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I. EINLEITUNG

Das Anti-Miiller-Hormon (AMH) wird als ein Glykoprotein der TGF-B3-Familie
klassifiziert, das beim Menschen und Sdugetier ausschlieBlich in den
Granulosazellen der Ovarien und den Sertolizellen der Hoden gebildet wird
(Durlinger et al., 2002). Seine Wirkung in der embryonalen Entwicklung des
Menschen und Haustieres wurde eingehend erforscht. In der embryonalen
Entwicklung bei miannlichen Foten fiihrt es zusammen mit Testosteron zu der
Riickbildung der Miiller‘'schen Ginge und der Ausbildung der ménnlichen
Geschlechtsorgane (Senger 2012 a). Bei Frauen und adulten weiblichen
Séugetieren verhindert AMH die gleichzeitige Entwicklung zu vieler Follikel aus
dem Primordialfollikelpool (Durlinger et al., 1999, Durlinger et al., 2002). Durch
Bestimmung der AMH-Konzentration konnen in der Humanmedizin unter anderem
Riickschliisse bei prépubertiren Médchen zur Diagnose einer vorzeitigen
Ovarialinsuffizienz gestellt werden (Wang et al., 2021). Bei Jungen mit verzogerter
Pubertit kann AMH fiir die Diagnostik eines angeborenen hypogonadotropen
Hypogonadismus dienen (Hero et al., 2012). Diese Erkrankung zeichnet sich durch
einen schweren Mangel an Gonadotropinen und der damit verbundenen

verringerten Anzahl von Sertolizellen aus, was zu einem erniedrigten AMH-Wert

fiihrt.

Als diagnostischer Indikator deckt das AMH ein breites Spektrum auch
tiermedizinischer Fragestellungen ab. Die Bildung von AMH erfolgt ebenfalls in
den Gonaden, so dass ein Nachweis von AMH im Blut bei fraglich kastrierten
Tieren Aufschluss iiber die Existenz der Keimdriisen im Korper gibt (Place et al.,
2011, Axnér und Strom Holst 2015, Turna Yilmaz et al., 2015, Themmen et al.,
2016). Zudem kann bei Hengsten und Riiden mit einer AMH-Bestimmung ein
kryptorchider Hoden diagnostiziert werden (Gharagozlou et al., 2014, Horiidkova
et al., 2017, Leykam et al.,, 2018). Stark erhohte AMH-Serumwerte konnen
Hinweise auf neoplastische Entartungen der AMH produzierenden Zellen geben.
Hierbei handelt es sich um Granulosazelltumore bei Katzen (Heaps et al., 2017),
Hiindinnen (Walter et al., 2018), Stuten (Ball et al., 2008 b) und Kiihen (El-Sheikh
Alietal., 2013) und Sertollizelltumore bei Hengsten (Ball et al., 2008 a) und Riiden
(Holst und Dreimanis 2015). Fiir prapubertire Hunde und Katzen gibt es in der

zuginglichen Literatur bislang keine Referenzwerte, sondern nur einzelne AMH-
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Bestimmungen zu anderen Fragestellungen in wenigen Studien, wobei in diesen das
Alter nicht genau definiert wurde (Axnér und Strom Holst 2015, Themmen et al.,
2016, Snoeck et al.,, 2017). Daher war es Ziel der vorliegenden Studie
Grundlagenforschung zur Bestimmung physiologischer AMH-
Konzentrationsverldufen und -bereichen bei gesunden prapubertiren und
pubertidren Hunden und Katzen zu betreiben, sowie die Korrelation von AMH und

Testosteron bei pubertéren Riiden und Katern zu untersuchen.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Geschlechtliche Entwicklung

Die Fortpflanzung ist fiir das Uberleben aller Arten unerlisslich. Pubertas, aus dem
lateinischen, bedeutet Geschlechtsreife und dient dem Erwerb der
Fortpflanzungsfahigkeit. Somit ist die Pubertit die Phase zwischen dem juvenilen
und adulten Stadium, in der die sexuelle Reifung als Prozess erfolgt. In dieser
Lebensphase dndern sich sowohl der Korper als auch die Psyche und das Verhalten.
Der Beginn der Pubertéit hingt von der Fahigkeit spezifischer hypothalamischer
Neuronen ab, Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) in ausreichender Menge
zu produzieren, um die Gametogenese zu fordern und zu unterstiitzen. Die
Entwicklung der hypothalamischen GnRH-Neuronen wird durch genetische und
umweltbedingte Faktoren und deren Wechselwirkungen beeinflusst (Senger 2012
b). In dieser Phase wird im Hypothalamus GnRH synthetisiert und stoBweise
freigesetzt (Padmanabhan und McNeilly 2001). Uber ein hypophysires
Pfortadersystem gelangt es in den Hypophysenvorderlappen, die Adenohypophyse.
Daraufhin wird dort Luteinisierendes Hormon (LH), angepasst an den Rhythmus
des GnRH, ausgeschiittet. Zudem erfolgt die basale Ausschiittung von
Follikelstimulierendem Hormon (FSH), zum Teil synchron aber auch GnRH
unabhidngig (Padmanabhan und McNeilly 2001). Durch die steigende
Konzentration der Gonadotropine wird die Pubertitsentwicklung angestoBen.
Beginn, Dauer und Ende der Pubertit sind sehr variabel und bei jeder Tierart und
auch beim Menschen individuell reguliert. Die Pubertdt ist mit dem Ende des
Wachstums, der vollstandigen Geschlechtsreife und der Fahigkeit zur erfolgreichen

Reproduktion abgeschlossen (Senger 2012 b, Noakes et al., 2019).

In der Natur ist es die allgemeine Regel, dass sich Tiere einmal im Jahr fortpflanzen
und die Geburt im Friihjahr stattfindet, was fiir die Nachkommen am giinstigsten
ist. Durch das zunehmende Licht und die Wiarme kdnnen die Muttertiere zu dieser
Zeit am meisten Nahrung finden, um eine ausreichende Laktation fiir die
Nachkommen zu gewihrleisten (Noakes et al., 2019). Unter den durch die
Domestizierung gegebenen Flitterungs- und Haltungsbedingungen verlédngert sich
die Fortpflanzungszeit tendenziell und einige Tierarten, insbesondere Rinder,

konnen sich zu jeder Jahreszeit fortpflanzen (Noakes et al., 2019). Alle
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domestizierten Tiere zeigen jedoch eine konstante Tendenz zur natiirlichen
Paarungszeit zuriickzukehren, was sich z. Bsp. in der verminderten Fruchtbarkeit

der Sauen im Sommer und Frithherbst zeigt (Claus und Weiler 1985).

1.1. Pubertit beim Menschen

Bei der Pubertitsentwicklung beim Menschen sind ca. 50 bis 80 % genetisch
determiniert (Gajdos et al., 2010). Die Gene KiSS1 und KiSS1-Rezeptor (KiSS1R)
sind in diesem Zusammenhang malBgebend fiir den Pubertétseintritt (Silveira et al.,
2010). Die GnRH- Erh6hung im Hypothalamus wird durch die Expression von
Kisspeptin bewirkt und fiihrt in der Folge zur Sekretion von LH und FSH (Clarkson
et al., 2008, Oakley et al., 2009). Eine weitere entscheidende Rolle in der Steuerung
zur Aktivierung der Pubertitsentwicklung erfiillt das Hormon Leptin. Der
Energichaushalt und somit die Fortpflanzungsfihigkeit werden durch dieses
Hormon gesteuert. Der Signalweg zwischen Hypothalamus, Hypophyse und
Gonaden wird durch das Leptin initiiert. Die Leptinkonzentration im Blut steht im
direkten Zusammenhang mit der Korperfettmasse, daher vermutet man dieses als
einen entscheidenden Mechanismus zum Pubertitsstart. Der Entwicklungsschritt in
die Pubertit wird also erst vollzogen, wenn der kindliche Korper eine bestimmte

Korperfettmasse erreicht hat (Apter et al., 1993, Wauters et al., 2000).

Zu den physischen Merkmalen, die mit diesem Prozess der Pubertéit verbunden
sind, gehoren die Entwicklung sekundidrer Geschlechtsmerkmale, die
Beschleunigung der linearen Wachstumsgeschwindigkeit und das Auftreten der
Menarche (der ersten Regelblutung) bei Frauen und der Spermatogenese bei
Mainnern. Der Karyotyp der Geschlechtschromosomen des Embryos, XX oder XY,
bestimmt den Verlauf der Differenzierung der Keimdriisen und der Entwicklung
der inneren und dufleren Genitalstrukturen. Dieser komplexe Prozess, der bereits in
der Gebdrmutter beginnt, hingt von neuroendokrinen Signalen und gonadalen
Komponenten ab. Letztendlich ist eine integrierte Kommunikation zwischen dem
Fortpflanzungs- und dem Stoffwechselsystem entscheidend fiir eine rechtzeitige
pubertdre Entwicklung (Parent et al., 2003, Argente et al., 2023). Die pubertire
Entwicklung und die Reifung des neuroendokrinen Systems hédngen mit der
Ontogenese, der Aktivitit und den Interaktionen der GnRH-Neuronen zusammen.
Der Beginn der Pubertét geht mit einer erhohten Sekretion von Kisspeptin und
Neurokinin B einher, was die GnRH-Neuronen zur pulsierenden Sekretion von

GnRH veranlasst. Die vermehrte GnRH-Sekretion stimuliert die pulsatile Sekretion
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des LH und des FSH in der Hypophyse (Abreu 2023). LH und FSH stimulieren die
gonadale  Sexualsteroidsekretion, die die  Entwicklung  sekundérer
Geschlechtsmerkmale fordert und die hypothalamisch-hypophysére Funktion iiber

eine negative Riickkopplung beeinflusst.

Beim Menschen bestimmen zwei physiologische Prozesse, die Gonadarche und die
Adrenarche, den pubertiren Ubergang. Die Gonadarche spiegelt die Reaktivierung
des hypothalamischen GnRH-Impulsgebers wider, der seit dem spéten
Sauglingsalter inaktiv war. Die zunehmende pulsatile GnRH-Sekretion stimuliert
die pulsatile Gonadotropinsekretion, die wiederum das Wachstum und die Reifung
der Keimdriisen sowie die gonadale Sexualsteroidsekretion anregt. Eine vermehrte
Ostrogensekretion  fordert die Brustentwicklung, die Verhornung der
Vaginalschleimhaut und das Wachstum der Gebédrmutter bei Midchen. Eine
erhohte Testosteronausschiittung fordert die VergroBBerung des Penis. Die erhohte
Aktivitit der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HPG-Achse) gipfelt in
der Follikulogenese, dem Eisprung und der Menstruation bei der Frau und der

Spermatogenese beim Mann (Krishna und Witchel 2000).

Zusitzlich zur gonadalen Sexualsteroidsekretion kommt es beim Menschen zur
Adrenarche, die die pubertire Reifung der Nebennieren anzeigt. Die Adrenarche
beginnt in der Regel vor der ersten sichtbaren korperlichen Manifestation der
Gonadarche, der Brustentwicklung oder der Hodenvergréerung. Die Pubarche, die
korperliche Manifestation der Adrenarche, ist durch die Entwicklung von
Schamhaaren, Achselhaaren, apokrinem Geruch und Akne gekennzeichnet. Die
Adrenarche weist auf eine erhohte Aktivitit der Zona reticularis der
Nebennierenrinde hin und geht mit einer erhohten Sekretion von
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), Dehydroepiandrosteron (DHEA),
Androstendion und 11-Hydroxyandrostendion einher (Reiter et al., 1977, Miller
2009).

Gonadarche und Adrenarche sind voneinander getrennt, so dass das Fehlen der
Adrenarche die Gonadarche, oder das Erreichen der Fruchtbarkeit nicht verhindert

(Counts et al., 1987).

Das Eintrittsalter der Pubertét spiegelt das Zusammenspiel genetischer, pranataler,
erndhrungsbedingter und umweltbedingter Faktoren wider. Das Alter bei der

Menarche wird laut Zwillingsstudien zu etwa 50 % durch die Vererbung bestimmt
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(Ersoy et al., 2005, Morris et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass der
Zeitpunkt des Pubertétsbeginns bei beiden Elternteilen den Zeitpunkt des
Pubertitsbeginns bei Jungen und Médchen unabhéngig vom Geschlecht beeinflusst
(Mustanski et al., 2004, Wohlfahrt-Veje et al., 2016). In einer groflen Serie von
selbstberichteten Pubertdtsdaten der Eltern korrelierte der Zeitpunkt der elterlichen
Pubertdtsmeilensteine mit den Meilensteinen der Nachkommen des entsprechenden

Geschlechts (Busch et al., 2020).

Die HPG-Achse, insbesondere ihre Wirkung auf die Gametogenese und die
Sekretion von Sexualsteroiden, verkorpert das zentrale Ergebnis des pubertiren

Prozesses (Plant 2015, Witchel und Topaloglu 2019).

Tanner und Kollegen untersuchten die pubertire Entwicklung von Kindern, die in
einem Waisenhaus im Vereinigten Konigreich lebten. Thre Klassifikation, die auf
einem filinfstufigen Modell basiert, wird nach wie vor hiufig in klinischen
Kontexten eingesetzt, um den Entwicklungsstand von Kindern und Jugendlichen zu
beschreiben (Marshall und Tanner 1969, Marshall und Tanner 1970, Fuqua und
Eugster 2022). Die Einteilung in die Tanner-Stadien der Pubertdt erfolgt bei
Midchen anhand der Brust- und Schamhaarentwicklung. Bei Jungen wird das
Hodenvolumen, die Penisentwicklung sowie die Schambehaarung zur Einteilung in
die Tanner-Stadien der Pubertét genutzt (Abb. 1). Das Tempo der Pubertit variiert
interindividuell (Marshall und Tanner 1969, Marshall und Tanner 1970).

Ein frither Beginn der Pubertdt ist mit einem hoherem Risiko fiir Fettleibigkeit,
Diabetes, Brustkrebs und der Gesamtmortalitidt beschrieben (Golub et al., 2008,
Prentice und Viner 2013). Der Zeitpunkt des Beginns der Pubertét ist multifaktoriell
bedingt. Intrauterines Wachstum im Sduglingsalter (Dunger et al., 2006, Ong et al.,
2009, Wang et al., 2012) sowie Umweltfaktoren (Serensen et al., 2012, Wohlfahrt-
Veje et al., 2012, Parent et al., 2016) konnen, zusétzlich zur Genetik, wichtige

Faktoren sein.
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Abbildung 1: Tanner Stadien (aus Binder und Woélfle 2020)

1.1.1. Pubertit Jungen

Die ersten Anzeichen der Pubertit beim Jungen sind die Behaarung der Scham, die
Penis- und Skrotumentwicklung. Zudem sind fiir beide Geschlechter
Axillarbehaarung, Akne, Wachstumsschub, Ausbildung der
geschlechtsspezifischen Korperform und Stimmungsschwankungen deutliche
Anzeichen fiir den Beginn der Pubertit (Marshall und Tanner 1970, Biro et al.,
1995, Euling et al., 2008, Binder und Wolfle 2020). Die Pubertit beginnt durch
verschiedene bisher noch nicht vollstindig erforschte Mechanismen. Es wird
vermutet, dass das genetische Potential, die Hormone, metabolische Zustinde und
weitere unbekannte Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Der Hypothalamus beginnt
pulsatil GnRH zu sezernieren, wodurch die Hypophyse stimuliert wird und pulsatil
LH und FSH ausschiittet. Beim Jungen wird die Bildung von Testosteron durch das
LH stimuliert. Die anabole Wirkung von Testosteron fiihrt zur Ausbildung der
sekundéren Geschlechtsmerkmale und zur Entwicklung eines mannlichen Habitus.
Die Spermatogenese in den Hoden wird durch FSH gefordert, wodurch die
Fortpflanzungsfahigkeit als Abschluss der Geschlechtsreife erreicht ist (Krishna
und Witchel 2000).
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Bei Jungen ist das vergroferte Hodenvolumen der erste korperliche Befund, der auf
den Beginn der Gonadarche hinweist. Die Palpation der Hoden und die
Verwendung eines Prader-Orchidometers sind fiir eine genaue Beurteilung
unerldsslich (Prader 1966). Ein Prader-Orchidometer ist eine Sammlung von 3-D-
Ellipsoiden mit einem Volumen von 1 bis 25 ml (Abb. 2). Wihrend der Gonadarche
vergroBert sich das Hodenvolumen und der Penis nimmt an Lédnge und
Durchmesser zu. Die Liange des schlaffen Penis kann mit einem Lineal auf der
dorsalen Oberfliche vom Ramus pubicus bis zur Eichelspitze gemessen werden,
wobei das suprapubische Fettpolster zusammengedriickt und der Penis durch

leichten Zug gedehnt wird.

Abbildung 2: Prader Orchidometer nach Andreas Prader (aus Krishna und
Witchel 2000)

Die Zunahme des Hodenvolumens steht fiir die Proliferation und Differenzierung
der Sertoli-Zellen und schlieBlich fiir den Beginn der Spermatogenese. Der Beginn
der Pubertit ist definiert als ein Hodenvolumen > 4 ml und eine Hodenlange > 2,5
cm. Das Volumen des reifen menschlichen Hodens betriagt etwa 20-25 ml.
Spermatozoen konnen in Urinproben am frithen Morgen gefunden werden

(Spermaturie), deren Entwicklung wihrend des Tanner-Stadium 3 beginnt
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(Pedersen et al., 1993). Auch nichtliche Spermienemissionen kdnnen um diese Zeit

beginnen.

Bei Jungen besteht die Schambehaarung im Tanner-Stadium 2 aus Flaumhaaren an
der Peniswurzel. Im Tanner-Stadium 3 wird das Haar ldnger und dunkler und
erstreckt sich iiber den Ubergang zwischen den Schambeinknochen. Im Tanner-
Stadium 4 hat die Behaarung zugenommen, erreicht aber noch nicht die
Ausbreitung auf die Innenseiten der Oberschenkel, was als Tanner-Stadium 5 gilt.
Weitere Merkmale sind Achselhaare, eine VergroBerung des Kehlkopfs,
Stimmbruch mit Vertiefung der Stimme, erhohte Knochenmasse und erhdhte
Muskelkraft. Die Terminalbehaarung entwickelt sich in androgenabhingigen
Regionen im Gesicht und am Rumpf etwa drei Jahre nach dem Auftreten der
Schambehaarung. Die Verteilung und Dichte von Bart-, Brust-, Bauch- und

Riickenhaaren variiert von Person zu Person (Marshall und Tanner 1970).

Das Erreichen der maximalen Korpergroe ist sowohl alters- als auch
geschlechtsabhingig. Sie tritt bei Midchen frither auf, zwischen den Tanner-
Bruststadien 2 und 3, und bei Jungen spéter, zwischen den Tanner-Hodenstadien 3

und 4 (Krishna und Witchel 2000).

Etwa 50 % der Jungen haben eine pubertire Gyndkomastie (Mieritz et al., 2015).
Typischerweise ist die pubertidre Gyndkomastie voriibergehend und in der Mitte der
Pubertiit am ausgeprigtesten, wenn das Verhiltnis der zirkulierenden Ostradiol- zur

Testosteronkonzentration relativ hoch ist.

1.1.2. Pubertiit Méadchen

Die ersten Anzeichen der Pubertit sind bei Maddchen die Brustentwicklung und
auch die Schambehaarung, Axillarbehaarung, Akne, Wachstumsschub, Ausbildung
der geschlechtsspezifischen Korperform und Stimmungsschwankungen (Marshall
und Tanner 1969, Binder und Wélfle 2020). Die Follikelgenese ist ein Prozess, der
zur Reifung der Eizellen und zur Vorbereitung auf den Menstruationszyklus fiihrt.

Bei der Geburt sind die Ovarien mit Primérdiolfollikeln gefiillt (Baker 1963).

Der Hypothalamus beginnt pulsatil GnRH zu sezernieren, die Hypophyse wird
dadurch stimuliert und schiittet pulsatil LH und FSH aus. Dieses fiihrt dazu, dass
sich die Primordialfollikel mit dem Einsetzen der Pubertdt zu priméren und
sekundéren Follikeln entwickeln. Die sekundiren Follikel entwickeln sich in der

Reifungsphase zu Antralfollikeln und sind in der Lage Ostrogen zu produzieren.
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Die vermehrte Ostrogenproduktion ist zusitzlich fiir die weibliche
Korperentwicklung zur Frau verantwortlich. In jedem Zyklus kommt es in der
Regel zur Selektion eines dominanten Follikels, der zur Ovulation reift und die
Eizelle freisetzt. Der restliche Follikel wandelt sich in den Gelbkdrper um. Nach
der Menarche entwickelt sich im Laufe der Zeit, unter dem Hormoneinfluss, ein
regelméBiger Menstruationszyklus und die Geschlechtsreife ist erreicht (McCann

et al., 1998, McGee und Hsueh 2000, Schmidt et al., 2000).

Das typische erste klinische Zeichen der Pubertit bei Méadchen ist das Auftreten
von Brustgewebe mit Anhebung der Brust und der Papille; dies wird als Tanner-
Stadium 2 angesehen. Zu Beginn kann die Brustentwicklung (Thelarche) einseitig
sein. Viele Madchen klagen in dieser Phase iiber ein leichtes Spannungsgefiihl in
der Brust, welches spiter wieder verschwindet. Bei der Brustentwicklung im
Tanner-Stadium 3 handelt es sich um eine zusétzliche Vergrof3erung der Brust und
des Warzenhofs. Im Tanner-Stadium 4 bildet die Papille einen sekundiren Hiigel
oberhalb der Brust; dieses Stadium verlauft oft sehr schnell. Das Tanner-Stadium 5
stellt eine reife Brustentwicklung dar, bei der sich der Warzenhof an die
Brustkontur anpasst (Marshall und Tanner 1969). Das Abtasten der Brust ist
obligatorisch, um Brustgewebe von Lipomastie zu unterscheiden. Bei Kindern mit
Adipositas ohne Brustentwicklung vermittelt eine tastbare Vertiefung unterhalb der
Brustwarze in der Mitte des Warzenhofs bei der Untersuchung in Riickenlage den
Eindruck eines Donuts und wird als Donut-Zeichen bezeichnet. Die
Ultraschalluntersuchung der Brust korreliert mit der Tanner-Einteilung durch
Abtasten und kann die Brustentwicklung etwas frither erkennen als die korperliche
Untersuchung (Bruserud et al.,, 2020). In den meisten Féllen ist die
Brustentwicklung vor der Entwicklung der Schambehaarung erkennbar.
Typischerweise findet der pubertire Wachstumsschub bei Miadchen gleichzeitig
mit dem Beginn der Brustentwicklung statt, wobei nach der Menarche nur 4-6 cm
lineares Wachstum zu verzeichnen sind, was jedoch variieren kann (Krishna und

Witchel 2000).

Das Auftreten von Geschlechtshaaren, einschlieSlich der Schambehaarung
(Pubarche), bedeutet den Beginn der Adrenarche. Bei Maidchen ist die
Schambehaarung im Tanner-Stadium 2 durch spérliche, grobe, leicht pigmentierte
Haare entlang der groBBen Schamlippen gekennzeichnet. Im Tanner-Stadium 3 wird

die Schambehaarung zunehmend dunkler und groéber und breitet sich iiber den
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Schamhiigel aus. Im Tanner-Stadium 4 dehnt sich die Schambehaarung weiter aus
und bildet ein umgekehrtes Dreieck, wobei die Ausbreitung auf die medialen Seiten

der Oberschenkel als Tanner-Stadium 5 gilt (Marshall und Tanner 1969).

Mit Beginn der ovariellen Ostrogensekretion verindert sich die Vaginalschleimhaut
von glanzend hellrot zu blassrosa, was auf eine Verhornung der Vaginalschleimhaut
zuriickzufiihren ist. Die vermehrte Ostrogensekretion fordert das Wachstum der
Gebdarmutter und verursacht eine physiologische Leukorrhoe, einen diinnen,
weillen, nicht libelriechenden Scheidenaustluss, der typischerweise 6 bis 12 Monate
vor der Menarche beginnt. Die Menarche tritt im Durchschnitt 2 bis 2,5 Jahre nach
Beginn der Brustentwicklung ein. Wahrend des ersten Jahres nach der Menarche ist
die Menstruation in der Regel unregelméfig und anovulatorisch. Diese frithen Jahre
sind durch einen unregelmifBigen Eisprung und unterschiedlich lange Follikel- und
Lutealphasen gekennzeichnet. SchlieSlich kommt es zu einer koordinierten Reifung
der hypothalamischen, hypophysidren und ovariellen Komponenten, die in einer
zyklischen monatlichen Ovulation gipfelt (Pedersen et al., 1993). Obwohl die
vollstindige Reifung der HPG-Achse im Allgemeinen tiber mehrere Jahre erfolgt,
liegen die meisten Zyklen drei Jahre nach der Menarche zwischen 21 und 35 Tagen

(Krishna und Witchel 2000).

1.2. Pubertit mannliche Tiere

Es konnen verschiedene Parameter herangezogen werden, um den FEintritt in die
Pubertét bei ménnlichen Tieren zu definieren. Wie z. Bsp. die Ausprigung von
bestimmten sexuellen Verhaltensmerkmalen, die erste Ejakulation, das erste
Auftreten von Spermien im Ejakulat, das erste Auftreten von Spermien im Urin
oder aber auch die Zunahme des Hodenumfangs. Geschlechtsreif ist ein ménnliches
Tier erst, wenn die Spermienzahl des Ejakulats hoch genug ist, um eine
Befruchtung zu erreichen (Noakes et al., 2019). Jiingere ménnliche Tiere haben
einen kleineren Hodenumfang und einen verhdltnisméBig kleineren Nebenhoden.
Bei ihnen ist die tdgliche Spermienproduktion geringer als bei bereits
erwachseneren Tieren. Folgerichtig haben méinnliche Tiere geringere Kapazititen
am Anfang der Pubertit hohe Trachtigkeitsraten zu erzielen. Die Qualitdt des
Ejakulates kann auch als Index fiir die Pubertdt genutzt werden. Die
Spermienproduktion bzw. die Erzeugung einer ausreichenden Anzahl von
Spermien, um zuverléssig eine Trachtigkeit herbeizufiihren, ist ein Kriterium. Wie

bei den weiblichen Tieren, ist die Pubertit das Ergebnis einer Abnahme der
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hypothalamischen Empfindlichkeit gegeniiber Ostradiol und Testosteron. Weil das
Testosteron die Blut-Hirn-Schranke tiberwindet und durch das Enzym Aromatase
in Ostradiol umgewandelt wird, wird die hemmende Wirkung in erster Linie durch
Ostradiol verursacht. Mit dem Einsetzen der Pubertit beim minnlichen Tier wird
die hemmende Wirkung von Ostradiol und Testosteron auf die GnRH
sezernierenden hypothalamischen Neuronen reduziert. Die erhdhte pulsatile
Freisetzung von GnRH stimuliert mehr LH und FSH, was den Hoden zur
Spermatogenese anregt und so den Beginn der Pubertét einleitet. Beim méinnlichen
Tier beginnt der Anstieg von LH friiher als beim weiblichen Tier (Senger 2012 b,
Giinzel-Apel und Bostedt 2016 c, Glinzel-Apel und Bostedt 2016 d, Noakes et al.,
2019). Der Anstieg des Testosterons erfolgt stetig und bei Schafen wird fiir die
Spermatogenese eine Zeit von zwei Monaten beschrieben. Es wird angenommen,
dass der frithere Beginn der Pubertit bei den ménnlichen Tieren die Entwicklung
der Spermien ermdglicht, bevor die weiblichen Tiere die Fihigkeit zum Eisprung

entwickeln (Foster et al., 2006).

Eine weithin akzeptierte Definition der Pubertdt bei ménnlichen Tieren (z. Bsp. bei
Bullen) ist die Fahigkeit, ein Ejakulat mit > 50 Millionen Spermien mit > 10 %

vorwirts beweglichen, motilen Spermien zu produzieren (Kenny et al., 2018).

Im Durchschnitt werden ménnliche Hunde mit 8 Monaten (zwischen 6 bis 12
Monaten) und ménnliche Katzen mit 6 Monaten (4 bis 12 Monaten) geschlechtsreif.
Dies ist abhdngig von der Rasse, der neuroendokrinen Entwicklung, dem
Erndhrungszustand (Pool et al., 2020, Duittoz und Kenny 2023) und sozialen
Faktoren (Gtlinzel-Apel und Bostedt 2016 ¢, Giinzel-Apel und Bostedt 2016 d). Im
Vergleich dazu werden Bullen im Durchschnitt erst mit 11 Monaten (7 bis 18
Monate) und Hengste erst mit 14 Monaten (10 bis 24 Monate) geschlechtsreif
(Kenny et al., 2018) (Tab. 1).
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Tabelle 1: Ménnliche Tierart und Alter zum Pubertitseintritt (aus Kenny et
al., 2018, Giinzel-Apel und Bostedt 2016 ¢, Giinzel-Apel und Bostedt d)

Tierart Alter zum Zeitpunkt der Pubertit
(Zeitspanne)
Hengst 14 Monate (10 —24)
Bulle 11 Monate (7 — 8)
Schafbock 7 Monate (6 — 9)
Schwein 7 Monate (5- 8)
Riide 8 Monate (6 — 14)
Kater 6 Monate (4 -18)

1.2.1.  Pubertit Riiden

Dauer und Eintritt in die Pubertit sind beim Riiden rassespezifisch und von
individuellen Eigenschaften abhéngig. So werden Riiden kleinerer Rassen, unter 30
kg Korpergewicht, prinzipiell eher geschlechtsreif als Riiden groerer Rassen. Das
Durchschnittsalter betrdgt zwischen 6 und 14 Monaten. Die Pubertét ist
charakterisiert durch die Ausbildung der sekundédren Geschlechtsmerkmale und die
morphologische sowie funktionelle Reifungsprozesse der Gonaden. Auch eine
Verhaltensédnderung gegeniiber anderen Hunden und Menschen kann hiufig

beobachtet werden (Giinzel-Apel und Bostedt 2016 c).

Endokrinologische Untersuchungen haben ergeben, dass die LH- wund
Testosteronkonzentration bei Beaglen im Blutplasma in den ersten drei bis vier
Lebensmonaten niedrig ist (Abb. 3). Danach synthetisiert die Nebenniere schwache
Androgene, wodurch LH deutlich ansteigt. In dieser Phase herrscht ein signifikant
hoheres mittleres LH-Niveau mit ausgepragter LH-Pulsfrequenz und -amplitude,
als bei adulten Tieren iiber zwei Jahren. Daraufhin erfolgt eine Ausreifung der
Leydig-Zellen, die zunehmend Testosteron produzieren. Beim Beagle geschieht
dies um die 26. Lebenswoche (ca. sechs Monate) und die gesteigerte
Testosteronproduktion wird als Beginn der Pubertit angesehen. Die Abnahme der

peripheren LH-Konzentration sowie der LH-Pulsfrequenz und -amplitude mit 32



I1. Literaturiibersicht 14

bis 45 Lebenswochen (ca. sieben bis zehn Monate) wird als postpubertidre Phase
beschrieben. Die peripheren Testosteronkonzentrationen steigen zeitgleich weiter
auf das Niveau adulter Tiere an und das Ende dieser Phase wird als Abschluss der
Pubertit bezeichnet. Bei Beaglen ist dies ungefdhr im Alter von zwdlf Monaten

(Giinzel-Apel et al., 1990).

Zu einem deutlichen Hodenwachstum kommt es durch den pubertiren
Testosteronanstieg. Die Spermatogenese setzt bereits mit vier Monaten ein und ist
primér fir das Wachstum verantwortlich. Die morphologischen Verdnderungen
von Hoden, Nebenhoden und Prostata finden zwischen der 20. und 32.
Lebenswoche (4,5 bis 7 Monate) statt und bereits mit 34 Wochen (8 Monate) sind
beim Beagle geringe Mengen an lebenden Spermien im Ejakulat zu finden (Gtinzel-

Apel und Bostedt 2016 c).
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Abb. 3: Sekretionsmuster von LH und Testosteron (Messung iiber 6 Stunden,
alle 15 Minuten) bei einem 7 Monate alten (a) und einem 4-jihrigen
Beagleriiden (b). Es besteht ein deutlicher Unterschied im mittleren Niveau
der Hormonkonzentrationen und in der Pulsamplitude (aus Giinzel-Apel und
Bostedt 2016 ¢)

1.2.2. Pubertit Kater

Der Zeitpunkt zu dem die ersten Spermien im Ejakulat nachgewiesen werden, wird
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beim Kater im Allgemeinen als Geschlechtsreife definiert. Zudem konnen
verschiedene  Verhaltensweisen  wie  Nackenbiss, Aufsteigeversuche,
Friktionsbewegungen und Markieren als sichtbare Indikatoren fiir den
Pubertitseintritt dienen. Dies ist hdufig schon bei vier Monate alten Katern zu
beobachten, aber es kommt frithestens mit fiinf Monaten zur Immissio und
Ejakulation. Da die Spermatogenese beim Kater erst mit ca. fiinf Monaten beginnt,
werden sie im Durchschnitt mit fiinf bis sieben Monaten geschlechtsreif. Fiir den
Eintritt in die Geschlechtsreife ist ein Korpergewicht von 2,5 bis 3,5 kg notwendig.
Bei groflen Rassen und freilebenden Katern ist sogar erst ein Eintritt mit 12 bis 18

Monaten beschrieben (Sanchez et al., 1993, Giinzel-Apel und Bostedt 2016 d).

1.3. Pubertit weibliche Tiere

Beim weiblichen Tier konnen verschiedenen Definitionen genutzt werden, um den
Zeitpunkt des Pubertitseintrittes zu bestimmen. Zum einen kann dies der erste
Ostrus sein und ist hdufig durch Verhaltensmerkmale, die auf die sexuelle
Empfanglichkeit hindeuten, zu erkennen. Besonders eindeutig ist es, wenn ein
ménnliches Tier anwesend ist. Die erste Ovulation bei Kiithen und Schafen geht im
Allgemeinen nicht mit einer Verhaltensdnderung einher und wird als stille
Ovulation bezeichnet. Ein weiteres Kriterium ist der erste Ostrus mit Ovulation.
Dies kann zum Beispiel mit einer Ultraschalluntersuchung und der Bestimmung
von Progesteron nachgewiesen werden. Auch die erste Ovulation gefolgt von einer
Lutealphase von normaler Dauer gilt als Pubertétseintritt. Zudem ist das Alter, in
dem das Tier trichtig werden und gebdren kann, als Definition akzeptiert (Senger

2012 b, Atkins et al., 2013).

Juvenile weibliche Tiere zeigen noch keine Anzeichen fiir wiederkehrende oder
zyklische Perioden sexueller Empfinglichkeit. Das Einsetzen solcher
Verinderungen, wenn das Weibchen geschlechtsreif und fortpflanzungsfahig wird,
wird als Pubertét bezeichnet. Bei den weiblichen Haustieren geht die Pubertit der
Entwicklung der korperlichen Reife voraus und obwohl sie fortpflanzungsfahig
werden, hat ihre Effizienz, insbesondere im Hinblick aufihre Fruchtbarkeit (Anzahl
der Nachkommen), noch nicht ihr Maximum erreicht (Noakes et al., 2019). So
bringen junge Schafe, die kurz nach der Pubertdt gedeckt werden, im Durchschnitt
0,6 Lammer zur Welt, verglichen mit 1,2 Ldmmern, die von einem Jahr &lteren
Schafen geboren werden (Kenyon et al., 2004). Dies wird durch eine geringere

Ovulationsrate, vermehrte Befruchtungsausfille und Embryoverluste bei den
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jingeren Tieren verursacht. Zudem bleibt die Paarung durch den Schafbock bei

diesen hiufiger aus (Edwards et al., 2016).

Der Beginn der Pubertét hiangt iiberwiegend vom Alter und der korperlichen Reife
des Tieres ab. Voraussetzung ist, dass die Umwelteinfliisse zu diesem Zeitpunkt
giinstig sind, so dass die biologische Uhr startet. Von da an lduft sie so lange weiter,
wie die Umweltbedingungen es zulassen. Bei keiner unserer domestizierten Spezies
gibt es eine physiologische Verdnderung, die mit der Menopause der Frau
vergleichbar ist. Bei Schwertwalen und Grindwalen wird jedoch tiber reproduktive
Seneszenz berichtet. Bei diesen Arten wird angenommen, dass dies eine Strategie
zur Steigerung der Okologischen Fitness ist. Nach der Fortpflanzung alterer
Weibchen nehmen diese eine Fiihrungsrolle in der Gruppe ein und sind somit von
zentraler Bedeutung fiir die Reife der jiingeren Mitglieder der Gruppe (Brent et al.,
2015).

Bei nicht-saisonalen polyzyklischen Tieren, wie Kuh und Sau, wird die
wiederkehrende zyklische Aktivitdit durch Tréachtigkeit, Laktation und
pathologische Zustédnde unterbrochen. Bei den Arten, die saisonal polyzyklisch (z.
Bsp. Stuten, Schafe, Ziegen und Katzen) oder asaisonal monozyklisch (z. Bsp.
Hiindinnen) sind, gibt es Perioden der sexuellen Ruhe, einen Andstrus. Wenn das
Weibchen in die Pubertdt kommt, nehmen die Geschlechtsorgane an Gréf3e und
Gewicht zu. In der prapubertiren Zeit ist das Wachstum der Geschlechtsorgane dem
Wachstum der anderen Organe sehr dhnlich. In der Pubertét beschleunigt sich die
Wachstumsrate der Geschlechtsorgane. Im Alter von 169 bis 186 Tagen steigt die
Liange der Gebidrmutterhorner im Durchschnitt um 58 %, das Gewicht der
Gebédrmutter um 72 % und das Gewicht der Eierstocke um 32 % (Hafez und Hafez
2000).

Die Verdnderungen, die in der Pubertdt auftreten, hingen von der Aktivitit der
Eierstocke ab. Diese haben zwei Funktionen: die Produktion der weiblichen
Gameten und die Synthese von Hormonen. Bei der Geburt haben die Eierstocke
von Kaélbern bis zu 150.000 Primér- oder Primordialfollikel und jeder Follikel
beinhaltet eine Eizelle, die durch eine Schicht von Granulosazellen, aber noch nicht
von Thekazellen umgeben ist. Kurz nach der Geburt beginnen die Eierstocke
wachsende Follikel zu produzieren, die aus einer Oozyte mit zwei oder mehr
Schichten von Granulosazellen und einer Basalmembran bestehen. Der Impuls fiir

die Entwicklung dieser Follikel entsteht intraovariell. Bis die Kélber die Pubertit
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erreichen, entwickelt sich nur das Stadium der Theca interna der Follikel, das
anschlieBend wieder degeneriert. Durch die Weiterdifferenzierung der Follikel in
der Pubertit entstehen reife Graafsche- oder Antralfollikel. Abhédngig vom Stimulus
der gonadotrophen Hormone, gibt es etwa 200 wachsende Follikel (Noakes et al.,
2019). Trotz des fehlenden Ostruszyklus findet bereits pripubertir ein
Follikelwachstum statt, was bei zwei Wochen alten Kéilbern mittels transrektalen
Ultraschalls nachgewiesen wurde. Es wurde festgestellt, dass es Phasen follikularer
Entwicklung gibt, die mit Follikelwellen adulter Kiihe unter der Sekretion von

follikelstimulierendem Hormon (FSH) vergleichbar sind (Adams et al., 1994).

Es wird angenommen, dass der Grund fiir den ersten stillen Ostrus des pubertiren
Tieres darin liegt, dass das zentrale Nervensystem mit Progesteron angeregt werden
muss, bevor es reagiert und es Verhaltensanzeichen der Brunst zeigt (Noakes et al.,
2019). Der erste Ovulationszyklus ist bei pubertiren Farsen nachweislich kurz (7.7
+/-0.2 Tage) und der erste Gelbkorper hat nicht nur eine kiirzere Lebensdauer,
sondern ist auch kleiner als die folgenden. Eine Erkldrung dafiir ist, dass der
dominante Follikel, der aus der ersten Follikelwelle hervorgeht, bereits in die
stagnierende Wachstumsphase eingetreten ist. Das sich anschlieBende
interovulatorische Intervall ist wiederum von normaler Dauer (Adams 1999).
Sobald die Pubertit eingetreten ist, kommt es bei den meisten domestizierten
Tierarten zu Wellen des Follikelwachstums und anschlieBender Riickbildung. Aber
auch bei priapubertiren Tieren sind Follikelwellen festgestellt worden. Dies ist bei
Férsen (Evans et al., 1994a, b) und bei weiblichen Fohlen beschrieben (Nogueira

und Ginther 2000).

Beim Schaf wurden die Mechanismen, die an der Einleitung der Pubertédt beteiligt
sind, intensiv untersucht (Noakes et al., 2019). Der Beginn der Pubertit wird
entweder durch das Auftreten des ersten Ostrus oder der ersten Ovulation definiert.
Bei Schafen findet dies nicht gleichzeitig statt, denn die erste Ovulation geht, wie
bei den Farsen, nicht mit einer Verhaltensdnderung einher. Das Ausbleiben der
zyklusbedingten Verhaltensdnderungen ist bei geschlechtsreifen Schafen dariiber
hinaus auch zu Beginn der normalen Paarungszeit zu beobachten (Dyrmundsson

1981, Dyrmundsson 1987, Foster 1994).

Das Hormon, das in erster Linie mit dem Einsetzen der Eierstocksaktivitidt und
damit der Pubertdt in Verbindung gebracht wird, ist LH. Wéihrend der

Fortpflanzungszeit in der Periode des maximalen Follikelwachstums steigt die
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basale LH-Konzentration bei adulten Schafen zusammen mit der LH-Pulsfrequenz
zu einer Pulsfrequenz pro Stunde an. Dies fiihrt zur Entwicklung der Follikel bis
zum priovulatorischen Stadium und zu ihrer Sekretion von Ostradiol, welches die
LH-Sekretion weiter steigert und somit den LH-Gipfel auslost, der zum Eisprung
mit der sich anschlieBenden Bildung des Corpus luteum fiihrt (Noakes et al., 2019).
Bei préipubertdren Schafen treten die LH-Impulse mit &hnlichen Amplituden, aber
viel niedrigeren Frequenzen (eine alle zwei bis drei Stunden) auf. Infolgedessen

bleibt der LH-Gipfel aus und es kommt nicht zum Eisprung (Noakes et al., 2019).

Experimentelle Untersuchungen an pripubertiren Limmern haben gezeigt, dass
Ovarialfollikel auf exogene Gonadotropinstimulation reagieren konnen und dass
die Hypophyse in der Lage ist, LH in einer Frequenz abzusondern, die die Ovulation
stimuliert. Das Scheitern des Eisprungs und des Ostrus bei einem pripubertiren
Schaf ist auf die hohe Schwelle fiir den positiven Riickkoppelungseffekt des
Ostradiols zuriickzufiihren, wodurch der LH-Gipfel ausbleibt. Der endokrine
Ausloser fiir die Pubertdt basiert auf der Riickkopplungsregulation von
Sexualsteroiden, die auf das tonische und stimulierende Zentrum im Hypothalamus
wirken (Day et al., 1984, Ebling et al., 1990). Das Einsetzen der Pubertit erleichtert
die Sekretion von ovariellem Ostradiol, so dass die Konzentration im Blutkreislauf
ausreicht, um einen praovulatorischen GnRH- und LH-Anstieg zu stimulieren. Vor
der Pubertit ist die Ostrogenkonzentration zu niedrig, um einen Eisprung
auszulosen. Mit dem Herannahen der Pubertit beginnt die HPG-Achse aktiver zu
werden, so dass die pulsierende Frequenz von GnRH sowie FSH und LH ansteigen.
Dadurch wird die Entwicklung der Follikel angeregt, die beginnen Ostrogen zu
sekretieren. Dieser Prozess setzt sich fort, bis die Ostrogenkonzentration hoch
genug ist, um das stimulierende Zentrum des Hypothalamus anzuregen und so einen
prdovulatorischen GnRH- und LH-Anstieg auszul6sen. Als endokriner Ausldser
der Pubertiit wird daher der Verlust der Riickkopplungshemmung von Ostrogen auf

das tonische Zentrum des Hypothalamus angesehen (Ebling et al., 1990).

Auch weitere Faktoren spielen eine Rolle. Die Frequenz der LH-Sekretion hingt
von dem GnRH aus dem Hypothalamus ab, das von einem Bereich im
Hypothalamus gesteuert wird, der als neuronaler Pulsgenerator bezeichnet wird
(Noakes et al., 2019). Altersbedingte Verdanderungen der Hirnmorphologie und der
neuronalen Zytoarchitektur konnen ebenfalls von Bedeutung sein, denn Studien an

Ratten haben gezeigt, dass die Zahl der GnRH-Zellen mit stachelartigen Fortsédtzen
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an Soma und Dendriten bis zur Pubertidt zunimmt. Dariiber hinaus nimmt die
hemmende Wirkung von Opioidpeptiden auf die LH-Sekretion mit zunehmendem
Alter ab, was eine neurochemische Erkldrung fiir die in der Pubertét auftretenden
Verdnderungen der Hypophysenempfindlichkeit gegeniiber dem Ostradiol
Feedback liefern konnte (Bhanot und Wilkinson 1983, Wray und Hoffman 2008).

1.3.1. Einfluss der Saisonalitiit auf die Pubert:it

Das reproduktive Verhalten von Tieren ist nicht nur abhdngig von der Art, sondern
unter anderem auch vom Klima und der Tageslichtldnge. Ein short-day breeder ist
ein Tier, das auf eine Verkiirzung der Photoperiode (= Stunden der Lichtexposition)
mit einer erhohten Paarungsbereitschaft reagiert. Bei einem long-day breeder fiihrt
eine Verlidngerung der Photoperiode zu einer erhohten Paarungsbereitschaft
(Karsch 1986). Bei Tierarten, die sich saisonabhéngig fortpflanzen, wie z. Bsp.
Schafe, Stuten und Katzen, steht der Pubertétseintritt im Zusammenhang mit der
Jahreszeit. Ein weibliches Fohlen z. Bsp., das friih im Jahr geboren wird, wird
seinen ersten Ostrus wahrscheinlich bereits im Mai oder Juni des Folgejahres mit
ca. 16 bis 17 Monaten haben (Tab. 2). Wird es allerdings spét im Jahr geboren (Juli
oder August), wird es seinen ersten Ostrus erst mit 21 oder 22 Monaten haben.
Unter normalen Bedingungen wird somit meistens das erste Fohlen der Maidenstute
in einem Alter von {iber drei Jahren geboren (Noakes et al., 2019). Die Definition
eines saisonalen Zyklus beinhaltet eine Periode des Andstrus, in dem keine
Fortpflanzung stattfindet. Der jéhrliche Ubergang von Anéstrus zu Ostrus hat viele
Gemeinsamkeiten mit der Pubertit (Noakes et al., 2019). In beiden Fillen ist der
grundlegende endokrine Mechanismus, der es einem sexuell inaktiven Tier
ermoglicht sexuell aktiv zu werden, sehr dhnlich. Z. Bsp. zeigt ein Tier im Andstrus
und in der Prédpubertdt das Fehlen des LH-Anstieges, was fiir den Eisprung
notwendig ist. Wobei in beiden Féllen die Fahigkeit zur Erzeugung eines LH-
Anstiegs als Reaktion auf einen Stimulus (GnRH) vorhanden ist. In beiden Fillen
ist die Sekretion von LH pulsierend aber niedrigfrequent, so dass der Stimulus fiir
einen angemessenen Ostrogenanstieg fehlt (Noakes et al., 2019). SchlieBlich gilt
der zuvor beschriebene Ausloser fiir die Pubertdt auch fiir Tiere, die sich im

Ubergang zwischen Andstrus und Ostrus befinden (Noakes et al., 2019).

Die Zirbeldriise scheint eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Fortpflanzung
bei saisonal zyklischen Tieren und beim Pubertitseintritts zu spielen, indem sie die

Freisetzung von LH, FSH und Prolaktin beeinflusst (Noakes et al., 2019). Am
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wichtigsten scheint das Melatonin zu sein, doch auch die Wirkung der anderen
Peptidhormonen der Zirbeldriise (Arginin, Vasotocin, Gonadotropin und Prolaktin)
spielen als freisetzende und hemmende Hormone eine wichtige Rolle. Es gibt
Hinweise darauf, dass Melatonin mdglicherweise nicht direkt auf den
Hypophysenvorderlappen wirkt, sondern indirekt iiber die anderen Peptidhormone
der Zirbeldriise. Melatonin wird immer nachts ausgeschiittet und saisonale
Tierarten reagieren unterschiedlich mit ihrem Reproduktionszyklus darauf. So
aktiviert eine verkiirzte Photoperiode bei short-day breedern und eine verlidngerte
bei long-day breeder die Fortpflanzung. Die Ausschiittung von Melatonin bei
Dunkelheit wird durch die Hell-Dunkel-Information an der Epiphyse ausgeldst,
welche zuvor vom hypothalamischen Nucleus Suprachiasmaticus (SCN) auf dem
polysynaptischen Weg {iiber den paraventrikularen Nukleus und die oberen
Spinalganglien des verlidngerten Riickenmarks dorthin gelangt ist (Reiter et al.,
2011). Die Dunkelheit fiihrt zu einer indirekten Aktivierung der beiden Melatonin-
Rezeptoren M1 und M2. Dies bewirkt wiederum im SCN einen Riickgang der
neuronalen Feuerungsrate (M1) und eine Phasenverschiebung bei nachtaktiven

Saugetieren (M2) (Dubocovich und Markowska 2005, Hardeland et al., 2012).

Melatonin steuert die reproduktive Reaktion des weiblichen Schafes auf induktive
Photoperioden (Bittman et al., 1983). Die rhythmische Verabreichung von
Melatonin an erwachsene weibliche Schafe hat eine dhnliche Wirkung wie die
Verldngerung der Dunkelheit. Beides bewirkt eine Senkung der
Prolaktinkonzentration im Plasma und fiihrt so zu der Einleitung der Paarungszeit
(Kennaway et al., 1982, Arendt et al., 1983). Bei Schafen ist eine intakte
Zirbeldriise flir eine normale photoperiodische Reaktion auf verdnderte
Tageslichtmuster erforderlich. Andere saisonale Umweltreize wie Erndhrung,
Temperatur und soziale Faktoren sind jedoch auch wichtig, da Schafe mit
geschadigter Zirbeldriise immer noch eine saisonale Aufzucht haben (Sadleir 1969,

Bronson 1985, Lincoln et al., 1989).

Die Stute als long-day breeder hat ebenfalls einen saisonalen Zyklus, der mit
zunehmender Tagesldange beginnt. Daran beteiligt ist die Zirbeldriise, denn wenn
sie entfernt wird, zeigt die Stute keine normale Reaktion auf Verdnderungen der
Photoperiode (Grubaugh et al., 1982). Bei intakten Stuten steigt die
Melatoninkonzentration wahrend der Dunkelheit an (Grubaugh et al., 1982). Es gibt

Hinweise darauf, dass Fohlen schon friih durch den zirkadianen Rhythmus
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konditioniert werden und ab einem Alter von etwa sieben Wochen einen normalen
Rhythmus der Melatoninsekretion entwickeln, der der adulten Stute dhnelt (Kilmer
et al., 1982).

Tabelle 2: Weibliche Tierart und Alter zum Pubertitseintritt (aus Noakes et
al., 2019)

Tierart Alter zum Zeitpunkt der Pubertit
Stute 1 bis 2 Jahre
Kuh 7 bis 18 Monate
Schaf 6 bis 15 Monate
Ziege 4 bis 8 Monate
Sau 6 bis 8 Monate
Hiindin 6 bis 24 Monate
Katze 7 bis 12 Monate

1.3.2. Einfluss von Kisspeptin beim Eintritt in die Pubertit und
Saisonalitit
Viele Jahre lang ging man davon aus, dass eine Zunahme der Frequenz und
Amplitude der GnRH-Sekretion der wichtigste Marker fiir die Pubertét ist. Die
Pubertét und die Saisonalitit werden jedoch von einer Reihe von Umweltfaktoren
beeinflusst, darunter auch Erndhrung und Fettgehalt des Korpers. Dies wird durch
prasynaptische Neuronen vermittelt, die empfindlich auf Umwelteinfliisse
reagieren und ihrerseits die neuronale GnRH-Sekretion stimulieren. Eines der
wichtigsten Proteine, das von prisynaptischen Neuronen freigesetzt wird, ist das
Hormon Kisspeptin. Wenn es freigesetzt wird, bindet es an seine Rezeptoren
(KISSIR oder GPR54: Galanin-like G-protein-coupled Rezeptor 54), die die
GnRH-sezernierenden Neuronen exprimieren. Es gibt inzwischen zahlreiche
Belege dafiir, dass ein intakter Kisspeptin-Signalweg eine grundlegende
Voraussetzung fiir das Einsetzen der Pubertit bei Sdugetieren ist (Dungan et al.,
2006, Terasawa et al., 2013). Eine zusitzliche Rolle beim Einsetzen der Pubertit
miissen daher auch die Kisspeptin-sezernierenden Neuronen spielen, die sich im

Nucleus arcuatus und im periventrikuldren Nucleus des Hypothalamus befinden.
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Die steigenden Ostrogenkonzentrationen, die schlieflich die HPG-Achse
aktivieren, bewirken dies durch einen positiven Riickkopplungseffekt auf die
Kisspeptin-Signalgebung. Tatséchlich exprimieren Kisspeptin-sezernierende
Zellen den Ostrogenrezeptor-Subtyp alpha (ERAlpha), der fiir die
Riickkopplungseffekte von Ostrogen notwendig ist, wihrend GnRH-
sezernierenden Zellen diesen Rezeptor nicht aufweisen (Clarke et al., 2009). Es
wird angenommen, dass der fehlende positive Riickkopplungseffekt von Ostrogen
vor der Pubertét durch einen verringerte Kisspeptinspiegel bewirkt wird. Dies geht
iiber die Pubertiit hinaus, da die Auswirkungen von Ostradiol auf kisspeptinerge
Kerne in den Mechanismus des Eisprungs beim adulten Tier integriert werden und

im Fortpflanzungszyklus mitwirken (Noakes et al., 2019).

Kisspeptin spielt auch in Bezug auf die Saisonalitét eine gro3e Rolle. Studien an
Schafen haben gezeigt, dass die Expression von Kisspeptin mit der verkiirzten
Photoperiode zunimmt. Diese jahreszeitlichen Verdnderungen treten im Nucleus
arcuatus des Hypothalamus auf. Dariliber hinaus hat sich gezeigt, dass eine
Behandlung mit Kisspeptin bei Schafen im Andstrus die Fortpflanzungsfunktion
wiederherstellt (Clarke et al., 2009).

Die erste Vorstufe des Kisspeptins ist ein Polypeptid mit 145 Aminoséduren, aus der
verschiedene Isoforme gebildet werden. Unter anderem entsteht Kisspeptin 10, ein
Dekapeptid, das volle biologische Aktivitdt besitzt und fiir die Kontrolle der
Saisonalitdt sowohl bei short- als auch bei long-day breedern von zentraler
Bedeutung ist (Revel et al., 2007). Studien an syrischen Hamstern haben gezeigt,
dass die Verabreichung von Kisspeptin 10 die Fortpflanzungsfunktion unter
photoinhibitorischen Bedingungen bei long-day breedern wiederherstellen kann
(Ansel et al., 2011). Auch bei Schafen, die zu den short-day-breedern gehoren, kann
die Gabe von Kisspeptin 10 im Andstrus den Eisprung auslosen (Caraty et al.,

2007).

Trotz dieser Erkenntnisse ist der Mechanismus, durch den eine reduzierte
Melatoninausschiittung gegenséitzliche Auswirkungen auf die Saisonalitdt von
short- und long-day breedern hat, sowie die Auswirkungen dieser Ausschiittung auf
die Kisspeptinfunktion, noch nicht vollstindig geklart (Noakes et al., 2019). Die
Untersuchung einer anderen Peptidfamilie, der RFamid-verwandten Peptide
(RFRP), die ebenfalls von hypothalamischen Neuronen exprimiert werden und

nachweislich die Freisetzung von Gonadotropin hemmen, hat jedoch einige
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Erkenntnisse gebracht (Henningsen et al., 2016). RFRP3 scheint das wichtigste
hemmende Peptid bei Sdugetieren zu sein und wirkt vermutlich auf die gleichen
GnRH-Neuronen, die durch Kisspeptin 10 reguliert werden. Daher wurde
postuliert, dass die Saisonalitdt durch die relativen Aktivitdten der Kisspeptin 10

und RFRP3 sezernierenden Neuronen im Hypothalamus reguliert wird.

1.3.3. Weitere Einfliisse auf die Pubertiit

Der Zeitpunkt des Einsetzens der Pubertit wird durch den Genotyp des Individuums
bestimmt, wobei kleinere Tierrassen tendenziell etwas frither pubertieren (Noakes
et al., 2019). Diese unterschiedlichen Zeitpunkte werden auch durch eine Reihe von

weiteren externen Faktoren beeinflusst.

1.3.3.1. Ernihrung

Bei den meisten Haustierarten ist der Beginn der Pubertét eng mit dem Erreichen
eines kritischen Korpergewichts sowie eines Mindestprozentsatzes an Korperfett
bzw. metabolischer Masse verbunden (Frisch 1984). Somit ist die Erndhrung ein
wichtiger Faktor. Tiere, die gut erndhrt werden und gute Wachstumskurven
aufweisen, kommen eher in die Pubertit als Tiere, die nur schlecht erndhrt werden
und eine langsame Wachstumskurve aufweisen. Der zelluldre Mechanismus, der
dem metabolischen Einfluss auf die hypothalamischen GnRH-Neuronen zugrunde
liegt, ist zwar noch nicht vollstindig erforscht, doch Verinderungen in der
Erndhrung beeinflussen eindeutig die GnRH-Sekretion. Z. Bsp. verzogert die
Nahrungsbeschrankung bei Schafen die Pubertdt durch eine Verminderung der
Frequenz und Amplitude der GnRH-Sekretion (I’ Anson et al., 2000). Das Protein
Leptin, das von den weilen Fettzellen im Fettgewebe ausgeschiittet wird, ist ein
wichtiges Bindeglied zwischen dem Stoffwechselstatus und der neuroendokrinen
Achse. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Behandlung mit Leptin den Beginn
der Pubertdt sowohl bei Tieren mit eingeschrinktem als auch mit freiem Zugang
zur Nahrung vorverlegen kann (Barash et al., 1996, Ahima et al.,, 1997). Die
Leptinkonzentrationen im Serum von Schweinen (Qian et al., 1999) und Firsen
(Garcia et al., 2002) steigen wdhrend der Pubertdt an. Trotzdem wird im
Allgemeinen angenommen, dass Leptin nicht das auslosende Signal fiir die Pubertit
ist, sondern ein initialisierendes Signal, dass das Eintreten der Pubertit ermdglicht
(Barb und Kraeling 2004). Leptin wirkt als metabolischer Faktor, da die

zirkulierenden Konzentrationen im Laufe der pubertdren Entwicklung ansteigen.
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Die Leptinspiegel im Serum erreichen eine mutmaBlich stimulierende Schwelle, die
die Aktivierung der HPG-Achse ermoglicht. Dies ist mit einer Verringerung der
negativen Riickkopplung von Ostradiol auf die Hypothalamus-Hypophysen-Achse
und einer Stimulierung der Leptin-Genexpression im Fettgewebe verbunden (Barb
und Kraeling 2004). Da GnRH-Neuronen keine Leptinrezeptoren exprimieren,
miissen die Auswirkungen von Leptin auf die Pubertit indirekt sein und werden
vermutlich durch priasynaptische hypothalamische Neuronen vermittelt. Es wird
angenommen, dass Leptin nicht nur iiber Kisspeptin-Neuronen, sondern auch iiber
neuronale Netzwerke im Hypothalamus von Proopiomelanocortin (POMC) und
Neuropeptid Y (NPY) wirkt (Amstalden und Williams 2019). Es wird weiterhin
angenommen, dass diese Neuronen Leptinsignale an die neuronalen Netzwerke
weiterleiten, die die GnRH-Sekretion regulieren (Amstalden und Williams 2019).
Andere Stoffwechselfaktoren, einschlieSlich Glukose und Fettsdauren, konnen auch
indirekt auf GnRH wirken, indem sie stoffwechselsensitive Neuronen aktivieren,
die dann die Kisspeptin- und schlieBlich die GnRH-Sekretion beeinflussen (Noakes
et al., 2019).

Sowohl zur Fleischproduktion (Brito et al., 2007, Brito et al., 2007, Brito et al.,
2007) als auch zur Milchproduktion (Dance et al., 2015, Byrne et al., 2018) haben
Studien an Rindern gezeigt, dass das Angebot einer verbesserten Erndhrung fiir
prapubertire Tiere zu einer verbesserten Stoffwechsellage fiihrt, die wiederum
einen Anstieg der Gonadotropinsekretion und einen fortgeschrittenen Beginn der

Pubertit und Geschlechtsreife auslost.

1.3.3.2. Einfluss des minnlichen Tieres

Studien an Schafen und Schweinen haben gezeigt, dass die Exposition gegeniiber
dem ménnlichen Tier den Zeitpunkt des Pubertéteintritts vorverlegt. Dieser so
genannte Widder- oder Eber-Effekt wird wahrscheinlich durch Pheromone und
andere sensorische Reize vermittelt, die die hypothalamische GnRH-Sekretion

erhohen (Underwood et al., 1944, Caton et al., 1986).

1.3.3.3. Klima

Durch anthropomorphe Extrapolation wurde angenommen, dass in den Tropen
lebende Tiere friiher in die Pubertit kommen als Tiere in geméBigten Klimazonen
(Noakes et al., 2019). An Rindern durchgefiihrte Studien haben gezeigt, dass dies

bei Rindern nicht der Fall ist. Zebu-Rinder (Bos indicus) sind die vorherrschenden
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Buckelrinder der Welt. Allein in Brasilien gibt es fast 170 Millionen Rinder, von
denen 80 % Zebu- oder Zebu-Kreuzungen sind. Durch die in Siidamerika
vorherrschenden extensiven Haltungssysteme sind diese Rinder stindig den
tropischen Klima- und Erndhrungsbedingungen ausgesetzt, was durch den
Selektionsdruck zu einer erhdhten Toleranz gegeniiber diesen Bedingungen gefiihrt
hat. Diese Umwelttoleranz bedeutet, dass Zebu-Rinder dort leben und sich
fortpflanzen kdnnen, wo Hausrinder (Bos taurus) nicht iiberleben konnen. Die
Widerstandsfahigkeit gegeniiber hohen Temperaturen und hoher Luftfeuchtigkeit
in tropischen und subtropischen Regionen wurde mit der Fettansammlung am
Buckel und der ausgepragten Wamme dieser Rinder (Cartwright 1980) sowie mit
threr Fahigkeit, minderwertiges Futter zu verdauen, in Verbindung gebracht
(Rajaratne et al., 1983). Aufgrund dieser Merkmale ist das Zebu gut an extensive
Zucht- und Haltungssysteme in einem tropischen Klima angepasst. Eine
unerwiinschte Folge der erhohten Toleranz gegeniiber Umweltbelastungen ist ein
Riickgang der Produktivitit und ein spéterer Eintritt in die Geschlechtsreife. Die
Pubertit setzt beim siidamerikanischen Zebu erst mit 22-36 Monaten ein und das
Alter beim ersten Abkalben liegt bei 44-48 Monaten (Pereira 1986, Souza et al.,
1995, Pereira 2000). Bei Zebu-Rindern aus Sri Lanka liegt das durchschnittliche
Alter der Pubertit bei 28,6 Monaten und das Alter bei der ersten Abkalbung bei
39,8 Monaten (Abeygunawardena et al., 1994). Ahnliche Daten wurden fiir
einheimische Rassen in Bangladesch (Alam und Ghosh 1994) und Malaysia (Tan
et al., 1986) erfasst.

1.3.3.4. Krankheit
Jede Krankheit, die die Wachstumsrate beeinflussen kann, verzogert den Beginn
der Pubertit. Dies kann entweder direkt oder aufgrund einer Beeintrachtigung der

Fiitterung und der Néhrstoffverwertung geschehen (Noakes et al., 2019).

Leptospirose und Durchfallerkrankungen, die z. Bsp. durch Rotaviren verursacht
werden konnen (Barrington et al., 2005), hemmen nachweislich die Entwicklung
und das Wachstum von Hirschen (Subharat et al., 2012) und Milchkiihen (Donovan
et al., 1998). Diese Krankheiten kdnnen zu einem verzdgerten Pubertdtsbeginn im

Vergleich zu gesunden Tieren beitragen.

1.3.4. Pubertiit Hiindin

Das Einsetzen der Pubertit bei der Hiindin ist zwischen 5 und 24 Monaten und wird
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beeinflusst von der Rasse (Doucet und Vannimenus 2001), dem Korpergewicht und
Umweltfaktoren (Giinzel-Apel und Bostedt 2016 a). Kleinere Rassen erreichen die
Pubertét fiinf bis sechs Monate friiher als grofle Rassen (Tab. 3). Es gibt kaum noch
Hinweise auf eine Auswirkung der Photoperiode auf das Einsetzen der Pubertit
beim Haushund, da die jahreszeitlichen Effekte, die bei Wildhunden beobachtet

werden, nicht mehr vorhanden sind (Gobello 2014).
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Tabelle 3: Alter bei Eintritt der Pubertit bei ausgewihlten Hunderassen
geordnet nach dem Korpergewicht (aus Giinzel-Apel und Bostedt 2016 a)

Rasse Alter (Monate) | Rasse Alter (Monate)
bei Eintritt der bei Eintritt der
Pubertit Pubertit
Korpergewicht (kg) <10 Korpergewicht (kg) 21-30
Bichon Firise 89 Bull Terrier 7-11
Griffon bis 18 | English Setter 7-20
Cavalier King Charles Spaniel 6-9 Norwegischer Elchhund 6-10
Italienischer Greyhound 18-24 | Podenco 8-24
King Charles Spaniel 12-24 | Saluki 8-24
Lakeland Terrier bis 24 | Samoyede bis 12
Mops 9-12 | Wolfsspitz 8-18
Schipperke 12-24 | Korpergewicht (kg) 31-40
Yorkshire Terrier 8-16 | Berner Sennenhund 9-12
Korpergewicht (kg) 10-20 Barsoi 15-18
Basenji 10 Deerhound bis 16
Welsh Corgi 9 Golden Retriever 9-11
Shetland Sheepdog (Sheltie) 7-17 Greyhound 11-30
Springer Spaniel 12 GroBpudel 12-15
Whippet 12-24 | Korpergewicht (kg) 41-50
Korpergewicht (kg) 21-30 Akita >5
Afghane 7-30 | Bloodhound 12
Airedale Terrier 15 Bullmastiff 6-16
American Staffordshire Terrier 10 Deutsch/Dénische Dogge bis 18
Australian Shepherd 6-18 | Pyrendenschiferhund 12
Bearded Collie 8-12 | Rottweiler 8
Belgischer Schiaferhund (Tervuren) | 10-12 | Kérpergewicht (kg) > 50
Border Collie 6-8 Bernhardiner 9-15
Boxer 8-24 | Irischer Wolfshund 14-18
Bretonischer Spaniel 9-12 | Komondor 12
Mastiff 11-12

1.3.4.2.

Reproduktionszyklus der Hiindin

Die Fortpflanzungsaktivitit der Hiindin unterscheidet sich von dem polyzyklischen

Muster anderer Tierarten dadurch, dass es keine hiufigen, wiederkehrenden
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Laufigkeitsperioden gibt, die entweder das ganze Jahr iiber wiederholt werden wie
bei Rindern und Schweinen oder saisonal auftreten, wie bei Pferden, Schafen,
Ziegen und Katzen. Bei der Haushiindin gibt es kaum Anzeichen fiir eine saisonale
Beeinflussung der Fortpflanzungsfunktion, da das Auftreten der Laufigkeit relativ
gleichméBig tiber das Jahr verteilt ist (Sokolowski et al., 1977). Im Gegensatz dazu
gibt es bei wildlebenden Caniden saisonale Einfliisse auf die Fortpflanzung. Eine
Studie an in Gefangenschaft lebenden afrikanischen Wildhunden hat beispielsweise
gezeigt, dass es Anzeichen fiir eine Saisonalitdt gibt. Die Weibchen weisen ein
biphasisches Muster der Fortpflanzung auf, das sich im Winter und im Sommer

manifestiert (Newell-Fugate et al., 2012).

Alle Hiindinnen haben zwischen aufeinanderfolgenden Laufigkeiten einen ldngeren
Zeitraum des Andstrus, eine Phase der sexuellen Ruhe. Dies ist unabhéngig davon,
ob sie triachtig waren oder nicht. Dieses Muster wurde als monozyklisch
beschrieben (Jochle und Andersen 1977). Jiingste Erkenntnisse deuten darauf hin,
dass endogene dopaminerge Substanzen einen direkten Einfluss auf die
Regulierung der GnRH-Sekretion haben, wodurch die FSH-Sekretion stimuliert
und die Follikulogenese eingeleitet wird (Okkens und Kooistra 2006). Das
durchschnittliche Intervall zwischen aufeinanderfolgenden Fortpflanzungsperioden
betrdgt sieben Monate, ist aber variabel. Es gibt einige Hinweise darauf, dass die
Rasse einen Einfluss haben kann. Beim Langhaarcollie sind es z. Bsp. 37 Wochen,
beim Deutschen Schiferhund dagegen 26 Wochen (Christie und Bell 1971). Bei
den anderen untersuchten Rassen liegen die mittleren Abstinde zwischen diesen
beiden Werten. Die Paarung scheint keinen grof8en Einfluss auf das Intervall zu
haben, obwohl eine Trichtigkeit teils einen leichten Anstieg verursachen kann

(Christie und Bell 1971).

1.3.5. Pubertit Katze

Das Korpergewicht ist der wichtigste Faktor beim Eintritt in die Pubertit bei
wildlebenden Katzen (Feldman und Nelson 2004). Wildlebende Katzen zeigen
ihren ersten Ostrus, wenn sie ein Korpergewicht von mindestens 2,5 kg erreicht
haben, was meist in einem Alter von zehn bis zwolf Monaten der Fall ist. Haus-
oder auch Laborkatzen kdnnen schon mit einem Gewicht zwischen 2,3 und 2,5 kg
geschlechtsreif werden, und zwar in der Regel um den siebten Lebensmonat. Somit
wird die Hauskatze zwischen dem siebten und neunten Monat geschlechtsreif, wenn

die korperliche Entwicklung noch nicht ganz abgeschlossen ist. Es wird jedoch von
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Abweichungen zwischen 5 bis 18 Monaten berichtet (Glinzel-Apel und Bostedt
2016 b). Die Pubertit ist zudem vom Zeitpunkt bzw. der Jahreszeit der Geburt
abhingig. Weibliche Tiere, die friih im Jahr geboren wurden, kommen meist im
Herbst desselben Jahres in die Pubertdt, wobei Tiere die spiter im Jahr geboren
werden erst im kommenden Friihjahr in die Pubertit kommen. Bei Haus- und
Zuchtkatzen ist die Pubertdt sehr viel variabler (Jemmett und Evans 1977).
Orientalische Rassen wie Siam und Burma haben hiufig vor dem 5. Lebensmonat
ihren ersten Ostrus, wobei Langhaarrassen hiufig iiber ein Jahr alt sind (Noakes et

al., 2019).

Die Phase der sexuellen Aktivitdt und ein Anzeichen der Geschlechtsreife ist bei
der weiblichen Katze die Rolligkeit, die auch Raunze genannt wird. In dieser Zeit
kommt es zu typischen Verhaltensmustern, wie das Reiben des Kopfes iiber den
Boden, sich auf dem Riicken wélzen, schlangenformiges Hin- und Herbewegen und
raunzende Laute, aber auch die Ausscheidung von Geruchsstoffen iiber den Urin
zur olfaktorischen Kommunikation zwischen den Geschlechtern (Giinzel-Apel und

Bostedt 2016 b).

1.3.5.2. Reproduktionszyklus der Katze

Freilebende Katzen und verwilderte Katzen sind saisonal polydstrisch mit einer
Andstrusperiode, die im Spatherbst beginnt (Noakes et al., 2019). Die zunehmende
Tageslichtlinge ist der wichtigste Faktor fiir die Wiederauthahme der
Fortpflanzungsaktivitit und der erste Ostrus tritt in der Regel kurz nach dem
kiirzesten Tag des Jahres auf. Wenn wihrend der Brunstzeit téglich 14 Stunden
Licht zur Verfligung steht, wird die sexuelle Aktivitit das ganze Jahr iiber
fortgesetzt. Diese Manipulation der Photoperiode verdndert den zirkadianen
Rhythmus der Melatoninproduktion (Leyva et al, 1984). Wenn die
Beleuchtungsdauer von 14 auf 8 Stunden geédndert wird, hort die zyklische Aktivitat
sofort auf (Leyva et al., 1984). Im Frithsommer kann es zu einer Periode scheinbar
fehlender Fortpflanzungsaktivitit kommen, die jedoch mit der Trichtigkeit oder
Laktation nach der Paarung zu einem frilheren Zeitpunkt des Jahres

zusammenhdngt (Noakes et al., 2019).

2. Das Anti-Miiller Hormon (AMH)

Das Anti-Miiller Hormon (AMH) ist ein Proteohormon und gehort zu den

Glykoproteinen. Im englischsprachigen Raum wird es auch Miillerian Inhibitory
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Factor (MIF) oder Miillerian Inhibiting Substance (MIS) genannt. Es gehort zu der
Familie der transformierenden Wachstumshormone, im englischen Transforming-
Growth-Factors-8 (TGF-B), und somit zu den Signalmolekiilen aus der Gruppe der
Zytokine (Durlinger et al., 1999, Durlinger et al., 2002). Das AMH hat ein
molekulares Gewicht von ca. 140 kDa und besteht aus 553 - 575 Aminoséuren (Cate
etal., 1986). Es ist, im Gegensatz zu anderen Proteinen der TGF- Familie, in seiner
Wirkung auf den Reproduktionstrakt sehr spezifisch (Seifer et al., 2016). Erstmalig
wurde es 1940 durch Versuche beim Kaninchen erforscht (Jost 1947). 1986 wurde
das AMH-Gen, welches sich beim Menschen auf dem 19. Chromosom befindet,
sequenziert (Cate et al., 1986). Seine inaktive Vorstufe besteht aus
Polypeptidketten, die durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind und

wird durch Proteolyse in die aktive Form umgewandelt (Belville et al., 2004).

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass AMH und Anti-Miiller Hormon Typ 2
Rezeptor (AMHR2) auch in der Prostata, der Lunge, dem Gehirn und der
Hypophyse vorkommen, aber die spezifische Wirkung ist noch nicht geklért (Silva
und Giacobini 2021). Vermutet wird, dass AMH auch zentral an der HPG-Achse
die Fertilitit beeinflusst.

2.1. AMH in der Embryonalentwicklung

In der embryonalen Entwicklung liegt die Hauptfunktion von AMH in der
Beteiligung der sexuellen Differenzierung bei allen Sdugetieren. Zu Beginn der
geschlechtlichen Entwicklung des Embryos besteht bei beiden Geschlechtern eine
indifferente Anlage mit jeweils paarigem Wolff'schen und Miiller'schen Gang
(Senger 2012 a). Bei méinnlichen Embryonen werden gro3e Mengen an AMH in
den Sertolizellen der Hoden gebildet und bewirken die Riickbildung der
Miiller'schen Génge, wodurch die Ausbildung weiblicher Geschlechtsorgane
verhindert wird (Miinsterberg und Lovell-Badge 1991). Dies stimuliert gleichzeitig
die Leydigzellen Testosteron zu sezernieren, was zur Entwicklung der inneren
maéannlichen Geschlechtsorgane, Nebenhoden, Samenleiter und Samenblasendriise
aus den Wolff'schen Géngen fiihrt (Jost 1953, Josso 1973, Donahoe et al., 1977,
Cate et al., 1986, Rey et al., 2000, Banco et al., 2010). Nur eine rudimentire
Uterovagina masculina bleibt noch aus den Miiller'schen Géngen zuriick (Senger

2012 a).

Es sind mehrere Gene bei der Differenzierung zum weiblichen Geschlecht
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involviert. An der Entwicklung der Ovarien beteiligt sind z. Bsp. die Gene Rspol
und Wnt4 (Christensen 2012). Wnt4 aktiviert Dax1, ein auf dem X-Chromosom
lokalisiertes Gen, das die Funktion von SF1 unterdriickt und dadurch die
Aktivierung von Sox9 hemmt (Jakob und Lovell-Badge 2011). Infolgedessen
entwickeln sich weder Sertoli- noch Leydigzellen und es wird weder AMH noch
Testosteron ausgeschiittet. Ohne AMH und Testosteronwirkung kommt es zur
Regression der Wolff'schen Ginge und aus den Miiller’schen Gingen bilden sich
die weiblichen Geschlechtsorgane, Eileiter, Uterus, Zervix und die kraniale Vagina,
wobei die kaudalen Anteile der paarig angelegten Génge miteinander verschmelzen
(Jost 1953, Cate et al., 1986). Anstatt von Sertolizellen werden bei weiblichen
Individuen Granulosazellen in den Gonaden gebildet, die erst nach der Pubertit

groBBere Mengen an AMH sezernieren (Christensen 2012).

2.2 Bestimmung von AMH bei Hunden und Katzen

Zu Beginn der Kenntnis von AMH wurde es anhand seiner Bioaktivitdt
nachgewiesen. So wurde gezeigt, dass sich die Miiller'schen Génge zuriickbilden
(Jost 1953). Anfang der 90er Jahre, wurde es bei Hundeembryonen mittels
Immunhistochemie detektiert (Meyers-Wallen 1991). Die Immunhistochemie ist
eine Analyse von Gewebeproben mittels immunchemischer Methoden, um die
Anfiarbung von Zell- oder Gewebestrukturen mit an Antikorper gekoppelten
Farbstoffen durchzufiihren (Lang 2013). Der Nachweis von AMH wird dabei durch
den Avidin-Biotin Komplex (ABC) dargestellt (Banco et al., 2012). Aktuell werden
verschiedene Immunoassays, Enzyme-linked Immunosorbet Assays (ELISA) oder
Chemilumineszenzimmunoassays (CLIA), verwendet (Place et al., 2011, Claes et
al., 2015). Bei dem antikorperbasierten Nachweisverfahren, dem ELISA, kénnen
unter anderem Hormone im Blutserum bestimmt werden, indem die enzymatische
Farbreaktion gemessen wird (Kindt et al., 2007). In den ersten Studien wurden
humane ELISA-Assays fiir die AMH-Bestimmung im Blutserum von Hunden
verwendet (Diagnostic Systems Laboratory, Immunotech, Beckmann Coulter)
(Holst 2017). In einer Studie mit Hiindinnen lag die Sensitivitit eines humanen
ELISA-Kits bei nur 88 % (Alm und Holst 2018). Humanes AMH unterscheidet sich
zum Teil von dem AMH der verschiedenen Tierarten und die Ubereinstimmung
von humanem und felinem AMH liegt bei unter 80 %. Es gibt zur Bestimmung von
AMH neben dem humanen auch canine Testsysteme. Auf Grund der Sensitivitét

liefern canine Testsysteme deutlich hoheren Messwerte bei Hunden als die human
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spezifischen ELISA-Tests (Axnér und Strém Holst 2015, Turna Yilmaz et al., 2015,
Themmen et al., 2016). Bei einer Gegeniiberstellung eines humanen ELISA-Kit
(Beckman Coulter, AMH- Gen II, USA) mit einem caninen (East BioPharm, China)
wurde die Uberlegenheit des humanmedizinischen Kits festgestellt, da der Abfall
des AMHs nach der Kastration von dem caninen ELISA-Kit nicht verlésslich
erkannt wurde (Pir Yagci et al.,, 2016). Es mangelt aktuell noch an der
Standardisierung der AMH-Referenzbereiche bei den von verschieden Laboren

angebotenen caninen Testsystemen (Pir Yagci et al., 2016).

Bei Immunoassays kann es auch zu Kreuzreaktionen mit anderen im Blut
enthaltenen Proteinen kommen (Bergman et al., 2018, Bergman et al., 2019). So
wurde bei kastrierten Hiindinnen noch eine geringe AMH-Konzentration
nachgewiesen, weil eine Kreuzreaktion mit Anti-Maus-Antikorpern vorlag
(Bergman et al., 2018). Dies war allerdings nur bei 9 % der Hiindinnen der Fall. Bei
Katzen kommen bei 5 % der Tiere Immunglobuline vor, die zu Kreuzreaktionen

fiihren konnen (Bergman et al., 2019).

2.3. AMH-Konzentration im Serum bei méinnlichen Siugetieren

AMH wird bei humanen ménnlichen Embryonen ab der fiinften
Schwangerschaftswoche in den Sertolizellen der Hoden produziert und bewirkt in
der embryonalen Entwicklung die Riickbildung der Miiller'schen Génge (Grinspon
und Rey 2010). Das Testosteron fillt postnatal in der ersten Lebenswoche ab und
steigt in der zweiten wieder an. Ab da bleibt es die ersten drei bis sechs
Lebensmonate auf diesem hohen Niveau (Forest et al., 1974). AnschlieBend fallt es
wieder ab und steigt erst mit Eintritt in die Pubertit wieder an. Wéhrend der
gesamten Schwangerschaft bleibt das AMH auf einem hohen Niveau und von der
Geburt bis zur Pubertdt dndert sich an der AMH-Konzentration nichts. Die
Sertolizellen der Jungen reifen, produzieren AMH auf einem hohen Niveau und
durchlaufen pramature Entwicklungsstadien (Grinspon und Rey 2010). Zu Beginn
der Pubertit wird die HPG-Achse aktiviert, steigert die Produktion von Androgenen
und fiihrt somit zur Reifung der Sertolizellen (Pasqualini et al., 1981). Die AMH-
Serumkonzentration féllt nach Erreichen der Geschlechtsreife ab (Kushnir et al.,
2017). Das Wachstum der Sertolizellen und die Produktion von AMH steigen nicht
weiter an (Rey et al., 2003) und hemmen so die Weiterentwicklung der Leydig-
Zellen und die Sekretion von Androgenen (Laurich et al., 2002, Lee et al., 2003).
Bei Ménnern (Lee et al., 1996), Bullen (Donahoe et al., 1977) und Hengsten (Claes
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et al., 2013) ist ein Abfall der AMH-Konzentration nach der Pubertét beschrieben.
Bei Bullen wurde ein AMH-Peak um den fiinften Lebensmonat nachgewiesen
(Rota et al., 2002). Hengstfohlen hingegen haben neonatal signifikant hohere
AMH-Serumkonzentrationen als kurz vor der Pubertéit (Claes et al., 2013). Die
AMH-Konzentration wird durch den Anstieg von Testosteron, welches in den
Leydigzellen gebildet wird, ab Eintritt in die Pubertét lebenslang herunterreguliert
(Rota et al., 2002, Claes et al., 2013). Auch bei Méinnern ist eine negative
Korrelation zwischen der AMH-Serumkonzentration und der intratestikulidren
Testosteronkonzentration beschrieben (Lee und Donahoe 1993). Aber nicht nur
eine verminderte Sekretion ist fiir den AMH-Abfall im Blutserum verantwortlich,
auch die Sekretionsrichtung dndert sich mit Eintritt in die Pubertit. AMH gelangt
dann nicht mehr iiberwiegend in das Blut, sondern in das Lumen der
Samenkanilchen, so dass die Konzentration im Blut zwar sinkt, aber im
Seminalplasma dafiir steigt (Fujisawa et al., 2002). Bei Fehlentwicklungen des
Androgenrezeptors bleiben die AMH-Konzentrationen auch nach Eintritt der

Geschlechtsreife hoch und steigen sogar noch weiter an (Rey et al., 1994).

Aktuell ist in der zugénglichen Literatur nichts iiber die AMH-Serumkonzentration
bei pripubertdren Riiden bekannt, aber eine positive Immunreaktion mit AMH-
Antikorpern wurde in den Hoden fotaler Riiden ab dem 36. Tag der Tréachtigkeit bis
48 Tage nach der Geburt bestitigt (Meyers-Wallen 1991, Banco et al., 2012, Balogh
etal., 2021).

24. AMH-Konzentration im Serum bei weiblichen Siugetieren

AMH wird bei weiblichen humanen Feten bereits ab der 36.
Schwangerschaftswoche in den Granulosazellen der Eierstocke produziert
(Rajpert-De Meyts et al., 1999) und erreicht maximale Serumkonzentrationen
wihrend der Pubertdt (Broer et al., 2009). Bei weiblichen Sdugetieren wird der
Hauptanteil des AMH in den kleinen heranwachsenden Ovarialfollikeln produziert
und die hochsten Konzentrationen wurden bei geschlechtsreifen Weibchen
nachgewiesen (Vigier et al., 1984, Lee et al., 2003). Daher ist AMH zum Zeitpunkt
der Geburt fast nicht und in den ersten Lebensjahren nur in sehr niedrigen
Konzentrationen nachweisbar. AMH hemmt die Aromataseaktivitdt am Ovar und
dadurch die Umwandlung von Androgenen zu Ostrogenen (Hagen et al., 2015). In
der Pubertit erhoht sich die Sekretion aus den Granulosazellen, wodurch ein erster

Anstieg zu verzeichnen ist (Visser und Themmen 2005, Visser et al., 2006,
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Broekmans et al., 2008). Im Vergleich zu den Sertolizellen der Hoden, welche bis
zum Eintritt der Pubertit bei méinnlichen Individuen groe Mengen AMH
produzieren, arbeiten die Granulosazellen auf einem recht niedrigen Niveau der
AMH-Expression (Josso et al., 2001). Bei jungen Méadchen ist bis zur Pubertit das
AMH entweder sehr niedrig oder gar nicht messbar (Hudson et al., 1990, Lee et al.,
1996). Die AMH-Konzentration steigt ab der zweiten Lebensdekade und mit dem
Eintritt in die Pubertdt deutlich an (Hudson et al., 1990). Bei Middchen wurde ein
AMH-Maximum mit durchschnittlich 15,8 Jahren nachgewiesen (Lie Fong et al.,
2012). Bis zu einem Alter von 25 Jahren bleibt AMH auf einer konstanten Hohe,
danach flaut es mit steigendem Alter stetig ab (Visser et al., 2006, Lie Fong et al.,
2012). In der fertilen Lebensphase hemmt AMH die Entwicklung von zu vielen
Primordialfollikeln zu weiteren follikuldiren Entwicklungsstufen durch einen
negativen Feedback-Mechanismus auf den Pool der Primordialfollikel (Durlinger
et al,, 1999, Durlinger et al., 2002). Damit bewirkt AMH, dass der Pool der
Primordialfollikel nicht zu frith komplett ausgeschopft wird. Zusétzlich unterdriickt
AMH die Sensitivitidt der wachsenden Préaantralfollikel gegeniiber FSH, um die
Reifung und Selektion zu vieler Follikel zu verhindern (Durlinger et al., 2001). Vor
dem Eintritt in die Menopause wird der Nachweis des AMHs immer schwieriger
(Sowers et al., 2008, Freeman et al., 2012). In der vierten Lebensdekade, ungefahr
zehn Jahre vor der Menopause (Freeman et al., 2012), und in der flinften Dekade,
ungefdhr fiinf bis sechs Jahre vor der Menopause (Sowers et al., 2008), sinkt das
AMH unter die Nachweisgrenze ab. Somit kommen Frauen mit geringen
altersspezifischen AMH-Werten frither in die Menopause als Frauen mit hoheren

altersspezifischen AMH-Werten (Depmann et al., 2016, Depmann et al., 2018).

Eine positive Korrelation bei kleinen heranwachsenden Follikeln und der AMH-
Serumkonzentration ist bei Kithen (Monniaux et al., 2012), Stuten (Claes et al.,
2016), weiblichen Hamstern (Place und Cruickshank 2009) und Hiindinnen
(Anadol et al., 2020) beschrieben. Von heranwachsenden Follikeln wird AMH so
lange exprimiert, bis sie die GroBe und Differenzierung erreicht haben, um
schlieBlich durch FSH-Wirkung als dominante Follikel selektiert zu werden. Bei
Mausen tritt dies im friihen Antralstadium kleiner heranwachsender Follikel auf
(Durlinger et al., 2002). Bei Frauen werden 4 - 6 mm grof3en Antralfollikeln durch
FSH als dominante Follikel selektiert (Weenen et al., 2004). Bei Schafen, Ziegen
und Rindern sind in der Follikelfliissigkeit kleiner Antralfollikel die AMH-
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Konzentrationen am hochsten und nehmen bei praovulatorischen Follikeln deutlich
ab (Monniaux et al., 2012). Die AMH-Konzentration in der Follikelfliissigkeit
korrelieret bei der Stute negativ mit dem Durchmesser ovarieller Follikel und ist in

praovulatorischen Follikeln nicht mehr nachweisbar (Vernuntt et al., 2013).

Bei Hiindinnen wurden signifikante Verdnderungen des AMH-Spiegels im Verlauf
des Ostruszyklus festgestellt, wobei die AMH-Serumkonzentration beim Ubergang
von Andstrus zu Prodstrus anstieg und der AMH-Spiegel vom postovulatorischen
Ostrus zum Metdstrus bei Hunden signifikant abnahm (Nagashima et al., 2016,
Walter et al., 2019). Im Gegensatz dazu erreichten Katzen die hochsten AMH-
Konzentrationen im Andstrus und die niedrigsten wéhrend der Rolligkeit (Flock et
al., 2022 b, Lapuente et al., 2023). In Bezug auf die Grof3e hatten Hiindinnen grof3er
Rassen niedrigere AMH-Serumwerte als mittelgroBe und kleine Hiindinnen
(Hollinshead et al., 2017). Dieselben Autoren beschrieben einen allméhlichen
Riickgang der AMH-Serumkonzentration bei erwachsenen Hiindinnen, die dlter als

vier Jahre waren.

Uber die AMH-Konzentration bei pripubertiren Katzen und Hiindinnen ist jedoch
wenig beschrieben. Jiingere Katzen wiesen hohere AMH-Konzentrationen auf als
erwachsene Katzen (Snoeck et al., 2017, Ferré-Dolcet et al., 2022, Flock et al., 2022
b, Lapuente et al., 2023). Im Vergleich scheinen pripubertire Hiindinnen unter
sechs Monaten niedrige AMH-Konzentrationen zu haben, wobei das genaue Alter
nicht angegeben wurde (Place et al., 2011, Turna Yilmaz et al., 2015, Hill et al.,
2018, Karakas Alkan et al., 2019).

2.5. AMH in der Diagnostik

Die Bedeutung von AMH in der Diagnostik von Erkrankungen und
reproduktionsspezifischen Fragestellungen hat in den letzten Jahrzenten in der
Human- und schlieBlich auch in der Veterindrmedizin an Bedeutung gewonnen und
wird immer héufiger eingesetzt. In den meisten Féllen kann zu jedem Zeitpunkt
eine einmalige Blutentnahme zur Diagnose von bestimmten Erkrankungen genutzt
werden und bei vielen Tierarten konnen einige Krankheitsbilder mit Hilfe der

AMH-Bestimmung erkannt werden.

2.5.1. AMH in der Diagnostik in der Humanmedizin
AMH wird in der Humanmedizin bei Frauen als indirekter, nichtinvasiver Marker

zur Bestimmung der ovariellen Follikelreserve genutzt (Josso 2019). Die AMH-
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Serumkonzentration reflektiert die follikuldren Reserven, da der Pool kleiner,
wachsender Follikel mit der Gesamtzahl der Primordialfollikel positiv korreliert
(Hansen et al., 2008). Somit kann AMH hinweisend fiir die verbleibenden
fruchtbaren Jahre der Frau bis zum Eintritt der Menopause sein (Visser et al., 2006,
Freeman et al., 2012, Peluso et al., 2014, Finkelstein et al., 2020). AMH kann,
gemeinsam mit dem Alter und BMI der Frau, den Eintritt in die Menopause préiziser
bestimmen als FSH (Finkelstein et al., 2020). Wéhrend eines Menstruationszyklus
kommt es bei Frauen nur zu geringen Schwankungen der AMH-Konzentration, was
zu jeder Zeit eine aussagekraftige Bestimmung ermdglicht (Tsepelidis et al., 2007).
Jedoch reicht eine einmalige Messung der AMH-Serumkonzentration bei Frauen
nicht zur Einschétzung der Fruchtbarkeit aus. Es sollten mehrere AMH-Messungen
tiber einen langeren Zeitraum hinweg erfolgen, um die Geschwindigkeit der
Abnahme des AMH-Spiegels und somit die Depletion des Primordialfollikelpools
genau interpretieren zu konnen (Pilsgaard et al., 2018). Zwar ist AMH ein
exzellenter Marker fiir die ovarielle Follikelreserve, jedoch gibt es bisher keine
einstimmigen Ergebnisse iiber die Verwendung von AMH als Fruchtbarkeitsmarker
(Ohetal., 2019). Wenn eine Frau zur Ovulation befdhigt ist, scheinen die ovariellen
Follikelreserven nur einen geringen Einfluss auf die Fruchtbarkeit zu haben

(Bressler und Steiner 2018).

In der Neonatologie und Pédiatrie findet das AMH auch Anwendung als klinisches
Diagnostikum. Werden Neugeborene mit nicht eindeutigen Genitalien bzw.
Geschlecht geboren, kann es als Marker fiir sexuelle Differenzierung genutzt
werden. Zudem wird AMH als Biomarker bei Kryptorchismus und verzogertem
Eintritt in die Pubertit, und somit der Geschlechtsreife, genutzt (Kushnir et al.,
2017). Bei Jungen wird die AMH-Serumkonzentration bestimmt, um sexuelle
Fehlbildungen zu diagnostizieren (Josso und Rey 2020). AMH kann bei
priapubertiren Jungen Hinweise auf testikuldres Gewebe geben und somit auch auf
die Anzahl funktioneller Sertolizellen. Physiologische AMH-Werte weisen nicht
auf eine Gonadendysgenesie hin (Freire et al., 2018). Es ist beschrieben, dass
Jungen mit abgestiegenen Hoden &hnliche AMH-Werte wie Jungen mit
kryptorchiden Hoden haben. Somit kann durch die Bestimmung der AMH-
Serumkonzentrationen ein Kryptorchismus von einer Anorchie unterschieden
werden (Lee et al., 1997). Zusitzlich kann man durch die AMH-Bestimmung beim

Miiller-Gang-Persistenzsyndrom zwischen einer Mutation vom AMH und dem
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AMH-Rezeptor-II-Gen unterscheiden (Picard et al., 2017). In einer groflen Studie
mit 124 Jungen mit Varikozele wurde gezeigt, dass die AMH-Serumkonzentration
bei pripubertiren Patienten mit Varikozele hoher waren als bei den
Kontrollpersonen (Trigo et al., 2004). Ein vermindertes Fruchtbarkeitspotenzial ist
durch eine Abnahme der Spermienmotilitdt, der Spermienkonzentration, des
Hodenvolumens und des Inhibin-B-Spiegels gekennzeichnet (Hutson 1986). Auch
die AMH-Konzentration im Seminalplasma ist bei Azoospermie niedriger als bei
gesunden Minnern (Fujisawa et al.,, 2002). Die Bestimmung der AMH-
Konzentration im Seminalplasma kann als Instrument zur Vorhersage des Erfolgs
einer Gonadotropintherapie bei hypogonadotropem Hypogonadismus betrachtet
werden, da ihr frither Anstieg ein Marker fiir eine gute spermatogene Reaktion sein
kann (Sinisi et al., 2008). Beim Mann kann die AMH-Serumkonzentration zur
Diagnose eines Sertollizelltumors bestimmt werden (Rey et al., 2000, Grinspon und

Rey 2010).

2.5.2. AMH in der Diagnostik in der Veterindrmedizin
AMH wird in vielen Bereichen der Veterindrmedizin bereits erfolgreich genutzt

und eingesetzt.

2.5.3. Fertilititsmarker

Bei Méusen (Kevenaar et al., 2006), Kiihen (Ireland et al., 2008) und Hamstern
(Place und Cruickshank 2009) korreliert der AMH-Serumspiegel mit der Anzahl
verbleibender Primordialfollikel. Bei der Hiindin hingegen liegt keine Korrelation
zwischen der AMH-Serumkonzentration und der Anzahl der Primordialfollikel vor
(Anadol et al., 2020). Zusétzlich dient AMH bei der Kuh (Monniaux et al., 2010,
Rico et al., 2012, Souza et al., 2015, Karl et al., 2022), dem Schaf (Lahoz et al.,
2012, Lahoz et al., 2014), der Hiindin (Hollinshead et al., 2017), der Ziege und der
Stute als Fruchtbarkeitsmarker (Ball et al., 2019, Papas et al., 2021).

Untersuchungen bei der Hiindin zur Wurfgrof3e ergaben, dass kleinere Rassen trotz
hoherer AMH-Serumwerte kleinere Wiirfe im Vergleich zu grof3eren Rassen hatten
(Hollinshead et al., 2017). Jedoch hatten Hiindinnen mit héheren AMH-
Serumwerten von Rassen dhnlicher Grofe signifikant groflere Wiirfe. Es konnte
kein Zusammenhang der AMH-Serumkonzentrationen und der Wurfraten
nachgewiesen werden. Auch das Alter der Hiindinnen hatte keinen Einfluss auf die

Wourfraten. Eine aktuelle Studie zeigte, dass das Korpergewicht einen starken
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Einfluss auf die Wurfgrofle hat (Hornberger et al., 2025). Es besteht eine hoch
signifikant negative Korrelation zwischen dem AMH-Wert und dem
Korpergewicht. Dies filihrt zu einem signifikanten Effekt der AMH-Konzentration

und der Wurfgréfle bei Hiindinnen mit gleichem Korpergewicht.

Bei reinrassigen Stuten konnte ein Zusammenhang zwischen den AMH-
Serumkonzentrationen und der Fertilitit nachgewiesen werden, da Stuten mit
hoheren AMH-Serumwerten eher trachtig wurden, als welche mit niedrigeren
Werten (Ball et al., 2019). In einer weiteren Studie mit Eizellentnahmen und
intrazytoplasmatischen Spermieninjektionen bei Stuten korrelierte die AMH-
Serumkonzentration signifikant mit der Anzahl punktierter Follikel und der Anzahl
gewonnener Eizellen (Papas et al., 2021). Die Stuten mit hoheren AMH-Werten
produzierten signifikant mehr Follikel, Oozyten und Blastozysten pro
Eizellentnahme als Stuten mit niedrigeren AMH-Werten. Es gab jedoch keinen
signifikanten Unterschied in der Blastozystenrate. Bei Stuten mit hoheren AMH-
Serumkonzentrationen konnten zwar mehr Eizellen gewonnen werden und mehr
Embryonen entstehen, aber auch bei 58 % der Stuten mit niedrigeren AMH-
Serumkonzentrationen entwickelte sich mindestens ein Embryo (Papas et al.,

2021).

Bei Rasa-Aragonesa-Ldmmern wurde AMH ebenfalls als Fertilititsmarker
untersucht. Die Fruchtbarkeit zur ersten Paarung korrelierte signifikant mit den
AMH-Serumwerten, die mit drei bis sechs Monaten bestimmt wurden (Lahoz et al.,
2012). In einer weiteren Studie an Rasa-Aragonesa-Schafen wurde AMH als
verlédsslicher Marker fiir die Reaktion der Ovarien auf FSH-Stimulation beschrieben
(Lahoz et al., 2014). Zur Produktion von Embryonen in vivo konnte AMH als
geeigneter Marker zur Selektion von Spender-Mutterschafen genutzt werden (Pinto

et al., 2018).

Rinder mit hohen AMH-Serumkonzentrationen sprechen deutlich besser auf eine
Superovulation an, als Rinder mit vergleichsweise niedrigen AMH-
Serumkonzentrationen (Souza et al., 2015). Auch wihrend der ersten Laktation,
mehrere Monate vor der Superovulation, korreliert bereits die AMH-
Serumkonzentration bei Spenderkiihen fiir die Embryonenproduktion signifikant
mit der maximalen Anzahl gesammelter und transferierbarer Embryonen
(Monniaux et al., 2010). Somit konnte AMH zur Verbesserung der Effizienz von

Superovulations-Programmen bei Milchkiihen beitragen (Monniaux et al., 2010,
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Souza et al., 2015). Im Vergleich war bei einer anderen Untersuchung die
Korrelation zwischen der AMH-Serumkonzentration und dem Ergebnis nach der
Eizellentnahme mit anschlieBender intrazytoplasmatischen Spermieninjektion zu
gering, um den Erfolg bei Holstein-Friesian-Farsen vorherzusagen (Vernunft et al.,
2015). Es kann jedoch dazu dienen sehr gut von sehr schlecht geeigneten Tieren flir
die Eizellspende zu unterscheiden. Der Zusammenhang zwischen der AMH-
Serumkonzentration und der Anzahl der Antralfollikel wurde ebenfalls bei
Holstein-Friesian-Kithen untersucht und Tiere mit einer hoheren AMH-
Serumkonzentration hatten auch mehr Antralfollikel (Guanga et al., 2022). Mit
dieser Information konnten geeignete Spenderkiihen fiir den Embryonentransfer
ausgewahlt werden. Daraus ergibt sich, dass mit der AMH-Serumkonzentration und
der Anzahl der Antralfollikel bei einem Superovulationsprogramm an Férsen mit
kleiner Ovarialreserve, zwar die Anzahl, aber nicht die Funktionalitdt der

Ovulationsreife beurteilt werden kann (Karl et al., 2022).

Die AMH-Serumkonzentration kann auch bei Ziegen genutzt werden, um das
Potential fiir eine hohe bzw. niedrige Anzahl qualitativ hochwertiger Embryonen

vorherzusagen (Monniaux et al., 2011).

Eine verminderte Fertilitdt beim Riiden kann durch eine testikuldre Degeneration
hervorgerufen werden und betrifft hauptsachlich dltere Hunde (Ortega-Pacheco et
al.,, 2006, Camara et al., 2018). Sowohl AMH als auch Insulin-like-Peptide 3
(INSL3) sind Biomarker, die einzig in Sertollizellen bzw. Leydigzellen sezerniert
werden und somit Riickschliisse auf deren Zellfunktion erméglichen. In einer
Studie an Riiden wurde eine Deslorelin induzierte Hodenatrophie als Modell fiir die
gonadotropinabhingige Infertilitit genutzt. Die Riiden mit Deslorelin-induzierter
Hodenatrophie hatten, sobald das Testosteron fiel, signifikant hdhere AMH-Werte
als die Kontrollgruppe. Somit kann AMH, zusammen mit INSL3, als einzigartiger
Biomarker bei der diagnostischen Aufarbeitung von Infertilitdt und Subfertilitat

beim Riiden genutzt werden (Balogh et al., 2021).

2.54. Kastrationsstatus

AMH wird beim weiblichen Tier ausschlieBlich von den Granulosazellen des Ovars
sezerniert, daher ldsst eine feststellbare Konzentration von AMH im Serum immer
auf das Vorhandensein von Keimdriisen schliefen (Durlinger et al., 1999, Visser et

al., 2006). Dies wurde in den letzten Jahren in verschiedenen Studien bei
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Hiindinnen und Katzen gezeigt (Axnér und Strom Holst 2015, Pir Yagcietal., 2016,
Themmen et al., 2016). Tiere aus dem Tierheim, dem Ausland oder mit unbekannter
Anamnese und Kastrationsstatus werden hiufig in der tierdrztlichen Praxis
vorgestellt (Place et al., 2011, Themmen et al., 2016). So war die erste klinische
Anwendungsmoglichkeit des AMHs die Differenzierung von sexuell intakten und
kastrierten Tieren bei Hiindinnen und Katzen (Place et al., 2011). Der Nachweis
von AMH im Serum kann zu jedem Zeitpunkt erfolgen, unabhidngig vom
Zyklusstadium und es ist nur eine einmalige Blutprobenentnahme notwendig. Der
Nachweis von Ovargewebe iliber die AMH-Bestimmung im Serum ist sehr
verldsslich und wurde bereits mit verschiedenen Testsystemen bei Hiindinnen
durchgefiihrt. Es wurde nur in einer Studie ein falschpositiver hoher Wert bei einer
bereits kastrierten Hiindin gemessen (Place et al., 2011). Falsch negative AMH-
Konzentrationen wurden jedoch schon haufiger in der Gruppe der sexuell intakten
Tiere bestimmt (Place et al., 2011, Themmen et al., 2016, Alm und Holst 2018).
Hiervon sind vermutlich vor allem priapubertire Hiindinnen betroffen, bei denen
AMH noch in sehr geringen Mengen sezerniert wird (Place et al., 2011). Bei Katzen
hingegen wurde in den bisherigen Studien keine falsch positiven oder negativen

AMH-Konzentrationen gemessen (Place et al., 2011, Axnér und Strém Holst 2015).

2.5.5. Ovarrest-Syndrom

In den meisten Féllen ist das Ovarrest-Syndrom (ORS) die Folge einer
unvollstindigen Entfernung einer oder beider Ovarien im Rahmen einer
routinemdfig durchgefiihrten Kastration (Wallace 1991, Miller 1995, Ball et al.,
2010, Little 2011, Rota et al., 2011). Eine andere mdgliche Ursache ist ektopisches
Ovargewebe, hierfiir gibt es in der Literatur jedoch keine Hinweise (Schlafer und
Foster 2016). Meist zeigen betroffene Tiere Monate bis Jahre nach der Kastration
Ostrussymptome. Metropathien, Ovarzysten oder Ovartumoren koénnen die Folge
sein, wenn die Ovarreste nicht operativ entfernt werden (Miller 1995). Diese
Folgeerkrankungen scheinen bei Katzen insgesamt seltener zu sein als bei
Hiindinnen, da sie in der Literatur hiufig nur als Fallberichte auftauchen (Cellio
und Degner 2000, Demirel und Acar 2012). Zudem ist ein Fall verdffentlicht, bei
dem eine Katze mit Ovarrest-Syndrom einen Hyperandrogenismus entwickelte
(Jones et al., 2019). Die Therapie der Wahl ist die chirurgische Entfernung des
Ovargewebes, was entweder iiber eine Laparotomie oder endoskopisch erfolgt

(Miller 1995, Ball et al., 2010, Naiman et al., 2014). In den meisten Féllen befindet
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sich das Restovargewebe an einem oder beiden Stiimpfen der Ovarligatur. Es ist
aber auch beschrieben, dass Ovarreste an anderen Stellen in der Bauchhohle
revaskularisieren und hormonell aktiv werden konnen (DeNardo et al., 2001, Fontes
und McCarthy 2020). Mit Hilfe der AMH-Serumkonzentration haben bereits
verschiedene Studien gezeigt, dass sexuell intakte und kastrierte Tiere differenziert
werden konnen. Zudem konnte bei Hiindinnen gezeigt werden, dass die AMH-
Serumkonzentration auch dazu genutzt werden kann Hiindinnen mit ORS von
vollstindig kastrierten Tieren zu unterscheiden (Turna Yilmaz et al., 2015, Place et
al., 2019). Der Vorteil in der Bestimmung des AMH gegeniiber anderen
diagnostischen =~ Moglichkeiten  liegt in  der  Unabhédngigkeit vom
Reproduktionszyklus und in der einmaligen Blutentnahme. Bei Katzen wurde die
Eignung des AMH zur Diagnostik von Ovarrestgewebe ebenfalls untersucht (Place
etal., 2011, Fontes und McCarthy 2020, Flock et al., 2022 a). Die Katzen mit ORS
hatten signifikant niedrigere AMH-Serumwerte als sexuell intakte Katzen. Somit
ist die Bestimmung der AMH-Serumkonzentration zur Diagnostik des ORS auch
bei Katzen sehr gut geeignet und unbeeinflusst von der hormonellen Aktivitdt des

ovariellen Restgewebes (Place et al., 2011, Flock et al., 2022 a).

2.5.6. Granulosazelltumor

Die Granulosazelltumore gehen vom Keimdriisenstroma des Ovars aus und gehoren
zu den Keimzelltumoren. Es sind bei allen Haussdugetieren Ovartumore
beschrieben (MacLachlan 1987). Die héufigsten Tumore bei Hiindinnen sind
epitheliale Tumore, wie Adenome und Adenokarzinome, aber auch
Granulosazelltumore kommen vor (Nielsen et al., 1976). Granulosazelltumore
konnen sich, aufgrund ihrer hormonellen Aktivitdt, auf den Reproduktionszyklus,
das geschlechtshormonbedingte Verhalten oder den Geschlechtstrakt auswirken.
Beim Kleintier sind dies hédufig Abweichungen von einem physiologischen
Reproduktionszyklus, wie verlingerte Ostrussymptome oder unregelmiBige
Ostrusintervalle. Daraus koénnen Metropathien, wie eine glandulir-zystische
Endometriumshyperplasie oder Pyometra resultieren (Johnston et al., 2001). Bei
Stuten und Kiihen mit Granulosazelltumoren konnte eine signifikant hohere AMH-
Konzentration im Blut festgestellt werden, als bei trachtigen oder zyklischen Tieren
(Ball et al., 2008 b, Banco et al., 2012, Ball et al., 2013, EI-Sheikh Ali et al., 2013,
Gharagozlou et al., 2013). Zudem wurde bei Kiihen festgestellt, dass die AMH-
Konzentration positiv mit der TumorgroB3e korreliert (EI-Sheikh Ali et al., 2013).
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Die AMH-Konzentration sank bei Stuten und Kiihen nach der operativen
Tumorentfernung wieder ab (Almeida et al., 2011, EI-Sheikh Ali et al., 2013). Auch
bei Hiindinnen kann AMH bereits genutzt werden, um Granulosazelltumore zu
diagnostizieren. Denn auch diese wiesen hohere AMH-Werte als gesunde Tiere auf
(Walter et al., 2018). Bei Katzen gibt es einen Fallbericht {iber eine Katze mit einem
Granulosazelltumor, welche im Vergleich zu gesunden Vergleichstieren eine
erhohte AMH-Konzentration im Blutserum zeigte. Zwei Monate nach vollstandiger
Kastration nahm die AMH-Serumkonzentration der betroffenen Katze wieder ab

(Heaps et al., 2017).

2.5.7. Sertollizelltumor

Bei minnlichen Tieren kann AMH genutzt werden, um Sertolizelltumore,
neoplastische Entartungen der Gonaden ausgehend von den Sertolizellen, zu
diagnostizieren (Ball et al., 2008 a, Banco et al., 2010, Holst und Dreimanis 2015).
Riiden mit  Sertolizelltumoren  hatten  signifikant  hdhere = AMH-
Serumkonzentrationen als gesunde Riiden gleichen Alters (Holst und Dreimanis
2015, Leykam et al., 2018). Zusétzlich wiesen auch Riiden mit anderen testikuldren
Tumoren, Seminome und Leydigzelltumore, und auch bei entziindlichen
Hodenpathologien signifikant hdhere AMH-Serumkonzentrationen auf. Somit ist
eine erhohte AMH-Serumkonzentration hinweisend, jedoch miissen weitere
diagnostische Mallnahmen ergriffen werden, um andere Hodenpathologien
auszuschlieen. Auch bei Hengsten mit Sertollizelltumoren konnten signifikant
hohere AMH-Serumkonzentrationen bestimmt werden als bei gesunden Hengsten

(Ball et al., 2008 a, Banco et al., 2010).

2.5.8. Kryptorchismus

In der Veterindrmedizin ist AMH als klinischer Marker bei Verdacht auf
Kryptorchismus beschrieben. Riiden mit bilateralem oder unilateralem
Kryptorchismus wiesen signifikant hohere AMH-Serumkonzentrationen als
kastrierte Riiden auf (Gharagozlou et al., 2014, Hornidkova et al., 2017, Leykam et
al., 2018). Auch bei unilateralen kryptorchiden Kilbern wurden signifikant hohere
AMH-Serumkonzentrationen nachgewiesen als bei bereits kastrierten Tieren
(Kitahara et al., 2012). Bei Riiden konnten sogar zwischen kryptorchiden und
sexuell intakten Riiden mit skrotalen Hoden anhand der AMH-Serumkonzentration

unterschieden werden, da die kryptorchiden Riiden signifikant hohere AMH-
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Serumwerte hatten (Horndkova et al., 2017). Es wurden auch signifikant hohere
AMH-Serumkonzentrationen bei  kryptorchiden Hengsten und Kélbern
nachgewiesen als bei Hengsten (Claes et al., 2013) bzw. Kéilbern (Kitahara et al.,
2012) mit physiologischem Hodenabstieg. Als Begriindung wird dafiir die
morphologische Ahnlichkeit kryptorchider Hoden mit pripubertiren Hoden
diskutiert (Claes et al., 2013). Im Gegensatz zu abgestiegenen Hoden weisen
kryptorchide Hoden eine erhdhte AMH- und AMH-Rezeptor-II-Expression auf,
was auf unreife Sertolizellen und/oder eine fehlende Suppression durch Testosteron

hinweist (Almeida et al., 2013).

2.5.9. Kongentitale sexuelle Fehlbildungen

Kongenitale sexuelle Fehlbildungen kommen sowohl bei Katzen als auch bei
Hunden vor (Meyers-Wallen 2012). Sie werden meist entsprechend der
Geschlechtschromosomen als XX- beziehungsweise XY -Fehlbildungen bezeichnet
(Poth et al., 2010, Meyers-Wallen 2012). Der Grund fiir eine sexuelle Fehlbildung
ist eine gestorte Geschlechtsentwicklung. Es kann zu Stérungen wihrend der Phase
der Festlegung des chromosomalen Geschlechts, der Gonadenentwicklung oder der
Differenzierung des phénotypischen Geschlechts kommen (Christensen 2012).
AMH wurde bei Hunden mit Storungen der Geschlechtsentwicklung bzw.
testikuldrer Dysgenesie erforscht und kann als Marker fiir vorhandenes
Hodengewebe genutzt werden (Walter et al., 2022). Die AMH-
Serumkonzentrationen waren bei den Hunden mit Stérungen der
Geschlechtsentwicklung signifikant hoher als bei gesunden, sexuell intakten
Hiindinnen und Riiden. Bei einem Pudel mit weiblichen dulleren Genitalien, der bis
zum 48. Monate keine Laufigkeitsanzeichen zeigte, war kein AMH messbar.
Pathohistologisch konnte zwar Nebenhodengewebe nachgewiesen werden, aber
nicht sicher Gonadengewebe (Walter et al., 2022). Dies spricht dafiir, dass die
AMH-Serumkonzentration fiir die Diagnose einer gonadalen Dysgenese genutzt
werden kann. In einer Studie zu den AMH-Serumkonzentrationen im Verlauf der
verschiedenen Phasen des Reproduktionszyklus der weiblichen Katze war ein Tier
azyklisch. Die Katze zeigte iiber den gesamten Untersuchungszeitraum keine
Ostrussymptome und hatte niedrigere AMH-Serumkonzentrationen als die
Vergleichstiere. Die pathohistologische Untersuchung ergab auch hier einen
unreifen Eierstock mit wenigen Primérfollikeln auf der rechten Seite und einen

linken Eierstock mit einer Ovarialzyste (Flock et al., 2022 b). Die Autoren
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schlussfolgerten, dass durch eine AMH-Bestimmung bei Katzen ein stiller Ostrus

von einer Gonadenhypoplasie unterschieden werden.
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Simple Summary: The diagnostic value of anti-Miillerian hormone (AMH) is well established
but less is known about physiological concentrations in young individuals. The aim of this study
was to determine AMH levels in small animals before and around puberty and to correlate these
levels with testosterone in males entering puberty. Blood samples were collected between 2 and
48 weeks after birth for AMH and testosterone measured using a chemiluminescence immune assay.
AMH concentrations were higher in males than in females, with no significant differences among
male individuals. However, queens had significantly higher AMH concentrations compared to
bitches. A significant decreased in AMH was observed in the males beginning 24 weeks after birth,
which correlated only in dogs with an increase in testosterone. In bitches, AMH remained below
the detection limit until 16 weeks after birth after which it increased slightly. In queens, AMH
was detectable from week 2 with a significant increase starting at week 8, even approaching the
chemiluminescence immune assay’s upper limit. In conclusion, queens secreted AMH much earlier
and in significantly higher amounts than bitches. The decrease of AMH in male species entering
puberty was observed in both dogs and tomcats, but a negative correlation with testosterone was
derived only for male dogs.

Abstract: In recent years several studies established the diagnostic value of anti-Miillerian hormone
(AMH) in companion animals. However, less is known about physiological AMH concentrations
in young individuals highlighting the necessity to apply the diagnostic findings to this group. The
aim of this study was to determine the AMH values of healthy male and female dogs between the
age of 8 and 48 weeks, tomcats under 8 weeks and up to 48 weeks of age and queens between 2 to
12 weeks of age. In total, 96 blood samples were collected. Anti-Miillerian hormone was measured in
all samples and testosterone was measured in the oldest age group of the males in both species. The
hormones were analyzed using a human based chemiluminescence immune assay. Overall, AMH
concentrations were higher in males than in females (p < 0.001). According to the AMH concentration
there was no difference in males, but queens had significant higher AMH concentrations than bitches
(p < 0.001). AMH remained high in males up to week 24 and decreased significantly thereafter
(tomcats: p = 0.015; male dogs: p = 0.013), which correlated with an increase in testosterone levels for
male dogs only. In bitches, AMH remained below the detection limit until the week 16 and slightly
increased subsequently. In queens, AMH was detectable from the beginning with a significant
increase in the older age group (p = 0.003). Half of the cats in the older age group even approached
the chemiluminescence immune assay’s upper limit. The results show that female cats secrete AMH
much earlier than female dogs in which AMH secretion begins just shortly before the start of the
puberty. In the male animals, the decrease in AMH concentration around puberty was similar in
dogs and cats, but a correlation with the increase of testosterone was only observed in dogs. Further
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research is required to determine the origin of the high AMH concentrations in female kittens and
the lack of correlation between testosterone and AMH concentrations in male kittens.

Keywords: anti-Miillerian hormone; reproduction; dog; cat; bitch; queen; tomcat

1. Introduction

Anti-Mllerian hormone (AMH), a glycoprotein of the transforming growth factor--
family, is secreted primarily by Sertoli cells in males and granulosa cells in females. The
key function of AMH is the regression of the Miillerian ducts during embryogenesis in
males, in which high levels are secreted [1]. In females, under the absence of AMH, the
Miillerian ducts progress into the outer epithelium of the ovaries, the salpinx, the uterus,
the cervix, and the cranial part of the vagina during embryogenesis [2]. After puberty,
AMH inhibits the recruitment of primordial follicles into the pool of growing follicles
and reduces the responsiveness of growing follicles to the follicle stimulating hormone in
females [3]. In males, AMH has a paracrine action on Leydig cells and reduces testosterone
secretion [4]. Recent studies showed the expression of AMH and its receptor-2 in the
prostate, lungs, brain, and hypophyses as well, but the specific action of AMH has not yet
been determined [5].

Over the last decade, several studies have proven the diagnostic value of AMH in
small animal reproduction. So far, AMH levels have helped to distinguish between intact
and castrated dogs and cats [6-8], to identify bitches and queens with ovarian remnant
syndrome [9-11], or to diagnose scrotal Sertoli cell tumor in male dogs and granulosa
cell tumor in bitches [12,13]. Significantly higher AMH concentrations, in comparison to
healthy animals, have been described in cryptorchid dogs and dogs with other disorders
of sexual development [14,15] as well as in male dogs with deslorelin-induced testicular
atrophy [16]. Furthermore, physiological factors influencing AMH concentration in dogs
and cats can be observed during the estrous cycle and among different breeds and age
groups. Significant changes in AMH levels over the estrous cycle in bitches have been
reported with a rise in serum concentration of AMH from the transition of anestrus to
proestrus and a significant decrease in AMH level from postovulatory estrus to metestrus
in dogs [17,18]. In contrast, queens reached the highest AMH concentrations in anestrus
and the lowest during heat [18,19]. Relating to the size, giant breed bitches had lower
AMH values than medium and small size female dogs and the same authors described
a gradual decline in AMH in adult dogs older than 4 years of age [20]. However, less
is known about the AMH concentration in prepubertal cats and dogs. One study in
cats has described measurable AMH serum concentrations in five female and male cats
between 4 and 8 weeks after birth as AMH concentrations above 23 ng/mL. Further, it
has been described that younger queens have higher AMH concentrations than adult
cats [18,19,21,22]. In contrast, prepubertal bitches under 6 months of age seem to have low
AMH concentrations [6,9,23,24]. To the authors” knowledge, nothing is known about the
AMH serum concentration in prepubertal male dogs, but a positive immunoreaction with
AMH antibodies has been confirmed in the testes of fetal male dogs from the 36th day of
pregnancy up to 48 days after birth [16,25,26].

The aim of this study was to investigate the time of the postnatal rise in AMH concen-
tration in female dogs and cats and the postnatal decrease in AMH level in male dogs and
cats, as well as its relation to the rise in testosterone as it is described in other species.

2. Materials and Methods
2.1. Animal and Blood Sample Collection

This study included 15 prepuberal bitches, 17 male dogs, 10 queens, and 21 tomcats.
The animal population was drafted from Ludwig Maximilian University small animal
clinic patients and shelter animals. This study was approved by the ethical commission of



IV. Publikation

48

Animals 2024, 14, 2561

30f10

the veterinary faculty Ludwig Maximilian University Munich (no. 228-13-07-2020) and the
owners gave their consent. The animals in this study were in general good health, proper
body condition, and showed normal external genital organs. This study was designed
cross-sectionally, and blood sample collections were performed once in 63 animals and
twice in 33 animals during general health checks or antibody titer controls. The samples
were grouped according to species, gender, and age of the animal, as shown in Table 1.
Each group included 8 samples. The dogs consisted of 13 different breeds: mixed breed
(n =10), border collie (n = 1), Louisiana Catahoula leopard dog (n = 1), poodle (n = 4),
Rhodesian ridgeback (n = 5), Pomeranian (1 = 3), Maltese (n = 2), labrador (n = 1), Akita Inu
(n = 1), cocker spaniel (n = 1), American bulldog (n = 1), Doberman (n = 1), and Deutsche
Bracke (1 = 1). The cats consisted of the following breeds: Bengal cats (n=15), Norwegian
forest cats (n = 4), and European short-haired cats (n = 12). The weight distribution
was between 1.00 kg and 27.50 kg (median: 12.25 kg) in the dog sample and between
0.38 kg and 4.40 kg (median: 2.40 kg) in the cat sample. In total, 96 blood samples were
collected. Blood was obtained by puncture of the saphenous or cephalic vein with a
25-gauge needle. Blood samples were centrifuged at 600 G for ten minutes, and serum
was drained directly afterwards and stored at —20 °C until the measurement of AMH.
Testosterone was measured additionally in the oldest group of male dogs and tomcats to
determine the phase of puberty. The female kittens were chosen before puberty and the
bitches before their first heat.

Table 1. Experimental group division by species, gender, and age.

Species Gender Age in Weeks and Size of Group
Female : t.o B - . t? = - - -
Cats 8 animals 8 animals
Male 5 <8 . 8to16 16 to 24 24 to 48
8 animals 8 animals 8 animals 8 animals
Hoormils i i i 8 f(.‘l 16 16 t.o 24 24 t.o 48
Dogs 8 animals 8 animals 8 animals
Male ) ) ) 8 t‘_’ 16 16 t‘O 24 24 t_o 48
8 animals 8 animals 8 animals

2.2. Hormone Analysis

AMH was measured using a chemiluminescence immunoassay on a cobas E602
analyser (Roche) using murine anti-AMH antibodies validated for cats [18]. In dogs, the
intra-assay co-efficient of variation was 1.8% and the inter-assay co-efficient of variation
was 7.4%. In addition, the intra-assay co-efficient of variation was calculated for serial
dilutions (1:2, 1:5: 1:10, 1:20) using physiological salt solution as a diluting agent. The
intra-assay co-efficients of variation were 4.51% at 23.61 ng/mlL, 2.52% at 1.30 ng/mL
and 6.85% at 0.81 ng/mL. Comparing the expected values to the measured values after
dilution in the dogs” sample gave a recovery rate of 88.89% to 104.94%. Visual inspection
of the data plotted in a scatter diagram and a correlation analysis (12 = 99.0%) confirmed
the linearity under dilution. Recovery of human AMH standard added to canine plasma
showed changes in optical density parallel to the AMH standard curve. Minimum detection
limit of the AMH test was 0.01ng/mL, and maximum detection limit was 22.96 ng/mL.
Testosterone concentrations were determined using a chemiluminescence immunoassay.
Minimum detection limit of the testosterone test was 0.07 ng/mL and maximum detection
limit was 15.00 ng/mL. The intra-assay co-efficient of variation in male dogs was 10.00%
and in tomcats 10.98%, and the inter-assay co-efficient of variation in male dogs was 4.94%
and in tomcats 5.21%.

2.3. Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out by using SPSS 28.0.1.0 (IBM, Ehningen, Germany).
AMH concentrations were displayed as mean =+ standard deviation and median with range.
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Statistical analyses used unifactorial and multifactorial methods. Unifactorial statistical
analysis for independent data employed Mann-Whitney U test, and Spearman’s Rho was
used as a non-parametric test to measure the strength of association between two variables,
where the value r = 1 means a perfect positive correlation and the value r = —1 means a
perfect negative correlation.

AMH concentrations were compared between sexes for each species and between
species for each sex using the Mann-Whitney U test. In addition, the dependence of the
AMH concentration in males and females on age was determined.

The Spearman’s Rho method was used to determine the dependence of AMH con-
centration in males and females on age, and on testosterone levels in male animals over
20 weeks of age.

3. Results

The median, minimum, and maximum AMH concentrations within the different
groups classified according to their species, gender, and age can be seen in Table 2. The
AMH concentration was significantly higher in males than in females within each species
(p < 0.001). There was no significant difference in the mean AMH concentration between
the male cats and male dogs (p = 0.682). In contrast, the median AMH concentration in
queens was significantly higher than in bitches (p < 0.001).

Table 2. Median, minimum, and maximum AMH and testosterone concentrations within the different
groups classified according to their species, gender, and age.

. Age AMH [ng/mL] Testosterone [ng/mL]
Species Gender [Weeks] - . . : $hi i
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum

2to6 04 0.12 1.22 -
Female 61012 2071 0.87 2296 ;
o <8 22.96 22.96 22.96 -
Cats 8 to 16 22.96 22.96 22.96 5
Male 16 to 24 22,96 22.96 22.96 .

24 to 48 14.12 6.46 22.96 5.5 <0.07 7.6
8to 16 0.01 0.01 0.01 -
Female 16 to 24 0.035 0.01 0.1 -
Dogs 24 to 48 0.245 0.07 0.56 -
8tol6 22.96 22.96 22.96 -
Male 16 to 24 22.96 22.96 22.96 -

24 to 48 19.68 5.49 22.96 195 0.3 4.4

As displayed in Figure 1, the entire male dog and tomcat populations reached the
chemiluminescence immune assay’s upper limit (>22.96 ng/mL) up to week 24 after birth
and declined afterwards. Between week 24 and 48, there was a subsequent significant
decrease in AMH serum concentration in tomcats (p = 0.015) and male dogs (p = 0.013). The
AMH serum concentration decrease correlated negatively with the increasing testosterone
concentration in male dogs; in tomcats, the increase in testosterone did not correlate with
the decrease in AMH.

In queens and bitches, AMH concentration increased significantly with increasing age
(queen: rho = 0.899, p < 0.001; bitch: rho = 0.931, p < 0.001), as shown in Figure 2. However,
the AMH concentration increase starts earlier in queens and reaches significantly higher
levels than in bitches (p < 0.001). The bitches had no detectable AMH levels up to week 16
(<0.01 ng/mL). Between week 16 and 24, the AMH concentration slowly increased in seven
out of eight female dogs and every bitch older than 24 weeks had evident AMH values. In
contrast, every queen in this study had measurable AMH concentrations, with a significant
increase in AMH concentration in the older age group (p = 0.003), and half of the cats older
than six weeks even reached chemiluminescence immune assay’s upper limit.
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Figure 1. Dot plot of AMH values (Y-axis) in the examined tomcats (light blue) and male dogs (dark
blue) in relation to their age (X-axis) showing the testosterone value by the size of the dots.
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Figure 2. Dot plot of AMH values (Y-axis) in all examined queens and bitches in relation to their age
(X-axis).

4, Discussion

The use of the AMH serum concentration as a diagnostic tool requires knowledge of
the physiological secretion. The purpose of this study was to determine the physiological
AMH serum concentrations in adolescent female and male dogs and cats and to identify
any correlation between the increase in testosterone and decrease in AMH levels in male
individuals around puberty, a subject which has barely been researched.

To the author’s best knowledge, this is the first study to examine AMH serum concen-
trations in correlation to age and testosterone concentration in male dogs and tomcats under
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6 months. The AMH concentrations of all examined male dogs and tomcats in this study
reached the chemiluminescence immune assay’s upper limit up to week 20. This matches
the finding in one other study in which five tomcats between 4 and 8 weeks also had AMH
concentrations above 23 ng/mL [19]. These high concentrations of AMH are most likely
due to immature Sertoli cells that are present in the testes of prepubertal individuals, and
which secret higher amounts of AMH than mature Sertoli cells [26-28]. In human male
embryos, AMH secretion starts at the end of the fifth week of pregnancy, whereas in male
embryos of dogs, it has been described from 35th day of pregnancy in [26,29]. After birth,
the AMH concentration stays high in male youth until puberty [30]. During this time, the
Sertoli cells grow and pass the premature development stage [29]. With the activation
of the hypothalamic-pituitary—gonadal axis at the beginning of puberty, the secretion
of androgens increases, which leads to maturation of the Sertoli cells and subsequently
reduction in their growth rate and AMH secretion [31,32].

After week 20, a continuous decrease in AMH concentration was observed for male
dogs and tomcats in this study. In male calves, an AMH peak with five months of age has
been described [33] and in male kids, a temporary decrease in AMH concentration within
the first week after birth followed by an increase in the second week has been described [34].
To mitigate a prepubertal peak of the AMH concentration in male dogs and tomcats, further
studies with repeated measurements in the same individuals from birth until puberty and
dilution of the serum samples are required.

A decrease in AMH concentration in correlation with an increase in testosterone
concentration at the time of puberty has already been described in bulls in 1977 with a
graded organ culture assay to detect AMH activity [35]. A decrease in AMH concentration
in the oldest male individuals was also noted in this study and confirms the lower AMH
concentrations described in post-pubertal male dogs and tomcats [7,8]. In the male dogs,
the AMH concentration correlated negatively with the testosterone concentrations, as
has also been described in horses, in which a negative correlation between AMH and
testosterone in young stallions from puberty until adulthood has been determined [28,33].
However, there was no correlation between the increase in testosterone concentration and
AMH concentration in the tomcats in this study. In two tomcats” AMH decreased at a time
where testosterone was still not measurable. A possible explanation could be a difference
in the testosterone concentration in the blood serum and in the testicles, as described in
men. In them, a negative correlation between the testosterone concentration in blood serum
and in the testicles have been described [36]. In male lambs, the AMH concentrations in
the testicular veins and the rete testis fluid have been determined, but the authors could
not find a direct correlation [37]. Further studies are needed to examine if the decrease in
AMH concentration in blood serum is correlated to an increase in testicular testosterone in
tomcats and if there is an increase in the AMH concentration in seminal plasma around
puberty in male dogs and cats.

On the other hand, there were two tomcats in this study with increasing testosterone
concentrations and remaining high AMH concentrations. A possible explanation for this
phenomenon could be that the decrease in AMH concentration took place at a higher
level, and we were not able to notice it because the concentrations were above the upper
detection limit of the test system. To examine this further a dilution of the samples would
be necessary, but there was no serum left.

In male youths, it has been shown that the decrease in the AMH concentration around
puberty is not only caused by reduced secretion of AMH, but also related to a change in the
direction of its release [38]. It has been described that from puberty on, higher amounts of
AMH are secreted into the spermatic tubules and less in the blood. Hence, the concentration
of AMH in seminal plasma increases whereas in blood serum a decrease takes place [38].
In stallions, no correlation between the AMH concentration in blood serum and seminal
plasma could be found [28]. Whether there are any correlations in male dogs and cats needs
to be examined in further studies.
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In female kids, the AMH concentration stays low until puberty and is sometimes not
even measurable [39,40]. The highest AMH concentrations in female kids are reached on
average by 15.8 years [41]. Afterwards, AMH stays high until the age of 25 years before it
starts its continual decline [40]. In one study, prepubertal females had significantly lower
AMH serum concentrations than males at the same age, but all females had measurable
AMH concentrations [42].

In female dogs, the AMH concentration did not reach the chemiluminescence immune
assay’s detection limit in the first 16 weeks in the current study. Between weeks 16 and 24,
seven out of the eight female dogs had measurable but low AMH serum concentrations.
This finding matches the result of another study in which a canine-specific AMH test
was used and the authors determined measurable AMH concentration in prepubertal
bitches between 4 and 6 months of age [9]. In another study in which a human-specific
ELISA test comparable to the one used in the current study, only half of the female dogs
between 12 and 24 weeks had AMH concentrations above the detection limit [6]. A possible
explanation may be that AMH was not measurable in the youngest dogs examined, but the
authors did not mention the specific age of the bitches in which AMH was determined.

Female calves with higher AMH concentrations between 8 and 16 weeks of age
reached puberty earlier than individuals with lower AMH concentrations at the same
age [43]. Further, the AMH concentrations at week 16 after birth correlated positively with
the AMH concentrations 4 to 6 weeks after puberty. Thus, the authors postulated that AMH
can be used as a fertility marker in calves at this young age, because of the interference
of the AMH concentration with the antral follicle count. There were also differences in
the rise in AMH concentrations in the female dogs in this study, but whether the AMH
concentrations in prepubertal female dogs can be used to predict the start of the first
heat—due to the described start of the AMH secretion in the ovaries with the development
of epithelial cells of primordial follicles to granulosa cells of the primary follicles [3]—has
to be investigated in further studies.

In contrast, the female kittens in this study already had AMH concentrations above
the detection limit from week 2 with a subsequent rapid increase. In half of the queens,
between weeks 8 and 12, AMH concentrations reached the chemiluminescence immune
assay’s upper limit. A previous study has described significantly higher AMH concen-
trations in female kittens under three months of age than in adult queens [21]. Other
studies also determined higher AMH concentrations in younger individuals between 4
and 12 months [18,19,22,44]. Later on, a decline in AMH concentrations seems to occur,
because in adult cats, lower AMH concentrations with mean concentrations of 5.5 ng/mL,
7.3 ng/mL, and 5.65 ng/mL have been described [18,22,44]. A decline in the AMH concen-
tration has also been described in women, bitches and mares, but in these species, it occurs
later in the reproductive life [20,45,46]. The very high AMH concentrations in female kittens
contrast with the AMH secretion patterns in other females in which the rise in AMH started
later on [3,6,9,21]. In female dogs, the AMH concentration stayed low for 12 to 16 weeks af-
ter birth and increased only slightly afterwards, as mentioned above [6,9]. In female calves,
it has been described that the AMH concentration stays constantly low over the first year
of life [33], whereas in mares, a slight increase in the AMH concentration has been detected
between 24 and 28 weeks after birth [47]. In female sheep lambs, a prepubertal peak in the
AMH concentration has been noted [48], but the extremely high AMH concentrations in
female kittens are unlikely a prepubertal peak because they were measured several months
before the onset of puberty in this study and are still high even in young individuals [18,22].
Another possible explanation for the high AMH concentrations in queens may be cross
reactions of other serum components with the ELISA test system [49,50]. However, in a
previous study using the same test system, significant changes in AMH concentration over
the estrous cycle within the same cats has been noted; therefore, cross-reactions cannot be
the only reason for the overall high AMH serum concentrations in young cats, although
they cannot be totally excluded [18]. Comparable high AMH serum concentration as in
young female kittens has been determined in cats during anestrus. There is no plausible



IV. Publikation 53

Animals 2024, 14, 2561 8of10

explanation for the origin of these high AMH values. At both times, there should not be
much ovarian activity with numerous growing follicles, which are responsible for secreting
the highest amounts of AMH in women and other females [47,51-54]. Further studies in
female cats are needed to examine the ovaries of cats with high AMH serum concentrations
to determine the origin of AMH. And studies in the future are needed to determine if there
are breed-related differences, or other influences like environmental and also longitudinal
studies in the same individuals will probably provide further insights in AMH secretion in
these species.

5. Conclusions

Anti-Miillerian hormone concentrations were measurable in queens from early age on
with a significant increase in the older age group in which half of the cats even exceed the
chemiluminescence immune assay’s upper limit. Female cats secrete AMH much earlier
than female dogs, in which the AMH secretion begins shortly before puberty with lower
AMH concentrations. The decrease in AMH concentration in the male group entering
puberty followed a similar pattern for both species, but a correlation with the increase in
testosterone was only observed in the canines. Further research is required to determine
the factors for the high AMH concentrations in female kittens and the lack of correlation
between testosterone and AMH levels in tomcats.
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IV. DISKUSSION

In der Reproduktionsmedizin hat das Anti-Miiller-Hormon (AMH) in den letzten
Jahren bei vielen Tierarten, besonders bei adulten Hunden und Katzen, einen hohen
Stellenwert als niitzliches klinisches Diagnostikum erlangt (Place et al., 2011,
Axnér und Strom Holst 2015, Holst und Dreimanis 2015, Turna Yilmaz et al., 2015,
Themmen et al., 2016, Leykam et al., 2018, Walter et al., 2018, Place et al., 2019,
Walter et al., 2022, Flock et al., 2022 a). Um die AMH-Serumkonzentration als
Diagnoseinstrument zu nutzen erfordert es Kenntnisse iiber die physiologische
Sekretion. Da es in der zuginglichen Literatur bisher iiberwiegend nur
Untersuchungen dazu bei adulten Hunden und Katzen gibt, war es Ziel dieser Arbeit
erstmals Referenzwerte fiir die physiologischen AMH-Serumkonzentrationen bei
heranwachsenden, unter sechs Monate alten, weiblichen und méannlichen Hunden
und Katzen zu bestimmen. Zudem sollte eine mogliche Korrelation zwischen dem
Anstieg des Testosteronspiegels und der Abnahme des AMH-Spiegels bei
minnlichen Individuen um die Pubertét untersucht werden. Dieses Thema wurde
bisher kaum erforscht. Bisher wurden nur einzelne AMH-Bestimmungen bei
jingeren Tieren ohne genaue Altersangabe zu anderen Fragestellungen ermittelt

(Place et al., 2011, Snoeck et al., 2017).

Die AMH-Konzentrationen wurden in einem kommerziellen Labor (Laboklin
GmbH & Co. KG, Bad Kissingen) mit einem Chemiluminesszenz-Immunoassay
auf dem Cobas E602 von Roche bestimmt (Alexander et al., 2024). In weiteren
Studien beim Kleintier wurde das gleiche Testsystem zur Bestimmung von AMH
verwendet (Horiidkova et al., 2017, Walter et al., 2018, Karakas Alkan et al., 2019,
Walter et al., 2019, Flock et al., 2022 a, Flock et al., 2022 b). In anderen Studien
wurden die AMH-Konzentration mit ELISA-Testsystemen gemessen, bei denen die
Intraassay- und Interassay-Variationskoeffizienten in der Regel etwas hoher waren
(Place et al., 2011, Gharagozlou et al., 2014, Axnér und Strém Holst 2015, Holst
und Dreimanis 2015, Nagashima et al., 2016, Pir Yagci et al., 2016, Alm und Holst
2018, Place et al., 2019). Bei dem in der eigenen Studie verwendeten CLIA-
Testsystem zeigte sich eine Linearitit in der AMH-Wiederfindung von
Verdiinnungsreihen auf und die Wiederfindungsrate betrug fast 100 % (Flock et al.,
2022 b, Alexander et al., 2024). Dies war auch bei den ELISA-Testsystemen der
Fall. Bei Hunden und Katzen beider Geschlechter konnten vergleichbare AMH-
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Werte mit beiden Testsystemen festgestellt werden. Mit hundespezifischen ELISA-
Testkits wurden dagegen deutlich hohere AMH-Werte bei Hunden gemessen
(Axnér und Strém Holst 2015, Turna Yilmaz et al., 2015, Themmen et al., 2016).
Dies ist durch eine bessere Bindung der verwendeten Antikorper an das canine
AMH zu erkldren, da es dem humanen AMH nicht vollstindig dhnelt (Turna
Yilmaz et al., 2015, Pir Yagci et al., 2016, Hollinshead et al., 2017).

Die AMH-Konzentrationen aller untersuchten mannlichen Hunde und Kater in der
eigenen Studie erreichten die obere Grenze des Chemilumineszenz-Immunassays
bis zur 20. Lebenswoche (Alexander et al., 2024). Dies entspricht dem Ergebnis
einer anderen Studie, in der fiinf Kater zwischen vier und acht Wochen ebenfalls
AMH-Konzentrationen von iiber 23 ng/ml aufwiesen (Lapuente et al., 2023). Diese
hohen AMH-Konzentrationen sind hdchstwahrscheinlich auf unreife Sertoli-Zellen
zuriickzufiihren, die in den Hoden préapubertérer Individuen vorhanden sind und
welche hohere Mengen an AMH sezernieren als reife Sertoli-Zellen (Ball et al.,
2008 a, Banco et al., 2012, Claes et al., 2013). Bei menschlichen ménnlichen
Embryonen  beginnt die = AMH-Sekretion am Ende der fiinften
Schwangerschaftswoche, wihrend sie bei miannlichen Hundeembryonen ab dem
35. Tag der Trachtigkeit beschrieben wurde (Grinspon und Rey 2010, Banco et al.,
2012). Nach der Geburt bleibt die AMH-Konzentration bei ménnlichen
Jugendlichen bis zur Pubertit hoch (Rey et al., 1993). Wihrend dieser Zeit wachsen
die  Sertoli-Zellen und  durchlaufen beim Menschen  verschiedene
Entwicklungsstadien (Grinspon und Rey 2010). Mit der Aktivierung der HPG-
Achse zu Beginn der Pubertit nimmt die Sekretion von Androgenen zu, was zur
Reifung der Sertoli-Zellen und anschlieend zur Verringerung ihrer Wachstumsrate

und der AMH-Sekretion fiihrt (Pasqualini et al., 1981, Rey et al., 2003).

Nach der 20. Lebenswoche wurde ein kontinuierlicher Riickgang der AMH-
Konzentration bei minnlichen Hunden und Katern in dieser Studie beobachtet
(Alexander et al., 2024). Bei méannlichen Kélbern wurde ein AMH-Peak im Alter
von fiinf Monaten beschrieben (Rota et al., 2002) und bei ménnlichen Ziegen wurde
ein voriibergehender Riickgang der AMH-Konzentration in der ersten Woche nach
der Geburt, gefolgt von einem Anstieg in der zweiten Woche, beschrieben (Forest
et al.,, 1974). Um herauszufinden ob es auch priapubertire AMH-Erhohungen bei
ménnlichen Hunden wund Katern gibt, koénnten in weiteren Studien

Verlaufsuntersuchungen, mit wiederholten Messungen an denselben Individuen
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von der Geburt bis zur Pubertét, durchgefiihrt werden. Wobei eine Verdiinnung der

Serumproben erforderlich ist, um die genauen Werte zu ermitteln.

Eine Abnahme der AMH-Konzentration in Korrelation mit dem Anstieg der
Testosteronkonzentration zum Zeitpunkt der Pubertdt wurde bereits 1977 bei
Bullen mit einem abgestuften Organkulturtest zum Nachweis der AMH-Aktivitit
beschrieben (Donahoe et al., 1977). Eine Abnahme der AMH-Konzentration bei
den éltesten ménnlichen Individuen wurde auch in der vorliegenden Studie
festgestellt und bestitigt die niedrigeren AMH-Konzentrationen (Alexander et al.,
2024), die bei postpubertiren ménnlichen Hunden und Katern in anderen Studien
ermittelt wurden (Axnér und Strom Holst 2015, Themmen et al., 2016). Bei den
minnlichen Hunden korrelierte die AMH-Konzentration negativ mit der
Testosteronkonzentration, was auch bei Pferden untersucht wurde, bei denen eine
negative Korrelation zwischen AMH und Testosteron bei jungen Hengsten von der
Pubertét bis zum Erwachsenenalter festgestellt wurde (Rota et al., 2002, Claes et
al., 2013). Es gab jedoch keine Korrelation zwischen dem Anstieg der Testosteron-
und der AMH-Konzentration bei den Katern in der vorliegenden Studie (Alexander
et al., 2024). Bei zwei Katern sank die AMH-Konzentration zu dem Zeitpunkt ab,
als Testosteron noch nicht messbar war. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die
beschriebene Besonderheit bei Katern, dass auch bei adulten Tieren die
Serumtestosteronkonzentration teilweise nicht messbar ist. In einer weiteren Studie
wurde ebenfalls beschrieben, dass gesunde, geschlechtsreife, ménnliche Kater
hiufig nicht messbare Serumtestosteronkonzentrationen zeigten und nach einer
Injektion von HCG eine Messung von Testosteron nach einer Stunde moglich war
(Johnston et al., 1996). Des Weiteren konnte auch ein Unterschied in der
Testosteronkonzentration im Blutserum und in den Hoden ursédchlich sein, wie es
bei Ménnern nachgewiesen wurde, bei denen eine negative Korrelation zwischen
der Testosteronkonzentration im Blutserum und in den Hoden beschrieben wurde
(Lee und Donahoe 1993). Bei maénnlichen Liammern wurden die AMH-
Konzentrationen in den Hodenvenen und der Hodenfliissigkeit bestimmt, wobei
jedoch keine direkte Korrelation festgestellt werden konnte (Cazorla et al., 1998).
Da der Zusammenhang zwischen Testosteron und AMH unklar ist, sind weitere
Studien erforderlich, um zu untersuchen, ob der Riickgang der AMH-Konzentration
im Blutserum mit einem Anstieg des Testosterons im Hoden bei Katern korreliert

und ob es einen Anstieg der AMH-Konzentration in der intratestikuldren
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Fliissigkeit um die Pubertdt bei Riiden und Katern gibt.

Andererseits gab es in der vorliegenden Studie zwei Kater mit steigenden
Testosteronkonzentrationen und weiterhin  hohen =~ AMH-Konzentrationen
(Alexander et al., 2024). Eine mogliche Erkldrung fiir dieses Phdnomen konnte sein,
dass der Riickgang der AMH-Konzentration auf einem hoheren Niveau stattfand
und es in der eigenen Studie nicht mdglich war, ihn zu bemerken, weil die
Konzentrationen iiber der oberen Nachweisgrenze des Testsystems lagen. Um dies
weiter zu untersuchen, wire eine Verdiinnung der Proben erforderlich gewesen,

aber hierfiir reichten die gewonnenen Serummengen nicht aus.

Bei ménnlichen Jugendlichen hat sich gezeigt, dass der Riickgang der AMH-
Konzentration um die Pubertét nicht nur auf eine verringerte Sekretion von AMH
zuriickzufiihren ist, sondern auch mit einer Anderung der Sekretionsrichtung
(Fujisawa et al., 2002). Es wurde beschrieben, dass ab der Pubertét groere Mengen
von AMH in die Samentubuli und weniger in das Blut sezerniert werden. Daher
steigt die AMH-Konzentration im Seminalplasma an, wéhrend im Blutserum eine
Abnahme stattfindet (Fujisawa et al., 2002). Bei Hengsten konnte keine Korrelation
zwischen der AMH-Konzentration im Blutserum und im Seminalplasma
festgestellt werden (Claes et al., 2013). In der vorliegenden Studie wurden dazu
keine Untersuchungen durchgefiihrt, daher muss in weiteren Studien untersucht

werden, ob es Zusammenhénge bei Riiden und Katern gibt.

Bei Midchen bleibt die AMH-Konzentration bis zur Pubertdt niedrig und ist
manchmal nicht einmal messbar (Lee et al., 1996, Visser et al., 2006). Die hochsten
AMH-Konzentrationen bei weiblichen Jugendlichen werden im Durchschnitt mit
15,8 Jahren erreicht (Lie Fong et al., 2012). Danach bleibt AMH bis zum Alter von
25 Jahren hoch, bevor es kontinuierlich abfillt (Visser et al., 2006). Auch hatten in
einer Studie pripubertire = Maéddchen  signifikant niedrigere = AMH-
Serumkonzentrationen als Jungen gleichen Alters, aber alle Madchen hatten
messbare AMH-Konzentrationen (Bedaiwy et al., 2010). In der vorliegenden Studie
erreichte die AMH-Konzentration bei Hiindinnen in den ersten 16 Lebenswochen
nicht die Nachweisgrenze des Chemilumineszenz-Immunassays (Alexander et al.,
2024). Zwischen Woche 16 und 24 wiesen sieben der acht weiblichen Hunde
messbare, aber niedrige AMH-Serumkonzentrationen auf. Dieser Befund stimmt
mit dem Ergebnis einer anderen Studie iiberein, in der ein hundespezifischer AMH-

Test verwendet wurde und die Autoren messbare AMH-Konzentrationen bei



V. Diskussion 60

prapubertidren Hiindinnen im Alter von vier bis sechs Monaten feststellten (Turna
Yilmaz et al., 2015). In einer anderen Studie, in der ein human-spezifischer ELISA-
Test verwendet wurde, der mit dem in der aktuellen Studie vergleichbar ist
(Alexander et al., 2024), wies nur die Hélfte der Hiindinnen zwischen 12 und 24
Wochen AMH-Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze auf (Place et al.,
2011). Eine mogliche Erkldarung dafiir konnte sein, dass AMH bei den jiingsten
untersuchten Hunden deshalb nicht messbar war, weil sie zu jung waren. Jedoch
haben die Autoren das spezifische Alter der Hiindinnen, bei denen AMH bestimmt

wurde, nicht aufgeschliisselt.

Weibliche Kélber mit hoheren AMH-Konzentrationen im Alter von 8 bis 16
Wochen kamen frither in die Pubertdt als Tiere mit niedrigeren AMH-
Konzentrationen im gleichen Alter (Bedaiwy et al., 2010). AuBlerdem korrelierten
die AMH-Konzentrationen in der 16. Woche nach der Geburt positiv mit den AMH-
Konzentrationen vier bis sechs Wochen nach der Pubertit. Daher postulierten die
Autoren, dass AMH als Fruchtbarkeitsmarker bei Kélbern in diesem jungen Alter
verwendet werden kann, da die AMH-Konzentration mit der Anzahl der
Antralfollikel korreliert (Alexander et al., 2024). Es gab auch Unterschiede im
Anstieg der AMH-Konzentrationen bei den Hiindinnen der eigenen Studie
(Alexander et al., 2024). Ein Grund dafiir kann der unterschiedliche Beginn der
AMH-Sekretion in den Eierstocken mit der Entwicklung von Epithelzellen der
Primordialfollikel zu Granulosazellen der Primaérfollikel sein (Durlinger et al.,
2002). Ob die AMH-Konzentrationen bei prapubertdren weiblichen Hunden zur
Vorhersage des Beginns der ersten Laufigkeit verwendet werden kann, konnte in
der eigenen Studie nicht sicher gekldrt werden und muss in weiteren Studien

untersucht werden.

Im Unterschied zu den Hiindinnen, lagen die AMH-Konzentrationen bei den
weiblichen Katzen in dieser Studie bereits ab der zweiten Lebenswoche iiber der
Nachweisgrenze und stiegen anschlieBend rasch an (Alexander et al., 2024). Bei
der Halfte der Katzen erreichten die AMH-Konzentrationen zwischen Woche acht
und zwolf die Obergrenze des Chemilumineszenz-Immuntests. In einer anderen
Studie wurden bei weiblichen Jungtieren unter zwdlf Wochen signifikant hohere
AMH-Konzentrationen beschrieben als bei erwachsenen Katzen (Snoeck et al.,
2017). In anderen Studien wurden ebenfalls hohere AMH-Konzentrationen bei

jingeren Individuen zwischen vier und zwolf Monaten festgestellt (EI-Sheikh Ali
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et al., 2017, Ferré-Dolcet et al., 2022, Flock et al., 2022 b, Lapuente et al., 2023).
Nach zwolf Monaten scheint es zu einem Riickgang der AMH-Konzentrationen zu
kommen, denn bei erwachsenen Katzen wurden mit demselben Testsystem aus der
eigenen Studie niedrigere AMH-Konzentrationen mit mittleren Werten von 5,5
ng/ml, 7,3 ng/ml und 5,65 ng/ml beschrieben (Flock et al., 2022 b). Ein Riickgang
der AMH-Konzentration mit fortschreitendem Alter wurde auch bei Frauen,
Hiindinnen und Stuten beschrieben, aber bei diesen Spezies tritt er erst spéter im
fortpflanzungsfiahigen Alter auf (La Marca et al., 2012, Hollinshead et al., 2017,
ClaaBBen et al., 2023). Die sehr hohen AMH-Konzentrationen bei weiblichen
Katzenwelpen in der eigenen Studie stehen im Gegensatz zu den AMH-
Sekretionsmustern bei Hiindinnen und Médchen, bei denen der Anstieg von AMH
erst spéter einsetzt (Lee et al., 1996, Visser et al., 2006, Place et al., 2011, Turna
Yilmaz et al., 2015). Bei den weiblichen Hundewelpen in der eigenen Studie blieb
die AMH-Konzentration 12 bis 16 Wochen nach der Geburt niedrig und stieg
danach nur geringfiigig an (Alexander et al., 2024). Bei weiblichen Kélbern wurde
beschrieben, dass die AMH-Konzentration wihrend des ersten Lebensjahres
konstant niedrig bleibt (Rota et al., 2002), wéahrend bei Stuten ein leichter Anstieg
der AMH-Konzentration zwischen 24 und 28 Wochen nach der Geburt festgestellt
wurde (Claes et al., 2015). Bei weiblichen Schafsldmmern wurde eine prapubertére
Spitze in einem Alter von 3 bis 4,5 Monaten in der AMH-Konzentration festgestellt
(Lahoz et al., 2014). Die in der eigenen Studie gemessene extrem hohen AMH-
Konzentrationen bei weiblichen Katzenwelpen sind jedoch wahrscheinlich keine
prapubertire Spitze (Alexander et al., 2024), da sie mehrere Monate vor Beginn der
Pubertit gemessen wurden und selbst bei jungen Katzen sind sie noch sehr hoch
(Ferré-Dolcet et al., 2022, Flock et al., 2022 b). Eine weitere mogliche Erkldrung
fir die hohen AMH-Konzentrationen bei den Katzenwelpen konnten
Kreuzreaktionen anderer Serumbestandteile mit dem ELISA-Testsystem sein
(Bergman et al., 2018, Bergman et al., 2019). Bei Hunden wurde z. Bsp. ein Anti-
Maus-Antikorper nachgewiesen, der dazu fiihrte, dass bei bereits kastrierten
Hiindinnen trotzdem noch AMH nachgewiesen wurde (Bergman et al., 2018). Dies
trat jedoch nur bei 9 % der Tiere auf. Bei 5 % der Katzen kommen Immunglobuline
vor, die potentiell zu Kreuzreaktionen fithren konnen (Bergman et al., 2019). In
einer fritheren Studie, in der dasselbe Testsystem (CLIA Immunoassay Coba E602
von Roche) verwendet wurde, wurden jedoch signifikante Verdnderungen der

AMH-Konzentration bei Katzen, die mehrfach zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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im Verlauf ihres Ostruszyklus untersucht wurden, festgestellt (Flock et al., 2022 b).
Kreuzreaktionen konnen somit nicht der einzige Grund fiir die insgesamt hohen
AMH-Serumkonzentrationen bei den jungen Katzen sein, obwohl sie nicht vollig
ausgeschlossen sind (Flock et al., 2022 b). Eine weitere mogliche Betrachtung
konnte sein, dass sich die Follikel bei den jungen Katzenwelpen differenzierter
weiterentwickeln, als bei anderen Tierarten zu diesem Zeitpunkt, und so bereits
mehr AMH ausschiitten. Auch bei zwei Wochen alten Kdlbern wurde trotz des noch
fehlenden Ostruszyklus mittels transrektalen Ultraschalles bereits ein
Follikelwachstum nachgewiesen (Adams et al., 1994). Eine vergleichbar hohe
AMH-Serumkonzentration wie bei den jungen weiblichen Katzenwelpen wurde bei
Katzen im Andstrus festgestellt (Flock et al., 2022 b). Es gibt keine plausible
Erklarung fiir den Ursprung dieser hohen AMH-Werte. Zu beiden Zeiten sollte es
keine grofBe ovarielle Aktivitdt mit zahlreichen wachsenden Follikeln geben,
welche den Hauptteil des im Serum zu messenden AMH-Spiegels bei Frauen
(Hudson et al., 1990) und weiblichen Tieren sezernieren (Rico et al., 2009,
Monniaux et al., 2011, Lahoz et al., 2014, Claes et al., 2015, Hagen et al., 2015).
Weitere Studien an weiblichen Katzen sind erforderlich, um die Eierstocke von
Katzenwelpen mit hohen AMH-Serumkonzentrationen zu untersuchen und den
Ursprung des AMH zu bestimmen. Auflerdem sind zukiinftige Studien erforderlich,
um festzustellen, ob es rassebedingte Unterschiede oder aber auch andere Einfliisse,
wie z. Bsp. Umwelteinfliisse gibt. Zusdtzlich konnten Verdiinnungsreihen
angefertigt werden, um die genaue AMH-Serumkonzentration zu bestimmen und
weitere Unterschiede aufzuweisen. So konnte liberpriift werden, ob wirklich alle
Werte dhnlich hoch sind oder es weitere individuelle Unterschiede gibt. Auch
Longitudinalstudien an denselben Individuen wiren hilfreich, um weitere

Erkenntnisse iiber die AMH-Sekretion bei Katzen zu liefern.
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Fiir prapubertdre und pubertire, miannliche und weibliche Hunde und Katzen gibt
es bislang keine Referenzwerte, sondern nur einzelne AMH-Bestimmungen zu
anderen Fragestellungen in wenigen Studien, wobei in diesen das Alter haufig nicht
genau definiert wurde. Die vorliegende Studie diente daher erstens der
Grundlagenforschung zur Bestimmung physiologischer AMH-Konzentrationen bei
gesunden prépubertiren und pubertiren Hunden und Katzen und zweitens der
Feststellung, ob eine Korrelation von AMH mit Testosteron bei pubertierenden

Riiden und Katern besteht.

Die Blutproben wurden von Patienten der Chirurgischen und Gynidkologischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdit und den Tierheimen
gewonnen. Die klinische Untersuchung der Tiere zeigte keine Auffélligkeiten, sie
waren in einem guten Gesundheitszustand mit guter Korperkondition und wiesen
normale duflere Genitalien auf. Die Untersuchungen umfassten 15 Hiindinnen, 17
Riiden, 10 Katzen und 21 Kater. Bei den Riiden und Hiindinnen handelte es sich
um 13 und bei den Katern und Katzen um 3 verschiedene Rassen. Die Arbeit war
als Querschnittsstudie angelegt und Blutproben (Serum) wurden einmal bei 63
Tieren und zweimal bei 33 Tieren, also insgesamt 96 Blutproben, im Rahmen
allgemeiner Gesundheitschecks oder Antikorpertiterkontrollen entnommen. War
bei einem Tier eine zweite Blutentnahme zu einem spiteren Zeitpunkt notwendig,
wurde diese auch mit in die Studie aufgenommen. Die Proben wurden nach Tierart,
Geschlecht und Alter des Tieres in Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe umfasste acht
Blutproben von acht unterschiedlichen Tieren. Die Hiindinnen, Riiden und Kater
wurden in die Altersgruppen von 8 bis 16, 16 bis 24 und 24 bis 48 Wochen
eingeteilt. Die Kater noch zusitzlich in die Altersgruppe unter 8 Wochen. Die
Katzen wurden in die Altersgruppen 2 bis 6 und 6 bis 12 Wochen eingeteilt. Die
Gewichtsverteilung lag bei den Hunden zwischen 1,00 kg und 27,50 kg (Median:
12,25 kg) und bei den Katzen zwischen 0,38 kg und 4,40 kg (Median: 2,40 kg). Das
Blut wurde an der Vena saphena oder der Vena cephalica genommen und in einem
Serumrohrchen ohne Beschichtung aufgefangen. Die Blutproben wurden zehn
Minuten lang bei 600 G zentrifugiert und das Serum direkt danach abpipettiert und
bis zur AMH-Bestimmung bei -20 °C gelagert. Bei der dltesten Gruppe der Riiden

und Kater, 24 bis 48 Wochen, wurde zusitzlich Testosteron gemessen. In dieser



VI. Zusammenfassung 64

Studie wurde ein humaner, fiir Hunde und Katzen validierter CLIA Immunoassay

(Coba E602, Roche) verwendet.

Die AMH-Konzentration war bei den ménnlichen Tieren unabhéngig von Tierart
und Alter signifikant hoher als bei den weiblichen (p < 0,001). Es gab keinen
signifikanten Unterschied in der mittleren AMH-Konzentration zwischen den
Katern und den Riiden (p = 0,682). Im Gegensatz dazu war die mittlere AMH-
Konzentration bei Katzen signifikant hoher als bei Hiindinnen (p < 0,001). Alle
Riiden und Kater hatten bis zur 20. Woche AMH-Konzentrationen oberhalb der
Nachweisgrenze (> 22,96 ng/ml). Zwischen der 20. und 48. Woche kam es zu einem
signifikanten Riickgang der AMH-Serumkonzentration bei Katern (p = 0,015) und
Riidden (p = 0,013). Der Riickgang der AMH-Serumkonzentration korrelierte
negativ mit dem Anstieg der Testosteronkonzentration bei den Riiden, aber nicht
bei den Katern. Bei den Katzen und Hiindinnen stieg die AMH-Konzentration mit
zunehmendem Alter signifikant an (Katze: rtho = 0,899, p < 0,001; Hiindin: rho =
0,931, p < 0,001). Der Anstieg der AMH-Konzentration begann jedoch bei den
Katzen deutlich friiher und erreichte signifikant hohere Werte als bei den
Hiindinnen (p < 0,001). Bei den Hiindinnen waren bis zur 16. Woche keine AMH-
Werte nachweisbar (< 0,01 ng/ml). Zwischen Woche 16 und 24 stieg die AMH-
Konzentration bei sieben von acht Hiindinnen langsam an und jede Hiindin, die
ilter als 24 Wochen war, hatte nachweisbare AMH-Werte in unterschiedlicher
Hohe. Im Gegensatz dazu wies jede Katze in der Studie messbare AMH-
Konzentrationen auf, mit einem signifikanten Anstieg der AMH-Konzentration in
der dlteren Altersgruppe (p = 0,003). Die Hilfte der Katzen, die élter als sechs
Wochen waren, erreichten sogar die Obergrenze des Chemilumineszenz-

Immunassays (> 22,96 ng/ml).

Weibliche Katzen sezernierten AMH wesentlich frither als Hiindinnen, bei denen
die AMH-Sekretion erst kurz vor der Pubertit mit niedrigeren AMH-
Konzentrationen beginnt. Der Riickgang der AMH-Konzentration in den
minnlichen Gruppen, die in die Pubertét eintreten, folgten bei beiden Spezies einem
dhnlichen Muster, aber eine Korrelation mit dem Anstieg des Testosterons wurde

nur bei den Hunden beobachtet.
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VI. SUMMARY

For prepubertal and pubertal, male and female dogs and cats, there are no reference
values to date. Only a few studies have investigated AMH levels in these animals
for other research purposes, in which the age was often not precisely defined. The
present study therefore served firstly as basic research to determine physiological
AMH concentrations in healthy prepubertal and pubertal dogs and cats and
secondly to determine whether there is a correlation between AMH and testosterone

in pubertal male and female dogs and cats.

The blood samples were obtained from patients at the Clinic of Small Animal
Surgery and Reproduction of the Ludwig Maximilian University and the animal
shelters. The clinical examination of the animals showed no abnormalities, they
were in good health with good body condition and had normal external genitalia.
The study included 15 female dogs, 17 male dogs, 10 female cats, and 21 male cats.
The male and female dogs belonged to 13 different breeds, while the male and
female cats represented three different breeds. The study was designed as a cross-
sectional study, and blood samples (serum) were taken, as part of general health
checks or antibody titer controls. once from 63 animals and twice from 33 animals,
resulting in a total of 96 blood samples. If a second blood sample had to be taken
from an animal at a later date, this was also included in the study. The samples were
categorized into groups according to species, sex and age of the animal. Each group
comprised 8 blood samples from 8 different animals. Female and male dogs, as well
as male cats, were divided into age groups of 8 to 16, 16 to 24 and 24 to 48 weeks.
Only for male cats, there was a additional group under 8 weeks. Female cats were
divided into the age groups 2 to 6 and 6 to 12 weeks. The body weight of dogs
ranged from 1.00 kg to 27.50 kg (median: 12.25 kg) and for the cats between 0.38
kg and 4.40 kg (median: 2.40 kg). The blood was taken from the saphenous vein or
the cephalic vein and collected in a serum tube without any coating. The blood
samples were centrifuged at 600 G for ten minutes and the serum was immediately
pipetted off and stored at -20 °C until the AMH determination. In the oldest group
of males and females, 24 to 48 weeks of age, testosterone was also measured. A
human CLIA immunoassay validated for dogs and cats (Coba E602, Roche) was
used in this study.
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The AMH concentration was significantly higher in males than in females
regardless of species and age (p <0.001). There was no significant difference in the
mean AMH concentration between male cats and male dogs (p = 0.682). In contrast,
the mean AMH concentration was significantly higher in female cats than in female
dogs (p < 0.001). All male dogs and male cats had AMH concentrations above the
detection limit (> 22.96 ng/ml) up to the 20th week. Between the 20th and 48th
week, there was a significant decrease in AMH serum concentrations in male cats
(p =0.015) and male dogs (p = 0.013). The decrease in AMH serum concentration
correlated negatively with the increase in testosterone concentration in male dogs
but not in male cats. In female cats and female dogs, the AMH concentration
significantly increased with age (cat: rho = 0.899, p < 0.001; dog: rho =0.931, p <
0.001). However, the increase in AMH concentration began significantly earlier in
female cats and reached significantly higher values than in female dogs (p <0.001).
No AMH levels were detectable in female dogs until week 16 (< 0.01 ng/ml).
Between weeks 16 and 24, AMH levels slowly increased in seven out of eight
female dogs and every female dog older than 24 weeks had detectable AMH levels
at different levels. In contrast, all female cats in the study exhibited measurable
AMH concentrations, with a significant increase in the older age group (p = 0.003).
Half of the female cats older than six weeks even reached the upper detection limit

of the chemiluminescence immunoassay (> 22.96 ng/ml).

Female cats secreted AMH much earlier than female dogs, in which AMH secretion
begins shortly before puberty with lower AMH concentrations. The decrease in
AMH concentration in the male groups entering puberty followed a similar pattern
in both species, but a correlation with the increase in testosterone was only observed

in the male dogs.
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