastens ovarium ar inverterat, dar
folliklar och corpora lutea utgor ett centralt belédget parenkym, vilket omges av en rikligt vas-
kulariserad bindvav som motsvarar medulla hos andra djurslag (se Figur 1). Denna inverterade
form uppstar forst runt puberteten, innan dess ar strukturen pa ovariet mer likt andra djurslags.
Pa ovariets ventrala sida finns en inbuktning som kallas for fossa ovarii (ovulationsgropen) och
det ar dar ovulationen (agglossningen) sker.

Ven

Lymfkérl

Corpus luteum

Dominant follikel

Folliklar

Fossa ovarii

Figur 1. Schematisk bild av stoets ovarium (modifierad efter Kénig & Liebich, 2014).
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Tuba uterina

Tuba uterina (aggledaren) fangar vid ovulation upp oocyter (adggceller) fran fossa ovarii och
utgdr en transportvag till uterus (livmodern), forutsatt befruktning av oocyten, vilken oftast sker
i tuba uterinas ampulla. Betackning/inseminering maste ske inom ungefar 12 timmar efter
ovulation da det visat sig att chansen for draktighet darefter minskar. En unik egenskap hos hast
ar att obefruktade oocyter aldrig tar sig till uterus, utan behalls i tuba uterinas isthmus for att
langsamt brytas ned. Det tar ungefar sex dagar for oocyten att transporteras fran ovariet, via
befruktning i tuba uterina, till uterus (Oguri & Tsutsumi, 1974; Squires, 2016).

Uterus och cervix uteri

Stoets uterus ar belagen delvis i pelviskaviteten och delvis i den abdominala kaviteten (se Figur
2). Den ar relativt sackig och bestar av en stor kropp fran vilken tva atskilda horn utgar kranial.
Kroppen &r nagot kortare i forhallande till hornen och mynnar kaudalt i cervix uteri (livmoder-
halsen), vilken utgor en barridr till uterus. Cervix ar relativt kort och kan enkelt palperas trans-
rektalt. Genom cervix gar en kanal, canalis cervicis, vilken bestar av mucosala veck som bildar
ett longitudinellt monster. Cervix uteri har kaudalt mot vagina portio vaginae (livmodertappen)
som omges av ett ringformigt, vallgravsliknande utrymme - fornix vaginae (slidvalvet). Cervix
ar normalt tatt sluten men kan vidgas vid betackning och forlossning.

Vagina

Vagina (slidan) ar hos hast relativt lang och uppbyggd av en tunn vagg som ar mycket tojbar.
Den ér till storsta del retroperitonealt belagen (i backenhalan) men &r langst kranialt bekladd av
bukhinna, liksom hela cervix.

Tuba uterina

Njure Rektum
Ovarium Cervix uteri
Vagina
Uterus horn Uretra
Klitoris
Vesica urinaria
Uterus kropp

Figur 2. Schematisk bild av stoets reproduktionsorgan (modifierad efter Kénig & Liebich, 2014).
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Brunstcykeln

Brunstcykeln hos hast varar i ungefar 21-22 dagar och induceras av 6kad dagslangd, vilket
innebar att aktiviteten har en geografisk variation. | Sverige pagar den fran var till host, medan
vinterhalvaret generellt sett ar anovulatoriskt (utan agglossning). Under brunstcykeln utvecklas
ovariets folliklar (follikulogenes) som under brunsten ovulerar varefter corpus luteum bildas
och, om draktighet uteblir, sedan bryts ned (luteolys).

Det dr vanligast med tva perioder av follikulogenes under en brunstcykel och det ar den forsta
perioden som leder till ovulation omkring 12 dagar senare. Ungeféar 6—7 dagar innan ovulation
blir en follikel dominant och ovulerar s& smaningom, medan 6vriga folliklar degenererar. Under
den andra follikulogenesen &r det vanligast att samtliga folliklar degenererar men ibland sker
ytterligare en ovulation under di6strus eller tidig dréktighet, vilket ar unikt for hast.

Brunsten utgor 5-7 dagar av brunstcykeln och startar dd mogna folliklar borjar utsondra 6kande
mangder dstrogen, vilket far stoet att bli sexuellt mottagligt.

Ovulationen sker oftast ett till tva dygn innan brunstens slut och follikelns stigma (dar den
spricker) riktas alltid mot fossa ovarii. Efter ovulation omvandlas den kollapsade follikeln till
en corpus luteum, vilket tar cirka tre dagar. Corpus luteum &r aktiv i ungefar tva veckor vid
utebliven dréktighet, for att sedan brytas ned i luteolysen.

Tidig embryonalutveckling

Vid befruktning i ampulla bildas en zygot som under foljande tre dygn, pa sin vag mot uterus,
delar sig och nar en storlek av cirka 10 celler. Foljande dagar fortsatter embryots delningar och
utveckling till en morula. Vid ungefar dag sex efter ovulation uppkommer en vétskefylld kavitet
i morulan — blastocoel — vilken da blir en tidig blastocyst. Det &r blastocysten som nar uterus
och val dér bildar den ett acellulért glykoprotein-hélje mellan trofoblasten och zona pellucida.
Darefter expanderar blastocysten och klacks ur zona pellucida. Vid detta stadium har det gatt
ungefar sju dagar fran ovulation och embryot bestar av flera tusen celler. H6ljet som bildas runt
blastocysten kallas kapsel, vilken omger och skyddar embryot till omkring dag 21 efter ovulat-
ion. Denna kapsel bildas endast hos hast och ett fatal andra djurslag.

Sa snart embryot anlander till uterus borjar det rora sig runt i hela organet, vilket &r en viktig
process for “maternal recognition of pregnancy”, det vill sdga att modern upptéacker embryots
existens. Det maste ske innan dag 14 efter ovulation for att luteolys ska forhindras. Embryot ar
vid denna tidpunkt sféariskt och vétskefyllt. Runt dag 15-17 efter ovulation fixeras embryot som
da slutar rora sig och runt dag 40 efter ovulation paborjas placentabildning. Totalt ar hastens
dréaktighetsperiod ungefar 335-342 dagar lang (cirka 11 manader).

Bakgrund till embryotransfer pa hast
Historik

ET etablerades pa hast pa 1970-talet, ungefar 20 ar efter att det borjade anvandas pa nétkreatur
och sa lange som 80 ar efter den allra forsta overforingen pa daggdjur, vilket utfordes pa kanin
(Texas A&M University, 2009; Kraemer, 2013). Den forsta studien om en lyckad ET pa hast

6



publicerades ar 1974 av de japanska forskarna Oguri och Tsutsumi. Deras forsok resulterade i
fyra fol, framavlade med en icke-kirurgisk metod som utvecklats ar 1965 for ET pa notkreatur.
Studien baserades pa 20 héastar av olika raser fran vilka det aterfanns 18 blastocyster. Av dessa
18 blev sex mottagarston draktiga och slutligen féddes som namnt fyra avkommor. Det dréjde
drygt 10 ar fran att ET pavisats mojligt pa hast innan det borjade anvandas kommersiellt, enligt
sammanfattning av Kraemer (2013).

Hastar hade dock redan tva ar innan Oguris och Tsutsumis studie anvants till ET da de korsats
med asnor for att avla fram hybrider (Allen & Rowson, 1972), enligt beskrivning av Kraemer
(2013). Da anvandes istéllet en kirurgisk metod (flanksnitt) for 6verforing mellan hast och asna.

Anvandningsomraden

Ar 2015 utfordes det, globalt sett, cirka 21 000 ET:s pa hést varav 16 stycken gjordes i Sverige
(Perry, 2015). Anvandningen har okat progressivt fran att ET borjade anvandas kommersiellt
pa 1980-talet (Squires, 2016). Efterfragan skiljer sig 6ver varlden och i vissa lander &r det sna-
rare regel &n undantag att anvanda denna avelsmetod. USA, Argentina, Australien och Brasilien
ar de lander som anvander det mest frekvent. | USA anvands det framfor allt till rasen American
Quarter Horse, i Argentina framst till polohastar och i Brasilien till alla typer av sporthé&star
(Squires, 2016). Aven rasmassigt skiljer sig efterfrdgan och for vissa raser ar det inte tillatet
alls, till exempel inom fullblodsaveln (Gyllensten, 2009). Dock har det pa senare ar blivit allt
mer accepterat av de flesta rasforeningar, vilka ofta tillater registrering av obegransat antal av-
kommor framavlade genom ET, summerar Squires och McCue (2016). Aven kompromisser
forekommer, exempelvis hos de svenska travhastarna som kan fa dispens for anvandning i vissa
specifika situationer (Svensk Travsport, 2017a).

Det initiala anvandningsomradet for ET var att mojliggora draktighet pa subfertila, ofta aldre
ston (Squires, 2016). Idag anvéands det dock framst till framgangsrika eller lovande ston for att
kunna fora deras gener vidare samtidigt som de fortsatt kan tavla (Squires et al., 1999; Squires,
2016). En trolig anledning ar att ET ar relativt kostsamt och det blir darmed mest l6nsamt att
anvinda “genetiskt overldgsna” ston som kan ldamna virdefulla avkommor.

ET ger d&ven majligheten att avla fram fler avkommor fran ett sto per ar, dock ar det som namnt
inte alla rasforeningar som tillater registrering av flera avkommor fran samma sto under ett ar
(Squires, 2016). Fler anvandningsomraden for ET ar exempelvis for ston som pa grund av icke-
reproduktionsmassiga forandringar gor det ogenomforbart for dem att genomga en fullstandig
dréktighet (Coutinho da Silva, 2008).

Lagar och regler i Sverige

Lagstiftning
ET far i Sverige endast utforas med icke-kirurgisk metod (SJVFS 2010:12).

Lakemedel med dstrogen eller gestagen effekt ar tillatet att tillforas av veterinar vid brunstsyn-
kronisering och vid foérberedande av donatorer och mottagare vid ET. Ostradiol 17-B och dess
esterliknande derivat far dock inte tillféras och inte heller ldkemedel som har en depaeffekt eller
karenstid som Overstiger 15 dygn (SJVFS 2013:42).
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Rasbestammelser

Svenska varmblodiga hastar (SWB) som avlats fram med ET far registreras i stamboken utan
restriktioner, enligt sakkunnig! p& Swedish Warmblood Association.

Svenska varmblodiga travhastar som avlats fram med ET far endast registreras i stambokens
huvudsektion under forutsattningen att det skett enligt de sérskilda bestammelser for dispens
som faststallts av Svensk Travsport (2017a). De sérskilda bestammelserna séger exempelvis att
donatorstoet maste vara i livet vid 6verforingen och att hon inte far tavla under tiden motta-
garstoet ar draktigt. Endast ett fol per sto och ar far registreras och om flera fol fotts under
samma ar i annat land ar det endast det forstfodda som tillats tavla i Sverige. Overforing maste
ske transcervikalt och anvandning av frysta embryon &r inte tillatet (Svensk Travsport, 2017b).

Hastar som avlats fram med ET far inte registreras som galopphéstar (Svensk Galopp, 2016).

Genomfdérande och metoder for embryotransfer

Det finns olika metoder for ET: kirurgiska och icke-kirurgiska, vilka syftar pa vilket satt em-
bryot 6verfors till mottagarstoet (Squires et al., 1999). Innan detta kan utforas maste dock flera
andra steg ha genomforts, vilka beskrivs nedan.

Brunstsynkronisering och befruktning

Oavsett overforingsmetod kravs brunstsynkronisering mellan donator- och mottagarsto for att
de ska vara i ungefar samma fas vid overforingen (Gyllensten, 2009). | Sverige &r det som
namnts tillatet att tillfora vissa hormoner for att astadkomma brunstsynkronisering (SJVFS
2013:42) och hormoner som brukar anvéndas ar exempelvis GnRH-analoger, prostaglandin F,
humant koriongonadotropin och progestagener (Tormalm, 2007). Né&r stona val brunstar ska
donatorn befruktas, vilket antingen gors genom naturlig betéckning eller inseminering av farsk,
kyld eller fryst sperma (Gyllensten, 2009).

Ofta forbereds flera mottagarston till ett och samma donatorsto eftersom det kan vara svart att
fa en exakt synkronisering mellan individerna (Raz et al., 2011; Squires, 2016). Det blir mer
kostsamt, men fler valmdjligheter av mottagare ger samtidigt en storre chans till lyckad ET.
Jamfort med notkreatur kréavs inte lika exakt synkronisering pa hast (Squires et al., 1999; Raz
et al., 2011). En asynkroni dar mottagarstoet ovulerar en dag fore och upp till tre dagar efter
donatorn har visats fungera ungefar lika bra.

Med hjélp av ultraljudsundersokning kan tidpunkt for ovulationen upptackas (Squires, 2016).
Det ar viktigt att veta for berdkning av nar embryot nar fram till uterus (cirka sex dagar efter
ovulation), dar det kan samlas in for verforing.

L Emma Thorén Hellsten, avelsledare pd SWB:s avelsforening. Via mailkontakt 2017-03-02
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Urspolning och embryoaterfinning

En tid efter befruktningen gors en eller flera urspolningar av uterus, vilket innebar att en vétska
som ar specifikt framstalld for andamalet sprutas in i uterus och atersamlas sedan med forhopp-
ning om att fA med embryon (Gyllensten, 2009). Vétskan genomsoks, efter att ha filtrerats, med
hjalp av mikroskop for att aterfinna och samla in embryon som kan 6verforas till mottagarstoet.

Vilken dag som urspolningen utfors varierar mellan 6—10 dagar efter ovulation (Squires et al.,
1999). Vanligast ar dock att det utfors vid dag 7-8 om embryot ska 6verforas farskt eller kylas,
eftersom det visats ge bast aterfinnings-resultat. Vid frysning av embryon utfors det daremot
redan vid dag sex efter ovulation, eftersom aldre embryon har sémre 6verlevnad vid frysning
(Squires et al., 1999; Squires, 2016).

Icke-kirurgisk metod

Den icke-kirurgiska metoden innebé&r antingen en transcervikal (som vid insemination) eller en
transvaginal (via punktion) 6verforing av embryot till mottagarstoet (Squires et al., 1999; Texas
A&M University, 2009). | Sverige ar det, enligt ovan, endast tillatet med icke-kirurgisk éver-
foring av embryon (SJVFS 2010:12).

Vid transcervikal 6verforing placeras embryot i en inseminations-pipett eller ett stra som kopp-
las till en injektionsspruta, vilken innehaller luft (Texas A&M University, 2009). Detta laddas
I en ET-pistolett som manuellt leds genom vagina och cervix in i uterus, dar luften i sprutan
anvands for att trycka ut embryot i uterus kropp. Vid transvaginal dverforing kommer istéllet
ET-pistoletten att punktera forst vagina, i fornix, och sedan uterus végg for att placera embryot
i uterus horn eller kropp (Carnevale et al., 2000; Kraemer, 2013). Utrustning och kdnsorgan
mandvreras vid bada alternativen genom rektumvaggen for att embryot med sékerhet ska hamna
ratt utan att kroppsvavnad skadas (Texas A&M University, 2009; Kraemer, 2013).

Kirurgisk metod

Vid den kirurgiska metoden gors ett flanksnitt och punktion av uterus vagg for placering av
embryot direkt i ena uterushornet (Squires et al., 1999; Carnevale et al., 2000).

Faktorer och begransningar for framgangsrik embryotransfer

Resultatet som erhalls vid ET varierar pa grund av flera olika faktorer, av vilka vissa utvalda
beskrivs nedan.

Overforingsmetod

Vid lyckad 6verforing har aldre studier visat att icke-kirurgiska metoder ger en relativt hég men
nagot varierande draktighetsprocent pa 50-75% (Squires et al., 1999). Den kirurgiska metoden
ger en mer konstant draktighetsprocent pa 65-75%. Det ar dock mer populért med icke-kirur-
gisk 6verforing jamfort med kirurgisk (Morel, 2008), da den ar mer anvandarvéanlig for veteri-
narer som inte utfor ET speciellt ofta (Squires et al., 1999). Daremot &r det enklare att halla en
god sterilitet vid kirurgisk overforing (Morel, 2008) och det finns saledes bade for- och nack-
delar med bada metoderna.



Superovulation

En av de storsta begransningarna for ekvin ET ar att det i dagslaget inte finns nagon tillganglig
kommersiell teknik/behandling for att framkalla superovulation pa hast, ssmmanfattar Squires
och McCue (2016). Superovulation innebér att multipla folliklar ovulerar vid samma tillfalle
hos en individ vilket for ET skulle méjliggora potentiell aterfinning av fler an ett embryo per
urspolning (Squires & McCue, 2007; Squires, 2016). | nul&get baseras varje tillfalle for em-
bryoinsamling pa att aterfinna oftast ett eller ibland tva embryon (Raz et al., 2011; Panzani et
al., 2014). Chansen for att aterfinna ett embryo hos ett singel-ovulerande sto & 50-70%, sum-
merar Squires och McCue (2016), en siffra som skulle 6ka avsevart om superovulation mojlig-
gjordes, anser Squires och McCue (2007). Detta skulle 6ka draktighetsprocent och minska kost-
nader vid ET, enligt Squires et al. (1999).

Flera olika behandlingsmetoder har testats for att inducera superovulation (Raz et al., 2011).
Den som verkar mest lovande ar administrering av ekvint follikelstimulerande hormon (eFSH),
det vill saga ekvint hypofys-extrakt (EPE) renat fran luteiniserande hormon (LH). Vid behand-
ling har antalet ovulationer 6kat hos donatorston och fler embryon har kunnat aterfinnas. Dock
finns endast begransat med studier &nnu och det kravs mer underlag innan denna metod kan
bdrja anvandas kommersiellt.

Pa grund av avsaknaden av metod for att inducera superovulation &r ston med spontan multipel
ovulation mycket eftertraktade som donatorer vid ET (Panzani et al., 2014). Det har visat sig
att vissa raser har storre bendgenhet till spontan superovulation an andra, till exempel ar det
betydligt vanligare hos varmblodiga hastar jamfort med ponnyer (Squires et al., 1999).

Embryokvalité
Farska och kylda embryon

Vid ET ar det vanligast att farska embryon 6verfors direkt (inom nagra timmar) eller att de
transporteras kylda for att sedan dverforas till ett mottagarsto (Squires, 2016). Kylda embryon
éverfors normalt mellan 12 och 30 timmar efter insamling fran donatorn (Squires et al., 2003).

Att kyla ekvina embryon har varit mojligt sedan sent 1980-tal och beskrevs forst av Carnevale
et al. (1987). Kylning far utvecklingen hos embryot att ga langsammare, vilket mojliggor trans-
port av embryot innan det maste 6verforas till mottagarstoet (Carnevale et al., 2000). Embryot
kyls till cirka 5° Celsius i ett odlingsmedium och kan sedan transporteras i en passiv kyl-anord-
ning, vanligen en Equitainer (Squires et al., 2003).

Inga skillnader i dréaktighetsprocent har pavisats mellan farska, direktéverforda, och kylda,
transporterade embryon (Carnevale et al., 2000; Squires et al., 2003).

Kryopreservation av embryon

Enligt siffror fran 2016 &r det i dagslaget endast 2-5 % av alla embryon som aterfinns vid ET
som kryopreserveras, det vill séga fryses (Squires, 2016). Detta ar en valdigt lag procent jamfort
med ET pa notkreatur, dar frysning anvands till 60 %. En anledning till att frysning inte anvands
lika frekvent pa hast dr att det ar svart att astadkomma superovulation hos dem, vilket &r praxis
pa notkreatur (Squires & McCue, 2007; Squires, 2016). Med fler tillgangliga embryon skulle

10



intresset for frysning av embryon kunna 6ka. Dock erhalls nagot lagre dréaktighetsprocent med
frysta embryon jamfort med farska och kylda, vilket dven det ar en stor anledning till 1ag efter-
fragan (Squires, 2016).

En annan faktor som ar problematisk med frysning av embryon ar att den maste utréttas innan
embryot blivit maximalt 300 mikrometer i diameter for att astadkomma en acceptabel dréktig-
hetsprocent (Squires, 2016; Squires & McCue, 2016). Embryon som &r storre an sa har visat
sig ha en dalig 6verlevnad och forskarna har flera teorier kring vad som kan orsaka detta. Det
de kommit fram till ar att embryon vid denna storlek ersétter zona pellucida mot den acellulara
kapseln, som &r mindre genomtrénglig och att de har en storre volym blastocoel-vétska. Dessa
egenskaper forsvarar intrangning av frysskyddsmedel i embryot, vilket darfor ofta dér av frys-
skador vid kryopreservering. Darfor samlas embryon for frysning redan vid dag sex istéllet for
dag 7-8, som vid anvandning av farska och kylda embryon. For att kunna berékna nar embryon
maste samlas in, innan de blir for stora, kravs ultraljudsundersokningar flera ganger dagligen
under en period for att upptacka exakt tidpunkt for ovulation, vilket ar bade kostsamt och
tidskravande.

For att 6ka flexibiliteten vid frysning har manipulation av embryon som ar >300 mikrometer
borjat utforas (Squires, 2016; Squires & McCue, 2016). Detta for att de ska fa liknande egen-
skaper som mindre/yngre embryon och dédrmed kunna 6verleva kryopreservering. Den metod
som verkar mest lovande &r att tomma embryot pa blastocoel-vétska och ersétta den med frys-
skyddsmedel, vilket har gett i princip samma dréktighetsprocent som med mindre embryon.
Dock har detta endast kunnat genomféras med dyr och komplicerad utrustning och anvénds
darmed inte kommersiellt annu.

Trots flera nackdelar har frysning av embryon aven manga fordelar (Squires, 2016; Squires &
McCue, 2016). Till exempel kan det eventuellt reducera kostnaderna eftersom det inte skulle
kravas flera mottagarston for en donator, da 6verforingen till mottagaren kan vénta tills hon ar
I rétt fas av brunstcykeln. Andra fordelar &r att import och export av embryon underlattas och
utgor farre halsorisker jamfort med att frakta levande djur. Det mojliggor &ven lagring av em-
bryon under en langre tid innan de Gverfors, exempelvis om en ung donator ska utvérderas
prestationsmassigt innan beslutet om hon ska anvéndas till avel tas.

Donator- och mottagarkvalité

Egenskaper bade hos donator- och mottagarston har visat sig ha betydelse for hur hog draktig-
hetsprocent som erhalls vid ET (Carnevale et al., 2000), det vill sdga huruvida embryot éverle-
ver eller ej efter overforingen till mottagarstoet.

Battre resultat har setts vid anvandning av yngre ston, bade som donator och mottagare (Car-
nevale et al., 2000; Panzani et al., 2014). Ofta &r dock syftet for anvandningen av ET just dldre,
subfertila ston, vilket ddrmed kan ge ett sdmre resultat (Squires et al., 1999; Squires, 2016). En
anledning till hégre dréaktighetsprocent hos yngre ston &r att aldre ston oftare har patologiska
uterina forandringar, vilket dven ar den vanligaste anledningen till nedsatt fertilitet hos ston
(Carnevale, 2008). Detta beror pa att uterus ar mer mottaglig for inflammation och degenerativa
forandringar hos aldre individer. Det har dven pavisats att fertiliteten generellt forsémras med
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stigande alder (Carnevale et al., 2000). Dessutom utvecklas embryon hos éldre ston langsam-
mare och transporten fran ovariet till uterus ar fordréjd (Squires et al., 1999), vilket associeras
till en hogre risk for embryoddd och séledes en lagre draktighetsprocent (Panzani et al., 2014).

| en intervju med de ET-erfarna svenska veterinarerna Ann och Anders Ganheim forklarar de
att donatorstoet bor vara i god kondition for att ett lyckat resultat ska erhallas (Gyllensten,
2009). Dock ar det kontroversiellt huruvida aktivitet pa hog niva, vilket forekommer i manga
héstsporter, paverkar draktighetsprocenten eller ej, enligt Panzani et al. (2014).

Squires et al. (1999) papekar att manga faktorer bor beaktas vid val av ston till ET, till exempel
dess reproduktionshistoria och fertilitet. Folets potentiella varde ar dessutom nagot som véger
tungt eftersom ET ar relativt kostsamt att genomfora. Det &r dven viktigt att kontrollera rasfor-
eningars bestammelser innan beslutet att anvanda ET tas. Samma studie beskriver kriterier for
det “optimala mottagarstoet” enligt foljande:

e  Alder: 3-10 ar

. Vikt: 400-500 kg

o Temperament: Véanligt

o God juverutveckling

o Normal brunstcykel

o Utan ovariella eller uterina abnormaliteter

Det framhalls dven att hanteringen av mottagarstoet ar en essentiell faktor for ett bra resultat.

Spermiekvalité

En god spermiekvalité har visats vara viktig for lyckat resultat vid ET (Squires et al., 1999;
Panzani et al., 2014). Vid jamforelse av farsk, kyld och fryst sperma pavisar flera studier att
farsk sperma varit det basta alternativet for mojligheten att aterfinna embryon hos donatorstoet.

Halsorisker i samband med embryotransfer

Det finns valdigt fa studier publicerade som namner nagot om hélsorisker i samband med ET.
Dock har en studie av Carnevale et al. (2005) pavisat att det for donatorstoet kan innebéra en
risk vid upprepade inseminationer och embryoinsamlingar. Studien baserades pa ett tjugotal
ston som under en avelssasong fick genomga sju stycken insemineringar och embryoin-
samlingar for att sedan undersokas med avseende pa cytologi, odling, akut inflammation och
kronisk inflammation. Resultatet pavisade via biopsi fran endometriet en 6kad prevalens for
kronisk inflammation, vilken inte kunde associeras till 6kat antal infektidsa organismer i uterus.
Inseminationer och embryoinsamlingar ar retande for uterus som gar i forsvar, vilket resulterar
I en inflammatorisk reaktion. Slutsatsen blev darfor att den kroniska inflammationen berodde
pa de upprepade ingreppen.
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DISKUSSION

Denna litteraturstudie har beskrivit bakgrund och metodik for ET pa hast samt redogjort for
nodvandiga faktorer for att astadkomma ett lyckat resultat. Dessutom har brister och problema-
tik belysts ur olika perspektiv. | foljande del kommer reflektioner utifran det presenterade
materialet att goras.

En av de storsta begransningarna i nulaget for ytterligare utveckling av ET pa hast ar avsakna-
den av mojlighet att inducera superovulation, enligt Squires och McCue (2016). Detta gor tek-
niken relativt opélitlig, eftersom risken &r stor att inget embryo terfinns. Aven da ett embryo
samlats in behover manga faktorer vara optimala for att proceduren ska lyckas, men utan ett
embryo ar det forstas helt omajligt. Att hastagare inte vagar satsa pa konceptet ar darfor forsta-
eligt da det innebér relativt hoga utgifter utan forsakran om lyckat resultat.

Anledningen till att superovulation &r svart att inducera beskrivs olika i olika studier (Squires
& McCue, 2007; Raz et al 2011). Enligt vissa ar héstens unika ovarium orsaken. De menar att
eftersom ovulationen &r begrénsad till fossa ovarii finns det inte tillrackligt med plats for flera
folliklar att ovulera samtidigt. Andra anser att detta &r en missuppfattning.

En annan trolig orsak till varfor ET inte &r lika populart pa hast som pa exempelvis notkreatur
ar att manniskans instéllning till djurslagen ofta &r av olika art. Generellt sett har vi ofta en mer
emotionell relation till vara sport- och séallskapsdjur &n till produktionsdjuren, vilka snarare blir
objektifierade. Precis som det &r gladjefyllt att folja sina vanner och slaktingar som ar havande
kan manga séakerligen kanna gladije av att erfara draktighet och forlossning hos sina héstar, vilka
ofta klassas som “familjemedlemmar”. Hur fortplantningen genomfors pa djur vars huvudsyfte
ar att forse oss med foda ar for manga kanske inte lika viktigt.

Négot som skulle kunna utgora ett argument bade for och emot anvandning av ET ar att upp-
vaxten ser valdigt olika ut beroende pa stoets beteende mot folungen. Endast bra gener for viss
typ av fysisk prestation ger inte nédvandigtvis en framgangsrik avkomma, dven om en fin stam-
tavla ger goda forutsattningar. Aven uppfostran &r troligen av stor betydelse och det ar darfor
viktigt att vélja ett mottagarsto med goda modersegenskaper. Dock kan det likvél vara sa att
donatorstoet skulle ha varit en betydligt battre moder an mottagarstoet. Det géller att géra en
avvagning om vad som ar viktigast - att stoet ska fa tavla vidare eller att uppvéxten blir optimal
for folet, om det valet finns. Som sagt skulle detta argument dven kunna vara till fordel for
anvandning av ET, dar ett sto av fin harkomst kanske har ett daligt modersbeteende. | det fallet
vore det kanske battre for folet att uppfostras av ett mottagarsto.

Avel innebar en planerad befruktning for att erhalla 6nskvérda egenskaper hos avkomman, vil-
ket aven ar fallet vid ET. Som namnts finns dock exempel pa rasforeningar som skiljer pa trad-
itionell avel och ET och ibland anvénds argumentet om selektionen av individer emot ET. Det
kan tyckas vara motségelsefullt eftersom samma metod anvénds vid all typ av avel. Dock fore-
kommer manga ganger en mer extrem selektion vid ET, vilket formodligen ofta beror pa de
hoga kostnaderna for processen. Hittas sétt for att reducera kostnaderna kan troligtvis fler indi-
vider inkluderas utan stor ekonomisk insats for djurdgarna.
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Vid all typ av selektion av vilka individer som ska fora sina gener vidare blir sjalvklart aveln
smalare och den genetiska mangfalden mindre. ET skulle dock dven kunna bidra till bredare
avel eftersom det mojliggor transport av embryon bade inom och mellan lander. Detta ar fram-
for allt en stor férdel for raser av mindre populationer, for att motverka inavel. Vid jamforelse
med import och export av levande djur ar smittskyddet battre vid transport av embryon och
utgor, enligt Squires (2016), farre hélsorisker. Dessutom ar det rent praktiskt enklare att trans-
portera embryon jamfort med levande djur, da deras behov inte behover tillgodoses i lika stor
utstrackning. Annu stérre flexibilitet for transport av ekvina embryon skulle sannolikt uppnas
om kryopreservation utvecklades ytterligare.

Fran borjan var tanken att denna litteraturstudie skulle fokusera pa halsorisker vid ET, bade for
inblandade ston och avkomman. Det visade sig dock endast finnas ett mycket begrénsat utbud
av publicerad forskning inom detta omrade, vilket tycks markligt med tanke pa att det kravs
vavnadsmanipulerande och/eller -retande ingrepp vid utférandet. Over lag har det varit svart att
hitta forskning som talar emot anvéndning av ET. De negativa aspekterna som namns i de ar-
tiklar vilka ingdr i denna litteraturstudie fokuserar framst pa praktiska begransningar i utforan-
det snarare &n nackdelar av sjalva anvandandet, exempelvis hélsorisker och etiska aspekter.

Den enda originalartikeln som hittats som namnt nagot om hélsorisker ar skriven av Carnevale
et al. (2005), vilken beskriver en 6kad prevalens av kronisk inflammation i uterus hos donator-
ston. Studien avslutades dock innan utvardering kunde goras av eventuella langtidseffekter som
den kroniska inflammationen skulle kunna ha pa uterus funktion.

Gallande halsorisker for avkommor som tillkommit via ET har inga studier kunnat hittas alls.
Det vore intressant att se mer forskning som under en langre period foljer bade ston och av-
kommor som anvants till och tillkommit via ET. En annan aspekt i sammanhanget &r att det
aven kan tankas uppkomma biverkningar fran hormonbehandlingar infér brunstsynkronisering,
vilket dven det utgor en halsorisk i samband med ET. Det ar dock inget som fokus lagts pa i
denna uppsats da det ansags vara en helt egen fragestallning.

Det kan daven ténkas att vissa procedurer som genomfors vid ET skulle kunna orsaka epigene-
tiska forandringar, exempelvis att embryot i det tidiga stadiet byter livmodermilj6. Hur detta
paverkar avkomman i forhallande till om den skulle genomgatt hela fosterperioden i den biolo-
giska moderns livmoder ar svart att forska pd, men samtidigt en intressant aspekt i det hela.
Peugnet et al. (2016) sammanfattar till exempel experimentella studier dar ston av olika storlek
anvandes till ET och livmodermiljon visades da ha konsekvenser for folens tillvéaxt och utveckl-
ing. Den nya tekniken dar stérre/aldre embryon manipuleras genom att blastocoel-vatska byts
ut mot frysskyddsmedel for att forbattra kryopreservation skulle dven det eventuellt kunna ha
konsekvenser for avkomman, men inga studier har gatt att finna om det.

Gallande etiska aspekter ndmner Gyllensten (2009) i sin artikel att skeptiker anser att ET ligger
nara bade kloning och genmanipulation och darfor inte ar etiskt forsvarbart att anvanda. ET
skiljer sig dock fran bada dessa metoder pa manga satt och jamforelsen ar inte helt befogad.

Haugan (2013) forklarar att ET kan innebdra en 6kad stress for djuren till foljd av de veterinédra
atgarder som kravs, vilket kan anses vara onodigt att utsatta dem for. Faktumet att embryot
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manga ganger inte dverlever efter de processer ET:n innebér 4r dven det ett etiskt dilemma. Ar
det ratt att manniskan tar sig friheten att riskera livsdugliga embryon endast for att deras tav-
lingsston ska ha en fortsatt karriar?

Konklusionerna som dragits efter detta arbete ar att ET utvecklats till det battre pA manga sétt
under de senaste decennierna. Det blir allt mer populért och det finns manga aktuella forsk-
ningsomraden for att forbattra tekniken ytterligare. Det som dock saknas och efterlyses ar mer
forskning som belyser hélsorisker i samband med ET, bade ur kortsiktigt och langsiktigt per-
spektiv. Dessutom bor den etiska diskussionen lyftas fram tydligare da den ar viktig for att
beakta valfard for djuren vid ET och inte bara fokusera pa kvantitativa resultat, vilket ar det
som befintliga artiklar oftast har gjort.
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