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Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Das Anti-Miiller-Hormon (AMH) hat in der Humanmedizin schon seit einigen Jahren das
Follikelstimulierende Hormon (FSH) als prognostischen Faktor fiir die ovarielle
Follikelreserve abgelost (Eldar-Geva et al. 2005). Das in den Granulosazellen der
heranwachsenden Follikel gebildete AMH korreliert positiv mit der Funktionsreserve des
Ovars (de Vet et al. 2002). Auch in der Tiermedizin konnte schon in einigen Bereichen
der Zusammenhang zwischen dem Anti-Miiller-Hormon (AMH) und der Fertilitdt
weiblicher Tiere nachgewiesen werden. Vor allem bei Kiihen und Stuten gibt es einige
Studien, die die positive Korrelation von AMH mit der Fertilitdt darstellen (Rico et al.
2012, Ball et al. 2019). Im Bereich der Groftiere wird AMH deshalb bereits als Biomarker
fiir die Selektion erfolgversprechender Zuchttiere verwendet. In der Hundezucht stehen
bisher noch keine ausreichenden Ergebnisse fiir AMH als Biomarker fiir die Fertilitdt zur
Verfiigung. Der Verlauf von AMH im Zyklus der Hiindin ist mittlerweile bekannt
(Nagashima et al. 2016, Walter et al. 2019) und es gibt eine erste Studie, die hohe AMH-
Werte als Hinweis fiir groBere Wiirfe nahelegt (Hollinshead et al. 2017). In dieser wurde
allerdings nicht beachtet, dass die AMH-Konzentration der individuellen Hiindinnen
stark schwankt und die zeitliche Einordnung der Probenentnahme im Zyklus der Hiindin
eine groBe Rolle spielt. Da es in der zugédnglichen Literatur dazu noch keine
ausreichenden Untersuchungen gibt, war es Ziel der vorliegenden Studie, mit dem Wissen
um individuelle Schwankungen und den Verlauf von AMH im Zyklus der Hiindin, zu
prifen, ob AMH zukiinftig als prognostischer Faktor fiir Fertilitit und Wurfgrofe

herangezogen werden kann.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Das Anti-Miiller-Hormon

1.1 Biochemischer Aufbau des AMH

Das Anti-Miiller-Hormon (AMH) ist ein Glykoprotein-Dimer aus zwei 72 kDa schweren
Monomeren, die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Es besteht aus 560 Aminosduren
und gehdrt zu der transforming growth factor-B-Familie (TGF-8) (Loftler 2003). AMH
ist strukturell verwandt mit Aktivin und Inhibin und spielt eine Schliisselrolle bei der

Geschlechtsdetermination und der Follikulogenese (Rzeszowska et al. 2016).

1.2 Emryologie

Bei ménnlichen Feten produzieren bereits die fetalen Sertolizellen AMH und induzieren
so die Riickbildung der Miillerschen Géange, welche danach nur noch als Hodenanhingsel
(Appendix testis) zwischen Nebenhodenanlage und Hoden erhalten bleiben (Josso et al.
2005). Bei erwachsenen Riiden wird AMH weiterhin in den Sertolizellen gebildet
(Themmen et al. 2016). Da bei weiblichen Feten der Einfluss des AMH wihrend der
Embryogenese fehlt, entwickeln sich bei diesen aus den Miillerschen Géngen die
Gebdrmutter, die Eileiter und die proximalen zwei Drittel der Scheide (Josso 1986, Josso
et al. 2005). Nach Erreichen der Geschlechtsreife wird AMH in den Granulosazellen der
Ovarialfollikel gebildet (Themmen et al. 2016).

1.3 AMH wihrend der Follikulogenese der Hiindin

Das Ovar entwickelt sich bei Hunden bereits in der frithen fetalen Phase. Bei der Geburt
enthélt es zundchst Nester von Oogonien (Andersen et al. 1973). Etwa zwei bis drei
Wochen nach der Geburt findet man Primordialfollikel, mit den darin befindlichen
Eizellen. Der Pool an Primordialfollikeln betrdgt in etwa 100.000 pro Ovar (Andersen et
al. 1973). Bei Erreichen der Geschlechtsreife, je nach Rasse im Alter von 6 bis 12
Monaten, wird durch den Hypothalamus Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) und
dann durch die Hypophyse das Follikelstimulierende Hormon (FSH) und das
Luteinisierende Hormon (LH) ausgeschiittet und so die Weiterbildung einiger
Primordialfollikel zum Primérfollikel stimuliert (Abb.1). Die diinne einlagige Schicht der
Follikelepithelzellen (Granulosazellen) beim Primordialfollikel entwickelt sich zu einem
hochprismatischen Follikelepithel beim Primirfollikel (Preidkalns und Leiser 1998). Der
Primaérfollikel hat einen Durchmesser von 30 — 100 um (Tesoriero 1981). In der weiteren

Entwicklung entsteht der Sekundirfollikel (prdantraler Follikel) mit einem
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mehrschichtigen Follikelepithel (Stratum granulosum). Zwischen Eizelle und
Follikelepithel wird nun eine Glykoproteinschicht (Zona pellucida) sichtbar (Andersen et
al. 1973). Den danach entstehenden Tertidrfollikel (antraler Follikel) kennzeichnet ein
mit Liquor gefiillter Hohlraum (Antrum folliculi). Die Eizelle liegt an dessen Rand in
einem vom Granulosaepithel gebildeteten Hiigel (Cumulus oophorus) (Keck 2012). Das
Bindegewebe um den Follikel hat sich in eine gut kapillarisierte Theca interna und eine,
groBere GefiBle fiilhrende, Theca externa entwickelt, welche den Ubergang zum Stroma
des Ovars bildet. Die dominanteren Follikel sezernieren Ostrogen und Inhibin, was zu
einem Riickgang der FSH-Ausschiittung fiihrt und kleinere Follikel atresieren ldsst.
Dadurch sinkt der Ostrogenspiegel wieder, was zu einer positiven Riickkopplung auf die
Hypophyse fiihrt, wodurch die FSH- und LH-Freisetzung erneut ansteigt (Keck 2012).
Ein in der Grée zunehmender Tertidrfollikel entwickelt sich dann zum sprungreifen
Graaf-Follikel und durch den steilen LH-Anstieg wird die Ovulation ausgeldst (Sadler
2003, Schiinke et al. 2009, Keck 2012). Bei der Hiindin ovulieren die Eizellen im Stadium
der ersten Reifeteilung, in der Prophase I (Andersen et al. 1973, Reynaud et al. 2012). Im
Eileiter vollziehen sie die zweite Reifeteilung in die Metaphase Il und sind dann etwa 48

Stunden nach der Ovulation befruchtungsféhig.
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Wihrend der Follikulogenese wurde AMH bei der Hiindin in den Primér-, Sekundér- und
frithen Antralfollikeln nachgewiesen (Nagashima et al. 2016). Die hochste Konzentration
von AMH konnte immunhistochemisch bei prdantralen und frithen antralen Follikeln
nachgewiesen werden. In den spéten antralen Follikeln und den Graaf-Follikeln war die
AMH Konzentration dann wieder deutlich reduziert (Nagashima et al. 2016). Das von
den priantralen und antralen Follikeln exprimierte AMH hemmt die weitere Rekrutierung
von Follikeln aus dem Primordialfollikelpool und reduziert die Empfindlichkeit der
Antralfollikel gegentiber FSH. Somit fiihrt AMH zur Regulation des Follikelpools (Visser
et al. 2006)(Abb.2).

FSH
2

AMH = AMH _l
primordial primary preantral antral

Abb. 2: Wirkung des AMH auf die Follikel (aus Visser et al. 2006)

Es inhibiert 1. die initiale Follikel-Rekrutierung und 2. das FSH abhéngige Wachstum von préantralen und

kleinen antralen Follikel

1.4 AMH in der Tiermedizin

Aus der Humanmedizin ist AMH als wichtiger Indikator fiir die Follikelreserve im Ovar
und den Beginn der Menopause bei der Frau bekannt (Dolleman et al. 2014, Sahmay et
al. 2014). Auch in der Tiermedizin spielt AMH eine Rolle im Bereich der Reproduktion.
Milchkithe mit hohen AMH-Konzentrationen im Blut reagieren besser auf
Superovulatiosprotokolle mit FSH oder eCG (equines Chorion Gonadotropin). So lassen
sich mittels AMH geeignete Spenderkiihe fiir den Emryonentransfer selektieren (Rico et
al. 2012). Bei Schafen konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen hohen AMH-
Werten und besseren Trichtigkeitsraten nachgewiesen werden (Lahoz et al. 2012). Die
Fertilitdt von Stuten nimmt mit zunehmendem Alter ab, aber auch hier zeigte sich, dass
die Stuten mit hoheren AMH-Werten zuverldssiger und bis in ein hoheres Alter triachtig
werden konnen (Ball et al. 2019). AMH kann bei Kiihen, Schafen und Stuten also einen
Hinweis zur Fertilitit geben und so zu der Auswahl von geeigneten Zuchttieren beitragen.
Ein Zusammenhang zwischen AMH und Fertilitdt wurde beim Hund bisher nur in zwei

Studien untersucht. In einer wurden von 155 intakten Hiindinnen im Alter von 1,2 — 7,6
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Jahren tber ein Jahr hinweg AMH-Proben gesammelt und unter anderem mit der
WurfgroBe in Verbindung gebracht (Hollinshead et al. 2017). Die AMH-Werte lagen,
ungeachtet von Gewicht und Alter, zwischen 2,9 und 21,1 ng/ml. Es zeigte sich ein
Anstieg der Wurfrate um 0,3 Welpen pro 1 ng/ml AMH im Blut (Hollinshead et al. 2017).
AuBlerdem wurde ein im Durchschnitt sinkender AMH-Wert ab dem vierten Lebensjahr
und eine damit einhergehende sinkende Fertilitdt beobachtet (Hollinshead et al. 2017).
Die zweite Studie untersuchte bei 13 Hiindinnen unter anderem AMH wihrend der
Trachtigkeit im Verhéltnis zur WurfgroBe. Bei den untersuchten Hiindinnen handelte es
sich um Golden Retriever, Labrador Retriever, Cocker Spaniel und Mischlinge. Die
trachtigen Hiindinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt: G1A (1-2 Welpen), G1B (3-4
Welpen) und G1C (5-11 Welpen). AMH wurde am ersten Tag der Paarung und am 12.
Tag der Trachtigkeit gemessen. Es gab keinen Unterschied im AMH-Spiegel zwischen
trachtigen und nicht trichtigen Hiindinnen (Evci et al. 2023). Am 12. Tag der Trachtigkeit
hatte Gruppe G1B hohere AMH-Werte als GI1A. Allerdings wies Gruppe G1C, die
Gruppe mit der groBten Anzahl an Welpen, niedrigere AMH-Werte auf als Gruppe G1B
(Evci et al. 2023).

1.4.1 Nachweismethoden von AMH

Hormone im Blutserum konnen iiber ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren wie den
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) gemessen werden. Der ELISA gehort zu
den Immunassay-Verfahren und basiert auf einer enzymatischen Farbreaktion (Kindt
2007). Das nachzuweisende Antigen wird {ber einen Erstantikorper an eine
Mikrotiterplatte adsorptiv. gebunden und angereichert, ein Enzym-gekoppelter
Zweitantikorper fithrt zur Reaktion eines Farbstoffsubstrates, dessen Farbintensitdt mit
einer Standardkurve verglichen wird (Kindt 2007). Anfanglich wurden fiir den AMH-
Nachweis im Blutserum von Hunden humane ELISA-Assays verwendet (Diagnostic
Systems Laboratory, Immunotech, Beckmann Coulter)(Holst 2017). Pir Yagci et al.
(2016) verglichen ein humanes (Beckman Coulter, AMH- Gen II, USA) und ein canines
(East BioPharm, China) ELISA-Kit und stellten die Uberlegenheit des
humanmedizinischen Kits fest, da das von ihnen angewandte canine Kit den Abfall des
AMHs nach der Kastration nicht korrekt erkannte (Pir Yagci et al. 2016). Seit kurzem
steht zur AMH-Messung im Serum ein weiteres kommerziell erhéltliches canines ELISA-
System zur Verfiigung (Ansh Labs, Webster, Texas, USA) (Turna Yilmaz et al. 2015;
Themmen et al. 2016). Canine ELISA-Kits messen durch ihre hohere Sensitivitét
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allgemein hohere AMH-Konzentrationen als die humanen ELISA-Kits (Axnér und Holst
2015, Turna Yilmaz et al. 2015, Themmen et al. 2016). Die Sensitivitit eines humanen
ELISA-Kits fiir den Einsatz bei Hiindinnen lag bei Alm & Holst (2018) nur bei 88%.
Derzeit mangelt es laut Pir Yagci et al (2016) aber noch an der Standardisierung der

AMH-Referenzbereiche der von verschieden Labors angebotenen caninen Testkits.

1.5 AMH in der Kleintierreproduktion

Da AMH ausschlieBlich in den Sertolizellen der Hoden und den Granulosazellen des
Ovars gebildet wird, hat es sich in den letzten Jahren als diagnotisches Mittel in der
Kleintierreproduktion bewéhrt, um physiologische und pathologische Vorginge an

diesen Organen nachzuvollziehen.

1.5.1 Kryptorchismus

Wenn im Alter von acht Wochen die Hoden nicht im Skrotum des Riidens palpierbar sind,
spricht man von Kryptorchismus. Je nach Rasse kann der Hodenabstieg (Descensus testis)
bei manchen Riiden auch ldnger dauern. Da sich jedoch im Alter von etwa sechs Monaten
die Inguinalringe schlieen, ist ein spiterer Hodenabstieg kaum noch moglich (Johnston
et al. 2001). Man unterscheidet zwischen einseitigem oder beidseitigem sowie
abdominalem oder inguinalem Kryptorchismus. In seltenen Féllen sind auch ektopische
Lokalisationen der kryptorchiden Hoden moglich (Arnold und Janett 2012). Da
kryptorchide Hoden stindig der fiir Hoden unphysiologischen Korpertemperatur
ausgesetzt sind, neigen Sie zu tumordsen Entartungen und sollten erkannt und chirurgisch
entfernt werden (Welch Fossum 2020). Durch eine ultrasonografische Untersuchung
kann der inguinal oder abdominal liegende Hoden meist dargestellt werden. Ist die
Vorgeschichte des Riiden nicht bekannt und es besteht der Verdacht auf einen
kryptorchiden Hoden, kann dieser mittels hormoneller Diagnostik festgestellt werden
(Hornakova et al. 2017). Zur Diagnostik eignet sich sowohl ein hCG (humanes
Choriongonadotropin) — Stimulationstest, als auch die Bestimmung von AMH. Beim
hCG-Stimulationstest wird zuerst eine Blutprobe fiir den Testosteronbasalwert
gewonnen. Dann wird hCG intravends verabreicht und nach 60 Minuten erneut eine
Blutprobe gewonnen (LABOKLIN 05/2020). Erreicht Testosteron nach hCG-Stimulation
einen Wert von > 1,0 ng/ml, spricht dies fiir vorhandenes Hodengewebe (LABOKLIN

05/2020). Dieser Test ist nur aussagekriftig, wenn kein zweiter Hoden im Skrotum
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vorhanden ist. Bei Riiden mit unklarer Vorgeschichte und Herkunft, die riidentypisches
Verhalten aufweisen, kann auch mittels AMH-Messung Gonadengewebe nachgewiesen
werden. Die AMH-Werte der Riiden sind sowohl prapubertér als auch nach Erreichen der
Geschlechtsreife hoch, weshalb sie zu jedem Zeitpunkt den Nachweis von Hodengewebe
erlauben (Josso et al. 2013, Alexander et al. 2024). Bei kastrierten Riiden oder echter
Anorchie sind AMH-Serumwerte < 0,1 ng/ml zu erwarten (Laboklin aktuell 05/2012,
Hornakova et al. 2017). Der Vorteil der AMH-Messung gegeniiber dem hCG-
Stimulationstest ist, dass auch bei einem skrotal gelegenen Hoden, ein zweiter
kryptorchider Hoden diagnostiziert werden kann, da kryptorchide Hoden meist deutlich
mehr AMH sezernieren als skrotal gelegene (Leykam et al. 2018).

1.5.2 Ovarrestsyndrom

Verbleibt nach der chirurgischen Kastration hormonell aktives Ovargewebe im
Bauchraum der Hiindin, spricht man vom Ovarrestsyndrom (ORS) (Howe 2006). Die
Hiindinnen konnen dann weiterhin regulidre Laufigkeitsanzeichen wie zum Beispiel
blutigen Vaginalausfluss und Vulvaschwellung zeigen. Dies kann auch erst Monate bis
Jahre nach der durchgefiihrten Kastration wieder auftreten (Giinzel-Apel et al. 2012). Da
im Abdomen verbliebene Ovarreste zu zystischen oder tumordsen Entartungen bei der
Hiindin neigen, sollten diese erkannt und chirurgisch entfernt werden (Giinzel-Apel und
Bostedt 2016). Hat eine Hiindin eine unklare Vorgeschichte oder zeigt trotz erfolgter
Kastration Laufigkeitsanzeichen, gibt es verschiedene diagnostische Mittel zum
Nachweis eines Ovarrestsyndroms. Dieser Diagnostik geht in jedem Fall eine klinisch-
gynikologische  Untersuchung (Odematisierung der Vulva, Duldungsreflex,
Vaginoskopie und Vaginalzytologie) voran, um Hinweise auf dstrogenproduziernedes
Ovarrestgewebe zu erhalten (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Wird eine Hiindin im
Anodstrus mit dem Verdacht auf Ovarrestsyndrom vorgestellt, konnen die
gyndkologischen Befunde der einer kastrierten Hiindin gleichen. Hier kann ein
Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) — Stimulationstest zur Diagnose fiihren
(Glinzel-Apel und Bostedt 2016). Dabei wird die durch GnRH stimulierte 178-Estradiol-
Ausschiittung bestimmt. Nach der Entnahme einer Blutprobe fiir den 178-Estradiol-
Basalwert wird GnRH intravends appliziert. 60 und 90 Minuten nach der GnRH-Gabe
werden erneut Blutproben gewonnen. Bei einem Ovarrest, der sich im Andstrus befindet,
liegt die 17B-Estradiol-Konzentration vor der GnRH-Gabe unter oder knapp iiber der
Nachweisgrenze. Es zeichnet sich aber ein deutlicher Anstiegt in den Proben ab, die nach

60 und 90 Minuten genommen wurden (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Auch die
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Messung von AMH kann Aufschluss {iber verbliebenes Ovargewebe geben (Alm und
Holst 2018). In allen bisher dazu durchgefiihrten Studien konnten die kastrierten
Hiindinnen, unabhingig von der Zyklusphase, deutlich von den unkastrierten Hiindinnen
oder Hiindinnen mit ORS differenziert werden. Je nach Art des AMH-Nachweises
(canine ELISA oder reguldrer ELISA) ergaben sich unterschiedliche Referenzintervalle.
In einer Studie mit 46 Hiindinnen und einem fiir Hunde validierten ELISA (Ansh Labs,
Webster, TX, USA) ergaben sich AMH-Werte von 4,26 = 0,82 ng/ml bei unkastrierten
Hiindinnen, 4,40 + 1,09 ng/ml bei Hiindinnen mit ORS und 0,28 £+ 0,09 ng/ml bei den
kastrierten Hiindinnen (Turna Yilmaz et al. 2015). Eine andere Studie untersuchte mit
einem humanen ELISA 33 Serumproben. Hier konnten AMH-Referenzwerte von 0,10 —
0,41 ng/ml bei unkastrierten Hiindinnen, 0,18 — 0,19 ng/ml bei den Hiindinnen mit ORS
und < 0,09 ng/ml bei den kastrierten Hiindinnen dargestellt werden (Place et al. 2011).
Andere Studien geben die Hiindin bei einem AMH-Wert < 0,02 ng/ml als kastriert und
bei einem AMH-Wert > 0,5 ng/ml als unkastriert an (Laboklin aktuell 05/2012, Giinzel-
Apel und Bostedt 2016). Priapubertdre Hiindinnen weisen zum Teil dhnlich niedrige
AMH-Werte wie kastrierte Hiindinnen auf, weshalb eine Probenentnahme fiir die AMH-

Bestimmung erst nach dem sechsten Lebensmonat aussagekréftig ist (Place et al. 2011).
1.5.3. Granulosa- und Sertolizelltumore

Ovarialtumore machen ca. 1% aller bei der Hiindin auftretenden Tumoren aus und treten
hiufiger bei dlteren Hiindinnen auf (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Sie lassen sich in
epitheliale, stromale und Keimzelltumoren unterteilen. Etwa 50% der stromalen Tumoren
sind Granulosazelltumoren (Reichler et al. 2012). Diese sind meist gutartig und
metastasieren nur in Ausnahmeféllen. FEin Grofteil der Granulosazelltumoren ist
allerdings hormonell aktiv und fiihrt zu Hyperdstrogenismus. Dieser dulert sich in
anhaltender Laufigkeitssymptomatik, VulvavergroBBerung, Endometritiden und
symmetrischer Alopezie (Reichler et al. 2012). Bei anhaltendem Hyperdstrogenismus
kann es zu einer generalisierten Knochenmarksdepression und teilweise
lebensbedrohlicher Andmie kommen. Wenn sonografisch verdndertes Ovargewebe
festgestellt wurde oder das klinische Erschneinungsbild auf Hyperdstrogenismus
hinweist, kann die AMH-Konzentration Aufschluss iiber das Vorliegen eines hormonell
aktiven Granulosazelltumors geben (Walter et al. 2018). In einer Studie mit 63 Hiindinnen
konnten Granulosazelltumoren durch die Messung der AMH-Konzentration von anderen

Ovartumoren und Zysten unterschieden werden. Die Hiindinnen mit
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Granulosazelltumoren zeigten bei der Serumuntersuchung mit einem humanspezifischen
ELISA (Laboklin, Bad Kissingen, Germany) AMH-Konzentrationen von 1,12 bis >23
ng/ml, wobei 23 ng/ml den hochstmoglich messbaren Wert des ELISAs darstellte. Fiinf
von neun Hiindinnen mit anschlieBend histopathologisch nachgewiesenem
Granulosazelltumor erreichten einen Wert von >23 ng/ml. Hier stand die Grof3e des
Granulosazelltumors in Korrelation mit den AMH-Konzentrationen. Hiindinnen mit

anderen Ovartumoren zeigten AMH-Konzentrationen von 0,18 bis 1,18 ng/ml (Walter et

al. 2018).

Bei den Hodentumoren der Riiden handelt es sich meistens um Sertoli-Zelltumoren,
Seminome oder Zwischenzelltumoren, die in mehr als 80% der Fille gutartig sind
(Arnold und Janett 2012). Auch hier konnen aber die bis zu 50% hormonell aktiven
Sertoli-Zelltumoren zu Problemen fiir den Riiden fiihren (Arnold und Janett 2012). Es
kommt zur vermehrten Produktion von Ostrogen, was die Feminisierung des Riiden als
Folge hat. Chrakteristisch sind symmetrische Alopezie mit Hyperpigmentation in der
Flankenregion, Gynidkomastie, ein schlaffes 6dematisiertes Praputium und Attraktivitit
fiir andere Riiden (Arnold und Janett 2012). Bei linger bestehender Ostrogenproduktion
kann es zu einer endogenen Ostrogenintoxikation und dadurch bedingte Aniimie
kommen. Da Ostrogen in diesen Fillen hiufig, aber nicht immer, erhoht ist und starken
individuellen Schwankungen unterliegt, bietet sich die AMH-Konzentration als
Biomarker fiir Sertolizelltumoren an (Holst und Dreimanis 2015). In der Studie von Holst
und Dreimanis (2015) wurde die AMH-Konzentration von 20 Riiden mit palpierbarem
Hodentumor mit einer Kontrollgruppe von 27 gesunden Riiden verglichen. In der
Kontrollgruppe zeigten alle Riiden AMH-Konzentrationen < 10 ng/ml. Die Riiden mit
einem Sertolizelltumor oder einem Mischtumor hatten AMH-Werte von > 20 ng/ml
wiéhrend die Riiden mit anderen Hodentumoren dhnliche Werte wie die Kontrollgruppe

aufwiesen (Holst und Dreimanis 2015).
1.5.4. AMH in Verbindung mit der Fertilitdt und Wurfgréfe der Hiindin

Ein Zusammenhang zwischen AMH und Fertilitdt wurde beim Hund bisher nur in zwei
Studien untersucht. In einer wurden von 155 intakten Hiindinnen im Alter von 1,2 — 7,6
Jahren tiber ein Jahr hinweg AMH-Proben gesammelt und unter anderem mit der
WurfgroBe in Verbindung gebracht (Hollinshead et al. 2017). Die AMH-Werte lagen,
ungeachtet von Gewicht und Alter, zwischen 2,9 und 21,1 ng/ml. Es zeigte sich ein

Anstieg der Wurfrate um 0,3 Welpen pro 1 ng/ml AMH im Blut (Hollinshead et al. 2017).
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AuBlerdem wurde ein im Durchschnitt sinkender AMH-Wert ab dem vierten Lebensjahr
und eine damit einhergehende sinkende Fertilitdt beobachtet (Hollinshead et al. 2017).
Der AMH-Verlauf von spitem Andstrus {iber Prodstrus und Ostrus, sowie die individuell
stark schwankenden AMH-Konzentrationen wurden hierbei aber noch nicht
beriicksichtigt. Die Zeitpunkte der Probenentnahme bei Hollinshead et al. (2017) waren
variabel im Ostrus gewihlt, was, wenn man den Verlauf von AMH im Prodstrus und
Ostrus (Walter et al. 2019) beachtet, nicht unerheblich fiir die Hohe der AMH-
Konzentration ist. So kann man zum Anfang des Ostrus noch recht hohe AMH-Werte
erhalten, wohingegen kurz vor der Ovulation niedrige AMH-Werte nachgewiesen
werden. Die Probenentnahme zu willkiirlichen Zeitpunkten im Ostrus kann die
Ergebnisse in Bezug auf die WurfgroBe also beeinflussen und sollte daher standardisiert
zu festgelegten Zeitpunkten im Prodstrus/Ostrus erfolgen. Eine zweite Studie untersuchte
bei 13 Hiindinnen unter anderem AMH wéhrend der Tréachtigkeit im Verhiltnis zur
WurfgroBe. Die trichtigen Hiindinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt: G1A (1-2
Welpen), G1B (3-4 Welpen) und G1C (5-11 Welpen). AMH wurde am ersten Tag der
Paarung und am 12. Tag der Trachtigkeit gemessen. Es gab keinen Unterschied im AMH-
Spiegel zwischen tridchtigen und nicht trichtigen Hiindinnen (Evci et al. 2023). Am 12.
Tag der Tréachtigkeit hatte Gruppe G1B hohere AMH-Werte als G1A. Allerdings wies
Gruppe G1C, die Gruppe mit der groflten Anzahl an Welpen, niedrigere AMH-Werte auf
als Gruppe G1B (Evci et al. 2023). Selbst wihrend der Triachtigkeit scheint AMH also

keinen verldsslichen Hinweis auf die WurfgroB3e geben zu konnen.
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2. Zyklus der Hiindin

Der Eintritt der Geschlechtsreife ist durch das Auftreten der ersten Laufigkeit
gekennzeichnet. Diese tritt meist auf, wenn das adulte Korpergewicht erreicht ist und
variiert daher je nach Rasse. Kleinere Rassen sind frither geschlechtsreif als groBere
Rassen (Sokolowski 1977). Hier sind Zeitrdume von sechs bis 24 Monaten beschrieben,
in denen die erste Laufigkeit beginnt (Goodman 1992, Reichler et al. 2012). Die Hiindin
gehort zu den asaisonal monodstrischen Tieren (Sokolowski 1977) und die
durchschnittlichen Laufigkeitsintervalle betragen sechs bis sieben Monate (Sokolowski
1977, Goodman 1992). Es ist aber auch eine Streuung der Laufigkeitsintervalle von vier
bis 12 Monaten beschrieben, wobei die Dauer eines Léaufigkeitsintervalls bei der
individuellen Hiindin meist konstant ist (Bouchard et al. 1991, Reichler et al. 2012). Der
Liufigkeitszyklus unterteilt sich in vier Phasen: Prodstrus, Ostrus, Metdstrus und
Andstrus. Der Prodstrus bildet gemeinsam mit dem Ostrus die Liufigkeit (Giinzel-Apel

und Bostedt 2016).
2.1 Proostrus

Der Proostrus kennzeichnet den Beginn der Laufigkeit. Die Dauer des Prodstrus betrigt
durchschnittlich neun Tage, wobei Schwankungen von drei bis 27 Tagen beschrieben sind
(Sokolowski 1977, Reichler et al. 2012). Klinische Anzeichen des Prodstrus sind eine
prall angeschwollene Vulva, blutiger Vaginalausfluss und Attraktivitét fiir Riiden, aber
noch keine Deckbereitschaft (Jochle und Andersen 1977). Im Verlauf des spiten
Proostrus wird die Vulva weicher und der Vaginalausfluss stellt sich fleischwasserfarben

dar. Im Prodstrus findet die Follikelreifung statt (Concannon 2011).
2.2 Ostrus

Der Ostrus kann als Zeitraum der Paarungsbereitschaft angesehen werden. Er dauert etwa
neun Tage, wobei auch hier Schwankungen von vier bis 24 Tagen beschrieben sind
(Reichler et al. 2012). Die Vulva ist nicht mehr so stark 6dematisiert und weicher und die
Hiindin ist deckbereit. Die Ovulationen beginnen meistens am 2.-4. Tag des Ostrus und
dauern 24-48 Stunden an (Reichler et al. 2012). In den letzten Tagen des Ostrus beginnt
die Gelbkorperanbildung.



Literaturiibersicht 12

2.3 Metostrus

Der Metostrus ist &duBerlich durch das Abklingen der Paarungsbereitschaft
gekennzeichnet. In einigen Literaturquellen wird der Metostrus mit der Lutealphase
gleichgesetzt und die Phase der Gelbkorperregession und der Endometriumreparation
schon dem Anostrus zugeordnet (de Gier et al. 2006). Werden diese Phasen
zusammengefasst, resultiert fiir den MetOstrus eine Gesamtdauer von 4,5 Monaten,
bestehend aus durchschnittlich 2 Monaten Lutealphase (Trachtigkeit oder
Scheintrichtigkeit) und etwa 2,5 Monaten Endometriumreparation (Giinzel-Apel und

Bostedt 2016).
2.4 Anostrus

Ist der Metotrus beendet, wird der Begriff Anostrus ausschlielich fiir die Phase der
Ovarruhe verwendet. Dieser ist gekennzeichnet von vollstindig wiederhergestelltem und
hormonell unbeeinflusstem Endometrium (Jochle und Andersen 1977, Giinzel-Apel
1994). Diese Zyklusphase ist in ithrer Dauer am variabelsten und individuell verschieden.
Bis zum nichsten Prodstrus kdnnen ein bis drei oder sogar bis zu sechs Monate vergehen

(Glinzel-Apel und Bostedt 2016).

3. Endokrinologie im Zyklus der Hiindin

Die iibergeordneten Zentren der neuroendokrinen Steuerung des Zyklus der Hiindin sind
der Hypothalamus und die Hypophyse. Die von ihnen ausgeschiitteten Hormone wirken
auf die Ovarien als Zielorgane (Giinzel-Apel und Bostedt 2016)(Abb. 3). Der
Hypothalamus setzt pulsatil Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) frei, welches tiber
ein kapilldres Portalsystem zum Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse) gelangt
(Concannon 2009). Reagierend auf die GnRH-Freisetzung kommt es durch die
Hypophyse zur Freisetzung von Follikelstimulierendem Hormon (FSH) und
Luteinisierendem Hormon (LH). Die Ovarien synthetisieren die Sexualsteroide Ostrogen
und Progesteron. Im Andstrus befinden sich die Sexualsteroide im Bereich ihrer
Basalwerte. Die Progesteronwerte betragen < 1 ng/ml und die Ostradiolwerte < 10 pg/ml
(de Gier et al. 2006). Beginnt die Freisetzung von GnRH und somit auch von FSH,
bewirkt dies die Anbildung und Reifung der Ovarfollikel. Diese synthetisieren dann

proportional zu ihrer Quantitit und GroBe Ostrogen. Das in den Granulosazellen der



Literaturiibersicht 13

wachsenden Follikel produzierte Inhibin hat gemeinsam mit der negativen
Riickkopplungswirkung der Ovarsteroide einen hemmenden Effekt auf die FSH-Synthese
(Glinzel-Apel und Bostedt 2016). Dies verhindert die ungehemmte Anbildung von
weiteren Primordialfollikeln. Die im Endstadium der Follikelreifung maximalen
Ostrogenkonzentrationen von 40 bis 90 pg/ml fiihren durch ein positives Feedback auf
die Hypophyse zu einer starken LH-Freisetzung (Reichler et al. 2012). Dieser LH-Peak
fiihrt zur Luteinisierung der Granulosazellen und nach etwa 48 bis 60 Stunden zur
Ovulation (Concannon 2011). Die Luteinisierung der Granulosazellen bewirkt aulerdem
einen Progesteronanstieg auf (je nach verwendetem Assay) 4 bis 10 ng/ml zum Zeitpunkt
der Ovulation (Glinzel-Apel und Bostedt 2016). Die Theka- und Granulosazellen bilden
sich nach der Ovulation in Thekalutein- und Granulosaluteinzellen um (Luteinisierung)
(Glinzel-Apel und Bostedt 2016). Der so entstandene Gelbkdrper (Corpus luteum)
produziert weiterhin Progesteron und so finden sich im Blut bis zum 25. Tag nach der
Ovulation Progesteronwerte von 15 bis 60 ng/ml (Concannon 2011). Das Bestehen des
Gelbkorpers wird durch das von der Hypophyse freigesetze Prolaktin unterstiitzt,
welchem eine luteotrope Wirkung zugesprochen wird (Giinzel-Apel und Bostedt 2016).
Da sowohl bei einer Tréachtigkeit als auch bei einer Scheintrachtigkeit der Gelbkorper
iiber eine Dauer von etwa 60 Tagen bestehen bleibt, eignet sich Progesteron nicht zum
Trachtigkeitsnachweis. Zwischen dem 60. und 90. Tag nach der Ovulation sinkt der

Progsteronwert wieder auf < 1 ng/ml (Concannon 2011, Reichler et al. 2012).
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Abb. 3 (eigene Grafik): Endokrine Steuerung des Zyklus bei der Hiindin (aus Giinzel-Apel und Bostedt

2016)

CL: Corpora lutea; DA:Dopamin; FSH: Follikelstimulierendes Hormon; GnRH: Gonadotropin Releasing

Hormon; LH: Luteinisierendes Hormon; OV: Ovulation; PIF: Prolaktin Inhibierender Faktor; PRL:

Prolaktin; dunkelblau: follikulotrope Achse; orange: luteotrope Achse
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3.1 Anti-Miiller-Hormon im Verlauf des Zyklus der Hiindin

Das Anti-Miiller-Hormon ist dem Inhibin strukturell sehr dhnlich (Rzeszowska et al.
2016) und wird in der Follikulogenese ebenfalls von den Granulosazellen der
heranwachsenden Follikel gebildet. Ahnlich wie Inhibin hemmt es die Produktion von
FSH und reguliert so die Follikelressourcen (Visser et al. 2006). Eine Studie mit fiinf
Beaglehiindinnen untersuchte den Verlauf von AMH vom spéten Andstrus bis zum
Ostrus (Nagashima et al. 2016). Es wurden drei- bis siebenmal in der Woche AMH-
Proben genommen, wobei sich die Frequenz der Probennahme im Prodstrus steigerte. Der
LH-Peak und die Ovulation wurden mittels Progesteronmessungen nachvollzogen. Es
stellte sich heraus, dass die Basalwerte im Andstrus individuell sehr verschieden sind. Sie
lagen zwischen 0,21 und 0,58 ng/ml (Nagashima et al. 2016). Neun bis acht Tage vor
dem LH-Peak konnte ein Anstieg der AMH-Konzentration von durchschnittlich 0,3
ng/ml auf 0,6 ng/ml festgestellt werden. Vier Tage vor dem LH-Peak lagen die AMH-
Werte wieder etwa auf dem urspriinglichen Basalwert (Nagashima et al. 2016) (Abb. 5).
Eine andere Studie hat 20 Hiindinnen wochentlich ab sechs Wochen vor Beginn der
Liufigkeit und dann zwei- bis achtmal im Prodstrus und Ostrus untersucht. Der
Zyklusstand wurde iiber die Messung von Progesteron detektiert, wobei sich die Hiindin
bei > 2 ng/ml im Ostrus befand und die Ovulation bei 8 bis 10 ng/ml stattfand (Walter et
al. 2019). Auch hier konnte ein deutlicher AMH-Anstieg vom spdten Andstrus bis etwa
sechs Tage vor der Ovulation, was dem Proostrus entspricht, nachgewiesen werden.
Danach erfolgte ein deutlicher Abfall hin zum priovulatorischen Ostrus. Die hdchsten
AMH-Werte konnten etwa ab drei Wochen vor der Ovulation bis zu sechs Tage vor der
Ovulation gemessen werden. Die niedrigsten AMH-Werte wurden im Metostrus und
Anostrus gemessen (Walter et al. 2019) (Abb. 4). Auch hier wurden die individuell sehr
unterschiedlichen AMH-Werte bemerkt. Die AMH- Werte im Zyklusverlauf lagen
zwischen 0,09 und 2,65 ng/ml und wurden mit einem fiir Hunde validierten

humanmedizinischen ELISA gemessen (Walter et al. 2019).
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Abb. 4: Balkendiagramm iiber die mittleren AMH-Werte im Zyklus der Hiindin.
* markieren die Zyklusphasen mit signifikant hoheren AMH-Werten als im mittleren Andstrus

(aus Walter et al. 2019)

Schematische Darstellung des AMH-Verlaufs in Bezug auf den
LH-Peak
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Abb. 5: Schematische Darstellung des AMH-Verlaufs in Bezug auf den LH-Peak (aus Nagashima et
al. 2016)
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4. Deckzeitbestimmung bei der Hiindin

Die Deckzeitbestimmung dient der Festlegung des optimalen Bedeckungszeitpunktes in
der Laufigkeit. Sie setzt sich aus der gynédkologischen Untersuchung, der
Vaginalzytologie und der Messung von Progesteron zusammen und hat das Ziel, die
Ovulation nachzuweisen (Bunck und Giinzel-Apel 2016). Aufgrund des individuell sehr
variablen Zeitraums zwischen Laufigkeitsbeginn und Ovulation fithren nur konsequente
Verlaufskontrollen zu einer Eingrenzung des Ovulationstermins. Eine erste Untersuchung
innerhalb der ersten drei Tage der Laufigkeit hat sich als sinnvoll erwiesen (Gilinzel-Apel
und Bostedt 2016). Danach konnen die Untersuchungsintervalle je nach Zyklusstand

angepasst werden.
4.1 Gynikologische Untersuchung
4.1.1 Anamnese

Eine gezielte Erhebung des Vorberichtes kann im Rahmen der Deckzeitbestimmung erste
Hinweise auf unphysiologische Léufigkeiten oder andere gynidkologische Probleme
geben, die die Fertilitdt beeintrichtigen. Zu den wichtigsten Auskiinften gehoéren
Informationen iiber das Allgemeinbefinden (Aktivitdit, Wasseraufnahme und
Harnabsatz), Zeitpunkt und Verlauf der letzten Laufigkeit sowie die RegelméBigkeit der
vorangegangenen Laufigkeiten und deren Dauer (Reichler et al. 2012). Die Anzahl der
bisherigen Zuchteinsidtze und die WurfgréBe und der Verlauf der Geburt bei
erfolgreichem Zuchteinsatz sind ebenfalls zu erfassen. Sollte der Zuchteinsatz erfolglos
gewesen sein, ist es von Interesse, ob zuvor eine Deckzeitbestimmung durchgefiihrt
wurde und wie es um die Fertilitdt des Deckriiden steht (Giinzel-Apel und Bostedt 2016).
Fiir die Deckzeitbestimmung werden die Hiindinnen meist in der Laufigkeit vorgestellt
und es sollte erfragt werden, seit wie vielen Tagen blutiger Vaginalausfluss zu beobachten
ist, um einen ungefdhren Eindruck des Zyklusstandes zu erhalten. Aktuell oder vor
kurzem eingesetzte Medikamente, insbesondere Hormone und Antibiotika, sollten

ebenfalls erfasst werden (Giinzel-Apel und Bostedt 2016).
4.1.2 Adspektion und dullere Untersuchung

Bei der Adspektion und &ufleren Untersuchung werden vor allem die durch den
Ostrogeneinfluss bedingten gynikologischen Verinderungen erfasst. Dazu gehort das

Vorhandensein von Vaginalausfluss und die Beurteilung von Menge und Farbe (blutig,
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fleischwasserfarben) (Bunck und Giinzel-Apel 2016). Hier ist es ratsam auch auf
Sekretspuren unterhalb der Rute und an den Hintergliedmallen zu achten. Auf einem
weillen angefeuchteten Tupfer 1dsst sich die Qualitdt des Vaginalausflusses am besten
beurteilen(Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Im frithen Prodstrus ist der Vaginalausfluss
typischerweise dunkelrot und blutdhnlich, verdndert sich sich aber dann zur Ovulation
hin zu hellrosa und fleischwasserdhnlich (Concannon 2011, Giinzel-Apel und Bostedt
2016). Die Absonderung von Laufigkeitssekret kann vollstdndig fehlen oder bis in den
Metostrus  hineinreichen und stellt deshalb kein sicheres Kriterium fiir die
Zyklusdiagnostik dar. Die Vulva wird auf GroBe und Konsistenz untersucht. Unter
Ostrogeneinfluss wird die Vulva im Prodstrus 6dematds und prall (Goodman 2001).
Durch das Absinken der Ostrogenkonzentration zum Ostrus wird die Vulva wieder
kleiner und von teigiger Konsistenz (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Die Priifung der
Vulvakonsistenz erfolgt durch leichten Druck mit dem Zeigefinger auf den dorsalen
Vulvabereich. Hierbei kann gleichzeitig die Auslosbarkeit des Duldungsreflexes

tiberpriift werden (Bunck und Giinzel-Apel 2016, Johnston et al.2001).
4.1.3 Vaginoskopie

Dem Verlauf des Ostrogenspiegels folgend, #ndert die Vaginalschleimhaut ihr
Erscheinungsbild im Laufe des Sexualzyklus erheblich (Concannon 2011). Fiir die
Beurteilung der Vaginalschleimhaut wird ein Vaginoskop, vorzugsweise mit integrierter
Lichtquelle, verwendet. Dieses wird angewéarmt, gleitfdhig gemacht und dann unter
Spreizung der Labien in dorsaler Richtung in den Scheidenvorhof eingefiihrt (Reichler et
al. 2012). Beim Passieren des Hymenalringes tritt ein leichter Widerstand auf. Danach
wird das Vaginoskop nach horizontal gekippt und schonend etwas weiter vorgeschoben
(Reichler et al. 2012). Unter langsamem Zuriickziehen lésst sich die Vaginalschleimhaut
gut beurteilen. An der Vaginalmukosa werden Odematisierungsgrad, Faltenform, Farbe
und Feuchtigkeit beurteilt (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Der Ostrogenanstieg im
Prodstrus fiihrt zu einer besseren Durchblutung und interstitieller Fliissigkeitsretention in
der Vaginalmucosa. Im frithen Proostrus ist die Schleimhaut gering- bis mittelgradig
geschwollen und verschlie8t das Lumen noch nicht vollstdnding. Sie ist rosa und feucht
glinzend. Mit fortschreitendem Prodstrus ist die Schleimhaut ausgepragt 6dematisiert
und legt sich Falten (Blockmalzstruktur) (England und von Heimendahl 2010). Die
Oberfliche erscheint blassrosa und feucht glinzend. Die wieder sinkenden
Ostrogenkonzentrationen im Ostrus fithren zu einem Abquellen der Schleimhaut und es

tritt eine beginnende Sekundirfiltelung auf ihrer Oberfliche auf. Zusitzlich zum
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Ostrogenabfall trigt auch der pridovulatorische Progesteronanstieg dazu bei, dass die

Schleimhaut matt und pappig wird; die Schleimhaut erscheint blass (Reichler et al. 2012).

4.2 Vaginalzytologie

Der Aufbau des Vaginalepithels unterliegt den hormonellen Einfliissen der
Follikelreifung. Wihrend die Vagina im Andstrus von einem zwei- bis dreischichtigen
Plattenepithel aus Basalzellen ausgekleidet ist, proliferieren und verhornen die
Zellschichten unter Ostrogeneinfluss (Goericke-Pesch et al. 2010). In der Liufigkeit kann
das Epithel bis zu 20 Schichten, bestehend aus Basal-, Parabasal-, Intermediir- und

Superfizialzellen sowie kernlosen Schollen, umfassen (Reichler et al. 2012).
4.2.1 Probenentnahme

Um Kontaminationen mit Zellen des Vestibulums zu vermeiden, wird ein mit
Kochsalzlosung angefeuchteter Wattetrdger durch ein Vaginoskop oder Spekulum in die
Scheide eingefiihrt (Wehrend et al. 2013). Der Wattetrdger wird unter drehenden
Bewegungen am Scheidendach entlanggefiihrt (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Die so
gewonnenen Zellen werden auf einen Objekttrager abgerollt. Dieser wird luftgetrocknet
und dann geférbt. Es empfiehlt sich, stets zwei Ausstriche anzufertigen (Gtlinzel-Apel und

Bostedt 2016).
4.2.1 Féarben von Vaginalabstrichen

Ziel bei der Untersuchung von Vaginalabstrichen im Rahmen einer Zyklusdiagnostik ist
es, die verhornten Superfizialzellen von den iibrigen Zellen unterscheiden zu kdnnen.
Hierfiir eignet sich die Farbung nach Papanicolau, in der sich die azidophilen verhornten
Superfizialzellen rotorange und die tieferen Zellenschichten blaugriin anférben (Kraft und
Diirr 1997). Diese Farbemethode ist mit etwa 30 Minuten recht zeitaufwandig, gibt aber
eindeutigen Aufschluss iiber die Zellverteilung (Suter 2012). Die Zellen kdnnen alternativ
auch anhand ihrer Morphologie unterschieden werden, wofiir eine Diff-Quick-Farbung

ausreichend ist (Johnston et al. 2001).
4.2.3 Beurteilung der Zellen

Das Oberflachenepithel der Vagina besteht aus einem Stratum basale, einem Stratum
intermedium und einem Stratum superficiale. Die im Vaginalabstrich vorliegenden Zellen

werden hinsichtlich ihrer Form, Grof3e, dem Verhiltnis von Zellkern zu Zytoplasma, dem
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Verhornungsgrad, ihrer Randbeschaffenheit und ihrer Lage zueinander beurteilt (Giinzel-
Apel und Bostedt 2016). Basalzellen reagieren basophil, sind zylindrisch mit
basalstindigem Kern und zwischen 10 bis 20 um grof3. Parabasalzellen sind basophil, von
runder Form mit mittelstindigem Kern und 15 bis 20 um grof3 (Kraft und Diirr 1997). Die
Intermedidrzellen reagieren ebenfalls basophil, sind eher langlich-elliptoid mit einem
groflen Kern. Sie sind 20 bis 30 um grof3. Die unteren Superfizialzellen reagieren sowohl
basophil als auch azidophil, sind polygonal mit einem groBen Kern. Sie messen zwischen
35 und 65 um (Kraft und Diirr 1997). Bei den oberen Superfizialzellen zeigt sich eine
Kernpyknose (Verdichtung des Chromatins im Zellkern), sonst verhalten sie sich dhnlich
zu den unteren Oberflachenzellen (Kraft und Diirr 1997). Nach der Schrumpfung des
Zellkerns bezeichnet man die zellkernlosen Zellen als Schollen. Sie sind hauptsidchlich
azidophil und von gleicher Grofe wie die Superfizialzellen (Dreier 2005). Im Andstrus
liegen nur wenige Schichten von Basalzellen vor. Die 6strogeninduzierte Proliferation
der Vaginalzellen fiihrt dazu, dass neben den Basalzellen im Prodstrus auch Parabasal-
und Intermedidrzellen nachweisbar sind. Entsprechend der Prodstrusblutung sind auch
Erythrozyten und vereinzelt Leukozyten zu finden (Giinzel-Apel und Bostedt 2016).
Durch den weiteren Ostrogenanstieg nehmen Intermediirzellen prozentual zu und
Superfizialzellen treten auf. Die oberfldchlichen Zellen verhornen kontinuierlich, so dass
schlieBlich Superfizialzellen mit pyknotischem Kern und kernlose Schollen iiberwiegen
(Abb. 6) (Johnston 2001). Diese machen gemeinsam etwa sieben Tage vor der Ovulation
und sechs bis sieben Tage nach der Ovulation 100% der Zellen aus, weshalb sie keinen
eindeutigen Hinweis auf den Zeitpunkt der Ovulation geben (Giinzel-Apel und Bostedt
2016). Untersuchungen haben aber gezeigt, dass rund 75% der Hiindinnen am ersten Tag
der maximalen Verhornung ovulieren (Reichler et al. 2012). Der Verhornungsgrad der
Zellen kann in polychromatisch gefarbten Ausstrichen (Papanicolau-Farbung) anhand des
Eosinophilie-Index (EI) oder Azidophilie-Index (AI) erfasst werden. Die verhornten
Zellen sind eosinophil (azidophil) und farben sich orange-rot. Etwa sieben Tage vor der
Ovulation liegt der EI auf einem Niveau von > 70% (Gtinzel-Apel und Bostedt 2016).
Auch die Randbeschaffenheit und Lage der Vaginalzellen unterscheidet sich je nach
Zyklusstand. Sind in der frithen bis fortgeschrittenen Follikelphase die Rénder der in
Gruppen liegenden Superfizialzellen umgeschlagen, so liegen sie ovulationsnah eher
einzeln und plan mit glatten Randern auf dem Objekttriager (Giinzel-Apel und Bostedt
2016). Etwa sechs Tage nach der Ovulation beherrschen wieder die tiefen Basalzellen das

Zellbild.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Vaginalepithels im Verlauf des Sexualzyklus aus Nauth
(2002)

4.3 Progesteronbestimmung

Ergidnzend zu der gynédkologischen Untersuchung und der Vaginalzytologie hat sich die
Messung des praovulatorischen Progesteronanstiegs mittels ELISA aus einer Serumprobe
bewéhrt (Gilinzel-Apel und Bostedt 2016). Wéhrend des Proostrus liegen die
Progesteronwerte, je nach verwendetem Assay, auf einem Basalniveau von < 0,25 ng/ml
bis 1 ng/ml (Concannon 2009, Brugger et al. 2011). Kommt es dann prdovulatorisch zu
der Luteinisierung der Follikelzellen, produzieren diese vermehrt Progesteron und fiihren
zu einem Progesteronanstieg (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). Pridovulatorisch werden,
je nach verwendetem Assay, Progesteronwerte von 3 ng/ml bis 8 ng/ml gemessen
(Brugger et al. 2011). Hohere Werte sprechen fiir eine stattgefundene Ovulation und das
Vorhandensein eines Gelbkorpers (Giinzel-Apel und Bostedt 2016). In Ovulationsnihe
finden sich also eine teigige, nicht mehr so stark 6dematisierte Vulva, abquellende, blasse
und trockene Vaginalschleimhaut, Superfizialzellen und Schollen, die einzeln und plan

liegen, sowie ein dem Assay entsprechender Progesteronwert.
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Unter Beriicksichtigung der in der Literaturiibersicht erlduterten Einflussfaktoren auf
AMH wurde in dieser Arbeit die Korrelation von AMH und Wurfgrof3e bei der Hiindin
untersucht. AMH wurde zu zwei festgelegten Zeitpunkten im Prodstrus und Ostrus
bestimmt und mit der WurfgréBe in Korrelation gesetzt. Hierfiir wurden Hiindinnen mit
dhnlichem Korpergewicht paarweise verglichen. Es ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen AMH und WurfgroBe.

In der folgenden Verdffentlichung werden der Studienaufbau und die Ergebnisse néher

erlautert und diskutiert.
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ABSTRACT

Keywords:
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Litter size

The use of the anti-Miillerian hormone (AMH) serum concentration as a fertility marker has been shown in cows,
sheep and mares and has been indicated in one study in female dogs. The aim of this study was to investigate the
connection between the AMH serum concentration, taken at two defined time points during the bitch's heat, and
the litter size to investigate whether AMH can be used as a practical measurement for the individual breeding
bitch to predict litter size. The study was carried out on 27 healthy female dogs presented for pre-breeding
examination, considering all previously known influencing factors on AMH in the bitch such as age, body
weight and estrous cycle phase at the time the sample was taken. Due to the AMH increase in early proestrus and
its drop around ovulation, AMH was measured in blood samples taken within the first three days of heat (AMH1)
and near ovulation (AMH2) with AMH1 being significantly higher than AMH 2 (p < 0.001). There was a highly
significant negative correlation of body weight and AMH at both sampling times (p < 0.001). There were no
significant results when the dogs were paired and grouped according to high or low AMH concentrations, but a
significant effect of AMH serum concentration on litter size was found in the multifactorial analysis when the
dogs were matched according to their body weight (AMH1: p = 0.022; AMH2: p = 0.030). In conclusion, a
significant effect of the AMH concentration and the litter size among female dogs with matching body weight
could be found, but a much larger sample collection is needed to evaluate reference intervals for AMH for bitches
of different weight to predict the fertility of an individual bitch in the future.

1. Introduction

study the use of AMH as a predictor of litter size by taking AMH samples
at a variable point during estrus has been evaluated [14]. The authors

Anti-Miillerian hormone (AMH) is a dimeric glycoprotein secreted by
the granulosa cells of the ovarian follicles in females and the Sertoli cells
of the testes in males [1]. In recent years AMH determination replaces
the measurement of follicle stimulating hormone (FSH) as a reliable
endocrine marker for ovarian reserve in human medicine [2]. In veter-
inary medicine AMH has been described as a fertility marker in cows and
mares to select suitable individuals for superovulation programs in cows
and donator mares for embryo transfer [3-5]. In dogs AMH can be used
to prove cryptorchidism and ovarian remnant syndrome, to diagnose
tumorous degeneration of granulosa and Sertoli cells and to determine
the castration status of individuals with unknown history [6-13]. In one

* Corresponding authors.

showed that within one breed size, bitches with higher AMH values had
larger litter than bitches with lower AMH concentrations. For each 1
ng/ml increase in AMH the litter size increased by 0.3 pups. Another
study examined, among other things, AMH during pregnancy in relation
to litter size in 13 bitches. The pregnant bitches were divided into three
groups. G1A (1-2 puppies), G1B (3-4 puppies) and G1C (5-11 puppies).
AMH was measured on the first day of mating and on day 12 of gesta-
tion. There was no difference in the AMH levels between the pregnant
and non-pregnant bitches. On day 12 of pregnancy, group G1B had
higher AMH levels than G1A. However, group G1C, the group with the
largest number of puppies, again showed lower AMH values than G1B.
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Body weight was not taken into account in the groups and was examined
separately in relation to AMH [15].

Furthermore, changes of the AMH concentration over the estrus
cycle in intact bitches have been described [16,17]. The highest AMH
concentrations were reached in the last three weeks before the onset of
heat until six days before ovulation, which represents the phase of
growing pre-antral and small antral follicles, with high inter-individual
and intra-individual variation [16,17]. Further Walter et al. (2019) [17]
showed a significant decrease over the last three days before ovulation.
With this knowledge the time of serum sample collection for AMH
measurement should be chosen carefully to get comparable results. The
aim of this study was to collect blood serum samples for AMH mea-
surement at certain points in heat and to correlate them with the litter
size.

2. Materials and methods
2.1. Animals

For the study 27 healthy, sexually mature bitches, presented to our
clinic for pre-breeding examination, were examined. They belonged to
17 different breeds which were Newfoundland (n = 4), Boxer (n = 3),
Rhodesian Ridgeback (n = 3), Kooikerhondje (n = 2), Chinese Crested (n
= 2). German Pinscher (n = 2), French Bulldog (n = 1), Jack Russel
Terrier (n = 1), Parson Russel Terrier (n = 1), Bouvier des Ardennes (n =
1), Border Collie (n = 1), Bullterrier (n = 1), Dobermann (n = 1), Flat
Coated Retriever (n = 1), Dalmatian (n = 1), Chesapeake Bay Retriever
(n=1) and PON (n = 1). They were at the age of 2 years (n = 4), 3 years
(n = 3), 4 years (n =7), 5 years (n = 5), 6 years (n = 6) and 7 years (n =
2). Because of the knowledge, that bitches with lighter bodyweight have
higher AMH concentrations [14,17], the bitches were divided in groups
of <15 kg (n = 7), 15-30 kg (n = 10) and > 30 kg (n = 10). All bitches
had at least one normal estrous cycle previously, 15 bitches had one or
more litters so far and there werent any abnormalities in their current
estrous cycle. None of the bitches had a systemic disease. All bitches,
except of two, were mated with stud dogs that all had sired one or more
litters within the last year. Natural mating took place in every case
except of one, which got artificial insemination.

2.2. Blood sample collection

All blood samples were collected during routine pre-breeding
examinations.

The first examination was performed between day one and three of
heat. Further examinations were undertaken every two to three days
starting on day seven or eight until ovulation took place. All bitches
were examined two to six times during proestrus and estrus. The pre-
breeding examinations included the documentation of behavior, the
inspection of the vulva, vaginoscopy, vaginal cytology and the deter-
mination of serum progesterone concentration. The first occurrence of
serosanguinous vaginal discharge represented the beginning of proes-
trus. Serum progesterone concentration was the main parameter to
determine the first day of estrus as well as ovulation. Blood samples were
centrifuged by 600 G for ten minutes, the supernatant was taken and
divided into two aliquots. One sample was immediately used for pro-
gesterone determination, the other one was stored by -20°C for AMH
measurement later on. All owners provided signed consent for the
collection of data for the purpose of treatment and care of animals, as
well as for research and agreed, that the collected serum samples for
progesterone measurement may be used additionally for AMH
measurement.

2.3. Hormone analysis

Serum progesterone concentrations were measured with an enzyme
linked fluorescence assay (miniVidas; Inc. Biomerieux, Marcy-1Etoile,
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France), which has been validated for the bitch [18]. The start of estrus
was defined as the rise of progesterone above 2 ng/ml. Ovulation took
place at serum progesterone concentrations between 8 and 10 ng/ml
and with progesterone concentrations higher than 10 ng/ml ovulation
was confirmed.

Because of highest AMH concentrations at early proestrus and the
significant decrease over the last three days before ovulation [17], AMH
was measured in the serum samples taken on day one to three (AMH1)
and the ones taken nearest to ovulation (AMH2), which means one day
before, the day of or one day after ovulation. Out of this results the
decrease of AMH (AMHd) from proestrus to ovulation was calculated.
The main focus was on the AMH1 values, as these represent the early
phase of folliculogenesis and thus the development of potentially
fertilizable eggs [16].

Measurement of AMH was performed at a commercial laboratory
(Laboklin GmbH & Co. kg, Bad Kissingen, Germany). Serum concen-
trations of AMH were determined using a chemiluminescence immu-
noassay on a cobas E602 analyser (Roche Diagnostics Deutschland
GmbH) using murine anti-AMH-antibodies. The test was validated for
dogs [17]. Minimum detection limit of the AMH test was 0.01 ng/ml and
maximum detection limit was 23 ng/ml. This test was also used to
examine AMH concentrations throughout the estrus cycle of the bitch.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS 29.01 software.
First, the data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. No
data set showed a significant deviation from a normal distribution. The
mean and standard deviation were calculated for descriptive statistical
summary of the data. A paired sample t-test was used to compare AMH
serum concentrations at the two time points. In a primary unifactorial
analysis, the correlation coefficient Pearson r was calculated to detect
possible associations between litter size AMH1 and AMH2, as well as
body weight and age of the bitches. Since body weight had a significant
relationship with both litter size and AMH concentrations at both time
points, bitches with approximately the same body weight were paired
and subjected to a multifactorial matched pairs analysis for those pa-
rameters with unifactorial significant relationships. This was done using
the generalized linear model (GLM) in the variation for repeated mea-
surements (GEE). Litter size was set as the dependent variable, and body
weight and AMH concentration at both time points were the predictor
variables. In addition, a possible interaction between body weight and
AMH]1 as well as AMH2 was tested. A significance level of p = 0.05 was
chosen.

3. Results

The mean AMH1 serum concentration of the 27 bitches was 1.36 +
0.63 ng/ml, which was significantly higher (26.9 %) than the AMH2
serum concentration of 0.99 + 0.50 ng/ml (p < 0.001)(Table 1). Three
bitches did not become pregnant, but in none of the cases was there an
abnormally low AMH serum concentration. These animals were not
included in the following unifactorial correlation analysis of litter size
with the other measured parameters.

Ovulation occurred in all bitches examined, which was confirmed
using progesterone.

Correlation analysis revealed highly significant negative correlations
between body weight (BW) and AMH concentrations at both sampling
times (BW-AMH1: r = -0.68, p < 0.001; BW-AMH2: r =-0.60, p < 0.001)
as shown in Fig. 1. No significant relationship could be found between
age and AMH concentrations (age-AMH1: r = -0.291, p = 0.141; age-
AMH2: r = -0.227, p = 0.255).

The strongest influence on litter size is body weight (r = 0.543, p =
0.006) as shown in Fig. 2, whereas no significant influence is found for
age on litter size (r = 0.205, p = 0.337). At the same time, a higher AMH
serum concentration seems to be associated with a decrease in litter size
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Table 1
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Overview of all taken samples and calculation of the AMH decrease from proestrus to ovulation listed in ascending order of weight.

Breed Weight in kg Age in years AMH1 ng/ml early proestrus AMH2 ng/ml ovulation AMHdecrease ng/ml Litter size
AMH2 - AMH1
Jack Russel Terrier 5 5 1.23 1.03 -0.2 3
Parson Jack Russel 7 6 2.32 2.06 -0.26 4
Kooikerhondje 7 2 2.66 2.35 -0.31 4
Chinese Crested 8 2 2.52 1.41 -1.11 5
French Bulldog 10 4 1.74 1.02 -0.72 3
Chinese Crested 12 5 0.99 1.02 0.03 4
Kooikerhondje 15 6 1.89 1.24 -0.65 6
German Pinscher 17 4 1.66 1.4 -0.26 7
Border Collie 17 5 1.15 0.81 -0.35 5
PON 19 3 0.94 0.42 -0.52 6
German Pinscher 20 3 1.33 1.19 -0.14 9
Boxer 25 2 2.1 1.49 -0.61 10
Bullterrier 25 5 1.06 0.7 -0.36 -
Dalmatian 26 6 1.7 0.76 -0.94 10
Bouvier des Ardennes 27 4 1.83 0.98 -0.85 6
Boxer 27 4 1.86 1.26 -0.6 6
Dobermann 29 4 111 0.75 -0.36 7
Boxer 31 6 0.71 0.79 0.08 7
Flatcoated Retriever 32 6 1.88 1.6 -0.28 10
Rhodesian Ridgeback 36 6 0.75 0.36 -0.39 11
Chesapeake Bay Retriever 36 5 1.26 0.87 -0.39 11
Rhodesian Ridgeback 39 7 0.41 0.27 -0.14 14
Rhodesian Ridgeback 40 4 1.06 0.61 -0.45 -
Newfoundland 53 2 0.65 0.6 -0.05 10
Newfoundland 58 3 0.56 0.53 -0.03 6
Newfoundland 59 7 0.76 0.8 -0.04 6
Newfoundland 59 4 0.55 0.48 -0.07
mean AMH1 ng/ml mean AMH2 ng/ml mean AMH decrease
1.36 0.99
26,9 %
R2 Linear = 0,462 R2 Linear = 0,294
3,00{ : 15 o

AMH (ng/ml) early prooestrus (AMH 1)

0 10 20 30 40 50 60

bodyweight (kg)

Fig. 1. Scatter plot showing the relationship between body weight and the
serum concentration of AMH.

shown in Fig. 3, although this effect is not clearly significant (litter size-
AMH1: r = -0.356, p = 0.088; litter size-AMH2: r = -0.405, p = 0.050).

The matched pairs were divided into two groups according to the
different AMH1 serum concentrations within the pairs, group 1 with
lower AMH1 serum concentrations and group 2 with higher AMH1
serum concentrations. The mean body weight of these two groups was
almost identical, with a difference of 0.16 kg The mean AMH1 con-
centration in group 1 was 1.08 + 0.55 ng/ml and was significantly
higher in group 2 at 1.65 + 0.62 ng/ml (paired t-test p < 0.001). The
mean AMH2 serum concentration was also significantly lower in group 1
at 0.77 + 0.45 ng/ml than in group 2 at 1.22 + 0.47 ng/ml (p < 0.001).

The multifactorial analysis (GEE) using the matched pairs of bitches
with similar body weights showed no significant effect of body weight
on litter size (p = 0.355), confirming that the goal of creating matched
pairs to significantly reduce the effect of body weight on litter size was
achieved. Thus, a significant effect of AMH serum concentration on litter

litter size

0 10 20 30 40 50 60

bodyweight (kg)

Fig. 2. Scatter plot showing the relationship between body weight and
litter size.

size was found (AMH1: p = 0.022; AMH2: p = 0.030; Fig. 4). The par-
allel test for an interaction between body weight and AMH serum con-
centration showed that there was a highly significant interaction at both
time points (interaction BW-AMH1: p = 0.001; interaction BW-AMH2: p
= 0.016). This means that the independent variable “AMH serum con-
centration” has a highly significant different effect on the outcome
“litter size” depending on the values of the independent variable “body
weight”.

4. Discussion

The aim of this study was to investigate whether AMH can be used as
a practical relevant predictor for litter size as a marker for fertility in the
individual bitch when the blood sample collection takes place on pre-
cisely defined times in heat of the bitches. Therefore, the serum AMH
concentrations were determined in early proestrus (AMH1) and around
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R2 Linear = 0,127

litter size
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Fig. 3. Scatter plot showing the relationship between AMH serum concentra-
tion and litter size.
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Fig. 4. Scatter plot showing the larger litter size in the bitches with the higher
AMH serum concentration from the different matched pairs.

ovulation (AMH2) and set into correlation with the litter size. In addi-
tion, the effect of weight and age on AMH serum concentration was
examined. The average AMH1-value in early proestrus was 1.36 + 0.63
ng/ml. Near ovulation the average AMH2-value was 0.99 + 0.50 ng/ml.
This matches the results of Walter et al. (2019) [17] using the same test
procedure as this study. A narrow reference interval (0.21 — 0.99 ng/ml)
was determined with another human ELISA validated for dogs in the
study of Nagashima et al. (2016) [16]. In contrast, Hollinshead et al.
(2017) [14] used a canine specific ELISA and got a higher and more
broad reference interval (11.6 + 5.6 ng/ml).

This study showed a highly significant negative correlation between
body weight and AMH at both sampling times. This coincides with three
other studies [14,15,17] but exceptions were seen when some bitches
with a high body weight reached as high AMH1-values as bitches with a
lower body weight. An explanation for lower AMH values in female dogs
with a higher weight could be that although there are a larger number of
follicles on the ovary that are ready for ovulation, the AMH they secrete
is distributed over a disproportionately larger blood volume. We have to
assume that a dog twice as large does not have an ovary twice as large or
twice as many follicles. As body mass increases, the AMH value de-
creases due to the larger blood volume.

The strongest influence on the litter size was the body weight in this
study. With an increase in body weight the litter size also increased. This
is also shown in the study of Borge et al. (2011) [19]. However, above a
body weight of 50 kg the litter size became relatively smaller again in
the present study. This is similar to the study by Hollinshead et al.
(2017) [14], where bitches above 40 kg had poorer fertility. When
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examining the AMH progression from early proestrus to ovulation, an
average AMH drop of 26.9 % was shown. But the AMH drop was
sometimes very small and two bitches even showed a slight increase.
This average AMH decrease to ovulation is also described in the other
studies by Walter et al. (2019) and Nagashima et al. (2016), where AMH
concentration declined sharply back to baseline values beginning 4 days
prior to the LH surge.

A general influence of comparatively high AMH values on the size of
the litter could not be confirmed in the present study. And even the fact
that three bitches failed to get pregnant could not be associated with
excessively low AMH1 or AMH2 values in comparison to the bitches
which got pregnant. However, if comparing the AMH values of bitches
with matching body weight there is a significant effect on the litter size.
The correlation of AMH and litter size has only been examined in the
study by Hollinshead et al. (2017) [14] so far. The authors have
described an increase of the litter size by 0.3 puppies for every 1 ng/ml
AMH. It should be noted that the study by Hollinshead et al. (2017) [14]
was carried out with a canine ELISA test, which leads to a much wider
reference interval of AMH (2.9-21.1 ng/ml). Also, the number of 155
bitches sampled compared to this study may lead to a higher accuracy.
Besides, the sampling times in the study of Hollinshead et al. (2017) [14]
were variable over estrus, whereas the present study is based on precise
sampling times, which, if one considers the course of AMH in proestrus
and estrus, is not insignificant for the level of AMH concentration. Thus,
at the beginning of estrus, you can still get quite high AMH values,
whereas you can detect low AMH values just before ovulation [16].
Therefore, sampling at random times in estrus may have an effect on the
correlation with litter size. Even during pregnancy, AMH does not seem
to be able to give a reliable indication of litter size. In the study carried
out for this purpose, the bitches with medium-sized litters had higher
AMH values on day 12 of pregnancy than the bitches with small litters,
but the bitches with the largest litters had lower AMH values. Body
weight, which has a decisive influence on the level of AMH values, was
not taken into account but was assessed separately [15].

Looking at current studies from human medicine which deal with
AMH and fertility, other possible reasons for the lack of a correlation
between AMH and fertility in the bitch are possible. In human medicine,
AMH is used as an indirect marker to estimate the ovarian functional
reserve and to predict the onset of menopause [20]. It should be
mentioned here that AMH only allows statements to be made about the
functional ovarian reserve (FOR) and not about the actual ovarian
reserve. The FOR describes the pool of follicles that have a size of 2 to 5
mm and can therefore be stimulated by FSH [21]. Actual follicular
reserve is described as the number of dormant primordial follicles [21].
As an indirect marker of the functional ovarian reserve, AMH is subject
to influencing factors which not always affect the actual ovarian reserve,
but can possibly be transferred to veterinary medicine. For example, in
women AMH values 18 % higher were measured in the summer, which is
why a connection with the vitamin D level is suspected [22]. A study of
women between the ages of 18 and 40 also found out that women with
comparatively low AMH values were just as likely to become pregnant as
women with high AMH values [23]. Another study found large differ-
ences in fertility of women despite similar AMH levels [24]. In human
medicine, AMH is used more to find out if there are follicles that are
potentially ready to rupture, but does not allow any statement to be
made about the quality of the oocyte, so it is not necessarily suitable as a
predictor for the probability of pregnancy [20,25]. Since AMH does not
provide any information about the quality of the oocytes, this is a
possible explanation why in the present study bitches with high AMH
values do not automatically have proportionally larger litters. However,
after comparison of bitches with similar body weight there was a sig-
nificant correlation and therefore in the bitch there might be an infor-
mative value of the AMH concentration with regard to fertility. But this
finding needs to be confirmed in future studies with a larger sampling
size.

The average decrease in AMH concentration from the fourth year of
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life described by Hollinshead et al. (2017) [14] could not be seen in this
study. The results of this study are more consistent with the results of the
study of Turna et al. (2015) [7], in which no age-related AMH decline
was found.

A general and gynecological examination of all bitches, as well as
history taking, should have minimized other factors affecting fertility.
However, it cannot be ruled out that circumstances such as being kept in
a pack, other stress factors or a drop in progesterone during pregnancy
led to smaller litter sizes. This would have required a standardized ul-
trasound examination, which was also not mentioned in the study of
Hollinshead et al. (2027) [14]. The sperm quality of the male dogs
should also be taken into account when interpreting this study. Using
breeding dogs that have successfully bred within the last year should
reduce the likelihood of smaller litters due to poor sperm quality. A
standardized examination of the sperm would have allowed more pre-
cise results.

5. Conclusion

Body weight has the strongest influence on litter size and there is a
highly significant negative correlation between the AMH value and the
body weight. This leads to a significant effect of the AMH concentration
and the litter size among female dogs with matching body weight.

However, a much larger sample collection is needed to evaluate
reference intervals for AMH within the different weight groups to pre-
dict the fertility of an individual bitch in the future.
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IV. DISKUSSION

Ziel dieser Studie war es, die FEignung der AMH-Serumkonzentration als
Fertilititsmarker zu untersuchen, wenn die Blutentnahme an genau definierten
Zeitpunkten im Zyklus der Hiindin erfolgt. Hierfiir wurde die AMH-Konzentration im
frithen Prodstrus (AMH1) und zum Zeitpunkt der Ovulation (AMH2) bestimmt und der
Zusammenhang mit der Wurfgrofle ermittelt. Zudem wurde der Einfluss des Alters und
des Gewichts auf die AMH-Serumkonzentration untersucht, sowie die Verdnderung der
AMH-Serumkonzentration vom frithen Prodstrus zur Ovulation betrachtet.

Der mittlere AMH1-Wert aller Serumproben dieser Studie zum Zeitpunkt des frithen
Proostrus, ermittelt tiber einen fiir Hunde validierten humanmedizinischen AMH-ELISA,
betrug 1,36 + 0,63 ng/ml. Zum Zeitpunkt der Ovulation lag der AMH2-Wert mit 0,99 +
0,50 ng/ml deutlich unter dem AMH1-Wert (Hornberger et al. 2024). Dies entspricht den
Ergebnissen der Studie von Walter et al. (2019), welche das gleiche Testverfahren
verwendeten (0,09-2,65 ng/ml). Ein kleineres Referenzintervall (0,21 — 0,99 ng/ml) ist in
der Studie von Nagashima et al. (2016) beschrieben, in welcher ein anderer fiir Hunde
validierter humanmedizinischer ELISA verwendet wurde. Hollinshead et al. (2017)
beschrieben unter Verwendung eines hundespezifischen ELISAs ein deutlich groeres
Referenzintervall (11,6 £ 5,6 ng/ml). Interindividuell zeigten sich die AMH-Werte
deutlich variabel. Dies wurde auch in den Studien von Nagashima et al. (2016) und Walter
et al. (2019) beschrieben.

Die eigene Studie zeigte eine hochsignifikante negative Korrelation zwischen
Korpergewicht und AMH zu beiden Probenentnahmezeitpunkten (Hornberger et al.
2024). Dies deckt sich mit den Ergebnissen aller bisherigen Studien zu AMH bei der
Hiindin (Hollinshead et al. 2017, Walter et al. 2019). In der vorliegenden Studie stellten
sich teilweise Ausnahmen dar, wobei Hiindinnen der hochsten Gewichtsklasse AMHI1-
Werte von 1,2 ng/ml erreichten, die auch bei Hiindinnen der niedrigsten Gewichtsklasse
vertreten waren (Hornberger et al. 2024). Die Hohe des AMH-Wertes ldsst sich anhand
der Ergebnisse der eigenen Studie also nicht mit Sicherheit an dem Gewicht der Hiindin
vorhersagen, die Tendenz zu hoheren AMH-Werten bei niedrigerem Korpergewicht ist
aber deutlich. Eine Erklarung fiir niedrigere AMH-Werte bei Hiindinnen mit hdherem
Korpergewicht konnte darin liegen, dass am Ovar zwar mehr flir den Eisprung bereite
Follikel vorhanden sind, das von ihnen ausgeschiittete AMH jedoch iiber ein

unverhédltnismaBig groBeres Blutvolumen verteilt ist. Es ist davon auszugehen, dass eine
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Hiindin mit doppelt so hohem Korpergewicht weder ein doppelt so grofles Ovar, noch
doppelt so viele Follikel hat. Mit zunehmendem Korpergewicht konnte also der AMH-
Wert aufgrund des grofBeren Blutvolumens sinken.

Ein positiver linearer Zusammenhang zeigte sich in der eigenen Studie zwischen
Korpergewicht und WurfgroBe. Je hoher das Korpergewicht der Hiindinnen, desto groB3er
war auch die durchschnittliche Wurfgré3e (Hornberger et al. 2024). Dies deckt sich mit
den Ergebnissen einer retrospektiven Studie {iber den Zusammenhang zwischen
Korpergewicht und WurfgroBe bei reinrassigen Hunden (Borge et al. 2011). Ab einem
Korpergewicht von 50 kg zeigten sich in der vorliegenden Studie verhdltnisméBig wieder
kleinere Wiirfe. Dies ist dhnlich in der Studie von Hollinshead et al. 2017 beschrieben, in
der Hiindinnen > 40 kg eine schlechtere Fertilitdt aufwiesen.

In der eigenen Studie zeigte sich bei der Untersuchung des AMH-Verlaufs vom frithen
Prodstrus zur Ovulation ein durchschnittlicher AMH-Abfall von 26,9 % (0,42 ng/ml),
wobei zwei Hiindinnen einen leichten AMH-Anstieg zeigten und der Abfall von AMH
zur Ovulation hin teilweise nur geringgradig war (Hornberger et al. 2024). Diese
durchschnittliche Abnahme der AMH-Konzentration war auch in der Studie von Walter
etal. (2019) beschrieben, in der im frithen Prodstrus die hochsten AMH-Werte festgestellt
wurden, welche dann zur Ovulation hin abnahmen. Auch Nagashima et al. (2016)
beschrieben einen AMH-Abfall zur Ovulation.

Vergleicht man paarweise die AMH-Werte von Hiindinnen mit entsprechend dhnlichem
Korpergewicht, zeigte sich in der eigenen Studie ein signifikanter Einfluss auf die
WurfgroBe. Ein allgemeingiiltiger Einfluss vergleichsweise hoher AMH-Werte auf die
WurfgréBe konnte in der vorliegenden Studie aber nicht bestitigt werden. Selbst die
Tatsache, dass drei Hiindinnen nicht trichtig wurden, konnte nicht mit zu niedrigen
AMHI1- oder AMH2-Werten im Vergleich zu den trachtigen Hiindinnen in Verbindung
gebracht werden (Hornberger et al. 2024). Die Korrelation von AMH mit der Wurfgrof3e
wurde bisher nur in einer anderen Studie untersucht (Hollinshead et al. 2017). Die
Autoren hatten eine Zunahme der WurfgroBe um 0,3 Welpen pro 1 ng/ml AMH
beschrieben. Hierbei bleibt zu beachten, dass die Studie von Hollinshead et al. (2017) mit
einem caninen ELISA durchgefiihrt wurde, was zu einem wesentlich breiteren
Referenzintervall der AMH-Werte fiihrt (2,9-21,1 ng/ml). Auch die Anzahl von 155
untersuchten Hiindinnen bei Hollinshead et al. (2017) im Vergleich zu der eigenen Studie
fiihrt zu einer hoheren Genauigkeit. Die Zeitpunkte der Probenentnahme bei Hollinshead
et al. (2017) waren jedoch variabel im Ostrus gewihlt, wohingegen der eigenen Studie

genaue Zeitpunkte der Probenentnahme zugrunde lagen, was, wenn man den Verlauf von
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AMH im Prodstrus und Ostrus beachtet, nicht unerheblich fiir die Hohe der AMH-
Konzentration ist (Walter et al. 2019). So kénnen zum Anfang des Ostrus noch recht hohe
AMH-Werte nachgewiesen werden, wohingegen kurz vor der Ovulation wieder niedrige
AMH-Werte gemessen werden. Die Probenentnahme zu willkiirlichen Zeitpunkten im
Ostrus kann die Ergebnisse in Bezug auf die WurfgréBe also beeinflussen und sollte daher
standardisiert zu festgelegten Zeitpunkten in der Laufigkeit erfolgen. Selbst wihrend der
Trachtigkeit scheint AMH keinen verlédsslichen Hinweis auf die Wurfgrofle geben zu
konnen. In der hierzu durchgefiihrten Studie von Eveci et al. (2023) hatten Hiindinnen mit
mittelgroen Wiirfen am 12. Tag der Trachtigkeit hdhere AMH-Werte als die Hiindinnen
mit kleinen Wiirfen. Die Hiindinnen mit den groften Wiirfen hatten jedoch niedrigere
AMH-Werte. Das Korpergewicht, das einen entscheidenden Einfluss auf die AMH-Werte
hat, wurde nicht beriicksichtigt, sondern separat untersucht (Evci et al. 2023).

Betrachtet man aktuelle Studien aus der Humanmedizin, lassen sich weitere mogliche
Griinde fiir das Ausbleiben einer eindeutigen Korrelation von AMH und Wurfgrofle bei
der Hiindin in der eigenen Studie nachvollziehen. In der Humanmedizin wird AMH als
indirekter Marker zur Abschidtzung der ovariellen Funktionsreserve und fiir die
Vorhersage des Eintritts der Menopause eingesetzt (Rebhan und Bachmann 2021). AMH
soll des weiteren die Abschitzung der hormonellen Stimulierbarkeit der Ovarien fiir eine
kiinstliche Befruchtung erleichtern (Gnoth et al. 2008, Broer et al. 2009). Auch bei der
Verlaufskontrolle von Granulosazelltumoren, der Beurteilung der Schiddigung der
Ovarien durch eine Chemo- oder Strahlentherapie und bei der Diagnostik des
polyzystischen Ovarialsyndroms wird AMH gemessen (Vagios et al. 2021).
Grundsitzlich gilt AMH als der beste Parameter zur Beurteilung der ovariellen Reserve
der Frau. Hierbei ist zu beachten, dass AMH nur Aussagen liber die Funktionelle
Ovarielle Reserve (FOR) und nicht {iber die tatsdchliche ovarielle Reserve zulésst. Die
FOR beschreibt den Pool an Follikeln, die eine Grof3e von 2-5 mm haben und somit durch
FSH stimulierbar sind (Gleicher et al. 2011). Die tatsdchliche ovarielle Reserve ist
beschrieben als die Anzahl der ruhenden Primordialfollikel (Gleicher et al. 2011). Auch
bei der Frau ist eine einmalige Messung des AMH Wertes nicht unbedingt aussagekriftig,
da auch hier AMH zyklusabhingig schwankt und ebenfalls kurz vor der Ovulation ein
AMH-ADbfall zu beobachten ist (La Marca et al. 2004, Overbeek et al. 2012). Es ist eine
intrazyklische Variabilitdt von 20,7 % beschrieben (Moolhuijsen und Visser 2020). AMH
unterliegt als indirekter Marker der funktionellen ovariellen Reserve Einflussfaktoren, die
nicht immer die tatséchliche ovarielle Reserve betreffen, sich aber moglicherweise auch

auf die Tiermedizin iibertragen lassen. So wurden beispielsweise bei Frauen im Sommer
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18 % hohere AMH-Werte gemessen, weshalb ein Zusammenhang mit dem Vitamin-D-
Spiegel vermutet wird (Dennis et al. 2012). Auch wurde in einer Studie mit Frauen
zwischen 18 und 40 Jahren festgestellt, dass die Frauen mit vergleichsweise niedrigen
AMH-Werten mit der gleichen Wahrscheinlichkeit schwanger wurden wie die Frauen mit
hohen AMH-Werten (Zarek et al. 2015). Eine andere Studie stellte starke Unterschiede
in der Fruchtbarkeit trotz dhnlich hoher AMH-Werte fest (Korsholm et al. 2018). AMH
dient in der Humanmedizin also eher zur Darstellung potentiell sprungreifer Follikel, 1dsst
aber keine Aussage tiber die Qualitit der Eizelle zu, ist also nicht unbedingt als Pradiktor
fiir die Wahrscheinlichkeit des Eintritts einer Schwangerschaft geeignet (Hawkins
Bressler und Steiner 2018, Rebhan und Bachmann 2021). Da AMH scheinbar keinen
Riickschluss auf die Qualitat der Eizelle gibt, ist dies eine mdgliche Erkldrung, warum in
der vorliegenden Studie Hiindinnen mit hohen AMH-Werten nicht automatisch
proportional groBere Wiirfe haben. Beim direkten Vergleich von Hiindinnen mit
dhnlichem Korpergewicht ergab sich in der eigenen Studie jedoch eine signifikante
Korrelation zwischen AMH und WurfgroBBe. Diese Beobachtung sollte jedoch in
zukiinftigen Studien mit deutlich groBerer Probenanzahl bestétigt werden.

Die von Hollinshead et al. (2017) beschriebene durchschnittliche Abnahme der AMH-
Konzentration ab dem vierten Lebensjahr ist in der eigenen Studie nicht so eindeutig und
deckt sich eher mit den Ergebnissen einer anderen Studie, in welcher ebenfalls kein
altersbedingter AMH-Abfall festgestellt wurde (Turna Yilmaz et al. 2015).

Eine allgemeine und gynédkologische Untersuchung aller Hiindinnen, sowie die Erfassung
der Anamnese sollte andere, die Fertilitit beeinflussende Faktoren minimieren. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass Umstinde wie die Haltung im Rudel mit
rangh6heren Hiindinnen, andere Stressfaktoren im Umfeld der Hiindin oder auch ein
Progesteronabfall wihrend der Tréichtigkeit zu geringeren Wurfgroflen in der eigenen
Studie flihrten. Hierfiir wére eine regelmifBige Ultraschallkontrolle der Fruchtanlagen
und Progesteronbestimmung im Verlauf der Trichtigkeit notwendig, um ein eventuelles
Resorbieren dieser in den ersten Trachtigkeitswochen zu dokumentieren (England und
Russo 2006).

Die vergleichsweise kleinen Wiirfe der Hiindinnen > 50 kg, wobei es sich in der eigenen
Studie ausschliefllich um Neufundlander handelte, lassen weiteren
Untersuchungsspielraum. Hier stellt sich die Frage, ob die kleineren Wiirfe nur mit dem
Gewicht oder auch mit der Rasse des Neufundldnders zusammenhdngen. In der
zuganglichen Literatur gibt es aktuell noch keine Studien beziiglich der Fertilitdt bei
Neufundlédndern. Hollinshead et al. (2017) beschrieben ebenfalls eine Abnahme der
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Fertilitdt bei Hiindinnen > 40 kg, wobei die untersuchten Rassen nicht ndher genannt
wurden.

Zusammenfassend hat das Korpergewicht den stirksten Einfluss auf die Wurfgrofle und
es besteht eine hochsignifikante negative Korrelation zwischen dem AMH-Wert und dem
Korpergewicht (Hornberger et al. 2024). Dies fiihrt zu einem signifikanten Einfluss der
AMH-Konzentration auf die WurfgroBe bei Hiindinnen mit entsprechendem
Korpergewicht (Hornberger et al. 2024). Allerdings ist eine viel groBere
Probensammlung erforderlich, um Referenzwerte fiir AMH innerhalb der verschiedenen
Gewichtsgruppen zu bewerten und die Fruchtbarkeit einer einzelnen Hiindin in der

Zukunft vorherzusagen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Zusammenhang der AMH-Serumkonzentration,
gemessen zu genau definierten Zeitpunkten im friihen Prodstrus und Ostrus der Hiindin,
mit der Wurfgré8e zu untersuchen. Die Studie wurde unter Beriicksichtigung aller bisher
bekannten Einflussfaktoren auf AMH bei der Hiindin (Alter, Gewicht, Zyklusstand zum
Zeitpunkt der Probenentnahme) durchgefiihrt. Es wurden Serum-AMH-Proben von 27
Hiindinnen im Alter von zwei bis sieben Jahren, die zur Deckzeitbestimmung vorgestellt
wurden, auf eine Korrelation mit der WurfgroBe untersucht. Aufgrund der hochsten
AMH-Werte im frithen Prodstrus sowie deren Abfall zur Ovulation (Walter et al. 2019),
wurden die Blutproben innerhalb der ersten drei Tage der Laufigkeit (AMH-1) und zum
Zeitpunkt der Ovulation (AMH-2) abgenommen. Um die AMH-Serumkonzentrationen
zu den beiden Messzeitpunkten zu vergleichen, wurde ein t-Test fiir verbundene
Stichproben durchgefiihrt. In einer ersten einfachen Analyse wurde der Pearson-
Korrelationskoeffizient berechnet, um mogliche Zusammenhidnge zwischen der
Wurfgrofe, den AMH-Werten (AMH-1 und AMH-2), dem Korpergewicht und dem Alter
der Hiindinnen zu untersuchen. Da sich zeigte, dass das Korpergewicht sowohl mit der
Wurfgrofe als auch mit den AMH-Werten zu beiden Zeitpunkten in einem signifikanten
Zusammenhang stand, wurden Hiindinnen mit ungefidhr gleichem Korpergewicht
paarweise verglichen. Fiir diese Parameter, die in der einfachen Analyse eine bedeutende
Beziehung zeigten, wurde dann eine erweiterte, mehrfaktorielle Analyse durchgefiihrt.
Dafiir wurde das generalisierte lineare Modell (GLM) fiir wiederholte Messungen (GEE)
verwendet. In dieser Analyse wurde die Wurfgrofe als abhingige Variable festgelegt,
wihrend das Korpergewicht und die AMH-Werte zu beiden Zeitpunkten als
Einflussfaktoren (Prédiktoren) betrachtet wurden. Zusétzlich wurde gepriift, ob es eine
Wechselwirkung zwischen dem Korpergewicht und den beiden AMH-Werten (AMH-1
und AMH-2) gibt. Ein Signifikanzniveau von p = 0,05 wurde festgelegt, um statistisch
bedeutsame  Ergebnisse zu  bestimmen. Die  durchschnittliche =~ AMH-1-
Serumkonzentration der 27 Hiindinnen betrug 1,36 + 0,63 ng/mlund war
damit signifikant hoher (um 26,9%) als die AMH-2-Serumkonzentration von 0,99 + 0,50
ng/ml (p < 0,001). Die Analyse zeigte eine stark negative Korrelation zwischen dem
Korpergewicht (BW) und den AMH-Konzentrationen zu beiden Messzeitpunkten ((BW-
AMHI1:r=-0,68,p <0,001) (BW-AMH2: r =-0,60, p < 0,001)). Dagegen gab es keinen

signifikanten Zusammenhang zwischen dem Alter der Hiindinnen und den AMH-
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Konzentrationen ((Alter-AMHI1: r =-0,291, p =0,141) (Alter-AMH2: r =-0,227, p
=0,255)). Der stirkste Einflussfaktor auf die WurfgrofBe war das Korpergewicht der
Hiindinnen (r = 0,543, p = 0,000).
Das Alter hatte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die WurfgréBe (r = 0,205, p =
0,337). Die Hiindinnen wurden basierend auf ihren AMH-1-Serumkonzentrationenin
zwel Gruppen unterteilt (Gruppe 1: niedrigere AMH-1-Konzentrationen, Gruppe 2:
hohere AMH-1-Konzentrationen). Das durchschnittliche Korpergewicht beider Gruppen
war mit 0,16 kg Unterschied nahezu identisch. Die AMH-1- und AMH-2-
Serumkonzentrationen waren in Gruppe 2 signifikant héher (p < 0,001). Fiir die
detailliertere Analyse wurden Hiindinnen mit &hnlichem Korpergewichtin Paare
eingeteilt. Die GEE-Analyse zeigte danachkeinen signifikanten Effekt des
Korpergewichts auf die WurfgroBBe (p = 0,355). Das bestitigt, dass die paarweise
Zuordnung erfolgreich den Einfluss des Korpergewichts auf die Wurfgré3e minimierte.
Stattdessen konnte ein signifikanter Einfluss der AMH-Serumkonzentration auf die

WurfgroBe festgestellt werden ((AMHI1: p =0,022) (AMH2: p = 0,030)).

Zusammenfassend scheint AMH als alleiniger Parameter nicht ausreichend zu sein, um
einen sicheren Ausblick auf die Fertilitdit und WurfgréBe individueller Hiindinnen zu
geben. Weitere Studien mit groBBeren Patientenzahlen und ebenfalls standardisierten
AMH-Probenentnahmen im frithen Prodstrus und Ostrus sind fiir die Bestitigung der

Ergebnisse erforderlich.
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VI. SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the relationship between serum AMH
(Anti-Miillerian hormone) concentrations, measured at precisely defined time points
during early proestrus and estrus in the bitch, and litter size. The study was conducted
taking into account all previously known influencing factors on AMH levels in the bitch
(age, body weight, and cycle stage at the time of sampling). Serum AMH samples from
27 bitches aged between two and seven years, presented for mating time determination,
were analyzed for a potential correlation with litter size. Based on the findings of Walter
et al. (2019), which showed peak AMH levels during early proestrus and a decline toward
ovulation, blood samples were collected within the first three days of estrus (AMH-1) and
at the time of ovulation (AMH-2). To compare AMH serum concentrations at the two
time points, a paired sample t-test was performed. In an initial univariate analysis,
Pearson’s correlation coefficient was calculated to examine possible associations between
litter size, AMH values (AMH-1 and AMH-2), body weight, and age of the bitches. Since
body weight showed a significant relationship with both litter size and AMH
concentrations at both time points, bitches with approximately the same body weight were
paired. A more detailed, multifactorial analysis was then carried out for those parameters
that had shown a significant relationship in the univariate analysis. For this purpose, the
generalized linear model (GLM) for repeated measures (GEE) was applied. In this
analysis, litter size was defined as the dependent variable, while body weight and the
AMH values at both time points were considered as predictor variables. Additionally, a
potential interaction between body weight and AMH-1 as well as AMH-2 was tested. A
significance level of p = 0.05 was defined to determine statistically relevant results. The
mean AMH-1 serum concentration of the 27 bitches was 1.36 + 0.63 ng/ml and was
significantly higher (by 26.9%) than the AMH-2 serum concentration of 0.99 + 0.50
ng/ml (p < 0.001). The analysis revealed a strong negative correlation between body
weight and AMH concentrations at both sampling times (BW-AMHI1: r = -0.68, p <
0.001; BW-AMH2: r = - 0.60, p < 0.001). In contrast, no significant relationship was
found between age and AMH concentrations (age-AMHI1: r = -0.291, p = 0.141; age-
AMH2: r=-0.227, p = 0.255). The strongest influencing factor on litter size was the body
weight of the bitches (r = 0.543, p = 0.006), while age had no significant influence on
litter size (r = 0.205, p = 0.337). The bitches were divided into two groups based on their

AMH-1 serum concentrations (Group 1: lower AMH-1 concentrations, Group 2: higher
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AMH-1 concentrations). The average body weight of both groups differed by only 0.16
kg and was therefore nearly identical. AMH-1 and AMH-2 serum concentrations were
significantly higher in Group 2 (p < 0.001). For further detailed analysis, bitches with
similar body weights were paired. The subsequent GEE analysis showed no significant
effect of body weight on litter size (p = 0.355), confirming that the pairwise assignment
successfully minimized the influence of body weight on litter size. Instead, a significant
effect of AMH serum concentration on litter size was found (AMHI1: p = 0.022; AMH2:
p = 0.030). In conclusion, AMH alone does not appear to be a sufficiently reliable
parameter to accurately predict fertility and litter size in individual bitches. Further studies
with larger sample sizes and standardized AMH sampling in early proestrus and estrus

are needed to confirm these results.
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