























GnRH-stimulation test in bitches and dogs

bitches and male dogs. Before, but not after gonadectomy, the basal plasma FSH
concentrations in bitches were significantly higher compared to those in male dogs.
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Figure 1. Plasma LH concentrations before and at 10 and 60 min after GnRH administration in 14 bitches and 14
male dogs before and after gonadectomy.

Asterisks denote a significant difference: *: p<0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Mind the logarithmic scale of the y-axis.

The LH to FSH ratios of bitches before and after OVX were comparable (Table 2, Fig.
3). Also the LH to FSH ratios of castrated male dogs were similar to those of the bitches.
However, in gonadally intact male dogs the LH to FSH ratios were significantly higher
than in castrated male dogs and bitches irrespective of the presence or absence of
functional ovarian tissue. There was no overlap of the LH to FSH ratios before and after
castration in male dogs. ROC analysis of these data revealed a cut-off value of 0.44. In all
bitches and male dogs the LH to FSH ratios increased at 10 min post GnRH, and thereafter
decreased again in 10 of 12 male dogs after gonadectomy and in all the bitches, both
before and after gonadectomy.
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Figure 2. Plasma FSH concentrations before and at 10 and 60 min after GnRH administration in 14 bitches and 14
male dogs before and after gonadectomy. Mind the logarithmic scale of the y-axis
Asterisks denote a significant difference: *: p<0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Table 2. LH to FSH ratios during GnRH-stimulation tests performed before and after
gonadectomy in bitches (n=14) and male dogs (n=14).

Bitches
anestrus after gonadectomy
median range median range
LH to FSH Basal 0.23 0.07 —0.60 0.24 0.16 —0.39
LH to FSH T=10 1.02 0.48 — 1.57 0.58 0.25-1.28
LH to FSH T=60 0.42 0.19 - 0.99 0.27 0.15—-0.54
Male dogs
before gonadectomy after gonadectomy
median range median range
LH to FSH Basal 1.59 0.51 —3.63 0.27 0.14 - 0.38
LH to FSH T=10 5.42 2.60 —11.06 0.83 0.35-1.77
LH to FSH T=60 5.55 2.30—10.37 0.56 0.29 - 1.29
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Figure 3. LH to FSH ratio before and at 10 and 60 min after GnRH administration in 14 bitches and 14 male dogs
before and after gonadectomy. Asterisks denote a significant difference: *: p<0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

There was no overlap at all in basal and GnRH-stimulated plasma testosterone
concentrations before and after gonadectomy in male dogs. ROC analysis of the basal
plasma testosterone concentration revealed a cut-off value in male dogs of 3.77 nmol/l. In
contrast, in bitches basal and GnRH-stimulated plasma testosterone concentrations before
and after OVX overlapped, albeit that both basal and GnRH-stimulated concentrations
were significantly higher before compared to after OVX. Before gonadectomy, in the male
dogs plasma testosterone concentrations increased in all but 2 animals at 60 min post
GnRH and in all animals at 90 min post GnRH. In the bitches before gonadectomy, plasma
testosterone concentrations had increased in all but 3 animals at 60 min post GnRH and in
all but 2 animals at 90 min post GnRH compared to basal values. At 90 min after GnRH
administration plasma testosterone concentrations were significantly higher compared to
those at 60 min post GnRH in the bitches, but not in the male dogs. After gonadectomy
GnRH administration did not result in an increase of the plasma testosterone concentration
in both male and female dogs. The basal and GnRH-stimulated plasma testosterone
concentrations before gonadectomy were significantly higher (P < 0.001) in male dogs
compared to anestrous bitches (Fig. 4), with no overlap. ROC analysis of these data
revealed cut-off values for the basal, T=60 min and T=90 min measurements of 3.8 nmol/l,
8.04 nmol/l, and 8.56 nmol/l respectively
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Figure 4. Plasma testosterone concentrations before and at 60 and 90 min after GnRH administration in 14 bitches
and 14 male dogs before and after gonadectomy. Mind logarithmic scale of y-axis.
Asterisks denote a significant difference: *: p<0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

Basal plasma estradiol concentrations in gonadally intact male dogs were significantly
higher than those in castrated dogs and did not overlap. ROC analysis of these data
revealed a cut-off value of 21.4 pmol/l. Before castration, administration of GnRH resulted
in an increase of the plasma estradiol concentrations in 12 of 14 male dogs at 60 and/or 90
min. Taken as a group, however, the median plasma estradiol concentrations did not
increase significantly. After castration, the low plasma estradiol concentrations slightly
increased in only 8 male dogs at 60 and/or 90 min. The basal plasma estradiol
concentrations of anestrous bitches and neutered bitches did not differ significantly. In all
bitches before gonadectomy administration of GnRH resulted in increased plasma
estradiol concentrations at 60 and 120 min and the plasma estradiol concentrations at 120
min post GnRH were significantly higher than those at 60 min post GnRH (Fig. 5).
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Figure 5. Plasma estradiol concentrations before and at 60 and 120 min in 14 bitches and at 60 and 90 min in 14 male
dogs after GnRH administration before and after gonadectomy.
Asterisks denote a significant difference: *: p<0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

In the bitches after OVX GnRH administration did not cause an increase of plasma
estradiol concentrations in 3 bitches at 60 min post GnRH and in 4 bitches at 120 min post
GnRH, resulting in insignificant differences between basal values and values after GnRH
administration. The plasma estradiol concentrations at both 60 and 120 min after GnRH
administration were significantly higher in the bitches before compared to after OVX.
There was, however, minimal overlap in the plasma estradiol concentrations at 60 min
after GnRH administration between the bitches before and after OVX (range 18.3 — 47.7
pmol/l and range 7.1 — 19.1 pmol/l respectively); in one individual bitch the plasma
estradiol concentration at 60 min post GnRH was higher after OVX compared to before
gonadectomy. There was no overlap in plasma estradiol concentrations at 120 min post
GnRH between both groups (Table 1) and ROC analysis revealed a cut-off value of 21.3
pmol/l. The basal plasma estradiol concentrations before gonadectomy were higher
(p<0.001) in male dogs compared to bitches; after gonadectomy these values did not differ
significantly.
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Figure 6. LH to testosterone and FSH to estradiol ratios, before (<) and after (>) gonadectomy in bitches and male
dogs. Mind the logarithmic scale of y-axis. Asterisks denote a significant difference: ***: p < 0.001.

The basal LH to testosterone ratios of bitches (median 325, range 89 — 587) and male
dogs (median 197, range 48 — 309) after gonadectomy were much higher than those in
bitches (median 14.8, range 7.9 — 32.7) and male dogs (median 0.21, range 0.05 — 0.49)
before gonadectomy and did not overlap. ROC analysis of these data revealed a cut-off
value of 61 in bitches and 24 in male dogs. In all intact male dogs the basal LH to
testosterone ratios were lower than in castrated male dogs and bitches, irrespective of the
presence or absence of functional ovarian tissue (Figure 6). The LH to testosterone ratios
in bitches and male dogs after gonadectomy did not differ significantly.

The basal FSH to estradiol ratios of bitches (median 4.22, range 0.84 — 7.03) and male
dogs (median 2.63, range 0.96 — 9.69) after gonadectomy were higher than those in bitches
(median 0.23, range 0.08 — 0.47) and male dogs (median 0.06, range 0.01 — 0.23) before
gonadectomy and did not overlap. ROC analysis of these data revealed a cut-off value of
0.66 in bitches and 0.60 in male dogs. Before, but not after, gonadectomy, basal FSH to
estradiol ratios were significantly higher (p<0.001) in bitches than those in male dogs.
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Discussion

In agreement with previous findings (Chaffaux et al. 1981; Olson et al. 1992; Concannon.
1993; Jeffcoate 1993; Lofstedt and VanLeeuwen. 2002; Reichler et al. 2004; Buijtels et al.
2006; Beijerink et al. 2007), the basal plasma concentrations of both FSH and LH were
significantly higher in gonadectomized bitches and male dogs compared to these values
before gonadectomy due to the loss of negative feedback of gonadal steroid and protein
hormones, who mainly influence the hypothalamus-pituitary-gonadal axis probably via the
KiSS-1/gpr-54 system (Chaffaux et al. 1981; Olson et al. 1992; Concannon. 1993;
Jeffcoate 1993; Lofstedt and VanLeeuwen. 2002; Reichler et al. 2004; Buijtels et al. 2006;
Beijerink et al. 2007; Oakley et al. 2009; Roseweir and Millar 2009; Pineda et al. 2010;
Tsutsui et al. 2010). When the basal plasma concentrations of LH and FSH are compared
with each other, the basal plasma FSH concentration seems more appropriate to verify the
neuter status in dogs. Although in the bitches of the present study there was no overlap in
basal plasma LH concentrations before and after OVX, in the male dogs these basal values
overlapped substantially before and after castration, which is in agreement with the results
of Olson et al. (1992). In contrast, in both bitches and male dogs there was no overlap in
basal plasma FSH concentrations before and after gonadectomy. In line with these
findings, Beijerink et al. (2007) published that a single plasma FSH concentration can be
used to verify the neuter status in bitches. Similarly, in women the basal plasma FSH
concentration is more informative regarding ovarian reserve than the basal plasma LH
concentration (Toner 1993; Scott and Hofmann 1995; Bulun and Adashi 2003; Genuth
2004).

Reichler et al. (2004) showed that in bitches the elevated basal plasma LH and FSH
concentrations after OVX slowly decrease with a nadir at 10 weeks after OVX, after
which the basal plasma gonadotropin concentrations rise again. In the present study the
interval between gonadectomy and the second GnRH-stimulation test in the bitches ranged
between 75-221 days. In line with the observations of Reichler et al. (2004), the neutered
bitch which had the lowest basal plasma LH and FSH concentrations underwent OVX
only 75 days before the second GnRH-stimulation test. The study of Beijerink et al.
(2007), however, was performed in bitches that had been gonadectomized more than one
year previous to determination of plasma FSH concentrations. These observations suggest
that using the basal plasma FSH concentration as a diagnostic tool for neuter status may be
more reliable if the interval between gonadectomy and blood sampling is longer than 6
months.

Our results suggest that basal plasma LH (in bitches) or FSH (in bitches and male
dogs) concentrations above their respective cut-off value indicate that the animal has been
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gonadectomized. However, the cut-off values in the bitches were based on measurements
in the anestrous phase. Higher values of the basal plasma gonadotropin concentration can
occur in different phases of the estrous cycle, e.g. during the preovulatory LH and FSH
surges. Furthermore, gonadotropins are secreted in a pulsatile fashion (Concannon 1993;
Kooistra et al. 1999) and blood sampling during a pulse may result in high LH and FSH
values. Indeed, in the present study plasma LH and FSH concentrations after GnRH
administration in animals before gonadectomy, which are a measure for the potential
height of a gonadotropin pulse, were sometimes higher than basal plasma LH and FSH
concentrations after gonadectomy. Consequently, the basal plasma LH and FSH
concentrations should be used with caution to differentiate gonadally intact dogs from
gonadectomized dogs. In order to diminish the influence of pulsatile hormone secretion we
used the mean of two samples collected 40 minutes apart as basal plasma concentration.

In agreement with previous findings, GnRH administration resulted in a clear increase
of the plasma LH concentration in both bitches and male dogs, both before and after
gonadectomy (Chakraborty and Fletcher 1977; Reimers et al. 1978; Jeffcoate 1993; Knol
et al. 1993; Purswell and Wilcke 1993; van Haaften et al. 1994; Buijtels et al. 2006;
Beijerink et al. 2007). A significant decrease of the plasma LH concentration 60 min after
GnRH administration compared to 10 min post GnRH could however only be noticed in
bitches, both before and after OVX. The absence of such a decrease in male dogs is not in
agreement with previous studies performed by Knol et al. (1993) and Junaidi et al. (2003).
Even when a gonadorelin dosage as high as 100 pg/kg B.W. i.v. was administered to male
dogs, a sharp increase in plasma LH concentration at 10 min post GnRH was followed by
a decrease at 60 min post GnRH. An explanation could be that we used buserelin in the
male dogs and gonadorelin in the bitches, because gonadorelin was not available at the
start of data collection in male dogs. In several species it has been demonstrated that
buserelin is more potent with regard to LH and FSH release than gonadorelin; 19 times
more potent in rats, 20 to 40 times more potent in humans, and more than 50 times more
potent in bovines (Sandow et al. 1973; Kuhl et al. 1976; Dericks-Tan et al. 1977; Chenault
et al. 1990). Therefore, we administered a 25-fold lower dosage of buserelin compared to
gonadorelin in order to correct for the difference in potency. However, the longer plasma
half-life of buserelin compared to gonadorelin could be responsible for the prolonged
increase of the plasma LH concentration after GnRH administration, rather than a potential
biological difference between bitches and male dogs. This is supported by findings of
Grootenhuis et al. (1990) who also administered buserelin to male dogs and observed no
difference between the plasma LH and FSH concentration at 10 and 60 min after
intravenous administration of 0.5 pg/kg B.W. buserelin. In addition, Hoffmann and
Schneider (1993) administered buserelin to bitches in the same dose as we used in the
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male dogs and found that the peak plasma LH concentration in bitches occurs between
25 and 40 min after administration of buserelin during early anestrus, which is later than
the LH peak value after administration of gonadorelin (Purswell and Wilcke. 1993; van
Haaften et al. 1994). As a consequence, differences between bitches and male dogs in the
present study are only discussed if a biological relevant difference, independent of the type
of GnRH that was used, was found.

GnRH administration also resulted in an increase of the plasma FSH concentration in
both bitches and male dogs before gonadectomy, but the increment was less than that of
the plasma LH concentration. In line with observations of Beijerink et al. (2007), GnRH
administration did not at all result in a significant rise of the plasma FSH concentration in
bitches after OVX, whereas in male dogs after castration the increase only just reached a
significant level. Purswell and Wilcke (1993) reported no stimulation of FSH within the
first hour after GnRH administration in intact male dogs, although the dosage of
gonadorelin that was used in the latter study was quite low (0.7 pg/kg). The relative lower
response to GnRH stimulation of FSH compared to LH may be ascribed to differential
regulation of pituitary gonadotropin secretion. The intracellular mechanisms for storage
and release are different for LH and FSH. This view is supported by in vitro studies that
have shown that although LH and FSH are produced in the same cell type they are stored
in different granules (Moyle and Campbell 1995; Ascoli and Puett 2009), and the
magnitude of FSH secretion in response to secretagogues is smaller than that of LH
(Chowdhury and Steinberger 1975; Muyan et al. 1994).

GnRH-stimulated plasma FSH concentrations declined more slowly than plasma LH
concentrations. This can be ascribed to the longer half-life of FSH than LH, which is
probably due to differences in the pattern of glycosylation of FSH compared to LH
(Schwartz 1995), and consequently the clearance from the circulation of LH is faster than
that of FSH (Flack et al. 1994).

Interestingly, the basal plasma LH and FSH concentrations before gonadectomy were
respectively lower and higher in bitches compared to male dogs, while after gonadectomy
no significant difference in the basal LH and FSH concentration was present between
males and females. This finding is reflected in the LH to FSH ratio, which was
significantly higher in male dogs before castration compared to the ratios in the other three
groups. The fact that the LH to FSH ratio did not differ between gonadectomized female
and male dogs suggests a primary role of gonadally produced steroids and proteins in the
differential regulation of gonadotropin secretion. The relative high LH to FSH ratio in
gonadally intact male dogs may therefore be explained by their relatively high plasma
estradiol concentrations compared to those in anestrous bitches and gonadectomized
animals. Via negative feedback at the hypothalamus-pituitary axis both estradiol and
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inhibin specifically suppress FSH synthesis and secretion (Shupnik 1996; Roseweir and
Millar 2009). The relatively high plasma LH concentration in gonadally intact male dogs
is more difficult to explain. Kumar et al. (1980) found that the hypothalamus of the
gonadally intact male dog contained significantly higher GnRH concentrations compared
to those in anestrous bitches, possibly leading to higher basal LH concentrations in intact
male dogs. Other important factors in the differential control of gonadotropin secretion are
the frequency and amplitude of GnRH pulses. A higher frequency of GnRH results in
relatively more LH gene expression as well as LH secretion (Vizcarra et al. 1997; Ferris
and Shupnik 2006; Ascoli and Puett 2009). It may be hypothesized that the circulating
gonadal hormones in male dogs result in a pulsatile secretion pattern of GnRH that
preferentially stimulates LH secretion probably mediated via the KiSS-1/gpr-54 system
(Roseweir and Millar 2009).

The basal plasma testosterone concentrations were significantly higher before
gonadectomy compared to after gonadectomy in both bitches and male dogs, indicating
that the gonads are the main source of circulating testosterone in intact dogs. The amount
of testosterone produced by the ovary depends on the phase of the reproductive cycle, and
appears to be highest on the day of the preovulatory LH surge (Olson et al. 1984;
Concannon and Castracane 1985). In male dogs, the highest stimulated plasma
testosterone concentration after gonadectomy at 60 and 90 min after GnRH administration
was much lower than the lowest basal plasma testosterone concentration before
gonadectomy, indicating that when the basal testosterone concentration is below the cut-
off value a male dog can be considered as having no or insufficient functional testicular
tissue. Measurement of a single basal plasma testosterone concentration therefore seems
reliable to verify the neuter status in males.

GnRH administration resulted in a significant increase in plasma testosterone
concentrations in both bitches and male dogs before gonadectomy. For male dogs this has
been reported before (Knol et al. 1993; Purswell and Wilcke 1993; Junaidi et al. 2007),
but to the best of our knowledge no such data have been reported for bitches. After
gonadectomy basal and GnRH-stimulated plasma testosterone concentrations were low,
but levels were often still detectable, indicating an extra-gonadal source of the
testosterone. Most likely, the circulating testosterone in gonadectomized animals
originated from the (reticular zone of the) adrenal cortex.

The basal plasma estradiol concentrations of anestrous bitches and neutered bitches
did not differ significantly, indicating that the basal plasma estradiol concentration cannot
be used as a tool to differentiate between intact and gonadectomized bitches, as has been
described previously (Frank et al. 2003; Buijtels et al. 2006).
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In a study of Buijtels et al. (2006) all six anestrous bitches responded with a clear
increase in plasma estradiol concentration after GnRH administration whereas all six OVX
bitches had undetectable plasma estradiol concentrations after GnRH administration,
which led to the conclusion that in bitches the plasma estradiol concentration can only be
stimulated significantly when functional ovarian tissue is present. Also in bitches with
remnant ovarian tissue after (incomplete) ovariectomy, which frequently have higher basal
plasma estradiol concentrations than anestrous bitches, a significant rise in the plasma
estradiol concentration after GnRH administration could be noticed (Buijtels et al. 2010).
However, in the present study the low plasma estradiol concentration also slightly
increased after GnRH administration in several of the ovariectomized bitches, indicating
that a GnRH-induced increase in plasma estradiol concentration is not a prove for the
presence of functional ovarian tissue. Our results show however that at 120 min after
GnRH administration plasma estradiol concentrations in intact bitches did not overlap
anymore with those in ovariectomized bitches, indicating that GnRH-induced plasma
estradiol concentrations at this time point can be used to discriminate between bitches with
and without functional ovarian tissue. The detectable plasma estradiol concentrations in
the OVX bitches may be explained by conversion of androstenedione, produced in the
adrenal cortex, into estradiol. In addition, estradiol can also be produced from
aromatization in fat, hair follicles, and the liver (Nelson and Bulun.2001).

In male dogs basal plasma estradiol concentrations did not overlap when gonadally
intact and castrated animals were compared. Surprisingly, before castration GnRH
administration did not result in a significant increase of the plasma estradiol
concentrations, although in most dogs the plasma estradiol concentrations were higher post
GnRH and the P-value of 0.08 indicated a tendency to increase. A possible explanation for
the lack of a significant increase after GnRH-administration in gonadally intact male dogs
could be that estradiol is aromatized from testosterone, which may have caused a slower
increase in estradiol concentrations after GnRH-administration compared to bitches.
Furthermore, the longest interval from GnRH administration to measurement of the
plasma estradiol concentration in the male dogs in this study was 90 min, compared to 120
min in bitches, and at 90 min post GnRH the highest plasma estradiol concentration might
not yet have been reached. When a larger number of male dogs was used, a significant
increase of the plasma estradiol concentration after GnRH administration was present
(unpublished data), which further strengthens the hypothesis that GnRH administration in
gonadally intact male dogs does result in increased plasma estradiol concentrations

To diagnose endocrine disturbances often dynamic tests are used, such as the ACTH-
stimulation test to diagnose Addison’s disease and the TSH-stimulation test to diagnose
hypothyroidism (Rijnberk and Kooistra 2010). The results of the present study
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demonstrate that the GnRH-stimulation test can be used to differentiate animals with
functional gonadal tissue and animals after gonadectomy. However, it would be easier if
this differentiation could be based on measurements in a single basal blood sample. The
basal plasma LH and FSH concentrations should however be used with caution to
differentiate gonadally intact dogs from gonadectomized dogs. The solution may be in the
measurement of endogenous hormone pairs in a single blood sample, such as the cortisol
to adrenocorticotropin hormone ratio in the diagnosis of Addison’s disease (Javadi et al.
2006) and the aldosterone to renin ratio in the diagnosis of primary hyperaldosteronism
(Javadi et al. 2005). Taking into account the opposite directions in which the circulating
gonadotropin and steroid hormone concentrations move after gonadectomy, the results of
the present study demonstrate that the LH to testosterone and FSH to estradiol ratios allow
differentiation between gonadally intact dogs from gonadectomized dogs by using only a
single blood sample. Moreover, the LH to testosterone and FSH to estradiol ratios had the
highest discriminatory power in differentiating gonadally intact from gonadectomized
dogs.
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The reproductive cycle of the bitch is regulated by the hormonal activity of the
hypothalamic-pituitary-ovarian axis. The gonadotroph cells in the anterior lobe of the
pituitary gland produce and secrete follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing
hormone (LH) in a pulsatile fashion. Each pulse of FSH and LH is induced by a pulse of the
hypothalamic peptide gonadotropin-releasing hormone (GnRH). Although both FSH and LH
are produced in the same cell, differential regulation of FSH and LH has been reported in
the bitch (Kooistra et al. 1999; De Gier et al. 2006). The granulosa, theca and luteal cells in
the ovary are capable of secreting hormones, such as estradiol, testosterone and progesterone,
in response to LH and FSH. The ovarian hormones exhibit a feedback mechanism on the
hypothalamic-pituitary axis, thereby influencing the secretion of LH and FSH. The type and
amount of gonadal hormones released vary according to the stage of the estrous cycle and
anestrus (Schaefers-Okkens and Kooistra 2010).

The bitch is a nonseasonal, mono-estrous animal in which the estrous cycle can be
classified according to both behavior and ovarian function. The behavior-oriented
classification distinguishes proestrus, estrus, and metestrus (diestrus). The classification
based on ovarian function distinguishes the follicular phase, the preovulatory luteinization
and ovulation phase, the Iuteal phase and the anestrus (Schaefers-Okkens and Kooistra
2010).

In the general introduction of this thesis (Chapter 2) an overview is given of current
knowledge concerning 1) the pituitary-ovarian axis, with a focus on the effects of
ovariectomy on the function of this axis, and 2) some of the main gynecological
abnormalities with a potential to influence the pituitary-ovarian axis in the bitch.

Estrus can be prevented medically or surgically. The surgical option, ovariectomy
(OVX), has the advantages of decreasing the risk for mammary cancer and preventing the
development of disorders such as pyometra and progesterone-induced growth hormone
excess. Although side effects may occur most dog owners consider the procedure to be the
method of choice for estrus prevention. The certainty of whether or not OVX has been
performed in a bitch can be unclear if for instance, the animal has had previous owners or
has been acquired from a shelter. Furthermore, some ovarian tissue may remain after
surgery and the presence of remnant ovarian tissue can be a challenge. Proving the
presence of ovarian tissue in bitches is especially challenging during anestrus. The use of
GnRH in a provocation test of the pituitary-ovarian axis as a means to distinguish between
bitches with or without ovarian tissue has been suggested in the literature. Therefore, in
Chapter 3 the basal and GnRH-stimulated plasma concentrations of LH, estradiol,
progesterone and testosterone are compared in six anestrous and six OVX bitches. The
data presented in the study show that the mean basal plasma LH concentrations were
significantly higher in OVX bitches than in anestrous bitches and that there was no overlap
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between the two groups. The higher basal plasma LH concentrations in the OVX dogs are
in agreement with previous studies (Chaffaux et al. 1981; Olson et al. 1992; Concannon
1993; Jeffcoate 1993; Lofstedt and Vanleeuwen 2002; Reichler et al. 2004) and can be
ascribed to the loss of the negative feedback mechanism of the ovarian hormones.
However, taking into account the pulsatile nature of LH release (Concannon 1993;
Kooistra et al. 1999), overlapping of plasma LH concentrations between larger groups of
intact and OVX bitches may be expected. Moreover, this overlap was indeed shown by
Lofstedt and Vanleeuwen (2002). In addition, there was overlap in the basal plasma LH
concentrations in the OVX bitches when compared with the GnRH-induced plasma LH
concentrations in anestrous bitches. Consequently, the presence or absence of ovarian
tissue cannot be based solely upon the results of a single basal plasma LH measurement.

The basal plasma estradiol concentration was below the detection limit of the assay in
all OVX dogs and 5 of the 6 anestrous dogs. There was, however, a significant increase in
plasma estradiol concentration following GnRH administration in all anestrous bitches but
in none of the OVX bitches. This led to the conclusion that in bitches GnRH
administration causes a significant rise in the plasma estradiol concentration only if
ovarian tissue is present. In other words, the results of the study presented in Chapter 3
suggest that the plasma estradiol response to an adequate dose of GnRH (Fertagyl®;
10 pg/kg) may be a useful test to distinguish bitches with and without ovarian tissue. The
plasma progesterone concentration and the plasma testosterone concentrations before and
after GnRH stimulation played no role in distinguishing between OVX and anestrous
bitches.

Research in women revealed that plasma FSH concentrations are more reliable than
plasma LH concentrations in distinguishing inactive or removed ovaries from functional
ovaries and therefore the study described in Chapter 4 compared the basal and GnRH-
induced plasma concentrations of FSH and LH in four OVX bitches with four in anestrus.
The loss of ovarian feedback after OVX resulted in increased plasma concentrations of
FSH and LH in all OVX bitches, as has been reported earlier (Chaffaux et al. 1981; Olson
et al. 1992; Concannon 1993; Jeffcoate 1993; Lofstedt and Vanleeuwen 2002; Reichler et
al. 2004). In the OVX bitches, GnRH elicited a significant response in the plasma LH
concentration only. Since there was no significant rise in plasma FSH concentration, it can
be concluded that the pituitary response to GnRH in OVX bitches differs from that in
anestrous bitches. It may be hypothesized that this is the consequence of different
intracellular mechanisms for storage and release for FSH and LH. This view is supported
by in vitro studies with pituitary cells of other mammalian species, which have shown that
although FSH and LH are produced in the same cell type, they are stored in different
secretory granules (Moyle and Campbell 1995), newly synthesized FSH is secreted at a
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greater rate than LH (Chowdhury and Steinberger 1975), and that the magnitude of the
FSH response to secretagogues is less than that of LH (Chowdhury and Steinberger 1975;
Muyan et al. 1994).

Overlap was observed in the basal plasma LH concentrations in the OVX bitches
compared with the GnRH-induced plasma LH concentrations in anestrous bitches, again
indicating that a single plasma LH concentration is not reliable for differentiation between
OVX bitches and anestrous bitches. In contrast, the results reported in Chapter 4 indicate
that a single measurement of the plasma FSH concentration, determined by a FSH IRMA
released in 2006 may well prove reliable the neutered status. Even after GnRH
administration, the maximum plasma FSH level in the intact anestrous bitches did not
exceed the lowest plasma FSH level during the entire GnRH-stimulation test in the OVX
bitches. Other investigators have also suggested that the pituitary capacity to secrete FSH
in the absence of ovarian negative feedback is far greater than what is observed in the
intact bitch (Olson et al. 1992; Concannon 1993). Also in women, the plasma FSH level
usually increases more than does the plasma LH level when the ovaries are functionally
inactive or surgically removed (Bulun and Adashi 2003; Genuth 2004). This indicates that
differences in circulating FSH concentration between intact and OVX bitches could be
greater than within-group variability.

Taken together, the results of the studies described in Chapters 3 and 4 provide a basis
for the verification of the neutered status of the bitch, although additional studies with
larger numbers of bitches and different dog breeds are warranted, especially to investigate
the potential of a single plasma FSH concentration as a diagnostic marker of the neutered
status.

Disorders affecting the ovary can be congenital or acquired of which remnant ovarian
tissue and hormone-producing tumors are seen most common in referring institutions as are
disorders in sexual development. There is only a limited knowledge about the pituitary-
ovarian axis in bitches with these ovarian abnormalities.

Remnant ovarian tissue (ROT) is due to the incomplete surgical removal of one or
both ovaries. Bitches with ROT present with periodic or continuous signs of estrus at
highly variable intervals after OVX. As with dogs not showing estrus behavior with
unknown reproductive status, the diagnostic challenge is to differentiate asymptomatic
bitches with ROT from bitches in anestrus. The usefulness of a GnRH-stimulation test in
distinguishing anestrous bitches from bitches with ROT is described in Chapter 5. The
GnRH-stimulation test is evaluated in 18 bitches with ROT and the results are compared to
the results of the six anestrous and six OVX bitches described in Chapter 3.

Bitches in this study with ROT were all relatively large, presuming a higher risk for
ROT in dogs with a greater body weight as suggested previously by Okkens et al. (1981).
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Ultrasonography and macroscopic inspection of the ovarian stump during laparoscopy was
not reliable for predicting the presence or absence of ovarian tissue, because both resulted
in both false positive and false negative findings compared to histopathology findings.
Therefore, if there is any suspicion of ROT at one of the sites both ovarian pedicles,
including granulation tissue, need to be removed during surgery to remove ROT.

Despite significantly higher plasma estradiol concentrations in the bitches with ROT
compared to those in anestrous bitches, the basal LH concentration was higher than that in
anestrous bitches. The higher plasma LH concentration in bitches with ROT than in
bitches in anestrus may indicate a diminished sensitivity to the negative feedback of
ovarian hormones, due to changes in the hypothalamic-pituitary axis induced by partial
removal of the ovaries and disruption of the blood supply to the ovarian remnants.
Pituitary cells can adapt to functional demands for chronic hypersecretion of a specific
trophic hormone by multiplication of the corresponding hormone-producing cells. The
adenohypophyseal changes associated with insufficient secretion of a peripheral hormone
have been studied in experimental and clinical hypothyroidism. In primary
hypothyroidism, multiplication of thyrotrophs provides more cells producing thyroid-
stimulating hormone (TSH) (Vidal et al. 2000), which can result in pituitary enlargement
(Sarlis et al. 1997; Joshi and Woolf 2005; Diaz-Espineira et al. 2008). This leads to
increased pituitary secretion of TSH, a glycoprotein with many similarities to the
gonadotropins. In dogs with primary hypothyroidism, one of the pituitary changes is loss
of negative feedback response to thyroid hormones, resulting in a decrease in plasma TSH
concentration over time (Diaz-Espineira et al. 2008). Similar changes may have occurred
in some of the bitches with ROT, i.e. non-functional c.q. inactive remnant ovarian tissue
for a long period could have resulted in a dramatic decrease in ovarian hormone feedback
to the hypothalamic-pituitary axis, leading to multiplication of gonadotrophs. These may
have lost some of the characteristics of normal gonadotrophs, such as sensitivity to
negative feedback from ovarian hormones. When the ROT begins to produce increased
amounts of ovarian hormones, these might not suppress LH secretion to levels normally
observed in bitches in anestrus. As a consequence, basal plasma LH concentration was
significantly higher, despite high circulating estradiol concentrations. This hypothesis is
strengthened by the finding that basal plasma LH concentration was higher in bitches in
which estrus symptoms appeared for the first time more than 3 years after incomplete
OVX.

Plasma LH concentrations were significantly increased at both 10 and 60 min after
administration of GnRH in bitches with ROT, as they are in intact anestrous bitches (Van
Haaften et al. 1994; Okkens et al. 2001), but the increase at 10 min was significantly lower
than in healthy bitches in anestrus. This indicates that GnRH stimulation of LH secretion
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has been altered in bitches with ROT, possibly by the multiplication or alteration of
gonadotrophs, which may have lost some characteristics during the period when ROT was
not secreting excessive amounts of ovarian hormones. A similar subnormal LH response
to GnRH has been described in bitches with a granulosa cell tumor (Chapter 6). The
response to GnRH may simply be delayed, so that the maximum LH concentration occurs
later than 10 min after GnRH administration. That the decrease in plasma LH
concentration was relatively limited from 10 to 60 min after GnRH administration
supports this theory.

The basal plasma estradiol concentration was detectable in 17 of 18 bitches with ROT,
whereas it was not detectable in any of the six OVX bitches. In all bitches with ROT
plasma estradiol concentration was detectable at 120 min after stimulation with GnRH,
whereas it was not detectable in any of the six OVX bitches. Axnér et al. (2008) used the
circulating estradiol concentration after stimulation by GnRH to detect the presence of
ovarian tissue in cats. There was no overlap in estradiol values between anestrous and
ovariectomized queens and a significant stimulation by GnRH was only observed if
ovarian tissue was present. Scott et al. (1995) performed a GnRH-stimulation test in
women with ROT and found that an increase in circulating estradiol concentration
confirmed the presence of functional ovarian tissue. Our findings suggest that the plasma
estradiol response to GnRH stimulation can be used to detect bitches with ROT, although
additional studies are required to determine the specificity and the sensitivity of the
GnRH-stimulation test for this purpose.

The increase in plasma estradiol concentration at 60 and 120 min after GnRH
administration was significantly lower in bitches with ROT than in those in anestrus.
Additionally, in four bitches there was a decrease of the plasma estradiol concentration 60
min after administration of GnRH. This could be related to the cystic changes in the ROT
found in eight of the bitches and/or abnormal vascularization of ROT, but it could also be
a physiological response in the follicular phase, about which no data are available.

Taken together, the results of the study described in Chapter 5 demonstrate that in
dogs ROT is associated with noticeable changes in function of the pituitary-ovarian axis
and suggest that a GnRH-stimulation test may be used to distinguish between completely
ovariectomized bitches and those with ROT.

Granulosa cell tumors (GCTs) are the most frequently encountered hormone-
producing ovarian tumors in middle-aged and older dogs (Cotchin and Marchant 1977;
Herron 1983; Patnaik and Greenlee 1987; Klein 2001). There is general lack of
information about the effect of a GCT on the function of the pituitary-ovarian axis. In
Chapter 6 the results of a GnRH-stimulation test in seven dogs with GCT are reported.
These dogs were referred because of signs of persistent estrus and the results of the
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stimulation test are compared with the results of the six anestrous bitches and six OVX
bitches described in Chapter 3. Three of the dogs with a GCT were intact females (GCT-
intact). In the other four dogs the GCT developed in remnant ovarian tissue after
incomplete OVX (GCT-ROT). Consistent with the signs of persistent estrus, basal plasma
estradiol concentrations in both the GCT-intact bitches and the GCT-ROT bitches were
significantly higher than those in the anestrous bitches.

Despite these high plasma estradiol concentrations the plasma LH concentrations in
the bitches with GCT tended to be higher than those in the anestrous bitches. This
tendency for the entire group was mainly due to the significantly higher plasma LH
concentrations in the GCT-ROT bitches. Due to the negative feedback of estradiol on the
hypothalamic-pituitary axis a lower plasma LH concentration could be expected in the
GCT-ROT bitches as it was expected in the ROT bitches. The relatively high plasma LH
concentrations in the GCT-ROT bitches may also indicate a loss of sensitivity to the
negative feedback of estradiol due to changes in the hypothalamic-pituitary axis induced
by the partial removal of the ovaries and the disruption of the vascularization of the
remnant ovarian tissue, as discussed above.

Another explanation for the increased basal plasma LH concentration in the bitches
with a GCT could be a positive feedback of estradiol-178 on the release of LH,
comparable to the LH release in the bitch during the late-follicular phase (De Gier et al.
2006). However, the time window for estrogens to act via a positive feedback effect on LH
secretion is small. It is therefore very questionable if higher basal plasma estradiol-17f3
concentrations can explain the high LH concentrations in the GCT bitches.

In four of the seven bitches with GCT, the tumor developed in remnant ovarian tissue
(2 to 10.5 years after incomplete ovari(ohyster)ectomy). Pluhar et al. (1995) and
Sivacolundhu et al. (2001) also described three bitches with ROT which developed GCT.
The interval between neutering and referral was also long in these three bitches. Three of
our four GCT-ROT bitches did not show estrus symptoms for several years, indicating low
plasma estradiol concentration and consequently elevated plasma gonadotropin
concentration. It may be hypothesized that the elevated plasma gonadotropin concentration
played a role in tumorigenesis. In women, exposure to high gonadotropin levels, such as
after menopause or due to infertility treatments, is proposed to be a risk factor for
developing ovarian tumors (Konishi et al. 1999; Unkila-Kallio et al. 2000; Ness et al.
2002). Also, patients with polycystic ovary syndrome, which is associated with
hypersecretion of LH, have an increased risk of developing ovarian cancer (Schildkraut et
al. 1996). Moreover, circumstances that reduce circulating gonadotropin levels, such as
oral contraceptives (Bosetti et al. 2002), breast feeding, and estrogen replacement therapy
(La Vecchia 2001), reduce the risk of developing ovarian cancer. In rodents GCTs can be
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induced by exogenous gonadotropins (Tennent et al. 1990). Furthermore, development of
GCT has been reported in transgenic mice with chronic LH hypersecretion (Risma et al.
1995; Keri et al. 2000). The long exposure of (remnant) ovarian tissue to high circulating
gonadotropin levels may therefore explain why these dogs are more prone to develop an
ovarian tumor than intact dogs.

As has been reported in intact healthy bitches (Van Haaften et al. 1994; Chaffaux et
al. 1981; Meijj et al. 1996), the plasma LH concentration could be stimulated by GnRH in
bitches with a GCT. The rise in plasma LH concentration following GnRH administration
in the GCT bitches was less than that in both the anestrous bitches and the OVX bitches,
indicating less sensitivity of the pituitary gonadotropes to GnRH in the bitches with a
GCT.

In women, GCTs express functional gonadotropin receptors (Stouffer et al. 1984;
Graves et al. 1985) and the same is likely to be true in dogs, because GnRH stimulation
resulted in an increase in the plasma estradiol concentration in all bitches with a GCT. The
increment in the plasma estradiol concentration after GnRH administration in the GCT
bitches did not differ significantly from that in the anestrous bitches, whereas the LH
increment was significantly lower, which may suggest increased sensitivity of the ovarian
tumor tissue for gonadotropin stimulation. However, in the study described in Chapter 6
plasma FSH concentrations could not be determined and the possibility that changes in
FSH secretion do not parallel LH secretion cannot be excluded.

Normal mammalian sex differentiation depends on the completion of the
chromosomal sex determination, gonadal differentiation, and the development of the
phenotypic sex. An irregularity in any of these three genetically controlled steps results in
abnormal sexual development, which may lead to gonads containing both testicular and
ovarian tissue or containing tissue of the opposite chromosomal sex or to animals with
phenotypic sexual disorders. In Chapter 7 nine dogs with a disorder in sexual
development (DSD) are described and the effect of the disorder on the pituitary-gonadal
axis were studied and compared to the results in fourteen anestrous bitches and fourteen
male control dogs described in Chapter 9. The gonads of all dogs with DSD contained
testicular tissue and in three of them ovarian tissue was also found. An uterus was found in
all dogs. Based on gynecological examination, karyotyping and histopathology findings of
the gonads, seven of the nine dogs appeared to be XX sex reversals, from which three
XX true hermaphrodites and four XX males, and two dogs had XY gonadal dysgenesis.
All XX hermaphrodites were SRY negative, which is in agreement with all canine sex
reversed animals described so far (Meyers-Wallen et al. 1995a; Meyers-Wallen et al.
1995b; Hubler et al. 1999; Melniczek et al. 1999; Meyers-Wallen et al. 1999; Kuiper et al.
2005). The remaining two dogs were difficult to classify, but were thought to have
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XY gonadal dysgenesis leading to a female phenotype, bilateral testes and Mullerian
structures.

In the dogs with DSD, the plasma LH concentrations at both 10 and 60 min after
administration of GnRH were significantly higher compared to basal values, as has also
been demonstrated in anestrous bitches (van Haaften 1994; Meij et al. 1996) and intact
male dogs (Knol et al. 1993). The median basal plasma LH and estradiol concentration in
the dogs with DSD were higher than that in anestrous bitches, but comparable with
corresponding concentrations in male dogs, which suggests that the dogs with DSD, which
all had testicular tissue in their gonads, behave similar as intact males. The three DSD
dogs, which had the highest basal plasma LH concentration also had the highest basal
plasma testosterone concentration, which may be due to the high circulating LH
concentration. The variation in basal plasma concentrations of LH and gonadal steroid
hormones in the dogs with DSD was however considerable, which makes comparisons
with the basal values of anestrous bitches and male control dogs, in which the variation
was not as wide, difficult.

The basal plasma estradiol concentration cannot be used to determine if ovarian tissue
is present in the gonads of dogs with DSD. Also in humans, basal plasma estradiol
concentrations are not a reliable predictor for the presence of ovarian tissue in the gonads
(Achermann and Hughes 2008).

The basal plasma testosterone concentration of all dogs with DSD was higher than the
upper limit of the range of the anestrous bitches. Moreover, as shown in Chapter 9 in the
anestrous bitches GnRH-stimulated plasma testosterone concentrations never exceed 0.15
nmol/l, whereas in the dogs with DSD the lowest plasma testosterone concentration after
GnRH administration was 2.2 nmol/l. These findings suggest that the GnRH-stimulation
test with measurement of plasma testosterone concentrations can be used to detect the
presence of testicular tissue in dogs with DSD.

In Chapter 8 a case report is presented that describes the first SRY-negative XX male
Podenco dog, with an almost completely female phenotype despite high basal and
stimulated plasma testosterone concentrations. The testosterone concentrations were
comparable to those in normal males and therefore a deficiency in testosterone during fetal
development cannot have caused the female phenotype of this dog. The Podenco lacked a
prostate as well as masculinization of the external genitalia, which are
dihydrotestosterone-dependent. Testosterone is converted to dihydrotestosterone by
Sa-reductase, present in the cells of the urogenital sinus, genital tubercle, and genital
swellings. Since the Podenco lacked all dihydrotestosterone-driven masculinization of the
urogenital tract, deficient Sa-reductase activity during the critical embryonic period could
explain this phenotype. The Podenco also had an uterus. Sertoli cells within the testes,
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present in the Podenco, normally produce Mullerian-inhibiting substance (MIS), which
causes regression of the Mullerian ducts. Reduced or delayed MIS secretion or decreased
effect of MIS at the receptor level may explain the presence of a uterus and cranial vagina
despite the presence of bilateral testes.

The results of the studies presented in this thesis demonstrate the need for proper
reference values. Until recently, studies describing the use of the GnRH-stimulation test in
dogs with functional gonadal tissue and gonadectomized animals were non-paired and
performed with low numbers of mainly beagle dogs. Therefore, the study described in
Chapter 9 reports the results of a GnRH-stimulation test in male and female dogs of
several breeds, both before and after gonadectomy, and in a higher numbers of animals
than in previous studies to establish reference values and to get more insight in the
pituitary-gonadal axis in gonadally intact and neutered dogs. The results of this study
demonstrate, as already described in Chapters 3 and 4 and previously (Chaffaux et al.
1981; Olson et al. 1992; Concannon 1993; Jeffcoate 1993; Lofstedt and VanLeeuwen
2002; Reichler et al. 2004), that the basal plasma concentrations of both FSH and LH were
significantly higher in gonadectomized bitches and male dogs. The basal plasma FSH
concentration seems however more appropriate to verify the neuter status in dogs, because
there was no overlap in basal plasma FSH concentrations before and after gonadectomy.
This finding corresponds with the results in women, in whom the basal plasma FSH
concentration is more informative about the ovarian reserve than the plasma LH
concentration (Toner 1993; Scott and Hofmann 1995; Bulun and Adashi 2003, Genuth
2004). Because both the elevated basal plasma LH and FSH concentrations after OVX
slowly decrease with a nadir at 10 weeks after OVX, after which the basal plasma
gonadotropin concentrations rise again (Reichler et al. 2004), the use of the basal plasma
FSH concentration as a diagnostic tool for the neuter status may be more reliable if the
interval between gonadectomy and blood sampling is longer than 6 months.

In agreement with previous findings (Chakraborty and Fletcher 1977; Reimers et al.
1978; Jeffcoate 1993; Knol et al. 1993, Purswell and Wilcke 1993; van Haaften et al.
1994), administration of GnRH resulted in a clear increase of the plasma LH concentration
in both bitches and male dogs, both before and after gonadectomy. GnRH administration
also resulted in an increase of the plasma FSH concentration in both bitches and male dogs
before gonadectomy, but the increment was less than that of the plasma LH concentration.
As described in Chapter 4, administration of GnRH did not result in a significant rise of
the plasma FSH concentration in bitches after OVX, whereas in male dogs after castration
the increase only just reached a significant level. The relative lower response of FSH than
LH to stimulation may be ascribed to differential regulation of pituitary gonadotropin
secretion as discussed before. The slower decline in the stimulated plasma FSH
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concentrations compared to the plasma LH concentrations could be ascribed to the longer
half-life of FSH than LH, which is probably due to differences in the pattern of
glycosylation of FSH compared to LH (Schwartz 1995) and consequently the clearance
from the circulation of LH is faster than that of FSH (Flack et al. 1994).

In the study reported in Chapter 3 all six anestrous bitches responded with a clear
increase in plasma estradiol concentration after GnRH administration whereas all six OVX
bitches had undetectable plasma estradiol concentrations after GnRH administration,
which led to the conclusion that in bitches the plasma estradiol concentration can only be
stimulated significantly when functional ovarian tissue is present. Also in bitches with
ROT after incomplete OVX, which frequently have higher basal plasma estradiol
concentrations than anestrous bitches, a significant rise in the plasma estradiol
concentration after GnRH administration could be noticed (Chapter 5). However, in the
study reported in Chapter 9 the low plasma estradiol concentration also slightly increased
after GnRH administration in several of the OVX bitches, indicating that a GnRH-induced
increase in plasma estradiol concentration is not a prove for the presence of functional
ovarian tissue. The results show however that at 120 min after GnRH administration
plasma estradiol concentrations in intact anestrous bitches no longer overlapped with those
in OVX bitches, indicating that GnRH-induced plasma estradiol concentrations at this time
point can be used to discriminate between bitches with and without functional ovarian
tissue. The detectable plasma estradiol concentrations in the OVX bitches may be
explained by conversion of androstenedione, produced in the adrenal cortex, into estradiol.
In addition, estradiol can also be produced from aromatization in fat, hair follicles, and the
liver (Nelson and Bulun 2001).

Different from the findings reported in Chapter 3, the basal plasma testosterone
concentrations were significantly higher before compared to after gonadectomy in both
bitches and male dogs, indicating that the gonads are the main source of circulating
testosterone. In male dogs, measurement of a single basal plasma testosterone
concentration seems reliable to verify the neuter status. Administration of GnRH resulted
in a significant increase in plasma testosterone concentrations in both bitches and male
dogs before gonadectomy. This has been previously reported in males (Knol et al. 1993;
Purswell and Wilcke 1993; Junaidi et al. 2007), but no such data have been reported for
bitches.

The results of the study presented in Chapter 9 demonstrate that the GnRH-stimulation
test can be used to differentiate animals with functional gonadal tissue and animals after
gonadectomy. It would however be easier if this differentiation could be based on
measurements in a single basal blood sample. Taking into account the opposite directions
in which the circulating gonadotropin and steroid hormone concentrations move after
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gonadectomy, the results of the study reported in Chapter 9 demonstrate that the LH to
testosterone and FSH to estradiol ratios allow differentiation between gonadally intact
dogs and gonadectomized dogs by using only a single blood sample. Moreover, the LH to

testosterone and FSH to estradiol ratios had the highest discriminatory power in
differentiating gonadally intact from gonadectomized dogs.

The following conclusions can be drawn:

160

The basal plasma LH and FSH concentrations are significantly higher in
ovariectomized bitches than in anestrous bitches

The basal plasma FSH concentration seems most appropriate to verify the neuter
status in dogs, because there was no overlap in basal plasma FSH concentrations
before and after gonadectomy

The plasma LH and FSH concentrations increase after GnRH administration in
anestrous Dbitches, while in ovariectomized bitches only the plasma LH
concentration increases significantly

The basal plasma estradiol concentrations overlap between anestrous and
ovariectomized bitches

The plasma estradiol concentration at 120 min after GnRH administration can be
used to discriminate between bitches with and without functional ovarian tissue
Bitches with remnant ovarian tissue have significantly higher basal plasma LH
concentrations than do bitches in anestrus, despite higher estradiol concentrations
The basal plasma LH concentration in bitches with remnant ovarian tissue is
significantly higher in those in which the interval between ovariectomy and the
appearance of estrus is more than 3 years

The LH response to GnRH stimulation is lower in bitches with remnant ovarian
tissue than in ovariectomized bitches or those in anestrus

In bitches with remnant ovarian tissue, basal and/or GnRH-stimulated plasma
estradiol concentrations are above the detection limit of the estradiol assay

In bitches with a granulosa cell tumor (GCT), the pituitary-ovarian axis is
affected, characterized by relatively high plasma LH concentrations and a
subnormal LH response to GnRH stimulation compared to anestrous and
ovariectomized bitches, despite higher estradiol concentrations

The relatively high proportion of dogs with remnant ovarian tissue among the
GCT bitches may point to a pathogenetic role for elevated gonadotropin secretion
in the pathogenesis of GCT
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The secretion of LH and estradiol in the dogs with a disorder in sexual
development (DSD) described in this thesis, which all had testicular tissue in their
gonads, was similar to that in male control dogs

The GnRH-stimulation test with measurement of plasma testosterone
concentrations is very useful to identify the presence of testicular tissue in the
gonads of dogs with DSD

The GnRH-stimulation test with measurement of plasma estradiol concentrations
cannot be used to identify the presence of ovarian tissue in the gonads of dogs
with DSD

The basal plasma testosterone concentrations are significantly higher before
compared to after gonadectomy in bitches

Administration of GnRH results in a significant increase in plasma testosterone
concentrations in bitches before gonadectomy

The FSH to estradiol and LH to testosterone ratios allow differentiation between
gonadally intact dogs from gonadectomized dogs by using only a single blood
sample
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Chapter 11

De voortplantingscyclus van ieder vrouwelijk individu, mens of dier, wordt gereguleerd
door het hypothalamus-hypofyse-ovarium systeem. Het decapeptide “gonadotrophin-
releasing hormone” (GnRH) speelt een centrale rol in de regulatie van de
voortplantingscyclus. GnRH wordt gemaakt in de hypothalamus en daar pulsatiel
afgegeven aan het poortadersysteem van de hypofyse. GnRH beinvloedt de productie en
afgifte van twee hormonen die geproduceerd worden in de gonadotrofe cellen van de
hypofysevoorkwab. Deze cellen produceren luteiniserend hormoon (LH) en follikel-
stimulerend hormoon (FSH) die ook pulsatiel, namelijk in reactie op een GnRH puls, aan
de systemische circulatie worden afgegeven. Ondanks de gemeenschappelijke regulatie via
GnRH, zijn er ook wel degelijk verschillen in de aansturing van deze twee hypofysaire
hormonen (Kooistra et al. 1999; De Gier et al. 2006). FSH en LH beinvloeden beide de
afgifte van oestradiol, progesteron en testosteron, die in de granulosa, luteale en theca
cellen van het ovarium worden gemaakt. Deze hormonen kunnen op hun beurt weer
invloed hebben op de hypofysaire afgifte van LH en FSH. Of de beinvloeding remmend of
stimulerend is, is onder andere athankelijk van het cyclusstadium (Schaefers-Okkens en
Kooistra 2010).

De voortplantingscyclus van de teef is niet seizoensgebonden, dit in tegenstelling tot de
situatie bij vele andere diersoorten. De indeling van de voortplantingscyclus kan zowel
berusten op gedragskenmerken van de teef als op functionele kenmerken van de ovaria. De
indeling op basis van gedragskenmerken onderscheidt pro-oestrus, oestrus, metoestrus en
anoestrus. Bij de indeling op basis van functionele kenmerken van de ovaria wordt gesproken
van de folliculaire fase, pre-ovulatoire luteinisatie en ovulatie fase, luteale fase en de
anoestrus (Schaefers-Okkens en Kooistra 2010).

In de algemene inleiding van dit proefschrift (Hoofdstuk 2) wordt een overzicht
gegeven van de huidige kennis omtrent de hypofyse-ovarium as, waarbij de nadruk ligt op
het effect van ovariéctomie op deze as. Daarnaast worden enkele belangrijke
gynaecologische aandoeningen besproken die deze as mogelijk kunnen beinvloeden bij de
teef.

Voor vele hondeneigenaren is het optreden van een loopsheid bij de teef niet
wenselijk. De loopsheid kan zowel medicamenteus als via een ovariéctomie (OVX)
worden voorkomen. Een OVX, het chirurgische verwijderen van de ovaria, wordt frequent
in Nederland toegepast als methode om de loopsheid te voorkomen. De voordelen van een
OVX zijn onder andere 1) een verlaagd risico op melkkliertumoren, 2) het voorkémen van
een baarmoederontsteking, en 3) het niet meer kunnen optreden van een progesteron-
geinduceerde overmaat aan groeihormoon. De nadelen verbonden aan OVX zijn onder
andere 1) het anesthesie- en operatierisico, 2) een verhoogde kans op het ontstaan van
urine-incontinentie, en 3) vachtveranderingen. De vraag of een teef wel of niet
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geovari€ctomeerd is, is niet altijd eenvoudig te beantwoorden, bijvoorbeeld als de
voorgeschiedenis van de hond onduidelijk is en deze teef meerdere eigenaren heeft gehad
of uit een asiel komt. Ook kan een hond, waarvan de eigenaar weet dat er een OVX heeft
plaatsgevonden, symptomen gaan vertonen die passen bij een loopsheid, wat leidt tot de
vraag of er mogelijk sprake kan zijn van rest ovarieel weefsel. Het antwoord op deze vraag
is met name lastig te geven tijdens de anoestrus. Volgens de literatuur zou een GnRH-
stimulatietest mogelijk onderscheid kunnen maken tussen anoestrsiche en OVX honden.
Om deze reden is in Hoofdstuk 3 gekeken naar de basale en GnRH-gestimuleerde
plasmaconcentraties van LH, oestradiol, progesteron en testosteron bij 6 anoestrische en 6
OVX honden. Hieruit kwam naar voren dat de gemiddelde plasma-LH-concentratie bij
OVX honden significant hoger was dan die bij anoestrische honden en dat er geen sprake
was van overlap tussen beide groepen. Deze bevinding komt overeen met de bevindingen
van eerdere onderzoeken (Chaffaux et al. 1981; Olson et al. 1992; Concannon 1993;
Jeffcoate 1993; Lofstedt en Vanleeuwen 2002; Reichler et al. 2004) en wordt veroorzaakt
door het wegvallen van de negatieve terugkoppeling van ovariéle hormonen op de
hypothalamus en de hypofyse. Alhoewel er in het onderzoek geen sprake was van overlap
is deze, vanwege de pulsatiele afgifte van LH, wel te verwachten (Concannon 1993;
Kooistra et al. 1999) en mogelijk komt deze overlap wel naar voren als er grotere groepen
anoestrsiche en OVX honden worden gebruikt zoals is beschreven in een artikel van
Lofstedt en Vanleeuwen (2002). Dit vermoeden wordt gesterkt door de waarneming dat er
wel degelijk overlap was tussen de gemiddelde basale plasma-LH-concentraties bij de
OVX honden en de GnRH-gestimuleerde plasma-LH-concentraties bij de intacte honden.
Dit rechtvaardigt de conclusie dat het onwaarschijnlijk is dat de aan- of afwezigheid van
ovarieel weefsel bij een teef bevestigd kan worden door het bepalen van een enkele basale
plasma-LH-concentratie.

De basale plasma-oestradiol-concentratie lag onder de detectielimiet van de
oestradiolassay bij alle OVX honden en bij 5 van de 6 anoestrische honden. Na toediening
van GnRH werd alleen een significante toename gezien van de plasma-oestradiol-
concentratie bij de anoestrische honden, terwijl bij alle OVX honden de
oestradiolconcentratic onder de detectielimiet bleef. Op basis van deze bevindingen is
geconcludeerd dat er alleen sprake is van een significante toename van de plasma-
oestradiol-concentratie na toediening van GnRH als er ovariecel weefsel bij een teef
aanwezig is. Dit geeft aan dat de GnRH-stimulatietest een bruikbare methode is om
onderscheid te maken tussen OVX honden en anoestrische honden. De
plasmaconcentraties van progesteron en testosteron, zowel voor als na stimulatie met
GnRH, bleken niet bruikbaar om onderscheid tussen beide groepen te maken.
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Onderzoek bij vrouwen bracht aan het licht dat de basale plasma-FSH-concentratie
een uitstekende parameter is om onderscheid te maken tussen vrouwen voor en na de
menopauze. Na de menopauze zijn de ovaria niet meer hormonaal actief; een situatie die
in grote lijnen vergelijkbaar is met die na OVX bij de teef. Om deze reden zijn in
Hoofdstuk 4 de basale en GnRH-gestimuleerde plasmaconcentraties van FSH en LH
vergeleken tussen vier anoestrische honden en vier OVX honden. De basale
plasmaconcentraties van zowel LH als FSH bij de OVX honden waren significant hoger
dan de waarden bij anoestrische honden en deze bevindingen komen overeen met die in
eerder beschreven onderzoek (Chaffaux et al. 1981; Olson et al. 1992; Concannon 1993;
Jeffcoate 1993; Lofstedt en Vanleeuwen 2002; Reichler et al. 2004). Bij anoestrische
honden was er zowel een significante stijging van de plasma-LH- als de plasma-FSH-
concentratie te zien na toediening van GnRH, terwijl bij OVX honden alleen de plasma-
LH-concentratie significant steeg. De reden voor het verschil in reactic van LH en FSH
kan gelegen zijn in een ander intracellulair mechanisme voor opslag en afgifte van deze
twee hormonen. Deze redenering wordt ondersteund door in vitro onderzoek met
hypofysaire cellen bij andere zoogdieren, waaruit naar voren kwam dat FSH en LH in
verschillende secretieblaasjes worden opgeslagen in dezelfde (gonadotrofe) cel (Moyle en
Campbell 1995). Daarnaast bleek dat nieuwgevormd FSH sneller wordt uitgescheiden dan
nieuwgevormd LH (Chowdhury en Steinberger 1975) en dat de stimuleerbaarheid van de
FSH-secretie minder is dan die van de LH-secretie (Chowdhury en Steinberger 1975;
Muyan et al. 1994).

Alhoewel in hoofdstuk 3 geen overlap werd waargenomen in de basale plasma-LH-
concentratie tussen OVX honden en anoestrische honden, bleek deze overlap wel
aanwezig te zijn bij de honden beschreven in hoofdstuk 4. Dit geeft eens te meer aan dat
het bepalen van een eenmalige basale plasma-LH-concentratie geen sluitend bewijs
oplevert voor de aan- of afwezigheid van ovarieel weefsel. De basale plasma-FSH-
concentratie, die gemeten werd met een FSH IRMA die in 2006 op de markt werd
gebracht, bleek echter wel een goede parameter te zijn om aan te kunnen geven of de
ovaria wel of niet verwijderd waren, aangezien er geen overlap was tussen de basale
plasma-FSH-concentratie van OVX honden en de GnRH-gestimuleerde waarden van FSH
bij anoestrische teven. Deze bevinding geeft aan dat de capaciteit van de hypofyse na
OVX, dus na het wegvallen van de negatieve terugkoppeling van ovari€le hormonen, om
FSH af te geven aan de circulatie groter is dan bij intacte honden, iets dat reeds door
meerdere onderzoekers is gesuggereerd (Olson et al. 1992; Concannon 1993). Ook bij
vrouwen stijgt de plasma-FSH-concentratie sterker dan de plasma-LH-concentratie als de
ovaria worden verwijderd of als deze na de menopauze niet meer hormonaal actief zijn
(Bulun en Adashi 2003; Genuth 2004).
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Met de onderzoeken, beschreven in de hoofdstukken 3 en 4, is een goede basis gelegd
voor het diagnosticeren van de aan- of afwezigheid van ovaria. Aanvullend onderzoek is
echter wel nodig met grotere groepen honden van verschillende rassen, met name als het
er om gaat of de basale plasma-FSH-concentratie bij een eenmalige bepaling het
definitieve bewijs levert of er (functionele) ovaria aanwezig zijn bij een teef.

Ovariéle aandoeningen kunnen zowel congenitaal als verkregen zijn, en daarvan zijn
rest ovarieel weefsel en granulosaceltumoren frequent voorkomende aandoeningen die in
verwijsklinieken worden gezien, evenals afwijkingen in de seksuele ontwikkeling. De
kennis omtrent het hypofyse-gonade systeem bij deze drie aandoeningen is echter zeer
beperkt en mede om deze reden zijn deze aandoeningen in relatie tot de hypofyse-gonade
as nader bekeken in dit proefschrift.

Van rest ovarieel weefsel (ROW) wordt gesproken als blijkt dat een of beide ovaria
onvolledig zijn verwijderd na een OVX. De symptomen van rest ovarieel weefsel,
namelijk het weer optreden van verschijnselen van een loopsheid of schijnzwangerschap
bij een teef die geovariéctomeerd is, kunnen periodiek aanwezig zijn of continu spelen.
Daarnaast is het tijdsinterval tussen de OVX en het moment waarop voor de eerste keer
weer loopsheidverschijnselen worden waargenomen zeer uiteenlopend. De diagnostische
uitdaging is om honden met ROW te onderscheiden van OVX honden en, zoals eerder
vermeld, is deze uitdaging verreweg het grootst tijdens de anoestrus, aangezien tijdens de
folliculaire fase de oestradiol-invloeden en tijdens de luteale fase de plasma-progesteron-
concentratie het bewijs leveren dat er nog ROW aanwezig is. Tijdens de anoestrus kan
d.m.v. de bepaling van basale plasmaconcentraties van oestradiol en progesteron geen
onderscheid worden gemaakt tussen anoestrische en OVX honden, dus ook ROW kan zo
niet worden gediagnosticeerd. Om deze reden is in Hoofdstuk 5 nagegaan of de GnRH-
stimulatietest gebruikt kan worden om onderscheid te maken tussen honden met ROW en
teven tijdens de anoestrus. Achttien honden met ROW zijn vergeleken met 6 honden in
anoestrus en 6 OVX honden.

Alle 18 honden met ROW bleken relatief zwaar te zijn wat mogelijk een verhoogd
risico impliceert, iets dat reeds eerder is gesuggereerd door Okkens et al. (1981).
Daarnaast bleek dat zowel echografisch onderzoek als macroscopische inspectie van de
ovaria door de chirurg zowel vals-positieve als vals-negatieve resultaten opleverden in
vergelijking met histopathologisch onderzoek. Mede om deze reden wordt aangeraden om
bij honden die worden geopereerd vanwege ROW altijd beide ovari€le stompen in te
korten als er enige verdenking is op ROW.

Honden met ROW hadden hogere plasma-oestradiol-concentraties in vergelijking met
anoestrische honden, wat echter niet leidde tot een lagere plasma-LH-concentratie, wat
wel verwacht mocht worden op basis van de negatieve terugkoppeling van oestradiol op

169



Chapter 11

de afgifte van LH. De gevoeligheid voor negatieve terugkoppeling lijkt dus verminderd te
zijn bij honden met ROW, mogelijk veroorzaakt door veranderingen in de hypothalamus-
hypofyse as geinduceerd door de gedeeltelijke verwijdering van de ovaria en/of de
veranderde bloedvoorziening naar het resterende ovariéle weefsel, wat soms tot een
langdurige inactiviteit leidt. Hypofysaire cellen kunnen zich aanpassen aan situaties
waarbij de vraag naar een specifiek hypofysair hormoon toeneemt door vermenigvuldiging
van deze specifieke cellijn. De veranderingen die in de hypofyse optreden door een tekort
aan een specifiek perifeer hormoon zijn het best bekend bij experimentele en klinische
hypothyreoidie. Bij primaire hypothyreoidie, waarbij er een tekort ontstaat aan T4 en Ts,
zal de plasmaconcentratie van het schildklier-stimulerend hormoon TSH, dat geproduceerd
wordt in de thyrotrofe cellen van de hypofyse, toenemen door het wegvallen van de
negatieve terugkoppeling van de schildklierhormonen. Door vermenigvuldiging van deze
thyrotrofe cellen zullen meer cellen TSH gaan maken (Vidal et al. 2000) wat kan leiden tot
een vergroting van de hypofyse (Sarlis et al. 1997; Joshi en Woolf 2005; Diaz-Espineira et
al. 2008) en zal leiden tot een verhoogde plasma-TSH-concentratie. Bij honden met
primaire  hypothyreoidie is beschreven dat de negatieve terugkoppeling op
schildklierhormonen met de tijd vermindert, hetgeen op een gegeven moment resulteert in
een daling van de verhoogde plasma-TSH-concentratie (Diaz-Espineira et al. 2008). Een
vergelijkbare verandering in de hypofyse kan ook hebben plaatsgevonden bij honden met
ROW, namelijk een niet functioneel of gedurende een lange periode inactief restant
ovarieel weefsel, kan hebben geleid tot een dramatische vermindering van de negatieve
terugkoppeling van ovariéle hormonen en dientengevolge tot een vermenigvuldiging van
de gonadotrofe cellen in de hypofyse. Door deze proliferatie kunnen de karakteristicke
kenmerken van normale gonadotrofe cellen (deels) verloren zijn gegaan, zoals de
gevoeligheid voor negatieve terugkoppeling van ovari€le hormonen. Op het moment dat
het ROW toch weer significante hoeveelheden hormonen gaat produceren kan het zijn dat
de plasma-LH-concentratie niet meer daalt tot waarden die gebruikelijk zijn bij intacte
honden. Dit heeft tot gevolg dat de basale plasma-LH-concentratie significant hoger is bij
honden met ROW, ook al is de plasma-oestradiol-concentratie bij deze honden veel hoger
dan bij anoestrische honden. Deze veronderstelling werd kracht bijgezet door de bevinding
van significant hogere plasma-LH-concentraties bij honden met ROW die een interval van
meer dan drie jaar hadden tussen de OVX en de eerste keer dat verschijnselen van
loopsheid werden waargenomen door de eigenaar.

Net als bij de anoestrische honden (Van Haaften et al. 1994; Okkens et al. 2001) was
ook bij de honden met ROW een stijging te zien van de plasma-LH-concentratie, zowel 10
als 60 minuten na toediening van GnRH, alhoewel de stijging significant lager was in
vergelijking met die bij de anoestrische honden. Dit wijst erop dat de LH afgifte na
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toediening van GnRH anders is bij honden met ROW, wat mogelijk veroorzaakt wordt
door de hierboven beschreven proliferatie en veranderingen van de gonadotrofe cellen. Het
is mogelijk dat een aantal karakteristicke eigenschappen van deze cellen verloren zijn
gegaan op het moment dat het resterende ovari€le weefsel minimale hoeveelheden of geen
hormonen meer produceerde. Een soortgelijke reactic na GnRH-toediening werd ook
waargenomen bij teven met een granulosaceltumor (hoofdstuk 6). Een mogelijke
verklaring is ook dat de maximale stimulatie van LH na GnRH-toediening bij deze honden
later optreedt dan 10 minuten na GnRH toediening. De bevinding dat de daling in de
plasma-LH-concentratie van 10 naar 60 minuten relatief beperkt was bij de honden met
ROW maakt deze verklaring plausibeler.

De basale plasma-oestradiol-concentratie lag boven de onderste detectielimiet van de
assay bij 17 van de 18 honden met ROW, terwijl bij alle OVX honden de plasma-
oestradiol-concentratie onder het detectiebereik lag. Bij alle honden met ROW was de
plasma-oestradiol-concentratie 120 minuten na toediening van GnRH detecteerbaar met de
oestradiolassay, terwijl er nooit een detecteerbare plasma-oestradiol-concentratiec werd
gemeten na toediening van GnRH bij de OVX honden. Een soortgelijk onderzoek is
uitgevoerd bij katten door Axnér et al. (2008), en in dat onderzoek werd geen overlap
waargenomen in de basale plasma-oestradiol-concentratiec tussen anoestrische en
geovariectomeerde katten, en alleen bij de katten met ovarieel weefsel leidde GnRH-
toediening tot een significante stijging van de plasma-oestradiol-concentratie. Een zelfde
type waarneming werd gedaan door Scott et al. (1995), die vaststelden dat een stijgende
oestradiol-concentratie na GnRH-toediening bij vrouwen impliceerde dat er functioneel
ovarieel weefsel aanwezig was. De stijging in de plasma-oestradiol-concentratie van 60
naar 120 minuten na toediening van GnRH was significant lager bij honden met ROW in
vergelijking met anoestrische honden. Vier honden met ROW lieten zelfs een daling in
plaats van een stijging zien. Mogelijke verklaringen hiervoor zijn de aanwezigheid van
cysteuze veranderingen in de ovaria of een abnormale vascularisatie van het resterende
ovariéle weefsel. Het zou echter ook een fysiologische reactie kunnen zijn in de
folliculaire fase, maar daar is bij de hond geen aanvullende informatie over beschikbaar.

De resultaten van het onderzoek beschreven in hoofdstuk 5 leidden tot de conclusie
dat de GnRH-stimulatietest gebruikt kan worden om honden met ROW op te sporen,
alhoewel aanvullend onderzoek nodig is om de sensitiviteit en specificiteit van de test voor
dit doeleinde in kaart te brengen en dat ROW gepaard gaat met waarneembare
veranderingen in de hypofyse-ovarium as.

Granulosaceltumoren (GCT) zijn de frequentst voorkomende hormoonproducerende
tumoren van het ovarium bij de hond en ze komen voor bij honden van middelbare tot
oudere leeftijd (Cotchin en Marchant 1977; Herron 1983; Patnaik en Greenlee 1987; Klein
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2001). Wat het effect is van zo’n hormoonproducerende tumor op de functie van de
hypofyse-ovarium as is onbekend en om deze reden is in Hoofdstuk 6 gekeken naar de
resultaten van de GnRH-stimulatietest bij zeven honden met een GCT en deze resultaten
zijn vergeleken met die van 6 anoestrische en 6 OVX honden. Drie van de zeven teven
met een GCT waren intact (GCT-intact), terwijl bij de andere vier deze tumor in ROW
ontwikkelde (GCT-ROW). Aangezien de honden met een GCT werden aangeboden met
tekenen van een persisterende oestrus, was het niet verrassend dat de basale plasma-
oestradiol-concentratie bij beide groepen (GCT-intact en GCT-ROW) significant hoger
was in vergelijking met die in anoestrische honden.

De basale plasma-LH-concentraties van de GCT honden tendeerden daarentegen
hoger te zijn dan de waarden gemeten bij anoestrische honden, ook al hadden de GCT
honden een hoge plasma-oestradiol-concentratie. Deze tendens werd vooral veroorzaakt
door de GCT-ROW honden die een significant hogere plasma-LH-concentratic hadden.
Deze plasma-LH-concentratie, die dus hoger was ondanks een hoge plasma-oestradiol-
concentratie, kan veroorzaakt worden door een verminderde gevoeligheid voor negatieve
terugkoppeling van oestradiol ter hoogte van de hypothalamus-hypofyse as door de
gedeeltelijk verwijdering van de ovaria en/of de veranderde vascularisatie van het
resterend ovariéle weefsel, zoals beschreven in hoofdstuk 5.

Een mogelijke andere verklaring voor de verhoogde plasma-LH-concentraties bij
honden met een GCT is dat oestradiol op bepaalde momenten tijdens de cyclus een
positieve terugkoppeling heeft op de secretie van LH, zoals bij honden tijdens de late
folliculaire fase (De Gier et al. 2006). Het optreden van de positieve terugkoppeling is
echter beperkt tot een korte periode en het is daarom minder aannemelijk dat dit de
verhoogde plasma-LH-concentraties verklaart.

Vier honden met een GCT ontwikkelden deze in ROW, variérend tussen de 2 en 10,5
jaar na de incompleet uitgevoerde OVX. Dit is niet de eerste keer dat dit beschreven is,
aangezien Pluhar et al. (1995) en Sivacolundhu et al. (2001) hetzelfde al beschreven
hebben bij drie teven. Ook deze drie honden vertoonden een lang interval tussen de
incomplete OVX en het optreden van verschijnselen van loopsheid. Dit betekent dat de
plasma-oestradiol-concentratiec aanvankelijk laag waren, hetgeen aanleiding gaf tot
verhoogde plasmaconcentraties van LH en FSH. Deze verhoogde concentraties zouden
mogelijk een rol kunnen spelen in het ontstaan van de tumor. Bij vrouwen is namelijk
bekend dat blootstelling aan hoge concentraties LH en FSH, zoals na de menopauze of na
een vruchtbaarheidsbehandeling, mogelijk een verhoogd risico geeft op het ontwikkelen
van ovariumtumoren (Konishi et al. 1999; Unkila-Kallio et al. 2000; Ness et al. 2002).
Daarnaast blijkt dat vrouwen met polycysteuze ovaria, hetgeen gepaard gaat met een
hypersecretie van LH, een verhoogde kans hebben op het krijgen van ovariumkanker
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(Schildkraut et al. 1996). Omstandigheden waarbij sprake is van verlaagde
plasmaconcentraties van LH en FSH, zoals bij orale anticonceptie (Bosetti et al. 2002),
borstvoeding en oestrogeentherapie (La Vecchia 2001), geven een verminderd risico op
het ontwikkelen van ovariumkanker. Bij knaagdieren kunnen GCTs worden geinduceerd
door toediening van exogene gonadotrofe hormonen (Tennent et al. 1990) en ook bij
transgene muizen met chronische LH hypersecretie is de ontwikkeling van GCTs
beschreven (Risma et al. 1995; Keri et al. 2000). Het is daarom mogelijk dat de langdurige
blootstelling van het ROW aan hoge concentraties gonadotrofe hormonen heeft geleid tot
een verhoogde gevoeligheid voor het ontwikkelen van GCTs bij honden met ROW in
vergelijking met intacte teven.

Net als bij intacte teven (Van Haaften et al. 1994; Chaffaux et al. 1981; Meij et al.
1996) leidde GnRH-toediening ook bij de honden met GCT tot een verhoogde plasma-LH-
concentratie. De toename was echter minder in vergelijking met anoestrische en OVX
honden, hetgeen duidt op een verminderde gevoeligheid van de gonadotrofe cellen voor
GnRH.

Bij vrouwen is beschreven dat GCTs functionele receptoren voor gonadotrofe
hormonen tot expressie brengen (Stouffer et al. 1984; Graves et al. 1985). Waarschijnlijk
is dit ook het geval bij honden aangezien GnRH-toediening leidde tot een stijging van de
plasma-oestradiol-concentratie. De stijging van de plasma-oestradiol-concentratic kwam
overeen met de stijging waargenomen bij anoestrische teven, terwijl de toename in de
plasma-LH-concentratie na GnRH-toediening significant lager was bij honden met een
GCT, hetgeen een verhoogde gevoeligheid van het tumorweefsel voor gonadotrofe
hormonen lijkt te betekenen. De plasma-FSH-concentratie is in deze studie niet bepaald en
het kan niet uitgesloten worden dat de verandering in de plasma-FSH-concentratie niet
gelijk loopt met de plasma-LH-concentratie.

Geslachtsdifferentiatie verloopt in grote lijnen in drie opeenvolgende stappen,
namelijk de vaststelling van het chromosomale geslacht, de differentiatie van de gonaden,
en de ontwikkeling van fenotypische geslachtskenmerken. Als er een fout optreedt in een
van de drie stappen zal dat leiden tot een abnormale geslachtsontwikkeling, met als
mogelijke gevolgen dat de gonaden zowel testiculair als ovarieel weefsel bevatten,
gonadaal weefsel bezitten dat tegenovergesteld is aan dat van het chromosomale geslacht,
of dieren met afwijkende fenotypische geslachtskenmerken. In Hoofdstuk 7 worden
negen honden beschreven met een stoornis in de geslachtsontwikkeling (SGO) en het
effect dat deze stoornis heeft op de hypofyse-gonade as werd bestudeerd en vergeleken
met de resultaten van veertien anoestrische teven en veertien intacte reuen die als
controledieren dienden en beschreven zijn in hoofdstuk 9. De gonaden van de honden met
SGO bevatten alle testiculair weefsel, terwijl in drie daarvan ook ovarieel weefsel werd
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gevonden. Op basis van gynaecologisch onderzoek, cytogenetische analyse en
histopathologisch onderzoek, bleken zeven honden “sex reversals” te zijn, waarvan drie
“XX ware hermafrodieten” en vier “XX reuen” waren. Alle “XX sex reversals” bleken
SRY negatief te zijn, wat overeenkomt met alle “sex reversals” die tot dusver bij de hond
beschreven zijn (Meyers-Wallen et al. 1995a; Meyers-Wallen et al. 1995b; Hubler et al.
1999; Melniczek et al. 1999; Meyers-Wallen et al. 1999; Kuiper et al. 2005). De overige
twee honden waren lastig te classificeren, hadden een vrouwelijk fenotype, bilaterale
testikels en de aanwezigheid van Miillerse structuren en zijn uiteindelijk geclassificeerd
als honden met “incomplete XY gonadal dysgenesis”.

Na toediening van GnRH stegen zowel de plasmaconcentraties van LH op 10 en
60 minuten in vergelijking met de basale waarde, wat overeenkomt met de bevindingen bij
anoestrische teven (van Haaften 1994; Meij et al. 1996) en intacte reuen (Knol et al. 1993).
De basale plasma-LH-concentratie bij honden met SGO bleek hoger te zijn dan die bij
anoestrische teven, maar kwam overeen met de waarde gemeten bij intacte reuen. Alle
honden met SGO bleken, zoals eerder aangegeven, testiculair weefsel in de gonaden te
hebben en qua plasma-LH-concentraties gedroegen zij zich ook als intacte reuen. De drie
hoogste plasma-LH-concentraties bleken afkomstig van honden die ook de hoogste
plasma-testosteron-concentraties hadden, hetgeen een oorzakelijk verband suggereert. De
spreiding in de basale plasmaconcentraties van LH en de gonadale steroiden was echter
groot bij honden met SGO, wat een vergelijking met de basale waarden waargenomen bij
anoestrische teven en intacte reuen lastig maakt, aangezien de spreiding daar veel
beperkter was.

De basale plasma-oestradiol-concentratie bleek niet bruikbaar om na te gaan of de
gonaden ovarieel weefsel bevatten bij de honden met SGO en deze bevinding komt
volledig overeen met hetgeen is beschreven bij mensen (Achermann en Hughes 2008).

De basale plasma-testosteron-concentratie bij honden met SGO bleek hoger te zijn
dan de hoogste waarde gemeten bij anoestrische teven. In hoofdstuk 9 wordt beschreven
dat de hoogste GnRH-gestimuleerde waarde bij anoestrische teven niet boven de
0.15 nmol/l uitkwam, terwijl bij honden met SGO de laagste GnRH-gestimuleerde waarde
niet beneden de 2.2 nmol/l lag. Op basis van deze resultaten kan geconcludeerd worden
dat het meten van de plasma—testosteron-concentratie na toediening van GnRH een nuttige
test is om na te gaan of er testiculair weefsel aanwezig is bij honden met SGO.

In Hoofdstuk 8 wordt een casus beschreven. Het betreft de beschrijving van de eerste
SRY-negatieve XX Podenco reu met een vrijwel compleet vrouwelijk uiterlijk, ondanks
hoge basale en GnRH-gestimuleerde plasma-testosteron-concentraties. De plasma-
testosteron-concentraties kwamen overeen met die bij intacte reuen en een
testosterontekort tijdens de foetale ontwikkeling is daarom onwaarschijnlijk als reden voor
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het vrouwelijke uiterlijk. Zowel de prostaat als de masculinisatie van de externe genitalia
waren afwezig bij de Podenco en deze zijn beide dihydrotestosteron-athankelijk. Door het
enzym So-reductase wordt testosteron omgezet in dihydrotestosteron en dit gebeurt in de
cellen van de urogenitale sinus, de genitale tuberkel en de genitale zwellingen. Aangezien
dihydrotestosteron-athankelijke masculinisatie afwezig was bij de Podenco is een
Sa-reductase deficiéntie tijdens de gevoelige embryonale periode een verklaring voor het
fenotype. Bij de Podenco was echter tevens een uterus aanwezig. De Sertoli-cellen van de
testes, die aanwezig waren bij de Podenco, produceren “Miillerian-inhibiting substance”
(MIS), dat normaliter een regressie van de Miillerse structuren veroorzaakt. Bij een
individu met testiculair weefsel kan een onvoldoende afgifte van MIS, een te laat op gang
komende MIS secretie, of een stoornis van de MIS-receptor de aanwezigheid van een
uterus en het craniale deel van de vagina verklaren.

De onderzoeken die tot recent gepubliceerd zijn over het gebruik van een GnRH-
stimulatietest bij honden met functionele gonaden en gecastreerde honden zijn niet
gepaard uitgevoerd en ook het aantal honden (en dan ook nog met name Beagles) was
laag. Om goede referentiewaarden voor de GnRH-stimulatietest te krijgen en om meer
inzicht te krijgen in de hypofyse-gonade as zijn grotere aantallen honden van verschillende
rassen nodig en bovendien moeten de testen dan gepaard worden uitgevoerd. In
Hoofdstuk 9 worden de resultaten van de GnRH-stimulatietest voor en na gonadectomie
bij reuen en teven van verschillende rassen beschreven. Zoals reeds beschreven in de
hoofdstukken 3 en 4 en in eerder gepubliceerde onderzoeken (Chaffaux et al. 1981; Olson
et al. 1992; Concannon 1993; Jeffcoate 1993; Lofstedt en VanLeeuwen 2002; Reichler et
al. 2004) bleken de basale plasmaconcentraties van LH en FSH significant hoger te zijn bjj
gecastreerde teven en reuen. De basale plasma-FSH-concentratie levert een beter
onderscheid op tussen intacte en gecastreerde teven en reuen dan de basale plasma-LH-
concentratie, aangezien er geen overlap aanwezig was tussen beide groepen in de basale
plasma-FSH-concentratie. Dit komt overeen met onderzoeksbevindingen bij vrouwen
waar de basale plasma-FSH-concentratie duidelijk meer informatie geeft over de ovariéle
reservecapaciteit dan de basale plasma-LH-concentratie (Toner 1993; Scott en Hofmann
1995; Bulun en Adashi 2003, Genuth 2004). De gestegen plasmaconcentraties van LH en
FSH dalen na OVX bij de teef tot een laagste punt dat bereikt wordt rond 10 weken na de
OVX, waarna de plasmaconcentraties van zowel LH als FSH weer stijgen (Reichler et al.
2004). Om deze reden is het raadzaam om pas minimaal 6 maanden na de OVX de basale
plasma-FSH-concentratie te gebruiken om duidelijkheid te verkrijgen of het functionele
gonadale weefsel wel of niet succesvol is verwijderd.

Zoals reeds eerder beschreven (Chakraborty en Fletcher 1977; Reimers et al. 1978;
Jeffcoate 1993; Knol et al. 1993, Purswell en Wilcke 1993; van Haaften et al. 1994), werd
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ook in dit onderzoek waargenomen dat de basale plasma-LH-concentratie zowel bij teven
als reuen en zowel voor als na gonadectomie steeg na toediening van GnRH. Ook de
basale plasma-FSH-concentratie steeg na toediening van GnRH bij teven en reuen voor
gonadectomie, maar de stijging was minder dan de stijging van de plasma-LH-
concentratie. Na OVX was er bij de teven geen significante stijging van de plasma-FSH-
concentratie waar te nemen na GnRH-toediening, zoals reeds beschreven in hoofdstuk 4,
terwijl bij reuen na castratie de stijging van de plasma-FSH-concentratie net significant
bleek te zijn. Dit verschil in stimuleerbaarheid van LH en FSH kan veroorzaakt worden
door verschillen in de hypofysaire secretie van de beide hormonen, zoals reeds eerder
bediscussieerd is. De daling richting basale waarden van de door GnRH gestimuleerde
plasma-FSH-concentratie bleek trager te gaan dan die van de gestimuleerde plasma-LH-
concentratie, wat waarschijnlijk veroorzaakt is door de langere halfwaardetijd van FSH in
vergelijking met LH . als gevolg van verschillen in de glycosylering van FSH (Schwartz
1995), wat leidt tot een snellere klaring van LH vergeleken met FSH (Flack et al. 1994).

Uit het onderzoek beschreven in hoofdstuk 3 kwam naar voren dat de plasma-
oestradiol-concentratie steeg bij alle 6 anoestrische honden na toediening van GnRH,
terwijl de plasma-oestradiol-concentraties bij de OVX teven zowel voor als na stimulatie
niet detecteerbaar waren. Dit leidde tot de conclusie dat de plasma-oestradiol-concentratie
alleen significant door GnRH gestimuleerd kan worden als er ovarieel weefsel aanwezig
is. Hetzelfde werd waargenomen bij teven met rest ovarieel weefsel (hoofdstuk 5), die een
significante stijging van de plasma-oestradiol-concentratie lieten zien na toediening van
GnRH. In hoofdstuk 9 werd echter waargenomen dat ook enkele geovariectomeerde teven
een lichte stijging van de plasma-oestradiol-concentratie lieten zien na toediening van
GnRH, waarmee de stelling dat de plasma-oestradiol-concentratie alleen stijgt als er
ovarieel weefsel aanwezig is geen stand meer kan houden. Wel werd in hoofdstuk 9
waargenomen dat 120 minuten na stimulatie met GnRH geen overlap meer aanwezig was
tussen de gestimuleerde plasma-oestradiol-concentraties van anoestrische en OVX teven,
wat aangeeft dat 120 minuten na GnRH toediening wel een goed onderscheid gemaakt kan
worden tussen beide groepen. Een verklaring voor een detecteerbare plasma-oestradiol-
concentratie bij de OVX honden kan gelegen zijn in het feit dat androstenedion, atkomstig
uit de bijnierschors, omgezet kan worden in oestradiol. De aromatisering tot oestradiol kan
onder andere plaatsvinden in vet, haarfollikels en de lever (Nelson en Bulun 2001).

In tegenstelling met wat in hoofdstuk 3 is gevonden, bleek dat niet alleen bij reuen
maar ook bij teven de basale plasma-testosteron-concentratiec voor gonadectomie
significant hoger was dan na gonadectomie, wat aangeeft dat de gonaden de belangrijkste
leveranciers zijn van het circulerend testosteron in intacte honden. Bij reuen bleek zelfs
een eenmalige basale plasma-testosteron-concentratie betrouwbaar te zijn in het aangeven
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of een castratie wel of niet had plaatsgevonden. Toediening van GnRH leidde tot een
significante stijging van de plasma-testosteron-concentratie zowel bij teven als bij reuen
voor neutralisatie. Dit komt overeen met eerdere onderzoeksbevindingen bij reuen (Knol
et al. 1993; Purswell en Wilcke 1993; Junaidi et al. 2007), maar dergelijke gegevens waren
nog niet eerder gepubliceerd voor teven.

Uit het onderzoek beschreven in hoofdstuk 9 komt naar voren dat de GnRH-
stimulatietest gebruikt kan worden om onderscheid te maken tussen honden met
functioneel gonadeweefsel en honden die een gonadectomie hebben ondergaan. Het zou
echter nog gemakkelijker zijn als zo’n onderscheid met behulp van één enkel
bloedmonster gemaakt zou kunnen worden. Rekeninghoudend met het feit dat FSH en LH
enerzijds en de gonadale steroiden anderzijds in tegengestelde richting bewegen na een
gonadectomie, komt in dit onderzoek naar voren dat de LH/testosteron en de
FSH/oestradiol ratio’s in een enkelvoudig bloedmonster zeer goed gebruikt kunnen
worden om onderscheid te maken tussen beide groepen.

Naar aanleiding van dit proefschrift kunnen de volgende conclusies worden
getrokken:

- De basale plasmaconcentraties van LH en FSH van geovariéctomeerde teven zijn
significant hoger dan die van anoestrische honden

- Om na te gaan of een ovari€ctomie bij een hond wel of niet heeft plaatsgevonden,
is bepaling van de basale plasma-FSH-concentratie een geschikte methode,
aangezien er geen overlap was in de basale plasma-FSH-concentratie bij honden
voor en na ovariéctomie

- Zowel de plasmaconcentraties van LH als FSH stijgen na toediening van GnRH
bij anoestrische honden, terwijl bij geovari€ctomeerde honden alleen een
significante stijging van de plasma-LH-concentratie is waar te nemen

- De basale plasma-oestradiol-concentraties vertonen overlap tussen anoestrische en
geovari€ctomeerde honden

- De plasma-oestradiol-concentratie 120 minuten na toediening van GnRH kan
gebruikt worden om onderscheid te maken tussen honden met en zonder
functioneel ovarieel weefsel

- Teven met rest ovarieel weefsel hebben in vergelijking met anoestrische teven
significant hogere basale plasma-LH-concentraties, ondanks een hogere plasma-
oestradiol-concentratie
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Honden met rest ovarieel weefsel hebben een significant hogere basale plasma-
LH-concentratie als het interval tussen de ovari€ctomie en het voor het eerst
optreden van verschijnselen van loopsheid meer dan 3 jaar bedraagt

De stijging van de plasma-LH-concentratie na toediening van GnRH is lager bij
honden met rest ovarieel weefsel in vergelijking met anoestrische en
geovari€ctomeerde honden

Bij honden met rest ovarieel weefsel is de basale en/of GnRH-gestimuleerde
plasma-oestradiol-concentratiec hoger dan de laagste detectielimiet van de
oestradiolassay

Bij honden met een granulosaceltumor (GCT) is de hypofyse-ovarium as
veranderd, wat wordt gekenmerkt door relatief hoge plasma-LH-concentraties,
ondanks de aanwezigheid van een hoge plasma-oestradiol-concentratie, en een
subnormale toename van de plasma-LH-concentratie na toediening van GnRH in
vergelijking met anoestrische en geovariéctomeerde teven

Het relatief hoge percentage honden met rest ovarieel weefsel onder de honden
met een GCT wijst mogelijk op een rol voor de verhoogde plasmaconcentraties
van LH en/of FSH in de pathogenese van een GCT

De afgifte van LH en oestradiol bij de honden die met een stoornis in de
geslachtsontwikkeling (SGO) die in dit proefschrift beschreven zijn en die alle
testiculair of testiculair en ovarieel weefsel in hun gonaden hadden, komt overeen
met die van intact mannelijke honden

De GnRH-stimulatietest met bepaling van de plasma-testosteron-concentratie is
zeer bruikbaar om de aanwezigheid van testiculair weefsel in de gonaden van
honden met een SGO te identificeren

De GnRH-stimulatietest met bepaling van de plasma-oestradiol-concentratie kan
niet gebruikt worden bij honden met een SGO om na te kunnen gaan of er
ovarieel weefsel aanwezig is in de gonade

De basale plasma-testosteron-concentratie voor gonadectomie is significant hoger
dan die na gonadectomie

GnRH-toediening leidt tot een significante stijging van de plasma-testosteron-
concentratie bij teven voor gonadectomie

De FSH/oestradiol en LH/testosteron ratio’s, bepaald in een enkelvoudig
bloedmonster, zijn geschikt om onderscheid maken tussen intacte honden en
honden na gonadectomie
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is daarnaast sinds 2006 actief als bestuurslid van de Groep Geneeskunde
Gezelschapsdieren en ze zit in de programma-commissie van de Permanente Educatie
Gezelschapsdieren (PEGD). In 2006 is ze getrouwd met Laurens van Zuijlen. In 2007
werd Isabelle en in 2009 werd Annelie geboren en in augustus van dit jaar verwachten zij
hun derde kindje.
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