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SAMMANFATTNING

Detta arbete dr en del av den forskning som bedrivs inom Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU) for att 0Oka kunskapen om den svenska
lodjursstammen. Det Gvergripande projektet, varav detta projekt ar en del, syftar
till att studera konsfunktionerna hos svenska lodjur. Ett mal inom det
Overgripande projektet ar att 6ka kunskapen om lodjurets reproduktionsfysiologi

Alla lodjur som dodas eller som patraffas doda ska sandas till Statens
veterindrmedicinska anstalt (SVA). Det ger mojligheter att studera
reproduktionsorgan fran ett stort antal individer. Preparaten som anvands i denna
studie &r fran eurasiska lodjur som inkommit till SVA under aren 2009, 2010 och
2011. Preparaten var uppdelade efter vilket ar lodjuren hade inkommit till SVA.

For att sakerstélla att resultatet ej paverkades av bakgrundsfakta om individerna
var allt material kodat. Jag hade ingen kunskap om, eller insikt i, hur koderna var
kopplade till stadium, alder eller dylika bakgrundsfakta. Det var sdledes en
blindstudie.

Syfte i detta delprojekt &r att testa om det angreppssétt som valts kan anvandas for
utvardering av vilka matt och metoder som ar relevanta for bedémning av
lodjurshonans brunstcykelstadium med hjélp av ljusmikroskopi.

Huvudhypotes &r att utvardera om det finns samband mellan den férdefinierade
indelningen i brunstcykelstadier och de parametrar som bedéms och mats med
ljusmikroskop.

Beddmning och matningar gjordes av antal cellager i vagina, om vaginalepitelet
var forhornat eller ej, kortelaktivitet i endometrium, samt endometriets och
myometriets tjocklek. Né&r ljusmikroskoperingen genomforts och data insamlats,
gjordes en statistisk analys mot den kodning som gjorts av handledarna.
Materialet var begransat med preparat fran 40 individer, med ett bortfall av upp
till 7 matvarden i vissa delar av analysen. Det skapar en statistisk osékerhet, men
utifran genomforda statistiska analyser tyder resultatet pa att det ar mojligt att med
ljusmikroskopisk undersékning av vagina och livmodern gar att faststalla vilken
fas i brunstcykeln en lodjurshona befinner sig i. Detta trots att ndgra av preparaten
delvis var forruttnade.

Slutsatsen &r utifran gjord studie att ljusmikroskopering ar en bekraftelse av
huvudhypotesen, det finns tydliga samband mellan den fordefinierade
beddmningen i brunstcykelstadier och de parametrar jag beddmt och matt med
ljusmikroskopet. Darmed kan den anvanda metoden med ljusmikroskopering och
matning och beddmning av preparaten vara en anvandbar metod som kan
anvandas for att 6ka kunskapen om lodjurens reproduktion.



SUMMARY

This project is part of the research conducted at the Swedish University of
Agricultural Sciences to increase knowledge about the Swedish lynx population.
The larger project, of which this project is a part, aims to study the reproductive
physiology of the Eurasian lynx.

All lynx killed or found dead in Sweden has to be sent to the National Veterinary
Institute (SVA). This provides the possibility to study the reproductive organs
from a large number of individuals. The microscopic slides used in this study
originate from Eurasian lynx carcasses which arrived at SVA during the years
2009, 2010, 2011.

To ensure that the results were not affected by background data about the
individuals, all material in this study was coded. | had no knowledge of how the
codes were connected to the estrus cycle, age or other background facts about the
animals. It was thus a blind study.

The aim of this project is to test if the selected method can be used to evaluate
which parameters and methods are relevant to determining which stage of the
estrus cycle a lynx female is in, using light microscopy.

The main hypothesis is to investigate if there is a relation between the pre-defined
stages of the estrus cycle the subject was in, and the parameters | measure using a
light microscope.

Assessment was made of the number of cell layers in the vaginal epithelium, if the
vaginal epithelium was keratinized or not, glandular activity in the endometrium,
as well as the thickness of the endometrium and myometrium. When the practical
work with light microscopy was finished and all data collected, statistical analysis
was performed. The data was limited, with samples from 40 individuals, with a
loss of up to 7 individuals in parts of the analysis. This leads to increased
uncertainty, but based on the statistical analyses performed, the results indicate
that it is possible to determine which estrus cycle stage a female lynx is in using
light microscopy, this in spite of post mortem degeneration in some of the
samples.

The conclusion is that the results confirm the main hypothesis. There are clear
correlations between the estrus cycle stages, and the parameters measured with the
light microscope. Thus, this method of measuring and evaluating tissue using light
microscopy could be a useable method to increase the knowledge of the
reproductive physiology of the lynx.



INLEDNING

Det Overgripande projektet

Detta arbete ar en del av den forskning som bedrivs inom Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU) for att Oka kunskapen om den svenska
lodjursstammen. Det 6vergripande projektet, varav detta projekt ar en del, syftar
till att studera konsfunktionerna hos svenska lodjur. Ett mal inom det
overgripande projektet &r att 6ka kunskapen om lodjurets reproduktionsfysiologi.
Utokad kunskap om lodjurens reproduktion kan leda till att man far battre verktyg
inom flera omraden.

Da lodjuret &r en predator i toppen av naringskedjan kan man soka efter effekter
pa deras reproduktionsorgan och reproduktiva formaga, som kan vara orsakade av
miljoféroreningar upptagna fran deras bytesdjur. Det bedrivs arligen licensjakt pa
lodjur i syfte att halla populationen under kontroll, detta trots att man saknar
tillforlitliga metoder for att beddma populationens storlek. Fram till idag har
studier av lodjur framst bedrivits med hjalp av halsband férsedda med
radiosandare och rakning av spar i sno (Linnell et al. 1998).

Alla lodjur som dodas eller som patraffas doda ska sandas till Statens
veterindrmedicinska anstalt (SVA). Det ger mojligheter att studera
reproduktionsorgan fran ett stort antal individer. Studierna av organ fran dessa
lodjur kan bland annat ge 6kad kunskap om alder for konsmognad, parningstid,
sasongsmassighet, fertilitet, kullstorlek, forekomst av patologiska tillstand i
konsorganen, infertilitet och spermiekvalitet. Manga faktorer kan paverka
lodjurens Gverlevnadsformaga. Exempel kan vara inavel, miljogifter och
klimatforandringar. Da historiska data &r bristfalliga ar det svart att utvardera
dessa effekter.

| det 6verordnade projektet ingar att underséka organ bade fran handjur och fran
hondjur. Férutom brist pa historiskt insamlad och systematiserad data, saknas
aven verktyg som ger mojlighet att bedoma vilka faktorer som paverkar stammens
utveckling over tiden. Eftersom vissa miljogifter har visat sig kunna paverka
andra djurslag, sa kan de aven paverka lodjuren och deras livsbetingelser.

For att kunna analysera lodjursstammens utveckling och olika faktorers eventuella
paverkan pa populationen, kravs insamling och kategorisering av tillracklig
mangd grunddata. Dessa grunddata kan utgdra en del av basen for framtida studier
av stammens utveckling och bidra till forstaelse for orsaker till denna. For att
kunna tolka insamlade data behtvs metoder och verktyg.



Det eurasiska lodjuret

Lodjur ar solitara djur, forutom honor nar de lever tillsammans med arets
avkomma. Bade hanar och honor har individuella revir, som markeras med
kortelsekret, urin och troligen faeces (Breitenmoser et al. 2000). Historiskt sett har
intensiv jakt bedrivits pa lodjur i Skandinavien, och man uppskattar att det under
tidigt 1900-tal fanns endast cirka 100 individer i Sverige och Norge tillsammans
(Hellborg et al. 2002). | Sverige finns idag lodjur i de flesta delar av landet norr
om 60:e breddgraden, som gar nara Uppsala. Antalet lodjur uppskattades 2001 till
ca 1500 (Lutz et al. 2005).

Det skandinaviska lodjuret kan baserat pa genetiska analyser struktureras in i tre
distinkta grupper (Jakobsen et al. 2003), troligen uppdelade i nordliga, centrala
och sydliga subpopulationer inom Skandinavien. | studien visar de ocksa att lodjur
fran den Skandinaviska halvon representerar en gren som tydligt skiljer sig fran de
europeiska artfranderna. De anser vidare att férekomsten av dessa substrukturer
inom populationen tidigare varit okdnda och ovéantade, utifran allméanna
antaganden om artens rorlighet, historiska data och geografiska barridrer. Detta
anser jag vara ytterligare belagg for att mer forskning kravs, da det uppenbarligen
dragits felaktiga slutsatser orsakade av bristféllig data och kunskap.

Det anses att lodjuret inte far samma uppmarksamhet i media, som de andra stora
rovdjuren vargen och bjornen far (Breitenmoser et al. 2000). Trots detta skall
lodjuren enligt forfattarna ha ett rykte som ar minst lika negativt, om inte vérre,
hos jagare och bonder. Det eurasiska lodjuret (Lynx lynx) ar en av fyra arter inom
sléktet Lynx (Dehnhard et al. 2010). De andra arterna &r rddlo (Lynx rufus),
kanadensiskt lodjur (Lynx canadensis) och panterlo (Lynx pardinus). Det
eurasiska lodjuret &r den storsta lodjursarten, den tar storre byten jamfort med de
tre andra lodjursarterna (Breitenmoser et al. 2000). De tre mindre lodjursarterna
benamns i artikeln som medelstora rovdjur, vilka livnar sig framst pa
lagomorpher, som i var del av varlden representeras av kaninen och haren.

Panterlon, som endast aterfinns i Spanien och i granstrakterna mellan Spanien och
Portugal, &r varldens mest utrotningshotade kattdjur (Andren och Liberg 2006).
Det finns endast ca 200 individer kvar i vilt tillstand (Carnaby et al. 2012). De
huvudsakliga anledningarna till att panterlon har minskat sa kraftigt i antal och nu
nastan dr utrotad, tros vara forlust av habitat samt att deras bytesdjur, europeisk
vildkanin (Orytolagus cuniculus), decimerats kraftigt av sjukdom (Von Arx och
Breitenmoser-Wirsten 2012).

Det eurasiska lodjurets utbredning stracker sig genom Skandinavien, Ryssland
och Kina, med gles population i resten av Europa och Ostasien (Breitenmoser et
al. 2007).



Reproduktion

Aven i Kanada dr kunskapen om lodjursstammarna relativt begransad. Enligt en
studie (Lucas et al, 2010) har kanadensiska lodjur tva unika begransningar
gallande reproduktion, som kan paverka dynamiken i hur populationen utvecklas.
Den forsta faktorn ar att lodjurets sdsong gallande forékning stracker sig fran sent
i februari till tidigt i april och de foder huvudsakligen i maj, vilket betyder att
deras fortplantning ar beroende av en forhallandevis kort siasong. Den andra
begransningen de namner ar det samband som visats galla mellan rekryteringen
till lodjurspopulationen och tillgangen av deras huvudsakliga byte, som i Kanada
ar haren Lepus americanus.

Lodjurens parningssasong i Skandinavien stracker sig fran februari till borjan av
april, dar parningsaktiviteten & som hdgst i mars (Kvam 1991). Kanadensiska
lodjur har en parningssasong som stracker sig fran sent i februari till borjan av
april (Fanson et al. 2010). For de enskilda individerna kan det dock réra sig om en
kortare period, da man har observerat honor i fangenskap som uppvisat
parningsbeteende under en sa kort tidsperiod som en vecka. Man har genom att
studera fekalt ostrogen kunnat se hur cykeln for de kanadensiska lodjuren
paverkas av breddgraden. Fanson et al. tror att variationen beror pa att
breddgraden paverkar dagslangden.

Till skillnad fran andra kattdjur har lodjuren kvarstaende och aktiva corpora lutea
fram till nésta parningssasong (Goritz et al. 2009, Woshner et al. 2001, Fanson et
al. 2010). Lodjurshonor blir kénsmogna vid tva ars alder (Kvam 1991).
Tvaaringar har en signifikant lagre dréaktighetsprocent, 58,8 % jamfort med 89,2
% for honor aldre an tre ar (Axnér et al. 2012). Rodlons persisterande gulkroppar
ar hormonellt aktiva 6ver flera sdsonger (Woshner et al. 2001). Studiens resultat
antyder att rodlon har en reproduktiv strategi dar draktighet bibehalls genom
funktionell inverkan fran de persisterande gulkropparna.

SYFTE

Syfte i detta delprojekt ar att testa om det angreppssétt som valts kan anvandas for
utvéardering av vilka matt och metoder som &r relevanta for beddmning av
lodjurshonans brunstcykelstadium med hjalp av ljusmikroskopi.

Huvudhypotes &r att utvardera om det finns samband mellan den fordefinierade
beddmningen i brunstcykelstadier och de parametrar jag bedémer och mater med
ljusmikroskopet.

Undersokning om en korrelation finns mellan parametrarna i livmoder och vagina
utfors ocksa.



MATERIAL OCH METODER

Lodjuren som anvénds i denna studie ar eurasiska lodjur som inkommit till
Statens veterinarmedicinska anstalt (SVA) under aren 2009, 2010 och 2011.

Preparaten var uppdelade efter vilken sédsong lodjuren hade inkommit till SVA.
Snitten fran 2009 och 2010 hade gjorts i samband med ett examensarbete fran ar
2010 (Setterlind 2010). Snitten fran 2011 bekostades med pengar budgeterade
inom detta projekt. Snittens kvalitet diskuterades och jag fick intryck av att de
senast gjorda snitten, de fran 2011, var av bast kvalitet, da laboratorieassistenten
som utforde arbetet nar preparat snittades och fixerades hade mer erfarenhet och
kunskap vid det senare tillfallet. Darfor valdes att analysera snitten fran 2011
forst, for att sedan ga genom snitten fran 2010 f6ljt av snitten fran 2009. Detta for
att fa en bra referens baserad pa det basta materialet.

Med hjélp av ljusmikroskop beddémdes antal cellager i vagina, om vaginalepitelet
var forhornat eller ej, kortelaktivitet i endometrium, samt endometriets och
myometriets tjocklek. For att sakerstilla att resultatet ej paverkades av
bakgrundsfakta om individerna var allt material kodat. Jag hade ingen kunskap
om, eller insikt i, hur koderna var kopplade till stadium, alder eller dylika
bakgrundsfakta. Det var saledes en blindstudie.

Matningar utfoérdes med hjalp av ett matokular. Matokularet kalibrerades for
10x10 samt 10x40 ganger forstoring. Kalibrering utfordes med hjalp av ett
objektglas med en skala pa, en s& kallad objektmikrometer. Vid 10x10 ganger
forstoring  motsvarar matskalan i  matokularet  millimeterskalan  pa
objektmikrometern val, dar minsta enheten pa bada blir 0,1 mm. Vid 10x40
ganger forstoring verifierades att minsta enheten pa matokularet blir 0,025 mm
med hjalp av objektmikrometern.

Matning av vaginalepitelets tjocklek utfordes endast om epitelcellerna bildade fler
an tre lager. Pa grund av vavnadens skick vid fixeringstillfallet saknade manga
preparat intakta cellager i vaginalepitelet, vilket ar en tdnkbar felkalla gallande hur
representativt vaginalepitelets mikroskopiska utseende ar for ett levande djur.
Epitelet i vaginalslemhinnan bedémdes om det var férhornat eller j. Da det var sa
fa av dessa cellager som kunde matas utfordes bara statistisk analys av antalet
cellager och inte exakta matten.

For varje preparat pa vilka matningar skulle utforas, gjordes forst en bedomning
av vad som var representativa omraden. Nar detta gjorts valdes om majligt fem
omraden ut, dar tva omraden lag under ett uppskattat medelvarde, tva omraden
Over och ett som bedémdes som néra mitten av den variation som fanns. Dessa
fem véarden lades sedan ihop och dividerades med fem. Syftet var att fa ett
representativt medelvérde.

| bérjan av mikroskoperingsarbetet mattes muskellagret i livmodern i sin helhet.
Efter ett tag noterades att det lager med ké&rl (vaskulérlager) som ofta upptréder
mellan inre och yttre lagren i myometriet varierade fran att ibland inte vara



skonjbart till att vara sa tjockt att det inte gick att utesluta att det kunde paverka
matningarna av endometriets muskulatur (se figur 1).

> LA i } RETT X
Figur 1. Det vaskulara lagret mellan de inre och yttre lagren av myometriet ar tydligt och
tjockt. E = endometrium, IM = inre myometrium, V = vaskularlager, YM = yttre
myometrium.

Myometriets tjocklek méattes om, nu med en parameter for inre myometrium (1IM),
samt en dar inre och yttre myometrium mats tillsammans, med vaskularlagret
daremellan (IM+V+YM).

Antal Kkortlar i livmoderslemhinnan har bedomts pé en tregradig skala, dar 17
anses vara lindrigt kortelinslag i bilden, 2” mattligt och 3" kraftigt (se figur 2).
Den tregradiga skalan valdes i samrad med handledare Ann-Sofi Bergqvist samt
Eva Axner.
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Figur 2. 10x10 forstoring. A: Kértlar beddmda som 1. B: Kortlar bedémda som 2.
C: Kortlar beddmda som 3.

Lodjuren var i blindstudien pa forhand indelade i grupper som baserades pa deras
brunstcykelstadium, vilka grundas pa de makroskopiska strukturer som hittats i
aggstockarna. Dessa kriterier var definierade av handledare Ann-Sofi Berggvist
och Eva Axnér. Efter de statistiska analyserna var definierade och genomférda av
handledare Patrice Humblot, presenterades de av Ann-Sofi Bergqvist anvanda
kriterierna for indelningen i brunstcykelstadium, se nedan.



Stadium Kriterier

Juvenil Inga folliklar eller Corpus Luteum (CL)
Lutealfas  Farska CL med eller utan gamla CL.
Follikelfas  Folliklar med eller utan gamla CL.
An0strus Bara gamla CL.

De statistiska analyserna utfordes i SAS (Version 9.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). For att undersoka sambanden mellan de icke kontinuerliga variablerna
(beddmning av kortlar, cellager i vaginalepitel, foérhorning av vaginalepitel)
anvandes Chi’ test. De kontinuerliga variablerna (endometriets och myometriets
tjocklek) analyserades forst med ANOVA och sedan Scheffes test.

RESULTAT

Brunstcykelstadium och vaginalepitel

Antalet cellager i epitel bedémdes utifran en indelning i fyra kategorier.
Kategorierna baserades pa antalet cellager i vaginalepitelet (se tabell 1). I de fall
dar antalet cellager var fa, var det oftast svart att entydigt bedéma antalet lager. |
de fall dar epitelet var férhornat, var det enkelt att klassificera preparatet (se figur
3 och figur 4). Vid forhorning finns alltid mer an fyra lager celler pa grund av
fysiologin bakom férhorningsprocessen. En del av preparaten hade troligen
paverkats avseende tydlighet i avgransningen mellan cellagren pa grund av
forruttnelseprocesser i materialet post mortem (se figur 5).

Totalt 40 individer studerades med ett bortfall av 6 individer pa grund av
degenererat material. Av de kvarvarande 34 individerna beddémdes 17 ha 1
cellager. Av dessa 17 tillhérde 6 gruppen juvenil, 6 gruppen lutealfas och 5
gruppen andstrus. 9 individer bedémdes ha mer &n 1 och mindre &n 4 cellager. Av
dessa 9 tillhdrde 2 gruppen juvenil, 2 gruppen follikelfas, 2 gruppen lutealfas och
3 gruppen andstrus. 8 individer beddmdes ha mer an 4 cellager. Av dessa 8
tillhdrde 7 gruppen follikelfas och 1 gruppen lutealfas.

Tabell 1. Antal individer i brunstcykelstadierna, indelade efter antal
cellager i vaginalepitelet.

Cellager
Stadium 1 >1<4 >4
Juvenil 6 2 0
Follikelfas 0 2 7
Lutealfas 6 2 1
Andstrus 5 3 0




Figur 3. 40x10 fbrsting. Prearat ar cellagren var svarare att rakna. Detta preparat
beddmdes ha tre cellager.
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Figur 4. 20x10 forstorlng Preparat dar cellagren tydligt framgar som mer &an 4 lager.
Nérmast lumen kan man se att tydlig forhorning féreligger.
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Figur 5. Forstoring 40x10. Endometrium med langt gangen karyolys.

En Chi-2 analys utférdes, sambanden mellan brunstcykelstadium och de tre
kategorierna for antalet cellager analyserades och visade ett signifikant samband
mellan brunstcykelstadium och antalet vaginalepitelcellslager (p=0,0010).

Brunstcykelstadium och férhorning av vaginalepitelet.

Chi-2 analys visar ett signifikant samband mellan stadium och férhorning av
vaginalepitelet (p<0,0001).

Av totalt 34 individer bedémdes 8 ha forhornat vaginalepitel. Av dessa 8 horde 7
till gruppen follikelfas och 1 till lutealfas (se tabell 2).

Tabell 2. Forekomst av férhornat vaginalepitel relaterat till

stadium.

Forhorning
Stadium Ja Nej
Juvenil 0 8
Follikelfas 7 2
Lutealfas 1 8
Anostrus 0 8

Antal cellager i vaginalepitel och férhorning eller g;.

Chi-2 analys visar ett signifikant samband mellan férhornat vaginalepitel och
antalet cellager i vaginalepitelet (p<0,0001). Av totala populationen pa 40
individer saknas véardet for 5 preparat. Rétt typ av vavnad kunde ej med sakerhet
identifieras i alla preparat, vilket ledde till bortfall. Detta troligtvis pa grund av
tidigare namnd degenerering av materialet.
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I gruppen for 1 cellager hamnade totalt 18 preparat, i denna grupp hittade jag
ingen forekomst av forhornat epitel. I grupp 2, som innefattar fler &n 1 och mindre
an 4 cellager, hamnade 9 preparat totalt. Inte heller hér hittade jag forhornade
epitelceller. I grupp 3 som &r de med fler &n 3 cellager, hade alla 8 preparat
forhornat epitel (se tabell 3).

Tabell 3. Férekomst av forhornat vaginalepitel relaterat till antal

cellager.

Forhorning
Cellager Ja Nej
1 0 18
>1<4 0 9
>4 8 0

Brunstcykelstadium och endometriella kértlar

Chi-2 analys visar ett tydligt samband mellan antalet endometriella kortlar och
brunstcykelstadium. | den studerade populationen var sambanden starka och
signifikanta (p<0,0001).

Den fordelning som uppvisas efter databearbetning visar pa tydliga grupperingar
trots de fa observationer som materialet representerar. Juvenila uppvisar lindrigt
utvecklade kortlar. Preparaten fran follikelfas uppvisar mattligt utvecklade kortlar.
| gruppen lutealfas ligger 6 Kklassificerade som kraftigt utvecklade och 3
klassificerade som mattligt utvecklade. | gruppen andstrus har 7 klassificerats som
lindriga och 3 som mattliga. Sammantaget kan séagas att klassificeringen av
populationen, baserat pa kortlarnas utveckling, tydligt fordelar sig inom de fyra i
forvag definierade klasserna.

Tabell 4. Observerad forekomst av kortelinslag fordelat per

stadium.

Gradering av kortelforekomst
Stadium 1 2 3
Juvenil 7 2 0
Follikelfas 1 7 1
Lutealfas 0 3 6
AnQstrus 7 3 0

ANOVA for de kontinuerliga variablerna relaterat till
brunstcykelstadium

ANOVA utférdes med General Linear Model (GLM) i SAS. Endometriets
tjocklek, inre myometriets tjocklek, samt hela myometriets tjocklek (inre
myometrium, vaskuldrlager samt yttre myometrium tillsammans) har ett
signifikant samband med brunstcykelstadium (p<0,0001).
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Endometriets tjocklek i relation till kértlar, vaginalepitel och
interaktion mellan kortlar och vaginalepitel.

Tjockleken pa endometrium i millimeter ar signifikant relaterad till forekomsten
av aktiva kortlar 1 endometriet (p<0,0001). Vi hittade inget signifikant samband
mellan endometrietjocklek och antalet cellager i vaginalepitelet (p=0,4232). Det
fanns inte heller nagot signifikant samband mellan méangden kortlar och
vaginalepitelcellslager (p=0,1192).

Inre myometriets tjocklek i relation till kortlar, vaginalepitel och
interaktion mellan kortlar och vaginalepitel.

Tjockleken pa det inre myometriet i millimeter ar signifikant relaterad till
forekomsten av aktiva kortlar i endometriet (p<0,0001). Ett signifikant samband
fanns dven mellan det inre myometriet och cellager i vaginalepitelet (p=0,0118).
Men inget signifikant ~samband mellan  mangden  koértlar  och
vaginalepitelcellslager forelag (p=0,0855).

Hela myometriets tjocklek i relation till kértlar, vaginalepitel och
interaktion mellan kortlar och vaginalepitel.

Tjockleken pa hela myometriet ar signifikant relaterad till forekomst av aktiva
kortlar i endometriet (p=0,0014). Vi fann inget signifikant samband for hela
myometriets tjocklek och cellager i vaginalepitelet (p=0,4145). Det fanns inte
heller nagot signifikant samband mellan kortlar och vaginalepitelcellslager
(p=0,3478).

Analys av brunstcykelstadium och de kontinuerliga variablerna med
Scheffes metod.

Scheffes metod anvénds for att testa om det finns signifikant skillnad mellan de
olika brunstcykelstadierna med de kontinuerliga variablerna som beroende
variabel (se tabell 5, 6 och 7).

Tabell 5. Scheffes med endometriets tjocklek som beroende variabel.

Stadium
Stadium Juvenil Follikelfas Lutealfas Anostrus
Juvenil - p<0,0001 p<0,0001 P=0,7495
Follikelfas p<0,0001 - P=0,0259 p<0,0001
Lutealfas p<0,0001 P=0,0259 - p<0,0001
Andstrus P=0,7495 p<0,0001 p<0,0001 -

Tabell 6. Scheffes metod med inre myometriets tjocklek som beroende
variabel.

Stadium
Stadium Juvenil Follikelfas Lutealfas Anostrus
Juvenil - p=0,0003 p=0,0031 p=0,9439
Follikelfas p=0,0003 - p=0,7781 p=0,0008
Lutealfas p=0,0031 p=0,7781 - p=0,0103
Anostrus P=0,9439 p=0,0008 p=0,0103 -
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Tabell 7. Scheffes med hela myometriets tjocklek som beroende variabel.

Stadium
Stadium Juvenil Follikelfas Lutealfas Angstrus
Juvenil - p=0,0002 p=0,0003 p=0,7116
Follikelfas p=0,0002 - p=0,9977 p=0,0024
Lutealfas p=0,0003 p=0,9977 - p=0,0040
Anostrus p=0,7116 p=0,0024 p=0,0040 -

DISKUSSION

Med utgangspunkt i de genomforda statistiska analyserna ar det min uppfattning
att resultatet indikerar att ljusmikroskopisk undersokning av vagina och livmoder
ar en anvandbar metod for beddmning av vilket stadium i brunstcykeln en
lodjurshona befunnit sig vid dédségonblicket.

Av parametrarna i vagina &ar forhorning av vaginalepitel starkt kopplat till
follikelfasen. Under inverkan av 6strogen fortjockas och forhornas vaginalepitelet
(Setterlind 2010). | resultaten som erhallits ser vi forvantade effekter.
Vaginalepitelet ar som tjockast och dérav ocksa forhornat i follikelfasen (se tabell
1, 2 och 3). I min beddmning av vaginalepitelets forhorning finns tre individer
med varden som kan anses avvika fran det forvantade. Det ar tva i follikelfas som
jag bedémt som ej férhornade, samt en i lutealfas som jag beddmt som forhornad.
Ovarierna, som beddmts av Eva Axnér, uppvisar for individerna i follikelfas
folliklar men inga CL. Den individ som bedémts som lutealfas har tre farska CL
samt en liten follikel. De tre individerna skots alla efter 20:e mars och bor saledes
vara i en aktiv fas. Lutealfasen foljer follikelfasen och forandringen i slemhinnan
sker gradvis. Jag tycker darfor att det &r naturligt, att granserna vid bedémning
inte &r skarpa. Déarfor kan en individ som i lutealfasen uppvisar forhornad
slemhinna, forfarande ha en slemhinna som &nnu inte helt 1&mnat follikelfasens
stadium med forhorning. De tva individer som befinner sig i follikelfas och ej
bedéms som forhornade, misstanker jag kan bero pa degraderat material och min
beddmning av detta.

Jag kan tdnka mig att antal cellager i vagina skulle vara en bra parameter &ven
kopplat till lutealfas, om man kombinerar informationen med forhorning eller ej.
Pa grund av det degenererade materialet misstanker jag att utfallet av farre
cellager blivit for stort, pa grund av forlust av epitelceller.

I beddmningen av kortelforekomst i endometriet, &r det i lutealfasen kortlarna
beddmts som mest dominerande.

N&r endometriets medeltjocklek i de olika stadierna jamfors med Scheffes test,
skiljer sig tjockleken signifikant mellan alla stadium utom andéstrus och juvenil.

Vid jdmforelse av inre och hela myometriets medeltjocklek, & samma parametrar
signifikanta for bade inre och hela myometriet. Medeltjockleken i juvenilfas
skiljer sig signifikant jamfoért med follikelfas och lutealfas. Medeltjockleken i
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follikelfas skiljer sig signifikant jamfoért med juvenil och andstrus.
Medeltjockleken i lutealfas skiljer sig signifikant fran medeltjockleken i juvenil
och i andstrus. Medeltjockleken i andstrus skiljer sig signifikant jamfort med i
follikel- och lutealfas.

Av de parametrar som undersokts i livmodern verkar endometriets tjocklek och
beddmning av kortlar i endometriet vara de som tydligast kan relateras till
lodjurshonans brunstcykelstadium. Aven myometriets inre muskellager och hela
muskellagrets tjocklek inklusive vaskuldrlagret &r signifikant kopplade till
brunstcykelstdium, fast inte lika starkt. En &ldre individ som genomgatt flera
dréktigheter kan tankas ha ett mer utvecklat och darav tjockare myometrium, samt
rikligare vaskularisering av detsamma, da karlen utvecklas under dréaktigheten for
att kunna forse fostren med det blod och den néaring de behover.

Som tidigare noterats har 2-ariga lodjurshonor lagre draktighetsprocent an de
aldre honorna (> 3 ar), vilket ocksa kan tankas ha koppling till progesteronets
funktion, att paverka de endometriella kortlarna sa de bildar substanser som
skapar en milj6 i livmodern @mnad att bibehalla draktighet. Da bade 6strogen och
progesteron paverkar de endometriella kortlarna, kan man tanka sig att lodjuren
med sina persisterande gulkroppar éver flera sasonger kan fa forstarkt effekt
géllande korteltillvéxt i follikel- och lutealfaserna under inverkan av progesteron.
Det finns dock mig veterligen for tillfallet inga tydliga tecken pa att progesteronet
har nagon effekt pa kortlarna i anostrus, vilket styrks av resultaten i denna studie.
Endometriet i anostrus har nastan identisk bedémning, som endometriet i juvenilt
stadium. Nagot ytterligare som kan tyda pa att progesteron paverkar kortlarna i
endometriet, ar att tamkatter som fatt progestagener tillfort 6ver langre tid som
preventivmedel, har fatt fortjockat endometrium som bieffekt (Chatdarong 2005).

Da den enskilda individen tycks kunna ha en forhallandevis kort sasong jamfort
med spannet inom arten, finner jag det mojligt att parningssasongen i ett s
avlangt land som Sverige paverkas av skillnaden i breddgrad.

Det kan finnas ytterligare vérde i att studera det eurasiska lodjurets reproduktion,
med tanke pa hur néra besléktade det eurasiska lodjuret och panterlon tycks vara,
géllande reproduktiv funktion. Det finns inte tillrackligt med individer av panterlo
for att kunna gora studier av samma magnitud som man kan gora for de eurasiska
lodjuren, da de &r sa nara utrotning idag som tidigare namnts.

Materialet &r litet, n=40 med ett bortfall pa n=7 vilket i sig paverkar sakerheten i
slutsatserna. Det insamlade materialet har hanterats pd olika satt fran
dodsogonblicket och tills det natt SLU. Min beddémning ar att huvuddelen av
bortfallet beror pa att djurkropparna i nagra fall varit delvis forruttnade. 1 dessa
fall, dar jag kande osakerhet vid klassificeringen valde jag att avstd fran att
klassificera dessa preparat. Den storsta svarigheten vid klassificeringen av de
delvis ruttna proven géllde antalet cellager, eftersom de i nagra fall troligen
forstorts och i nagra fall hade fatt oklara granser mellan cellagren.

Den statistiska analysen av populationen ar entydig, med de begransningar som
populationens litenhet och bortfallet utgér. En annan komplicerande faktor &r att
det finns bakomliggande faktorer som paverkar brunstcykeln. Ett exempel pa
bakomliggande faktorer ar det samspel mellan hormoner som ligger bakom
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brunststadierna. Det ar mer eller mindre givet att dessa substanser fran en
évergripande och bakomliggande niva paverkar de undersokta substraten.
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