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SAMMANFATTNING

| denna studie har karl-, kortel- och leukocytforekomst jamforts pa olika djup i endometriet
hos 27 tikar, 12 under tidig dréaktighet (fran dag 8-18) samt 15 under metdstrus.

God karlforsorjning ar vasentlig under placentabildning hos tik for dels borttransport av
degenererad maternell uterusvavnad, dels embryots naringsférsorjning. Det finns dock fa
studier om karlforekomst i uterus under tidig dréktighet hos hund. Vid histologisk
undersokning av endometriet sags skillnad i totala antalet karl i anslutning till ytepitel under
tidig draktighet dag 8-9 vid jamforelse med tidig och mitt-metdstrus, men for dréktighet dag
13-15 samt 18 kunde ingen skillnad pavisas. Generellt sags lagre medelvérden foér antal karl i
endometriet under tidig draktighet jamfort med tidig metdstrus. Ingen skillnad avseende totala
antalet karl i ytlig respektive basal zon av endometriet kunde ses mellan de olika grupperna.
Nagon skillnad avseende karls narhet till kortlar mellan draktiga och icke-draktiga kunde inte
heller pavisas i denna studie.

Naringsforsorjning till embryot fore implantation anses ske via uterussekret. Densiteten av
korteltvarsnitt i de histologiska preparaten beraknades darfér, som ett matt pa forandringar
under olika reproduktionsstadier. Ingen signifikant skillnad kunde ses i denna studie, men en
tydlig tendens till ett lagre antal korteltvarsnitt i den ytliga och basala zonen av endometriet
sags under tidig dréaktighet (dag 8-9) jamfort med tidig metdstrus. Detta skulle kunna bero pa
6dembildning vid inflammation efter parning.

Immunforsvaret behover troligen modereras under tidig draktighet for att implantation ska
kunna ske. | denna studie sags signifikant hogre antal lymfocyter i anslutning till ytepitel
under dréktighet dag 18 jamfort med mitt- och sen metdstrus. Antalet neutrofiler i den ytliga
zonen var hogre under sen metostrus jamfort med 6vriga stadier vilket var ett ovéntat fynd
och kan bero pa individuella skillnader. Ingen skillnad kunde ses avseende foérekomsten av
plasmaceller och monocyter/makrofager.

Sammanfattningsvis har en minskad karlférekomst pavisats i anslutning till ytepitel under
tidig draktighet dag 8-9 jamfort med tidig och mitt-metdstrus men mellan évriga stadier ses
ingen skillnad. For densiteten av korteltvarsnitt kunde ingen skillnad visas &ven om tendens
till ett lagre antal under tidig draktighet foreldg. Viss skillnad kunde pavisas avseende
immunceller, med fler lymfocyter under draktighet dag 18 jamfort med mitt- och sen
metostrus. Ytterligare studier med fler individer och ett mera enhetligt djurmaterial behdvs for
att kunna avgora om, hur och nar parning och tidig draktighet paverkar endometriet jamfort
med situationen hos den icke-dréktiga tiken.



SUMMARY

This study is concentrating on the presence of blood vessels, glands and leucocytes in
different layers of the endometrium from 27 bitches, 12 during early pregnancy (day 8-18)
and 15 during metoestrus.

Sufficient vascularity is important during placentation in the bitch for removal of degenerated
endometrium and to enable nutritious supply of the embryo. However, few studies have
focused on the vascularity of the canine uterus during early pregnancy. By histological
inspection of the endometrium, a difference between pregnancy day 8-9 compared with early
and mid metoestrus was seen for the total number of blood vessels close to the surface
epithelium. The difference did not exist for day 13-15 and 18 of pregnancy. However the
means in general showed a lower number of blood vessels in the endometrium during early
pregnancy compared to early metoestrus. No difference could be seen in total number of
blood vessels in the superficial and basal zones of the endometrium between the different
groups of bitches, nor could any difference be seen regarding the proximity of blood vessels
to glands.

Before implantation, nutrition of the embryo is likely to occur through secretions from the
uterine glands. The density of cross sectioned glands during the different reproductive stages
were therefore counted on the histology slides. There was no significant difference, but a
tendency of a lower number of glands in the superficial and basal zones of the endometrium
during early pregnancy (day 8-9) compared to early metoestrus. This could be due to oedema,
as an inflammatory reaction after the mating.

The immune system is probably altered during early pregnancy to allow implantation. This
study showed a significantly higher numbers of lymphocytes during early pregnancy day 18
compared to mid and late metoestrus. The numbers of neutrophils appeared to be higher in
late metoestrus compared to the other stages studied, a finding that was unexpected and
maybe due to individual differences. The number of plasma cells and
monocytes/macrophages did not differ between the groups.

In conclusion, a lower number of blood vessels have been identified in the surface epithelium
during early pregnancy day 8-9 compared to early and mid metoestrus, but for other stages
no differences could be seen. The density of cross section glands did not differ, but a tendency
of lower numbers during early pregnancy could be seen. Some difference was shown
regarding the immune system with more lymphocytes during pregnancy day 18 compared to
mid and late metoestrus. More studies on this subject with a more homogenous and a larger
group of animals is necessary to be able to distinguish if, how and when mating and early
pregnancy affect the canine endometrium compared to the non-pregnant situation.



INLEDNING

Hos déaggdijur ar placentabildning vésentlig eftersom embryon och foster far huvuddelen av
sin ndring via placentan. Tikar har endoteliochorial zonér placenta déar den fetala delen av
placentan invaderar och bryter ned delar av det maternella endometriet. Det &r darfor viktigt
med god karlforsorjning, bade for borttransport av material som brutits ned men ocksa for att
ge naring at celler i placentan samt till avkomman. Innan placentabildning sker &r uterussekret
en potentiell naringskélla for embryona. Sekretet bildas i endometriella kortlar vars aktivitet
kan variera med reproduktionsstadium. Embryot maste darefter signalera sin ankomst till
uterus sa att placentabildningen satter igang. | nuldget ar det inte helt klarlagt hur detta sker
hos hund, men tillvaxtfaktorer anses vara involverade da en del har identifierats vid tidig
dréktighet men saknas hos icke-draktiga.

Immunforsvaret behover troligen modereras under tidig draktighet for att implantation ska
kunna ske. Om situationen vid dréktighet skiljer sig fran den icke-draktiga tikens metdstrus ar
oklart da fa studier har gjorts angaende leukocytinfiltration och -aktivitet under metdstrus
jamfort med tidig draktighet. Om det finns en skillnad kan det tyda pa inblandning fran
embryots sida eller en effekt av parningen, alternativt endast hdmning av immunférsvaret till
foljd av stigande progesteron- och sjunkande Gstrogennivaer som &dven ses hos icke-draktiga
tikar.

Syftet med denna studie var att pavisa eventuella skillnader i Kkarl-, kortel- och
leukocytforekomst under metdstrus och tidig dréaktighet pa olika djup i endometriet hos tik
och vid vilken tidpunkt férandringar kan ses.



LITTERATUROVERSIKT

Reproduktionsfysiologi

Tikar & monodstrala, icke sdsongsberoende med spontan ovulation och blir pubertala vid en
alder av 6-14 manader, korrelerat till ras enligt en sammanstalining av Concannon (2011).
Ostralcykeln hos hund delas in i fyra faser: prodstrus 5-20 d, éstrus 5-15 d, metdstrus 50-80 d
och andstrus 80-240 d.

Proostrus

Prodstrus &r den period da tiken visar tecken som har sin grund i 6kade Gstrogennivaer och
attraherar hanhundar men &r annu inte villig att para sig (Concannon, 2011). Perioden varar i
genomsnitt nio dagar. Kliniska tecken ar svullen vulva och blodblandad vaginal flytning. I
bérjan av proostrus &r tiken avvisande men blir successivt mera vénligt installd mot
hanhundar. De blodblandade vaginala flytningarna inkluderar intakta och lyserade erytrocyter.
Detta ar omdiskuterat och man vet inte sakert hur blodinnehallet i flytningen uppkommer,
men enligt Walter et al. (2010) ar det troligen lackage fran endometriella venuler.

En okad frisattning av FSH och LH sker och darmed aven en 6kad sekretion av 6strogen fran
folliklar i &ggstocken (Concannon, 2011). Okade ostrogennivéer leder till Karltillvaxt och
6dem i reproduktionsorganen som ger en fortjockning av vaginalslemhinnan.

Ostrus

| Ostrus ar tiken mottaglig for parning och 6dem och vaginala flytningar minskar (Concannon,
2011). Ostrus varar i genomsnitt fem till tio dagar.

Hos tik har det visats att dstrus karaktariseras av att 6strogennivaerna faller efter att ha haft
sitt maximum sent i prodstrus och darefter ses en paféljande LH-topp 1-3 dagar senare
(Concannon et al., 1975). Nar LH-nivaerna okar borjar progesteron sakta stiga (Concannon,
2011) till foljd av &ndring i steroidogenesen, d.v.s. en luteinisering redan fore ovulation. Tik
har spontan ovulation som for primadra oocyter sker 48-60 h efter att LH stiger. Hogre
progesteronnivaer tillsammans med ett snabbt sjunkande Gstrogen anses resultera i en hogre
LH-topp med tydligare tecken pa lépning som féljd.

Metdstrus

Den preovulatoriska luteiniseringen hos hund har lett till begreppsforvirring i litteraturen da
lutealfasen bdrjar redan i dstrus och foljs darefter av ca tva manaders progesterondominans
(Concannon, 2011). For hund férekommer begreppen metdstrus och diéstrus som synonymer
for den perioden. | detta arbete valjs bendmningen metdstrus.



Periodens slut ar enklare att definiera da progesteronnivaerna sjunkit till sin basniva samt att
endometriet genomgatt degeneration. Progesteron har sin topp drygt 2-3 veckor in i metdstrus
for att darefter sjunka.

Lutealfasen hos icke-draktiga tikar ar ungeféar lika lang som hos draktiga, ca tva manader,
eller nagra dagar langre (ca 5 dagar) eftersom ingen luteolys initieras da (Concannon, 2011).
Uppratthallandet av gulkroppen ar efter tva veckor beroende av LH och prolaktin vilka ar
luteotropa tillsammans med progesteron. Aven hos icke-draktiga ses forhojt prolaktin som i
vissa fall ger skendraktighet hos tik.

Anostrus

Anostrus definieras som en period med avsaknad av dggstocksaktivitet (Concannon, 2011).
Basal utsondring av LH och FSH har visats vara pulsatil (Concannon et al., 1993) och i slutet
av anostrus Okar frekvensen av LH- och FSH-topparna (Concannon, 2011). Serumnivaer av
dstrogen och progesteron ar laga.

Draktighet

Lutealfasen ar 64+1 dagar (65+1 d fran LH-topp till forlossning) och progesteron produceras
fran corpus luteum under hela draktigheten (Concannon, 2011). | bérjan ses ingen signifikant
skillnad mellan draktiga jamfort med icke-dréktiga tikar, men efter knappt halva draktigheten
ses ofta hogre plasmakoncentrationer av progesteron hos dréktiga tikar trots okad
distributionsvolym. Koncentrationen av progesteron fortsatter darefter att vara hog under hela
draktigheten aven om en 6kad metabolism och fekal utsondring sker. Detta beror sannolikt pa
okade prolaktinnivaerna som anses uppratthalla progesteronutséndringen.

Progesteronnivaerna i plasma borjar sjunka strax fore partus och luteolys har visats ske till
foljd av forhojda nivaer av PGFM (prostaglandinmetabolit) i plasma 24-36 tim fore partus,
som antas ha sitt ursprung fran den fetala delen av placentan (Concannon, 2009). Detta sags
inte hos icke-draktiga tikar dar regression av gulkroppen troligen &r en passiv
degenerationsprocess, aven om receptorer for PGFM har pavisats i gulkroppen (Kowalewski,
2012). Fore partus (24-36 timmar) har aven forhojda nivaer av kortisol visats, sannolikt med
fetalt ursprung (Concannon et al., 2001b).

Implantation och placentabildning

Embryon har setts lamna aggledaren vid dag 11 efter paborjad LH-topp hos labrador, och
transporten fullbordades inom 24 tim sa vid dag 13 befann sig alla embryon i uterus (Yasuyuki
et al., 2008). Utvecklingen till morula och darefter blastocyst skedde inom 14 dagar efter LH-
toppen. Den studien pavisade ocksa embryon i olika utvecklingsstadier fran samma tik vilket
indikerar att ovulation kan ske under en langre period hos vissa individer. Shimizu et al.,
(1990) visade att embryon kan ha en jamn distribution i uterus till foljd av transuterin
migration som sker dag 12-17 fran LH-toppen. | en annan studie sags blastocysten expandera
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nagot dag 14-18 efter LH-toppen, innesluten i zona pellucida vilket den visats kunna vara till
dag 18-19 (Concannon et al., 2001b).

Histotrof-upptag, d.v.s. av uterussekret, till embryot har visats ske via cylindriskt
trofoblastepitel (Enders & Carter, 2005). For att den kérlbaserade naringsforsorjningen
darefter ska kunna ske krévs placentabildning. Implantationen hos hund kan delas in i
apposition, nedbrytning av endometriet och till slut i etablerad placenta (Dantzer, 1999) samt
har visats ske vid dag 21-22 efter LH-toppen enligt Concannon et al. (2001b).
Endoteliochorial placenta, vilket innebér att chorion invaderar det maternella epitelet i uterus,
ar karakteristiskt for karnivorer (Dantzer, 1999). Placentan kan delas in i olika lager dar
endotel, mesenkym och trofoblaster som cytotrofoblaster och syncytiotrofoblaster kan ses pa
den fetala sidan. Den maternella sidan bestar av interstitium, maternellt endotel samt enstaka
decidualceller, d.v.s. maternella stromala celler som omvandlats till att ha aktivitet av ok&nd
betydelse. Hos tik ses en zonér lamellar placenta som har visats omge hela fostret till skillnad
fran katt dar den ofta ar inkomplett (Miglino et al., 2006). Gulesacken ar t-formad hos
karnivorer och framtradande till en bdrjan men minskar sedan i volym i forhallande till
fostret. Den kvarstar dock hela draktigheten. Amnion &r forst avaskular men vaskulariseras
senare i draktigheten via karl fran allantois. Chorion far all sin karlférsorjning fran allantois
(Dantzer, 1999).

Anatomi

Hundens uterus bestar av tva langa livmoderhorn och en kort corpus. Livmodervéaggen bestar
av tre lager med perimetrium (serosan), myometrium innanfér och endometrium (mukosan)
luminalt. Myometriet delas in i ett tjockt inre cirkuldrt lager mot lumen och ett tunt yttre
longitudinellt lager. Endometriet bestéar av ett bindvéavsstroma genomsatt av tubulara kortlar,
som vindlande i olika grad stracker sig fran myometriet till lumen (Figur 1).
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Figur 1. Tvarsnitt av uterus hos tik



Morfologiska forandringar i uterus under l6pcykeln

Proostrus

Under proostrus visades interstitiellt dem och hyperemi i endometriets stroma (Mulligan,
1942) samt en Okande kortellangd (Barrau et al., 1975a). Orsaken foreslogs vara det
ostrogenpaslag som anses leda till att kortelcellerna genomgar bade hypertrofi och hyperplasi,
d.v.s. att en oOkad mitosaktivitet ses. Epitelet forandras och borjar producera mycket
uterussekret vilket illustrerades av att den apikala delen av epitelcellerna innehéll rikligt med
neutrala mukopolysackarider. Efter den snabba tillvaxten sags en period pa sju till tio dagar i
follikelfasen utan tillvaxt av kortelepitelet, trots en fortsatt hojd 6strogenniva.
Mukopolysackaridmangden i epitelcellerna minskade samtidigt som sekret kunde identifieras
i lumen. | proostrus kunde rdéda blodkroppar ses extravasalt i den luminala delen av
tikendometriet tillsammans med makrofager som fagocyterade hemolyserade erytrocyter, vid
samma tid som blodiga flytningar kunde ses fran vulva.

Ostrus

Under de forsta dagarna av Ostrus skiljer sig inte histologin namnvart fran sent i prodstrus,
men ungefar fyra dagar in i Ostrus sags ytterligare kraftig tillvaxt i endometriet som kunde
korreleras till folliklarnas luteinisering, vilket innebér stigande nivaer av progesteron och
sjunkande 6strogen (Barrau et al., 1975a). Kortellangden 6kade, epitelcellerna i kértlarna blev
hypertrofiska, mitosaktiviteten Okade drastiskt och mot slutet av 6strus blev de basala
kortlarna, d.v.s. ndarmast myometriet, nagot mer spolformade. Makrofager som fagocyterade
extravasala erytrocyter kunde fortfarande ses. Jamfort med prodstrus sags mindre 6dem
(Mulligan, 1942).

Tidig/mitt metdstrus

Vid metostrus borjan visades myometriet och endometriet vara hyperplastiskt och ansvallt
med ett 6dematdst stroma (Galabova et al., 2003). Hyperemiska blodkérl och spolformade
kortlar med utspanda lumen kunde ses. Kryptor hade bildats fran ytepitelet och mycket
uterussekret kunde ses luminalt. Proliferation kunde ses i det cylinderformade ytepitelet och i
epitelcellerna vid basen av kryptorna samt i kortelepitel i den basala zonen.

I mitten av metdstrus var mitosaktiviteten som storst och kortlarna i uterus vaxte till snabbt
(Barrau et al., 1975a). Det mesta av tillvéxten visades ske i de basala kortlarna. Vid dag sex i
metostrus var endometriet tillvaxt néstan avslutad och mitosaktiviteten gick narmast ner till
noll hos icke-draktiga tikar, endast vid dréktighet fortsatte tillvdxten av endometriet. Hos
icke-draktiga tikar forblev kortellangden och bredden i uterus relativt konstant fram till dag
16 i metostrus, da progesteronnivaerna sjonk och regression av uterus sags.



Sen metdstrus

I sen metdstrus var epitelcellerna i kryptorna stérre och hade flera vakuoler i cytoplasman,
manga hade aven pyknotiska karnor (Galabova et al., 2003). Stromat kunde ses tunna ut och
proliferation sags nu endast i kortlar i den basala zonen. Sekretorisk aktivitet av olika karaktar
kunde ses enligt Barrau et al., (1975a). Mot slutet av metdstrus nadde epitelcellerna snabbt
den mindre storlek som de kom att ha &ven under andstrus medan koértellangden minskade
mera gradvis. Mycket debris samlades i kortellumen, rikligt med makrofager kunde ses i
stromat och snabb involution foljde.

Anostrus

| kryptzonen var stromat néstan borta, och ytepitelet var cylinderformat, hypertrofiskt och
kraftigt vakuoliserat med pyknotiska cellkarnor (Galabova et al., 2003). Proliferation kunde
ses i kortelepitel till en borjan, men sags darefter till storsta del i ytepitel. Kortellangden och
diametern var som lagst till foljd av de laga nivaerna av progesteron och dstrogen. Mycket
debris kunde ocksa ses i kortellumen (Barrau et al., 1975a). Sent i andstrus saknas nastan
kryptorna och erytrocyter kunde ses extravasalt i stromat (Galabova et al., 2003). Okad
sekretorisk aktivitet visades fran basala och ytliga kortlar och proliferation sags framfor allt i
basala kortlar.

Immunforsvarsceller

Under metdstrus hos hund sdgs generellt ett lagt antal leukocyter i endometriet enligt
Groppetti et al. (2010), vilket darefter 6kade vid dag 42 i metdstrus for att ha sitt maximum
vid dag 89 jamfort med resterande stadier i 6stralcykeln (Chu et al., 2006). Den mest frekvent
forekommande av leukocyterna var lymfocyten. Inga studier av immunforsvarsceller i
endometriet hos tidigt draktiga tikar har emellertid kunnat pavisas.

Aggstocksmorfologi under metostrus

Enligt Andersen & Simpson (1973) ses tidigt i metostrus en transformation i gulkroppen dér
theca- och granulosaceller omvandlas till luteinceller vilka véxer in i det blodkoagel som
bildats i follikelns antrum efter ovulation. Deras studier visade att blodkoaglet ersattes med
bindvav drygt tva veckor efter ovulation och vesikler kunde ses i luteincellerna: mitt-
metostrus anses trada in da. Sex veckor efter ovulation sags borjan till regression av corpus
luteum som kluster av luteinceller omgivna av endotelceller och fibroblaster vilket angavs
som karakteristiskt for sen metostrus.

Morfologiska forandringar i uterus under tidig draktighet

Det ar svart att bedoma tidsaspekter hos hund under tidig draktighet da olika studier anvander

olika handelser som utgangspunkt. Antal dagar fran ovulation till férlossning har visats vara

konstant hos tik oavsett ndr parning skett (Tsutsui et al., 2006). Detta trots att parning visades
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ske med ett intervall pa 57-72 dagar innan férlossning. Enligt Concannon et al. (2001b) ses en
okad hastighet i embryoutveckling mellan tva-cellsstadiet och 16-cellsstadiet hos oocyter som
genomgatt en langre oocytmognad, vilket skulle gora att tidsaspekten vid implantation hos
hund blir relativt konstant i forhallande till LH-toppen och ovulation.

Perioden mellan blodflytning fran vulva till ovulation har ocksa visats ha stor variation (3-31
d) med ett medeltal pa ca 11 dagar (Hori et al., 2012).

Med en genomsnittlig langd av dstrus pa 5-10 dagar och det faktum att LH-toppen sker ca ett
dygn innan ovulation (Concannon, 2011) motsvarar exempelvis dag 10 efter 6strus slut 16-21
dagar efter LH-toppen.

Barrau et al. (1975b) har beskrivit hur livmodern hos tik forandras under forsta halvan av
draktighet enligt foljande:

Dag 10 (efter dstrus slut, dvs motsvarande 16-21 dagar efter LH-toppen): Okad svullnad
kunde ses vid respektive implantationsplats i uterushornen till foljd av édem.

Dag 12: Tillvaxt av kryptor och bildning av lacunae (haligheter) kunde ses i endometriet. |
kryptornas epitel kunde mitotisk aktivitet ses.

Dag 13: Invasion av endometriet paborjades. Syncytiotrofoblaster kunde ses utanfor
cytotrofoblaster i forhallande till fosterhinnans bindvav och kilades gradvis in i det maternella
epitelet som delvis lossnade fran basalmembranet. Trofoblastceller sags darefter véxa in i den
maternella kapillarbddden och spred ut sig successivt. Samtidigt gick syncytialcellerna
djupare in mot de maternella kortlarna och penetrerade kortelepitelet som separerades fran sin
blodfdrsorjning. Syncytiotrofoblaster sags utéva fagocytos av omgivande maternell vavnad.

Dag 16: Implantationsplatsen expanderades ytterligare. | kryptregionen sags fokal nekros och
kryptorna vid implantationsplatsen blev langre och tétt packade. Vid kryptbasen férstorades
lacunae och nérliggande lacunae separerades av ett tunt lager med bindvév. Kortlarna i den
basala zonen var forstorade och decidualceller kunde ses. Ytterligare nekros kunde ses med
extravasalt blod, troligen maternellt, som resultat och som fagocyterades av de omgivande
syncytiotrofoblasterna.

Dag 18: Trofoblaster kunde ses djupt in i endometriet och utlinjerade den nekrotiska zonen
som hade Okat kraftigt i storlek.

Dag 26: Trofoblasterna nadde sitt maximala djup i endometriet och syncytiet expanderade till
att omge de maternella karlen.

Dag 35: Syncytiet tunnades ut och endast fa cytotrofoblaster kvarstod. Decidualceller kunde
ses ndra maternella karl omgivna av syncytialceller. Barridren mellan fetala och maternella
karl var mycket tunn.



Maternal recognition of pregnancy

Det &r inte helt klarlagt i litteraturen om MRP (maternal recognition of pregnancy) finns hos
tik men mycket tyder pa det. Schafer et al. (2008) har pavisat mRNA for interferon-y (IFN-
v), CD-8 och interleukin-4 (IL-4) i uterus hos dréktiga tikar fore implantation (d 10-12 efter
parning), vilka saknas hos icke-draktiga tikar vid motsvarande tidpunkt.

Matrix metalloproteinaser (MMP-2 och MMP-9) har setts hos dréktiga och icke-dréktiga tikar
men med olika distribution (Beceriklisoy et al., 2007). Uttryck av. MMP-2 har hittats i
endotel, glatt muskulatur, myometrium och vid bildning av placenta dven i fetala blodkarl
samt trofoblaster. Forhojt MMP-2 har setts i endometriet hos draktiga tikar jamfért med icke-
dréktiga tikar, men ingen signifikant skillnad kunde ses mellan olika dagars draktighet. MMP-
9 har pavisats i blodkarl, glatt muskulatur och i maternellt ytepitel samt kortelepitelceller. De
hogsta nivaerna av MMP-9 kunde ses vid preimplantation. Staun-Ram et al. (2004) visade att
MMP-2 var involverad i trofoblast-invasion vid 6-8 veckor hos ménniska och dven MMP-9
nagra veckor senare.

HSP 70 (heat shock protein) i serum har visats ha betydelse som markdr for tidig dréktighet
hos hund och tros understddja bibehallen draktighet enligt en sammanstallning av (Schéfer-
Somi, 2012). Lagre nivaer pavisades hos tikar under tidig draktighet (ca 7-15 d efter
ovulation) jamfort med icke-draktiga tikar. Avsaknad av mRNA for MHC klass | och I
beskrivs som en ytterligare skyddande atgard for att embryot inte ska uppfattas som
kroppsframmande. Aven apoptossystemet FasL foreslas vara involverad i embryots forsvar
mot tikens immunfoérsvar, och uttryck av Fas och FasL har visats ha sitt maximum under
preimplantation for att vid implantation sjunka drastiskt. Dessutom har cytokinuttrycket i
uterus under preimplantation och implantation visats ge ett Th2-svar, vilket ar viktigt for
embryodverlevnad.

Angiogenes i metdstrus och tidig draktighet

Under pre-implantation (d 10-12 efter parning) sags ett okat genuttryck for Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) och en av dess receptorer, VEGFR-2, vid jamfdérelse med
metostrus, och som sedan sjonk da placentan hade etablerats (Schafer-Somi et al., 2012)
vilket &ven visats av Bukowska et al. (2011). VEGFs betydande roll vid tidig draktighet har
visats av Douglas et al. (2009) pa moss dar antikroppar mot receptorn VEGFR-2 orsakade
abort p.g.a. reducerad angiogenes. Hos manniska har interferon-a. (IFN-a) setts hamma
genuttrycket av tillvaxtfaktorn VEGF i tumorer och dédrmed &ven hdmma angiogenes via
minskad densitet av mikrovaskularisering (Marschall et al., 2003). Sugiura et al. (2004)
visade att uttryck av IFN-y hos hund h&mmas av progesteron med en Okad
infektionsbendgenhet som foljd medan 6strogen stimulerade IFN- y uttrycket. Hos mink, som
ocksa har endoteliochorial placenta, har prostaglandin E, (PGE;) visats ha en betydande roll
for vaskularisering i uterus och vid placentabildning genom att paverka VEGF (Lopes et al.,
2006).
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Desmarais et al. (2008) har visat att 6kade nivaer av tillvaxtfaktorn progranulin leder till en
aktiv cellproliferation, remodulering samt 6kad angiogenes i livmodern hos mink. Progranulin
sags i cytotrofoblaster och fetala kapillarer samt i maternellt endotel med hjalp av
immunohistokemi. De visade &ven att sekvensen for exon 1 och 2 for progranulin hos mink
har en dverensstammelse med hund pa 94.9%.

Vid ovulation och implantation har Platelet-Activating Factor (PAF) visats stimulera till
proliferation och angiogenes enligt sammanfattning av Schafer-Somi et al. (2012). Schéfer-
Somi et al. (2012) presenterade &ven en egen studie som visade uttryck av PAF och dess
receptor (PAF-R) vid pre-implantation jamforbara med metostrus hos icke-dréktiga tikar.
Darefter sags de sjunka mera hos dréktiga jamfort med icke-draktiga individer. Samma studie
visade att epithelial growth factor (EGF) hade sin maximala niva under implantation med
hogre vérden jamfort med metostrus (dock ej signifikant) for att sedan falla till och med dag
45,
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MATERIAL OCH METODER

Uterusvavnad

| samband med kastration samlades vavnadsmaterial fran tiklivmaodrar i olika stadier av
metodstrus samt under tidig dréktighet vid Veterinarhogskolan i Vila Real i Portugal (Rita
Payan Carreira, PhD, DVM, Escola de Ciéncias Agrarias e Veterinarias) under aren 2005-
2012.

Tikarnas cyklusstadium faststalldes baserat pa progesteronprov (Concannon et al., 1975),
vaginalcytologisk undersokning enligt Schutte (1967), morfologisk (makro och mikro)
inspektion av aggstockar (Andersen & Simpson, 1973) och en histologisk beddémning av
uterus. LH-toppen (baserat pa progesteronprov) anvandes som utgangspunkt for antalet
draktighetsdagar. Vid osakerhet om reproduktionsstadium exkluderades materialet fran
foreliggande studie.

Totalt inkluderades 29 kliniskt friska tikar (Tabell 1). I metdstrus valdes 17 individer ut
baserat pa kriterierna ovan, d.v.s tidig metdstrus motsvarar ungefar de tva forsta veckorna
under metostrus, mitt-metostrus de kommande fyra veckorna och darefter sen metdstrus de
sista tva veckorna av lutealfasen. De 12 draktiga tikarna delades in i tre grupper baserat pa
antal dréktighetsdagar.

Histologisk undersdkning

Vavnadsmaterial, i form av tvarsnitt fran mittregionen av ett av livmoderhornen, togs
omgaende efter kastration och fixerades samt forvarades i 4 % buffrad formalin. Infor
inbaddning trimmades vdvnadsproverna till ca 2 mm tjocka skivor som skoljdes i
fosfatbuffert. Efter dehydrering i Okande koncentrationer av etanol, bé&ddades
vavnadsproverna i vattenloslig resin (Leica Historesin, Heidelberg, Germany), snittades i 2
pum tunna snitt och firgades med haematoxylin-eosin.

| ett Nikon Microphot-FXA mikroskop med objektiv x40 (Bergstrom Instrument AB,
Stockholm, Sweden) utvarderades uterus histologiskt, speciellt avseende karl-, kortel- och
leukocytforekomst i endometriet varefter bilder togs av utvalda preparat (se nedan).
Utvarderingen blindades genom kodade glas och alla histologiska bedémningar respektive
morfometriska berakningar utférdes av samma person (Malin Parming).

| varje snitt valdes tre artefaktfria och representativa omraden i endometriet ut (i anslutning
till ytepitel och ytlig respektive basal zon, d.v.s. ndra myometriet) med en area pa 0.04 mm?
(230 x 173 um), d.v.s. totalt 0.12 mm? studerades per individ. Avsikten var att jamfora
kapillarbadd, kortel- och leukocytantal. Inom den bestdmda fotomikroskopsarean (se ovan)
réknades antalet kapillarer och venulae med fyra eller farre endotelcellskarnor i tvarsnitt samt
antalet leukocyter (plasmaceller, lymfocyter, neutrofiler och monocyter/makrofager) i
bindvavsstromat. R&kning gjordes av totala antalet karl, karl angransande till kortlar samt kérl
som ses bukta in i kortelepitelets basallamina, for att se eventuell skillnad i néarhet till kortlar.
Antalet korteltvarsnitt i denna area raknades ocksa.
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Tabell 1. Beskrivning av hundarna i denna studie

Individ Ras Alder Ovrig info Reproduktionsstatus
Gr1(9st)
Blandras* 18 man Tidig metdstrus
Blandras* 2 ar Tidig metostrus
Blandras* 18 mén Tidig metdstrus
Blandras* 16 mén Tidig metdstrus
Blandras pointer 6 ar Tidig metdstrus
Blandras* 12 mén Tidig metdstrus
Blandras* 19 mén Tidig metdstrus
Gr 2 (5st)
Blandras pudel 12m Mitt-metdstrus
Blandras* 18 m Mitt-metdstrus
Blandras* 2ar Mitt-metostrus

30d i metdstrus  Mitt-metdstrus

Podenco 18 man Mitt-metdstrus
Gr 3 (3st)

Boxer 3ar Sen metdstrus

Blandras* 18 man Sen metdstrus

Schafer 10 man Sen metdstrus
Gr 4 (6 st)

Labrador 11 mén Dréktig d 8-9

Labrador 14 mén Draktig d 8-9

Labrador 9 man Draktig d 8-9

Labrador 9 man Draktig d 8-9

Labrador 12 mén Dréktig d 8-9

Blandras labrador 8 man Draktig d 8-9
Gr5 (3st)

Labrador 7 arx* Tid dréaktighet Draktig d 13-15

Pincher 12 mén Draktig d 13-15

Blandras 12 man Draktig d 13-15
Gr6 (3 st)

Labrador 12 mén Draktig d 18

Labrador 12 mén Draktig d 18

Labrador 10 man Draktig d 18

*Blandras <12-13 kg

**Utskiljer sig i lder och det faktum att individen tidigare varit draktig
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Statistik

Statiska berékningar gjordes i SAS english version 9.2 med Anova och for att jamféra om
skillnad foreldg mellan de olika grupperna (1-6) anvandes Sheffé’s test (icke-parametriskt).
Darefter beraknades medelvarde och standardfel (SE). Aven Mann Whitney test (icke-
parametriskt) anvandes for att jamfora skillnad mellan tva av grupperna parvis dar tendens till
skillnad forelag i Sheffé’s test. Figurerna ar gjorda i Graph pad Prism 5 for Windows version
5.02.
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RESULTAT

Karl

Signifikant skillnad (p<0,05) kunde ses i totala antalet kérl i anslutning till ytepitel mellan
mitt-metostrus (grupp 2, 482,5+129,7) och tidig dréktighet dag 8-9 (grupp 4, 42,3+10,3) (Fig.
2-4). Ovriga grupper visade ingen signifikant skillnad i Sheffé’s test. Med Mann Whitneytest
kunde aven signifikant skillnad (p=0,037) pavisas under tidig metostrus (grupp 1, 305,2+70,5)
jamfort med tidig draktighet dag 8-9 (grupp 4, 42,3+10,3) som hade ett lagre totalt antal karl.
Generellt sags lagre medelvarden med en mindre variation under tidig draktighet dag 8-18

jamfort med tidig och mitt-metdstrus.

o

Figur 2: Karl i anslutning till ytepitel
under tidig metostrus.

15

Figur 3: Kéarl i anslutning till ytepitel
vid tidig draktighet d 8-9.

Figur 4. Totala antalet karl i
anslutning till endometriets ytepitel i
olika stadier av met6strus (grupp 1-
3) och tidig draktighet (grupp 4-6).
Medelvarde + SE. Signifikant
skillnad kan ses mellan Gr 2 och 4
(p<0,05). Med Mann Whitney test
kunde &ven signifikant skillnad
mellan Gr 1 och 4 (p~0,037).
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Figur 5. Totala antalet karl i ytlig
zon av endometriet i olika stadier av
metostrus (grupp 1-3) och tidig
draktighet (grupp 4-6). Medelvarde
+ SE.

Ingen signifikant skillnad férelag mellan de olika
reproduktionsstadierna avseende totala antalet kérl
i varken den ytliga (Fig. 5) eller basala zonen
(Fig. 6) av endometriet, men generellt sdgs laga
medelvarden vid tidig draktighet dag 8-18 och
med en mindre variation i jamforelse med tidig
metostrus.

Ingen signifikant skillnad kunde ses avseende
antalet karl i anslutning till kortlar eller ké&rl som
ger en inbuktning av kortelepitelets basallamina
(Fig. 7), vare sig i anslutning till ytepitel, ytlig
eller basal zon av endometriet.

Kortlar
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Figur 6. Totala antalet karl i basal
zon av endometriet i olika stadier av
metostrus (grupp 1-3) och tidig
draktighet (grupp 4-6). Medelvarde +
SE.
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Figur 7. Karl i narhet till kértlar inklusive
karl som ger inbuktande basallamina i
kortelepitelet.

Ingen signifikant skillnad kunde ses mellan de undersdkta grupperna avseende antalet

korteltvarsnitt i anslutning till ytepitel.

Vid jamforelse av de olika grupperna avseende antalet korteltvarsnitt per mm? i den ytliga
zonen av endometriet sags ingen signifikant skillnad med Sheffé’s test (Fig. 8). Med Mann
Whitneytest sags dock en tydlig tendens (p= 0.052) till skillnad mellan tidig metostrus (grupp
1, 79£15,9) och tidigt dréktiga dag 8-9 (grupp 4, 37,7£5,6) som hade ett lagre antal

korteltvarsnitt.

16



150+ 300+

N N

< 100+ < 200-

Ko Ko

= T -

E 50 © 1004

< <

0 T 0 .-.l T =
-] 1 1) © 4 -] ™ 1) ©
Grupp Grupp

Figur 8-9. Totalantal korteltvarsnitt i endometriet i olika stadier av metdstrus (grupp 1-3)
och tidig draktighet (grupp 4-6). Medelvérde + SE. Fig. 8 (till va): Ytlig zon av endometriet.
Fig. 9 (till ho): Basal zon av endometriet. Ingen signifikant skillnad kan ses mellan
grupperna 1-6 med Sheffé’s test. Med Mann Whitneytest kunde dock tendens till skillnad
visas mellan gr 1, tidig metostrus, och 4, tidig draktighet dag 8-9, i bade ytlig zon av
endometriet (p~0,052) och basal zon av endometriet (p~0,056).

Vid jamforelse av de olika grupperna avseende antalet korteltvérsnitt per mm? i den basala
zonen av endometriet sags ingen signifikant skillnad med Sheffés test (Fig. 9). Dock sags en
tydlig tendens till skillnad (p=~ 0,056) med Mann Whitney test mellan tidig metdstrus (grupp
1, 107,7+15,2) och tidig draktighet dag 8-9 (grupp 4, 62,8+12,6), som hade ett lagre antal
korteltvarsnitt i den basala zonen.

Immunceller

Enstaka monocyter/makrofager och plasmaceller (Fig. 10a och 10d) kunde generellt ses i
endometriets bindvav men ingen skillnad forelag mellan de olika reproduktionsstadierna. Den
mest frekvent forekommande typen av immuncell var lymfocyten (Figur 10c). Antalet
lymfocyter i anslutning till endometriets ytepitel (Fig. 11) var signifikant hogre (p<0,05) vid
draktighet dag 18 (grupp 6, 125,7+14,5) bade jamfort med mitt-metdstrus (grupp 2,
35,2+17,1) och sen metdstrus (grupp 3, 25,1+0), men inte med tidig metdstrus. Ingen skillnad
i forekomst av lymfocyter sags i den ytliga eller basala zonen av endometriet.
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Figur 10. Pilar markerar a: monocyt/makrofag; b: neutrofiler; c: lymfocyt i
anslutning till ytepitel; d: plasmacell.

Antalet neutrofiler (Fig. 10b) i den ytliga zonen av endometriet (Fig. 12) var signifikant hdgre
(p<0,05) hos individer sent i met6strus (grupp 3, 83,8+£36,5) jamfort med Ovriga grupper
forutom tidigt draktiga dag 13-15. | 6vriga delar av endometriet sags inga skillnader.
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Figur 11. Antal lymfocyter i anslutning Figur 12. Antal neutrofiler i den ytliga
till endometriets ytepitel i olika stadier av zonen av endometriet i olika stadier av
metdstrus (grupp 1-3) och tidig draktighet metostrus  (grupp 1-3) och tidig
(grupp 4-6). Medelvarde £ SE. Signifikant dréktighet (grupp 4-6). Medelvarde +
skillnad (p<0,05) kan ses mellan gr 2 och SE. Signifikant skillnad (p<0,05) kan
6 samt mellan gr 3 och 6. ses mellan gr 3 och gr 1,2,4 respektive

6.
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DISKUSSION

| den har studien jamfordes forekomsten av karl, kortlar och immunforsvarsceller i
tikendometrium under metdstrus och tidig draktighet (d 8-18).

Man skulle kunna forvénta sig en 6kad vaskularisering i endometriet infor placentabildning.
Dock pavisades en lagre forekomst av totalt antal karl nara ytepitelet hos tidigt draktiga dag
8-9 jdmfort med tikar i tidig metdstrus, men dréktighetsdag 13-18 skiljde sig inte statistiskt
fran de andra stadierna. Generellt sett var medelvarden och variation (SE) under tidig
draktighet lagre &n vid tidig mettstrus, som de narmast motsvarar tidsmassigt, vilket skulle
kunna tyda pa en beredskap infor den degeneration av endometriet som sker under
placentabildningen vilken ar invasiv hos hund. Det skulle ocksa kunna vara sa att signaler,
tex. tillvaxtfaktorer, specifika for draktighet har fordrojd paverkan pa karlforekomst i
endometriet och darmed annu inte har givit effekt innan 18 dagars draktighet efter LH-toppen,
vilket ocksa &r tidigt i forhallande till placentabildningens start. Alternativt var antalet tikar i
denna studie for fa for att skillnader skulle kunna ses. Skillnad sags ocksa i férekomst av karl
i anslutning till endometriets ytepitel mellan draktighet dag 8-9 och mitt-metdstrus (ca fran
dag 14 till 42) som hade ett storre totalt antal kéarl, men da de var i olika skeenden av
lutealfasen &r det svart att dra slutsatser fran detta. Sannolikt ar tidig metdstrus och borjan av
mitt-metdstrus de delar av metdstrus som ar mest lika tidig dréktighet dag 8-18 ur ett
fysiologiskt perspektiv.

Teoretiskt anses det inte kunna ske nagon utsondring fran embryot medan det fortfarande ar
inneslutet i zona pellucida, men anda kan forandring ses i endometriet hos tik redan fore
implantation (Barrau et al., 1975b). Det &r inte klarlagt hur detta sker, men skulle kunna bero
pa en ren mekanisk paverkan fran embryon i zona pellucida alternativt att parning inklusive
komponenter i sperman paverkar. Hos mus har zona pellucida visat sig vara permeabel for
vissa molekyler som immunoglobuliner samt ferritin vilket d&ven har setts hos mink (Hastings
et al., 1972) men detta har inte visats hos hund. Tillvaxtfaktorer som VEGF har setts oka
under preimplantation (d10-12 efter parning) och likasa MMP-2 och -9 (Beceriklisoy et al.,
2007) som hos andra arter visats vara relaterat till invasion av endometriet (Staun-Ram et al.,
2004). Aven faktorer som IFN-y, CD-8 samt IL-4 i uterus har foreslagits vara involverade i
Maternal Recognition of Pregnancy hos hund (Schéfer et al., 2008). Ytterligare studier
behovs for att klargora signalering under den perioden och vilka vavnadsforandringar
inklusive karlutveckling som eventuellt skiljer mellan dréktiga och icke-draktiga tikar.

Denna studie visade tendens till 1agre antal korteltvarsnitt i ytlig och basal zon av endometriet
under tidig draktighet dag 8-9 jamfort med tidig metdstrus. Detta skulle kunna vara till f6ljd
av 6dem som en inflammatorisk vavnadsreaktion efter parning, vilket gor att antalet kortlar
forefaller vara farre i en given snittarea, &ven om det faktiska kortelantalet &r detsamma. |
denna studie har inte arean pa kortlarna matts och kortlar har inte delats in beroende pa storlek
vilket kan paverka resultaten.

De mest frekvent férekommande av leukocyterna under alla reproduktionsstadier i denna
studie av tikendometrium &r lymfocyter, vilket dven har visats av Chu et al. (2006). | denna
studie sags signifikant hogre antal lymfocyter i anslutning till ytepitel vid tidig draktighet dag
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18 jamfort med mitt-metdstrus och sen metdstrus. Ingen skillnad kunde ses gentemot tidig
metostrus, men draktighet dag 18 ar dock motsvarande borjan av mitt-metostrus. Det laga
antalet lymfocyter i anslutning till ytepitelet under sen metdstrus skulle kunna ha ett samband
med att progesteron generellt sett visats hamma immunfdrsvaret i tiklivmodern (Sugiura et
al., 2004). Hos de tidigt dréaktiga ar progesteronnivan ocksa hdg, men det signifikant hogre
lymfocytantalet dag 18 efter LH-toppen jamfort med bade mitt- och sen metGstrus kan
darmed antas bero pa effekter av parning och/eller draktighet. | studier av Chu et al. (2006)
sags dock ett hogt antal lymfocyter i anslutning till ytepitel i sen metdstrus jamfort med tidig
och mitt-metostrus.

Endast ett fatal neutrofiler kunde pavisas under tidig draktighet, men antalet neutrofiler var
hogt sent i metdstrus i den ytliga zonen av endometriet. Detta skulle kunna vara en tillfallighet
att dessa djur ligger hogt da antalet individer i sen metostrus ar fa. Vid artificiell insemination
av sperma i tik har det dessutom pavisats ett inflammatoriskt svar med neutrofiler (England et
al., 2012), vilket gor resultatet med ett hogt neutrofilantal i sen metdstrus i denna studie
ytterligare motsagelsefullt.

Ingen signifikant skillnad kunde ses for monocyter/makrofager och plasmaceller i de olika
stadierna, och bada celltyperna férekom séllan. Om det finns kvalitativa skillnader i de
celltypernas aktivitet kravs andra metoder an den hér studien anvant. Da valdigt fa studier ar
gjorda om immunceller vid tidig draktighet hos hund behdvs ytterligare studier inom amnet.

De flesta av individerna i denna studie var 1-2 ar vid kastrationstillfallet. Dock sarskilde sig
en av individerna i gr 5, d.v.s. draktiga dag 13-15, fran resterande med en alder pa 7 ar och
tidigare genomgangen draktighet vilket skulle kunna paverka resultatet. De flesta dréktiga
tikar tillhoérde rasen labrador vilket gav en ¢kad homogenitet jamfort med individerna i
met6strus dar de flesta var blandraser, ibland dven av en mindre storlek samt i olika aldrar.

Forutom av variationen i djurmaterial kan resultaten i denna studie aven ha paverkats av att
antalet hundar i en del av grupperna var pa gransen till for fa. Vardena inom grupperna under
tidig dréktighet varierar dock inte lika mycket som de icke-draktiga djurens, men detta kan
ocksa paverkas av rasens homogenitet. Hos varje individ valdes tre representativa platser i
endometriet ut (i anslutning till ytepitel, ytlig respektive basal zon). Aven om vivnadssnittet
generellt sett inte sag ut att skilja sig mellan olika platser pa respektive niva, kan detta ha
paverkat och ytterligare studier dar man istallet tittar pd flera omraden hos samma individ
skulle kunna ge en storre sékerhet i resultaten.

Sammanfattningsvis har en minskad karlférekomst pavisats i anslutning till ytepitel under
tidig dréktighet dag 8-9 jamfort med tidig och mitt-metdstrus men mellan évriga stadier ses
ingen skillnad. For densiteten av korteltvarsnitt kunde ingen skillnad visas &ven om tendens
till ett lagre antal under tidig draktighet forelag. Viss skillnad kunde pavisas avseende
immunceller, med fler lymfocyter under draktighet dag 18 jamfort med mitt- och sen
metostrus. Ytterligare studier med fler individer och ett mera enhetligt djurmaterial behovs for
att kunna avgora om, hur och nar parning och tidig draktighet paverkar endometriet jamfort
med situationen hos den icke-draktiga tiken.
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