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Studiens mal:
1. Utarbeta en metod for att studera immunologiska férandringar, aktivering av vita
blodkroppar, med sa lite manipulation av blodkropparna som mgjligt
2. Studera om immunologiska parametrar (kapacitet hos fagocyterande celler) skiljer sig
under olika delar av 16pningscykelns progesteronfas
3. Studera om infektion med hundens herpesvirus paverkas av draktighet, och om
draktighetsresultatet paverkas av infektionen
4. Utvardera olika akutfasproteiner for att se om de skulle kunna lampa sig for tidig
draktighetsdiagnostik (1-2 veckor efter parning vid optimal tidpunkt).
5. Studera hundens vita blodbild och eventuell aktivering av de vita blodkropparna
under draktighet
I tilldgg:
6. Studera hormonella férandringar under draktighet hos hund
7. Med hjalp av proteomics understka alternativa draktighetsmarkérer hos hund

Resultat
(En lista 6ver publikationer i projektet listas i slutet av dokumentet).

Mal 1.

Sarskilt om man ska studera fysiologiska immunologiska férandringar, dar forandringarna
kan antas vara forhallandevis sma, s& dr en minimerad paverkan pa de vita blodkropparna en
fordel. Nar man hanterar vita blodkroppar sa paverkas deras uttryck av adhesionsfaktorer,
och det kan péverka resultaten. | en forsta studie anvdandes en metod dar de vita
blodkropparna analyserades med hjdlp v flodescytometri utan att de réda blodkropparna
lyserades forst, och utan att provet tvdattades med tex centrifugering. Vidare undersdktes om
provet kunde fixeras och lagras for analys vid ett senare tillfalle. Metoden "No-lyse, no-
wash” fungerade bra for att analysera hundens vita blodkroppar. Om det gick att lagra
proverna eller inte berodde pa vad man skulle studera, och maste darfor undersékas for
varje antikropp for sig. Resultaten fran studien ar publicerade (1).

Mal 2.

Lopningscykeln paverkar tikarna pa manga satt, och hos tik ar den fas under vilken tiken
paverkas av driktighetshormonet progesteron lika [ang hos icke-draktiga som hos draktiga
tikar. En studie utférdes genom utékade undersdkningar pa kontrolltikarna i projektet, for
att se om tikarnas immunforsvar paverkas under den relativt langa period som de har
forhojda progesteronnivaer. Detta dr av intresse eftersom vissa sjukdomar, till exempel
pyometra, ofta debuterar under denna period. | studien sags att de fagocyterande cellernas




aktivitet var lagre under den senare delen av progesteronfasen, och att en ldgre andel av
dem visade ”oxidativ burst” (frisittning av “reactive oxygen species”, ROS, tex vateperoxid),
en del av fagocyteringsprocessen, da till exempel E.coli-bakterier oskadliggors. Det &r darfor
inte otroligt att dessa forandringar bidrar till att tikar oftare utvecklar pyometra under den
senare delen av progesteronfasen. Studiens resultat ar presenterade som en rapport pa en
kongress i smadjursreproduktion (EVSSAR: European Veterinary Society of Small Animal
Reproduction) (4) och i en vetenskaplig publikation (2).

Mal 3.

Hundens herpesvirus ar idag spritt i den svenska hundpopulationen, och de allra flesta
hundarna har antikroppar mot viruset, och har alltsa st6tt pa infektionen. Herpesviruset ar
sadant till sin natur att det lagger sig vilande i hunden om den en gang infekterats. Syftet
med den hir studien var att undersdka om hundar som ar infekterade med herpesvirus, och
ar kliniskt friska men troligen har virus vilande i kroppen, paverkas under draktigheten; om
viruset aktiveras under draktigheten och om dréktighetsresultatet paverkas. Alla tikar som
inkluderades hade antikroppar mot hundens herpesvirus. Hogre antikroppstitrar var inte
associerade med mindre kullar, och det fanns inget sarskilt ménster vad galler
antikroppstitrar under driktigheten och inte heller under den icke-draktiga
progesteronfasen. Ingen av tikarna utsdndrade herpesvirus som kunde pdvisas i vagina. En
vilande herpesvirusinfektionen verkade d&rfor inte ha nagon negativ paverkan pa
draktigheten hos dessa privatdgda tikar som hélls i férhallandevis stressfria miljoer.
Resultaten ar publicerade i en artikel (3) och ett kongressabstract (5).

Mal 4 och 5

Det finns dnskemal fran flera hall att kunna stélla en tidigare draktighetsdiagnos pa hund.
Det vore vardefullt forskningsmassigt, vid utredning av reproduktionsstérningar och fér att
uppfodaren battre ska kunna planera sin verksamhet. | studien féljdes ett antal tikar under
draktigheten. Blodprover analyserades avseende akutfasproteiner, och de vita
blodkropparna studerades avseende antal och aktiveringsgrad. De vita blodkropparna 6kade
i antal under draktigheten, men inte hos icke-draktiga tikar under progesteronfasen. | denna
studie foljdes tikarna mycket noggrant i férhéllande till dagen for dgglossning. Trots detta var
monstret avseende forandringar i akutfasproteiner for varierande for att kunna anvandas
som draktighetsdiagnostik, enligt de prelimindra bearbetningar som gjorts. Resultaten
avseende de vita blodkropparna &dr publicerade i ett kongressabstract (6), och tillsammans
med akutfasproteinerna ar de ocksa i ett manuskript under utarbetande (8).

Mal 6.

Hormonella férandringar hos hund &r intressanta ur diagnostisk synvinkel, och for att
hormonella forandringar kan paverka andra funktioner hos hunden, till exempel de
immunologiska. | samarbete med SciLife Lab i Uppsala och med ARUP Institute for Clinical &
Experimental Pathology | Salt Lake City, USA, har en férhallandevis ny metod for att
analysera steroidhormoner anvants: vatskekromatografi kombinerat med tandem
masspektrometri (LC-MS/MS). Med denna metod kan en hel panel av steroider analyseras
fran en begransad mangd serum. Vi har analyserat serum med denna metod, och fatt ny
information om hormonella forandringar under tidig dréktighet. Resultaten ar i
manuskriptform (9). Ett hormon som ar av 6kat intresse inom reproduktionsforskningen &r
IGF-1 (insulin-like growth hormone I). Detta har vi analyserat, och sett variationer under



progesteronfasen, men prelimindra resultat ger vid handen att det inte skiljer sig mellan
draktiga och icke-dréktiga tikar. Resultaten presenteras i sommar pa en EVSSAR-kongress (7).
Ett annat hormon som fatt ett kraftigt 6kat intresse inom human reproduktion och dven
inom veterindrmedicinsk reproduktion ar AMH (anti-Mdllerian hormone). Analyser planeras
aven av detta hormon under hdsten 2013.

Mal 7.

Eftersom det diagnostiska vardet av akutfasproteinerna (mal 4) tycks begransat, sa har vi
planer pa att anvdanda proteomics for att analysera ett antal prover och se om nagon annan
markor kan anvandas for tidig draktighetsdiagnostik. Inledande kontakter och diskussioner
har tagits med Sci Life Lab, men inga analyser ar utférda.

Sammanfattning

| projekt BITCH har immunologiska férandringar och effekten av hundens herpesvirus
studerats hos tikar under draktighet och under motsvarande period i I6pningscykeln hos
icke-draktiga tikar. En metod har utvecklats for att studera de vita blodkropparna med
minsta mojliga manipulation. Den har anvadnts for att studera de vita blodkropparna under
draktighet, och da sags bland annat en signifikant 6kning av antalet vita blodkroppar hos
draktiga tikar. Funktionen hos de vita blodkropparna var samre under den senare delen av
progesteronfasen hos icke-draktiga tikar, och det dr ocksa den tid da flest tikar utvecklar
pyometra. Hundens herpesvirus ar spritt i hundpopulationen. Viruset aktiveras inte av
dréktigheten hos tikar som halls i en lugn milj6. Vi sag ingen koppling mellan
antikroppsnivaer och draktighetsresultat. Studier rérande hormonella forandringar under
draktigheten pa hund pagar.

Ekonomi:

Forskningsmedel har erhallits for 3 ar: 275 tkr, 300 tkr och 240 tkr, totalt 815 tkr. Projektet
blev uppdelat pa tva konton. Pa det ena kontot blev det 4 kr kvar, det andra kontot gick 2
885 kr back. Totalt har kostnader motsvarande 2881 kr finansierats med andra medel.

Den ekonomiska uppféljningen bilagges (Bilaga 1).

Uppsala, 2012-07-01
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Spridning av forksningsresultaten:

Foreldsningar for avndmare:
Bodil Strém Holst har féreldast om parning, draktighet och hundens herpesvirus vid ett antal

tillfallen, och med olika huvudarrangorer:
e Svenska schaferklubben, oktober 2009
e Uppsala ldns kennelklubb, november 2009
e Husdjurshalsan i Goteborg, februari 2011
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