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1 Litteraturstudie

1.1 Inledning

Endometrit 4r den vanligaste orsaken till subfertilitet hos sto och séledes ett stort
problem inom hastreproduktion (Traub-Dargatz et al, 1991; Tunoén, 1999; Watson,
2000). Dessutom Okar risken for persisterande endometrit med 6kande alder och
antalet folningar (Ricketts & Alonso, 1991).

Alla ston drabbas av en Overgdende endometrit som foljd av en naturlig
betdckning (Ricketts & Mackintosch, 1987) eller en artificiell insemination
(Kenney et al., 1975). Uterus kontamineras med mikroorganismer fran de yttre
hanliga och honliga genitalia (Kenney et al., 1975), samt fran sperman, vilken
innehéller stora méngder bakterier (Asbury, 1980). For att embryot skall Gverleva i
uteruslumen, méste kontaminanter vara eliminerade frén denna ca 5 dagar efter
ovulationen, da det ar vid denna tid embryot nér uterus. Om uterus inte dr renad
vid denna tidpunkt har en persisterande endometrit utvecklats (Allen & Pycock,
1989). Den péagdende inflammatoriska reaktionen gor att neutrofilerna frisétter
substanser som verkar toxiskt pd gameter och embryon (Waites & Bell, 1982).

Pa grund av endometritens multifaktoriella bakgrund har tillstdndet delats in i
fyra olika undergrupper, baserat pa deras olika etiologi och patofysiologi
(Troedsson et al., 1995; Troedsson, 1997; Nikolakopoulos & Watson, 1999):

A. Endometros (kronisk, degenerativ endometrit)

En kronisk, degenerativ fordndring av endometriet, som anses irreversibel
(Watson, 2000), och som troligen &r ett resultat av stigande élder och
aterkommande inflammationer i uterus (Allen, 1993).

B. Veneralt orsakad endometrit

Agens som overfors veneralt fran hingstar ar bl.a. Taylorella equigenitalis,
serotyper av Pseudomonas aerguinosa och Klebsiella pneumoniae (Platt
et.al., 1977) och orsakar akuta endometriter ho sto. 7. equigenitalis har
orsaka akuta, grava endometriter och infertilitet hos ston som infekterats,
men svarar bra pa rétt insatt antibiotikabehandling (Watson, 2000).

C. PMIE (Persistent mating-induced endometritis)

Som ovan beskrivits drabbas alla ston av en dvergdende endometrit efter
naturlig betdckning (Ricketts & Mackintosh, 1987) och efter artificiell
insemination (Kenney et al., 1975), dir denna induceras av sperma och
eventuell kontamination av bakterier fran perineal regionen, som t.ex.
Streptococcus zooepidemicus och Escherichia coli. Om inflammationen
kvarstdr kommer den att forhindra driktighet (Watson, 2000). Ofta ses
intrauterina vitskeansamlingar i samband med inflammationen. Denna
bestar av inflammatoriska mediatorer, neutrofiler och plasmaproteiner som
immunoglobuliner, komplementfaktorer och enzymer (Watson, 1987; Katila
et al., 1990; Pycock & Allen, 1990). Dessa komponenter okar inom 30
minuter till 12 timmar efter en retning av uterus (Katila ez al., 1990; Pycock



& Allen, 1990) och ston som har kvarstdende intrauterin vétska mer dn 12
timmar efter betdckning anses ha PMIE (Troedsson, 1997).

D. Kronisk infektios endometrit

Ston som har drabbats av en PMIE tidigt under brunstsdsongen, kan
utveckla en kronisk, infektios endometrit. Alternativt kan ston som inte har
haft en tidigare PMIE, std med en infektion i uterus (Watson, 2000).
Kommensala bakterier sésom Streptococcus zooepidemicus, Esherichia coli
och olika svamparter (Hinrichs, 1988; Albihn et al., 2000) ar de vanligaste
patogenerna vid endometrit hos sto, d&ven om anaerober sannolikt ocksa
spelar en roll (Ricketts & Mackintosh, 1987).

1.2 Diagnostik

Olika metoder finns for att diagnostisera endometrit hos sto. Det vanligaste 4r att
tillsammans med anamnes basera diagnosen pé kliniska fynd vid palpation per
rectum, vaginoskopi, ultraljud, endometrieutstryk och bakteriologiskt prov
(Wingfield Digby & Ricketts, 1982; Asbury, 1986).

1.2.1 Palpation

Vid en akut endometrit kan man vid rektalpalpation kdnna en 6dematds och degig
uterus med eventuellt innehéll. Vid en kronisk metrit blir livmodern atonisk och
tunnvéggig. (Knudsen & Nydahl, 1983).

1.2.2 Ultraljud

Vid en endometrit kan man med ultraljud via rektum ibland se vétska i uterus
(Asbury & Lyle, 1993), som ett tecken p& den pagéende inflammationen. I &strus
uppvisas normalt alternerande omrdden med hyperekogenicitet (vita omraden) och
hypoekogenicitet (moérka omraden). De vdvnadstita centrala delar av vecken i
endometriet ger en hyperekogen bild, medan de 6dematdsa yttre delarna av vecken
i endometriet ger en hypoekogen bild (Ginther, 1986). Enligt Ginther (1986), blev
ston med smé vitskeansamlingar under lutealfasen séllan diagnostiserat dréktiga,
och deras interovulatoriska intervall var korta och brunsterna frekventa.

1.2.3 Vaginoskopi

Vid anvéndande av spekulum, kan vagina och cervix studeras (Asbury, 1986).
Fordndringar i slemhinnefarg, synligt exsudat frdn portio, eller exsudat som
samlats i vagina, samt skador eller anatomiska defekter kan upptickas med denna
teknik (Asbury, 1986) Vid en kronisk endometrit kan vaginoskopi avsloja en liten
portio med olika hyperemiska och bleka flikar, vilket ger cervix ett marmorerat
utseende (Knudsen & Nydahl., 1983).



1.2.4 Bakteriologi

Bakteriologiskt prov bor kombineras med ett cytologiskt prov, da enbart forekomst
av bakterier ej behover indikera att stoet har en endometrit eftersom kommensala
bakterier ldtt kan kontaminera provet. (Asbury, 1986). Ett bakteriologiskt prov
skall tas med en dubbelskyddad, stingd provtagare/swab for att undvika eventuell
kontamination fran bakteriefloran i vagina och perinealregionen (Hindrichs et al.,
1988).

1.2.5 Cytologi

Ett utstryk for cytologi ar en enkel metod for diagnostik av endometrit (Knudsen,
1964). Provet tas ocksa hiar med skyddad provtagare fran endometriet, utstryk gors
pa objektglas och fargas, och studeras sedan i mikroskop. Nérvaro av neutrofiler
tyder péd en inflammation, dd det normalt inte finns ndgra neutrofiler i endometriet
hos sto (Asbury, 1986; Asbury & Lyle, 1993).

1.2.6 Histologi

En uterusbiopsi kan goras for att sdkerstdlla diagnosen. De histologiska fynden
brukar delas in i en tregradig skala enligt Kenney (1978). Fynden baserar sig pa
inflammatoriska och fibrotiska férdndringar i endometrieslemhinnan, och graderas
efter 6kande utbredning och dkande gravhet av dessa fordndringar, se tabell 1.

Tabell 1. Indelning av histologiska fynd vid biopsi av uterus.

Kategorier Slemhinnans utseende, histologiskt

Grad 1 Ingen hypoplasi eller atrofi av endometriet eller
inflammatoriska fordndringar.

Grad 2 Utbredda inflammatoriska fordndringar, med lindrig till mattlig

diffus infiltration av lymfocyter i yttre skikt av bindvévnaden i
endometriet, eller spridda men frekventa foci i yttre och inre
skikt av bindvédvnaden.
Fibrotiska fordndringar; ménga, utspridda, som omfattar flera
kortelgrenar

Grad 3 Grava inflammatoriska fordndringar med en néstan
kontinuerlig infiltration av lymfocyter, samt moderat till
kraftig infiltration av plasmacyter
Utbredd periglandulér fibros
Stas av lymfatiska karl

Kenney (1978) visade ocksd att graden av slemhinnans utseende stod i hog
korrelation till reproduktionsférmégan. Vid histologiska fynd av grad 1 var
reproduktionsformagan opéaverkad, vid grad 2 var den nedsatt, och vid
fordndringar av grad 3 var det <10% chans for dréaktighet.



1.3 Stoets forsvarsmekanismer

1.3.1 Mottaglighet for infektion

Man kan dela in stona som resistenta eller kinsliga for endometrit (Hughes & Loy,
1969; Asbury et al., 1984). Med kénsliga ston menas de som inte klarar av att rena
bort vitskeansamlingar frén uterus 12-48 timmar efter betickning (Katila, 1995;
LeBlanc et al., 1995; Troedsson, 1997). Detta misstdnks kunna bero pa en nedsatt
funktion i en eller flera av stoets forsvarmekanismer.

1.3.2 Faktorer av betydelse for skydd mot endometrit

1.3.2.1 Anatomiska barridrer

Slutningen av vulva, vestibulum och cervix dr viktig for att forhindra infektion av
uterus (Asbury, 1986). For optimal funktion bor vulvas dorsala kommisur inte
ligga mer d4n 4 cm Over biackenbotten, och ca. 2/3 av vulvas 6ppning bor vara
under bédckenbotten. Vulvaldpparna bor ocksd ha en vertikal position med en
vinkel , frén kranialt till kaudalt, p4 under 10 grader mot vertikallinjen (Easley,
1993). Den vanligaste och rimligaste atgdrden man kan gora for att kompensera for
denna nedsatta funktion dr att utfora en sk Caslick operation, ddr man suturerar
vulvaldpparna (Caslick, 1937). Skillnad i anatomisk konstitution, pneumovagina
och skador i rektovaginalomrédet, vulva och cervix, kan predisponera for faekal
kontamination och efterféljande endometrit(Asbury, A.C. et al., 1984). Problem
ses ofta hos éldre ston som har haft flera fol (Peterson et al., 1969; Evans et al.,
1986).

1.3.2.2 Kompetetiv mikroflora

I vagina, vid portioregionen finns en kompetitiv mikroflora, t.ex. lactobaciller, som
normalt skyddar fran infektion. Genom konkurrerens med infektiosa agens om
néring och adherens till epitelet, samt produktion av antimikrobiella substanser,
kan den normala mikrofloran skydda uterus mot infektion (Magnusson, 2002b).
Grava storningar i denna kan predisponera for tex. en candidavaginit.

1.3.2.3 Fysisk rening av livmodern.

En fungerande endometriekontraktilitet anses vara viktig for resistensen mot
persisterande endometrit (Evans ef al., 1986; Troedsson & Liu, 1991). Endometriet
kontraherar och tommer sekret via den i dstrus Gppna cervix, da kontraktionerna &r
effektivare i uterus under paverkan av ostrogen (Asbury & Lyle, 1993).

1.3.2.4 Immunsystemet

Immunsystemet kan delas in i det cellulira och det humorala. Ett fungerande
celluldrt fagocyterande forsvar i uterus tros vara en av mekanismerna som bidrar
till resistens mot persisterande endometrit (Asbury et al., 1982; Watson, 1987).
Det celluléra forsvaret bestar f.f.a. av neutrofiler som migrerar genom endometriet
och ut i uteruslumen (Asbury et al., 1980; Magnusson, 2002a). Epitelet utgér en
del av immunsystemet, dér cellerna star for produktion av cytokiner utver deras
viktiga roll som mekanisk barridr. Cytokinerna rekryterar i sin tur neutrofiler till
endometriet fran cirkulationen via kemotaxi och stimulerar till foréndringar i



epitelets permeabilitet samt i det lokala endotelet. Neutrofilerna fagocyterar
bakterier, diar fagocytosen stimuleras av opsoniner, exempelvis antikroppar,
komplementsystemet och vissa andra proteiner (Magnusson, 2002a). Om detta
initiala forsvar ej lyckats eliminera kontaminanterna, sdtts det specifika
immunsystemet med T- och B-lymfocyter igdng, och det produceras specifika
antikroppar. Neutrofiler, T- och B-lymfocyter finns nérvarande i en opaverkad
uterus, men antalet varierar beroende pa cyklusstadium (Magnusson, 2002a).

Det humorala immunsystemet i uterus spelar en viktig roll i forsvaret mot
infektion. Denna forsta forsvarslinjen utgors av uterussekret som innehéller lokala
antikroppar och komplementfaktorer. Immunoglobulinklasser som IgA, IgG,
IgG(T) och IgM har pavisats i uterussekret. Tundon et al. (1998) visar att
transudation fran plasma till uteruslumen ar viktig nédr det géller uterussekretets
innehéll av immunoglobuliner. Immunitet via lokala antikroppar i uterus ar en
mekanism som bidrar till att vissa ston uppvisar en resistens mot persisterande
endometrit (Asbury et al., 1980; Williamson et al., 1983; Widders et al., 1984.
Studier &r gjorda vilka indikerade att kénsliga ston har en dkad méngd IgA, IgG
och IgG(T) i sitt uterussekret jamfort med resistenta ston (Asbury et al, 1980).
Dessa fynd kunde dock inte konfirmeras d& Troedsson et al. (1993) inte hittade
nagon skillnad mellan resistenta och kénsliga ston vid sitt forsok dar outspadd
uterusvétska analyserades efter intrauterin inokulation av bakterier. Man vet ej
heller hur uterus immunoglobulinkoncentrationer paverkas med alder och antal
folningar.

2 Experimentell studie

2.1 Uterussekret

Uterussekret ar viktigt for reproduktionen vad giller spermiekapacitering och
befruktning, samt for den tidiga embryonala utvecklingen (Heuer et al., 1993) och
uterus immunforsvar, se ovan. Hos subfertila ston ses kliniskt en 6kad ansamling
av uterussekret under Ostrus (Adams et al., 1987). Man har visat att efter
ovulationen uppvisar kinsliga ston en storre ansamling av fri vétska i uteruslumen
an resistenta ston (Allen & Pycock, 1988; LeBlanc et al., 1989). Forsok med
inokulering av bakterier intrauterint hos sto, visade att kénsliga ston uppvisar en
Okning 1 producerad volym uterussekret jimfort med hos resistenta ston
(Troedsson & Liu, 1992). Fortfarande vet man inte om det &r samma
mekanismerna som ligger bakom produktionen av uterussekretet producerat hos
resistenta ston och den 6kade méingd vitska som ses hos kénsliga ston. Man vet ej
heller om eller hur denna 6kande ackumulering av uterussekret bidrar till
subfertiliteten som ses hos kénsliga ston, men man tror att det kan ha ett samband
med att den antingen hindrar spermiernas eller det tidiga embryots Overlevnad,
eller att den verkar himmande pé de lokala forsvarsmekanismerna (Tunén, 1999).
For att studera uterus immunforsvar, dr samling av uterussekret ett viktigt moment.
Det finns manga sitt att samla detta sekret. En metod ar den s k "uterine flushing”-
metoden, som kort gar ut pa att uterus under Ostrus spolas och sekret aspireras



sedan via en modifierad Foley-kateter (Asbury et al, 1983). Denna metod har
diskuterats, da provet blir mycket utspétt och det &r svart att veta den ursprungliga
koncentrationen av vitskan man skall analysera (Magnusson & Jonsson, 1991). Ett
sétt att kringgd detta problem &r att sekret samlas genom att, efter att ha infort en
tampong i uterus som far ligga i 20-60 min, pressa ut sekret ur tampongen (Katila
et al., 1990). Detta har visat sig ge helt andra resultat &n studier baserade pa
“uterine flushing”- metoden (Magnusson & Jonsson, 1991). Emellertid kan
tampong-metoden misstdnkas inducera en lokal inflammation i endometriet och
dérav fordndra sekretets innehall. Risk finns dven for att vissa proteiner fastnar pa
tampongen (Tunén et al., 1998).

2.2 Syfte med studien

Denna studie syftade till att underséka om prover som tagits med tampong é&r
representativa for att kunna anvindas i studier av uterussekret. Darfor jamfordes
sekret samlat med tampong med sekret som aspirerats via en tunn kateter. Den
senare metoden ger sannolikt det mest representativa provet, da ingen utspadning
eller eventuell inflammatorisk paverkan fran provtagningen bor kunna paverka
innehéllet i det aspirerade provet.

2.3 Material och metoder

2.3.1 Djur och experimentell design

2.3.1.1 Djur

I forsoket ingick sex varmblodstravarston. Dessa ston anvdnds normalt i
undervisning och i forskningsprojekt och star uppstallade vid Institutionen for
Obstetrik och gynekologi, SLU, Uppsala. Fem av stona provtogs pa varen, medan
det sjdtte, Malin, provtogs i september.

Tabell 2. Alder och antal avkommor pd sto som ingick i studien.

Namn Alder Avkommor Kommentar
Lupin 7 0 Inducerad brunst
Guldet 17 0 Inducerad brunst
Mermaid 10 0 Naturlig brunst
Ocho 7 0 Naturlig brunst
Express 12 2 Naturlig brunst
Malin 18 2 Inducerad brunst

2.3.1.2 Brunstkoll, gynekologisk- och ultraljudsundersékning

Stona kontrollerades dagligen vid instutitionen med beteendereaktion infor hingst,
och gynekologiska prov togs i mittbrunsten, dvs. 3-5 dagar frén stdbrunstens
borjan. Beteendereaktioner som observerades var om stona stod stilla, eventuellt
ocksé da med lagre bakdel, om dom lyfte svansen och vek den &t sidan och om de
blinkade med klitoris och skvitte urin.



Tabell 3.Reaktion infor hingst (anges med tre tecken i rad):

Forsta tecknet Andra tecknet Tredje tecknet
+ star for hingst lyfter svansen och blinkar, ev.
viker den at sidan  skvitter urin
? osidker viftar pa gér ej att bedoma
svansen/lyfter lite
- slar ingen blinkar inte
svansreaktion

Det gjordes en gynekologisk undersokning per rektum, for att beddma stadium i
brunstcykeln (se tabell 6). For att underldtta arbetet sprutades négra ston med
prostaglandin for att kunna styra brunsten. I den gynekologiska undersdkningen
ingick dven ultraljudsundersdkning per rektum (5 MHz transducer, Aloka SSD-
210, Aloka Co. Ltd, Japan), ddr man undersokte om det var forekomst av 6dem i
livmodern, ett ytterligare tecken pa brunst. Provbilder togs vid uterus bifurkation.
En sammanfattning av beteendereaktion och av de gynekologiska fynd for stona
vid provtagningstillfillet ges i tabell 6.

Nomenklatur som anvénds vid inst. for OG, vid gynekologisk undersdkning av sto,
dér hogre siffror 1 anger parametrar som indikerar brunst:

Yttre tecken:
Vulva-utseende: Vagina- slemhinneférg:
R1  vildigt rynkig blek
R2  rynkig rosa
R3  slit laxrosa

karlinjicerad
Inre tecken:
Cervix — palpationsgrad och utstrdckning:
C1  hard, smal och vildefinierad
C2  mjukare, bredare, sémre avgransad
C3  ¢j kinnbar, utfluten

Uterus — tonus:
Tdr mycket spand livmoder som vid tidig draktighet
T1  kraftig tonus
T2  mattlig tonus
T3  tonus saknas, slapp
Uterus - slemhinnestatus
SO0  atrofi, avsaknad av aktiv slemhinna
S1  slemhinnan kan palperas
S2  slemhinnan har 6kat i omfang, fast konsistens
S3  slemhinnan &r aktiv, tjock och elastisk



Nagon dag efter provtagningarna gjordes efterkontroll med ultraljud rektalt. Detta
for att undersoka om man kunde se en dkad méngd vétska som tecken pa en
inflammation efter retning av endometriet vid provtagningstillfallet.

2.3.1.3 Cytologisk provtagning

Efter noggrann tvitt av perinealregionen med tval och vatten, togs ett prov fran
uterus med skyddad provtagare (Equi-Vet, Képenhamn, Danmark) for cytologi.
Likledes togs ett prov direkt efter samlingen av sekret. Detta for att kunna studera
om stoet hade nagon pagéende inflammatorisk reaktion 1 wuterus innan
provtagningarna, samt for att undersdka om provtagningarna i sig orsakat en
inflammatorisk reaktion i endometriet. Fran det skyddade provet gjordes utstryk pa
objektsglas och fiargades sedan med ”Diff-Quik” (Diagnostica Merck,
”Hemacolor”, Kebo-lab) och studeras i mikroskop (forstoring 100x). Utstryken
undersoktes for berdkning av antalet neutrofiler per 100 celler.

2.3.1.4 Uppsamling av uterussekret
2.3.1.4.1 Kateter

Ett aspirat av uterussekretet samlades via hanhundskateter (Neoplex, AC5010 CH
10FR, Swevet Piab), dar mandrinen tagits ur. Katetern féordes med handskbekladd
hand in genom cervix och vidare in i uterus dér den forsiktigt roterades i uterus for
att samla tillgéngligt sekret. Sekretet aspirerades av medhjilpare med en 20 ml
spruta kopplad till en kanyl (2,0 x 80 mm, TreVet) som féstes i andra &nden av
katetern. Aspiratet samlades sedan dd det med tryck via sprutan pressades fran
katetern over i ett Eppendorfror. Provet forvarades sedan nedfryst i -20°C.

2.3.1.4.2 Tampong

Tampong som anvindes var av human typ (OB, Molnlycke Ltd.Sweden) och
fordes in via ett metallrér (Magnusson & Jonsson, 1991) genom cervix och
placerades i1 uterus mha ett plastror som forde tampongen ur metallroret.
Utrustningen var steriliserad innan provtagningen, och vulva tvittad. Tampongen
lag i uterus i 20 minuter, och dérefter togs den ut dir man med handskbekldadd
hand forsokte skydda den frén kontakt med vaginal-viggen. Sekretet pressades ur
tampongen med steril vitlokspress over i ett centrifugror, for vidare forvaring i -
20°C innan analys.

2.4.2 Proteinanalys

Béde aspirat- och tampongproverna av uterussekret analyserades med avseende pa
proteinkoncentration och -innehdll, vid Institutionen for farmaceutisk
biovetenskap, avd. for toxikologi, Biomedicinskt Centrum, Uppsala, det senare
med hjélp av 2D-elektrofores (2DE).

2.4.2.1 Totala proteinkoncentrationen

Innan anvéndningen av 2DE, bestimdes proteinkoncentrationen i proverna.
Proteinkoncentrationen i proverna mittes m.h.a. BCA (”Bicinchoninic acid protein
assay”) protein analysmetod (Sigma). I korthet sker det en reaktion mellan
proteiner och koppar under alkalina forhallanden. Dérefter reduceras kopparn i
kopparjon-proteinkomplexet med hjdlp av Folins reagent till envdrd koppar.
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Reduktionen &r proportionell mot proteinmidngden. BCA tillfors och reagerar med
reducerad koppar, dédrigenom bildas ett blatt komplex som man méter av i en
spektrofotometer vid 560 nm vaglingd. Genom att jamfora med virden fran
standardprover med en kidnd madngd BSA (bovint serum albumin) kan man rdkna
ut proteinkoncentrationerna i okénda prover.

2.4.2.2 Provpreparering for 2DE-analys

Det dr mycket viktigt att provet prepareras péd ett korrekt sitt innan analysen
startas, d& hela resultatet péverkas av utgdngsmaterialet. Malet med
provprepareringen &r att stoppa den endogena proteasaktiviteten, bryta upp
proteinaggregat och fi s& manga proteiner som mojligt i 16sning. For att
astadkomma detta, anvindes en kraftig lyseringsbuffer bestdende av 6M urea
(Amersham Biosciences), 2M thiourea (Sigma), 4% CHAPS (Amersham
Biosciences), 70 mM DTT (Amersham Biosciences) och proteashdmmare
(Complete Mini; Roche). Urea och CHAPS denaturerar proverna och hjilper till
att gbéra membranassocierade proteiner mera l6sliga. DTT har som egenskap att
den bl a bryter disulfidbryggor som lédnkar samman proteinenheter eller héller
samman proteinernas struktur.

2.4.2.3 Forsta dimensionen

Proteiner &r uppbygd av aminosyror, som kan ha olika positiva eller negativa
laddningar. Proteiners absoluta laddning beror pa omgivningens pH. Proteiner har
en sa kallad isoelektriskt punkt (pl) vid det pH i omgivningen dar summan av alla
negativa laddningar pa proteinet ar lika med dess positiva laddningar. I det lage dér
pl ar lika med pH é&r proteinet neutralt och paverkas ddrmed inte av elektiska falt.

Vid en sé kallad isoelektrisk fokusering (IEF) ror sig proteinerna lédngs en gel
med pH gradient i ett elektriskt falt. Dessa pH gradient geler kallas IPG-strippar
(immobilized pH gradient; Amersham Biosciences) och finns med olika pH-
intervall beroende pa vilket pH man &r intresserad av. Ju kortare pH intervall och
langre gel, desto tydligare proteinseparation. Proteinerna vandrar tills pH ar lika
med deras pl och de slutar att kdnna av det elektriska faltet. Darigenom separeras
proteinerna efter sitt pl. IPG-stripparna i denna studie rehydrerades i over 10
timmar for att uppnd sin ursprungliga tjocklek pa 0,5 mm, innan de kunde
anvindas. Det finns olika metoder for att ladda proverna pa stripparna. Man kan
antingen tillsédtta provet till rehydreringslosningen, eller anvidnda sig av s k cup
loading, som gjordes i denna studie. Beroende pa IPG stripparnas pH intervall och
langd bestdmdes dérefter mangden volttimmar (Vh) som de exponerades for. IEF
utfordes i en IPGphor enhet (Amersham Biosciences). Ena kdrningens prover hade
en proteinmingd pd 450ug och andra kdrningens proteinméngd var pa 200ug.
Antal volttimmar (Vh) var 54 000 for bada kérningarna.

2.4.2.4 Andra dimensionen

Efter forsta dimensionens IEF ekvilibrerades IPG stripparna i tvd omgéangar
(2x15min) for att forberedas infor andra dimensionens separation. Forst blotlades
IPG stripparna i en ekvilibreringslosning innehdllande DTT (Amersham
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Biosciences). DTT bryter proteinernas svavelbryggor. Darefter byttes det till en ny
16sning innehédllandes en alkylator, iodoacetamide (Sigma) som alkylerar
svavelgrupperna och dérigenom férhindrar nybildandet av disulfidbryggor mellan
och i proteinerna. Alkyleringen &r ocksé nddviandig for att ta hand om 6verflodigt
DTT som annars skulle formorka gelerna vid fargning samt for eventuell senare
masspektrometrisk analys av proteiner i gelen.

I andra dimensionen anvidndes SDS-polyakrylamidgeler for att separarera
proteinerna efter storlek. Elektroforesen kan utféras antingen i ett vertikalt system,
eller pa ett horisontellt plan i en s.k. Flatbed. De ekvilibrerade stripparna laggs an
mot gelen och darefter sitts elektroforesen igang. Systemet som anvindes hér
(Ettan Iso Dalt; Amersham Biosciences) var av den vertikala typen och kunde
maximalt kora tolv geler at gdngen.

2.4.2.5 Mérkning

Efter att proteinerna separerades, mérktes de for att kunna detekteras. Olika
metoder finns tillgdngliga som silver-fargning, Coomassie-blue-firgning,
radioaktiv mérkning eller via fluorescens. Coomassie-fairgningen &r mindre kinslig
an silverfargning, men &r ldttast att anvénda. Vid anvindning av konventionella
fargningsmetoder sdsom silver och Coomassie dr det dock bara de mest
forekommande proteinerna som daskddliggors. 1 dylika 2-DE korningar, med
ospecifika prover, missar man ungefdr 50% av alla proteiner p.g.a. av deras laga
antal (Futcher et al, 1999). Silverfargning anvindes i denna studie pa
korningarna med pH 3-10.

2.4.2.6 Gelanalys

Det finns ett flertal olika 2-DE analys program ute pad marknaden. Har anvédndes
ImageMaster 2D Elite Software (Amersham Biosciences) tillsammans med en
Sharp JX-330 scanner for bildanalys. I programmet finns verktyg for att analysera
komplexa proteinprover som har separerats mha 2D-elektrofores. Man kan hér
detektera proteinflickar, och bl.a. undersdka deras intensitet och volym, korrigera
och justera bakgrunden for att tydligare kunna visualisera svaga flackar och
jémfora flackar mellan olika geler.

2.4.2.7 Statistik

Students T-test for parade prover anvindes for att gora jamforelser av resultaten av
neutrofilantal, sekretvolym och proteinkoncentration.

2.5 Resultat och diskussion
2.5.1 Ultraljud och cytologi

Ultraljuds- och cytologiska undersokningar gjordes for att beddma om
provtagningarna hade inducerat en inflammation i uterus. Ultraljudsbilderna tagna
innan provtagningarna uppvisade en normal brunstig livmoder, och
ultraljudsbilderna tagna 1-2 dagar efter provtagningarna uppvisade ingen 6kning
av uterusvitska eller andra tecken pa inflammatorisk reaktion.
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Tabell 4. Antal neutrofiler per 100 celler i utstryk fran uterus.

Namn Fore Efter

Lupin 18
Guldet 0
Union Mermaid 0
Ocho 0
Express 0
Malin 0

3

Medelvirden + std. error

0O OO b WO

3 +7,5

Ett sto uppvisade nagra neutrofiler i utstryket innan samlingen av sekret, vilket kan
tyda pé en inflammatorisk reaktion i uterus. Ett annat sto uppvisade en 6kning av
neutrofiler efter provtagningarna, och detta kan indikera att hos henne inducerade
provtagningen en inflammatorisk inflammation. Sammantaget dkade dock inte
andelen neutrofiler signifikant (p>0,05) 1 utstryk tagna direkt efter provtagningen.

Den samlade beddmning av ultraljuds- och cytologiska undersékningarna ar att
tampongen ej verkar ge upphov till en inflammatorisk reaktion i slemhinnan.

2.5.2 Tampong- och aspiratprov - médngd och koncentration

Tampongproverna innehdll en storre volym sekret jamfort med aspiratprovet, dock
gav tampongprover frén tre av stona vildigt sma volym jamfort med tidigare
studier, se Magnusson & Jonsson (1991), och gjorde alltsa att proverna inte skilde
sig signifikant, statistiskt sett (p>0,05). Anledningen till varfor dessa prover gav sa
liten volym &r svart att forklara. Proteinkoncentrationerna skilde sig inte
signifikant (p>0,05) mellan tampong- och aspiratproverna, men vid ett av
proverna, fran Union Mermaid, tagna med tampong kunde man se en 50% O6kning
av koncentrationen jamfort med aspiratprovet.

Tabell 5: Resultat miangd sekret, samt proteinkoncentrationen i proverna.

Maingd Proteinkoncentration

Namn Aspirat Tampong Aspirat Tampong

(ub) (ul) (ng/ul) (ng/ul)
Lupin 60 60 56 55
Guldet 150 1200 25,5 27,5
Union Mermaid 20 30 40 60
Ocho 15 1300 27,6 26
Express 10 40 27,5 26,5
Malin 500 1000 22 37
Medelviardent
std. error 126£78 6051254 3345 39+6
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2.5.3 Proteinanalys

Tampong och aspiratprover fran alla ston koérdes pa pH 3-10 geler. Bildanalys
gjordes av gelerna med avseende intensiteten pa infargningen av proteinerna och
deras storlek. Fyra ston uppvisade en starkare infirgning av enstaka proteiner i
aspiratprovet jamfort med provet tagit med tampong. Detta indikerar en storre
miéngd av just dessa proteiner. Hos ett sto uppvisades en mindre tydlig infargning
av nagra proteiner i aspiratprovet jimfort med tampongprovet, vilket séledes
indikerar en ldgre proteinmingd av dessa proteiner i aspiratet. Hennes aspiratprov
fargades dock lite avvikande, vilket gjorde det svart att undersdka gelen och
saledes dra nagra sékra slutsatser utifrdn denna. Ett annat sto uppvisade inte nagon
storre skillnad mellan aspirat- och tampongprovet. Trots att man inte ser nagon
skillnad mellan tampong- och aspiratproverna vad giller proteinkoncentrationen,
visar det sig alltsd att proteininnehéllet kan skilja sig mellan tampong- och
aspiratproverna. Det kan finnas ytterligare skillnader i proteinsammansittningen
eftersom 50% av alla proteiner i gelerna aldrig syns (Futcher et al, 1999).

Bild 1. Gel fran aspiratprov till vénster, tampongprov till hoger.

2.6 Konklusion

Sammanfattningsvis kan man dra slutsatsen fran denna pilotstudie att
tampongmetoden inte verkar inducera nagon inflammatorisk reaktion i uterus.
Tampongproverna ger oftast en storre volym jamfort med aspiratproverna, men
proteinkoncentrationen dr densamma for bade tampong- och aspiratprover. Dock
tycks proteinsammansitningen vara olika i tampongproverna jamfort med
aspiratproverna. En mdjlig forklaring till skillnaden skulle kunna vara att vissa
proteiner faster sig pa tampongen, vilket gor att denna metod skulle kunna vara
missvisande beroende pd vilka proteiner som skall studeras. Detta innebar att
prover samlade med tampong bor tolkas med forsiktighet Vidare undersokning,
t.ex. med masspektrometri bor goras for att kunna undersoka vilka proteiner som
skiljer sig vad giller férekomst i tampong- och aspiratproverna.
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2.7 Sammanfattning

Denna studie syftade till att undersdka om prover tagna med tampong &r
representativa for att kunna anvéndas i studier av uterussekret hos sto. Uterussekret
samlat med tampong jamfordes med prover samlat via aspiration, vilket anses ge
ett fysiologiskt representativt prov, frén sex ston vid Institutionen for obstetrik och
gynekologi, SLU, Uppsala, och proteinanalyser utfordes vid Institutionen for
farmaceutisk biovetenskap, avd. for toxikologi, Uppsala Universitet. Cellutstryk
och ultraljud anvéindes for att underséka om tampongen hade inducerat en
inflammatorisk reaktion i uterus som skulle kunna paverka proteininnehallet i
proverna.

Resultaten indikerar att proteinkoncentrationen inte skiljer sig mellan tampong-
och aspiratmetoden, men att proteininnehéllet dr olika i prover samlade med
respektive metod. Denna skillnaden har troligtvis ej orsakad av proteiner fran en
inflammation  inducerad av tampongen, da varken cytologi- eller
ultraljudsundersokningar gav indikationer péa inflammation. Saledes bor troligen
uterussekret samlat med tampongmetoden tolkas med forsiktighet.

2.8 Summary

This study was performed in order to evaluate if the method of collecting uterine
secretion by the tampon-method is representative for use in studies of uterine
secretions in mares. Uterine secretion collected by tampon in six mares was
compared with secretion collected by aspiration, regarded to be a native sample, at
the Institution of Obstetrics and Gynaecology, SLU, Uppsala. Proteinanalysis was
made at the Department of Farmaceutic Bioscience, toxicological unit, Uppsala
University. Cytological smears and ultrasonography was used to assess if the
tampon had caused an inflammatoric reaction that could influence the protein
content of the samples.

The results suggest that the tampon and aspirat method do not differ when it
comes to proteinconcentration, but the distribution of proteins differ between these
different collection methods. This difference could not likely be explained by
means of proteins due to an inflammatory reaction from the tampon, since neither
the cytological nor the ultrasonographical examination gave any indications of
inflammation. It is therefore suggested that uterine secretions sampled by the
tampon method should be interpreted with caution.
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