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Zusammenfassung

Seit langem ist das Anti-Miller-Hormon (AMH) als testikulérer Faktor bekannt, der die maskuline Differenzierung wéhrend der Embryoge-
nese steuert. Aber auch bei adulten weiblichen Individuen wird AMH von den Granulosazellen der priméren und frihen sekundéren Folli-
kel sezerniert. Dieser Pool an potentiell reifungsféhigen Follikeln wird in der Humanmedizin als ovarielle Funktionsreserve bezeichnet. Sei-
ne Grofle wird Gber eine Serum-AMH-Bestimmung in der Reproduktionsmedizin geschétzt. In der Veterinérmedizin wird dieser Parameter
bislang nicht genutzt. Mit den eigenen Untersuchungen sollte der Frage nachgegangen werden, ob Serum-AMH-Konzentrationen mit einem
kommerziellen ELISA bei der Spezies Pferd bestimmt werden kénnen und ob diese in Zusammenhang mit der Follikelentwicklung stehen.
Dazu wurden Daten von Stuten ausgewertet, die wdchentlich einer ultraschallgeleiteten Follikelaspiration zur Eizellengewinnung unterzo-
gen wurden. Ausgewdhlt wurden vier Stuten, die vergleichsweise konstant viele Follikel anbildeten (11,1+1,1 Follikel) und vier Stuten, die
konstant weniger neue Follikel anbildeten (6,2=0,51 Follikel). Analysiert wurden Serumproben, die bei jeweils funf aufeinander folgenden
Aspirationssitzungen gewonnen wurden. Stuten mit durchschnittlich vielen aspirierbaren Follikeln hatten gegeniber den Tieren mit wenigen
Follikeln signifikant héhere Serum-AMH-Konzentrationen (1,2+0,05 ng/ml vs. 0,6+0,04 ng/ml, p<0,001). Weiterhin beobachteten wir,
dass die AMH-Konzentrationen tber den Auswertungszeitraum individuell konstant blieben. Es bestand eine signifikante, positive Korrela-
tion zwischen der Anzahl der wéchentlich aspirierten Follikel und der Héhe der Serum-AMH-Konzentration (r=0,67). Damit kann gezeigt
werden, dass Serum-AMH-Konzentrationen bei Stuten geeignet sind, um das Follikelanbildungsvermégen wahrend eines Ovum-Pick-Up-
Programms vorher zu sagen. AMH kénnte somit auch bei Stuten ein Marker zur Abschétzung der ovariellen Funktionsreserve sein.
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Anti-Muellerian Hormone (AMH) can help to predict follicular growth in mares

Anti-Muellerian hormone (AMH) is a glycoprotein that is expressed only in the gonads. While secretion of AMH from the testicular Sertoli
cells is essential for male fetal sex differentiation during embryonic development, in adult females it is produced only from granulosa cells
of small and preantral follicles. Therefore it is used as an endocrine marker for this pool of small gonadotropin responsive follicles, which
are also termed the ovarian follicular reserve in humans. Woman with high AMH plasma levels (great ovarian follicular reserve) can get
lower FSH doses for and have a better ovarian response after a stimulatory treatment. The aim of our study was to determine AMH levels
in equine plasma and to describe their relationship to follicular growth in mares. After weekly repeated ultrasound guided follicles aspira-
tion sessions, we chose 4 mares, out of 12 oocyte donor mares, which had constantly a high number of follicles between the aspiration
sessions (11.1=1.1 follicles) and 4 mares, which showed constantly low numbers of new grown follicles (6.20.5 follicles). Plasma AMH
levels were measured with an ELISA (DSL-10-144400; Beckman Coulter, USA) in blood samples, which were taken from each mare at five
consecutive follicle aspiration sessions. Mares with many new grown follicles between consecutive follicle aspirations had significant hig-
her plasma AMH levels (1.2+0.05 ng/ml) compared to mares with a lower number of new grown follicles (0.60.04 ng/ml; p <0.001).
Individual AMH levels remained at a constant level during the observed period in each mare. While we found a significant positive corre-
lation between AMH levels and the number of weekly new grown follicles (r=0.67), the number of recovered oocytes per aspiration ses-
sion showed no relationship to plasma AMH levels. In conclusion, plasma AMH levels can be used to predict the number of available fol-
licles in a follicle aspiration program in mares and therefore it could be also an important marker to calculate the ovarian follicular reser-
ve in mares with regard to a superovulation program in the future.
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Einleitung

Das Anti-Miller-Hormon (AMH) ist bereits seit 1947 als testi-
kularer Faktor bekannt, der wéhrend der Embryonalentwik-
klung durch Unterdriickung der Millerschen Génge die Aus-
pragung des mannlichen Geschlechts steuert. Das Glykopep-
tidhormon ist auch unter dem Begriff ,Muellerian Inhibiting
Substance” (MIS) bekannt und wird einer Subfamilie des Trans-
forming growth factor beta (TGF-B) zugeordnet, deren Mit-
glieder inhibierend in der Regulation von Gewebewachstum
und Differenzierung wirken (Teixeira et al. 2001). AMH wird
ausschlieBlich in den Gonaden exprimiert (Cate et al. 1986),
im ménnlichen Organismus von Serfolizellen und im weib-
lichen Organismus von Granulosazellen (Rajpert-De et al.
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1999). Das Hormon wird von priméren und frihen sekundé-
ren Follikeln wéhrend der préantralen Phase der Follikuloge-
nese sezerniert, nicht jedoch von Primordial- oder grofien
Antralfollikeln (Durlinger et al. 2002a). AMH wirkt dabei als
inhibierender Faktor sowohl auf die Follikelrekrutierung als
auch auf das praantrale Follikelwachstum. Da AMH nur von
diesem Pool von Follikeln gebildet wird, gilt es als Marker der
ovariellen Funktionsreserve. Unter der ovariellen Funktionsre-
serve wird der Pool an potentiell reifungsfahigen Follikeln ver-
standen (Visseret al. 2006). In der Humanmedizin wird bereits
regelmafig vor der Anwendung einer assistierten Reproduk-
tionstechnik die ovarielle Funkfionsreserve Gber eine Serum-
AMH-Bestimmung eingeschétzt. Niedrige Serum-AMH-Kon-
zenfrationen weisen auf eine eingeschrénkte ovarielle Funk-
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tionsreserve und eine damit verbundene geringe Reaktion auf
eine Hormonbehandlung hin. Um gleiche ovarielle Reaktio-
nen zu erzielen, bendtigen Patientinnen mit niedrigen AMH-
Werten signifikant héhere rFSH-Dosen als Frauen mit hohen
oder normalen Werten (La Marca et al. 2007). AMH unterliegt
zudem keinen zyklusabhéngigen Schwankungen und gilt
gegeniber Inhibin B und FSH als zuverléssigerer Parameter zur
Abschétzung der ovariellen Funktionsreserve (De Vet et al.
2002). Dariber hinaus wird die AMH-Bestimmung zur Ver-
meidung eines Hyperstimulationssyndroms durch FSH-Uber-
dosierung genutzt, sie kann zur Vorhersage der Menopause
dienen, oder wird zur Diagnostik von ovariellen Pathologien,
wie einem Granulosazelltumor oder dem polyzystischen Ovar-
syndrom (PCOS) eingesetzt (Visseret al. 2006, La Marca et al.
2010). In der veteringrmedizinischen Diagnostik findet der
Parameter bisher jedoch kaum Beachtung. Erste Untersuchun-
gen an Rindern zeigten, dass hohe Serum-AMH-Konzentratio-
nen positiv mit der Anzahl der 3-7mm grofien Follikel zu
Beginn und der Anzahl Ovulationen am Ende einer Superovu-
lationsbehandlung korreliert waren (Rico et al. 2009). Die
Autoren resimieren, dass auch bei Rindern AMH-Konzentra-
tionen im Plasma ein Indikator fir ihr Reagieren auf Super-
ovulationsprogramme sind. Bei Stuten ist das Auslésen von
Superovulationen im Rahmen der assistierten Reproduktion
nach wie vor schwierig. Mit den zur Zeit auf dem Markt ver-
figbaren Hormonpraparaten lasst sich bei Stuten weder zuver-
léssig eine Superovulation ausldsen, noch eine aufgrund der
anatomischen Verhdlinisse besonders unerwinschte Hypersti-
mulation vermeiden (Allen 2009). Anhaltspunkte zur indivi-
duellen Dosisbemessung sind nicht bekannt. Bei der Spezies
Pferd ist zum AMH bislang nur bekannt, dass equine Granu-
losazelltumore AMH exprimieren, und dass das Serum von
Stuten mit einem Granulosazelltumor einen inhibitorischen
Effekt auf das Wachstum von millerschen Géngen von Rat-
tenfeten in vitro ausibt (Ball et al. 2008).

Zusammenhdnge zwischen Serum-AMH-Konzentrationen und
dem Follikelwachstum sind nach unserem Wissen bei Stuten
bislang nicht untersucht worden. Wir wollten deshalb zum
einen der Frage nachgehen, ob sich Serum-AMH-Konzentra-
tionen auch bei Stuten mit einem kommerziellen ELISA quan-
tifizieren lassen und zum anderen ob AMH-Konzentrationen
im Serum einen Zusammenhang mit dem Follikelwachstum
aufweisen.

Material und Methoden

Fur die Untersuchung wurden Daten und Blutproben von 12
Mecklenburger Warmblutstuten im Alter von 10 bis 21 Jahren
analysiert, die Uber eine Zuchtsaison zur Eizellgewinnung
genutzt wurden. Zur Eizellgewinnung wurden im wéchent-
lichen Intervall transvaginale, ultraschallgeleitete Follikel-
punktionen durchgefihrt, bei denen alle Follikel mit einem
Mindestdurchmesser von 0,8 cm aspiriert wurden. Die Aspi-
rationen wurden am sedierten, stehenden Tier mit einem
Aspirationssystem der Firma VETEC GmbH Rostock vorge-
nommen, wie von Kanitz et al. (1995) beschrieben. Retro-
spektiv wurden zwei Gruppen generiert. Ausgewdhlt wurden
vier Stuten, die im woéchentlichem Intervall im Durchschnitt
vergleichsweise viele aspirierbare Follikel angebildet hatten
(Gruppe A, oberes Drittel) und vier Stuten, die durchschnitt-
lich weniger Follikel aufwiesen (Gruppe B, unteres Drittel).

Zur AMH-Analytik wurden Plasmaproben genutzt, die bei den
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8 Stuten der zwei Gruppen jeweils wahrend aufeinander fol-
gender Aspirationssitzungen gewonnen wurden. Die Proben
wurden bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Die AMH-Bestim-
mung erfolgte im Doppelansatz mit einem ELISA (Active
Muellerian Inhibiting Substance/Anti-Mullerian Hormone
(MIS/AMH) ELISA Kit; DSL-10-14400, Beckman Coulter,
USA), der fir die humanmedizinische Diagnostik angeboten
wird. Die Eignung von humanmedizinischen AMH-ELISAs zur
speziesibergreifenden AMH-Bestimmung (Rind, Labornager)
wurde beschrieben (Monniaux et al. 2008). Die Empfindlich-
keit des Kits wird vom Hersteller mit 6pg/ml angegeben. Die
Analyse wurde gemdf der Herstellerangabe mit einer Ein-
satzmenge von 20ul durchgefihrt.

Die statistische Auswertung wurde mit SAS fir Windows,
Release 9.2 (SAS Institute Inc. 2008) durchgefihrt. Das Merk-
mal AMH wurde mittels Varianzanalyse mit der SAS-Prozedur
MIXED ausgewertet und die wiederholten Messungen am
gleichen Tier im ,repeated statement” der Prozedur Mixed
bericksichtigt. Das Varianzanalysemodell enthielt den festen
Effekt Gruppe (A, B) und die Kovariable Alter. Fir die Dar-
stellung der Ergebnisse wurden zusétzlich LS-Means und
deren Standardfehler berechnet. Auflerdem wurden Rangkor-
relationen zwischen dem Merkmalen AMH, Follikel und
Oozyten mit der SAS-Prozedur CORR berechnet und auf Sig-
nifikanz geprift.

Ergebnisse

Bei den Follikelaspirationssitzungen wurden zwischen einem
und 24 Follikel pro Stute punktiert (Abb.1). Wéahrend der
Zuchtsaison wurden im Durchschnitt pro Sitzung und Stute
minimal 5,8+0,6 und maximal 13,0+3,7 Follikel aspiriert.
Die retrospektive Eingruppierung der Stuten fihrte dazu, dass
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Abb. 1 Anzohl aspirierter Follikel pro Aspirationssitzung und

Serum-AMH-Konzentration zum Zeitpunkt der Aspiration von Stuten
Number of aspirated follicles per aspiration session dependent on
serum AMH levels at the time of follicle aspiration in mares

die durchschnittliche Anzahl aspirierter Follikel pro Sitzung bei
den Stuten in Gruppe A mit 11,1=1,1 Follikeln signifikant
(p<0,01) hoher war als bei den Stuten in Gruppe B
(6,2=0,51Follikel). Im Serum der Stuten wurden AMH-Kon-
zentrationen zwischen 0,18 ng/ml und 1,63 ng/ml bestimmt
(Abb.1). Mit 1,2+0,05 ng/ml war die durchschnittliche AMH-

Konzentration im Serum bei Stuten mit vielen Follikeln (Grup-
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pe A) signifikant (p<0,01) hsher als bei der Stutengruppe mit
wenigen Follikeln (Gruppe B), die eine durchschnittliche
AMH-Konzentration von 0,6+0,04 ng/ml aufwiesen (Abb.2).
In der Abbildung 2 sind die Entwicklungen der Anzahl aspi-
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Abb. 2 Serum-AMH-Konzentrationen von Stuten mit vielen Folli-
keln (A) und wenigen Follikeln (B)
Serum AMH levels in mares with many follicles (A) and few follicles

(B)

rierter Follikel und der Serum-AMH-Konzentration Gber einen
Zeitraum von finf Wochen fir die Gruppen dargestellt. Bei
der Stutengruppe mit vielen Follikeln wurden Gber den Bepro-
bungszeitraum von finf Wochen maximal 15,4+2,5 und
minimal 11,0=0,8 Follikel aspiriert, wéhrend in der Stuten-
gruppe mit wenigen Follikeln zwischen 6,8+0,7 und
3,6+0,8 Follikel in dem Zeitraum aspiriert wurden (Abb.3).
Uber den Beprobungszeitraum wurden durchschnittliche
AMH-Konzentrationen zwischen 1,43+0,08 ng/ml und
1,08+0,07 ng/ml bei den Stuten mit vielen Follikeln
bestimmt, wéhrend Stuten mit wenigen Follikeln durchschnitt-
liche AMH-Konzentrationen zwischen 0,69+0,03 ng/ml und
0,36+0,07 ng/ml aufwiesen (Abb.2). Es bestand eine signi-
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fikante, positive Korrelation (r=0,67, p<0,001) zwischen der
Anzahl der wéchentlich aspirierten Follikel und der AMH-Kon-
zentration (Abb.3). Die Anzahl gewonnener Qozyten pro
Aspirationssitzung unterschied sich zwischen den Gruppen A
und B mit durchschnittlich gewonnenen 1,1+0,2 und
0,95+0,02 Oozyten nicht.

Diskussion

Mit dieser Untersuchung werden erstmals quantitative AMH-
Bestimmungen im Serum von Stuten vorgestellt und
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Zusammenhdnge zum Follikelanbildungsvermégen aufge-
zeigt. Die Anzahlen durchschnittlich aspirierter Follikel, die
der Gruppeneinteilung dieser Untersuchung zu Grunde lie-
gen, entsprechen den zu erwartenden Anzahlen, die bei Mek-
klenburger Warmblutstuten bei wiederholten Follikelaspiratio-
nen verdffentlicht wurden (Kanitz et al. 2000). Bei anderen
Rassen, wie dem Norweger Pony (Bruck et al. 1997) oder
dem Quarterhorse (Jacobson et al. 2010) werden jedoch sel-
ten mehr als 10 Follikel aspiriert, so dass eine Rassenabhén-
gigkeit der vorgestellten Ergebnisse noch zu prifen ist.

De Vet et al. (2002) verdffentlichte AMH-Konzentrationen im
Serum gesunder Frauen im Alter von unter 25 Jahren von ca.
1,92 ng/ml und von 0,8 ng/ml bei Frauen mit einem Alter von
mehr als 35 Jahren. Damit ist die Spannweite der von uns
gemessenen AMH-Konzentrationen bei Stuten der Spannwei-
te, die bei AMH-Messungen im Serum von Frauen beobachtet
wurde, dhnlich. Auf eine Altersabhéngigkeit der AMH-Konzen-
trationen erhielten wir bei der statistischen Auswertung der
eigenen Daten (Stuten im Alter zwischen 10 und 21 Jahren)
keinen Hinweis. Bei Rindern wurden mit 0,1 ng/ml durch-
schnittlich wesentlich niedrigere AMH-Konzentrationen festge-
stellt, obwohl auch AMH-Konzentrationen von 3,8 ng/ml bei
einzelnen Kihen gemessen wurden (Rico et al. 2009).

Die Darstellung der Anzahl aspirierter Follikel und der Serum-
AMH-Konzentration Gber einen Beprobungszeitraum von finf
Wochen zeigt, dass sowohl die Anzahlen der Follikel als auch
die AMH-Konzentrationen innerhalb der Gruppen konstant
hoch bzw. konstant niedrig blieben. Erst die Unabhéngigkeit
vom Beprobungszeitpunkt macht die AMH-Konzentration als
Parameter interessant, um die Anzahl der zu erwartenden Fol-
likel vorhersagen zu kénnen. In der Humanmedizin wird eine
Unabhéngigkeit der AMH-Konzentration vom Zyklusstadium
beschrieben. Aufgrund dieser Unabhéngigkeit wird eine

Abb. 3  Anzahl aspirierter Follikel
und Serum-AMH-Konzentrationen
von Stuten mit vielen und wenigen
Follikeln, Gber einen Zeitraum von 5
Wochen bei wéchentlicher Follikela-
spiration

1 Number of aspirated follicles and
L serum AMH levels in mares with
many and few follicles over a 5
week period in a weekly follicle
aspiration schedule
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AMH-Bestimmung zur Vorhersage der ovariellen Reaktion bei
hormonellen Vorbehandlungen im Zuge der assistierten
Reproduktion einer Bestimmung von FSH, Inhibin oder Ostra-
diol vorgezogen (La Marca et al. 2007).

AMH im Serum gilt als bester Marker der ovariellen Funk-
tionsreserve (Durlinger et al. 2002). Die Gréfe dieses Pools
wird indirekt auch durch die Anzahl antraler Follikel widerge-
spiegelt. De Vet et al. (2002) beschreiben positive Korrelatio-
nen (r=0,71 und r=0,66) zwischen Serum-AMH-Konzentra-
tionen und der Anzahl antraler ovarieller Follikel bei Frauen.
Das entspricht den von uns bei Stuten gefundenen
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Zusammenhdngen. Bei Rindern wurde ebenfalls eine positive
Korrelation (r=0,79) zwischen diesen Parametern beschrie-
ben (Rico et al. 2009). Die Autoren zeigten in Analogie zu
humanmedizinischen Studien, dass sich eine hohe Anzahl
vitaler, antraler Follikel zu Beginn einer Superovulationsbe-
handlung positiv auf die Anzahl préovulatorischer Follikel,
Ovulationen und gewonnener Embryonen auswirkt. Da bei
Stuten Superovulationen nicht sicher auszulésen sind (Allen
2009), kénnte die Bestimmung von AMH-Konzentrationen im
Serum ein Marker fur die Vorhersage des Ergebnisses sein.
Auch eine individuelle FSH-Dosisbemessung auf Grundlage
der AMH-Konzentration ist, analog zur Humanmedizin (La
Marca et al. 2007) denkbar, um eine Hyperstimulation zu ver-
meiden. Mégliche Beziehungen des Parameters zu Ergebnis-
sen der Oozytengewinnung bei wiederholten Follikelaspira-
tionen sind weiterhin interessant.
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