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SAMMANFATTNING

Uppsatsen borjar med en litteraturstudie som tar upp normal reproduktionsfysiologi,
forlangd lutealfas och ldkemedel som anvidnds inom histreproduktion, med
tyngdpunkt pa Ovuplant®. Syftet med studien var att mita progesteronnivaerna i
blodet hos ston implanterade med deslorelinacetat (Ovuplant®) subkutant. Studien
utfordes pa institutionen for kliniska vetenskaper vid SLU, Uppsala. I forsoket ingick
sju varmblodiga travarston som genom lottning delades in i en forsoksgrupp (fyra
ston) och en kontrollgrupp (tre ston). Ovuplant® implanterades subkutant pa de fyra
ston som ingick i forsoksgruppen och fysiologisk koksaltlosning injicerades pa de tre
stona i kontrollgruppen. Direfter uppmittes progesteronnivaerna i blodet tre dagar i
veckan under en period av ca 3 manader.

Studien visade att alla ston som fatt Ovuplant® implanterat subkutant visade forhdjda
nivaer av progesteron i blodet i 24 (ett sto, lutealfasen avslutad med PGF,,)
respektive minst 45 (tre ston) dagar. De ston som ingick i kontrollgruppen hade alla
normala cykler.

Slutsatsen av studien blir att Ovuplant® kan ge upphov till forlingd lutealfas och kan
vara en mojlig behandlingsmetod for ston med problembrunster.

SUMMARY

This article starts with a review of the literature regarding the normal reproductive
physiology of the mare, prolonged luteal phase and medical drugs used within
reproduction of the horse, with emphasis on Ovuplant®. The purpose of this article
was to measure the progesterone level in blood, of mares implanted with deslorelin
acetate (Ovuplant®). The study was performed at the Department of Clinical
Sciences, SLU, in Uppsala. There were seven mares included in the study. They were
divided into two groups, one experimental group (four mares) and one control group
(three mares). Ovuplant® was implanted subcutaneous in the four mares in the
experimental group and physiological saline solution was injected in the three mares
in the control group. Progesterone level in the blood was thereafter measured three
times a week of a period of three months.

The result of the study showed that all mares of the control group had high level of
progesterone in the blood for 24 (one mare, the luteal phase was interrupted with
PGF,,) and at least 45 days (three mares), respectively. The mares in the control
group had all normal cycles.

The conclusion of the study is that Ovuplant® can cause prolonged luteal phase and
could be a future way to treat mares with strong oestrous symptoms.



LITTERATUROVERSIKT

Inledning

Kontrollerad ovulation har ldnge varit i bruk inom héstavel och en metod som bland
annat anvédnds 1 Australien och Nordamerika dr implantat med GnRH-analogen
deslorelin (Ovuplant®). Syftet med denna studie #r att mita progesteronnivéerna i
blodet hos ston som fatt deslorelinacetat implanterat subkutant och jamfora med
progesteronnivaerna hos en kontrollgrupp, som inte tilllférts deslorelinacetat.
Anledningen till forsoket dr att tidigare studier (Johnson et al, 2000, Johnsson et al,
2002 a och b), har visat pa forlingda ovulationsintervall hos ston behandlade med
Ovuplant®, som efter insemination eller betdckning inte blivit dridktiga. Om studien
pavisar att forlingd lutealfas uppstar ér syftet vidare att diskutera om denna bieffekt
kan utnyttjas som behandling av ston med starka brunstsymptom. Uppsatsen inleds
med en litteraturstudie av den normala reproduktionsfysiologin, “maternal
recognition of pregnancy” samt kort om forldngd lutealfas. Dessutom beskrivs en del
av de lakemedel som anvédnds inom reproduktion hos hést.

Reproduktionsfysiologi

Under den morkare delen av aret dr de flesta ston andstrala (viloperiod), host och var
ar sa kallade Overgangsperioder och den ljusa delen av aret (mars till september)
kallas for den ovulatoriska perioden, det dr da stoet har sin frimsta
reproduktionsaktivitet. Djur med fordndrad reproduktionsaktivitet styrd av ljuset
kallas for sisongsméssigt polyostrala (Ginther, 1992).

Ostrus #r normalt nigra dagar lingre i borjan pa sdsongen (mars-april). Det beror pa
den successivt endokrina fordndringen (som &r kopplat till mingden ljus), som sker
hos stoet under varen. En okad mingd dagsljus far, via retina i 6gat, epifysen att
minska méingden melatoninfrisdttning. Minskad mingd melatonin paverkar
hypotalamus att ka mingden GnRH (gonadotropinfrisittande hormon), GnRH 1 sin
tur stimulerar hypofysen att 6ka syntesen av FSH (follikelstimulerande hormon) och
LH (luteiniserande hormon). LH och FSH paverkar ovarierna och ovarierna paverkar
hypofysen via dstrogen, inhibin och progesteron (Noakes, 2001).

Brunstcykel

Stoets brunstcykel varar 1 genomsnitt 1 21-22 dagar under den ovulatoriska perioden
och brukar delas in i proostrus (forbrunst), Ostrus (hogbrunst) samt didstrus
(lutealfas). Under dessa perioder sker follikelutveckling, ovulation, gulkroppsbildning
och luteolys. Ostrus varar i genomsnitt 5-7 dagar och diostrus 15 dagar med en
normalvariation pa 14-16 dagar (Ginther, 1992).



Follikelvagor

Follikeltillvixt och follikelatresi (tillbakabildning) sker under hela Ostralcykeln.
Follikeltillvixten sker ofta i tva omgangar (vagor). Det &r vanligtvis en grupp
folliklar som tillvdxer synkront, varav en eller tva blir dominanta, de Ovriga som
kallas underordnade tillbakabildas. Uppdelning i dominant och underordnad follikel
sker vid en storlek pa ca 25 mm ungefir 6-7 dagar fore ovulation. Den dominanta
follikeln fortsitter att vixa till dess den ovulerar eller gar i atresi. Vilken storlek den
har vid ovulation varierar kraftigt, med ett genomsnitt pa 45 till 65 mm hos stora ston
(Ginther, 1992). Man vet dnnu inte varfor sa manga folliklar véxer till pa samma
gang. Eventuellt behovs manga folliklar for hormonell paverkan pa ovarierna.

Troligtvis spelar bade LH och FSH roll vid val av vilken follikel som blir dominant.
LH okar ungefir vid samma tid som den dominanta follikeln ’viljs” ut och fortsétter
sedan vara hogt. Vid samma tid som LH hojs, borjar FSH att sjunka. De vixande
folliklarna producerar ostradiol-17p och inhibin. Stoet borjar visa brunstbeteende i
samband med Okad halt av ostradiol-17f, samtidigt som konsvigarna fordndras for att
underlitta transport av sperma (Hughes et al, 1980).

Ovulation

Ovulation sker i genomsnitt 24-48 timmar fore slutet pa ostrus. Ju storre follikeln &r
vid forsta dagen pa ostrus desto kortare blir intervallet till ovulation. Ovulation sker
enbart mot ovulationsgropen pa ventrala sidan av dggstocken. Nér stoet har ovulerat
gar de ur Ostrus, det dr ovulationstidpunkten som styr lingden pa brunsten (Ginther,
1992).

Corpus luteum och luteolys

Efter ovulation sker gulkroppsbildning. Corpus luteum (gulkroppen) bildas fran
follikelns granulosaceller. Luteinisering av granulosacellerna dr komplett ungefar 3
dagar efter ovulation och fortsétter att véxa i storlek ytterligare 5-7 dagar. Da nar
dven progesteronet sin hogsta niva (se nedan) (Niswender et al, 1993).

Lutealfasen avslutas da prostaglandin F,, frisitts till cirkulationen (Neely et al, 1979).
Prostaglandin produceras i endometriet vid franvaro av ett embryo och frisitts i
pulsvagor. Hur prostaglandinfrisittningen paborjas vet man inte, men langvarig
progesteronpaverkan pa livmodern tillsammans med en hojd stradiolniva i blodet
tror man behovs for att prostaglandin ska produceras (King & Evans, 1988).

Aven oxytocin dr av betydelse for luteolysen. Bland annat vet man att mingden
oxytocinreceptorer Okar i endometriet runt dagarna for luteolys, livmodern svarar
dven bist pa oxytocin dessa dagar, men bara om hojda nivaer av Ostradiol och
progesteron foreligger (Neely et al, 1979). Nedbrytning av gulkroppen pabdorjas redan
dag 12 efter ovulation samtidigt som progesteronnivaerna sjunker. Luteolysen borjar
med att gulkroppens funktion hdmmas, vilket gar fort, fortsidttningsvis sker en
strukturell nedbrytning av gulkroppen, som tar liangre tid (Noakes, 2001).



Progesteron

Aggstockarna innehdller tvA temporira endokrina kortlar, follikeln och corpus
luteum, dér corpus luteum utvecklas fran den ovulerade follikeln (Ginther, 1974).
Corpus luteums uppgift dr att producera progesteron vilket paborjas inom 24 timmar
efter ovulation. Progesteronets uppgift dr att bibehalla driktigheten. I mitten pa
diostrus, nir celltillvixten dr avslutad, nar progesteronnivaerna sitt hogsta virde
(Reynolds & Redmer, 1999). Hos det icke driktiga stoet dr nivaerna ddrefter hoga till
och med dag 14-15 efter ovulation. Hos det driktiga stoet tas produktionen dver av
placentan dag 60. Placentan producerar framfoér allt So-pregnan. Utan
progesteron/pregnan kan driktigheten inte kvarsta och forlust av produktion
resulterar i abort (Kindahl, 2000).

Progesteron &r ett steroidhormon med kolesterol som prekursor. Kolesterol
omvandlas till pregnenolon som i sin tur omvandlas till progesteron. Folliklen i
dggstocken dr uppbyggd av granulosa- och thecaceller diar bada celltyperna
producerar steroidhormoner. Granulosacellerna star for omvandling av pregnenolon
till progesteron som sen passerar till thecacellerna och omvandlas till dstradiol.
Ostradiol okar i koncentration strax fore ovulation och minskar ater i samband med
att follikeln gar i atresi.

Progesteronet himmar brunstbeteende, astadkommer en sammandragning av cervix
och framfor allt forbereder endometriet for implantation och vidmakthallandet av
driktigheten. Det sker genom en 0kning av kortelaktiviteten i endometriet och genom
hdmning av motiliteten i myometriet. Progesteron kan métas i blod och aterspeglar
vil sekretionen fran den endokrina korteln (gulkroppen eller foster-placentaenheten).
Hog progesteronkoncentration, >10 nmol/l, indikerar normal gulkroppsfunktion,
(follikeln har ovulerat och en corpus luteum har bildats). Virden mellan 3 och 10
nmol/l ses ofta vid spontan forldngning av lutealfasen. Virden <3 nmol/l tyder pa
avsaknad av gulkropp, provet kan antingen tagits 1 follikelfas alternativt har stoet
inaktiva dggstockar.

Forlangd lutealfas

Forldangd lutealfas karakteriseras av hoga progesteronnivaer i blodet, hos det icke
dréktiga stoet, under en liangre tid dn normalt (Ginther, 1992). Forlangd lutealfas kan
uppsta om endometriet misslyckas med att producera prostaglandin och gulkroppen
kvarstar. Utebliven eller lag prostaglandinfrisittning kan ske pa grund av infektion
eller vid skadat endometrium. Livmodern blir da oférmdgen att producera
prostaglandin och ju storre skada desto sdmre produktion (Hughes et al, 1979).
Forlangda lutealfaser kan ocksa uppsta fysiologiskt eller spontant. Fysiologiskt
forlangd lutealfas sker i borjan av driktighet. Vid nérvaro av ett embryo producerar
inte livmodern prostaglandin och luteolysen uteblir (se MRP nedan) (Kindahl ez al,
1982). Spontant forlingd lutealfas dr vanligt och uppstar temporirt hos néstan alla
ston. Forlangningen kan kvarsta mellan nagra dagar upp till 2-3 manader. Spontant
kvarstaende gulkropp tros vara orsakad av att livmodern inte kan syntetisera
prostaglandin 1 tillrackligt stor méngd, trots att livmodern inte &dr skadad eller har en
infektion. Det antas ocksa vara till foljd av diostrusovulation (Neely et al, 1979). Hist
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har som tidigare namnts ofta 2 follikelvagor per cykel med ca 20 folliklar per vag.
Det ar framfor allt under Overgangsperioden pa varen man kan se en stor
follikelaktivitet men dir alla folliklar inte ovulerar. Man brukar dela in vagorna i
primira och sekundira, dir den sekundira vagen sker under diostrus. Den dominanta
follikeln som utvecklas under sekundidrvagen, kan antingen ga i atresi eller ovulera.
Ovulation trots hoga progesteronvirden ar unikt for hist och sker spontant (Ginther,
1992). Inga tecken pa brunst foljer diostrusovulationen. Cervix &r blek och mukosan
ar viskos. Stoet dr inte intresserat av hingsten. Sker ovulationen fore dag 10 i diostrus
kan bade den primdra och den sekundira gulkroppen svara pa den normala
prostaglandinfrisidttningen och ga i luteolys. Lingden pa ostruscykeln dr da normal.
Om diostrusovulationen sker sent i lutealfasen, nir prostaglandinnivaerna redan dr
hoga, kan inte den sekundidra gulkroppen som bildas svara, den dr refraktdr for
prostaglandin och foljden blir en forldngd progesteronfas. Ovulation i1 didstrus &r
vanligare under sommarmanaderna och ses mer ofta hos halvblod och varmblod én
hos ponnys (Ginther, 1992). Forlingd lutealfas anvidnds 1 vissa fall som
behandlingsmetod. Vissa ston har mycket starka brunstsymptom, en del blir
svarhanterliga eller aggressiva. Det &r speciellt problematiskt hos tdvlingshdstar nir
brunsterna kommer mitt i tdvlingssdsongen. Flera olika metoder har provats for att
forlinga progesteronfasen och pa sa sitt undvika Ostrus, bland annat intrauterina
glaskulor, langtidsverkande progesteronpreparat samt humant koriongonadotropin.
Ston kan dessutom visa brunstbeteende trots inaktiva eller vid avsaknad av
dggstockar vilket gor dem extra svara att behandla vid den hér typen av problem
(Hedberg Alm, 2006).

Maternal recognition of pregnancy

Hésten har med tiden utvecklat flera interaktioner mellan embryo och uterus som inte
ses hos andra djurslag. Fran ovulation fram till funktionell placenta sker
morfologiska, immunologiska och endokrinologiska fordndringar i dggstock och
uterus, varav flertalet dr unika for hast.

Man har kunnat pavisa att embryo, till skillnad fran icke fertiliserad oocyt, utsondrar
prostaglandin E, dag 5 efter ovulation (Weber et al, 1992). Hormonets funktion &r att
relaxera glatta muskulaturen lokalt i dggledaren, vilket tillater dgget att forflytta sig
framat. I genomsnitt tar det 5-6 dagar efter ovulation f6r embryot att na uterus. Det &r
bara fertiliserade dgg som nar uterus medan de icke fertiliserade stannar kvar i
dggledaren dér de bryts ned, vilket kan ta upp till flera manader. En av orsakerna till
denna olikhet dr skillnaden pa ytstrukturerna, dir det fertiliserade dgget &r alldeles
slat till skillnad fran det icke fertiliserade #dgget som har flertalet oregelbundna
mikrovilli pa ytan (Allen, 2000).

Fortsatt progesteronproduktion fran corpus luteum ir, som tidigare namnts, av hogsta
vikt for embryots Overlevnad (Reynolds & Redmer, 1999). Progesteronnivaerna i
blodet #r lika hos det driktiga och det icke driktiga stoet fram till dag 14-15 da en
hastig sénkning av progesteronet ses hos det icke drédktiga stoet. Genom
undersokningar som innebar att man tog bort embryot fran uterus vid olika tidpunkter
kunde man komma fram till en “kritisk tidpunkt”, dd embryot maste kunna pavisa sin
nédrvaro i uterus, for att progesteronproduktionen skulle fortga. Det visade sig att dag



11-14 var den kritiska tidpunkten och att dgget pavisade sin ndrvaro for modern
genom att forflytta sig runt i hela uterus. Det kallas for “maternal recognition of
pregnancy”. Embryots rorelse i livmodern pagar fram till dag 15-17 da fixeringen
sker (Ginther, 1998). Man dr dn sa linge inte helt siker pa vad som far
prostaglandinfrisittningen att utebli. Man vet att embryots forflyttning i uterus spelar
roll men man vet inte vilka faktorer som ir direkt antiluteolytiska (Allen, 2000).

Forsok gjorda av bland annat Ginther, har pavisat att embryot maste kunna forflytta
sig 1 hela livmodern. Vid forsoken ligerades delar av livmodern av, vilket forhindrade
kontakt mellan embryo och uterus. Det resulterade i total eller partiell luteolys. Det &r
peristaltiska kontraktioner 1 livmoderns myometrium som hjélper embryot till rorelse
(Ginther, 1998).

Hos kvinna bildas hCG i samband med implantationen. Stoet har ocksa ett
koriongonadotropin (eCG) som bildas i endometriets “endometrial cups”. Cellernas
ursprung hérror fran fostrets trophoblastceller i koriongordeln. eCG har bade FSH-
och LH-aktivitet men FSH-aktiviteten dominerar till skillnad fran hCG dir LH
dominerar. eCGs funktion dr framfor allt att stimulera priméra corpus luteum vid
draktighet, samt efter dag 35, bildning av de sekundira gulkropparna (Kindahl,
2000).

Lakemedel som anvands inom reproduktion

Recepta1® vet (buserelin) dr en syntetisk analog till det kroppsegna GnRH. Dess
verkningsmekanism dr densamma som endogent GnRH - det inducerar sekretion av
LH samt FSH fran hypofysen vilket i sin tur medfor follikelmognad, ovulation och
luteinisering. Indikationen pa hidst dr styrning av tidpunkt for ovulation
(brunstsynkronisering). Effektdurationen &r kortvarig, déarfor ar det O dagars
slaktkarens. Tévlingskarensen &dr 96 timmar. Inga reaktioner dr kédnda vid
overdosering.

Dinolytic® vet (prostaglandin F,,), utloser kontraktioner i livmodern och tarmens
muskulatur. Efter tillforsel sker en snabb tillbakabildning av corpus luteum och
sankning av progesteronkoncentrationen i blodet. Corpus luteum dr dock okénslig de
forsta 4 dagarna efter ovulation. Indikationen pa hist dr synkronisering av brunst,
behandling av utebliven brunst (vid ndrvaro av aktiv gulkropp), induktion av abort,
avbrytande av patologisk driktighet, behandling av kronisk metrit och pyometra. Vid
forekomst av stora folliklar kan ovulation fas med prostaglandinbehandling.
Biverkningar som kan ses pa hidst dr orsakade av sammandragning av glatt
muskulatur, sasom svettningar, O0kad rektaltemperatur, hjirtklappning och okad
andningsfrekvens. Dinolytic® vet ska dirfor inte ges till djur med sjukdom i lungor,
mag-tarmkanal, eller blodkirl. Bieffekterna forsvinner vanligen inom en timme.
Estrumat® vet och Prosolvin® vet #r syntetiska prostaglandinanaloger med liknande
egenskaper och indikationer hos hist. Slaktkarens dr 1 dag for samtliga preparat och
tavlingskarensen dr 96 timmar.



Pregnyl®, ir ett humant likemedel som anvinds for styrd ovulation pé hiist. Det ir ett
glykoprotein - humant koriongonadotropin (hCG). Administration av hCG hos ston
med en preovulatorisk, vidxande follikel pa minst 35 mm i diameter inducerar
ovulation inom 48 timmar i ca 80 % av fallen (Bergfelt, 2000). Da hCG ér
kroppsfraimmande for hdst kan man fa antikroppssvar och allergichock vid upprepad
anvandning (Kindahl, 2000).

Regumate®Equine,  innehdller den  syntetiska progestagenen  altrenogest
(licenspreparat). Det édr en steroid med progesteronegenskaper som kan ges i1 fodret.
Det kan anvindas bade for ostrusinduktion ndr progesteronet sitts ut efter nagra
dagars anvindning, samt kontroll/ddmpning av brunstsymptom. Man bor kontrollera
att viss follikelaktivitet finns fore anvidndning. Det ska heller inte anvédndas vid
diagnosticerad endometrit.

Ovuplant® (deslorelinacetat, syntetiskt GnRH-analog) bestar av ett implantat
innehallande 2,1 mg deslorelinacetat. Implantatet sitts subkutant i nacken nir stoet
har en follikel som &r storre dn 30 mm 1 diameter. Indikationen &r att inducera
ovulation inom 48 timmar. Detta sker genom att deslorelinacetat okar
koncentrationen av framfor allt endogent LH. Detta i sin tur ger en kortare
brunstduration, vilket minskar antalet undersokningstillfiallen som krdvs for att
faststilla rétt tidpunkt for insemination. Stoet ska betickas eller insemineras inom 48
timmar efter ovulation (www.peptech.com). Ovuplant® finns #n si linge bara pa
licens i Sverige.

Ovuplant-studier

Ovuplant blev 1998 godkint i USA. Problem sasom forldngt intervall till ny Ostrus
rapporterades under samma ar. Johnson et al (2000) gjorde en studie for att undersoka
detta och 25 ston anvéndes. De undersoktes dagligen med ultraljud for att detektera
folliklar. Nar en follikel blev storre dn 30 mm i diameter injicerades stoet med “sham
injektion” eller fick Ovuplant® implanterat. Sju dagar efter ovulation injicerades
stona med prostaglandin F,, och undersoktes varannan dag till dess de ater ovulerade.
Resultatet visade att ston behandlade med Ovuplant® utvecklade folliklar med mindre
diameter i ndstkommande Ostrus jamfort med kontrollgruppen. Tiden till ovulation
efter injektionen i1 den behandlade brunsten var kortare och mer synkron hos stona
med deslorelinimplantat jimfort med kontrollgruppen men intervallet till
nistkommande ovulation var 6,2 dagar lingre forutom 2 ston som hade 6ver 30
dagar. Samma forfattare har i fortsatta studier (2002 a och b), visat att hoga doser
deslorelinacetat som implanteras eller injiceras ger upphov till en viss eller total
nedreglering av dggstockarna.

I en studie gjord av McKinnon et al (1993), foljdes 130 cykler hos ston under en
period av 5 manader. Studien jamforde bland annat tiden till forsta ovulation mellan 4
grupper tillférda olika méngder deslorelin samt hCG. Ca 25 ston fanns i vardera
grupp och forsta gruppen tillfordes 1,3 mg deslorelin, andra gruppen fick 1,6 mg
deslorelin, tredje gruppen fick 2,2 mg deslorelin (denna grupp ligger nirmast den
mingd som vi anvédnder idag) och fjarde gruppen fick 3000 iu hCG. En femte grupp
anvindes som kontrollgrupp och de fick ovulera spontant. Tiden till ovulation visade
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sig vara signifikant kortare hos stona i behandlingsgrupperna jamfort med
kontrollgruppen. Ingen skillnad 1 tid till ovulation kunde métas mellan gruppen som
fick hCG och gruppen som fick 2,2 mg deslorelinacetat.

Samper et al (2002) jamforde ocksa tiden till ovulation vid anvidndandet av hCG och
deslorelinacetat. I forsoket ingick totalt 32 ston som slumpmissigt indelades i tva
grupper. Den ena gruppen bestod av 12 ston som behandlades med 2 500 enheter
Chorulon (hCG). Den andra gruppen bestod av 20 ston som behandlades med
Ovuplant® subkutant. Stona undersoktes direfter var 12:e timme tills ovulation hade
skett. Resultatet visade att av de ston behandlade med hCG hade 83,3 % ovulerat
inom 48 timmar, 91,6 % inom 72 timmar och 100 % inom 96 timmar. Alla ston
behandlade med deslorelin hade ovulerat inom 48 timmar.

Farquhar ef al (2001) undersokte i en studie FSH, LH och follikelaktiviteten hos 16
ston varav atta ston tillférdes 2,1 mg deslorelinacetat nir follikeln var >35 mm i
diameter och atta tilldts att ovulera spontant. Serumkoncentration av gonadotropin
och follikelaktivitet analyserades dagligen. Resultatet visade att interovulatoriska
intervallet var lingre (25,6 + 2,6 dagar) och att diametern pa folliklarna under
diostrus var signifikant mindre hos de behandlade stona dn hos kontrollgruppen (22,9
+ 1,8 dagar). FSH nivan i blodet var ldgre dag 5-14 hos de 8 stona som tillférdes
deslorelinacetat jaimfort med stona i kontrollgruppen. LH-nivan visade ingen skillnad
hos grupperna. Slutsatsen blev att behandling med deslorelinacetat ger upphov till
minskad koncentration av FSH i cirkulationen vilket kan leda till forsenad
follikelutveckling och forlidngt interovulatoriskt interval.

McCue er al gjorde liknande undersokningar ar 2002, dar de jamforde
interovulatoriska intervall mellan ston med deslorelininducerad ovulation och de som
spontanovulerat. Resultatet visade att 11,1% hade forlingda interovulatoriska
intervall. Studien visade att tiden mellan prostaglandinbehandling efter
deslorelininducerad ovulation, till ny ovulation, forlingdes. Samma studie visade
ocksa att om implantet togs bort efter 48 timmar hade stona normala
interovulationsperioder. Detta indikerade enligt forfattarna att deslorelinimplantatet
himmar gonadotropinsekretion och follikelutveckling.

I en studie gjord av Hemberg et al (2006), uppmittes tiden till ovulation efter
behandling med Ovuplant®. Det var elva ston som ingick i studien och de undersoktes
en gang per dag tills en follikel som var minst 42 mm detekterats med ultraljud.
Deslorelinacetat implanterades direfter i vulvamukosan och ultraljudsundersokningar
utférdes upprepade ganger. Resultatet visade att alla ston hade ovulerat inom 36-48
timmar och 94 % inom 38-42 timmar. Forfattarna menar att undersokning av stoet
efter 36 samt 41 timmar efter implantation &r tillrdckligt, vilket underlattar
avelsarbetet med till exempel fryst sperma jamfort med dagens géngse rutiner.
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EXPERIMENTELL STUDIE

Inledning

For bista driktighetsresultat bor insemination eller betickning ske sa ndra inpa
ovulation som mojligt (Loy & Hughes, 1966). Till foljd av langa brunstintervall hos
ston, ddr ovulationstidpunkten &r svar att faststdlla, kan hidstavel bli dyrt,
arbetskrdvande och ineffektivt. Det innebidr dérfor att metoder som forkortar tiden
mellan prodstrus och ovulation och att det gar ldttare att faststdlla den exakta
tidpunkten for ovulation underlittar reproduktionsarbetet. Det innebdr dven mindre
antal inseminationer/betdckningar per brunst. Den vanligaste metoden for styrning av
ovulation dr anvindandet av hCG (humant koriongonadotropin) som forkortar dstrus
med ca 24 till 48 timmar. Eftersom hCG ir ett preparat med humant ursprung kan
upprepad anvindning innebira antikroppsproduktion hos stoet. I USA och Australien
har ett implantat som utsondrar GnRH-analogen deslorelin anvénts for samma
dndamal (deslorelinacetat, Ovuplant®) (Hemberg et al, 2006). Da en follikel storre dn
30 mm 1 diameter och fortfarande under tillvixt har konstaterats, implanteras
Ovuplant® subkutant i nacken. Flera studier (McKinnon et al, 1993, Jochle, 1994,
Johnson et al, 2002 a och b) har visat att mer dn 90 % av stona ovulerade inom 48
timmar efter implantation. Pa senare tid har dock rapporter kommit, dels fran
anviandare men ocksa vid forsok (Johnson et al, 2000), att vid utebliven driktighet
uppstar forldngd lutealfas. Syftet med denna studie dr dels att avgéra om didstrus
forlangs efter implantation av Ovuplant® som inte efterf6ljs av ndgon insemination
och dels med hjélp av progesteronmétning i blodet undersoka om det blir en forlangd
lutealfas eller upphord cyklicitet. Om en forldngd lutealfas uppstar dr syftet dessutom
att diskutera om denna bieffekt kan utnyttjas som behandling av ston med starka
brunstsymptom.

Material och metoder

Sju svenska varmblodstravare ingick i forsoket. De var alla uppstallade pa och dgda
av institutionen for kliniska vetenskaper och ingick samtidigt som studien pagick i
undervisningen vid SLU. Fyra ston ingick i forsoksgruppen och tre i kontrollgruppen.
Indelningen avgjordes genom lottning. Forsoket pagick fran april 2006 till och med
juni 2006. Forsoket kunde inte paga ldngre én till 2006-06-07, eftersom histarna da
slapptes pa sommarbete. I forsoket ingick brunstkontroll med hjélp av teaserhingst,
rektal- och ultraljudsundersokning samt blodprovstagning.

Brunstkontroll
Stona brunstkontrollerades individuellt en gang per dag med hjélp av en teaserhingst
dir positivt brunstbeteende (+) registrerades enligt foljande:

1) Stoet stod for hingsten

2) Stoet lyfte svansen

3) Stoet urinerade och/eller blinkade med klitoris
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Negativt beteende for ovan registrerades med (-) och vid osékra tecken anvéndes (?).

Blodprov och analysmetod

Blodprover togs tre ganger i veckan pa samtliga ston till och med 2006-05-15 for
métning av progesteronnivan i plasma. Dérefter togs prover enbart pa de fyra ston
som ingick i forsoksgruppen (ett sto, Evita, avslutades tidigare, se nedan). Ca 10 ml
blod togs ur jugularvenen i heparinrér med vacutainer. Blodet centrifugerades efter
10 minuter och frystes dérefter in. Proverna analyserades vid avdelningen for klinisk
kemi vid SLU en gang i veckan. Analysmetoden bygger pa en ”solid-phase
radioimmunoassay” (Coat-A-Count Progesterone®) dir endogent progesteron tivlar
om bindningsplatsen till antikroppar med ett radioaktivt mirkt hormon. En
gammardknare miter midngden méarkt hormon som sedan omrédknas till endogen
progesteronméngd hos patienten.

Undersékning

Klinisk undersokning, rektalpalpation samt ultraljudsundersokning gjordes var tredje
dag pa samtliga ston till och med 2006-05-15. Direfter undersoktes enbart de fyra
ston som ingick i forsoksgruppen fram till forsokets slut, 2006-06-07. Ett av
experimentsstona (Evita) avslutades tidigare (se nedan). I den kliniska
undersokningen ingick bedomning av vulvas utseende och vaginalslemhinnans firg. |
den rektala palpationen ingick tonus och storlek av cervix och uterus samt
dggstockarnas storlek med eventuella folliklar. Vid ultraljudsundersokningen
noterades livmoderslemhinnans tjocklek samt eventuella 6dem i uterus. Aven
dggstockarna undersoktes med avseende pa folliklar (antal och storlek) samt
eventuella gulkroppar.

Genomférande

Med hjédlp av brunstkontroller tillsammans med progesteronanalyserna kunde vi
avgora nir stona var i lutealfas. Da samtliga ston uppmiitte hogt progesteronvirde
2006-04-12 injicerades de intramuskulirt med 2 ml Dinolytic® vet (prostaglandin Fa,)
for att fa corpus luteum i luteolys. Alla ston hade vid detta tillfille en gulkropp i en av
dggstockarna. Samtliga ston hade 2006-04-14 laga progesteronvirden och fyra dagar
senare (2006-04-18) inleddes forsoket. Stona undersoktes med ultraljud och en
follikel pa 30 mm i diameter eller storre kunde uppmitas hos samtliga. Varje sto fick
en ca 4 x 4 cm stor yta av halsen rakad och tvittad. De fyra ston som ingick i
forsoksgruppen fick direfter Ovuplant® implanterat subkutant. Ovriga tre ston
injicerades med 4 ml fysiologisk koksaltlosning intramuskulért.
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Resultat

Lupin

Lupin ingick i kontrollgruppen. Den 12 april hade hon en stor follikel, ca 30 mm
diameter, i hoger dggstock men visade inga tecken pa brunst. Hon kom i brunst tre
dagar efter prostaglandininjektionen. Brunstsymptomen var svaga och pagick i tre
dagar. Sista dagen pa brunsten (18 april) undersoktes hon igen med ultraljud. Lupin
hade da en 20 mm stor follikel i vénster dggstock och follikeln pa hoger sida
bedomdes som pa vig att ovulera. Hon injicerades med fysiologisk koksaltlosning
subkutant. Dagen efter (tredje undersokningstillféllet) bedomdes follikeln ha ovulerat.
Vid nista undersokningstillfille (28 april) observerades en gulkropp i hoger dggstock
och sma folliklar i vinster och vid sista undersokningen (10 maj) sags en gulkropp i
hoger dggstock. Lupin visade brunstsymptom 1-4 april, 15-18 april (svaga) samt 5-8
maj och cykliciteten bedomdes som normal.

Lupin hade en 14 dagar lang lutealfas. Progesteronnivaerna var >3 nmol/l fran 19
april till och med 1 maj.
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Figur 1. Lupins progesteronnivder
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Varregn

Varregn ingick i kontrollgruppen. Hon visade tydliga tecken pa brunst fyra dagar
efter prostaglandininjektionen. Brunstsymptomen varade i 5 dagar. Den 18 april sags
en 25 mm stor follikel i vinster dggstock och smafolliklar i hoger dggstock och den
19 april var follikeln i vinster dggstock 30 mm stor. Varregn injicerades med 4 ml
fysiologisk koksaltlosning subkutant 21 april och follikeln hade da redan ovulerat.
Den 28 april sags en gulkropp i hoger dggstock och smafolliklar i vinster. Vid sista
undersokningstillfillet, 10 maj, sags enbart smafolliklar i bada dggstockarna. Varregn
visade brunst 16-21 april samt 7-10 maj och cykliciteten bedomdes vara normal.

Varregns lutealfas var sammanlagt 12 dagar lang. Progesteronnivaerna var >3 nmol/l
fran 24 april till och med 5 maj.
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Figur 2. Varregns progesteronnivaer
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Julia

Julia ingick 1 kontrollgruppen. Hon hade en gulkropp 1 hoger dggstock 12 april. Hon
injicerades da med prostaglandin och visade tydliga brunstsymptom fyra dagar
senare, som pagick i fyra dagar. Den 18 april injicerades Julia med fysiologisk
koksaltlosning subkutant och hade da en stor follikel (minst 30 mm diameter) i hoger
dggstock och tva sma folliklar i vénster dggstock. Den 20 april hade follikeln i hoger
dggstock ovulerat, och fyra dagar senare sags en gulkropp i hoger dggstock. Vid sista
undersokningen 10 maj sags en 30 mm stor follikel i hoger dggstock. Julia visade
brunstsymptom 15-19 april samt 7-13 maj vilket bedomdes som normal cyklicitet.

Julias progesteronnivaer var >3 nmol/l fran 21 april till och med 3 maj, sammanlagt
var hennes lutealfas 13 dagar lang.
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Figur 3. Julias progesteronnivder
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Mermaid

Mermaid ingick i forsoksgruppen. Den 12 april hade hon en gulkropp i hoger
dggstock och en liten follikel i védnster. Hon injicerades med prostaglandin och visade
tydliga brunstsymptom tre dagar senare. Symptomen kvarstod i fem dagar. Den 18
april hade hon 6dem 1 uterus samt en 45 mm 1 diameter stor follikel i vinster
dggstock. I hoger dggstock syntes smafolliklar. Mermaid fick samma dag Ovuplant
implanterat subkutant. Tva dagar efter implantationen bedomdes Mermaid vara
nyovulerad da follikeln i vinster dggstock inte sags mer samt att hon var 6m vid
palpation. Uterus var d@ven mer solid. 28 april sags en gulkropp i vinster dggstock
samt smafolliklar i hoger. 10 maj sags en liten follikel i hoger dggstock och sma
folliklar i vinster. Mermaid visade brunst 15-20 april.

Mermaids progesteronnivaer var >3 nmol/l fran 24 april till och med 7 juni,
sammanlagt hade hon en minst 45 dagar lang lutealfas.

35.0

30.0

no
o
o

Progesteron nmol/l

00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

R SR S S-S SR SC I ARG S IS
. . . S . . < <
2 % 2 2 % % 3% 32 2 2 32 2 339 %

Progesteron nmol/l - - - - - 3 nmol/l

Figur 4. Mermaids progesteronnivder
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Evita

Evita ingick 1 forsoksgruppen. Hon hade en 30 mm stor follikel i hoger dggstock och
en 20-30 mm stor follikel i vinster dggstock 12 april. Hon injicerades samma dag
med prostaglandin och visade tydliga brunstsymptom tva dagar senare. Symptomen
kvarstod i tva dagar. Den 18 april hade hon en follikel som var nagot storre an 30 mm
i hoger dggstock samt lindrigt med 6dem i uterus. Hon fick Ovuplant® implanterat
subkutant. Dagen efter hade hon inte ovulerat och 20 april (tva dagar efter
implantationen) bedomdes hon vara under ovulation. Uterus var da relativt slapp. Den
28 april hade hon en gulkropp i hoger dggstock och enbart sma folliklar i vinster.
Den 5-10 maj visade Evita ytterst svaga brunstsymptom. Hon visade sig ha en 30 mm
stor follikel vid sista undersokningstillfdllet (10 maj). Evita togs ur forsoket 11 maj
da hon behovdes i ett annat forsok. Hon injicerades med Dinolytic® och visade
brunstsymptom cirka tva dagar senare.

Evitas progesteronnivaer var >3 nmol/l fran 19 april till och med 12 maj, sammanlagt
var hon i lutealfas i 24 dagar. Progesteronnivaerna var laga 2 dagar efter
behandlingen med Dinolytic®.
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Ocho

Ocho ingick i forsoksgruppen. Den 12 april visade Ocho yttre tecken pa att vara pa
vdg in 1 brunst (vaginal flytning samt bérjan till 6dem i uterus). Ingen stor follikel
kunde ses i dggstockarna och hon injicerades med prostaglandin. Hon visade tydliga
brunstsymptom tre dagar senare som kvarstod i 5 dagar. Den 18 april sags en 40 mm
stor follikel 1 hoger dggstock och édem 1 uterus. Ovuplant® implanterades subkutant.
Dagen efter sag ultraljudsbilden ut som tidigare, folliklen hade inte ovulerat. Den 20
april sdgs en gulkropp i hoger dggstock som var kvar 28 april. Den 10 maj sags
multipla smafolliklar i bade hoger och vinster dggstock och den 18 maj sags ca 20
mm stora folliklar 1 vardera dggstock. Ocho visade brunst 15-20 april samt svaga
brunstsymptom 11-15 maj.

Ochos progesteronnivaer var >3 nmol/l fran 24 april till och med 7 juni, sammanlagt
var hon i lutealfas i minst 45 dagar.
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Tanga

Tanga ingick 1 forsoksgruppen. Den 12 april injicerades hon med prostaglandin. Hon
kom i brunst tva dagar senare och symptomen kvarstod i sex dagar. Den 18 april sags
en ca 30 mm stor follikel i hoger dggstock och sma folliklar i vénster. Uterus var
dock solid. Hon behandlades med Ovuplant® subkutant. Den 19 april var follikeln
kvarstaende och ca 30 mm stor och den 20 april kunde en mjuk follikel palperas i
hoger dggstock och hon bedomdes vara pa viga att ovulera. Uterus var fortfarande
solid. Den 28 april sags en gulkropp i hoger dggstock och smafolliklar i vénster. Den
22 maj hade Tanga en ca 25 mm stor follikel i hoger dggstock. Tanga visade
brunstsymptom 17-20 april samt 10 maj.

Tangas progesteronnivaer var >3 nmol/l fran 24 april till och med 7 juni, hennes
lutealfas var sammanlagt minst 45 dagar lang.
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Diskussion

Lutealfasen forlangdes hos samtliga ston som ingick i forsoksgruppen. Evita, som
togs ur forsoket i fortid, fick en 24 dagar lang diostrus. Ovriga ston hade fortfarande
hoga nivaer nir forsoket avslutades, det vill siga 45 dagar efter ovulation, som i
genomsnitt intrdffade 1-2 dagar efter inséttandet av Ovuplant®. Orsaken till utebliven
eller svag brunst beror i detta fall pa att héstarna star under inflytande av progesteron.
Det i sin tur tyder pa aktiva dggstockar med en progesteronproducerande gulkropp,
det vill siga en forldngd lutealfas har uppstatt. Forldngd lutealfas definieras olika i
olika studier. I en studie klassades lutealfasen som forlingd om den kvarstod 1 >30
dagar efter ovulation (King & Evans, 1988). I en annan studie gjord av Ginther och
Pierson (1989) var lutealfasen forlaingd om den avvek med tre standardavvikelser fran
forsoksgruppens medellingd pa intervallet. Forlingd lutealfas behandlas med
prostaglandin F,,, vilket gjordes med Evita, som kom i brunst tva dagar senare. For
att den behandlingen ska fungera far inte en didstrusovulation ha skett under de
senaste dagarna. Gulkroppen blir da refraktir mot prostaglandin F,, och
behandlingsresultat uteblir.

Om diostrusovulation har skett eller inte kan inte avgoras med enbart
progesteronmétning. For att avgora det krdvs dagliga rektal- och
ultraljudsundersokningar, vilket inte gjorts 1 den hir studien. Eventuella
didstrusovulationer som orsak till forsoksstonas forlangda lutealfas kan dérfor inte
uteslutas. Samtliga ston i forsoksgruppen visar en nedgang i progesteronnivaerna i
slutet av april (se diagram). Nedgangen har skett runt dag 10-11 i lutealfasen, det vill
sdga 4-5 dagar fore en normal forvintad luteolys. Sker en didstrusovulation vid den
tidpunkten blir resultatet att den corpus luteum som bildas &r refraktidr for endogent
frisatt prostaglandin. En forklaring till stonas forlingda diostrus kan dirfor vara
diostrusovulation. Ett alternativ till didstrusovulation som orsak till forlangd lutealfas
iar att den inducerade ovulationen med deslorelin medforde att de bildade
gulkropparna och livmodern inte har formaga att svara pa normala endokrina signaler
(Kindahl et al, 2000).

Att framkalla forlingd lutealfas dr i vissa fall onskvért, fraimst som behandling for
ston med starka brunstsymptom. Kindahl et al (2000), inducerade forldngd lutealfas
genom att tillfora altrenogest och framkallade ovulation med hCG. Resultatet visade
att utebliven luteolys ér till foljd av att uterus far minskad sensitivitet for oxytocin
och minskad formaga att producera prostaglandin. Hedberg et al (2006), studerade
effekterna av hCG-inducerad didstrusovulation. Stona injicerades med hCG nir en
diostrusfollikel >30 mm i diameter detekterats. Resultatet visade att tre av fyra ston
fick en forldngd lutealfas.

For att minimera risken for forldngd lutealfas som Ovuplant® kan ge, har en annan
metod anvénts, ddr implantatet tas bort efter 48 timmar. Bland annat Hemberg et al
(2006) anvénder sig av den hdr modellen dér ett snitt gdrs 1 vulvamukosan efter
lokalbedovning. Implantatet placeras darefter i mucosan dar det sys fast. Efter 48
timmar tas implantatet ut och om driaktighet uteblir kommer stoet ater i brunst inom
normalt intervall (Hemberg et al, 2006).
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Da tidigare studier inklusive den hidr visar pa att forlaingd lutealfas uppstar efter
implantation med Ovuplant®, skulle deslorelinacetat kunna bli ett framtida
behandlingsalternativ for ston med starka brunstsymptom. For mer sdkra resultat bor
studien utforas pa ett storre antal ston samt ston av flera olika raser.

Alla ston som ingick i forsoksgruppen fick en reaktion i form av svullnad dar
implantatet placerades. Svullnaden forsvann efter 3 - 4 dagar.

Sammanfattningsvis visas att Ovuplant®—imp1antat ger en forlingd lutealfas med
minst 45 dagar, eventuellt orsakat av didstrusovulation. Metoden bor goras pa ett
storre antal djur men den hidr studien tyder pa att det kan vara en mojlig
behandlingsmetod for ston med problembrunster.

TACK
Ett varmt tack till Hans Kindahl, min handledare, for konstruktiv kritik och all
uppmuntran under arbetet med den hér uppsatsen!

Elisabeth Hemberg, min bitridande handledare - tack for undervisning, bade praktiskt
och teoretiskt av avelsarbete i filt samt arbete med Ovuplant®. Tack dven till dig och
din familj som med stor géstfrihet tog emot mig i ert vackra hem!

Personalen 1 OG’s stall, Marie Wallbring och Carola Jansson - ett stort tack for all
hjélp med blodprovstagning!

Asa Karlsson, vid avdelningen for klinisk kemi - tack for hjilp med
progesteronanalyserna!
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Bilaga 1. Sammanfattande tabell dver progesteronnivder

Mermaid Tanga Ocho Evita Julia Lupin Varregn
3 april 31,5 27,0 37,0 243 0,1 0,3 40,6
5 april 20,8 23,5 23,2 29,5 0,5 7,6 46,2
7 april 28,6 22,7 29,0 32,1 14,0 26,0 56,5
10 april 27,1 26,1 26,6 20,2 22,3 21,2 35,5
12 april 24,5 31,9 26,0 19,9 33,3 27,0 29,6
14 april 1,1 1,0 0,7 1,0 1,0 2,5 1,1
17 april 0,4 0,2 0,3 32 0,2 2,5 0,5
19 april 0,3 0,1 0,1 16,6 0,1 10,6 0,1
21 april 3,3 1,6 4,0 37,2 7,2 20,1 1,3
24 april 19,7 18,5 22,5 61,2 23,1 27,1 11,6
26 april 23,5 36,1 44.8 100,7 28,2 21,5 15,0
28 april 22,8 37,7 39,9 46,8 24,0 16,0 15,0
1 maj 30,8 64,6 39,7 38,1 28,2 17,1 15,3
3 maj 20,4 38.8 25,8 38.8 27,7 2,1 15,1
5 maj 21,1 35,1 26,9 33,8 23 0,4 12,9
8 maj 19,0 22,6 13,2 37,6 0,1 0,2 0,1
10 maj 19,2 20,5 15,6 29,2 0,1 5,0 24
12 maj 22,3 24,7 20,2 39,3 0,7 19,9 10,5
15 maj 23,7 23,0 16,6 0,5
17 maj 27,3 26,0 19,2 0,7
19 maj 31,0 28.8 19,3
22 maj 27,3 20,5 14,5
24 maj 21,4 13,8 24,0
26 maj 26,3 25,6 15,1
29 maj 27,6 26,7 16,2
31 maj 28,1 30,5 18,4
2 juni 23,0 23,8 16,8
5 juni 30,7 29,9 15,4
7 juni 27,7 27,1 17,3

1) ProstaglandinF,, injicerades

2) Ovuplant® implanterades (Mermaid, Tanga, Ocho och Evita) och fysiologisk

koksaltlosning injicerades (Julia, Lupin och Varregn).
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