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SAMMANFATTNING

Uppsatsen borjar med en sammanstéllning av litteratur som tar upp stons normala
reproduktionsfysiologi, normal luteolys och olika orsaker till forldngd lutealfas. I
uppsatsen redovisas ocksd en studie dir det undersokts om behandling med
humant choriongonadotropin (hCG) under lutealfas hos ston orsakar en forldngd
lutealfas och pé sa sétt forhindrar brunst. Studien bestod av tva delar: en
intensivstudie av atta ston pa f.d. institutionen for obstetrik och gynekologi
(numera institutionen for kliniska vetenskaper), SLU, Uppsala och en féltstudie av
sju ston pa ett stuteri sju mil norr om Uppsala. De ston som ingick i
intensivstudien delades in 1 en forséksgrupp som injicerades med hCG under
lutealfas néar de hade en follikel > 30 mm och en kontrollgrupp som injicerades
med NaCl. Stona undersoktes med ultraljud och blodprover, som analyserades for
progesteron. I fdltstudien injicerads endast tvd ston med NaCl, 6vriga ston fick
hCG. Dessa ston studerades med ultraljud under en kortare period efter
injektionen.

Studien visar att det finns ett antal begransningar med denna behandlingsmetod
med hCG for att forhindra brunst. Endast tvd av de behandlade stona i
intensivstudien visade en forldngd lutealfas. Tva av stona i filtstudien visade
ocksd symptom pa forlingd lutealfas, men detta konfirmerades aldrig med
blodprover for analys av progesteron. Négra av stona fick aldrig folliklar > 30 mm
under lutealfas och de ston med folliklar < 30 mm, som behandlades med hCG
ovulerade inte. Inte heller intriffade ovulation om hCG gavs for tidigt under
lutealfasen. Ett sto ovulerade tidigt i lutealfas, men den bildade gulkroppen
forsvann ett par dagar senare i samband med luteolys.

Slutsatsen av studien blir att denna metod for att forhindra brunst fungerar om
hCG ges till stona dag 11 eller senare post ovulation och om de da har en follikel
som dr > 30 mm, samt att denna follikel 4r mogen for ovulation.

SUMMARY

This article starts with a review of the literature regarding the normal reproductive
physiology of the mare, normal luteolysis, different causes of prolonged luteal
phase and theories behind these. The article also presents a study where it was
examined if treatment with human choriongonadotropic hormone (hCG) during
the luteal phase induces prolonged luteal phase in mares, thus preventing estrus.
The study consisted of two parts: one intensive study of eight mares at the former
Department of Obstetrics and Gynaecology at SLU, Uppsala, Sweden and one
field study of seven mares at a stud farm 70 km north of Uppsala. The mares in
the intensive study were divided in two groups: one with four mares that were
injected with hCG in luteal phase when they had a follicle of minimum 30 mm
and a second group with four mares that were injected with sodium chloride at the
same time. These mares were examined with ultrasonography and blood samples.
The blood samples were analyzed for progesterone with a solid phase
radioimmunoassay. In the field study only two mares were injected with NaCl and
the remaining with hCG. These mares were only observed by ultrasonography and
only during a short period after treatment.



The study showed that there are several limitations with this kind of treatment to
prevent estrus in mares. Only two of the mares in the intensive study treated with
hCG showed prolonged luteal activity. Also two of the mares in the field study
had signs of a prolonged luteal phase, but this was never confirmed with plasma
analysis for progesterone. Some of the mares seldom or never had follicles > 30
mm during luteal phase and those that were treated with hCG and had follicles <
30 mm did not ovulate. Furthermore, if hCG was injected too early in the luteal
phase, no ovulations occurred. One mare did ovulate, but the corpus luteum of
that ovulation disappeared during luteolysis a few days later.

In conclusion, this method to prevent estrous in mares works if you give hCG to
mares day 11 or later post ovulation and if there is a follicle of a minimum 30 mm
and that this follicle is mature to ovulate.



LITTERATURSTUDIE

Inledning

En av de vanligaste orsakerna till andstrus under den reproduktiva sdsongen hos
ston &dr forlingda lutealfaser av olika anledningar. Syftet med denna studie &r att
ge klarhet 1 begreppet forldngd lutealfas och orsakerna till denna. Uppsatsen
inleds dock med en beskrivning av den normala reproduktionsfysiologin, med
tyngdpunkt pa progesteronfasen och den avslutande luteolysen.

Reproduktionsfysiologi

Ston dr sdsongsmissigt polyostrala och har, pa norra hemisféren, sin aktiva period
under sommaren. Brunstcykeln dr 20-23 dagar (Noakes, 2001) eller 18,5 + 3.4
dagar (Stabenfeldt et al, 1971). I en studie dar sammanlagt 333 brunstcykler
studerades var de interovulatoriska intervallen ldngre under november till mars
och var i genomsnitt 20,6 dagar (Hughes et al, 1972). En brunstcykel delas in i
Ostrus och didstrus, eller follikelfas och progesteronfas. Vidare finns en inledning
till 6strus i form av prodstrus. Enligt studien av Huhges et al, 1972, varar Gstrus i
5,7 dagar och didstrus ar 15,4 dagar lang (Hughes et al, 1972).

Stabenfeldt et al, 1971, beskriver att ovulation sker 4,6 + 1,5 dagar in i Ostrus.
Den preovulatoriska follikelstorleken varierar under aret enligt en studie gjord av
Ginther & Pierson, 1989. Denna studie visade att den preovulatoriska
follikelstorleken &r minst mitt i sommaren och varierar mellan 42-48 mm (35-55
mm enligt Hughes et al, 1972). Enligt Hughes et al, 1980, visade det sig att det
oftast var den follikel som var storst vid borjan av Ostrus som vixte till och
ovulerade, men det forekom &dven att mindre folliklar vixte om och ovulerade.
Ovulation intridffade fran tre dagar fore brunstens slut till tre dagar efter.
Sjuttiodtta procent intrdffade 24 timmar fore eller efter brunstens slut (Hughes et
al, 1980). Efter ovulation sker en regression av ovriga folliklar och dag 4-9 post
ovulation dr inga folliklar > lem (Noakes, 2001). Gulkroppen (corpus luteum)
bildas snabbt efter ovulationen och kvarstér i 12-13 dagar. Den luteala aktiviteten
avslutas dag 15 post ovulation (Hughes et al, 1972).

Den reproduktiva sdsongen styrs av ljuset via melatoninfrisittning fran epifysen,
vilket i sin tur paverkar hypothalamus produktion av GnRH (gonadotropin
frisdttande hormon). GnRH stimulerar hypofysen att syntetisera FSH (follikel
stimulerande hormon) och LH (luteiniserande hormon), vilka pa olika sitt har
effekt pd ovariernas follikulogenes, follikelmognad, ovulation och bildandet av en
gulkropp. Ovarierna har i sin tur effekt pd hypofysen via sin Ostrogen- och
progesteronproduktion (Noakes, 2001).

Inom 24 timmar efter ovulation har den bildade gulkroppen kommit igang med sin
progesteronproduktion. Progesteronnivaerna nar maximala vdrden dag 5-6 och
sjunker till under 1 ng/ml' inom 48 timmar efter luteolys (Hughes et al, 1972).
Progesteron avbryter brunst, men hidmmar ej follikeltillvixt helt och héllet
(Hughes et al, 1980). FSH forhojs under tva faser under brunstcykeln. Den forsta

"I denna text anvinds ng/ml eller nmol/l beroende pa vilken artikel som det refereras till.
Omvandlingen mellan dessa ar ungefar 1 ng/ml = 3 nmol/l.



hoéjningen ses 1 sen Ostrus till tidig lutealfas och den andra ses mitt i didstrus, 10-
13 dagar fore nista ovulation (Evans & Irvine, 1975). Aven LH kvarstar hogt ett
par dagar post ovulation, vilket tros ha betydelse for den tidiga hdjningen av
progesteron (Ginther, 1992). Man tror att denna LH-peak ar ett svar pa positiv
feedback frdn de hdga Ostradiolnivaerna under 6strus. Dock finns det &ven de som
menar att progesteron har en negativ feedback pad LH och att det dérfor successivt
borjar stiga 1 samband med att progesteron sjunker vid luteolysen (Evans &
Irvine, 1975). LH ér dérefter lagt under dag 5-16 post ovulation for att sedan stiga
successivt. LH kvarstar hogt under hela Ostrus, vilket tros ha betydelse for den
slutliga tillvixten och mognaden av den preovulatoriska follikeln (Hughes et al,
1980). Vid luteolysen ser man en stegring av PGF,,-frisdttningen och en samtidig
sinkning av progesteron (Neely et al, 1979). Ostrogen nir maximala nivier 2
dagar fore ovulation, for att dterigen vara nere pa minimivirden tva dagar efter
ovulation. Ostrogen leder till brunstbeteende och forindrar kénsviigarna sa att
spermatransport underldttas (Hughes et al, 1980). Stabenfeldt et al, 1971, visade
att Ostrus inte kommer iging forrdn progesteron har nétt < 1 ng/ml och att detta
oftast intraffar 3 dagar efter att progesteron borjat sjunka.

Under hela stoets brunstcykel sker tillvaxt och atresi av folliklar. Follikeltillvixten
sker 1 tva vagor. Dessa follikelvagor stimmer dverens i tid med de tvd FSH-toppar
som beskrivits i ovanstdende text, enligt Hughes et al, 1980. Aven Evans &
Irvine, 1975, ha pavisat tvd FSH-vdgor. De sédg att den tidiga vagen faller samman
med den follikelproliferation som man ser i tidig diostrus. En andra vag ser man
mitt 1 didstrus, 10-13 dagar fore nésta ovulation och i samband med denna ses
dven dé en follikelutveckling. Man sig i samma studie att FSH kunde vara hogt
under tidig driktighet och man drog darfor slutsatsen att FSH och
follikelutvecklingen inte hdmmas av progesteron. Fortune (1994) skriver att det
bara dr en tredjedel av stona som har en andra follikelvdg. Folliklarna under
didstrus kan bli > 25 mm (King & Evans, 1988). Dessa folliklar innehéller dock
en mindre midngd Ostradiol &n de folliklar som véxer till under Ostrus visade
Vandeplassche et al i en studie pa 694 konsorgan 1979.

Ovulationer som sker under diostrus kallas i litteraturen for didstrusovulationer.
Frekvensen didstrusovulationer hos fullblod &r upp till 20 %, men ar mycket
sillsynt pa ponnyraser (Noakes, 2001). I en annan artikel hivdas att frekvensen
diostrusovulationer dr 21,4 % (Hughes et al, 1985). Enligt den studie som gjordes
av Hughes et al, 1972, under en tvaarsperiod, sé skedde didstrusovulationer hos
10 av 11 ston och totalt 64 ggr. Ovulationerna skedde mellan dag 2 och 15 post
ovulation. Dessa ovulationer ledde inte till ndgra brunstsymptom. I en annan
studie dir 40 ston studerades under perioden maj till juni uppstod
didstrusovulationer hos fyra ston dag 2, 7, 9 respektive 11 (Ginther & Pierson,
1989). 1 en studie som gjordes av Vandeplassche et al (1979) gjordes
makroskopiska och histologiska fynd, vilka talar for att de flesta folliklar som
rupturerar under didstrus degenererar och blir hormonellt inaktiva.



Forlangd lutealfas
Corpus luteum

Corpus luteum ér en endokrin kortel som bildas utifran follikelns theca- och
granulosaceller och vars uppgift dr att producera progesteron. Direkt efter
ovulationen fylls kaviteten med blod och redan efter 2-3 dagar har corpus luteum
ndtt sin maximala storlek. Corpus luteum &r en av fa adulta, icke patologiska,
vavnader som vixer. Den véxer dessutom mycket snabbt. Tillvixthastigheten kan
liknas med en av de mest snabbvidxande tumdrformerna. Redan fore ovulationen
sker sa borjar follikelcellerna att differentieras till att bli lutealceller och snart
efter ovulationen har cellerna forméga att producera progesteron. Cellmassan och
vaskulariseringen dr dock fortfarande sa liten, vilket gor att de systemiska
progesteronvirdena kvarstir laga. Tillvdxten av cellerna och vaskulariseringen
avslutas 1 mitten pa didstrus och da nar ocksd progesteronnivaerna i blodet sina
maximala koncentrationer (Reynolds & Redmer, 1999).

Corpus luteum bestdr av smd och stora steroidproducerande lutealceller.
Dessutom bestar den av fibroblaster, glatt muskulatur, pericyter och
endothelceller. Vad som styr uppbyggnaden och underhallet &r osékert, men man
tror att FSH, LH och prolaktin har stor betydelse for uppbyggnaden, men att FSH
sedan har en mindre roll for underhallet (Noakes, 2001). Enligt Reynolds &
Redmer (1999), sé innehaller corpus luteum mer kérl én nagon annan viavnad. P&
grund av detta sa anser de att angiogenesen har stor betydelse for gulkroppens
utveckling och funktion. Dessutom beskriver de gap-junctions som den
huvudsakliga kommunikationsvigen mellan corpus luteums celler. Antalet gap-
junctions varierar under corpus luteums livstid och styrs troligen av luteotropa och
luteolytiska hormoner och de skulle dérfor ocksa ha stor betydelse for
gulkroppens utveckling och funktion. Bland annat beskriver de ett forsok dar man
lyckats att minska koncentrationen av gap-junctions och dd sett en samtidig
sankning av LH-inducerad progesteronsekretion (Reynolds & Redmer, 1999).

Gulkroppen gar att palpera i ca 8-9 dagar. Den har oftast samma storlek som
follikeln, men det forekommer fall d& den blir upp till 12 cm. Dessa stora
gulkroppar gar att palpera under en lidngre tid, men de leder ej till nagra
fordndringar i cykliciteten (Hughes et al, 1972).

Normal luteolys

Prostaglandin F,, (PGF,,) fungerar som luteolysin hos ston. PGF,, produceras i
endometriet och frisétts i pulsvagor. Luteolysen kan delas in i tva faser. I den
forsta fasen s& himmas corpus luteums funktion. Denna fas géir fort. Den andra
fasen bestar av nedbrytning av corpus luteum och den tar betydligt mycket ldngre
tid. Nedbrytning av gulkroppen borjar redan dag 12 post ovulation och man ser da
en samtidig sdnkning av progesteron (Noakes, 2001). Vid tva olika studier har
man visat att gulkroppens normala livslingd &ar 14,1 respektive 14,4 dagar. I
samma studie har man visat att den luteala aktiviteten avslutas i samband med att
PGF,, frisitts (Neely et al, 1979). Den funktionella luteolysen skedde i dessa
studier inom 38 timmar ( Stabenfeldt et al, 1981).

I en studie, Neely et al (1979), sag man en stegring av PGF,,-frisittning dag 15
och 16 postovulation. Man siag samtidigt en snabb sdnkning av progesteron under



dessa tva dagar. I studien sdg man forst en topp av PGF,,-metaboliter dag 15.
Efter ytterligare en till tvd dagar sdgs aterigen en hdjning av metaboliter frin
PGF,,, som dock inte verkade komma forrédn progesteron hade sjunkit till <50 %
(Neely et al, 1979).

Enligt Ginther (1990), s& har livmodern stor betydelse for nir och om luteolys
kommer att ske. Vid frdnvaro av ett embryo i livmodern kommer PGF,, att
produceras och transporteras till ovarierna och dér orsaka luteolys. Hos det
dréktiga stoet sd tror man att det & embryots vandring fram och tillbaka i
livmodern, som hindrar luteolysen frén att ske. Ginther beskriver studier dir man
hysterektomerat ston och ddrmed har ingen luteolys skett. Det finns ocksa studier
dér man har stoppat in foremaél eller irriterande dmnen i1 livmodern och pa s sétt
orsakat en tidigare luteolys. Han beskriver ocksa olika patologiska tillstind som
kan leda till att inget luteolysin nr ovarierna av en eller annan orsak.

Vad det dr som startar prostaglandinfrisittningen fran livmodern ar osdkert. En
teori &r att frisdttningen inte kan ske fore livmodern har utsatts for progesteron
under en viss tid. Man tror dven att follikelaktiviteten under didstrus och
ovariernas mdjlighet att frisdtta Ostrogen har betydelse. Dock ser man okade
nivder av Ostradiol-17p och Ostron hos driktiga ston i samband med att man hos
det icke-dréktiga stoet skulle ha sett en prostaglandinfrisdttning och efterfoljande
luteolys (Stabenfeldt et al, 1981). Ginther, 1992, skriver att ovariecktomerade ston
som behandlas med progesteron under 14 dagar har 6kade niviaer av PGFy, i
livmodern och att det troligtvis &r den tiden av progesteronexponering, som krévs
for att PGF,, ska frisdttas. Eventuellt &r det under denna exponering som enzymer
och prekursorer for prostaglandinsyntesen syntetiseras och rekryteras (Ginther,
1992).

I en studie diar 16 ston studerades med dagliga blodprover for progesteron,
Ostrogen och prostaglandin drog man slutsatsen att mot mitten till slutet av
diostrus vaxer folliklarna till och man far en hojning av Ostradiol i blodet.
Samtidigt som detta sker ser man en hdjning av PGF,, 1 blodet och luteolys sker
snart darefter, vilket skulle kunna indikera att PGF,,-frisdttningen &r beroende av
ostradiol (King & Evans, 1988).

Oxytocin har ocksa effekt pa luteolysen (Noakes, 2001). Det har visat sig att ston
blir okénsliga for oxytocin vid en upprepad giva och i en studie ddr man gav
oxytocin upprepade ganger sa kom stona inte i1 brunst, vilket indikerar att ingen
luteolys skedde. Man har sett att hypofysen utsondrar oxytocin samtidigt som
livmodern frisdtter prostaglandin. Det finns flera faktorer som paverkar om
livmodern kommer igéng att frisdtta PGF,, vid oxytocinpaverkan. Dessa faktorer
ar mingden arakidonsyra som finns i endometriet som det gdr att syntetisera
PGF,, fran, mingden enzymer som ingar 1 prostaglandinsyntesen, samt
koncentrationen av oxytocinreceptorer i endometriet. Det finns studier ddr man
har sett att livmodern svarar bast pa oxytocin dag 15 post ovulation, dvs. den
normala dagen for luteolysens borjan. I samband med dessa studier har man ocksa
sett att livmodern har storst koncentration av oxytocinreceptorer vid samma
tidpunkt. Oxytocin verkar dock inte ha nagon effekt om inte livmodern forst har
exponerats sju dagar for ostradiol och ytterligare 14 dagar for progesteron. Dessa
resultat har man fatt fram i en studie pd ovariektomerade ston dér man forst gav



Ostradiol, sedan progesteron och slutligen oxytocin och da fick ett
prostaglandinsvar, vilket man inte fick vid en ensam oxytocingiva (Betteridge et
al, 1985). I Neelys avhandling fran 1979 beskriver han ett forsok ddr man gav
ston oxytocin dag 4-8 utan att ha ndgon effekt pd prostaglandinfrisdttningen. Han
forklarar detta som att ndrvaron av endogent progesteron minskar antalet
oxytocinreceptorer i endometriet, samt att det hammar ostradiol, vilket annars
Okar antalet receptorer (Neely, 1979).

De flesta av lantbrukets djur har en lokal anatomisk forbindelse mellan livmodern
och dggstockarna, 1 vilken man tror att PGF,, transporteras. Detta har man
faststdllt genom flera olika studier dér man har placerat foreméal pa olika stillen i
livmodern och dé fatt luteolys eller ej, beroende pé i vilket livmoderhorn som
foremalet placerats i och i vilken dggstock som gulkroppen sitter i. Man har dven
gjort studier dir man gjort en unilateral hysterektomi och da fétt fram samma
resultat. Ytterligare forsok som har gjorts pa not har visat att om man lagger
prostaglandin intrauterint kan man ge en ldgre dos prostaglandin 4n vid en
intravends giva. Dock har det visats i liknande studier pa ston att det inte har
nagon betydelse var i livmodern man placerar ett foremal; luteolys sker alltid.
Man har ocksa visat att unilateral hysterektomi leder till luteolys i 3 av 5 fall, dock
ar det oberoende av i vilken dggstock som corpus luteums sitter i. Man har ej
heller lyckats att sinka dosen prostaglandin vid intrauterin giva. Alla dessa
resultat talar emot att dven ston skulle ha en lokal forbindelse mellan livmodern
och dggstockarna. Dessutom skiljer sig anatomin mellan ston och o6vriga djurslag.
P& bl.a. not sa ligger vena uteroovarica och arteria ovarica mycket néra varandra
och artdren slingrar sig langst venen, till skillnad fran hést dir ven och artir har
mycket liten kontaktyta. Troligtvis sker den lokala kommunikationen hir hos
lantbrukets djur, men inte pa hist (Ginther, 1981; 1992).

I flertalet studier har det visat sig att corpus luteum till en borjan ar refraktér och
dérfor inte svarar pa prostaglandiner (Ginther & Pierson, 1989). I en studie gav
man ston en intrauterin infusion av NaCl, for att se om detta orsakar en PGF;,-
friséttning och en pédfoljande luteolys. De ston som ingick i studien fick NaCl,
intrauterint, vid olika tidpunkter under lutealfasen och det visade sig att ingen
luteolys skedde vid infusion dag 1-4, vilket man dock sag vid infusion under dag
5-9. Studien talar for att en intrauterin infusion med NaCl leder till en frisdttning
av PGF,,, men att corpus luteum é&r refraktir under de forsta 4 dagarna (Arthur,
1975). I en annan liknande studie fick man fram samma resultat och man drog
slutsatsen att corpus luteum svarar pa prostaglandiner med luteolys forst nir den
ar 4-5 dagar gammal (Neely et al, 1975). Det finns ytterligare en studie ddr man
studerat prostaglandinets effekt pd gulkroppen. I denna studie ingick 20 ston, som
delades in i sju grupper. De sex forsta grupperna gav man PGF,, vid olika
tidpunkter 1 brunstcykeln och den sjunde gruppen fungerade som kontrollgrupp.
Man studerade i1 detta fall ovulationsintervallet, dvs. tiden frdn en ovulation till
nista, och det visade sig att intervallet kortades endast vid prostaglandingiva dag
4 eller 7, men inte dag 1, 10 eller 13. Man drog slutsatsen att det oférdndrade
intervallet vid giva dag 10 eller 13 berodde pa att detta ldg ndra den normala
tidpunkten for luteolys och att det ofoérandrade intervallet vid giva dag ett berodde
pé att gulkroppen var refraktiar (Douglas & Ginther,1975).
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Definitioner

I en artikel av Ginther (1990), delar man in corpus luteum i primér och sekundar.
En primér corpus luteum beskrivs hiar som den corpus luteum, som uppstatt efter
ovulation under follikelfasen. En sekundér corpus luteum har didremot bildats
under progesteronfasen, antingen fran en follikel som gitt i atresi eller fran en
didstrusovulation.

Terminologin dr varierande inom detta omrdde. Bland annat ser man ofta
begreppet persisterande corpus luteum, vilket enligt Ginther (1990), skulle vara de
fall dd det & en och samma corpus luteum som kvarstdr och producerar
progesteron under en viss period. Begreppet forlingd lutealfas eller forlingd
progesteronfas, som ocksd anviands mycket i litteraturen séger inte om det dr en
och samma corpus luteum som kvarstar hela tiden eller om det under tiden bildas
sekundéra corpora lutea som haller igdng den luteala aktiviteten. Med forldngd
lutealfas menas bara att progesteronnivierna kvarstar ldngre dn de normalt gor hos
ett icke driiktigt sto. Aven begreppet pseudopregnancy eller pd svenska,
skendrdktighet, finns 1 litteraturen. Dar menar dock Ginther att detta begrepp bara
kan anvdndas pd icke dréiktiga, men betéckta ston, som dndd har uterustonus som
vid draktighet, och ej kommer 1 brunst igen (Ginther, 1990).

Vad som klassas som en forlingd lutealfas varierar i olika studier. I en studie
klassades det interovulatoriska intervallet som forldngt nar det avvek med tre
standardavvikelser fran forsoksgruppens medelldingd pa intervallet (Ginther &
Pierson, 1989). I en annan studie av King & Evans (1988) klassades lutealfasen
som forlingd nér ett diostrusmonster kvarstod 1 > 30 dagar postovulation.

Under den forlingda lutealfasen fortsitter stoet att producera progesteron, 2-5
ng/ml och visar inga tecken pa Ostrus. Dock kvarstar follikelaktiviteten och ibland
ses dven ovulationer (Hughes et al, 1972).

Orsaker till forlangd lutealfas
Fysiologiskt forlangd lutealfas

Detta dr vad som sker i borjan av en driktighet. Fram till dag 14 post ovulation
har det drdktiga och icke drdktiga stoet samma sekretion frdn endometriet.
Nérvaron av ett embryo i det driktiga stoets livmoder gor dock att ingen
prostaglandinfrisittning sker och den priméra gulkroppen kvarstar (Kindahl et al,
1982). En teori dr att detta beror pa en 6kad produktion av Ostradiol-17 B och
Ostron (Stabenfeldt et al, 1981).

Forlangd lutealfas pa grund av infektion eller annan skada i livmodern

Skador i endometriet i samband med kroniska infektioner, ofta purulenta, kan leda
till oférméga hos endometriet att producera PGF,,. Ju storre dessa skador ér, desto
samre blir produktionen. Det finns ett fall beskrivet dér lutealfasen forlangdes i
425 dagar. I detta fall fanns en underliggande infektion, men under lutealfasen
skedde ocksa ovulationer, som ledde till att nya gulkroppar bildades och blev
persistenta, vilket ocksé bidrog till den forldngda lutealfasen. Det finns ocksé fall
beskrivna dir ston fétt forlingda lutealfaser flera ganger efter varandra pa grund
av infektioner i livmodern (Stabenfeldt et al, 1981).
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Neely (1979) beskriver en studie dédr han gett ston med kvarstaende gulkropp pa
grund av kroniska infektioner en intrauterin infusion med NaCl utan att fi
luteolys, till skillnad frdn normala ston dér en intrauterin infusion orsakar luteolys.
Detta talar for att skadorna i endometriet som en kronisk infektion leder till
orsakar en minskad formiga att syntetisera och friséitta prostaglandiner (Neely,
1979).

I en studie pd 16 ston med pyometra konstaterades att ovulationsintervallen hos
dessa ston kunde vara kortare, ldngre dn normalt, samt normala. Stona studerades
1 2-20 ménader och obducerades dérefter. Stona hade inga kliniska symptom och
de hade ett normalt brunstbeteende nir de vil kom i brunst. De ston som fick
forlangd lutealfas visade sig ha grava skador i endometriet med nést intill
fullkomlig erosion och atrofi. Ett av dessa ston visade ingen ovarieaktivitet under
de 14 ménader som hon studerades. Den ldngsta perioden som ett sto stod med
hoga progesteronvérden var 613 dagar. Ett av stona med forldngd lutealfas visade
en frisittning av PGF,, vid ritt tidpunkt for luteolys, men ingen luteolys
observerades. En del av stona visade en oférmaga att syntetisera och utsondra
PGF,,. Pa flera av dessa ston sdg man en frisdttning av prostaglandin flera dagar
till veckor senare, men denna var oftast for liten for att kunna orsaka luteolys. De
ston som fick forkortade ovulationsintervall hade tecken pd inflammation, men
fordndringarna var lindriga. Att deras lutealfas forkortades tros ha berott pa en
inflammationsmedierad frisdttning av prostaglandiner (Hughes et al, 1979).

Ginther (1992) skriver att den enda orsaken till att en primédr corpus luteum blir
persisterande dr en kronisk endometrit.

Spontan forlangning av lutealfasen

Spontant kvarstiende gulkropp hos ett icke driktigt sto 4r en av de vanligaste
orsakerna till infertilitet pa ston under den reproduktiva sdsongen. Incidensen é&r ej
helt kdnd, men uppskattas till 20 %. Gulkroppen kvarstdr i 30-90 dagar och under
denna tid syns inga genitala eller beteendemaéssiga tecken pé brunst. Orsaken tros
vara en inadekvat syntes och frisittning av PGF,, trots en normal livmoder. I
enstaka fall kan &ven en kvarstdende corpus luteum uppstd efter en
didstrusovulation. Detta sker om didstrusovulationen sker 4-5 dagar fore
luteolysen, vilket gor att den nya gulkroppen dé fortfarande &r refraktér och inte
svarar pa prostaglandiner (Stabenfeldt et al, 1981). Det finns mycket som talar for
att icke drdktiga fullblodsston ofta gér in i spontant forlingda lutealfaser framfor
allt senare under den reproduktiva sdsongen (Allen & Rossdale, 1973).

Stabenfeldt et al gjorde en studie 1974, da de studerade ston med spontant
persisterande gulkroppar. Gulkropparna pd dessa ston kvarstod 1 63 + 15,6 dagar.
Man sdg att dessa stons progesteronmonster liknar normalt cyklande stons fram
till dag 13-14 post ovulation. Darefter stannar progesteron pa 4-5 ng/ml for att
sedan sjunka gradvis. Nér ston dterigen kommer igang att cykla ser man slutligen
en snabb sdnkning av progesteron. Man beskriver hir att orsaken till detta
syndrom dr en oférmaga hos livmodern att frisdtta prostaglandin. I artikeln
beskrivs ocksa en annan studie dir man sett att ston med spontant persisterande
corpus luteum har ett liknande progesteronmonster som hysterektomerade ston.
Dessutom liknar deras gulkroppar varandra med distinkta bindvévstrdk och en
reducerad méngd luteal vdvnad. 1 studien var det ett av stona vars
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progesteronkurva talade for att hennes priméra corpus luteum gick 1 luteolys, men
hon hade tvd diostrusovulationer sent i lutealfasen, vilka gav upphov till
persisterande gulkroppar (Stabenfeldt et al, 1974).

I en studie dir man studerade ston av annan anledning uppstod en forldngd
lutealfas pa 45 dagar efter att det stoet hade haft en didstrusovulation (Daels et al,
1996). Pa samma sitt 1 en studie ddr man gav ston intrauterin koksaltsinfusion sa
observerade ett sto som hade tva didstrusovulationer, redan dag 4 och 9, vilka
bada gav upphov till persisterande gulkroppar i tvd méanader (Neely et al, 1975).

Ginther, 1992, beskriver en tvéaarig studie pa ston dir forlingd lutealfas uppkom
12 ganger utan att man hittade ndgra patologiska eller infektiosa fynd. Dessa
lutealfaser kvarstod i ca 63 dagar. Man beskriver hér att forekomsten av dessa
spontant forldngda lutealfaser dr sd vanligt som upp till 25 % av det totala antalet
brunstcykler (Ginther, 1992).

I en tva ar lang studie i Davis, studerades 10 ston med avseende pa deras
cyklicitet. Under studien uppvisade 5 av stona en spontant persisterande corpus
luteum. Man drog slutsatsen att dessa orsakades av att livmodern inte kunde
producera eller frisitta luteolysin® i ritt méngd vid rétt tidpunkt. Lutealfaserna
varade mellan 60 och 93 dagar. Dessa ston hade en fortsatt follikelaktivitet och
man observerade dven ovulationer (Hughes et al, 1972).

I en studie studerades totalt 213 ovulatoriska perioder och 69 interovulatoriska
intervall. Sex av de interovulatoriska intervallen visade spontant forlingda
lutealfaser. En av dessa forlingda lutealfaser orsakades av en didstrusovulation
dag 11 post ovulation. P4 detta sto sdg man att den primira gulkroppen
tillbakabildades och att det var den sekundédra gulkroppen som forldngde
lutealfasen. Denna forlangda lutealfas varade i 47 dagar. Man sédg ytterligare tre
didstrusovulationer under studien, vilka skedde dag 2, 7 och 9. Dessa ledde inte
till forlangd lutealfas. Tre av stona med forldngd lutealfas hade hemorrhagiska
folliklar med en yttre vdgg troligtvis bestdende av luteal vdvnad. Dessa folliklar
verkade producera progesteron, men man tog inga sadana prover i forsoket.
Lutealfaserna hos dessa ston varade 1 34, 41 respektive 49 dagar. De
hemorrhagiska folliklarna forsvann dock inom en méanad. Hos tva av stona med
spontant forldngd lutealfas kunde man inte hitta nagon trolig forklaring. Hos dessa
kvarstod progesteron hogt i 30 respektive 33 dagar. Hos det sjitte stoet med
forlingd lutealfas var den kvarstdende gulkroppen orsakad av en metrit (Ginther
& Pierson, 1989).

I en studie ddr man gav en intrauterin infusion med NaCl till ston beskrivs att man
givit detta till ett sto med persisterande lutealfas dag 16, 19, 38 och 47. Dag 16
fortsatte lutealaktiviteten opaverkad av infusionen, vilket tros ha berott pa att en
ovulation hade skett 3 dagar tidigare och att man dérfor hade nérvaron av en
refraktir gulkropp. Troligtvis forsvann den primira gulkroppen. Vid infusion dag
19 och 38 sdg man en hdjning av PGF,,, men denna var ej tillricklig for att orsaka
luteolys. Infusionen dag 47 ledde dock till luteolys 3-4 timmar efter infusion
(Neely, 1979).

2
=PGF2a
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Neely et al (1979) gjorde en studie ddr man studerade ston varannan dag under
augusti till november med rektalisering, teaserhingst och blodprover for analys av
progesteron och prostaglandiner. Under denna studie fick tvd ston en spontant
forlangd lutealfas. Det ena stoet hade en didstrusovulation dag 16. Pa detta sto sag
man hoga nivéer av PGF,, dag 16-19, men luteolysen blev aldrig fullstdndig. Pa
det andra stoet sig man aldrig ndgon ordentlig prostaglandinstegring vid den
normala tidpunkten for luteolys. Dessutom skedde tvé stycken didstrusovulationer
dag 13 och 19, vilket ockséd kan ha bidragit till den forlingda lutealfasen. I denna
studie drog man bl.a. slutsatsen att en spontan forlingning av lutealfasen kan
uppkomma pa grund av didstrusovulationer sent i didstrus, men att det ockséa kan
bero pa en ej adekvat frisdttning av PGF,, 1 rétt tid frdn livmodern av okédnd
anledning (Neely et al, 1979).

King & Evans (1988) beskriver en studie dir de studerade oOstradiol och
follikeltillvaxten pa normalt cyklande ston och jimforde detta med ston som hade
en spontant persisterande corpus luteum. Hos normalt cyklande ston sdg man en
follikeltillvaxt dag 8-14 med folliklar pd >25mm. Denna follikeltillvixt var
korrelerad till en samtidig Ostradiolhdjning. P& inget av stona med forlangd
lutealfas sag man folliklar pd >25 mm vid samma tidpunkt. Hos dessa ston var
follikeltillvaxten senarelagd till dag 19 + 1,4 dagar. Man sag heller ingen positiv
korrelation mellan follikeltillvdxt och Ostradiol i plasma. Hos normalt cyklande
ston sdg man en hojning av Ostradiol vid tidpunkten for luteolys, vilket man ej
observerade pa de ston som hade en forldngd lutealfas. Utifrdn dessa resultat drog
man slutsatsen att luteolysen &r beroende av att Ostradiol stimulerar livmodern till
friséttning av PGF,, och att dstradiolhdjning dstadkoms genom en follikeltillvéxt
dagarna fore. I studien sdg man ocksa att stons follikeltillvaxt varierar mer dn vad
den gor pd andra djurslag och att det skulle kunna vara en forklaring till varfor
ston har en hogre frekvens av spontant persisterande corpus luteum (King &
Evans, 1988). Stabenfeldt et al (1975) skriver dock att ston har en varierande
follikelutveckling med folliklar som vixer till och ovulerar dven under didstrus,
men att dessa ovulationer inte leder till forlingda lutealfaser.

I en studie 2000 av Kindahl et al, inducerade man persisterande gulkroppar pa
ston och jimforde dessa med normalt cyklande ston. Studien visade att ston med
persisterande gulkropp saknade den frisdttning av PGF,, som de normala stona
hade. Man sag att stona hade bade ldgre koncentrationer och farre antal toppar av
prostaglandiner. | studien gav man dven en del av stona en oxytocininjektion dag
13-16 post ovulation. Det visade sig d& att de ston som hade en persisterande
gulkropp hade signifikant l4gre oxytocininducerad frisittning av prostaglandiner.
Dag 13 var det ej nagon signifikant skillnad. Dessa resultat tolkades som att den
bristande luteolysen av gulkroppen hos ston med spontant forlingd lutealfas
troligen orsakas av att livmodern frisétter en minskad méngd PGF,,, antingen pa
grund av en minskad syntetiserad mingd eller pa grund av att livmodern ej svarar
pd oxytocin. En annan teori som tas upp i artikeln &dr att spontant forlangd
lutealfas skulle kunna orsakas av forhdjda progesteronvirden under Ostrus pa
grund av ndgon form av stress, som gjort att binjuren producerat en 6kad miangd
progesteron. Denna teori stods av studier dir man sett att livmodern maste utséttas
for Ostrogen utan ndrvaro av progesteron efter luteolysen for att en ny
prostaglandinfrisédttning ska kunna ske 12-14 dagar in 1 paféljande diostrus. Det
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stods ocksa av att de ston 1 studien som inte fick persisterande gulkroppar nir man
behandlade de med altrenogest och sedan hCG (se forklaring i nedan text), hann
ha ca tva dagars brunst fore altrenogest sattes in (Kindahl et al, 2000).

Att en spontant forldngd lutealfas kan uppstd pa grund av en didstrusovulation 1-4
dagar fore luteolys stdds av ett flertal studier dir man gett antingen
koksaltsinfusioner intrauterint eller sprutat prostaglandiner. Alla dessa studier
visar att en gulkropp som dr < 4 dagar ej svarar pa prostaglandiner (Arthur, 1975,
Neely et al, 1975, Douglas & Ginther, 1975, Neely, 1979).

Det finns éldre studier ddr man gett ston Ostradiol under en lidngre period med
borjan under lutealfas och da inducerat en forlangd lutealfas under 32 dagar. Man
har d& haft teorier om att forldingda lutealfaser skulle kunna orsakas av fortsatt
hoga nivéer av endogent dstradiol under lang tid. Man stodde dven denna teori pa
att man hade hittat hoga nivier Ostradiol i urinen pd ston med persisterande
gulkroppar. Neely (1979) gjorde ett fors6k dér han gav ston Ostradiol under tidig
respektive sen lutealfas for att se om dessa teorier stimde. Han fick dock inga
signifikanta fordndringar i lutealfasens lingd pd dessa ston. Det sto som fick en
forlangd lutealfas fick det pa grund av en didstrusovulation (Neely, 1979).

Forlangd lutealfas i samband med hCG-inducerad ovulation under
altrenogestbehandling

Altrenogest dr ett progesteronpreparat, som man ger till ston for att forhindra
brunst. Stona kommer i brunst direkt efter avslutad behandling. I en studie av
Daels et al (1996) gav man tio ston altrenogest dag 14 post ovulation och sedan
dagligen fram till ovulation. Nér stona hade en follikel pa >35 mm injicerades
3.300 enheter hCG i.m. Stona f6ljdes direfter med ultraljud och blodprover for
progesteronanalys. Man hade dven 10 kontroller, vilka alla tillbakabildade sina
gulkroppar dag 14 + 0,3 dagar. Fyra av stona i forsoksgruppen ovulerade aldrig
under altrenogestbehandlingen. Sex av stona ovulerade ca 8 dagar efter paborjad
behandling. Samtliga av dessa ston tillbakabildade sin priméra gulkropp i
samband med att man satte in altrenogest. Hos fem av de sex stona forldngdes
progesteronfasen i 45,6 = 2,4 dagar. Det var bara ett av dessa ston som fick en
forlingd lutealfas pd grund av en didstrusovulation. Inget av stona hade
endometrit, vilket hade kunnat vara en forklaring till den forlingda lutealfasen.
Orsakerna till dessa resultat dr osdkra, men en dldre teori menar att det finns en
biologisk klocka som styr nir luteolys ska ske och att denna skulle fa en signal om
att luteolys ska ske 14 dagar efter att progesteron stigit fran laga till hdga nivéaer.
Man menar da att forklaringen till denna studies resultat skulle vara att
progesteronbehandlingen maskerar en fordandring av progesteronnivaerna och
déarfor sker ingen luteolys 14 dagar efter den hCG-inducerade ovulationen. En
annan teori dr att det av ndgon anledning sker en otillricklig frisittning av
prostaglandin fran livmodern runt tiden for luteolys och att dven den
oxytocininducerade friséttningen dr mindre. Ovan studie menar forskarna gér att
jamfora med didstrusovulationer som leder till forldngd lutealfas. I samma studie
visade man &dven att ston som ovulerade spontant under eller strax efter
behandlingen med altrenogest till mycket stor del utvecklade persisterande
gulkroppar (Daels et al, 1996).

15



EXPERIMENTELL STUDIE
Inledning

Ston som ovulerar i sen didstrus, d.v.s. 1-3 dagar fére man ser normal luteolys far
ofta en persisterande gulkropp och ddrmed ocksé en forldngd lutealfas (Neely et
al, 1979, Stabenfeldt et al, 1981, Daels et al, 1996). Aven en hCG-inducerad
ovulation under behandling med altrenogest leder till en forldngd lutealfas. Syftet
med denna studie var att se om ston kan f4 en persisterande gulkropp efter
behandling med hCG under endogen progesteronfas och om djuren kvarstér i
denna under en langre tid. Pa sa sitt skulle brunst kunna forhindras. Detta skulle i
sa fall kunna bli en metod att ddmpa ett besvirligt beteende relaterat till brunst,
vilket idag stéller till med problem vid hantering av ston i olika sammanhang.
Denna metod att forhindra brunst skulle med dagens regelverk ej klassas som
doping.

Material och metoder
Utforande

Studien dr uppdelad 1 tva delar, en intensivstudie och en féltstudie.

I intensivstudien ingick &tta ston dgda av och uppstallade vid f.d. institutionen for
obstetrik och gynekologi (nuvarande institutionen for kliniska vetenskaper), SLU.
Stona lottades slumpvis in i en forsoksgrupp pé fyra ston och en kontrollgrupp pa
fyra ston. Forsoket pagick under april till september manad 2004 .

Stona kontrollerades dagligen med teaserhingst tills de borjade visa tecken pé
brunst. Nér tecken pé brunst sags, studerades stona med rektalisering och ultraljud
varannan dag tills ovulation observerades. Dag 8 efter ovulation aterupptogs
kontrollen med rektalpalpation och ultraljudsundersokning varannan dag. Nér en
follikel pa minst 30 mm observerades, injicerades ston i forsoksgruppen med
humant choriongonadotropin, hCG (Pregnyl®) 3000 IE och ston i
kontrollgruppen injicerades med NaCl, 2 ml. I samband med detta togs ett forsta
blodprov for analys av progesteron. Darefter kontrollerades stoet dagligen tills
follikeln ovulerade eller tills det att stoet aterigen blev brunstigt. Blodprover for
progesteron fortsattes sedan att tas tva ganger i veckan under 2 ménaders tid.
Under de tre forsta veckorna efter injektionen foljdes dven stona med rektalisering
och ultraljud for kontroll av eventuell ny brunst eller forekomst av eventuell
persisterande gulkropp. Fynden journalférdes noggrant med rektalfynd och
utskrifter fran ultraljudet. Pa de ston som ej fick tillridckligt stora folliklar under
didstrus studerades nésta lutealfas igen. Dock upprepades detta bara under max tre
lutealfaser. Detta gillde d4ven ston, som ej ovulerade pa forsta givan hCG.

I faltstudien ingick sju ston, varav fem ingick i forsoksdelen och tva ingick 1

kontrollgruppen. Forsoket genomfordes péd samma sdtt som intensivstudien, dock
togs inga blodprov for progesteron under de tva efterféljande ménaderna.
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Stomaterial
Intensivstudien:

I studien ingick 8 varmblodiga travare i aldrarna 9-14 ar, alla uppstallade pa
institutionen for obstetrik och gynekologi, SLU. Stona anvédndes i undervisning
under forsokets ging. Fyra av stona ingick 1 kontrollgruppen.

Faltstudien:

I denna studie ingick 7 varmblodiga travare i &ldrarna 2-7 ar. Alla stona var 1 full
trining och uppstallade pd Visterbo Stuteri, Heby. Tva av stona ingick 1
kontollgruppen.

Analyser och uppmaétta parametrar i intensivstudien
Kontroll med teaserhingst:

Stona kontrollerades med avseende pad om de stdllde upp sig for hingsten, vek
svansen at sidan, samt blinkade med vulva, vilket d4r den gdngse metoden for
brunstkontroll av ston vid institutionen for obstetrik och gynekologi, SLU. Ston
som visade ett eller flera av dessa tecken bedémdes vara i Ostrus. Dock anségs ej
ston vara i brunst om de enbart vek svansen at sidan.

Klinisk undersdkning och rektalpalpation:

Denna  undersokning innefattade beddmning av  vulvas  utseende,
vaginalslemhinnans utseende, tonus i cervix och uterus, uterusslemhinnans
tjocklek, &dggstockarnas storlek, samt eventuella palpabla folliklar. Dessa
parametrar tolkades med den gingse metod som anvinds vid institutionen for
obstetrik och gynekologi, SLU.

Ultraljudsundersokning:

Livmodern ultraljudsundersdktes med avseende pi odem. Aggstockarna
undersoktes med avseende pé storlek, men framfor allt med avseende pa nérvaro
av folliklar och deras storlek, samt ndrvaro av en eller flera gulkroppar.

Progesteronanalys:

For att bestimma progesteronnivderna i plasma anvindes den gingse metoden vid
institutionen for klinisk kemi, SLU, Count-A-Count® Progesterone (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, CA). Metoden bygger pad en ”solid-phase
radioimmunoassay”’. Minsta detektionsgrins i studien var 0,1 nmol/l.

Analyser och uppmaétta parametrar i faltstudien

Stona som ingick i féltstudien undersoktes med rektalpalpation och ultraljud enligt
ovan beskrivning. Blodprover for progesteronanalys togs enbart dagen for
injektion.
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FProgesteran nmaolsl

Resultat
Intensivstudiens kontrollgrupp
Tanga

Tanga injicerades med hCG 1 tva olika didstrusperioder. Forsta gangen gavs 3000
IE hCG (Pregnyl) dag 11 post ovulation (22 april). Storsta follikeln var da 26,5
mm (se Tabell 1). Injektionen ledde ej till ndgon ovulation och lutealfasen
forlingdes ej. Nésta ovulation sags 17-19 dagar efter injektionen. Under den
efterfoljande lutealfasen ségs aldrig nagra stora folliklar. Under den tredje
lutealfasen som studerades observerades en follikel 1 véinster dggstock, som var
31,8 mm och en ny injektion med hCG gavs (12 juni). Nio dagar efter denna var
progesteronnivderna aterigen laga (se fig. 1). Tanga hade dédrefter normala
ovulationsintervall under resten av studien.

0 5 10 15 20 2 30 ¥ 40 4 0 5 10 5 0 B N ¥ M 45 50 B 6 6 T0 TH OB 89
Antal dagar efter hCG

=== T nmoll - Progesteron

Figurl. Tangas progesteronnivaer
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Datum Follikel Antal CL* Follikel Antal CL* Tecken pa

/antal dagar hdger hoger vénster vénster brunst
efter hCG  &dggstock aggstock aggstock aggstock
(mm) (mm)
6 april 31,0 27,9 +++
11 april <10 1 <15 1 +++
19 april 22,6 1 25,1 1
20 april - - 27,7 1
21 april 18,8 1 26,1 1
22 april /0 18,9 1 26,5 1
23 april/1 <15 1 26,0 1
24 april /2 13,7 1 273 1
25april/3 <10 1 28,1 1
26 april /4 - - 233 1
27 april /5 <15 1 27,5 1
4 maj /12 22,6 40,4
9 maj /17 19,8 56,7 +++
11 maj/19 <10 <10 2
16 maj /24 <10 15,0 2
18 maj /26 <10 25,0 1
20 maj /28 <10 26,3 1
22 maj /30 15,0 21,6 1
24 maj /32 - 16,6 1
1 juni /40 41,7 34,2 +++
3juni /42 <15 1 243 +++
8 juni /47 19,3 1 20,8
10 juni /49 25,7 1 19,7
12juni/0 <15 1 31,8
14 juni /2 14,6 1 34,0
16juni /4 26,9 1 20,0
19juni/7 264 1 31,4
24 juni /12 2,09 38,6

* = corpus luteum

Tabell 1. Tangas aggstocksaktivitet
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Evita

Evita injicerades med 3000 IE hCG (Pregnyl) i.m. dag 10-11 post ovulation (10
april) och hon hade dd en follikel i hoger dggstock pa 40,3 mm (se tabell 2).
Samma dag skedde en didstrusovulation. Tre dagar efter injektionen ovulerade en
follikel 1 hoger dggstock. Progesteronvérdena kvarstod hoga 1 61 dagar (se fig. 2).
Under denna period sags lindriga tecken pd brunst. Efter de liga
progesteronviardena mellan dag 61 och 68 kom aterigen en forldngd lutealfas pa ca
40 dagar.
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Figur 2. Evitas progesteronnivaer
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Datum / Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa

antal dagar  hoger hoger vénster vénster brunst
efter hCG  &ggstock dggstock aggstock dggstock

(mm) (mm)
4 april 27,9 18,4 1
6 april 433 19,9 1
8 april 36,2 21,6 -
10 april/0 40,3 1 20,0 1
1l april/1 39,9 1 20,0 1
12 april/2 40,4 1 <15 1
13 april/3 20,0 2 <10 1 -
14 april/4 <10 2 <10 1 -2-
21 april /11 20,0 2 15,0 1 +--
28 april /18 24,6 2 39,6 1
5maj/25 31,3 2 45,0 ++-

Tabell 2. Evitas ovarieaktivitet

Express

Under den forsta lutealfasen som studerades blev den storsta follikeln 21,5 mm
(se tabell 3) (11 april) och dirfér kunde hCG ej ges. Express var nyovulerad 22
april. Dag 9 post ovulation (1 maj) observerades en follikel pa 42,8 mm i vénster
aggstock och 3.000 IE hCG injicerades. I denna dggstock fanns redan en corpus
luteum, men 3 dagar efter injektionen hade follikeln ovulerat och 2 corpus luteum
fanns 1 vénster dggstock (se tabell 3). Dessa kvarstod under hela perioden med
ultraljudsundersokningar. Progesteron kvarstod hogt i ca 100 dagar (se fig. 3).
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Datum / Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa

antal dagar  hoger hoger vénster vénster brunst
efter hCG  &ggstock dggstock aggstock dggstock
(mm) (mm)
4 april <15 1 <15 1
6 april 12,7 1 15,9 1
8 april <10 1 <10 1
11 april <10 1 21,5 1
22 april <10 <20 1 —+-
29 april 25,0 28,2 1
30 april <20 28,9 1
1 maj/0 <15 42,8 1
2maj/ 1 <10 38,8 1
3maj/2 <15 4,16 1
4 maj /3 <10 19,7 2
11 maj/ 10 39,6 20,0 2
18 maj/ 17 45,0 <10 -
26 maj /25 <10 38,1 2

Tabell 3. Express ovarieaktivitet
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Ocho

Ocho visade inga tecken pa brunst under perioden 11 maj till 1 juni och
injicerades darfor med prostaglandin (1 ml Dinolytic) den 1 juni. Dérefter kom
hon aterigen igdng med normal cyklicitet. Stoet fick under de tre lutealfaser som
hon studerades inga folliklar pd > 30 mm och kunde dérfor aldrig injiceras med

hCG (se tabell 4).

Datum Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa
hoger hoger vénster vénster brunst
aggstock dggstock aggstock aggstock
(mm) (mm)

4 april 17,5 22,0 +++

6 april <20 31,4 +++

8 april <10 35,8 +++

11 april <15 42,5 +++

15 april 19,3 <20 1 -+?

21 april <15 20,6 1

24 april 20,2 24,2 1

25 april 21,0 23,0 1

26 april 15,9 18,1 1

3 maj 22,0 29,0 +++

6 maj 27,6 34,0 +++

7 maj 31,6 435 +++

9 maj 37,4 46,0 +++

11 maj saknas saknas 1

16 maj <15 <15 1

18 maj 21,0 <15 1

20 maj 23,0 <15 1

22 maj <20 <15 1

24 maj 16,5 <15 1

1 juni <15 27,2 1

6 juni 25 36,2 +++

8 juni <25 47,4 +++

10 juni <10 <10 1 +++

17 juni <15 <15 1

19 juni 19,5 <15 1

21 juni <15 <15 1

22 juni <10 <10 1

24 juni <10 <15 1

Tabell 4. Ochos ovarieaktivitet
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Intensivstudiens kontrollgrupp

Malin

Malin tillhérde kontrollgruppen och injicerades med 2 ml NaCl i.m. nédr hon hade
en follikel som var 33 mm i vinster d4ggstock, dag 10 post ovulation (11 april) (se
tabell 5). Tio dagar efter injektionen sags tecken pa brunst. En dubbelovulation
skedde i denna follikelfas. Efter denna &strus kvarstod progesteron hogt i 100
dagar (se fig. 4). Stoet studerades med ultraljud till dag 9 post ovulation. Under
denna period sdgs inga didstrusovulationer eller andra orsaker till en forlangd
lutealfas (se tabell 5).

Progesteron nmaolyl

=== 3 nmolil

Figur 4. Malins progesteronnivaer

—*— Progesteron

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 B85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160
Antal dagar efter NaCl

Datum Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa
/Antal dagar hoger hoger vénster vénster brunst
efter NaCl  &dggstock dggstock aggstock dggstock
(mm) (mm)
1 april +++
4 april 28,6 32,9 1
6 april 28,6 23,9 1
8 april 29,4 31,1 1
11 april/0 20,0 33,0 1
12 april /1 18,4 33,0 1
13april/2 <15 29,0 1
14 april/3 <15 35,8 1
21 april/10 34,2 35,7 +++
28 april /17 <10 1 18,6 1
5 maj /24 <10 1 <10 1 2?-

Tabell 5. Malins ovarieaktivitet
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Lupin

Lupin var sannolikt andstral och injicerades dirfér med prostaglandiner den 22
april. Svag brunst observerades 1 samband med detta. Dag 9 (1 maj) efter sista
tecken pé brunst sprutades hon med 2 ml NaCl. Hon hade da en follikel pé 31,1
mm 1 hoger dggstock (se tabell 6). Nio dagar senare skedde luteolys med kraftig
sdankning av progesteron (se fig. 5) med Ostrus och ovulation som f6ljd. Lupin har
dérefter haft en normal cyklicitet. Dock sags forhdjda progesteronnivaer under 30
dagar mitt i studien.

T PP P

Progesteron nmolil

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70O 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Antal dagar efter NaCl

===+ 3 nmold —=— Progesteron

Figur 5. Lupins progesteronnivaer

Datum Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa
/antal dagar hoger hoger vénster vanster brunst
efter NaCl  &dggstock dggstock aggstock dggstock

(mm) (mm)
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4 april 15,0 <10 1

6 april 14,9 <10 1 -7-
8 april 12,4 10,0 1

11 april 16,3 19,4 1 -7-
21 april 40,0 <10 2?7+
28 april 19,1 1 <10

1 maj /0 31,1 1 26,4

2 maj /1 30,0 1 24,0

3 maj /2 30,1 1 24,6 1

4 maj /3 31,1 1 33,0 1

11 maj/10 <15 1 33,9

18 maj /17 <15 1 <15 1

26 maj /25 <10 18,5 1

Tabell 6. Lupins ovarieaktivitet

Mermaid

Under forsta lutealfasen som studerades hade stoet inga folliklar >30 mm (se
tabell 7). Den andra lutealfasen forlingdes spontant och dag 22 post ovulation
injicerades hon med prostaglandiner (1 ml Dinolytic). Brunst sags 5 dagar senare
och ledde till ovulation. Dag 8 (6 juni) post ovulation sags en follikel pa 35,1 mm
1 vénster dggstock och stoet injicerades med 2 ml NaCl i.m. Progesteron kvarstod
hogt 1 93 dagar (se fig. 6).
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Figur 6. Mermaids progesteronnivaer

Datum / Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa
antal dagar hoger hoger vénster vénster brunst
efter NaCl  dggstock dggstock dggstock dggstock

(mm) (mm)
4 april <10 <10 1
6 april <10 <10 1
11 april 17,7 <10 1
25 april 40,0 30,0 +++
26 april 42,3 <10 1 +++
27 april 32,0 1 <10 1 +++
4 maj 22,5 1 <10 1?
6 maj <20 1 <10 1?
7 maj <25 1 <10
9 maj 23,0 1 <20
19 maj <15 1 20,0 1?
22 maj 30,0 1 <15 1?
24 maj - - - - +++
26 maj 45,0 30,0 +++
28 maj 52,0 30,0 +++
31 maj <10 1 30,0
6juni/ 0 22,0 1 35,1
8 juni /2 <20 1 34,7
10juni/4 32,7 1 35,8
17juni/ 11 47,7 22,0 1?
24 juni/ 18 25,6 1 24,9
ljuli/25 222 1 2,04

Tabell 7. Mermaids ovarieaktivitet
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Julia

Julia var svarundersokt under forsta delen av studien. Under den sista lutealfasen
som studerades fick hon dag 7 post ovulation (6 juni) en follikel pa 44,3 mm (se
tabell 8). Hon ingick i kontrollstudien och injicerades med 2 ml NaCl i.m. En ny
ovulation skedde 11 dagar senare (se tabell 8). Julia beholl normala lutealfaser

under hela studien, ev. ses en forlingd lutealfas pa 28 dagar mitt i studien (se fig.
7).
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Figur 7. Julias progesteronnivaer

Datum / Follikel Antal CL Follikel Antal CL Tecken pa
Antal dagar hoger hoger véanster vanster brunst
efter NaCl  dggstock aggstock dggstock aggstock
(mm) (mm)
1 maj - - 30,3
3 maj <10 32,1
5 maj <10 38,5 1?
6 maj <10 38,8
7 maj 22,4 35,2 +++
9 maj <15 <10 1 +++
15 maj <15 1 <15 1
18 maj 18,0 1 <10 1
20 maj 18,1 <10 1
22 maj 21,0 <15 1
31 maj <10 1 <15 +++
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6juni/0 <10 1 443

8juni/2 <10 1 35,9
10juni/4 <10 1 34,7
17juni/ 11 14,6 21,5 1
24juni/18 26,0 <10 1
1juli/25 39,6 2,07

Tabell 8. Julias ovarieaktivitet

Sammanfattningsvis fick tva av stona 1 forsoksgruppen forlangda lutealfaser efter
injektion med hCG (se tabell 9). Ett av dessa tva ston fick direfter en spontant
forlangd lutealfas. I kontrollgruppen fick ett sto en forldngd lutealfas pa 93 dagar
efter injektionen med NaCl. De Ovriga tre stona i kontrollgruppen fick samtliga
spontant forldngda lutealfaser pa 28-110 dagar (se tabell 9).

Sto Liangd pa lutealfas Lidngd pa lutealfas Lidngd pa spontant
efter hCG efter NaCl (dagar) forlangd lutealfas

Tanga 15 dagar - -

Evita 61 dagar - ca 40 dagar

Express ca 100 dagar - -

Ocho - - -

Malin - 10 dagar 110 dagar

Lupin - 9 dagar 30 dagar

Mermaid - 93 dagar -

Julia - 9 dagar 28 dagar

Tabell 9. Sammanfattande tabell dver stonas lutealfaser

Faltstudien

Aven i filtstudien fick flera brunstcykler studeras pa tre av stona eftersom de ej
fick folliklar > 30 mm. Tv& av stona fick aldrig ndgon follikel éver 30 mm, utan
injicerades med hCG (Pregnyl® 3.000 IE) nér folliklarna var 20,4 respektive 28,9
mm. Det tredje stoet fick en follikel > 30 mm under den andra lutealfasen som
studerades och kunde da injiceras med hCG. P& tvd av de ston i studien som
injicerades med hCG skedde ingen ovulation. Ett av dessa ston hade en follikel pa
34,4 mm vid injektionen. Det andra stoet hade endast en follikel pd 20,4 mm. Den
lutealfas under vilken man injicerade hCG varade i 15-38 dagar, varav tva av
stona hade en lutealfas pd 27 respektive 38 dagar (se tabell 10). De tva lutealfaser
under vilka man injicerade NaCl varade i 14 respektive 20 dagar ( se tabell 10).

Sto Lingd pa lutealfas efter Langd pé lutealfas efter
hCG NaCl

Mistress 19 dagar -

Deuxmille 15 dagar -

Bullan 16 dagar -
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Cher 38 dagar -

Piece Crossing 27 dagar -
Memory - 20 dagar
Velvet - 14 dagar

Tabell 10. Sammanfattande tabell dver lutealfaserna hos de ston som ingick i
faltstudien.

Diskussion

Pé tva av fyra ston som fick hCG 1 intensivstudien forlingdes den lutealfas under
vilken injektionen skedde med ca 61 dagar respektive ca 100 dagar. I féltstudien
fick ett sto en forldngd lutealfas pa 38 dagar. Dock har ej detta kunnat faststéllas
med progesteronanalys. Ytterligare ett sto i féltstudien fick en forléngning av
lutealfasen till 27 dagar. Om en 27 dagar lang lutealfas dr en forlangd lutealfas ar
tveksamt. I King & Evans studie (1988) anségs en lutealfas vara forldngd nir den
kvarstod 1 > 30 dagar post ovulation. Dock &r den normala langden pé en lutealfas
ca 15 dagar (Hughes et al, 1972). Utgar man fran detta virde sa dr dven en
lutealfas pa 27 dagar forlingd. Vad som ocksd maste vdgas in dr att stoet under
denna period bara studerades med rektalisering och ultraljud en ging i veckan.
Man har dérfor aldrig observerat nagon brunst under studien, men man har dock
sett att en ovulation har skett mellan dag 27 och 30 post ovulation (17-24 dagar
efter injektionen med hCG). Detta kan alltsd ha varit en ovulation under
progesteronfas utan ndgra brunstsymptom.

Express, ett av stona i intensivstudien som fick en forldngd lutealfas efter hCG-
injektionen injicerades dag 9 post ovulation och tre dagar senare skedde en
ovulation dvs. dag 12 post ovulation. Allen & Rossdale (1973) skriver att en
didstrusovulation inom 4-5 dagar fore luteolys dvs. dag 10-12 leder till
persisterande gulkropp. Ovulationen som skedde hos ovan sto tre dagar efter
behandlingen med hCG skulle kunna liknas vid en didstrusovulation dag 12 och
skulle darfor kunna vara orsaken till den forlingda lutealfasen pa ca 100 dagar.
Denna teori stods dven av Daels et al (1996) och Kindahl et al (2000) dar man
inducerat  fOrlingda  lutealfaser = genom  ovulationer under exogen
progesteronpéverkan efter behandling med hCG. Hos Evita det andra stoet i
intensivstudien, som fick en forlangd lutealfas pd 61 dagar skedde behandling
med hCG dag 10-11 post ovulation och man sag dven hér en ovulation tre dagar
senare dvs. ca dag 13-14 post ovulation. Dessutom skedde en spontan
didstrusovulation dag 11. P4 grund av detta &r det svart att avgéra om detta stos
forlingda lutealfas orsakades av den hCG-inducerade ovulationen eller av
didstrusovulationen. Bada ovulationerna skedde inom 4-5 dagar innan luteolys
normalt skulle ha skett och skulle darfér kunna ha gett upphov till persisterande
gulkroppar. Ultraljudsresultaten talar for att badda gulkropparna kvarstod i
atminstone 25 dagar efter injektionen med hCG. P4 stoet 1 féltstudien injicerades
hCG dag 12 post ovulation och den hCG-inducerade ovulationen sigs tre dagar
senare, vilket ocksa dr inom 4-5 dagar fore luteolys normalt skulle ha skett. Vad
som talar emot att det skulle vara ovulationer under progesteronfasen som orsakat
dessa forlangda lutealfaser ar en artikel av Stabenfeldt et al (1975) dir man
skriver att ovulationer kan ske under lutealfas, men att de inte orsakar nagra
forlaingda lutealfaser. Det finns dven en annan studie didr man har bade
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makroskopiska och histologiska fynd som talar for att det flesta rupturerade
didstrala folliklarna degenererar och blir hormonellt inaktiva (Vandeplassche et
al, 1979).

P& stoet Tanga som ingick 1 intensivstudien och injicerades med hCG skedde
ingen ovulation. Behandlingen upprepades under tvd olika lutealfaser, men
ovulation skedde inte vid nagot av dessa tillfdllen. Den forsta injektionen gavs dag
11 post ovulation d& den storsta follikeln var 26,5 mm. Den andra injektionen
gavs dag 7 post ovulationen och d& var den storsta follikeln 31,8 mm.
Vandeplassche et al (1979) skriver att sannolikheten for att spontan ovulation ska
ske minskar ju lidngre in i didstrus som stoet dr. En teori man har om orsaken till
detta dr att nivaerna av LH &r l4ga under didstrus och att dven progesteron skulle
kunna ha en himmande effekt pa ovulation. Dock har hCG en LH-liknande effekt
och laga LH-nivder borde dérfor inte vara orsaken till att ovulation inte sker i
detta fall. Fortune (1994) skriver att follikeltillvixten sker i form av 10
generationer av granulosaceller och att det bara dr celler som uppnatt generation 9
och 10 som svarar pd FSH och fortsdtter att vixa. Av dessa &r det bara enstaka
som kommer att kunna ovulera. Hon tror att den dominanta follikelns dstrogen-
och androgenproduktion har stor betydelse for den slutliga mognaden fore
ovulation. Folliklar som vixer till under lutealfas producerar mindre mingd
Ostrogener och hon menar att det dr darfor dessa pa de flesta djurslag inte leder till
nagon ovulation (Fortune, 1994). I detta fall skulle man kunna tdnka sig att
folliklarna som man sag niar hCG injicerades ej dnnu var mogna enligt Fortunes
teori och att det var déarfor som ingen ovulation skedde. Framfor allt skulle man
kunna tidnka sig att detta stimmer dé& den forsta follikeln var enbart 26,5 mm. Vad
som stodjer denna teori ndr det géller den andra injektionen &r att denna injektion
gjordes tidigt under didstrus och den storsta follikeln var da inte tillrackligt
mogen. Aven i filtstudien var det ett sto som inte ovulerade efter behandlingen
med hCG. Detta sto hade en follikel pa 29,4 mm. Behandlingen skedde dag 11
post ovulation. Daels et al (1996) fick ett liknande resultat ndr de gav hCG till
ston under altrenogestbehandling. I den studien var det 4 av 10 ston som aldrig
ovulerade.

Pé ett sto 1 féltstudien injicerades hCG dag 9 post ovulation och ovulation
observerades dag 11. Detta stos lutealfas forlaingdes ej. En trolig orsak till detta
var att gulkroppen som bildades efter den hCG-inducerade ovulationen inte ldngre
var refraktédr nér luteolysen kom igang. Denna teori stods av flera studier dar man
gett en infusion med NaCl intrauterint till ston under olika tidpunkter under stons
brunstcykel och fétt en stegring av prostaglandinmetaboliter. Denna stegring har
dock visat sig inte orsaka ndgon luteolys pa gulkroppar yngre én 4-5 dagar och
man har darfor dragit slutsatsen att dessa ar refraktira (Arthur, 1975, Neely et al,
1975). Det finns dven studier ddr man visat att diostrusovulationer enbart leder till
forlingda lutealfaser om dessa sker 4-5 dagar fore luteolys eller tidigast dag 11
post ovulation (Neely et al, 1979, Stabenfeldt et al, 1981, Ginther & Pierson,
1989). Man kan dven jaimfora detta med Daels et al (1996) dir man behandlade
ston med hCG under altrenogestbehandling och dd orsakade forldngd lutealfas hos
5 av de 6 ston som ovulerade av hCG.

Flera av stona bdde i intensivstudien och i faltstudien utvecklade séllan eller aldrig
folliklar p4 > 30 mm under didstrus. Detta skulle kunna stodjas av Fortune (1994)

33



som skriver att bara en tredjedel av alla ston har en andra follikelvag. I hennes
studie sdgs bara en follikelvdg med folliklar som nadde maximal storlek under
Ostrus. Hon sdg dock didstrala folliklar pa > 25 mm. Noakes (2001) har visat att
dag 4-9 post ovulation dr inga folliklar > 10 mm. Dock finns det minga studier
som visat att ston har en follikelvag dven under diostrus, med stora folliklar, som
dven kan leda till ovulation, vilken dessutom sammanfaller med en hojning av
FSH (Evans & Irvine, 1975, Hughes et al, 1980).

Tre av stona i intensivstudiens kontrollgrupp uppvisade spontant forlingda
lutealfaser pa 28, 30 respektive 110 dagar. Stabenfeldt et al (1981) har sett att
spontant forlingda lutealfaser varar i ca 30 till 90 dagar. Aven ett av stona i
forsoksgruppen som forst hade en hCG-inducerad forldngd lutealfas pd 61 dagar
fick en spontan forlangning av den nidstkommande lutealfasen pa ca 40 dagar. Pa
inget av dessa 4 ston har man kunnat konstatera en eventuell didstrusovulation
som orsak till de forlingda lutealfaserna. En annan orsak till de spontant forlingda
lutealfaserna kan var att stona av ndgon anledning haft en inadekvat syntes eller
frisittning av PGF,,. Alternativt att prostaglandinet av ndgon anledning ej nétt
dggstocken eller att gulkroppen ej svarat pé prostaglandinet. Det finns flera studier
som beskriver didstrusovulationer eller inadekvat syntes eller frisittning av PGFy,
som en trolig orsak till spontant forldngd lutealfas (Hughes et al, 1972, Neely et
al, 1979, Stabenfeldt et al, 1981, Ginther et al, 1989). Kindahl et al (2000) har en
teori om att den inadekvata frisittningen av prostaglandin skulle kunna orsakas av
att livmodern ej svarar pa oxytocin som den ska. Man har ocksa en teori om att
hojda progesteronvérden under Gstrus pad grund av stress ocksa skulle kunna leda
till en forsdmrad eller utebliven luteolys eftersom livmodern méste utséttas for
Ostrogen utan nérvaro av progesteron en viss tid fore luteolys kan ske (Kindahl et
al, 2000). Vad som ej undersoktes varken i intensiv- eller féltstudien dr om nagot
av stona hade en kronisk infektion som orsakade den forlingda lutealfasen
eftersom ingen nidrmare undersdkning av deras livmodrar gjordes. Enligt Hughes
et al (1979) kan en kronisk infektion leda till mer eller mindre forldngda
lutealfaser. Det dr anméarkningsvért att s manga ston i denna studie utvecklar
forlangda lutealfaser. Det finns sedan tidigare beskrivet 1 litteraturen att
frekvensen spontant forldngda lutealfaser dr ca 20 % (Stabenfeldt et al, 1981). I
intensivstudien dr det dock 50 % av stona som fir en forlangd lutealfas ndgon
gang under studiens géng. Orsaken till detta &r osdker. Under den period som
stona 1 féltstudien observerades sd var det inget av stona som fick spontant
forlingd lutealfas.

Eventuellt hade forsoket visat pa andra resultat om fler ston ingatt i studien, om
blodprover for progesteronanalys hade tagits pd samtliga ston, om tdtare
rektalundersokningar utforts under en liangre period och om stona hade varit mer
representativa for den normala stopopulationen, dvs. ej forsoksston som ofta
hormonbehandlas och undersoks av manga olika personer flera ganger i veckan
aret runt.

Sammanfattningsvis visas att hCG-behandling under progesteronfas ej dr nagon
enkel metod for att forhindra brunst hos ston. Problem som man stoter pa ar att
manga ston inte far tillrdckligt stora eller mogna folliklar under alla
progesteronfaser, vilket innebér att man tvingas ultraljudsundersoka stoet under en
langre period fore behandling kan séttas in, om den ens kommer kunna sittas in.
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Dessutom finns det dé en risk att man behandlar stoet for tidigt under didstrus och
att den gulkropp man orsakat ej dr refraktir vid tidpunkten for luteolys och
lutealfasen forldngs ej. Det dr dessutom mycket osdkert hur ldng forldngning av
lutealfasen man far. Kanske maste behandlingen upprepas redan om en ménad
igen. Dock fungerar metoden bra om man har ett sto som alltid far mogna folliklar
pa > 30 mm under didstrus och att man fir dessa att ovulera tidigast dag 11 i
diostrus, sa att den uppkomna gulkroppen fortfarande ér refraktir vid luteolysen.
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