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En blanding af follikelstimulerende hormon og luteiniseringshormon
ekstrahares fra svinehypofyser pi en sidan mide, at der fremstilles
en fraktion, som er rig pd FSH, og en fraktion, som er rig pd LH,
og disse blandes siledes, at der opnis det snskede FSH/LH gd.
forhold. Przparatet kan anvendes til at inducere superovulation i
husdyr.
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Den foreliggende opfindelse angdr blandinger af follikelstimulerende
hormon (FSH) og luteiniserende hormon (LH), fremgangsmade til
fremstilling af blandingerne og anvendelse af blandingerne til

induktion af superovulation i husdyr.

Multipelovulation eller superovulation induceret i keer, geder og far
er en grundlaggende forudsatning for at opna bestemte mal, som er af
sterste interesse for landbrugsekonomien: Programmerede dragtigheder,

tvillinge-dragtigheder og navnlig fostertransplantationer.

I husdyravl tjener fostertransplantatiomen til at opnd en maksimal
mzngde 2g fra en hun, der har serlig onskelige egenskaber (fx en hoj
melkeproduktion), hvilke azg befrugtes med sad fra udvalgte hanner.
Disse genetisk overlegne fostre transplanteres til andre dyr, der vil

vere velegnet til at fuldfere dragtigheden.
Skematisk kan fostertransplantationen underinddeles i to trin:

I forste trin induceres i "donor"-hunmen ved hjzlp af administration
af gonadotropiner modningen af flere follikler i stedet for den ene

follikel, der spontant modnes.

I andet trin transplanteres de morfologisk normale fostre, som har
samlet sig i kenskanalen hos det dyr, der forinden er blevet be-
handlet med gonadotropiner og senere blevet underkastet kunstig
befrugtning, i andre hunner, som er blevet "synkroniseret", og som

betegnes "modtagerne".

I flere tilfalde giver resultatet af superovulatiomen ikke noget godt

okonomisk resultat som felge af, at

a) der dannes for fa fostre og/eller der dannes unormale fostre, som

er ude af stand til at overleve,

b) der induceres beskadigelse af aggestokkene, som kan forhindre

senere superovulationer hos de hunner, som er genetisk overlegne.
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Der er almindelig enighed om, at den hormonale stimuleringsprocedure
til dannelse af flere follikler krazver en sardeles omhyggelig

tilpasning og indstilling.

Den multiple ovulation eller superovulation induceres normalt ved
administration af enten PMSG (hoppeserumgonadotropin), som ekstra-
heres fra dragtige hoppers blod, eller FSH (follikelstimulerende

hormon), der ekstraheres fra husdyrhypofyser sisom fra svin og heste.

PMSG har i mange &r varet dominerende ved superovulation hos alle
husdyr som folge af, at det er let tilgangeligt og let kan
administreres. Dette hormon, som kun bestidr af ét molekyle, der
udviser savel FSH-type- som LH-typeaktivitet, har et meget hejt
indhold af n-acetylneuraminsyre og forbliver i cirkulation i mange
dage efter blot én injektion. Det er derfor muligt at opnd en
tilfredsstillende stimulering med PMSG ved hjzlp af administration af

den sadvanlige dosis 1 blot én injektion.

Imidlertid er reaktionerne over for de superovuleringsbehandlinger,
som foretages med PMSG, for variable, selv nidr anvendelsen af hor-
monet udferes i henhold til nejagtige programmer og i nsjagtige tids-

perioder.

Endvidere forirsager PMSG visse andringer i ovariestrukturen, der
efter administration giver sig udslag i lange forsinkelser i
genkomsten af de spontane cykler. Disse forsinkelser er meget langere
end dem, der opstir som felge af superovuleringsbehandlinger med

andre typer gonadotropiner.

Tilsyneladende er selv den langvarige tilstedevarelse af PMSG 1
kredslebet arsag til nogle uenskede virkninger sisom den variable

reaktion og dannelsen af en hej procentdel af abnorme fostre.

Af de navnte irsager er der nu en tendens til at erstatte PMSG med
FSH, som ekstraheres fra husdyrhypofyser. I henhold til hvad der
kendes fra litteraturen, er det hyppigst anvendte produkt FSH-P, som

bestar af et follikelstimulerende hormon, der ekstraheres fra
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svinehypofyser, og hvis dosering beregnes i akvivalente mg af stan-
dard Armour-FSH. (Standard Armour FSH er et svine-FSH praparat,
fremstillet af Armour Laboratories efter en metode af Steelmann et

al., Proc. Soc. Exper. Biol. and Med., 82: 645, 1953)

I USA patentskrift nr. 2.799.621 (1957) i navnet Armour beskrives
det, at det FSH, som udvindes i henhold til den deri beskrevne
fremgangsmade, er sarlig nyttigt, fordi det i det vasentlige er fri
for 1H. Endvidere anfores det i dette patentskrift, at dette forhold
i sig selv er en vigtig opdagelse, fordi FSH har nogle anvendelser,

hvor det omtrentlige fraver af LH er nyttig.

Af al litteratur, som er publiceret for nylig, fremgar det, at det

faktisk foretrukne administrationsskema bestar af administration af

30-32 mg FSH-P, uden nogen tilsatning af LH, i en periode pd 5 dage.

Den foreliggende opfindelse angar hovedsageligt et praparat af FSH og
LH, som ekstraheres fra svinehypofyser, i et bestemt mengdeforhold,
hvorved opnis resultater, som er overlegne i forhold til de resulta-
ter, der opnis med savel FSH-P som med PMSG, til induktion af su-

perovulation i husdyr.

Den foreliggende opfindelse anvendes til induktion af superovulation
i husdyr, hvilket bestar i administration af det ovennavnte praparat
af FSH og LH til dyrene. Fordelen ved denne anvendelse ligger i, at
der anvendes en blanding af FSH og LH i et veldefineret forhold
siledes, at der ikke sker en andring af den naturlige proces, der
forer til en hurtig LH-stigning, det vil sige den ovulatoriske peak-
verdi. Det er herved muligt at overvinde den ulempe, der er forbundet
med den kendte teknik, saledes som beskrevet i Mickelsen et al.,
Theriogenology, 1978, 10(2-3), 167-174, der beskriver anvendelse af
FSH efterfulgt af LH til induktion af superovulation hos ikke
konsmodne kvier, hvor FSH-behandlingen efterfelges af en engangs
injektion af eksogent LH for at sikre, at ovulation rent faktisk
finder sted. Anvendelsen ifslge opfindelsen er tillige overraskende
derved, at udbyttet af fertiliserede ag der kan blive til fostre, er

mindst dobbelt si stort som udbyttet opniet ifelge den kendte teknik.
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FSH/LH-forholdet i praparaterne ifslge opfindelsen holdes mellem 0,5
og 2,5, nir doseringen af FSH og LH foretages ved henholdsvis
Steelman og Pohley’s metode (Steelman S.L. og Pohley F.M., Endo-
crinology 53, 1953, s. 604) og Parlow’s metode (Parlow A.F. i A.
Albert (red.), Human Pituitary Gonadotropins, s. 300-310, C.C.
Thomas, Springfield, Illinois), idet der som sammenligningsprzparat
anvendes den forste hMG internationale standard for biologiske doser

af FSH og LH. Ved hMG menes humant menopause gonadotropin.

Fremgangsméden til ekstraktion og oprensning af FSH/LH-praparatet,
der fremstilles ud fra svinehypofyser i henhold til den foreliggende

opfindelse, er beskrevet i detaljer nedenfor.

Det ramateriale, der anvendes i denne fremgangsmide, bestir for-
trinsvis af frosne hypofysekirtler fra svin, som md indsamles og

opbevares omhyggeligt.

Ved den sadvanlige fremgangsmide i industrien adskilles ekstrakterne
fra remanensen eller den uopleselige del ved centrifugering, selv om
der naturligvis ogsd kan anvendes andre separationsmetoder. P4 samme

made kan dialysen erstattes med ultrafiltreringsmetoder.

Alle trin i fremgangsmiden skal udfsres ved en tilstrzkkelig lav
temperatur til at forhindre denaturering af gonadotropinerne. Der
tilrades sadvanligvis temperaturer under 10°C. De frosne svinehy-
pofyser tes op ved 4°C i acetone, som indeholder phenylmethansul-
fonylfluorid, og homogeniseres derefter. Det homogeniserede materiale
filtreres, vaskes flere gange med acetone, forafkeles og terres i

vakuum, hvorved fis et acetoniseret pulver.

Det acetoniserede pulver sattes til en acetat/ethanolpuffer, pH-verdi
5, der forinden er afkelet ved 4°C, og som indeholder 40% ethanol og
phenylmethansulfonylfluorid. Blandingen omreres i 20 timer ved 4°C.
Ved centrifugering af det ekstraherede produkt med acetat/ethanol fis
en klar supernatant, som indstilles til et ethanolindhold pd 80%. Det

siledes vundne bundfald indsamles ved dekantering og centrifugering.
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Derefter foretages en ekstraktion i en ammoniumhydrogencarbonatop-
lesning for at eliminere de uopleselige proteiner, hvorefter den uop-

loselige remanens fjernes ved centrifugering, supernatanten

'dialyseres mod vand og lyofiliseres derefter, hvorved fas ra porcine

gonadotropiner.

Der fremstilles en oplesning af ramateriale i destilleret vand, som
indstilles til en pH-vardi pa 5,3 og 30%'s matning med ammoniumsul -
fat. Det vundne bundfald fjernes ved centrifugering, og supernatanten
indstilles til en pH-vardi pa 7,3 og 50%'s matning med ammoni-

umsulfat.

Bundfaldet, som indeholder hovedparten af LH, indsamles derefter ved
centrifugering, dialyseres mod vand og lyofiliseres. Denne fraktion,

som i det folgende betegnes som "LH-fraktionen", indeholder ogsa sma

mengder af FSH.

Ammoniumsuifatkoncentrationen af supernatanten indstilles derefter
til 90%'s metning, og blandingen lades henstd i flere timer.
Bundfaldet, som er rigt pa FSH, indsamles, dialyseres og
lyofiliseres. Denne fraktion, som i det felgende betegnes "FSH-

fraktionen", indeholder ogsd en ringe mangde LH.

"FSH-Fraktionen" og "LH-fraktionen", der fas ved den ovenfor be-
skrevne fremgangsmide, er forurenet med smid mangder af henholdsvis LH
og FSH. Omfanget af forurening varierer fra det ene praparat til det
andet og mi bestemmes nejagtigt i begge fraktioner for at beregne de
mengder, der kraves for at opnd en blanding med den enskede

sammensatning af FSH og LH.

Udgangsmaterialerne til fremstilling af en blanding af FSH og LH i et

bestemt mazngdeforhold er:

"FSH-Fraktion", der indeholder "a" internationale enheder FSH pr. mg

og "b" internationale enheder LH pr. mg.

"lH-Fraktion", som indeholder "c" internationale enheder FSH pr. mg

og "d" internationale enheder LH pr. mg.
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"x" og "y" mangderne udtrykt i1 mg for henholdsvis "FSH-fraktionen" og
"IH-fraktionen" til inkorporering i blandingen for at opnd et
praparat, som indeholder "T" enheder FSH og et FSH/LH-forhold = "R",

folger af nedenstaende formler.

T c-R*-d
% = —
R b-c-a d
T R*b-a
y= -

Fx skal "x" mg af en "FSH-fraktion", som indeholder 27,3 internatio-
nale enheder FSH pr. mg og 6,73 internationale enheder IH pr. mg,
blandes med "y" mg af en "LH-fraktion", som indeholder 8,9 interna-
tionale enheder FSH pr. mg og 811,7 internationale enheder LH pr. mg,
for at opna "T" = 120.000 internationale enheder FSH med et forhold
("R") mellem FSH og LH pa 1.

Ved at anvende ovenstiende ligninger fis:

120.000 8,9-1 - 811,7
x = : = 4359,2
1 6,73 - 8,9-27,3 - 811,7

120.000 1t - 6,73 - 27,3
y = ) = 111,7
1 6,73 - 8,9-27,3 - 811,7

Heraf felger, at 4359,2 mg af "FSH-fraktionen" skal blandes med 111,7
mg af "LH-fraktionen" for at fi et praparat, som indeholder 120.000
internationale enheder FSH og 120.000 internationale enheder LH
(FSH/IH-forhold = 1).

Induktion af superovulation hos alle husdyr for at opnd en maksimal

mengde levende og transplanterbare fostre fra en donorhun ved hjalp
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af hormoner og administrationsskemaer af forskellig art har varet og
er stadig mialet. For nylig er der udover de ovennavnte dyrearter ogsa
blevet inkluderet dyr, der anvendes til farmakologisk forskning sasom

aber, hunde og katte.

Imidlertid er statistisk bekraftede resultater kun tilgengelige for
koers vedkommende, hvilket fremgdr af den generelle oversigt over
emnet, som er offentliggjort i 1977 af det canadiske landbrugsmini-

sterium (Betteridge K.J. (red.) 1977, Canada Department of Agri-

culture, Monograph 16).

Beregninger baseret pa mere end 1700 donorkeer viser, at udbyttet af
transplanterbare fostre, selv om det varierer meget, i gennemsnit er
pa under 5 pr. dyr. (Moor R.M. et al., bind i, s. 43, 9th Interna-

tional Congress on Animal Reproduction and Artificial Insemination,

Madrid 1980).

Prazparatet ifelge opfindelsen er blevet testet med keer med resulta-

ter, der langt overstiger det ovennavnte gennemsnit.

En plan for behandling med blandinger af FSH og LH fremstillet
ifelge den foreliggende opfindelse og egnet for frisiske keer i den
m;lkeproducerende periode bestar af administration af i alt 1000
internationale enheder FSH og 1000 internationale enheder LH i
faldende doser over en periode pa 5 dage begyndende med den 9. til

11. dag af estroncyklen.

Om aftenen pa den 3. behandlingsdag administreres én ampul pros-
taglandin for at fremprovokere luteolyse. Der foretages to eller tre
kunstige befrugtninger begyndende 12 timer fra starten af estronpe-
rioden. P4 7. dagen efter den anden insemination fjernes fostrene ad

ikke-kirurgisk vej ved vask af uterushornene.

I dette system opsamles alle fostre, som er et resultat af

befrugtningen af de dannede =g, samt eventuelle ubefrugtede 2g 1 en

beholder.



10

15

20

25

DK 164201 B

8

De indsamlede fostre underseges omhyggeligt under mikroskop og
underinddeles i henhold til deres morfologiske trzk i

transplanterbare og ikke-transplanterbare fostre.

I frisiske koer i den mazlkegivende periode, som behandles i henhold

til ovenstidende program, fis felgende gennemsnitstal:

= 14,571
= 11,142.

Wi
!

Samlede antal fostre

Ml

transplanterbare fostre

I kedkvag sidsom "marchigiane" eller "chianine" er en samlet dosis pa
750 internationale enheder FSH og 750 internationale enheder IH
tilstrakkelig.

Adminstrationsprogrammet for demne dosis og enhver anden detalje af
behandlingen er identisk med den, som allerede er beskrevet for

frisiske keer i den malkegivende periode.

I "marchigiane"- og "chianine"-koerne fas folgende gennemsnit:

Samlet antal fostre X 14,142

transplanterbare fostre X = 10,571.

Det er vigtigt at understrege, at de ovenfor anferte gennemsnit fis

ved behandling af dyr "i marken".

Det er velkendt for eksperter, at resultaterne bliver betydeligt for-
bedret, nar behandlingen udferes i en specialklinik i stedet for "i
marken", idet alle dyrene der kan behandles under hensyntagen til

alle tekniske betingelser.

PATENTKRAV

1. Blanding af FSH (et follikelstimulerende hormon) og LH (et
luteiniserende hormon) fra svinehypofyser,
kendetegnet ved, at FSH/LH-forholdet er pid mellem 0,5 og

2,5, og hvor FSH henholdsvis LH angives i internationale enheder.
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2. Blanding ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at FSH/LH-forholdet i det vasentlige er

lig med 1.

3. Fremgangsmiade til fremstilling af en blanding af svine-FSH (et

follikelstimulerende hormon) og svine-LH (et luteiniserende hormon)

ifelge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at der fremstilles en fraktion, som er

rig pa FSH, og en fraktion, som er rig pad LH, og begge fraktioner
blandes i de nedvendige mzngder for at fi en blanding med det enskede

FSH/LH-forhold.

4. Fremgangsmade ifelge krav 4,
kendetegnet ved, at den fraktion, som er rig pad FSH, i det

vasentlige bestar af FSH indeholdende en vis mangde forurening med
1H, og den fraktion, som er rig pa LH, i det vasentlige bestar af LH

med en vis mengde forurening med FSH.

5. Anvendelse af blandingen ifslge krav 1 eller 2 til induktion af

superovulation i husdyr.
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