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Schweiz. Arch, Tierheilk, 119, 23-30, 1977

Aus dem Institut fiir Physiologie und Pharmakologie der Universitat
von Illinois, Urbana, USA

Die ovarielle Stimulation bei der andstrischen Hiindin
mittels PMS und HCG?

von R. Thun? und G. L. Jackson

Die Bestimmung wichtiger Sexualhormone mit Hilfe radioimmunologi-
scher Methoden ermdglicht, die wihrend des Geschlechtszyklus ablaufenden
neuroendokrinen Vorginge genauer zu studieren und pathophysiologische Zu-
stdnde einer gezielten Therapie zuzufithren. Anhand einschligiger Publikatio-
nen [2, 4, 8, 11, 12, 16] seien einleitend die wichtigsten Merkmale im Fort-
pflanzungsgeschehen der Hiindin zusammengefasst.

— Die Hiindin zeichnet sich durch einen langen Sexualzyklus aus, der im
Durchschnitt 6-8 Monate dauert und in folgende Phasen unterteilt wird:

Prodstrus 5-12 Tage
Ostrus 5-12 Tage
Metostrus 2-3 Monate
Anostrus  3-5 Monate

Domestizierte Caniden zeigen, im Gegensatz zu ihren wildlebenden Vor-
fahren (Wolf), weder eine jahreszeitlich gebundene Zuchtsaison noch ein
konstantes Ostrusintervall, weshalb es fragwiirdig erscheint, die Hiindin als
jahrlich diostrisches Tier zu bezeichnen.

— Proostrus (Follikelphase) beginnt mit dem ersten Erscheinen von Blut-
spuren im Vaginalschleim und ist durch Anschwellen der Vulva und ab-
weisendes Verhalten der Hiindin gegeniiber Riiden gekennzeichnet. Die
Ostrusphase fillt mit der Zeit der Konzeptionshereitschaft zusammen,
wobei Prisentieren der Nachhand, reflektorische Seitwartsbewegung der
Rute und Anheben des Perineums als zuverlissige Kriterien gelten. Riick-
gang der Vulvaschwellung und abnehmendes Interesse am ménnlichen
Partner leiten zum Metostrus (Lutealphase) iiber, in dessen Verlauf sich
die Gelbkorper zuriickbilden. In der anschliessenden Anéstrusphase ist
die Ovarialtitigkeit weitgehend ruhiggestellt.

~ Hormonanalytisch (s. Abb. 1) nimmt wihrend des Protstrus die Ostro-
genkonzentration kontinuierlich zu, erreicht 1-2 Tage vor dem LH-Peak

1 Unterstiitzt durch USPH Grant RR 05460,

2 Korrespondenzadresse: Dr. R. Thun, Hormon- und Stoffwechsellabor, Chirurgische Uni-
versititsklinik, D-852 Erlangen.
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ihren Maximalwert und sinkt danach schnell wieder ab. Der Ostrogenan-
stieg soll fiir das Zustandekommen des praovulatorischen LLH-Peak um
die Zeit des ersten Ostrustages entscheidend sein. Progesteron, das den
Zyklusablauf der Hiindin stark beeinflusst, beginnt schon vor dem Ovula-
tionszeitpunkt deutlich anzusteigen und erlangt etwa 10-15 Tage nach
dem LH-Peak die hdchste Konzentration. Diese bleibt mehrere Tage be-
stehen und fillt dann im Laufe eines Monats auf unmessbare Werte ab.
Aufgrund der langen Progesteron-beherrschten Lutealphase durchgeht die
Hiindin eine Pseudograviditéit, die mitunter von klinischen Symptomen
begleitet sein kann.

— Die Ovulation findet normalerweise innerhalb der ersten drei Ostrustage
statt. Dabei wird die Eizelle als primare OQocyte (vor der ersten Reduk-
tionsteilung) ausgestossen und ist erst nach einer Reifezeit von 3—-4 Tagen
im Kileiter befruchtungsfihig. Die Tubenpassage betriagt 7-10 Tage, wo-
bei sich die Eizellen im uterusnahen Abschnitt fiir mehrere Tage aufhalten
sollen. Ostrogene fiihren zu einer Hemmung des Eitransportes.

Eigene Untersuchungen

Wihrend in der Literatur iiber die Induktion von Brunst und Ovulation
bei landwirtschaftlichen Nutztieren eingehend berichtet wird [5, 14], lassen sich
diesbeziiglich bei der Hiindin keine exakten Angaben finden [7, 9, 15, 17].
Dies veranlasste uns, den Einfluss von PMS (Pregnant Mare’s Serum Gonado-
tropin) und HCG (Human Chorionic Gonadotropin) auf die andstrische Hiindin
genauer zu studieren, um zur Brunst- und Ovulationsinduktion eine moglichst
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einfache, aber wissenschaftlich erprobte Methode zu entwickeln, die iiber das
wissenschaftliche Interesse hinaus auch der praktischen Medizin zugute kom-
men wiirde.

Material und Methoden

Zur Untersuchung kamen Hunde gemischter Rasse, die 2-5 Jahre alt
waren und zwischen 7 und 16 kg wogen. Alle Tiere wurden vor Versuchsbeginn
entwurmt und gegen Staupe, Hepatitis und Leptospirose geimpft. Ein handels-
itbliches Trockenfutter und Wasser standen ad libitum zur Verfiigung. Fiir das
Experiment wurden nur anostrische Hiindinnen mit typischen Vaginalepithel-
zellen und peripherer Progesteronkonzentration < 2,5 ng/ml beriicksichtigt.
Alle 12 Versuchstiere erhielten wihrend 10 Tagen je 20 IE PMS? kg KGW und
am 10. Tag zusatzlich 500 IE HCG¢, beides subkutan. Drei Kontrolltieren in-
jizierten wir entsprechende Mengen physiologischer Kochsalzlésung. Fiir die
Progesteronbestimmung entnahmen wir jeden zweiten Tag der V. jugularis
10 ml Blut, das sofort zentrifugiert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei
— 20 °C aufbewahrt wurde. '

Zur Fiarbung der tdglich hergestellten Vaginalabstriche verwendeten wir
Neu-Methylenblau® [13].

Neu-Methylenblau (C, gH,,N ;SCl), das sich chemisch von Methylenblau (C, ¢H, {N 3SCI)
unterscheidet, hat sich als Farbungsmethode fiir die Routineuntersuchung cytologischer
Priparate sehr gut bewihrt. Die Methode ist einfach und zeitsparend. Untersuchungs-
material wird auf einen fettfreien Objekttriger gebracht und gut luftgetrocknet. Eine
Fixierung ist nicht erforderlich. Anschliessend bringt man einen Farbtropfen auf den Ob-
jekttriager, legt ein Deckgldschen darauf und untersucht das Praparat.

Verinderungen am &dusseren Genitale und im Sexualverhalten wurden
tiaglich festgehalten. Ostrusbeginn setzten wir mit dem Tag gleich, an dem die
Hiindin den Riiden zum erstenmal akzeptierte. 60 Stunden nach der HCG-
Injektion wurden die Eileiter aller Versuchstiere gespiilt und die Reproduktions-
organe nach Ovariohysterektomie histologisch untersucht.

Progesteron Assay

Plasma-Progesteron bestimmten wir mit dem Radioimmunoassay nach
Abraham et al. [1], wobei wir das Antiserum S-257 # 2 verwendeten. Die
untere Grenze der Empfindlichkeit, definiert als die kleinste Menge, die sich
von Null unterscheiden lisst, lag bei ca. 25 pg/Rohre. Die Genauigkeit wurde
durch die Wiederfindung von bekannten Mengen Progesteron ermittelt, die zu
1 ml Plasma eines orchidektomierten Riiden zugesetzt worden waren. Nach
Korrektur des Leerwertes (blank) wurde in 23 Assays eine Wiederfindung von
durchschnittlich 88,4 -+ 0,79, ermittelt.

3 Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin und
1 Human Chorionic Gonadotropin, Sigma Chemical, St.Louis, Missouri.
5 New Methylene Blue Staining Solution, Dairy Research Products, Inc., Fairfield, Maine.
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Maturationsindex (MI)

Zur Bestimmung des Maturationsindex [18] teilten wir die Scheidenepi-
thelzellen in Anlehnung an die Arbeit von Christie et al. [3] in folgende drei
Klassen ein: ‘

1. Basal- und Parabasalzellen
2. Intermediarzellen
3. Superfizialzellen (inkl. Schollen)

Nach Moglichkeit wurden iiber 400 Zellen pro Praparat ausgezdhlt und
den oben genannten Klassen zugeteilt. Der Maturationsindex wird in prozen-
tualen Anteilen der Gesamtzellzihlung in einer Standardform 0/0/0 ausge-
driickt. Zum Beispiel bedeutet 2/38/60, dass 29, Basal- (Parabasal-), 389,
Intermedidr- und 609, Superfizialzellen im betreffenden Ausstrich vorhanden
sind. Kine Zunahme der Oberflichenzellen, wie dies wihrend des Proostrus der
Fall ist, wird als «Rechtsverschiebung» und eine Abnahme als «Linksver-
schiebung» bezeichnet.

Ergebnisse

Von den 12 behandelten Versuchstieren sprachen 7 auf die Hormonver-
abreichung an. Mit Ausnahme einer Hiindin, welche erst am 12. Tag nach Ver-
suchsbeginn leicht aus der Scheide blutete und den Riiden ablehnte, begann
die Prodstrusphase (erste Vaginalblutung) bei allen Tieren zwischen dem 7.
und 10. Tag. Ostrusbeginn (stehender Ostrus) wurde schon am 9. und 10, Tag
beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt war die Vulva bei allen Hiindinnen geschwol-
len, und im Ausstrichpriparat erkannte man fiir die Ostrusphase typische Epi-
thelzellen. Der Maturationsindex, der am ersten Versuchstag durchschnittlich
2/78/20 betrug, verschob sich einen Tag nach der HCG-Injektion auf 0/5/95
bei zwei und 0/0/100 bei fiinf Tieren. Die histologische Untersuchung der Ova-
rien liess erkennen, dass zum Zeitpunkt der Laparotomie, also 60 Stunden
nach der HCG-Applikation, die Ovulation abgeschlossen war. Es bestand eine
gute Korrelation zwischen der Anzahl von Ovulationspunkten (9,8 + 1,5)
und der Anzahl wiedergefundener Eizellen (9,6 4 1,6). Bei zwei Hiindinnen
induzierte die hormonelle Stimulation eine hohe Ovulationsrate (19 und 27),
jedoch keine zystische Degeneration der Eierstocke. Der Verlauf des Plasma-
Progesteronspiegels wihrend der Hormonbehandlung ist in Abb. 2 dargestellt.
Die Progesteronkonzentration steigt nach dem 5. Tag stark an und erreicht
am 12. Tag einen durchschnittlichen Wert von 7,4 4- 0,7 ng/ml (SEM).

Bei 5 Versuchstieren blieb die Gonadotropinapplikation ohne Effekt. Dies
war nicht nur am Ausbleiben von Brunstsymptomen erkennbar, sondern auch
am Fehlen der Progesteronzunahme im peripheren Blut. Der Maturationsindex
von durchschnittlich 2/82/16 am 1. Tag verschob sich bis zum 11. Tag auf
2/45/53. Bei den Kontrollhunden blieben Progesteron und Maturationsindex
unverandert.
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Abb. 2 Verlauf des Progesteronblutspiegels bei andstrischen Hiindinnen nach subkutaner In-
jektion von 20 IE PMS/kg KGW wiahrend 10 Tagen und 500 IE HCG am 10.Tag. Von 12 Ver-
suchstieren reagierten 7 positiv (O O) und 5 negativ (@ ®). Drei Tiere dienten als
Kontrolle (O— — —).

Diskussion

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass es mittels PMS und HCG mog-
lich ist, bei der andstrischen Hiindin Brunst und Ovulation zu induzieren. Dabei
versuchten wir durch mehrtigige PMS-Gaben (Follikelreifung) und eine ein-
malige HCG-Injektion (Ovulation) die physiologischen Verhéltnisse im nor-
malen Zyklusablauf nachzuahmen. Nach vorausgegangener Studie, der die
Priifung verschiedener Gonadotropindosierungen zugrunde lag [19], unter-
suchten wir die Wirkung einer téglich verabreichten Menge von 20 IE PMS/
kg KGW wihrend 10 Tagen, gefolgt von 500 IE HCG am letzten Tag. Mit die-
ser Dosierung sind die zuverldssigsten Resultate zu erzielen, ohne dass dabei
Anzeichen einer hormonellen Uberstimulation der Reproduktionsorgane auf-
treten. Trotz individueller Schwankung der Ovulationsrate bestand keine Be-
ziehung zwischen dem Gewicht der Tiere (Dosis/kg KGW) und der Anzahl von
Ovulationen.

Wie aus Abb. 2 ersichtlich ist, beginnt der Progesteronspiegel schon etwa
5 Tage vor der HCG-Injektion signifikant anzusteigen. Dies stimmt mit den
Beobachtungen von Jones et al. [9] iiberein, der die pridovulatorische Pro-
gesteronzunahme auf die LH-Aktivitit des PMS-Molekiils zuriickfiihrt.
Concannon et al. [4] berichteten aber erst kiirzlich, dass Progesteron auch
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unter normalen Verhéltnissen schon vor dem LH-Peak deutlich erhoht ist, was
ihn zur Annahme veranlasste, dass dieses «initiale» Progesteron in synergisti-
scher Weise mit dem zirkulierenden Ostrogen fiir das Zustandekommen des
LH-Peak und des Brunstverhaltens verantwortlich ist. Diese Spekulation
scheinen unsere Beobachtungen zu erhédrten, da die Konzeptionsbereitschaft,
nach auffallend kurzer Prodstrusdauer von nur 2-3 Tagen, gleichzeitig mit dem
steilsten Progesteronanstieg am 9. und 10. Tag einsetzte. Das Auftreten von
Ostruszeichen in Gegenwart zunehmender Progesteronkonzentration haben
schon Phemisteret al. [12] und Smith et al. [16] als charakteristisches Merk-
mal im Sexualzyklus der Hiindin erkannt. Unsere Progesteronwerte zwei Tage
nach dem HCG-Stoss stimmen mit jenen, die verschiedene Autoren [2, 6, 9, 10,
11, 16] 1-3 Tage nach dem LH-Peak angeben, gut iiberein.

Die vaginalcytologische Untersuchung erwies sich als wertvolles Hilfsmit-
tel, die gonadotrope Wirkung von PMS und HCG zu verfolgen. Als Bezugs-
grosse bei der Auswertung der Abstriche wihlten wir den Maturationsindex,
der ein indirektes Mass fiir die Ostrogensekretion darstellt, da es unter Ostro-
geneinfluss zu einer zunehmenden Verhornung des Vaginalepithels kommt. Im
Gegensatz zu den finanziell aufwendigen RIA-Methoden kann der Maturations-
index in jeder tierarztlichen Praxis ohne grossen Aufwand bestimmt werden.
Aus Griinden der Einfachheit und Schnelligkeit ziehen wir die Neu-Methylen-
blaufirbung der von Papanicolaou vor. Eine erfolgreiche PMS/HCG-Behand-
lung sollte mit einer kontinuierlichen Rechtsverschiebung des Maturationsindex
einhergehen, wie dies bei sieben Tieren der Fall war. Der Ovulationszeitpunkt
ldsst sich mit dieser Methode nicht bestimmen, aber nach den histologischen
Priparaten der Ovarien zu urteilen, war die Ovulation am 3. Tag nach der
HCG-Injektion abgeschlossen.

Auf die Frage, weshalb nicht alle Tiere auf die Hormonverabreichung
reagierten, steht eine befriedigende Antwort aus. Da uns beim Ankauf der
Hunde das genaue Zyklusstadium nicht bekannt war, ist es moglich, dass bei
einer langen Anostrusphase von 3-5 Monaten der Zeitpunkt der hormonellen
Stimulation eine entscheidende Rolle spielt. Wahrend dieser Zeit konnte sich
niamlich die Ansprechbarkeit der Reproduktionsorgane und/oder des Hypo-
thalamus-Hypophysensystems auf exogene Gonadotropine dndern. Diese Hypo-
these sowie die Ungewissheit, ob erfolgreich induzierte Hiindinnen normal kon-
zipieren und austragen wiirden, bleibt jedoch in weiteren Versuchen abzukla-
ren.

Zusammenfassung

Einleitend wird kurz iiber die Physiologie des Sexualzyklus der Hiindin berichtet.
In eigenen Untersuchungen ist die Brunst- und Ovulationsinduktion bei andéstrischen
Hiindinnen mittels PMS und HCG beschrieben. Der Verlauf der hormonellen Stimulation
wurde anhand des peripheren Progesteronspiegels (Radioimmunoassay), der Vaginal-
cytologie (Maturationsindex) und des Brunstverhaltens verfolgt.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass eine tagliche subkutante Verabreichung von
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20 TE PMS/kg KGW wihrend 10 Tagen, gefolgt von 500 IE HCG am letzten Tag, bei 7
von 12 Tieren normale Brunst und Ovulation induzierte.

Resultate sowie mogliche Ursachen der bei 5 Tieren erfolglosen Hormonbehandlung
werden abschliessend diskutiert.

Résumé

Un bref rappel de la physiologie du cycle sexuel chez la chienne sert d’introduction.
Sur la base de recherches propres les auteurs décrivent I'induction des chaleurs et de
I'ovulation par le PMS et I'HCG chez des chiennes sans cycle oestral. L’évolution de la
stimulation hormonale est contrdlée & 'aide du taux de progestérone périphérique (Radio-
immunoassay), de la cytologie du vagin (Index de maturation) et du comportement pen-
dant les chaleurs.

Les résultats démontrent qu’une administration journaliére de 20 UI de PMS par
kg de poids corporel pendant 10 jours par voie sous-cutanée, suivie de 500 Ul de HCG
le dernier jour, a induit des chaleurs normales et une ovulation chez 7 animaux sur 12.

On discute des résultats et des causes d’échecs du traitement hormonal chez les
5 autres animaux.

Riassunto

Il lavoro & introdotto da un breve riassunto della fisiologia del ciclo estrale nel cane
fermmina. Quanto alle nostre ricerche, si descrive la induzione di estro e di ovulazione per
mezzo di PMS e HCG in cani femmina in anestro. Come segnalatori della stimolazione
ormonale sono stati usati: il progesterone del sangue periferico (dosato con radioimmuno-
assay), la citologia vaginale (considerando l'indice di maturazione) e il comportamento
estrale.

I nostri dati dimostrano che iniezioni giornaliere sottocutanee di 20 IU PMS pro kg
di peso corporeo seguite da una sola iniezione di 500 IU HCG nell’ultimo giorno, hanno
indotto estro normale e ovulazione in 7 soggetti su 12.

Si discutono i risultati e le possibili cause di mancata risposta al trattamento ormo-
nale in 5 animali.

Summary

As an introduction the physiology of the estrus cycle in the bitch is briefly sum-
marized. In our investigations, the induction of estrus and ovulation in anestrous bitches
using PMS and HCG is described. Peripheral plasma progesterone (radioimmunoassay ),
vaginal cytology (maturation index) and estrus behavior were used to monitor the hor-
monal stimulation.

Our data demonstrate that daily subcutaneous injections of 20 IU PMS/kg body
weight for 10 days followed by a single 1nJect1on of 500 IU HCG on the last day were able
to induce normal estrus and ovulation in 7 out of 12 bitches.

The results and possible causes of the failure of 5 bitches to respond to the hormonal
treatment are discussed.
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PERSONELLES

Prof. Dr. Dr. h.c. Kurt Wagener §, Hannover

Am 21. August 1976 verstarb Prof. K. Wagener, ehemals Direktor des Instituts
fiir Mikrobiologie und Tierseuchen der Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Wagener —
zu seinen Lehrern gehérten Namen wie Zeissler, Oppermann, Standfuss, Waldmann und
Frosch —, der 1929 an der Tieriarztlichen Hochschule Berlin habilitiert hatte und 1930/31
als Rockefeller-Stipendiat in den USA weilte, {ibernahm die Leitung des Hannover’schen
Institutes im Jahr 1938 und behielt sie 30 Jahre bei. Fur seine grundlegenden Arbeiten
zur Tuberkulose und ihrer Bekdmpfung wurde er, neben vielen anderen Ehrungen, mit
dem Dr. h.c. ausgezeichnet. Seine Weltoffenheit und weitldufigen internationalen Be-
zichungen trugen viel dazu bei, dass die deutsche Veterinirmedizin nach dem Krieg den
Anschluss an die Welt wieder fand. Dies zeigte sich am schonsten im Jahr 1963, als der
XVII. Internationale Tierdrztekongress wihrend der Rektoratszeit von Prof. Wagener
in Hannover abgehalten wurde. Seit 1940 bis zu seinem Tode gehorte Prof. Wagener dem
Herausgeberkollegium der Berliner und Miinchner Tierdrztlichen Wochenschrift an, die
er massgebend beeinflusste. In einem Nachruf (Berl. u. Miinch. Tierdrztl. Wschr. 89 [19],
369-370; 1976) steht der Satz: « Kurt Wagener ist eine markante und prigende Person-
lichkeit gewesen, an denen es in unserer heutigen Zeit so sehr mangelt, und fir die die
Mehrheitsbeschliisse akademischer Gremien keinen Ersatz bieten.»
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