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??? historische ontwikkeling van het onder-zoek, tevens inleiding. Met de legbuisgroei van het vrouweUjke bittervoorntje alshormonale reactie, maakte ik ruim 4 jaren geleden kennis, doormiddel van een publicatie van Kan ter c.s. (1934), (Chicago).Deze publicatie behelst een warme aanbeveling de legbuisreactievoor de diagnose van zwangerschap te gebruiken. In verband met het practische belang eener snel-uitvoerbare,betrouwbare en tevens niet kostbare zwangerschapsreactie, werdbesloten een ori??nteerend onderzoek in te stellen naar de bruik-baarheid van de bittervoorn-test voor de diagnose van zwanger-schap. Dr. F. C. vanTongeren, gynaecoloog en verloskundigete Amsterdam, verklaarde zich bereid het noodige materiaal (urinevan zwangere en niet-zwangere vrouwen) ter beschikking testellen. De N.V. Koninklijke Pharmaceutische Fabrieken v/hBrocades-Stheeman amp; Pharmacia gaf mij de proefinstallatie. Toen het, in weerwil van

primitieve proefomstandigheden, ge-lukte bij 28 gevallen (14 zwangeren en 14 niet-zwangeren) in 75 %een goede uitspraak te doen, leek het de moeite waard de differen-ti??el-diagnostische waarde van de legbuistest nader te onder-zoeken en wel: a)nbsp;onder aanzienlijk verbeterde proefomstandigheden, b)nbsp;met behulp van een uitgebreider onderzoekingsmateriaal. De proefomstandigheden konden verbeterd worden door het vaststellen van de optimale voorwaarden. Door invoering van eenpractisch meetstelsel en de toepassing van eenige kunstgrepen kon delegbuistest voor quantitatieve doekinden geschikt gemaakt worden. Doelmatig onderzoekingsmateriaal kon verkregen worden doorde restanten van urine's, waarmede de reactie volgens A s c h h e i men Zondek verricht was, op te vragen. Op deze wijze was hetmogelijk de uitkomsten van de legbuistest te vergelijken met dievan de reactie volgens A. en Z. en, door een navraag bij de

inzendersder urine, bovendien nog te controleeren.



??? Materiaal werd ter beschikking gesteld door: Prof. Dr. M. A. van B o u w d ij k B a s t i a a n s e, destijdsgynaecoloog en verloskundige te Rotterdam. Dr. B. S. ten Berge, gynaecoloog en verloskundige teRotterdam. Dr. L. D. D r i e s s e n, gynaecoloog en verloskundige teAmsterdam. Prof. Dr. J. L. B. Engelhard, hoogleeraar in de gynaecologieen verloskunde te Groningen. L. A. Falk e, assistent in de gynaecologie en verloskundete 's-Gravenhage. Prof. Dr. P. C. T. V. d. H O e V e n, hoogleeraar in de gynae-cologie en verloskunde te Leiden. M. Mauve, assistent in de gynaecologie en verloskunde teLeiden. Dr. M. L. Mulle r, gynaecoloog en verloskundige te Utrecht. Dr. H. J. M. P 1 a n t e n g a, in leven bacterioloog te Utrecht. Dr. R. R. R O c h a t, patholoog-anatoom, bacterioloog, te's Gravenhage. Prof. Dr. A. H. M. J. van R o o y, in leven hoogleeraar in degynaecologie en verloskunde te Amsterdam. Dr. E. C. van R y s s e 1, in leven patholoog-anatoom teRotterdam. Prof. Dr. K. de S n o o,

hoogleeraar in de gynaecologie enverloskunde te Utrecht. Dr. M. }. E. M. Steyns, gynaecoloog en verloskundige teUtrecht. Dr. A. J. L. T e r w e n, bacterioloog te Amsterdam. Dr. W. Aeg. Timmermann, directeur van het Rijksinstituutvoor de Volksgezondheid te Utrecht. Materiaal van dierlijke afkomst werd ter beschikking gesteld door: Prof. Dr. F. C. V. d. K a a y, hoogleeraar in de veterinairegynaecologie en verloskunde te Utrecht. Dr. J. S i e b e n g a, dierenarts, Oldeberkoop.



??? Het, vooral door zijn organisatie omvangrijke, onderzoek leverdeals resultaat op, dat het in de legbuistest werkzame urine-bestand-deel niet, zooals algemeen werd aangenomen, overeenkomt met eenreeds bekend hormoon, doch als een nieuw hormoon (-derivaat)opgevat dient te worden, hetwelk ook gedurende de normale cyclus,dus bij afwezigheid van zwangerschap, uitgescheiden wordt. De vraag, of de legbuistest bruikbaar zou kunnen zijn voor hetaantoonen van zwangerschap moest derhalve veranderd wordenin de vraag, of het nieuwe hormoon tijdens de zwangerschap ineen z????zeer van de normale afwijkende concentratie wordt uit-gescheiden, dat op grond hiervan een diagnose gesteld zou kunnenworden. Om dit te kunnen beoordeelen werd de uitscheiding der onbe-kende substantie onderzocht bij een groot aantal zwangere en niet-zwangere vrouwen. Een vergelijking tusschen beide uitscheidings-krommen bracht aan het licht, dat niet-

zwangeren op bepaaldetijden van de cyclus een even groote hoeveelheid der betreffendesubstantie uitscheiden als zwangeren. Op grond hiervan moest ge-concludeerd worden, dat de legbuistest onder de gegeven omstan-digheden niet geschikt is voor het aantoonen van zwangerschap. Toen van Kleiner c.s. (1936), (New York) de mededeelingverscheen, dat de legbuisreactie niet door vrouwelijk bronstver-wekkend, doch uitsluitend door mannelijk hormoon veroorzaaktwordt, leek het van belang met behulp der verfijnde testmethodenader te onderzoeken voor welk geslachtshormoon de legbuis-reactie nu eigenlijk specifiek is. De hiermede aanvangende tweede phase van het bittervoorn-onderzoek leidde tot het merkwaardige resultaat dat de legbuis-reactie niet alleen door vrouwelijk bronstverwekkend, doch even-eens door mannelijk hormoon, en bovendien door het bij uitstekvrouwelijke corpus luteum-hormoon, ja zelfs door bijnierschors-hormoon

veroorzaakt kan worden. Hoe interessant deze bevindingen ook vanuit een algemeen bio-logisch standpunt zijn, zij waren teleurstellend voor dengene, diemeende in de legbuistest een specifieke methode te bezitten, ge-schikt voor het qualitatieve en quantitatieve aantoonen van eenbepaald hormoon. Er bleef nog slechts ?Š?Šn mogelijkheid om de legbuistest voor de



??? endocrinologie te redden. Deze bestond hierin, te onderzoeken ofde wijze van reageeren op de verschillende soorten hormoonmisschien specifieke verschillen zou vertoonen. Het was een groote verrassing toen dit inderdaad het gevalbleek te zijn. Nu bood zich de gelegenheid te onderzoeken hoe de voornaam-ste vertegenwoordigers der verschillende hormoon-groepen zichin de legbuistest gedragen. De noodige hormoon-preparaten werdenter beschikking gesteld door de volgende personen en instanties: Prof. Dr. A. Butenandt, directeur der biochemische afdeeling van het Kaiser Wilhelm-Instituut te Berlijn.Hoffmann la Roche, A. G., Bazel. Dr. W. Hohlweg, directeur der bio-chemische afdeeling van Schering A. G., Berlijn.Prof. Dr. E. L a q u e u r, directeur van het pharmaco-therapeutischlaboratorium der gemeentelijke universiteit te Amsterdam.Dr. K. M i e s c h e r, directeur van de biochemische afdeeling derGesellschaft f??r Chemische Industrie in Basel, te Bazel.Prof. Dr. T. R e i c h s t

e i n, directeur van het pharmaceutische laboratorium der universiteit Bazel.Dr. M. T a u s k, directeur der N.V. Organon, Oss. Uitgebreide onderzoekingen brachten aan het licht, dat met be-hulp van de legbuistest niet alleen de verschillende groepen vanhormonen, doch in zekere mate ook de verschillende hormonenzelf, specifieke legbuisreacties geven, op grond waarvan in be-paalde gevallen tot identificatie van een bepaald hormoon kanworden overgegaan. Meer dan ooit was het thans geboden, behalve de uiterlijkwaarneembare veranderingen (legbuisgroei), ook die, welke zichin de visch voltrekken, aan een gedetailleerd onderzoek te onder-werpen. Er kwam een nauwe samenwerking tot stand met L. H.Bretschneider, die het microscopische gedeelte van hetRhodeus-onderzoek voor zijn rekening heeft willen nemen. In onderlinge samenwerking is de sexueel-endocrine organisatievan Rhodeus amarus geanalyseerd. Zoowel langs de weg derdeductie als experimenteel kon worden

aangetoond, dat de endo-crine organisatie van het bittervoorntje principi??el overeenkomt



??? met die van het warmbloedige dier. Van essenti??el belang was deontdekking van corpora lutea in het ovarium van het bittervoorntjeen andere visschen. Merkwaardig was de bevinding, dat geen derbij de zoogdieren voorkomende geslachtshormonen en hun derivatendirect op de legbuis inwerkt, doch dat zij alle (via de thalamusopticus?) op de hypophysevoorkwab inwerken. Hierdoor wordtlute??niseerend hormoon afgescheiden, dat corpora lutea in hetovarium doet ontstaan. De corpora lutea scheiden een niet metprogesteron identiek hormoon af, dat aansprakelijk is voor de leg-buisgroei. Toen de specifieke legbuisreactie op de voornaamste, bij de zoog-dieren en de mensch voorkomende, geslachtshormonen nauwkeurigonderzocht was, opende zich de mogelijkheid de legbuistest indienst te stellen van de endocrinologie en te trachten bijdragen televeren op die gebieden, welke door ontbreken van de benoodigdemethodiek min of meer

ontoegankelijk schenen. Hiermede brak dederde phase van het Rhodeus-onderzoek aan. In de eerste plaats bleek de legbuistest bijna 100 maal gevoeUgerte zijn voor het aantoonen van het corpus luteum-hormoon, dande gebruikelijke konijnen -test. Wat tot dusver niet mogelijkscheen, n.l. de bepaling van de hoeveelheid progesteron-achtighormoon in ?Š?Šn enkel corpus luteum, kon nu verwezenlijkt worden.Zoowel van dierlijke als van menschelijke corpora lutea werd hetgehalte aan progesteron bepaald. Voor de laatstgenoemde kon er eenverband worden gelegd tusschen het gehalte aan dit hormoon en desecretorische activiteit. Menschelijke corpora lutea werden ter beschikking gesteld door: Frof. Dr. M. A. van Bouwdijk Bastiaanse, voornoemd.Prof. Dr. H. T. Deelman, directeur van het pathologisch-anatomisch laboratorium te Amsterdam.Dr. J. A. van Dongen, gynaecoloog en verloskundige te Amsterdam.Prof. Dr. J. L. B. E n g e 1 h a r d,

voornoemd.M. Mauve, voornoemd.V. M. Oppers, arts te Amsterdam. Mej. Dr. J. A. S t r o i n k, assistente in de gynaecologie en ver-loskunde te Utrecht.



??? Mevr. Dr. Vandeputt eâ€”v a n H o v e, gynaecologe en ver-loskundige te St.-Amandsberg, Gent.Dr. J. de Vink, assistent in de gynaecologie en verloskunde teAmsterdam. Dr. I. A. W ij s e n b e e k, gynaecoloog en verloskundige teAmsterdam. Prof. Dr. B. Z o n d ek, geneesheer-directeur van het Rothschild-Hadassah-Hospitaal te Jerusalem. Ook van een aantal placenta's, ter beschikking gesteld door: B. J. B i e s e m a n, med. stud. te Amsterdam,Dr. J. Blomberg, apotheker te 's Gravenhage, kon het gehalte aan progesteron-achtig hormoon bepaald worden. In de tweede plaats bleek het mogelijk in bijnierschors-extracteneen bestanddeel aan te toonen, dat niet identiek is met de tot nogtoe in zuivere vorm verkregen hormonen met bijnierschorswerking.De mogelijkheid is niet uitgesloten, dat dit in de legbuistest werk-zame bestanddeel overeenkomt met het eigenlijke, nog niet ge-isoleerde, bijnierschorshormoon (-complex). In de derde plaats was het mogelijk de natuurlijk voorkomendeen

een aantal synthetisch bereide mannelijke hormonen, welke ge-classificeerd zijn volgens hun werkzaamheid in de kapoenenkam-en zaadblaastest, ook te rangschikken naar hun werkzaamheid inde legbuistest. In de vierde plaats was het mogelijk de werkzaamheid dervrouwelijke bronstverwekkende hormonen bij het bittervoorntje enbij het knaagdier te vergelijken. Hiermede zijn de voornaamste onderzoekingen, op grond waar-van men zich een denkbeeld kan vormen van de beteekenis vanhet bittervoorntje voor de endocrinologie, aangeroerd. Tenslotte is gebleken, dat het mannelijke bittervoorntje een ge-slachtshormoon afscheidt, dat bij het wijfje legbuisgroei kan ver-oorzaken. Deze waarneming opent nieuwe gezichtspunten voor desexueele endocrinologie der koudbloedige gewervelde dieren.



??? HOOFDSTUK L DE BIOLOGIE VAN RHODEUS AMARUS. Â§ 1. algemeene gegevens betreffende hetbittervoorntje. Het bittervoorntje (Rhodeus amarus, Bloch) behoort tot de ordeder Teleoste?? en de familie der Cyprinidae. Vroeger ook welCyprinus amarus genaamd, schijnt dit vischje de eenige vertegen-woordiger van het geslacht Rhodeus in Europa te zijn. De vorm van het bittervoorntje is gedrongen, de rug hoog ge-welfd, de mond half-onderstandig, zonder tastorganen aan demondhoeken. De rugvin bevindt zich recht boven de buikvinnen, iseven groot als de aarsvin en hieraan bijna gelijk van vorm. Sommige organen van het bittervoorntje hebben een vergevor-derde graad van ontwikkeling bereikt. Zoo is de darm, die bij aan-verwante soorten meestal recht verloopt, of ten hoogste ?Š?Šn lusvertoont, spiraalvormig gewonden in niet minder dan 8 windingen.Verder komt bij Rhodeus amarus een urogenitaalpapil voor, diebij het wijfje een

aanzienlijke lengte kan bereiken. Zoowel bij hetmannetje als het wijfje komen twee urineblaasjes voor, welke huninhoud via deze papil loozen. Fig. 3 diene ter illustratie.



??? Over het algemeen worden bittervoorns niet langer dan 8â€”9 cm.Zij voeden zich met plantaardig voedsel en allerlei in het watervoorkomende dierlijke organismen; het zijn, zooals alle karper- achtigen, typische alleseters. In Japan komen nog twee soorten van een ander geslacht voor, Acheilognathus intermedium, Smithi R. en Acheilognathus rhom-beum, Temminck et Schlegel, genaamd.* )TomizyuTozawa(1929) en Kikugawa (1937) geven eenige afbeeldingen vandeze vischjes, waaruit een gelijkenis met het Europeesche bitter-voorntje spreekt. De levenswijze en de paringsbiologie dezer verschillende soorten bittervoorns schijnt sterk overeen te komen. Het verspreidingsgebied van Rhodeus amarus strekt zich uitover West-, Midden- en Oost-Europa, benevens over een gedeeltevan Azi??. Volgens Duitsche onderzoekers houdt het vischje zich bij voor-keur op in helder stroomend water en bevolkt het de doodloopendezij-armen van de groote rivieren. In Duitschland wordt het

zelfsgevonden in de stroompjes van het middelgebergte, zonder dat heteen voorkeur voor bepaalde temperaturen aan de dag legt. In Nederland komt het bittervoorntje voor in vaarten en slooten,waarvan het water zoo goed als stilstaand en weinig helder is. Hetblijkt, dat een milieu met een modderige bodem en een rijkevegetatie voor het vischje geen beziwaar uitmaakt. Intusschen verdienen weinig visschen zoozeer de aandacht vanden bioloog-aquariumliefhebber als het bittervoorntje. De geheeleparingsbiologie kan in een betrekkelijk klein aquarium wordenwaargenomen. Het paaien vindt niet eenmaal, doch meerdere malenplaats gedurende de maanden April, Mei en Juni. Buiten de paaitijd zijn de mannetjes en wijfjes bijna gelijk vankleur en uiterlijk. De rug is grijs-groen van tint en de flanken zijnzilverglanzend. Zeer opvallend, vooral bij kunstlicht, is de groeneiriseerende streep, welke zich ter weerszijden van het lichaam, vanaf de staartvin tot over de halve lichaamslengte, uitstrekt.

De vin-nen zijn kleurloos tot bleek-rood, de staart- en rugvin aan hunbasis bezet met zwarte pigmentkorrels. Het eenige duidelijke ver- *) Aan Dr. H. C. R e d e k e ben ik dank verschuldigd voor de inlichtingen,welke hij mij omtrent de exotische bittervoorns verstrekte.



??? schil tusschen beide geslachten is de oranje vlek vlak boven dezwarte oogpupil van de mannetjes, welke bij de wijfjes slechts mhet geel aanwezig is. Ook vertoont het wijfje buiten de paaitijdmeestal een aanduiding van de uitwendige legbuis. die caudaalvan de anus buiten het lichaam steekt en wel eens gehouden wordtvoor een uitwerpsel. De weinig opvallende kleuren van het mannetje worden in depaaitijd echter geheel overstemd door een schitterende bruilofts-tooi. die moeilijk met woorden te beschrijven is en het vischje, watkleuren betreft, op ?Š?Šn lijn stelt met de meest gezochte tropischevisschen. Het geheele lichaam van het paailustige mannetje ver-toont alle kleuren van de regenboog, waarbij staalblauw en violetde hoofdtoon voeren en de smaragd-groene zijdelingsche strepennog feller te voorschijn treden. De borst- en buikzijde worden geel-achtig oranje tot warm rood, terwijl de rug- en aarsvin dieproodworden en markante zwarte zoomen

krijgen. Deze kleuren zijnbij verschillende individuen dikwijls verschillend van intensiteiten wisselen sterk met de â€žgemoedstoestandquot; van de visschen,terwijl zij ook ten nauwste verband houden met de heerschendeuitwendige omstandigheden, zooals temperatuur, belichting, kleurvan de ondergrond enz. Een typisch secundair geslachtskenmerkvormen de z.g. parelvormige organen, die ontstaan als krijtwittewratjes in hoopjes van 8â€”13 stuks op de bovenkaak, aan weers-zijden onder de neusgaten. Dergelijke wratjes komen ook voor opde bovenste rand der beide oogholten. Ieder parelvormig orgaanis niets anders dan een opeenhooping van dicht op elkaar ge-drongen epitheelcellen. Aan het einde van de paaitijd verdwijnenze onder achterlating van groeven, waaruit bij de eerstvolgendebronstperiode wederom de witte pareltjes ontstaan. Tomizyu Tozawa heeft onderzocht waar het optreden der schit-terende kleuren van het Japansche bittervoorn-

mannetje aan toete schrijven is. Hij vond in de schubben melanophoren, erythro-phoren, xanthophoren en guanophoren, waarvan het aantal opverschillende plekken van het lichaam sterk uiteenloopt. In tegen-stelling tot hetgeen bij Rhodeus amarus het geval is, verschijntAcheilognathus intermedium in Japan slechts ?Š?Šnmaal in het jaarin zijn volste pracht en wel tusschen 20 April en 10 Mei. Telt mennu het aantal kleurelementen v????r en tijdens de grootste ontplooi-



??? ing van de bruiloftstooi, dan blijkt, dat het optreden van dekleurenpracht niet het gevolg is van een toename van het aantalkleurelementen, doch van vormverandering van deze kleurcellen.De melanophoren en erythrophoren vergrooten zich het meesttijdens de bronst. Bij het verbleeken van de visch bevinden zijzich in een toestand van sterke contractie. Ook bij het mannetje vindt men in de paaitijd caudaal van deanus de urogenitaalpapil, hier als een kleine verhevenheid, die her-innert aan hetgeen men bij het wijfje vindt, welke echter nimmereen lengte van 1 mm overschrijdt. Â§ 2. DE LEGBUIS. Terwijl de wijfjes ook gedurende de paaitijd hun weinig op-vallende kleuren behouden en hoogstens wat donkerder worden,ontwikkelt zich de merkwaardige, achter de anus naar buitenhangende ovipositor1), die, zonder de functie ervan te kennen, in1857 door Kraus werd opgemerkt en door Leydig als eensterk verlengde urogenitaalpapil werd ge??dentificeerd. Deze papilis een

roodachtige buis, die zich bij het naderen van de paaitijdallengs ontwikkelt, en, wanneer de eieren in de ovaria rijp zijn, alseen soms 3â€”4 cm lange streng v????r de aarsvin vrij in het waterhangt. Het oviduct steekt dan een flink eind voorbij de uiterstepunt van de uitgestrekte aarsvin. Ongeveer 60 jaar geleden kon von Siebold zich bij eenbezoek aan de vischmarkt te Straatsburg ervan overtuigen, dat dezebuis een ovipositor is. Van een groot aantal bittervoorns, dat daarte koop werd aangeboden, stond n.l. een aantal wijfjes op het punteieren te leggen. De legbuizen, welke toen een reeks van zwavel-gele eieren bevatten, hadden hierdoor het aanzien van een parel-snoer. De functie van het eigenaardige apparaat werd pas veel laterduidelijk, n.l. toen het verband werd ontdekt dat bestaat tusschenhet bittervoorntje en de zoetwatermosselen uit de geslachten Unioen Anodonta. Volgens Noll is het voorkomen van visscheneieren in zoetwater-mosselen het eerste waargenomen door

Cavolini (1787). 1nbsp; In de Amerilcaansche literatuur wordt de legbuis ovipositor of oviductgenoemd.



??? D??llinger vond in 1818 visscheneieren in verschillende stadia vanontwikkeling binnen de kieuwbladen van een aantal schildersmosse-len uit de Main. Hij gebruikte de embryo's voor de bestudeering vande ontwikkeling van het bloedvaatstelsel, waartoe zij zich uit-stekend schijnen te leenen. In 1839 vond K??ster een 17-taleieren in een Unio pictorum; een gedeelte ervan had zich reeds totembryo ontwikkeld. In 1848 reeds viel het C a r 1 V o g t op, datde eitjes zeer vroeg uitkomen, zoodat de bescherming van demossel voor hen wellicht van voordeel is. Aangezien de mosselengeen schade van de eitjes resp. embryonen schijnen te ondervinden,kan men gevoegelijk van een commensalisme spreken. Er verstreken vele jaren voor men de vischsoort leerde kennen,waarvan de eieren in de mossels werden aangetroffen. Ook werdnog niet begrepen, op welke wijze-de eieren in de kieuwlamellendezer dieren terecht komen. Sommigen schreven de eieren

toeaan de rivierdonderpad, hoewel hiervan bekend was datdeze soort haar eieren in nesten deponeert. Von Siebolddie in 1863 de eieren uit de schildersmosselen beschreef als gele,ovale vormsels van ongeveer 3 mm lengte en 2 mm breedte, wistnog niet dat deze van het bittervoorntje afkomstig waren. Aan Noll komt de eer toe voor het eerst verband te hebbengezien tusschen het oviduct, dat door Kraus was ontdekt en dedoor von Siebold beschreven eieren. In aansluiting op de be-schrijving die von Si e b o 1 d van de eieren geeft, schrijft Nollin 1869: â€žHier haben wir also die in den Muschelki?Šmen schmarotzendenEier, die keinem anderen Fische zuerkannt werden konnten, ganzrichtig beschrieben. Die Laichzeit des Bitterhngs, April und Mai,stimmt ganz genau mit meinen Beobachtungen, und es kann keinemZweifel unterliegen: der Bitterling ist der Misseth?¤ter, welcher derMalermuschel seine Eier zur Aufbewahrung, gewissermassen

zumAusbr??ten unterschiebt.quot; In 1870 kon het exacte bewijs voor de juistheid van deze be-wering gegeven worden. Door Dr. Schott, een kennis van Noll,werden dat jaar een 20-tal riviermosselen, die vermoedelijk eierenvan visschen bevatten, in een bassin gedeponeerd, waarin geenvisschen vertoefden. Nadat de mosselen zich hadden ontdaan vande embryonen, werden zij uit het bassin verwijderd. Er kwam een



??? school van ongeveer 100 vischjes tot ontwikkeling. Bij nadere be-schouwing bleken dit zonder uitzondering bittervoorntjes te zijn. Het oviduct is dus het apparaat, waarmede het bittervoorntjezijn eieren binnen de kieuwlamellen van de mossel brengt. De vraagdringt zich op, of het teere buisje niet afgeknepen zou kunnenworden bij een eventueel zich sluiten der mosselschelpen. Dat hier-voor geen gevaar bestaat wordt duidelijk, indien men de caudalezijde van een mossel nader beschouwt. Breekt men de soepele,hoornachtige buitenste rand van de schelp op deze plaats af, danblijkt, dat juist hier de schelpen niet hermetisch sluiten, doch eenovale opening vrijlaten. Indien de mossel, het binnendringen vande legbuis waarnemende, hierop zou reageeren met het sluiten derschelpen, kan dit orgaan dus niet licht beschadigd worden. Â§ 3. DE VOORTPLANTINGSBIOLOGIE. De paaitijd van het bittervoorntje strekt zich uit over April, Meien Juni. De lust tot paaien treedt vooral aan de

dag bij mooizonnig en warm weer. Tot het leggen van eieren komen alleen diewijfjes, waarvan de legbuis tot de maximale lengte is uitgegroeid.Dit verschijnsel treedt onder normale omstandigheden waarschijn-lijk op autonome wijze cyclisch op, zoolang de paaitijd duurt.Sedert Jaski (1939) gevonden heeft, dat Lebistes-mannetjes eenbronstverwekkende stof afscheiden, waardoor de autonome bronst-cyclus nog overstemd kan worden, moet men de mogelijkheid inhet oog houden, dat ook het mannelijke bittervoorntje een stofafscheidt, die tot plotselinge legbuisverlenging bij het wijfje aan-leiding kan geven. (Vgl. hoofdstuk XIV). Het bronstige, mooi gekleurde mannetje vat meestal post bij ?Š?Šnmossel en beschouwt het omliggende gebied als zijn territorium.De grootte van het territorium blijkt verband te houden met deoverzichtelijkheid van het gebied (beplanting, bodemformatie,helderheid van het water). Binnen een cirkel van I/2â€”1 m, metde mossel als middelpunt, wordt ieder ander

mannetje van zijnsoort meedoogenloos weggejaagd. Na het wegjagen van onge-wenschte gasten keert het mannetje steeds weer tot zijn mosselterug, plaatst zich af en toe boven de uitstroomopening, met debek tegen de richting van het uit de sipho stroomende water in,en â€žwaaitquot; hem met de borstvinnen water toe.



??? Vooral de wijfjes met geheel uitgegroeide legbuizen zoeken uiteigen beweging de mosselen op of worden er door de mannetjesheengejaagd. De maximaal uitgegroeide legbuizen verschillen vande kortere niet alleen door hun lengte, doch ook door hun kleur;ze zijn doorschijnend roze en bezitten groote subepidermalelacunen, welke met lymphe gevuld zijn. Bij de ademopening vaneen mossel aangekomen, plaatsen het mannetje en het wijfje zich,druk met hun borstvinnen water naar de mossel bewegend, metde koppen eenigszins omlaag. Hun staart bevindt zich aan dezijde van het slot. Plotseling schiet het wijfje eenige cm vooruit,â€žzwieptquot; met een korte voortschietende beweging haar legbuis inde uitstroomopening van de mossel. Binnen een onderdeel van eenseconde vindt de ovipositie plaats en onmiddellijk hierna zwemthet wijfje weg. Gedurende de ovipositie heeft het mannetje, vlakin de buurt staande, voortdurend sidderende bewegingen

uitge-voerd. Deze bewegingen hebben de grootste amplitude bij kopen staart, waarbij een verticaal door de voorste opstaande rug-vinstraal als as gedacht kan worden. De veroorzaakte trillingenworden door het wijfje wellicht als ovipositie-prikkel gepercipi-eerd en brengen het er misschien toe gemakkelijker tot ovipositiete komen. Zoodra het wijfje is weggezwommen strijkt het manne-tje op zijn beurt over de mossel en stort onder hervatting dersidderbewegingen in de grootste kleurenpracht zijn sperma uit. De foto's op blz. XVII en XVIII stellen eenige momenten uit hetparingsspel voor. Niet na iedere ovipositie wordt sperma in de mossel uitgestort.Ook worden niet zelden eieren in de mossel gedeponeerd onderafwezigheid van het mannetje. Soms wordt een ei gelegd terwijlde legbuis bij toeval buiten de mossel is gebleven. Ook wel wordtde legbuis in de mossel gebracht ofschoon het niet tot ovipositiekomt. Tenslotte gebeurt het niet zelden, dat een pas

gelegd eidoor de mossel wordt uitgestooten. Alle buiten de mossel terecht-komende eieren worden met graagte door de bittervoorns zelfverorberd. In de hteratuur wordt de wijze waarop de legbuis in eendusdanige toestand van verstijving komt, dat deze in de mosselgebracht kan worden, op onvoldoende wijze beschreven. Des-



??? betreffende waarnemingen hebben het volgende aan het lichtgebracht: Daar waar de ovipositor het lichaam verlaat bevindt zich eenruimte, waarin de afvoerkanalen der beide urine-blaasjes uitmonden,terwijl ook het ovarium zich hierin opent. In deze ruimte kunnen ver-scheidene eieren gevonden worden. De legbuis zorgt voor afvoervan eieren en urine en is dus een typische urogenitaalpapil. Debuis kan nu op twee wijzen een zekere stijfheid verkrijgen: a) doorvulling der subepitheliale lacunen met lymphe en b) door vullingvan het lumen van de buis met vloeistof (urine of een ander totdit doel afgescheiden vocht) onder voorbehoud, dat dit niet kanwegloopen, b.v. doordat zich een ei in het lumen bevindt. De ge-steldheid van een dergelijke buis kon goed bestudeerd wordenbij een visch, waarbij het ei halverwege in de legbuis was blijvenzitten. Het gedeelte van de legbuis boven het ovaal-samenge-drukte, oranje ei was gezwollen en doorschijnender dan het daar-onder gelegen deel.

Hieruit viel af te leiden dat het lumen vande buis boven het ei gevuld was met vloeistof. Dit bovenste ge-deelte was gestrekt en bezat een zekere mate van stijfheid, die aanhet onderste deel ontbrak. Hieruit blijkt, dat de vloeistofvullingvan het lumen een wateras vormt, die de buis haar stijfheid ver-leent. Toen het ei eenige tijd later tengevolge van de hooge drukder omgeving barstte, stroomde behalve de dooier ook de overigevloeistof (urine?) uit de buis. Tegelijk hiermede verdween de ge-zwollen toestand en werd de buis weer geheel slap. Bij de ovipositie boven de mossel geschiedt nu het volgende:Zoodra de prikkel tot ovipositie wordt waargenomen, ,.zwieptquot;de visch haar legbuis in de richting van de uitstroomopening vande mossel. De slappe legbuis kan niet zonder meer in de spleetterecht komen. Het ei beweegt zich echter zeer snel door de buisen wordt daarbij voortgedreven door de vloeistof, die onder druk(plotselinge contractie der urineblaasjes of van de wand der ver-

zamelruimte?) in de legbuis schiet. Tot daar waar het ei zichbevindt wordt de buis opeens recht cn stijf (vorming van dewateras) en dat stijve gedeelte richt zich volgens zijn meestnatuurlijke richting naar omlaag en dringt in de spleet van demossel. Het onderste gedeelte van de legbuis wordt het laatstestijf en geraakt derhalve het laatst, maar ook het diepst in de



??? mossel. Zoodra het ei uitgestooten is, is de legbuis weer onmiddel-lijk geheel slap. Het is P. U n g e r gelukt eenige momenten uit het paringspelvan het bittervoorntje fotografisch vast te leggen. Afbeelding 1op blz. XVII geeft een bittervoornpaartje in de nabijheid van eenzoetwatermossel weer. De lange legbuis is nog dun en slap. Opafbeelding 2, blz. XVIII is de legbuis bijna twee maal zoo dik. Blijk-baar heeft de fotograaf hier juist het moment van ovipositie ge-troffen. Het ei moet zich aan het einde van de legbuis, dus binnende mosselschelpen bevinden. De verdikking op de plaats waar hetoviduct het lichaam verlaat is waarschijnlijk het gevolg eenerfotografisch vastgelegde, snelle beweging. Nadat de paaitijd voorbij is verbleeken de kleuren van hetmannetje en verdwijnt de legbuis van het wijfje nagenoeg geheel. Belangwekkend is de waarneming van Noll, die in de maandSeptember vier jonge vischjes vond in de kieuwen van eenigevijvermosselen

{Anodonta anatina). Een ander embryo werd nogin October gevonden. Het schijnt dus, dat het bittervoorntje tegende winter weer grootendeels gereed is voor de komende paai-tijd, hetgeen ook bij histologische beschouwing van het ovariumblijkt (blz. 62 e.v.). De bittervoorneieren ontwikkelen zich in de goed geventileerdekieuwen der mosselen binnen enkele weken. Naarmate deembryonen bewegelijker worden, oefenen zij waarschijnlijk eengrootere prikkelende werking uit op de mossel, waardoor een soortâ€žhoest-reflexquot; ontstaat. Door de plotselinge krachtige uitstootingvan een waterstroom worden de jonge vischjes naar buitengespoten.



??? HOOFDSTUK IL KUNSTMATIG VEROORZAAKTE LEGBUISGROEI,FACTORENANALYSE EN METHODIEK. Â§ L KUNSTMATIG VEROORZAAKTE LEGBUISGROEI. In de natuur vindt men de sterk verlengde legbuizen bij hetbittervoorntje uitsluitend in de paaitijd. Op andere tijden van hetjaar is het oviduct ??f in het geheel niet, ?¨f slechts als een klein aanhangel te zien. Het is Fl eisch mann en Kann in 1932 gebleken, dat delegbuis ook buiten de paaitijd tot verlenging kan worden gebrachten wel door injectie van follikelhormoon. In 1933 vonden Ehr hart en Kuhn, dat na toevoeging vaneen hormoon aan het aquariumwater ook een legbuisgroei optrad.Blijkbaar is de visch tot percutane opname in staat, waardoor hetwerken met de injectiespuit overbodig wordt. Geen onderzoeker heeft zich echter bezig gehouden met de uit-werking van een methode, waarmede de legbuisreactie nadergeanalyseerd en op haar bruikbaarheid voor endocrinologischedoeleinden getoetst kan worden.

Juist deze analyse heeft, zooals later blijken zal, tot verstrek-kende gevolgen geleid. Vandaar, dat de factorenanalyse, welkevan fundamenteele beteekenis is voor de te ontwerpen testmethode,uitvoerig behandeld dient te worden. Hieronder zal nu worden nagegaan, hoe de legbuisgroei zich,macroscopisch bekeken, voltrekt en onder welke omstandighedeneen zoo duidelijk mogelijk, quan??tatief reproduceerbaar effect ver-kregen kan worden. Â§ 2. DE FACTORENANALYSE. Alvorens tot de eigenlijke factorenanalyse overgegaan wordt,dient de volgende vraag beantwoord te worden.



??? Bij het onderzoek naar de gevoeligheid van bittervoorntjes vanverschillende grootte is gebleken, dat de legbuisverlenging (ondergegeven omstandigheden) ongeveer evenredig met de lengte vande visch is. Daarom is het minder geschikt, als eenheid van ver-lenging een absolute maat (bijv. 1 mm) te kiezen; in dat gevalzouden de lengten der gebruikte visschen n.l. steeds mede ver-meld moeten worden. Veel beter kan men een grootheid gebruiken,die in vaste verhouding staat tot de lengte van de visch, want danworden de legbuisverlengingen van visschen van verschillendegrootte door ongeveer gelijke getallen weergegeven. Zoo'n groot-heid nu is de lengte van de eerste aarsvinstraal. Deze is inderdaad ongeveer evenredig met de totale lengtevan de visch, en kan gemakkelijk metde legbuislengte vergeleken worden.Een dergelijke keuze heeft boven eenvaste maatstaf bovendien het practischevoordeel, dat men de visschen niet uithun milieu

behoeft te halen om ze temeten, doch rustig in hun bakje kanlaten zwemmen. Daar de legbuis vlakvoor de aarsvin omlaag hangt, kanmen na eenige oefening haar betrek-kelijke lengte met het ongewapendeoog vrij snel en nauwkeurig schatten. Gemakshalve wordt de eerste aars-vinstraal in gedachten gecalibreerd enwel in achtste deelen, daar deze ver-deehng zich op het oog gemakkelijklaat onderscheiden. Fig. 4 illustreertdeze schaalverdeeling. E?Šn achtste deel zal hier voortaan ?Š?Šn aarsvin-eenheid (= 1 A.E.) ge- H dedr^de^:quot; noemd worden. 1. A.E. kan dus een H rrlrdTi'1â€”Xi wisselend aantal mm bedragen, doch stslt ccu vaste waarde voor ten aan- buizen resp. O, 2, 4. 8 en 16 â€? .nbsp;^^^^ Werkzaamheid eener be- lang.



??? paalde oplossing. In het vervolg zal de legbuislengte steeds inA.E. uitgedrukt worden. Tabel 1 geeft een beeld van de nauwkeurigheid waarmee hetschatten kan geschieden. TABEL I Nr. V. d. Aantal minuten na het begin van eerste meting. visch. 0 10 25 40 55 70 80 90 100 1 2 2 2 2 2 2 2 3 2 A.E. 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 5 4 4 4 4 4 3 4 4 4 6 4 4 4 4 4 4 4 4 4 7 3 3 2 3 2 2 3 3 2 8 3 3 3 3 3 3 3 3 3 9 4 5 5 5 5 5 5 5 5 10 2 2 2 2 2 2 3 2 2 11 3 3 3 3 3 3 3 3 3 12 4 4 4 4 4 4 4 4 4 13 3 2 3 2 3 2 3 3 2 14 3 3 3 3 3 3 3 3 3 15 4 4 4 4 3 4 4 4 4 16 3 3 3 4 3 4 4 4 4 17 5 5 5 5 5 5 5 5 5 18 3 3 3 3 3 5 3 4 4 19 6 5 6 6 6 6 6 6 6 20 6 6 6 6 6 6 6 6 6 21 4 4 3 3 4 4 3 4 3 22 5 5 5 5 4 5 5 5 5 â€ž 23 6 6 7 7 7 7 7 7 7 24 3 3 3 3 3 3 3 3 3 25 4 4 3 3 4 4 4 4 4 26 5 5 5 5 5 6 5 5 5 27 4 5 4 4 5 4 5 5 5



??? Nr. V. d. Aantal minuten na iiet begin van eerste meting. visch. 0 10 25 40 55 70 80 90 100 28 5 5 5 5 5 5 5 5 5 29 6 5 6 5 5 5 5 6 6 30 0 1 1 1 1 1 1 1 1 31 3 3 3 3 3 3 3 3 3 32 3 4 3 3 3 3 3 3 3 33 2 2 2 2 2 2 2 2 2 34 4 3 3 3 3 3 3 3 3 35 5 5 5 5 5 5 5 4 5 36 2 2 2 3 2 3 2 3 3 37 2 2 3 3 3 3 3 3 3 38 3 3 3 3 3 3 3 3 3 39 2 2 2 2 2 2 2 2 2 40 3 3 3 3 3 3 3 3 3 41 3 4 4 4 4 4 4 3 4 42 1 2 2 1 2 1 2 2 2 43 2 2 2 2 2 2 2 2 2 44 2 2 2 2 2 2 2 2 2 45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 46 1 1 1 2 2 1 2 1 2 47 2 2 2 2 2 2 2 2 3 48 3 3 3 3 3 3 3 3 3 49 4 3 4 3 4 3 3 3 3 50 4 4 4 3 4 4 4 4 4 51 2 2 2 2 2 2 2 2 2 52 3 2 3 3 3 3 3 3 3 53 3 3 3 3 3 3 3 3 3 54 1 1 1 1 1 1 1 1 1 55 1 1 1 1 1 1 1 1 1 56 2 2 2 2 2 2 2 2 2 57 1 1 1 1 1 1 1 1 1 58 1 1 1 1 1 1 1 1 1 59 1 1 1 1 1 1 1 2 2



??? Deze tabel heeft betrekking op een groep van 59 visschen waarvan de leg-buislengten binnen bijna 2 uren 9 maal gemeten werden en waarbij de waar-nemer de voorafgaande meetresultaten grootendeels vergeten had. Om ook groo-tere lengten te kunnen meten, n.l. die van 5â€”6 A.E., welke onder afwezigheidvan hormoon snel terugloopen, was een langzaamwerkende stof toegediend, waar-door na verloop van twee uren een geringe lengtetoename is opgetreden. Beschouwt men nu de alwijkingen in de lengteschatting, dan bhjken deze vooriedere visch klein te zijn. 27 maal kwam het voor, dat bij een visch bij de 9achtereenvolgende schattingen dezelfde legbuislengte vastgesteld werd. Bij deoverige visschen was de afwijking slechts eenmaal grooter dan 1 A.E. Voor-al bij legbuizen, waarvan de lengten juist tusschen 2 opeenvolgende geheelegetallen inliggen (b.v. V/i A.E.) zal men nu eens de lengte met het kleinere (2)dan weer met het grootere aantal (3 A.E.) aangeven,

waardoor afwijkingen van1 A.E. regelmatig kunnen voorkomen. Hieruit blijkt, dat de toevallige fout perlengteschatting in de practijk niet grooter behoeft te zijn dan Yt A.E. en dat degekozen eenheid das niet te klein is. Door nu het gemiddelde te nemen van tweeof meer metingen per legbuis, kan deze afleesfout desgewenscht nog verdergereduceerd worden. In de tweede plaats dient een onderzoek ingesteld te worden, naar de groottevan de systematische {out bij de lengteschatting. Hiervan kan men zich eendenkbeeld vormen, door de frequentiekromme der in tabel 1 gemeten lengten tebeschouwen, en b.v. na te gaan, of er voorkeur voor even of oneven getallenbestaat. Fig. 5 stelt de bedoelde frequentiekromme voor en geeft de indruk, dat er bij deze proefreeks eenige voorkeur voor de oneven getallen (1, 3 en 5) ge-weest is. Dat deze voorkeur zich echter niet systematisch herhaalt, blijkt uit eenandere proefreeks van 749 metingen, waarvan de frequentiekromme in figuur 6is

weergegeven.



??? Een en ander geeft niet de indruk, dat bij de lengtescliattingen belangrijkesystematische fouten gemaakt worden. Wat de snelheid betreft, waarmede de legbuislengte geschatkan worden, zij vermeld, dat door een geroutineerd waarnemerbinnen 20 minuten 100 metingen verricht kunnen worden. De onderzoekingen, in dit hoofdstuk vermeld, zijn verricht meteen bepaald soort urine, waarvan â€” zooals later uiteengezet zalworden (blz. 191 e.v.) â€” de werkzaamheid door ?Š?Šn bepaald hor-moon (-derivaat?) veroorzaakt wordt. 2) Hoe voltrekt zich de legbuisgroei in verband met de tijd? Ten einde de proefduur te leeren kennen, die een optimaalresultaat verzekert, werd gedurende eenige tijd de gemiddeldelegbuisgroei gemeten, welke bij een aantal visschen onder gelijke,constante, uitwendige omstandigheden optrad. Fig. 7 geeft hier-van een voorstelhng. d fO /2 U A.E / Fig. 7. Groeikromme na toedieningvan urine. Er is een latentietijdvan ^Yi uur en

vervolgens eenperiode van lineaire groei.



??? Langs de ordinaat is de legbuisgroei in A.E. afgezet; op deabscis staan de uren volgend op het tijdstip van toevoeging vanurine aan het aquariumwater. Het blijkt, dat er gedurende deeerste SYi uur geen lengtevermeerdering te constateeren valt;daarna manifesteert zich tijdens de volgende 8 uren een legbuis-groei die in de grafiek een techtlijnig verloop heeft. De periodevan de eerste 51/2 uur, gekarakteriseerd door het ontbreken vaneenige zichtbare groei, wordt nu latentie-tijd genoemd; het tijds-verloop hierop volgend, waarin de eigenlijke legbuisgroei optreedt,zal voortaan actieve periode heeten. De woorden latent en actiefzijn hier uitsluitend gebezigd ten aanzien van hetgeen de legbuislaat zien. De punten van figuur 7 geven de gemiddelde groei vaneen groot aantal legbuizen, want, indien men de groei van eenenkele als maatstaf nam, zou wegens de onnauwkeurigheid vande lengteschatting, en vooral ook door individueele onregelmatig-heden, de kromme een minder

regelmatig verloop toonen. Voor hetverkrijgen van het type der groeikromme is het derhalve noodzake-lijk het gemiddelde van een groot aantal individueele curven te nemen. Uit de kromme blijkt, dat men reeds 12 uren na de toedieningder urine een flinken legbuisgroei kan constateeren. De vraag isnu, of een langere inwerkingstijd nog grootere uitslagen zougeven. Figuur 8 leert, dat dit niet het geval is. Bij deze proef werd â€” onder dezelfde omstandigheden als inde proef behoorend bij fig. 7 â€” slechts een kleine hoeveelheidurine toegediend. Men ziet weer een latentietijd van uur, ge-volgd door een hneaire legbuisgroei van 6 uren. Ondanks de aan-wezigheid van een nog werkzame hoeveelheid urine begint de leg-buis zich 2 uren later te verkorten, om langzamerhand weer deoorspronkelijke uitgangslengte aan te nemen.



??? Nu blijkt, dat de latentietijd geen invloed ondervindt van deconcentratie der toegevoegde substantie en dat de legbuisgroei ookbij een zwakkere oplossing ongeveer 12 uren na de toediening derurine ophoudt. Een waarnemingstijd van 12 uren is vereischt om het optimumvan de groeikromme vast te stellen, onverschillig welke hoeveelheidurine wordt toegediend. 3) Hoe voltrekt zich de legbuisgroei in verband met detemperatuur? Daar een physiologisch proces, binnen bepaalde grenzen, snellerverloopt naar mate de heerschende temperatuur hooger is, kan menverwachten, dat ook de intensiteit van de legbuisgroei door detemperatuur be??nvloed wordt. Om deze invloed na te gaan, werdbij verschillende temperaturen de gemiddelde lengtetoename be-paald, die optreedt binnen 14 uren, na toediening van gelijke hoe-veelheden der zelfde werkzame urine. (Fig. 9). Fig. 10 vertoont het verband tusschen legbuislengte en tempera-tuur, gemeten 6. 8, 10 en

14 uren na toediening der urine. Fig. 10. Legbuisgroei, verkregenna toediening van eenzelfde hoe-veelheid urine, bij verschillendetemperaturen, na 6, 8, 10, 12 enH uren. Het optimum ligt bijongeveer 22ÂŽ C.



??? Men ziet, dat de legbuisgroei bij 15Â° C. uiterst gering is. Bij21Â° C.. misschien nog iets hooger (22Â° C.), ligt het optimum. Degroei is bij 23Â° C. gedurende de eerste 10 uren het sterkst; naar-mate deze temperatuur echter langer inwerkt wordt zij schadelijk.Bij een inwerkingstijd van 12 en 14 uren is de groei bij 21Â° C.het grootst. Opmerkelijk is, dat in een bepaald traject een lineair verbandbestaat tusschen mate van legbuisgroei en temperatuur. Een temperatuur van 22Â° C. en een waarnemingstijd van 12 urenzijn â€” na toediening van urine â€” noodig om de optimale waardevan legbuisgroei te verkrijgen. Verder blijkt uit fig. 9 dat de latentietijd langer wordt, naarmatede temperatuur daalt. Fig. 11 geeft het verband tusschen latentie-tijd en temperatuur weer. Het lineaire traject tusschen 15â€”19Â° C.is tekort om er conclusies ten aanzien van het temperatuurquotientuit te trekken. \ Fig. 11. De kromme geeft hetverband weer tusschen de laten-tietijd en de temperatuur, en

isontleend aan fig. 9. \ 7S f7 27 23 4) Hoe voltrekt zich de legbuisgroei in verband met dcconcentratie? Verwacht mag worden, dat, binnen zekere grenzen, de legbuis-groei sterker is naarmate meer urine wordt toegediend. Om het ver- Af. Fig. 12.veelheid



??? band tusschen concentratie der werkzame substantie en hierdoorveroorzaakte legbuisgroei na te gaan, werd gemeten, welke gemid-delde lengtetoename binnen 14 uren optrad na toediening van ver-schillende hoeveelheden werkzame substantie, onder handhavingvan de optimale temperatuur (fig. 12). Figuur 13 is gebaseerd op fig. 12 en toont het verband tusschenlegbuislengte en urineconcentratie gem-eten 6, 8, 10, 12 en 14 urenna toediening der urine. Fig. 13. Legbuisgroei, verkregenna toediening van verschillendehoeveelheden urine, na 6, 8, 10,j C^m 12 en 14 uren, bij 22Â° C. Men ziet, dat de kromme, welke het verband tusschen legbuis-groei en urine-concentratie aangeeft, binnen het traject van O_21/2 ccm urine, toegevoegd aan 750 ccm water, lineair verloopt; daarna buigt zij af om evenwijdig aan de abscis verder te loopen.Dit eerste gedeelte van de concentratiekromme wordt de test-marge genoemd. Deze strekt zich bij deze werkzame substantie

vanurine uit over een gebied van O tot ongeveer 5 A.E., indien na 12uren gemeten wordt. De hinmn de testmarge opgetreden legbuisgroei blijkt eenmaatstaf te zijn voor de hoeveelheid werkzame substantie; dankzij dit lineaire verband tusschen concentratie van de werkzame stofen mate van legbuisgroei is het bittervoorntje zoo goed te ge-bruiken als testobject. Verder blijkt uit fig. 12 dat de concentratie der werkzame sub-stantie geen invloed heeft op de latentietijd. 5) Na welke rustperiode is een quantitatieve reactie weermogelijk? Onder 2) werd opgemerkt, dat de legbuis wederom tot ver-korting kan overgaan onder aanwezigheid der werkzame substantie



??? in kleine concentratie. Bij een groote concentratie blijft de legbuisechter langere tijd in haar volle lengte bestaan. Geeft men nu, naeen intensieve legbuisgroei van 6â€”8 uren, schoon water, dan houdtde legbuisgroei op, terwijl 6 uren later de legbuisverkorting begint,zooals figuur 14 laat zien. Men ziet de latentietijd van 5J4 uur, vervolgens het lineairetraject van 6â€”uur; gedurende de twee volgende uren buigtde kromme tot een horizontaal verloop af. 14 uren na de toedieningder urine wordt schoon water gegeven. Nog 6 uren hierna blijft delegbuis haar lengte behouden om zich daarna langzamerhand teverkorten en eenige tijd nog op een lengte van ongeveer 2 A.E.te blijven staan. Thans rijst de vraag, of het vischje in dit stadium weer in staatis een quantitatieve reactie te geven. De onder 6) te noemen proefgeeft hierop een bevestigend antwoord. Inmiddels is het niet alleen mogelijk, doch tevens noodzakelijk,de visschen met intervallen van 1â€”2 dagen te laten reageeren.Wacht

men langer, dan verkort zich de legbuis na eenige tijdzoodanig, dat haar lengte = O A.E. wordt. De visch verkeertdan in een toestand van inertie, waarbij het vermogen quantitatiefte reageeren nog slechts door toepassing van de op blz. 32 onder3) genoemde kunstgreep hersteld kan worden, indien het althansniet geheel verloren is gegaan. Pas wanneer de legbuis door her-haalde toediening van werkzame substantie eenige groote reactiesheeft gegeven en tot een beginlengte van ongeveer 2 A.E. isteruggeloopen, kan zij voor de quantitatieve bepalingen weerbruikbaar zijn.



??? Het bittervoorntje is in staat (gedurende een beperkte tijd),eens in de 1â€”2 dagen een quantitatieve reactie te geven. Het is van belang te onderzoeken, of de grootte der legbuisreactie be??nvloedwordt door de uitgangslengte en zoo ja, welke uitgangslengten het meest geschiktzijn voor het geven van quantitatieve reacties. Hiertoe kan gebruik gemaaktworden van de nog ter sprake komende tabel III (blz. 29), waarin de 4 senesmetingen met 3 ccm urine A, zooals nog blijken zal. gelijkwaardig zijn. Berekentmen welke gemiddelde verlengingen bij de verschillende uitgangslengten zijnopgetreden, dan komt men tot de conclusie (figuur 15) dat de gemiddelde lengte-toename bij een uitgangslengte van 1 A.E. het grootst is en vrijwel lineair afneemtnaarmate de uitgangslengte toeneemt. r'n Fig. 15. De kromme geeft hetverband weer tusschen uitgangs-lengte en gemiddelde verlengingbij de verschillende uitgangsleng-ten. (Bij twee andere, hier niet nader te vermelden,

ongeveer even groote proef-reeksen, bleek het lineaire verband minder uitgesproken te zijn.) In ieder ge-val is het niet onverschillig van welke beginlengte wordt uitgegaan bij hetuitvoeren van quantitatieve bepalingen. Omdat het uitsluitend gebruik vanvisschen met een uitgangslengte van 1 A.E. bezwaren oplevert, kan men inde practijk het best zoo te werk gaan, dat steeds uitsluitend visschen met eerlbeginlengte van 1, 2, en 3 A.E. in de proef worden opgenomen. Het materiaalwordt dan zoo geselecteerd, dat steeds evenveel legbuizen met een beginlengtevan 1 en 3 A.E. voorkomen, zoodat de reactie van deze gemiddeld overeen zalkomen met die waarvan de uitgangslengte 2 A.E. bedroeg. 6) Hoe dikwijls kan een visch voor het uitvoeren der reactiegebruikt worden? Van practisch belang is de vraag hoe vaak eenzelfde visch ge-bruikt kan worden voor de ijking van urine. Men zou zich namelijkkunnen voorstellen, dat de visschen na enkele op elkaar

volgendereacties ??f hun reactievermogen verliezen ??f in een toestand vanovergevoeligheid geraken, waardoor de reacties naar verhouding te groot zouden worden. De volgende proef geeft inzicht in deze questie.



??? Aan eenzelfde groep van 12 visschen werd om den anderen dagurine gegeven. Tabel II toon het verband tusschen de hoeveelheidtoegediende urine en de legbuisreactie. TABEL II Toediening van gemiddeldelegbuisgroei Ie dag 3 ccm urine A 2,7 A.E. 3e â€ž 3 â€ž ;; A 4,5 â€ž 5e â€ž 3 â€ž ;; A 4,2 â€ž 7e 3 â€ž ;; A 4,7 â€ž 9e â€ž 3 â€ž B 0 â€ž 11e â€ž 3 â€ž ;; A 4,3 â€ž 13e â€ž 2 â€ž ;; A 2,7 â€ž 15e â€ž 1 â€ž ;; A 1,4 â€ž Bij de toevoeging van 3 ccm urine aan 750 ccm water werd deeerste maal een gemiddelde legbuisgroei van slechts 2,7 A.E. ver-kregen. Op de oorzaak hiervan (onvoldoende sensibilisatie, blz. 32)wordt nog teruggekomen; voorloopig wordt deze reactie buiten be-schouwing gelaten. Bij de tweede, derde en vierde toediening van3 ccm urine A traden echter zoo goed als gelijke reacties op,n.l. 4,5,4,2 en 4,7 A.E. De vijfde maal werd 3 ccm eener onwerkzameurine (B) toegediend. Dit intermezzo be??nvloedde het quantitatievereactievermogen echter niet,

want een zesde toediening van de oor-spronkelijke urine A gaf een reactie van 4,3 A.E., welke nagenoegmet de waarden, die bij de tweede, derde en vierde toedieningwerden gevonden, overeenkomt. Voor de zevende maal werd inplaats van 3, 2 ccm urine A gegeven. Overeenkomstig het onder 4)gevondene moest van deze dosis een reactie verwacht worden van2/3 maal ( 4.7 4.3) ^^ g ^ 2,7 A.E. Gevofiden werd inderdaad 2,7 A.E. Tenslotte werd als achtste toediening 1 ccmurine A gegeven. Hiervan zou een reactie van 1,5 A.E. verwacht



??? moeten worden. Gevonden werd 1,4 A.E. deze waarden zijn voorquantitatieve reacties dus geheel bevredigend te noemen. De visschen kunnen een groot aantal malen, dat proefonder-vindelijk vaak de 8 nog overtreft om de andere dag voor test-doeleinden gebruikt worden. Het is van belang na te gaan of er een individueele gevoeligheid op langetermijn bestaat. Dit kan onderzocht worden aan de hand van tabel III, welke eennadere specificatie van tabel II is, en waarvan, zooals later nog blijken zal, devier reeksen B, C, D en F gelijkwaardig zijn. In de eerstgenoemde tabel zijnde individueele reacties vermeld, welke vier maal achtereenvolgens bij een 12-talvisschen, onder steeds gelijke uitwendige omstandigheden bij gelijke hoeveelhedenvan dezelfde urine optraden. De reacties B, C en D werden met telkens ?Š?Šndag tusschenruimte uitgevoerd. Tusschen reeks D en F zijn twee extra dagen in-geschakeld wegens de toediening van onwerkzame urine (reeks E.)

Indien de in tabel III1) opgenomen visschen gedurende de hier beschouwdeperiode van 10 dagen een individueele gevoeligheid hadden, zou de spreiding vande verschillende reacties van eenzelfde visch op 3 ccm urine A in het algemeenkleiner geweest zijn dan de spreiding der reacties van verschillende visschensamen. Ter uitvoering van deze vergelijking is eerst bij ieder vischje het gemid-delde van de vier verlengingen bepaald. Vervolgens zijn de afzonderlijkeafwijkingen d van dit gemiddelde berekend. Uit deze d's is de spreiding e voor het betreffende vischje berekend volgens enbsp;' Een eenvoudige berekening leidt dan tot het volgende resultaat :e, = 0,96, 0,96, 0,50 enz., gemiddeld 1,19. Ter vergelijking zijn nu ook groepen van telkens vier verlengingen bij ver-schillende visschen gevormd (de eerste bestaat b.v. uit de verlengingen bij devisschen No. 1, 2, 3 cn 4, na uitvoering der eerste reactie) en bij iedervan deze groepen zijn weer het gemiddelde en de

spreiding (e^) berekend.Resultaat: e^ = 0.96, 0.96, 0,82 enz.; gemiddeld 1,22. Dus Â?, (= 1,19) en?Šj (= 1,22) zijn vrijwel gelijk. De conclusie mag derhalve luiden, dat devisschen bij de vier achtereenvolgens verrichte reacties geen aantoonbare syste-matische gevoeligheidsverschillen bezaten. Ten aanzien van het verband tusschen concentratie der werkzame substantieen legbuisgroei kan op grond van de in tabel III vermelde gegevens nog nagegaanworden in hoeverre het zin heeft te spreken van een lineair verband tusschenbeide grootheden, gegeven de bij deze proeven opgetreden spreiding van dewaarnemingen. In tabel IV vindt men de, onder gelijke omstandigheden in



??? 12 uren verkregen, gemiddelde verlengingen, na toediening van 1, 2 en 3 ccmurine A, benevens de spreiding in het gemiddelde*). In figuur 16 zijn de ge- TABEL IV Hoeveelheid urine A in ccm. 1 2 3 1.400.29 2.670.40 4.420.18 middelden met hun onzekerheidsmarge weergegeven. Het blijkt dat er een re??ellineair verband bestaat tusschen concentratie en legbuisgroei. 7) Grondslag voor de testmethode. Op grond van de onder 1 tot 6 besproken verschijnselen kanmen zich de uitvoering der testmethode als volgt denken : Men voegt een bepaalde hoeveelheid der te onderzoeken stof aaneen bepaald volumen1) aquariumwater toe, waarin zich 2â€”3 vis-schen bevinden. Hierdoor kan een legbuisreactie optreden, waarvande grootte in A.E. gemeten wordt. De reactie moet plaats vinden bij22Â° C. De legbuizen dienen om de 1â€”2 uren, tot het ophoudenvan den groei, gemeten te worden. Men neme slechts zooveel derte onderzoeken substantie, dat de uitslag binnen de testmarge

blijft.Voor iedere bepaling moet een voldoende aantal visschen wordengenomen. Tevens zorge men er voor, dat de uitgangslengte derlegbuizen ongeveer 2 A.E. bedraagt en dat de visschen 1â€”2 dagenv????r de te verrichten bepaling een positieve reactie hebben gegeven. waarbij 1nbsp; Om practische redenen werd in dit onderzoek steeds 750 ccm. gebruikt.



??? Â§ 3. DE VOORBEREIDING DER VISSCHEN VOOR DETEST. 1) Uitsluiten van autonome groei. Een factor, die tot verkeerde conclusies aanleiding kan geven ishet verschijnsel van de autonome groei. Deze treedt bijna steedsaan de dag, wanneer uit het natuurlijke milieu komende visschenvan koud water (2â€”8Â° C.) in water van 22Â° C. worden gebracht.Binnen 24â€”36 uren kan dan zonder meer een legbuisgroei vaneenige A.E. optreden. In figuur 17 is de autonome groei grafisch Fig. 17. Gemiddelde autono-me legbuisgroei, opgetredenbij 5-1 visschen, welke van hetnatuurlijke milieu (4Â° C,) in ___water van 22Â° C, werden ff^i '3/2 !6 20nbsp;gebracht. voorgesteld. Bij 54 visschen, welke uit een vijver met water van4Â° C. kwamen en waarbij de temperatuur van het aquariumwaterbinnen 4 uren tot 22Â° C. werd opgevoerd, trad spontaan, duszonder toediening van hormoon, na 9'/^ en 19}/^ uur een legbuis-groei van gemiddeld resp. 0.4 en 0.8 A.E. op.

Het verloop derkromme doet vermoeden, dat binnen 2 dagen een spontane groeivan gemiddeld 2 A.E. zou kunnen optreden. Het verschijnsel der autonome groei doet zich echter nimmervoor bij visschen, die enkele dagen tevoren gereageerd hebben.Autonome legbuisgroei kan men dus uitsluiten door visschen kort tevoren te laten reageeren. Voor de diepere oorzaken van de autonome groei wordt verwezen naar blz. 66. De gevoeligheid van de visch moet eenige tijd constant blijvenvoordat het dier als meetinstrument bruikbaar is. Het onder 2, 3en 4 vermelde maakt het mogelijk de visch in een dergelijketoestand te brengen. 2) â€žAfstompingquot; bij te groote beginlengte. Wanneer men tusschen April en Juli visschen vangt, blijkenhun legbuizen over het algemeen zeer lang te zijn en onbruikbaarvoor het uitvoeren van betrouwbare reacties. De vraag is nu hoedeze legbuizen tot verkorting kunnen worden gebracht. Dit blijkt



??? mogelijk door de visschen eenige malen flink te laten reageeren.Wel leidt dit aanvankelijk tot een nog grootere legbuisverlenging,doch tenslotte begint een verkorting op te treden, die maakt datde visch weer in staat is een reeks van quantitatieve reacties uit te voeren. Fig. 18. Aanvankelijk is debeginlengte der, uit hun natuur-lijke milieu komende visschen.groot (14 A.E.). Door de vis-schen herhaalde malen te latenreageeren wordt de beginlengtesteeds kleiner, totdat bij eenwaarde van ongeveer 2 A.E.een niveau wordt bereikt, waar-op quantitatieve reacties kunnenplaats vinden. De grafische voorstelhng van figuur 18 geeft van het boven-staande een schematisch beeld. De veelvuldige hormoontoedieningenhebben blijkbaar een â€žafstompendequot; werking op de gevoehgheidvan de visch. Voor de diepere oorzaak dezer â€žafstompingquot; wordtverwezen naar blz. 65. In dit denkbeeldige geval zijn 4 reacties noodig om de visch toteen constante gevoeligheid te

brengen en op dit niveau kunnenachtereenvolgens soms weer eenige quantitatieve reacties plaatsvinden. In werkelijkheid kunnen er uitgangsjengten voorkomentusschen 1 en 3 A.E., terwijl de mate van legbuisgroei natuurlijkwisselt naar gelang van de werkzaamheid van de toegediende stof. De tijdens de paaitijd aanwezige overmatige legbuislengte kantot de normale uitgangslengte worden teruggebracht, wanneer mende visschen een aantal malen laat reageeren. Na de hierdoor bereikte,.afstompingquot; kunnen de visschen soms ufeer quantitatief rea-geeren.*) 3) Sensibilisatie bij te lage beginlengte. Wanneer men tusschen Augustus en November visschen ontvangt,zijn de legbuizen zelden langer dan 1 A.E. De dieren kunnen dan In de maanden Meiâ€”September zijn de visschen voor quantitatief onder-zoek echter veel minder bruikbaar dan in de overige maanden.



??? niet terstond voor quantitatieve reacties gebruikt worden. Doorze echter herhaalde malen te laten reageeren, komt de legbuis meeren meer tot ontwikkeling en wordt het buiten de paaitijd afgenomenreactievermogen wederom opgewekt. De genoemde behandelingheeft blijkbaar een ,,sensibiliseerendequot; invloed. De visschen blij-ken, na gesensibiliseerd te zijn, weer in staat quantitatief te rea-geeren, overeenkomstig de onderstaande schematische figuur 19. Fig. 19. Aanvankelijk is debeginlengte der, uit hun natuur-lijke milieu komende visschen,klein (O A.E.). Door de vis-schen herhaalde malen te latenreageeren wordt de beginlengtesteeds grooter, totdat bij eenwaarde van ongeveer 2 A.E.een niveau wordt bereikt, waar-op quantitatieve reacties kunnenplaats vinden. In dit denkbeeldige geval zijn 4 reacties noodig om de sensibili-satie te voltooien. Hierdoor wordt een niveau bereikt, waarop eenreeks van quantitatieve reacties kan plaats vinden. In

werkelijkheidkunnen de uitgangslengten vari??eren van 1 tot 3 A.E., terwijl demate van legbuisgroei natuurlijk wisselt met de werkzaamheid vande toegediende stof. De tusschen eind Augustus en October optredende inertie kandoor herhaalde hormoontoediening weer opgeheven worden. Doordeze zg. â€žsensibilisatiequot; reageeren de visschen weer quantitatief. 4) Afstomping bij normale beginlengte. Wanneer men tusschen November en Maart visschen vangt,zijn de legbuizen van de meeste visschen 1â€”3 A.E. lang. Men zougeneigd zijn te denken, dat deze uitgangslengte, welke men immersna afstomping of sensibilisatie steeds tracht te verkrijgen, voorquantitatieve reacties uitstekend geschikt zou zijn. Dit is echterniet het geval. De eerste reactie valt reeds dadelijk te groot uit ende legbuizen behouden de verkregen lengte lange tijd. Het is,alsof deze eerste reactie de visschen in een 1â€”2 maanden te vroe-ge paaitijd brengt. Om de visschen in het

vroege voorjaar geschiktte maken voor het uitvoeren van quantitatieve reacties, dienen zijbehandeld te worden als onder 2) vermeld. Ondanks de tusschen November en Maart aanwezige goedeuitgangslengte, geven de legbuizen van uit de natuur komende



??? visschen geen quantitatieve reacties. Pas na eenige hormoon-toedieningen reageeren de visschen quantitatief. 5) Gcvoelighcidsniveau. In werkelijkheid kunnen dus de onder 2) en 3) besproken gra-fieken verkregen worden met behulp van gelijke hoeveelheden vandezelfde urine. Van beteekenis is : a)nbsp;dat de uitgangslengte der legbuizen zoowel na afstomping alsna sensibilisatie, op een niveau van 1â€”3 A.E. gebracht kanworden, b)nbsp;dat een legbuis met een op deze wijze verkregen uitgangs-lengte van 1â€”3 A.E. op dezelfde hoeveelheid werkzame sub-stantie met een groei van (in dit geval) 4 A.E. reageert,onafhankelijk van de omstandigheid of de visch zich in ofbuiten den paaitijd bevindt, resp. afgestompt of gesensibili-seerd werd. Deze waarneming leidt tot constateering van het voor de prac-tijk belangrijke feit, dat bij het bittervoorntje langs experimenteeleweg een vrijwel constant gevoeligheidsniveau bereikt, en eenigetijd gehandhaafd kan worden. Door

opeenvolgende zwakke reac-ties neemt weldra de gevoeligheid geleidelijk af. Deze kan doorsensibilisatie echter weer tot het oorspronkelijke niveau terug-gebracht worden, tenzij de visschen uitgeput zijn. Bij opeenvolgendesterke en middelmatig sterke reacties blijft de gevoehgheid echterlange tijd constant zoodat hernieuwde sensibilisatie dan nietnoodig is. Het constant blijven der gevoeligheid draagt echter eentemporair karakter, zoodat regelmatige controle van het gevoelig-heidsniveau b.v. door ijking ten opzichte van standaardpreparaten,geboden is. Voor bijzonderheden betreffende de factoren, welke inoorzakelijk verband staan met de gevoeligheid wordt verwezennaar hoofdstuk VI. Het is van belang het constante gevoeligheidsniveau aan de hand van tabel IIInog eens nader te beschouwen. Zooals reeds werd medegedeeld, zijn in dezetabel de individueele reacties vermeld, welke vier maal achtereenvolgens dooreen reeks van 12 visschen, onder gelijke

omstandigheden, uitgevoerd werden. De gemiddelde verlengingen van resp. 4,50, 4,17, 4,67 en 4,33 A.E. wijzenop de aanwezigheid van een constant gevoeligheidsniveau. Men kan nu nagaan, of de verschillen der vier gemiddelden niet grooter zijndan men zou moeten verwachten, indien de 4 reeksen onderdeelen van



??? 1 reeks van 48 gelijkwaardige uitkomsten waren. De spreiding bij de af-zonderlijke verlengingen werd berekend met behulp der formule 1/ en is bij ' N-1_ de4reeksenresp.i V^?– = o,9. V^M = 1.3, VMi?‰ = 1,9 en V^ = 0,8 Â? 11nbsp;^ 11nbsp;* Unbsp;* 11 De in de gemiddelden te verwachten middelbare fouten, berekend volgens de formule zijn dus resp.:nbsp;= 0,18.nbsp;= 0,25.nbsp;= 0,36 en Vn^WTnbsp;yii V\2 V\2 0,8 77= =Ki2 Het gemiddelde van alle 48 metingen bedraagt 4,42 A.E. De partieele ge-middelen, 4,50 Â?0,18, 4,17 Â? 0,25 4,67 Â? 0,36 en 4,33 Â?0,15 stemmen binnende foutengrenzen hiermede overeen. Men mag de 4 reeksen dus inderdaad alsonderdeden van ?Š?Šn reeks van 48 gelijkwaardige uitkomsten beschouwen, m.a.w.onder de gegeven proefomstandigheden bestond er werkelijk een constant ge-voeligheidsniveau. Alleen in Juli en begin Augustus is de legbuis bij een groot deelder in de natuur voorkomende bittervoorns tot O

A.E. gereduceerd.Zelfs een intensieve urinebehandeling heeft dan ter nauwernoodeffect. Gedurende deze maanden vindt men echter nog wel eenigevisschen, waarvan de legbuis niet zoo sterk teruggeloopen is endie voor de test nog bruikbaar kunnÂ?n zijn. Â§ 4. VERSCHILLENDE IJKINGSMETHODEN. 1) IJking ten opzichte van een standaardpreparaat. Bij quantitatieve biologische hormoonbepahngen is het gebruike-lijk te ijken ten opzichte van een standaardpreparaat. Dit is noodigomdat de gevoeligheid der proefdieren min of meer afhankelijk isvan de uiterlijke omstandigheden, b.v. het jaargetijde. Dit verschilin gevoeligheid kan geconstateerd worden, wanneer men in hetvoorjaar en in de herfst de verkregen reacties op eenzelfde stan-daardpreparaat met elkaar vergelijkt; deze blijken n.l. verschillendte zijn. Om deze foutenbron uit te schakelen kan men in het algemeenals volgt te werk gaan. Gesteld dat in het voorjaar met een be-paalde hoeveelheid

van een standaardpreparaat een reactie van4 eenheden werd verkregen, terwijl dezelfde hoeveelheid in deherfst een reactie van slechts 3 eenheden geeft, dan blijkt, dat degevoeligheid in de herfst ^ is van die in het voorjaar. Vindt men



??? nu in de herfst bij quantitatief onderzoek van een onbekendehoeveelheid overeenkomstige substantie een reactie van 2 eenhedenen wil men weten, hoe groot deze reactie in het voorjaar zou zijnuitgevallen, dan kan men op grond van de met het standaard-preparaat opgedane ervaring aannemen, dat de reactie dan zeerwaarschijnlijk 4/3 X 2 eenheden = 2.7 E geweest zou zijn. Door te ijken ten opzichte van een bepaalde hoeveelheid eenerzoo mogelijk chemisch gedefini??erde substantie, kunnen de uitge-voerde quantitatieve bepalingen ten allen tijde tot de absolutemaatstaf herleid worden. Alleen op deze wijze kan men steedsreproduceerbare waarden verkrijgen. Ter bepaling van het aantal legbuisgroei-eenheden van een pre-paraat van onbekende sterkte, kan men zich van verschillendemethoden bedienen. I. P a r a 11 e 1 e ij k i n g. Men laat b.v. 18 voorbehandelde visschen reageeren op een stan-daardpreparaat en meet de legbuisgroei. Door herhaalde reacties

optelkens b.v. 100 visschen, is dit preparaat berekend op b.v. 3,5 A.E.Gesteld, dat van deze 18 visschen er 15 reageeren met een legbuis-groei van 3 a 4 ^A.E., waarvan het gemiddelde overeenkomt metde concentratie van het standaardpreparaat, en dat hiervan 2 vis-schen reageeren met slechts 2 A.E. en 1 met 5 A.E., dan wordendeze laatste 3 visschen als niet voldoende ingesteld aan de verdereijking onttrokken. De overblijvende 15 visschen laat men nu rea-geeren op het preparaat van onbekende sterkte. De mogelijkheidbestaat, dat eenige dezer visschen wederom geen quantitatievereactie hebben gegeven. Om deze exemplaren op te sporen wordtuitgegaan van de speculatie, dat de kans dan groot is, dat dezevisschen op een herhaalde toediening van het standaardpreparaateveneens niet quantitatief zullen reageeren. Deze tweede reactieop het standaardpreparaat wordt uitgevoerd, en men zoekt nu dieexemplaren uit, welke anders dan met een uitslag van 3â€”4

A.E.reageeren. Deze worden van de geselecteerde 15 visschen ge??limi-neerd. Indien op deze wijze weer 3 visschen uitvallen, resteerennog 12 visschen, waarvan de legbuisgroei dus voor en na de ijking



??? van het onbekende preparaat twee maal ongeveer gehjk is geweestaan het aantal A.E. waarin de sterkte van het standaardpreparaatis uitgedrukt. Het is hoogstwaarschijnlijk, dat deze visschen ookquantitatief op het te onderzoeken preparaat hebben gereageerd,zoodat van deze 12 exemplaren de gemiddelde legbuisgroei alsmaatstaf voor de sterkte der onbekende concentratie genomen kanworden. In plaats van een tweede ijking met het standaardpreparaat kanmen ook direct nagaan hoe iedere visch gereageerd heeft op het on-bekende preparaat, een frequentiekromme opstellen en die visschenuitsluiten, wier reactie opvallend sterk van het optimum afwijkt.De gemiddelde legbuisverlenging van dc resteerende visschen isdan de maatstaf voor de werkzaamheid van het onderzochtepreparaat. II. K r u i s g e w ij z e ij k i n g. Men kan een reeks goed ingestelde visschen in twee gelijkegroepen verdeden, waarvan men de 1 e groep laat reageeren op

hetpreparaat van onbekende sterkte en de 2e op het standaard-preparaat. Aan de 2e reeks ontneemt men die visschen, welke eenreactie vertoonen, die vrijwel overeenkomt met de sterkte van hetstandaardpreparaat en ijkt nu hierop het onbekende preparaatnog eens en het standaardpreparaat op reeks 1. Wederom worden,ditmaal uit reeks 1, die visschen, welke een zeer afwijkende reactievertoonen, uit de voorgaande proef ge??limineerd. De som der bijalle bruikbare visschen gevonden eenheden van legbuisgroei, ge-deeld door het aantal visschen is dan een maatstaf voor degezochte sterkte van de stof. 2) IJking zonder standaardpreparaat. Omdat het vermogen, quantitatief te reageeren, bij goed ingesteldevisschen in hooge mate constant is, behoeft dit niet voor en/of naiedere reacti-e met behulp van een standaardpreparaat te wordengecontroleerd. Ook wordt de instelling der visschen practisch nietgeschaad, wanneer ze afwisselend op een kleinere

en grootere hoe-veelheid werkzame substantie reageeren, mits steeds legbuizen meteen beginlengte van 1â€”3 A.E. worden gebruikt. Hierdoor kan menop de volgende wijze ook zonder standaardpreparaat testen.



??? Men laat een aantal visschen op verschillende hoeveelheden vanhet te onderzoeken preparaat reageeren. Vervolgens herhaalt mende proef maar met andere, goed ingestelde visschen. Men vergelijktnu de in beide reeksen verkregen uitkomsten. Wijken deze b.v. meerdan 0.3 A.E. van elkaar af, dan herhaalt men de proef nog een ofmeer malen, wederom met andere ingestelde visschen, totdat menwaarden verkrijgt, die een bevredigende overeenkomst vertoonen.Met behulp van een frequentiekromme wordt dan het waarschijnlijke gemiddelde bepaald. Zijn de visschen werkelijk goed ingesteld en worden zij goedonderhouden, dan zijn de eerste 3 reacties (als gemiddelde van 12visschen) bijna steeds in voldoende overeenstemming met elkaar.Deze methode is gebleken practisch bruikbaar te zijn voor het testenvan hormonen, welke nog niet in chemisch zuiveren vorm verkregen zijn. PROEFINSTALLATIE ENRING VAN DE TEST. PRACTISCHE UITVOE- Â§ 5. 1)

Proefopstelling. Om iedere visch in zijn gedragingen te kunnen volgen warende dieren ondergebracht in een 36-tal kleine aquaria met 750 ccm.water. De bakjes bevatten ieder 2â€”3 in grootte verschillende vis-schen en waren in eenige groote aquaria langs de lengte-zijdengeplaatst. Deze groote aquaria dienden als thermostaat. Het voor-en zijaanzicht der installatie is in figuur 20 weergegeven. - ??soUh'eband----------- ----met a/en sis^/'------â€”---- â€? - rubier s/ang quot;Oor ioeroer van (ucht - - ____^/sten ioevotr?¨ulzm mei iraan---- I Joei^'zer fan M a^usrwmâ€”f^ hnJ ws??rofi--â€” iUint Â?f aar/a mrpree?Ÿ'eren. ^ g^3gt;Â?iarrd van he?Š alt;fi/ar/um^--------------- Fig. 20. Voer- cn zijaanzicht der proefinstallatie. In ieder bakje hing een uitstroomer, waardoor lucht borrelde.



??? Deze lucht werd geleverd door een krachtige pomp, welke voor-zien was van een alarmtoestel, dat zich automatisch inschakeldewanneer de luchtdruk beneden een bepaald peil daalde. De thermostaten werden op de gewenschte temperatuur gehoudendoor middel van een electrische verwarmingsinstallatie. De geheele apparatuur was opgesteld in een matig verlicht ver-trek, terwijl voor het meten der legbuizen een sterke lichtbron in-geschakeld kon worden. 2)nbsp;Het onderhoud der visschen. Bij het in gebruik nemen van nieuwe visschen werd ervoor ge-zorgd, dat het water pas na eenige uren de temperatuur van 20Â°C. bereikte. Snellere temperatuursstijgingen werden niet altijd goedverdragen. De visschen werden gevoederd met gedroogde daphnia's Tweemaal per dag werd het water der kleine aquaria, waarin de visschenzich bevonden, door schoon van 22Â° C. vervangen. 3)nbsp;Het verloop van de test. Met de proefneming werd meestal om

9 uur 's morgens begon-nen, teneinde onnauwkeurigheden als gevolg van eventueele dag-en nachtschommelingen in de gevoeligheid uit te schakelen. Te-voren waren die visschen uitgezocht, welke voor het uitvoerender reactie in aanmerking kwamen en de uitgangslengten werdengemeten. De getallen werden genoteerd. Er werd een bepaaldehoeveelheid der te onderzoeken stof toegevoegd en vervolgenswerd om de 1â€”2 uren de legbuislengte gemeten. Zoodra de groeiwas opgehouden werd de proef afgebroken. De visschen werdenin schoon water gedaan en terstond werden de legbuizen voor delaatste maal gemeten. Daarna werd de gemiddelde legbuisgroei perproefserie bepaald en de groeikromme geteekend. Het verdient aanbeveling na toevoeging van de te ijken pre-paraten te controleeren of de visschen deze verdragen. Met zeeronrustig of soms ook apathisch gedrag reageeren ze op een voorhen toxisch preparaat en indien men dit

waarneemt, doet men goedde proef af te breken en te trachten met geringe concentraties eenpositieve reactie te verkrijgen.



??? Â§ 6. BEPALING DER EENHEID VAN HORMOONWER-KING. In het voorgaande werd de legbuisgroei gemeten in aarsvin-eenheden (A.E.). Een reactie van 1 A.E. zegt echter niets omtrentde werkzaamheid der toegevoegde substantie, indien niet tevensvermeld wordt binnen hoeveel uren deze reactie van 1 A.E. bereiktwerd en aan hoeveel aquariumwater de bepaalde hoeveelheid werk-zame stof werd toegevoegd. Als eenheid van hormoonwerking kanmen nu nemen die hoeveelheid, welke toegevoegd aan 750 ccmwater van 22Â° C., binnen een bepaald aantal uren een gemiddeldelegbuisverlenging van 1 A.E. veroorzaakt. Van deze eenheid vanwerking wordt in dit onderzoek gebruik gemaakt, tengevolge vande toevallige omstandigheid, dat met bakjes met 750 ccm water ge-werkt wordt. Voor universeel gebruik zou de eenheid van werkingbeter gebaseerd kunnen worden op de gemiddelde legbuisgroei van1 A.E., welke na n uren optreedt, Wanneer de hiervoor

noodigehoeveelheid werkzame substantie wordt toegevoegd aan 1 L. water.Deze eenheid wordt in het vervolg 1 bittervoorneenheid (1 B.E.)genoemd. De waarde van n hangt af van het onderzochte hormoon.1 B.E. is die hoeveelheid werkzame substantie, welke toegevoegdaan 1 L. water van 22Â° C. in n uren een gemiddelde legbuisver-^lenging van 1 A.E. veroorzaakt. Â§ 7. OVER HET VERSCHIL TUSSCHEN DE TOT DUS-VER GEBRUIKTE EN DE NIEUW ONTWORPENTESTMETHODE. EEN KRITISCHE BESCHOUWING. Blijkens opgaven in de literatuur wordt de legbuistest tot dus-verre nog slechts op zeer primitieve wijze uitgevoerd. Men volstaatmet de toevoeging van een bepaalde hoeveelheid hormoon aan eenbekende hoeveelheid water, waarin zich enkele niet-voorbehandel-de visschen met korte legbuizen bevinden. Na verloop van tijdwordt dan nagegaan, of een lengtetoename is opgetreden. Dereproduceerbaarheid van het effect wordt niet nader

onderzochten alleen een sterke groei in verloop van meerdere dagen wordt alspositieve reactie beschouwd. Voor de analyse der groeireactie is deze methode echter evenontoereikend als voor de uitvoering eener quantitatieve bepahng.Ter verkrijging van een betrouwbare testmethode, is het nood-



??? zakelijk alle factoren te bestudeeren, welke de legbuisreactie kunnen be??nvloeden. Wat betreft de omstandigheden, waaronder men tot nog toe deproefvisschen houdt, zij vermeld, dat temperaturen aanbevolenworden van 18Â° C. (kamertemperatuur) tot 10 a 12Â° C. (lagetemperaturen). Het is echter gebleken, dat de temperatuur voor hettot stand komen der reactie van de grootste beteekenis is en hetoptimum bij de hooge temperatuur van 22Â° C. hgt. Bij deze tempe-ratuur verloopt de legbuisreactie veel sneller, dan in de literatuurvermeld wordt. Ten einde zuurstofgebrek te voorkomen moet het water krachtigmet lucht doorstroomd worden. Sommige onderzoekers achten het noodzakelijk, in plaats vanleidingwater, oud aquariumwater te gebruiken, omdat de visschendit beter zouden verdragen. Sedert gevonden werd (zie blz. 132),dat door bittervoorn-mannetjes een stof ^ordt afgescheiden,welke een sterke legbuisgroei veroorzaakt, is het gebruik

vandergelijk water bedenkelijk indien er mannetjes in hebben ge-zwommen. Daar gewoon leidingwater, tot 22Â° C. verwarmd, door devisschen uitstekend verdragen wordt, verdient dit de voorkeur. Er bestaat tot nog toe geen uniformiteit in de benoeming dereenheid van legbuislengte. Er wordt in absolute (mm), zoowel alsin relatieve eenheden gemeten. Bij de eerste moet tevens de lengtevan de visch vermeld worden, hetgeen vrij omslachtig is. De relatieveeenheden die men gebruikt zijn of moeilijk op het oog te schatten,(tiende deelen van de aarsvinstraal), of te groot (lengte aarsvin-straal, 2X deze lengte enz.) De eenige bruikbare en practischeeenheid lijkt de reeds gedefini??erde aarsvin-eenheid, welke in ver-band met de gebruikte hoeveelheid aquariumwater, omgerekendkan worden tot de bittervoorneenheid als absolute maatstaf vanhormoonwerkin g. Met de voorbehandeling, waaraan de visschen onderworpendienen te worden, alvorens tot het

geven van quantitatieve reactiesin staat te zijn, wordt een geheel nieuw principe ingevoerd, dat vanessenti??ele beteekenis is voor de bruikbaarheid van de legbuistest.Het principi??ele verschil tusschen de tot nog toe gebruikte en denieuw ontworpen methode wordt duidelijk, indien men het vol-gende bedenkt:



??? Tot nu toe werden voor de proefneming steeds visschen ge-bruikt, die ??f nog nooit, ??f drie weken tevoren voor het laatst, ge-reageerd hadden. Bij deze visschen is de bestaande legbuislengteeen maatstaf voor de endocrine activiteit van het vischje. Gedeel-telijk is deze activiteit autonoom ingesteld, gedeeltelijk wordt zijdoor uitwendige factoren beheerscht (jaargetijde enz.). Laat mendergelijke visschen nu reageeren op gelijke hoeveelheden van een-zelfde werkzaam preparaat, dan vertoonen de legbuizen onderhnggroote verschillen in lengtetoename. Ook kunnen sterke afwijkingen optreden, indien een bepaaldpreparaat op verschillende tijden van het jaar, bij uit de natuurkomende visschen wordt getest. De dan gevonden legbuisgroei iseerder kenmerkend voor het wisselende gevoehgheidsniveau dervisschen, dan voor de hoeveelheid werkzame stof. Pas nadat het met behulp van een kunstgreep mogelijk bleekdeze schommelingen in de gevoeligheid op te heffen,

kon de basisgeschapen worden, waarop de legbuistest als exacte meetmethodein dienst der endocrinologie kan worden gesteld. Om de visschen bruikbaar te maken voor de uitvoering vanquantitatieve reacties is het noodig: a)nbsp;de autonome sexueel-endocrine activiteit uit te schakelen, b)nbsp;de visschen op een bepaald gevoeligheidsniveau in te stellenen te behouden. De kunstgreep, waarmede het sub a) en b) genoemde wordt be-reikt, bestaat hierin, dat men de visschen z???? dikwijls krachtig laatreageeren, tot de uitgangslengte der legbuizen zich binnen 24â€”36uren op 1â€”3 A.E. instelt. Zoodra dit het geval is, blijkt hetconstante gevoeligheidsniveau bereikt en is de gevoeligheid dervisschen genormaliseerd. Ook de autonome legbuisgroei wordtdoor deze behandehng volkomen onderdrukt. Het is van practisch niet te onderschatten belang, dat de leg-buizen van de op deze wijze behandelde visschen zich zoo snelverkorten, dat men de dieren om de 24â€”36

uren opnieuw ge-bruiken kan. De visschen kunnen vele malen achtereen gebruikt worden endoor ijking ten opzichte van standaardpreparaten is een nauw-keurige controle op het gevoeligheidsniveau mogelijk.



??? HOOFDSTUK III. DE SEXUEEL-ENDOCRINE ORGANISATIE VAN HETBITTERVOORNTJE IN VERGELIJKING MET DIE VANHET ZOOGDIER. Â§ L DE ENDOCRINE ORGANISATIE VAN HET VROU-LIJKE ZOOGDIER. Alvorens over te gaan tot de analyse van het sexueeLendocrinestelsel van het bittervoorntje, lijkt het goed een kort overzicht tegeven van de sexueeLendocrine organisatie van het zoogdier. Hieromtrent bezit men in groote trekken de volgende voorstel-ling. De hypophyse-voorkwab wordt beschouwd als de â€žmotor dersexueele functiesquot; (B. Z o n d e k). Dit orgaan beheerscht het ge-drag der gonaden door middel van twee door haar afgescheidengonadotrope hormonen: het foUikelrijpingshormoon en het luteim-seeringshormoon. Het foUikelrijpingshormoon doet de primordialefoUikels tot groote follikels uitgroeien. Het lute??niseeringshormoondoet uit deze follikels corpora lutea ontstaan. Onder invloed der genoemde

gonadotrope stoffen scheidt hetovarium op zijn beurt de volgende twee hormonen af: a. het follikelhormoon (folliculine), dat o.a. in het vocht dergrootere follikels voorkomt. Het doet de uterus groeien, brengthet endometrium in de proliferatie-phase en wekt speciaal bi)knaagdieren bronst op. b Het corpus luteum-hormoon (progesteron), dat in de corporalutea gevormd wordt. Dit hormoon brengt het endometriumin de secretie-phase en bereidt de uterus zoodoende voor tothet opnemen van de bevruchte eicel. Naast de directe invloed van de hypophyse-voorkwab op hetovarium, bestaat er een terugwerkende invloed van het ovarium



??? cp de hypophyse-voorkwab. Door toediening van het folhkel-hormoon kan de hypophyse tot afscheiding van het lute??niseerings-hormoon gebracht worden, waardoor corpora lutea ontstaan. Voorhet progesteron heeft men een analoge retrograde werking echterniet met zekerheid kunnen vaststellen. Â§ 2. DE ENDOCRINE ORGANISATIE VAN HET VROU-WELIJKE BITTERVOORNTJE. Inzicht in de endocrine organisatie van het dierlijk hchaam kanmen krijgen door: a.nbsp;na te gaan, welke uitvalsverschijnselen zich voordoen na ver-wijdering of vernietiging van een bepaalde klier; b.nbsp;te onderzoeken of deze uitvalsverschijnselen door toevoer vanextracten uit de betreffende kher weer opgeheven kunnenworden. Bij het bittervoorntje verkeert het geslachtsapparaat â€” in tegen-stelhng tot de warmbloedige dieren â€” meer dan 9 maanden vanhet jaar in een toestand van rust. De geslachtsklieren vertoonendan zoo goed als geen activiteit. De ovarium-

extirpatie kan achter-wege gelaten worden, wanneer men tracht, door toediening vaneen extract uit deze kher, kenmerken uit de periode van sexueeleactiviteit tevoorschijn te roepen. In het volgende zal een kort overzicht gegeven worden van deoverwegingen en bevindingen, welke tot de opstelling van hetschema der sexueel-endocrine organisatie van het bittervoorntjegeleid hebben. De hierbij te noemen histologische gegevens zijnte danken aan het werk van L. H. B r e t s c h n e i d e r, dat te-zamen met schrijver dezes elders gepubliceerd zal worden. Zooals reeds werd medegedeeld is de legbuis een orgaan, datdoor, bij zoogdieren voorkomende, geslachtshormonen, zooals folh-culine, tot groei kan worden gebracht. Naar analogie van het feit,dat bij zoogdieren de uterus onder directe invloed van folhculinetot groei kan worden aangezet, hebben verschillende onderzoekersgemeend ook de legbuisreactie te moeten beschouwen als het ge-volg van een directe

invloed van folliculine. Op grond van debevinding van T o m i z y u T o z a w a, dat na castratie tijdens de



??? paaitijd geen spontane legbuisgroei meer optreedt, zou de follicu-line-productie dan in het bittervoorn-ovarium gelocahseerd moetenzijn. Implantatie van een bittervoorn-ovarium bij een gecastreerdevrouwelijke muis heeft volgens Fleischmann c.s. (1932) eenfollicuhne-reactie gegeven. (Dit proefresultaat behoeft echter nogcen nadere bevestiging). Tegen de opvatting, dat het folliculine gedurende de paaitijdde legbuis doet groeien, zijn echter verschillende argumenten aante voeren. 1.nbsp;De pogingen van Weis mann c.s. (1936) om uit grootehoeveelheden ovaria van schelvisch, haring en zwaardvischeen extract te bereiden, dat in staat zou zijn, bij infantielevrouwelijke muizen bronst op te wekken, bleven zonderresultaat. Hoogstwaarschijnlijk komen de bij zoogdierenoestrogeen werkende hormonen niet als zoodanig in visschen-ovaria voor. Wel is het aan schrijver dezes, in samenwerkingmet L. H. Bretschneider, gelukt uit de ovaria van

eenzeeduivel (Lophius piscatorius) een extract te bereiden, dattoegevoegd aan het aquariumwater, de legbuis van het bitter-voorntje sterk doet groeien. 2.nbsp;Indien de legbuisgroei onder directe invloed van het follicu-line tot stand kwam, zou injectie of toediening van hetchemisch-zuivere hormoon aan het aquariumwater reeds zeerspoedig een sterke verlenging moeten veroorzaken. In werke-lijkheid blijkt folliculine een trage en laat beginnende reactiete geven, waardoor het zich duidelijk onderscheidt van alleandere in de legbuistest werkzame hormonen. Het extract uithet Lophius-ovarium geeft daarentegen een spoedig beginnen-de en vrij snelle legbuisgroei. Hieruit blijkt, dat de werkzamesubstantie uit het Lophius-ovarium geen folliculine-achtighormoon kan zijn. Het was nu van groot belang te weten, welke deelen van hetbittervoorn-ovarium aansprakelijk gesteld moeten worden voor debereiding van het â€žlegbuisquot;-hormoonquot;. L.

H. B r e t s c h n e i d e rwerd bereid gevonden de ovaria van eenige bittervoorns teonderzoeken, waarbij de legbuis door toediening van urine totgroei was aangezet. Dit onderzoek heeft geleid tot een hoogstinteressante en belangrijke ontdekking: in het ovarium ontstaan



??? massieve weefsels, die corpora lutea zullen worden genoemd, daarze in zeer veel opzichten overeenkomst vertoonen met de bij hetzoogdier onder deze naam voorkomende klieren. Later werden zijook bij andere visschen, amphibi??n en reptielen ontdekt. Terstondrees het vermoeden, dat de productie van het â€žlegbuishormoonquot; indeze corpora lutea plaats zou hebben. Elders te publiceeren, uit-gebreide onderzoekingen hebben de juistheid van dit vermoedenaangetoond. Met zekerheid kan thans worden aangenomen, dat degroei van de legbuis onder de directe invloed van het corpusluteum-hormoon van het bittervoorntje plaats vindt. Zooals later aangetoond zal worden, is het hormoon uit visschen-corpora lutea niet identiek met het corpus luteum-hormoon vanzoogdieren. Om verwarring te voorkomen, wordt het hormoon uitvisschen-corpora lutea in het vervolg oviductine genoemd. Uit de onderzoekingen van L. H. B r e t s c h n e i d e r bleekverder dat

na toediening van urine, zoowel in de latentietijd alstijdens de periode van lineaire legbuisgroei, zich ingrijpende ver-anderingen in het ovarium voltrekken. Reeds v????rdat de groei vande legbuis begint, wordt een aantal der grootste eieren zonder voor-afgegane ovulatie in secretorisch actieve corpora lutea getransfor-meerd. Onder kunstmatige omstandigheden verloopt dit transfor-matieproces niet zooals de legbuisgroei lineair, doch rhythmisch. Naar analogie van hetgeen bij de zoogdieren het geval is, deedzich vervolgens de vraag voor, of de vorming van corpora luteaook bij het bittervoorntje door de hypophyse-voorkwab wordt be-heerscht. Een preparaat van fijngemaakte karper-hypophysen, inde buikholte ge??njiceerd, veroorzaakte een stormachtige vermeer-dering van het aantal corpora lutea en dientengevolge een intensievelegbuisgroei (zie fig. 21). Hierdoor wordt het vermoeden zeer ver- A.E. AypopA/yenbsp;/ Fig. 21. Legbuisgroei na in-traperitoneale

injectie van fijn-^nbsp;gemaakte karper-hypophysen. Sterkt, dat ook een gonadotroop hormoon uit de hypophyse van



??? Rhodeus de lute??niseering van het ovarium bewerkstelHgt. Hetbewijs werd ten slotte geleverd toen het gelukte met behulp vaneen fijne boor de hypophyse te vernietigen, waarna toediening vananders werkzame hormonen geen reactie meer veroorzaakte.*) De onderzoekingen van L. H. Bretschneider bewezenverder, dat onder invloed van de hypophyse-voorkwab het kiem-epitheel tot productie van o??cyten overgaat, terwijl de reeds be-staande eieren tot groei worden aangezet, zonder echter geheelrijp te worden. Slechts twee maal gelukte het, door stimulatie vande hypophyse, buiten de paaitijd ovulatie op te wekken. De invloed, welke de hypophyse-voorkwab op het bittervoorn-ovarium uitoefent, kan men in 4 factoren verdeelen: 1.nbsp;een germinotrope factor: bewerkstelligt de ontwikkeling vankiemepitheel tot o??cyten; 2.nbsp;een ovotrope factor: van o??cyten tot groote, onrijpe eieren; 3.nbsp;een eirijpings- en ovulatie-factor: van

groote eieren tot rijpeeieren en ovulatie. 4.nbsp;een lute??niseeringsfactor: van groote, rijpe eieren tot corporalutea. Zooals reeds vermeld is het gonadotrope hormoon uit de hypo-physe van visschen niet identiek met een van de gonadotropehormonen, welke bij zoogdieren gevonden worden. Dit blijkt uitde volgende proeven: 1.nbsp;Ge??njiceerd werden 5 R.E. Pregnyl (= gonadotroophormoon uit zwangeren-urine), een hoeveelheid die voldoendeis om bij 5 ratten bronst op te wekken. Op de legbuisgroei haddit geen invloed. 2.nbsp;Ge??njiceerd werden 3 R.E. Ambinon (= extract uit de hypo-physe voorkwab van runderen). Ook dit had geen invloed ophet geslachtsapparaat der visschen. 3- Omdat door de gelijktijdige toediening van Pregnyl en Am-binon de werking synergetisch versterkt wordt, werden ge-injiceerd: 5 R.E. Pregnyl en 3 R.E. Ambion. Ook tengevolgehiervan ontstond geen reactie. ^l^DiTlC V. Dongen was zoo vriendelijk de

hypoph'yse-destructie te ver-richten. Aangezien deze slechts eenmaal volkomen gelukte, zal de proef ternadere bevestiging in de toekomst nog herhaald worden.



??? 4. Ge??njiceerd werd 10 M.E. Antex Leo (gonadotroop hormoonuit serum van drachtige merries). Dit had een geringe legbuis-groei tengevolge. Nadat het verband tusschen hypophyse-voorkwab en corpusluteum-vorming bekend was geworden, rees de vraag, of de waar-genomen periodiciteit in het ontstaan der corpora lutea causaalverklaard zou kunnen worden uit eventueele voorafgaande perio-dieke veranderingen in de histologische structuur van de hypo-physe-voorkwab. Het gelukte inderdaad rhythmische schomme-lingen in de hoeveelheid basophiel weefsel aan te toonen. Binneneen bepaalde periode fluctueert de hoeveelheid basophiel weefselin gelijk rhythme als het aantal corpora lutea, met dien verstande,dat iedere phase in de hypophyse even eerder aanvangt dan die inhet ovarium. Er moet dus ongetwijfeld een causaal verband be-staan tusschen de, op een bepaald moment aanwezige, hoeveelheidbasophiel weefsel en het aantal corpora lutea.

Tenslotte kan de vraag gesteld worden, of de hypophyse ophaar beurt door een hooger centrum geregeerd wordt. Er werd noggeen poging gewaagd, deze vraag langs experimenteele weg opte lossen. Met het oog op de innige histologische samenhangtusschen het di??ncephalon, de pars neurahs hypophysis en dehypophyse-voorkwab en naar analogie van de toestand bij dezoogdieren, is de hypothese gerechtvaardigd, dat de hypophysein meer of mindere mate bestuurd wordt door centra uit de thalamus opticus. Op grond van het bovenstaande kan de sexueel-endocrineorganisatie van het bittervoorntje dus als volgt gedefinieerdworden: 1.nbsp;De hypophyse is ondergeschikt aan de sexueele centra vande thalamus opticus (hypothetisch). 2.nbsp;De hypophyse-voorkwab ontvangt via de pars neurahs ende bloedbaan prikkels, tengevolge waarvan gonadotroophormoon wordt afgescheiden. 3.nbsp;Het ovarium wordt onder de invloed van h?Št

gonadotropehormoon regelmatig met eieren aangevuld, de eieren groeienen er ontwikkelen zich corpora lutea. De rijpe, volgroeidecorpora lutea scheiden het oviductine af.



??? 4. De legbuis groeit uit onder de invloed van het oviductine. Op grond van onderzoekingen van L. H. Bretschneideris gebleken, dat de legbuisgroei tot stand komt door: 1.nbsp;vermeerdering van het aantal cellen door mitotische deehngder epitheelcellen en voornamelijk amitotische deeling der bind-weefselcellen; 2.nbsp;door volume-toename dezer cellen, tengevolge van lymphe-infiltratie en hydratatie van het collageen, waaruit zij bestaan; 3.nbsp;passieve weefselrekking door verlaging van de weefseltonusen eventueele toename van de lymphe-druk (hypothetisch). Vergelijkt men de sexueel-endocrine organisatie van het bitter-voorntje met die van het zoogdier, dan blijkt er een principi??eleovereenstemming te bestaan. Deze omstandigheid geeft aanleidingtot de volgende opmerking. Tot nu toe is de sexueele endocrinologie uitsluitend bestudeerdaan de hand van warmbloedige dieren. De sexueel-endocrine orga-nisatie der koudbloedigen

is nog slechts zeer oppervlakkig onder-zocht. Omdat de koudbloedigen (o.a. het bittervoorntje) veel een-voudiger van bouw en toegankelijker voor onderzoek zijn dan dewarmbloedigen, bestaat er alle aanleiding, voor de oplossing vaneen aantal sexueel-endocrinologische vraagstukken, bij voorkeurgebruik te maken van een koudbloedig dier als proefobject.



??? HOOFDSTUK IV. LEGBUISGROEI, VEROORZAAKT DOOR GESLACHTS-HORMONEN. 8 1 INDEELING DER, BIJ WARMBLOEDIGEN VOOR-KOMENDE, GESLACHTSHORMONEN. Men is ertoe gekomen de geslachtshormonen al naar hun werkingin een aantal groepen te verdeelen. In de eerste plaats onderscheidtmen de gonadotrope hypophyse voorkwab-hormonen. Hun chemi-sche structuur is onbekend; waarschijnlijk zijn zij van eiwitachtigenatuur. Door koken worden zij al spoedig vernietigd. Zij zijn nietoplosbaar in organische oplosmiddelen. Hiernaast onderscheidt men de eigenlijke geslachtshormonen,welke grootendeels in de gonaden zelf gevormd worden, en alle totde stero??den behooren. Zij zijn bestand tegen koken en in hetalgemeen goed oplosbaar in organische oplosmiddelen. Hunchemische structuur is bekend. Sommige dezer hormonen wordentegenwoordig niet meer uit dierlijke organen, doch synthetisch be-reid. Ook is het gelukt hormoon-derivaten te bereiden,

we^e werk-zamer zijn dan de natuurlijk voorkomende hormonen zelf. Ofschoondeze stoffen geen hormonen zijn in de oorspronkelijke beteekenisvan het woord, is men toch gewoon hen met deze naam aan teduiden. In het volgende zullen zoowel de natuurlijk voorkomendeals de kunstmatig bereide stero??den eenvoudigheidshalve hormo-nen worden genoemd; ook die, welke bij de warmbloedige dieren onwerkzaam zijn gebleken. De tot de stero??den behoorende hormonen worden verdeeld m de volgende groepen: a)nbsp;de oestraan-groep, b)nbsp;de androstaan-groep, c)nbsp;de pregnaan-groep.



??? ad a) Tot de oestraan-groep rekent men de stoffen, welke ver-antwoordelijk zijn voor de groei der vrouwelijke geslachtsorganen.Het zijn groeistoffen met een specifieke werking op uterus, vaginaen borstklier. Zij werken oestrogeen en brengen de proliferatie-phase van het endometrium tot stand. Deze vrouwelijke bronstverwekkende hormonen worden getestmet behulp van de reactie volgens Allen-Doisy, die gebaseerd is ophet feit, dat zij bij gecastreerde vrouwelijke muizen bronst opwekken,welke door het optreden van kernlooze, scholvormige epitheel-cellen in het vagina-secreet gemakkelijk is te constateeren. Zijoefenen echter ook invloed uit op het mannelijk organisme, zoodatde benaming ,,vrouwelijkquot; slechts ten deele geldigheid heeft. De oestrogene hormonen zijn in de natuur zeer verbreid enworden zoowel in het dieren- als in het plantenrijk gevonden. Bijde warmbloedigen vindt men ze voornamelijk in het ovarium (o.a.in

het follikelvocht), de placenta en de urine. Groote hoeveelhedenworden ook gevonden in de testikels van den hengst. De oestrogenehormonen komen dus zoowel in het vrouwelijke als in het mannelijkeorganisme voor. De belangrijkste, later ter sprake komende vertegenwoordigersvan de oestraan-groep zijn: oestron, oestradiol. oestriol, ad b) Tot de androstaan-groep rekent men de hormonen, welkeverantwoordelijk zijn voor de groei der mannelijke gonaden enhunne accessorische organen. Het zijn groeistoffen met een speci-fieke werking op de mannelijke genitaaltraktus, en ze be??nvloedende secundaire mannelijke geslachtskenmerken. De mannelijke hormonen worden o.a. getest met behulp van dekamgroeireactie, waarbij de groei van de kapoenenkam als criteriumgeldt. Volgens Korenchevsky komen â€žechtequot; mannelijkehormonen niet voor, aangezien zij alle ook min of meer â€žvrouwe-lijkequot; eigenschappen bezitten. Bij

de warmbloedige dieren vindt men ze voornamelijk in de testis,de bijnier en urine. Ook in het vrouwelijke organisme komen kam-groeistoffen voor.



??? De belangrijkste, later ter sprake komende vertegenwoordigersvan de androstaan-groep zijn: androsteendion,dehydro-androsteron,testosteron,androsteendiol. de eigenlijke androstaan-verbindingen: androstaandion, androsteron,dihydro-testosteron.androstaandiol. ad c) Progesteron is het eenige van alle tot de pregnaan-gr^pbehoorende hormonen, dat bij het zoogdier werkzaam is Dithormoon heeft tot taak, het, onder de invloed van het follikel-hormoon tot prohferatie gebrachte endometrium in de secretie-phasete brengen, zoodat gunstige voorwaarden worden geschapen voor de innestehng van de bevruchte eicel. Het progesteron of corpus luteum-hormoon wordt getest metbehulp van de methode volgens Allen-Corner, waarbij de genoemdetransformatie van het uterus-slijmvlies als criterium geldt. Uewerking van progesteron is zoo specifiek, dat het als het eenige echtequot; vrouwelijke hormoon geldt.quot; Het voorkomen van progesteron is beperkt tot het corpus luteum,de placenta

en de bijnier. Verschillende derivaten worden boven-dien in de urine gevonden. De belangrijkste, later ter sprakekomende vertegenwoordigers van de pregnaan-groep zijn: de androsteen-verbindingen: progesteron,pregnenolon,pregneendiol, pregnaandion, pregnanolon, pregnaandiol, allo-pregnaandion, allo-pregnanolon, allo-pregnaandiol. de pregneen-verbindingen: de eigenlijke pregnaan-verbindigen: de allo-pregnaan-verbindingen:



??? Tenslotte moeten nog de cortex-stero??den genoemd worden.Of deze stoffen directe werkingen op de geslachtsorganen derwarmbloedige dieren hebben is onbekend. Wegens hun nauwechemische verwantschap met de geslachtshormonen en^ hunwerkzaamheid in de legbuistest, dienen zij ook besproken teworden. Bij de biologische test der voornaamste bijnierschors-hormonendient de opheffing der uitvalsverschijnselen na wegname der bij-nieren als criterium. De cortex-stero??den worden uitsluitend in de bijnierschors ge-vonden. De belangrijkste, later ter sprake komende vertegenwoor-digers dezer groep zijn: corticosteron, desoxycorticosteron. Â§ 2. OVER DE SPECIFICITEIT DER LEGBUISREACTIE. Toen voor het eerst werd waargenomen, dat legbuisgroei kunst-matig opgewekt kan worden door toediening van vrouwelijk bronst-verwekkend hormoon (folliculine), werd gemeennd, dat deze reactiespecifiek zou zijn voor

oestrogeen hormoon. (Fleisch mannc.s., 1932; Kan ter c.s., 1934). In 1936 vond Kleiner c.s., dat legbuisgroei optreedt na toe-diening van mannelijk hormoon. Hij meent, dat de legbuisreactiespecifiek is voor dit hormoon. In 1938 vond schrijver dezes, dat reeds met zeer kleine hoeveel-heden progesteron een sterke legbuisgroei verkregen kan worden. In hetzelfde jaar vond Fleischmann, dat de legbuisreactieook door bijnierschorshormonen opgewekt kan worden. Uit het bovenstaande blijkt, dat de legbuisreactie als zoodanigniet specifiek is voor een bepaalde groep van geslachtshormonen. De legbuisreactie zou hierdoor, wat haar practische bruikbaar-heid betreft, alle belangstelling van de zijde der endocrinologieverliezen, ware het niet, dat op grond van uitgebreide proef-nemingen vastgesteld kon worden, dat de wijze waarop de legbuis-groei zich voltrekt, specifiek is voor de aard van het toegediendehormoon.



??? Deze waarneming beteekent een keerpunt in de historie van delegbuistest. In het volgende zal het type van groeikromme worden weer-gegeven, waardoor de oestrogene, mannelijke en progesteron-achtige hormonen gekarakteriseerd worden. Â§ 3. DIFFERENTIATIE DOOR MIDDEL VAN DEGROEIKROMME. De in de volgende proeven gebruikte kristallijne hormonen, diein water moeilijk oplosbaar zijn, werden in propyleenglycol totoplossing gebracht en in deze toestand aan het aquariumwatertoegevoegd. Een gedeelte van het hormoon is dan in het water op-gelost, de rest blijft fijn-dispers in het water zweven. De proevenwerden verder geheel overeenkomstig de vanaf bl. 39 besprokenwijze uitgevoerd. L Dc legbuisgroei na toediening van oestrogcen hormoon. Na toediening van 1500 y oestron aan 750 ccm water, trad eenlegbuisgroei op als in fig. 22 is weergeven. ^ Af. /?„'i?/ aes/rip/? Fig. 22. Legbuisgroei na toe-diening van 1500 y oestron. Delatentietijd bedraagt 5HIn werkelijkheid

duurt dc line-cjre/7nbsp;aire groei tot 60 uren na het \ ^nbsp;y^nbsp;begin van de proef. De typische kenmerken der groeikromme, veroorzaakt dooroestrogeen hormoon, zijn: a. een latentie-tijd van 53^ uur, h. een lineaire groei gedurende 60 uren, zooals nog nader (bl. 116e.V.) blijken zal. Zooals nog nader zal worden aangetoond (bl. 116 e.v.) gedragenalle tot dusver onderzochte, vrouwelijke bronstverwekkende hor-monen zich ten opzichte dezer twee kenmerken principi??el gelijkals oestron.



??? 2. Dc legbuisgroei na toediening van mannelijk hormoon. Na toediening van 300 y dehydro-androsteron aan 750 ccmwater trad een legbuisgroei op als in fig. 23 is weergegeven. A.E. Fig. 23. Legbuisgroei na toe-diening van 300 y trans- dehy-droandrosteron. De latentietijdbedraagt 1 uur. 5H quot;quot;het begin van de proef is ereen knik in de groeikromme.waardoor twee phasen onder-scheiden kunnen worden. a la r2 De typische kenmerken der groeikromme, veroorzaakt doormannelijk hormoon, bestaan uit: a)nbsp;een lantentietijd van 1 uur, b)nbsp;een groei gedurende minstens 10 uren, c)nbsp;een knik in de groeikromme, 5]/^ uur na toediening van hethormoon. Hierdoor valt de kromme uiteen in de volgende tweephasen: 1.nbsp;een eerste groei-phase van uur, welke tusschen 1 en5j/2 uur na toediening van het hormoon optreedt, 2.nbsp;een tweede groei-phase van 43/^ uur, n.l. van 5]/2 tot10 uur, na toediening van het

hormoon. Zooals nog nader zal worden aangetoond (hl. 99 e.v.) gedragenalle tot nu oe onderzochte natuurlijk voorkomende mannelijke hor-monen zich ten opzichte dezer kenmerken principieel gelijk aanandrosteron. 3) De legbuisgroei na toediening van progesteron. Na toediening van IY2 y progesteron aan 750 ccm water tradeen legbuisgroei op als in fig. 24 weergegeven. Fig. 24. Legbuisgroeiquot;'APnbsp;7-nbsp;..nbsp;quot;a toediening van V A-t. / k f/^/pyes/e^yr progesteron. De laten-tietijd bedraagt 1 uuren de lineare groei -i-- , â–  eindigt 4H quot;ur na het ' * Â? - Â?nbsp;begin van de proef. De typische kenmerken der groeikromme, veroorzaakt doorprogesteron, bestaan uit:



??? a.nbsp;een latentietijd van 1 uur, b.nbsp;een lineaire groei gedurende 3]/^ uur. Zooals nog nader zal worden aangetoond (bl. 75 e.v.) gedragenalle progesteron-achtige hormonen zich ten opzichte van dezekenmerken grootendeels gelijk aan progesteron. (De groeikrommen na toediening van corticosteron en zijnderivaten toonen een groote overeenkomst met die na toedieningvan hormonen uit de progesteron-groep. Zij zullen in hoofdstuk IXnader besproken worden.) Om het verschil in vorm der drie voorgaande groeikrommen aan-schouwelijker te maken, zijn ze in ?Š?Šn figuur afgebeeld (zie fig. 25). Fig. 25. Combinatie van fig.22, 23 en 24. Door de oestron-kromme te laten superponeeren opde progesteron-kromme (welkebij een kleinere concentratie eennog geringere stijging zou ver-toonen) ontstaat een lijn. welkedoor 2ijn knik op het 5H uur-punt gelijkenis vertoont met dedehydroandrosteron-kromme. Het is opvallend, dat men door

combinatie van de groeikrommenvan progesteron en oestron komen kan tot het soort groeikromme,dat voor de mannelijke hormonen typisch is. Als gevolg van dezebeschouwingswijze zouden dan bij de kromme voor het mannelijkehormoon twee phasen te onderscheiden zijn, n.l. een pregnaan- eneen oestraan-phase. Deze omstandigheid is interessant in verband met het feit, datde meeste mannelijke stoffen bij de warmbloedige dieren ookoestrogene en progesteron-achtige werkingen kunnen hebben(Korenchevsky, 1936) en derhalve eigenlijk bisexueel ofbeter gezegd ambisexueel (Parker) zijn. Samenvattend kan dus nog eens herhaald worden, dat bij dezoogdieren de volgende groepen van geslachtshormonen onder-scheiden worden: a.nbsp;de oestrogene (= vrouwelijke bronstverwekkende) hormonen, b.nbsp;de androgene (= mannelijke, kamgroei-) hormonen.



??? c. progesteron ( echt vrouwehjk hormoon), alsmede de proges-teron-derivaten. De onderzochte vertegenwoordigers van alle drie groepen geveneen legbuisreactie. Deze als zoodanig is dus niet specifiek voor eenbepaald hormoon, of een bepaalde groep van hormonen. Er is echter aangetoond, dat de wijze waarop de legbuisgroeizich voltrekt (uitgedrukt door de vorm der groeikromme) voor debesproken groepen van hormonen specifiek is. Deze omstandigheidgeeft de legbuistest een practische beteekenis voor de endocrino-logie.



??? HOOFDSTUK V. KUNSTMATIGE LEGBUISGROEI ALS EINDEFFECTEENER ENDOCRINE KETEN-REACTIE. In hoofdstuk III is uiteengezet, dat de legbuisgroei onder dedirecten invloed van het oviductine ontstaat. In hoofdstuk IV werdeen overzicht gegeven van de bij warmbloedige dieren voorkomendegeslachtshormonen, die alle legbuisgroei kunnen veroorzaken. Nurijst de vraag: wat geschiedt er tusschen het moment van toe-diening dezer hormonen en het optreden van legbuisgroei? Het visschenlichaam is over zijn geheele oppervlakte met schub-ben bedekt. Een snelle permeatie van hormoon door dit pantser isniet goed denkbaar. Voor opname van stoffen uit het water komthet uiterst dunwandige en bloedrijke kieuwepitheel eigenlijk uit-sluitend in aanmerking. Dat er een zeer snelle uitwisseling van stoffen kan plaats hebbenwordt door het volgende gedemonstreerd: men voegt 1 mgrprogesteron aan 750 ccm water toe. Binnen een

kwartier liggende visschen op hun kant, waaruit blijkt, dat het hormoon zeer snelopgenomen wordt. Doet men de visschen vervolgens in schoonwater, dan herstellen zij zich na een kwartier weer volkomen. Alsnawerking van de hormoonstoot treedt dan een sterke legbuis-groei op. De mate van verbruik blijkt uit een proef, waarbij 5 maal om de12 uren nieuwe, goed ingestelde, visschen in dezelfde hormoon- Fig. 26. De kromme re-presenteert de legbuis-groei. welke door eenbepaalde oplossing ver-oorzaakt wordt, indienmen er vijf maal achter-een verschillende visschenin laat reageeren. Degrootte der reactie neemtgeleidelijk af. oplossing werden gedaan. De legbuis-reactie werd toen steeds ge-ringer, zooals uit fig. 26 blijkt. (Hierbij moet de mogelijkheid in acht



??? genomen worden, dat de verlaging der hormoonconcentratie ookeen gevolg kan zijn van vernietiging door bacteri??ele of andereinvloeden.) Bij zwakke hormoonconcentraties houdt de groei op, zoodraschoon water wordt gegeven. Onder deze omstandigheden is deaanwezigheid van hormoon dus noodzakelijk voor het onderhoudenvan de legbuisgroei (zie blz. 22, fig. 8). Bij sterke hormoonconcentraties is een inwerkingsduur vanuur reeds voldoende om een volledige reactie te ontketenen(zie fig. 27). Merkwaardig hierbij is ook het ontstaan eener, wel- Fig. 27. De kromme representeertde legbuisreactie, opgetreden alsgevolg van een zeer werkzamehoeveelheid hormoon {progesteron desoxycorticosteron-acetaat). Naeen inwerkingstijd van 20 minutenwerd schoon water gegeven. iswaar zwakkere, tweede reactie 25 uren na de eerste, ofschoongeen nieuwe hormoonstoot werd gegeven. Hieruit blijkt, dat eeneenmaal gegeven, korte,

doch intensieve hormoonstoot in de leg-buisreactie rhythmisch nawerkt. In hoofdstuk III is reeds gesproken over de sexueel-endocrineorganisatie van Rhodeus. Hierbij bleek, dat de volgende schakehngbestaat: thalamus opticus (?) hypophyse ovarium (corpusluteum-vorming) ^ legbuis. Bij legbuisgroei, die kunstmatig wordt opgewekt, n.l. door toe-diening van hormoon aan het aquariumwater, zou nu de prikkel,die de reactie inleidt, op verschillende punten van de keten kunnenaangrijpen. Het hormoon, door het kieuwepitheel in de bloedbaanbinnengedrongen, zou als volgt kunnen inwerken: direct op de legbuis,direct op het ovarium,direct op de hypophyse,direct op de thalamus opticus. Indien het hormoon direct op de legbuis inwerkte, zou dit orgaan inieder geval ook onder uitschakeling van het ovarium moeten kunnengroeien. L. H. Bretschneider heeft een aantal bittervoornsgecastreerd door R??ntgenbestraling en door extirpatie van

hetovarium. Ondanks bijna toxische hormoondoses kon bij deze



??? visschen geen legbuisgroei meer voorden opgewekt; bij de contr??le-visschen daarentegen wel. De proeven werden gedaan met ver-tegenwoordigers van alle besproken, bij zoogdieren voorkomendehormoongroepen en leverden steeds hetzelfde negatieve resultaat op. Hieruit blijkt, dat geen der bij zoogdieren voorkomende oesfro-gene, mannelijke of progesteron-achtige hormonen in staat is zondertusschenkomst van het ovarium, de legbuis te doen groeien. Er is reeds op gewezen, dat het de corpora lutea zijn, welkedoor oviductine-afscheiding de legbuis doen groeien. Indien de genoemde hormonen uitsluitend direct op het ovariuminwerkten, zouden lute??nisatie en legbuisgroei ook onder uitschake-ling van de hypophyse moeten kunnen plaats vinden. Na vernieti-ging der hypophyse met behulp van een fijne boor, bleek toedieningvan eenige bij zoogdieren voorkomende geslachtshormonen, geenlute??nisatie en ook geen legbuisgroei

meer te kunnen geven. Hieruit blijkt, dat geen der onderzochte, oestrogene, mannelijkeof progesteron-achtige hormonen in staat is, zonder tusschenkomstder hypophyse, corpus luteumvorming of legbuisgroei te veroor-zaken. De vraag, of een, door het kieuwepitheel in de bloedbaan op-genomen hormoon direct of via de thalamus opticus op de hypo-physe inwerkt zou slechts na doorsnijding van de hypophyse-steelbeantwoord kunnen worden. Deze ingreep stuit voorshands nogop technische moeilijkheden. Naar analogie van hetgeen bij de zoogdieren het geval schijntte zijn, wordt voorloopig aangenomen, dat de cholesterine-achtigehormonen op de thalamus opticus inwerken en zoodoende eenindirecte inwerking op de hypophyse-voorkwab uitoefenen. De kunstmatig opgewekte legbuisgroei blijkt dus eveneens hetquantitatieve eindeffect te zijn van de volgende endocrine reactie-keten: hormoon (kieuwepitheel bloedbaan) thalamusopticus

â€”gt; hypophyse-voorkwab (gonadotroop hormoon) -gt;ovarium (corpora lutea) (oviductine) -gt; legbuisgroei. Op blz. 24 is opgemerkt, dat er een traject bestaat, waarbij delegbuisgroei evenredig is aan de hoeveelheid toegediend hormoon.Om een later ter sprake komend voorbeeld te noemen: als 10progesteron na 43/^ uur een legbuisgroei van 4 A.E. geeft, dan ver-



??? oorzaakt 5 7 in dezelfde tijd een groei van 2 A.E. Bedenkt m.2nnu, dat deze reactie quantitatief uitvalt ondanks de vele schijven(kieuwepitheel, hypophyse, ovarium, legbuis) waarover zij loopt,dan verwondert men zich over de fijne afstelling van het reactie-mechanisme van Rhodeus amarus. Het feit, dat de werking van alle tot nu toe onderzochteSteroiden steeds in de vorm van legbuisgroei tot uiting komt, heeftnog een bijzondere beteekenis. Bij de warmbloedige dieren oefenen de cholesterine-achtigehormonen in de eerste plaats directe werkingen uit op het ge-slachtsapparaat en de secundaire geslachtskenmerken. De reacties,welke door deze hormonen veroorzaakt worden, zijn echter van200 heterogene aard, dat een maatstaf ter onderlinge vergelijkinghunner werkzaamheid niet aangelegd kan worden. In de bitter-voorntest kan de werkzaamheid van alle verschillende Steroidenechter volgens ?Š?Šn en dezelfde maatstaf, n.l. de

legbuisgroei, ge-meten worden. Door de legbuistest is de onderlinge vergelijkingtusschen de werkzaamheid van manlijke, oestrogene en progeste-ron-achtige hormonen dus eigenlijk voor het eerst mogelijk ge-worden. Dat dit tot verrassende resultaten leidt, zal uit de volgen-de hoofdstukken blijken.



??? HOOFDSTUK VI DE NOODZAKELIJKHEID DER VOORBEHANDELINGVANUIT EEN HISTOLOGISCH STANDPUNTBEKEKEN. In hoofdstuk II zijn verschillende begrippen, zooals afstomping,sensibilisatie en gevoeligheidsniveau gebruikt, zonder dat naderwerd ingegaan op de verschijnselen, waarop deze begrippenfeitelijk berusten. Het is hier de plaats ze nader te bespreken. Uit onderzoekingen van L. H. Bretschneider1) is ge-bleken, dat in het ovarium van Rhodeus, de eieren-bevattendefollikels (in het vervolg kortweg eieren genoemd), geen continuopklimmende reeks van klein (o??cyt) naar groot (rijpe follikel)vormen, doch in 3 duidelijk te onderscheiden groepen uiteen-vallen. Het ovarium kan n.l. tegelijkertijd een groep van kleine,middelgroote en groote eieren bevatten. Iedere groep represen-teert een afgesloten ontwikkelingsphase in de ovogenese en laatzich histologisch als volgt definieeren : Groep 1. Kleine eieren. De doorsnede

varieert van 10â€”200 /jl. Eris nog geen dooier aanwezig. De inhoud is acidophiel. Groep 2. Middelgroote eieren. De doorsnede varieert van 200â€”500 fi. Er is reeds een primaire dooiervorming. Deinhoud is basophiel. Een o??lemma is nog niet aan-wezig. Groep 3. a) Groote eieren. De doorsnede varieert van 500â€”850 jii. Er is een secundaire dooiervorming. De inhoud isbasophiel. Er is een o??lemma.



??? b) Rijpende en rijpe eieren. De doorsnede varieert van850â€”2000 II. Er is een dik, laagsgewijze opgebouwdo??lemma. De ei-inhoud is gerangschikt in een vegetatiefen een animaal gedeelte. Op verschillende tijden van het jaar is de verhouding tusschenhet aantal eieren uit de genoemde drie groepen verschillend, zooalsfiguur 28 laat zien*). De drie krommen in deze figuur represen- Fig. 28. Hier wordt het verbandaangegeven tusschen de maandenvan het jaar en het door L. H.Bretschneider gevonden aantalkleine en groote eieren per coupe.Gedurende een groot deel vanhet jaar blijft het aantal grooteeieren per coupe constant. teeren het aantal kleine, middelgroote en groote eieren, dat overeen geheel jaar gevonden werd. Tijdens het leggen in April daaldehet aantal eieren. In Mei en Juni ontstonden opnieuw rijpe eieren,welke begin Juli gelegd werden. Vanaf Augustus vond de defini-tieve restitutie van het ovarium plaats. Het

aantal kleine eierennam af, door overgang in middelgroote. Van September tot Maartdaarop volgend bleef het aantal groote eieren constant en bedroeggemiddeld 9â€”11 per coupe. De afmetingen dezer groote eieren bleven in de loop van hetjaar niet constant, zooals uit figuur 29 te zien is. In deze figuurIS nog eens de kromme, welke betrekking heeft op het aantal



??? groote eieren, weergegeven. De andere kromme duidt de groottedezer eieren aan. Men ziet, dat van Februari tot Maart een aan-zienlijke groei optrad. In deze tijd voltrok zich de overgang vangroote naar rijpende en rijpe eieren. Toen deze laatste gelegdwaren, groeiden de in Mei en Juni gerestitueerde groote eieren totrijpe eieren uit en werden in Juli gelegd. Van Juli tot Februari d.o.v.groeiden de groote eieren slechts langzaam. Proefondervindelijk is nu gebleken, dat na toediening van eenhormoon, de groote eieren met een doorsnede van 600â€”850 bijvoorkeur gelute??niseerd worden, dus de laagste drempelwaarde voorhet lute??niseeringshormoon bezitten. Dit traject is in de kromme vetgedrukt. De oviductine-productie en dus de legbuisgroei zijn grooter,naarmate er meer van deze gemakkelijk lute??niseerbare eieren voor-handen zijn. De grootte eener geprovoceerde legbuisreactie hangtdus af van de op een gegeven moment

bestaande drempelwaardevoor het lute??niseeringshormoon en het aantal bij deze drempel-waarde lute??niseerbare eieren. Omdat dit aantal voor alle tijdenvan het jaar niet gelijk is, leveren de eerste, op verschillende tijd-stippen geprovoceerde, legbuisreacties steeds verschillende resul-taten op. Constante waarden kunnen pas verkregen worden nanormalisatie van de ovariuminhoud. Proefondervindelijk blijkt zichdeze normalisatie vanzelf te voltrekken, wanneer men de visscheneenige malen achtereenvolgens krachtig laat reageeren. Het gerestitueerde ovarium van genormaliseerde visschen bevat steeds 9_11 eieren van 600â€”800// per coupe, welke bij een volgende reactie in de eerste plaats voor lute??nisatie in aanmerkingkomen. Het constante gevoeligheidsniveau (zie blz. 34) is nu nietsanders dan de weerspiegeling van de constante drempelwaardevan de 9â€”11 eieren van 600â€”800 ^ ten opzichte van het lute??ni-seeringshormoon.

Blijkens figuur 29 zijn dergelijke eieren bij, in de natuur voor- iij tititr. 2V j V â€”ciairjnei^ f/fi??Jf 'e/erf. Fig. 29. Dere figuur toont hetverband aan tusschen de maandenvan het jaar en het gemiddeldeaantal groote eieren per coupe methun doorsnee. Het blijkt, dat dedoorsnee der groote eieren in deherst- en wintermaanden slechtslangzaam toeneemt.



??? komende visschen, van November tot Januari in het genoemde aan-tal aanwezig, zoodat dergelijke visschen in staat zouden moetenzijn dadelijk quantitatief te reageeren. Behoudens de eerste reactie,die noodig schijnt te zijn, om het mechanisme van de legbuisgroeiop gang te brengen, geven de volgende reacties inderdaad steedsblijk van de aanwezigheid van een constant gevoeligheidsniveau. Zooals uit figuur 29 te zien is, worden groote eieren (groep 3 a)in Februari en Maart grooter dan 800 n en gaan over in rijpende en,rijpe eieren (3 b). Bij lute??nisatie dezer eieren ontstaat aanzienlijkmeer secretorisch actief corpus luteum-weefsel, dan bij de normalegroote eieren. Vandaar dat, in weerwil van de iets hoogeredrempelwaarde voor het lute??niseeringshormoon, de eerste reactietoch te groot uitvalt. Om deze overgevoeligheid weg te nemen,moeten de rijpende eieren door herhaalde reacties gelute??niseerden opgeruimd worden.

Na deze afstomping (zie blz. 33) wordt danweer de groep van groote eieren gerestitueerd, welke het gewenschtegevoehgheidsniveau bezitten. Tusschen April en Juli zijn de legbuizen over het algemeenlang, als gevolg eener intensieve autonome lute??nisatie van degroote, rijpende en zelfs rijpe eieren. Met behulp van herhaaldereacties kunnen deze eieren door lute??nisatie opgeruimd worden. Nadeze afstomping kunnen de 9â€”11 normale groote eieren van 600â€”800 jj, per coupe soms weer gerestitueerd worden, hetgeen echterslechts langzaam geschiedt. De ovaria, die in April vrijwel geledigdzijn, worden autonoom aangevuld en worden soms eind Juni ofbegin Juh opnieuw geledigd. In de tweede helft van Juli en in Augustus is het aantal grooteeieren zoo gering, dat practisch geen legbuisreacties verkregenkunnen worden. Vanaf September tot November moeten de groote eieren doorherhaalde reacties van 400 op minstens 600

fx gebracht worden.Door deze sensibilisatie (bl. 32) wordt dan weer het constante ge-voehgheidsniveau bereikt. Afstomping en sensibilisatie hebben dus ten doel een bepaaldaantal eieren van bepaalde grootte met een bepaalde drempel-waarde voor het lute??niseeringshormoon te doen ontstaan. Dank zijde omstandigheid, dat de vorming van dergelijke eieren optreedt alsrestitutie-verschijnsel na een reeks van hormoonstooten, kan bij



??? Rhodeus, op vrijwel alle tijden van het jaar, een constant gevoelig-heidsniveau bereikt worden. Autonome groei zou het gevolg kunnen zijn van groei der grooteeieren, tengevolge der temperatuursverhooging en de hierdoordalende drempelwaarde voor het lute??niseeringshormoon, dat in deperiode van physiologische rust steeds in kleine hoeveelheden wordtafgescheiden, ter instandhouding der gonaden.



??? HOOFDSTUK VIL OVER DE CHEMISCHE CONSTITUTIE DER GESLACHTS-HORMONEN. De tot dusver bekende geslachtshormonen behooren tot destero??den. Alvorens over te gaan tot de behandeling van het ver-band tusschen werkzaamheid en chemische constitutie der onder-zochte hormonen is het goed eenige algemeene afspraken tenoemen, waaraan men zich in de organische chemie met betrekkingtot de nomenclatuur houdt en een overzicht te geven van de ruimte-lijke bouw der stero??den. Ten aanzien van de nomenclatuur heeft men o.a. de volgendeafspraken gemaakt: a)nbsp;Verzadigde koolwaterstoffen dragen de uitgang -aan:methaan, aethaan, propaan, enz. b)nbsp;Het ontbreken van een waterstof-atoom aan ieder van tweeaan elkaar grenzende koolstof-atomen, (waardoor een zgn. dubbelebinding ontstaat), verandert de naam van de verzadigde kool-waterstof in een naam, die tot uitgang heeft -een, bijv.

aethyleen,propyleen. Zoo leidt, tot op zekere hoogte hiermede vergelijkbaar,de invoering van ?Š?Šn dubbele binding in cholestaan tot een stofcholesteen genaamd en op dezelfde wijze komt men van pregnaantot pregneen. De plaats van de dubbele binding wordt aangeduid door hetA-teeken te plaatsen v????r de nummers der beide C-atomen, diedeelnemen aan de dubbele binding. Zoo kent men A 5,6- choles-teen, waarmede men bedoelt de koolwaterstof cholestaan met eendubbele binding tusschen de koolstofatomen 5 en 6. Twee dubbele bindingen leiden tot een di??en, drie tot een tri??en.enz.



??? c)nbsp;Vervangt men een H-atoom door een OH-groep, dan wordtdat aangeduid door de uitgang -ol aan de naam van de stof toe tevoegen. Zoo ontstaat uit aethaan aethanol, de bekende aethyl-alcohol. Vervanging van twee H-atomen aan verschillende C-atomen door OH-groepen leidt tot een -diol, enz. De plaats vande OH-groep wordt vaak aangegeven door het rangnummer vanhet C-atoom, dat de OH-groep draagt, achter de uitgang -ol tevermelden. d)nbsp;Vervangt men twee H-atomen, die aan hetzelfde C-atoom ge-bonden zijn door ?Š?Šn (immers 2-waardig) O-atoom, en bevindtzich dat C-atoom tusschen twee andere C-atomen, dan noemt menhet product een keton en duidt dat aan door de uitgang -on achterde naam van de moedersubstantie te plaatsen. Zoo ontstaat uitpropaan propanon, het bekende aceton. De groep gt; C = O draagt de naam carbonyl-groep. Bevat eenstof twee carbonylgroepen, dan noemt men deze een -dion;

3carbonylgroepen leiden tot een -trion, enz. Ook hier heeft hetnummer achter de uitgang -on betrekking op de plaats van het C-atoom van de carbonyl-groep. Draagt het molecuul zoowel een-OH als een =0, dan leidt dit tot een -olon. De scheikunde der geslachtshormonen hangt ten nauwste samenmet die der stero??den, waarmee men pleegt aan te duiden de klassevan verbindingen die verwant zijn met het Cholesterine, een stof,die in het planten- en dierenrijk algemeen verbreid is en o.a. in dehersen- en de zenuwsubstantie wordt aangetroffen. Daar het dierlijke organisme de beschikking heeft over Choles-terine is het waarschijnlijk, dat deze stof de bron is waaruit de gal-zuren, het koprosterine en de geslachtshormonen afkomstig zijn,alle stoffen, die men eveneens in het dierlijke organisme aantreft. De formule van Cholesterine is onder I weergegeven. C//jnbsp;CfJ, Inbsp;â€žI 20 22 23 IA ) CM. Form. I



??? De naam Cholesterine verandert door toepassing van bovenstaandeafspraken betreffende de nomenclatuur in A 5,6-cholestenol-3. Daar het Cholesterine in de chemie der Steroiden een centraleplaats inneemt doordat het hoofdzakelijk Cholesterine was waarvanmen het eerst de structuur bepaalde (-de overige Steroiden kunnenin Cholesterine worden overgevoerd of omgekeerd, of zij hebbenafbraakproducten met Cholesterine gemeen-) kan een beschouwingvan de ruimtelijke bouw der Steroiden het best uitgaan van hetcholestanol-3, een der stoffen die men uit Cholesterine verkrijgtdoor de dubbele binding op te heffen door zoowel aan het 5e alsaan het 6e C-atoom een H-atoom toe te voegen. De formule vancholestanol-3 is onder II aangegeven. Form. II In het atoom-model van cholestanol-3 (zie III) zijn met kortestreepjes alleen die H-atomen geteekend, die een bijzondere be-teekenis hebben. De stippen stellen koolstof-atomen

voor. n. III Cholestanol-3 heeft 9 asymmetrische C-atomen, n.l. op de plaatsen3, 5, 8, 9, 10, 13, 14, 17 en 20. Er zijn dus 29 = 512 stereo-isomerenmogelijk, bestaande uit 256 paren antipoden. In de natuur zijn bij deSteroiden echter slechts enkele mogelijkheden gerealiseerd. De ab-solute sterischc configuratie heeft men nog niet kunnen vaststellen,daarom heeft men, juist zooals bij de suikers, waar de d-glucose hetuitgangspunt vormt, aangenomen dat de CHg-groep aan Cio naarvoren komt uit het vlak van teekening, als het molecuul op hetpapier staat, zooals men overeengekomen is het te schrijven (zie II).Valt het H-atoom aan C^ nu ook aan de voorzijde van het papier,dan zegt men dat het in cis-positie ten opzichte van CH3 aan C^o



??? staat; valt het aan de achterzijde van het papier dan noemt mendat trans t.o.v. CH3 aan C^o. Beschouwt men nu de toestand aan de paren C-atomen, die deringen telkens gemeen hebben, dus de paren C^o en C^, CÂŽ en Cf,Cis en C14, dan blijkt, dat aan elk van deze 3 paren C-atomentwee cis- en twee trans-standen mogelijk zijn. Deze structurenkunnen het best nader beschouwd worden bij het decahydro-naphtaline (= decahne), dat weliswaar geen stero??d is, dochwaarbij hetzelfde in eenvoudiger vorm gevonden wordt. Het decaline komt in twee vormen voor, de eene met de cis- ende andere met de trans-configuratie (zie resp. IV en V). CH, Cf/, cy/j //^c-' V/ii d b CHz e-quot; Form. IVnbsp;Form. V Gestippeld zijn de bindingen, die achter het vlak van teekeningvallen, getrokken zijn bindingen, die voor of in het vlak vanteekening vallen. Fig. IVa vertoont de onderlinge stand der C-atomen van het cis-decahne recht van terzijde gezien. Fig.

IVbgeeft een indruk van hetgeen te zien is wanneer men de rechterhelft van het cis-decahne van terzijde onder een hoek beschouwt;men noemt deze vorm van de koolstof 6-ring het badkuip-model.Fig. Vc vertoont de onderlinge stand der koolstof-atomen van hettrans-decaline recht van terzijde gezien; gestippeld is dat deel vanae rechter ring, dat achter het vlak van teekening valt.. Fig. Vdgeeft een indruk van wat men ziet als men de rechter helft van hettrans-decaline van terzijde onder een hoek beziet: deze vorm vande koolstof 6-ring noemt men het zetel-model. De H-atomen vande middelste C-atomen vallen bij het cis-decahne achter het vlakvan teekening, bij het trans-decaline valt het bovenste waterstof-atoom achter het vlak van teekening en het onderste H-atoom v????rhet vlak aan teekening. Het cis-decaline heeft een symmetrie-vlak,het is dus intramoleculair gecompenseerd; dit is niet het geval mettrans-decaline. Bij de Steroiden gaat

deze beschouwing niet meer op.Daar is nooit een symmetrie-vlak, zoodat er wat betreft de standvan CH3 aan C^o en van H aan C^ vier isomeren kunnen optreden,n.l. CHg en H v????r het papier (cis), CHg en H achter het papier



??? (cis), CH3 er voor en H er achter (trans), CH3 er achter en H ervoor (trans). Iets soortgehjks is het geval bij CÂ? en C^ en bij C^^en Ci4. Na bespreking van de mogelijkheden, die zich voordoen metbetrekking tot de ruimtelijke bouw, volgt thans een overzicht vande in werkelijkheid geconstateerde feiten. Uit R??ntgen-onderzoekingen is gebleken, dat de dikte van hetcholesterine-molecuul 4^-5 A bedraagt, hetgeen overeenkomt meteen koolstofketen, waaruit hier en daar een CHg-groep steekt. Hetmolecuul is dus tamelijk vlak en dit wijst er op dat de ringen A, Ben C in zetelvorm aaneensluiten. Verder heeft men kunnen aantoonen, dat bij het cholestanol-3het H-atoom aan C^ achter het vlak van teekening valt, dus transstaat t.o.v. CHg aan C^o. Dit is eveneens het geval met alle deri-vaten van cholestanol-3. Dat het H-atoom aan C^ achter het vlakvan teekening valt geeft men dikwijls te kennen door het voor-voegsel â€žalloquot;.

Stereo-isomeer met cholestanol-3 is koprostanol-3, het bekendekoprosterine. Het onderscheidt zich van cholestanol-3 all?Š?Šn door-dat het H-atoom aan Cs v????r het vlak van teekening valt, dus cisstaat t.o.v. CHg aan Cio. (Ring A heeft dus bij koprostanol-3badkuip-model.) Dit is eveneens het geval met alle derivaten vankoprostanol-3. Ook heeft men aangetoond, dat bij een derivaat van kopro-stanol-3 het H-atoom aan C^ achter en het H-atoom aan CÂ?v????r het vlak van teekening staat; het bleek verder, dat de CH3-groep aan Ci^s voor het vlak van teekening valt en het H-atoomaan Ci4 gr achter. Aangezien deze beide laatste feiten voorderivaten van koprostanol-3 zijn vastgesteld, gelden zij voor alleafgeleiden van koprosterine en omdat het onderscheid tusschenkoprostanol-3 en cholestanol-3 alleen daaruit bestaat, dat het H-atoom aan Cs bij cholestanol achter, maar bij koprostanol v????r hetvlak van teekening valt, gelden zij

ook voor de derivaten vancholestanol-3. Belangrijk is verder de stand van de OH-groep aan C^. Chole-stanol-3 draagt de OH -groep aan C^, evenals koprostanoI-3, aande voorzijde van het molecuul. Er bestaan echter derivaten van



??? cholestanol en van koprostanol, die de OH-groep aan C^ aan deachterzijde dragen, hetgeen men pleegt aan te geven door hetvoorvoegsel epi-. Verder worden die verbindingen, die een -OH aan C^ en eenH aan C^ aan dezelfde zijde van het molecuul dragen dikwijls vanhet voorvoegsel â€žcisquot; voorzien, die welke een -OH aan C^ en eenH aan C^ niet aan dezelfde zijde van het molecuul dragen, van hetvoorvoegsel â€žtransquot;. Zoo komt aan cholestanol-3 formule VI toe,aan epi-cholestanol-3 formule VII,aan koprostanol-3 formule VIII,aan epi-koprostanol-3 formule IX. Form. VIII F O r m. VI Form. VII Form. IX Men is ook overeengekomen, die verbindingen welke een sub-stituent aan C^ dragen met quot;cisquot; te betitelen wanneer zij een vanC5 uitgaande dubbele binding bezitten, die afgeleid is van een stof,die aan C^ een H-atoom droeg aan dezelfde zijde als de substituentaan C^. Droeg deze een H-atoom aan de

tegenovergestelde zijde,dan behoort de ervan afgeleide verbinding met een van C^ uitgaandedubbele binding tot de â€žtransquot;-reeks. Bevindt zich de substituent aanC^'^ aan dezelfde zijde als de CH3 aan C^^, dan geeft men ook d?Žtmet ,,cisquot; aan, bevindt zich de substituent aan de andere zijde, dangeeft men dit met â€žtransquot; aan. De geslachtshormonen zijn hoofdzakelijk van twee reeksen af-geleid. De eene reeks is die waartoe het cholestanol-3 behoort en,omdat de verzadigde koolwaterstof waarvan men het cholestanol-3afgeleid kan denken, cholestaan heet, noemt men deze reeks decholestaan-reeks. Alle ringen sluiten in zetel-model aan elkaar. De andere reeks is die waartoe het koprostanol-3 behoort en,omdat de verzadigde koolwaterstof, waarvan men het koprostanol-3afgeleid kan denken, koprostaan heet, noemt men deze reeks de



??? koprostaan-reeks. Hier sluit ring A in badkuip-model aan ring B,de aansluiting van de ringen B aan C en C aan D is dezelfde alsbij de cholestaan-reeks. Op blz. 50 werden de groepen der bij zoogdieren voorkomendehormonen naar hun biologische werking gekarakteriseerd. Vanuiteen chemisch gezichtspunt onderscheiden zich deze groepen zichnu als volgt: a) de oestraangroep. Ring A is een benzol-kern. (zie form. X).Een belangrijke vertegenwoordiger van deze groep is hetoestron (Xa). F orm. XI Form. XII Form. Xa b) de androstaari'groep (XI), vertegenwoordigd door andro-steron (Xla). Form. Xla c) de pregnaan-groep (XII), vertegenwoordigd door progeste-ron (Xlla). Ook eenige cortex-stero??den behooren hiertoe. CÂ?ico Form. Xlla Na deze chemische inleiding kan overgegaan worden tot de be-handeling van de reacties, welke door een aantal, onder de groepena, b en c ressorteerende stoffen veroorzaakt werden.



??? HOOFDSTUK VIII. OVER DE WERKZAAMHEID VAN PROGESTERONEN ZIJN DERIVATEN. Inleiding. In de volgende vier hoofdstukken zal een overzichtgegeven worden van de groeikrommen, ijkingskrommen en concen-tratie-krommen, welke door toediening van een aantal zuivere hor-monen en het bijnierschors-extract â€žCortinequot; verkregen werden. Duidelijkheidshalve wordt nog eens het volgende gedefinieerd : 1.nbsp;Een groeikromme is een lijn, welke het verband aangeefttusschen de legbuisgroei (in A.E.) en de tijd (in uren). 2.nbsp;Een ijkingskromme is een lijn, welke het verband aangeefttusschen de concentratie van een chemisch gedefini??erde stof ende groei na een bepaald aantal uren. 3.nbsp;Een concentratiekromme is een lijn, welke het verband aan-geeft tusschen de concentratie van een chemisch niet-gedefinieerdestof, b.v. een klierextract, en de groei na een bepaald aantal uren. Groeikrommen hebben in het

algemeen de volgende vorm (ziefig. 30a, de gebogen, S-vormige lijn; de hierlangs getrokken rechtelijn blijft even buiten beschouwing). Het is mogelijk dat ook de Fig. 30. Groeiprocessen verloo-pen meestal overeenkomstig eenS-vormige lijn (a). Om de vormvan een dergelijke lijn nauwkeurigvast te stellen zou een groot aan-tal punten noodig zijn (b). Voorde bepaling van het verloop derin (a) geteekende hulplijn zijn de4, in (c) geteekende, punten ech-ter voldoende. legbuis-groeikromme van nature S-vormig is. Zou men de buigin-gen der S-vormige kromme nauwkeurig willen bepalen, dan zoudaarvoor een groot aantal waarnemingspunten noodig zijn (zie



??? fig. 30b). Omdat ieder waarnemingspunt in de legbuistest het ge-middelde van ongeveer 30 legbuismetingen voorstelt, zouden voorde constructie van een enkele groeikromme ongeveer 500 metingennoodig zijn, hetgeen op vrijwel onoverkomelijke practische bezwarenstuit. Om het aantal metingen tot het hoogst noodige te beperkenVv^erd nu een rechte lijn door de S-vormige kromme getrokken,welke samenvalt met het practisch lineaire traject dezer kromme. Uit fig. 30a blijkt nl., dat het middengedeelte van de krommeen de rechte practisch (d.w.z. binnen de foutengrenzen) samen-vallen. Dit brengt met zich mede dat, door bepaling van 4 puntenals in fig. 30c weergegeven, de groei-intensiteit per tijdseenheid,alsmede de groeiduur, volkomen zijn vastgelegd. Op deze wijze kanhet aantal metingen tot ongeveer een vierde teruggebracht worden,hetgeen in verband met de meer dan 20.000 metingen welke ver-richt moesten worden

om de noodige groeikrommen der 27 onder-zochte stero??den te construeeren, van belang is. De â€žgroeikrommenquot;, waarvan in de volgende hoofdstukkensprake zal zijn, zijn dus feitelijk hulplijnen. Er is verder, bij hetteekenen der lijnen door (en langs) de waarnemingspunten, ooksteeds rekening gehouden met de waarneming, dat meestal nochde latentietijd, noch de periode van lineaire groei â€” binnen zekeregrenzen â€”, van de concentratie afhankelijk zijn. Het bestaan van ?Š?Šn type van groeikromme voor ?Š?Šn hormoonstaat dus vrijwel vast. Bij het construeeren der mannelijke hormoon-krommen (hoofd-stuk X) was het niet steeds mogelijk voor iedere groeikromme apartte bewijzen, dat er op het SJ^-uur punt een knik ligt. (Ook opandere uur-punten zou men zich in sommige gevallen een knikkunnen voorstellen). In veel gevallen is de ligging van de knik op het 53^-uur puntechter niet aan twijfel onderhevig. Uitgaande van de

omstandig-neid, dat ?Š?Šn hormoon ?Š?Šn type van groeikromme oplevert, leek hettoelaatbaar in de minder zekere gevallen de knik toch op het53/^ uur punt aan te brengen. Over de werkzaamheid van progesteron en zijn derivaten. Zooals reeds op blz. 52 werd opgemerkt, kan dc pregnaan-reeksin eenige groepen onderverdeeld worden. Hier zullen ter sprake



??? komen de A 4,5- en A 5,6-pregnenen, de allo-pregnanen en depregnanen. Ieder dezer groepen bevat een -dion-3-20, een -olon-3-20, een -olon-20-3 en een -diol-3-20. Â§ 1. Van de verschillende A-4,5-pregneenverbindingen kon erslechts een onderzocht worden, n.l. progesteron (XIII)(reeks A). C/f, 'cv F O r m. XIII 1. Groeikrommen, verkregen met een A 4,5-pregneen-ver-binding. Reeks A. 1. A 4,5-pregncendion-3-20 (progesteron). Met concentraties van 4, 6, 7^, 10, 15, 20, 25, en 30 y per750 ccm. water werden de volgende groeikrommen verkregen (ziefig. 31). ^rc^esritron 30?/0 . / mi/ / y--- _____ 15 ??/ 4l a 1 u z Fig. 31. Groeikrommen, verkre-gen met progesteron. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei eindigt na 4^ uur. Hierna duurt de groei nog eenigermate voort.



??? 11. IJkingskrommc, verkregen met een A 4,5-pregncen-ver-binding. Zooals uit de groeikrommen blijkt kan de ijkingskromme vanprogesteron het best op een proefduur van uur gebaseerdVvforden. Reeks A. A 4,5-prcgnecndion-3-20 (progesteron). De ijkingskromme, (fig. 32) is gebaseerd op de in fig. 31 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengte-toename bij deonderzochte concentraties, na uur. Fig. 32. Ijkingskromme, verkre-gen met progesteron. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn : De knik bij 9 y en 3,9 A.E.De hierna aanhoudende lichte stijging. Â§ 2. Van de verschillende allo-pregnaan-verbindingen kondenonderzocht worden: Reeks B. 1.nbsp;allo-pregnaandion-3-20 (XIV). 2.nbsp;allo-pregnanol-3-on-20 (XV). 3.nbsp;allo-pregnaandiol-3-20 (XVI).



??? III. Groeikrommen, verkregen met allo-pregnaan-verbindin-gen. Reeks B. 1. allo-pregnaandion-3'20. Met concentraties van 5, 10, 20, 50, 100 en 150 7 per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 33). Groeikrommen, verkre-' gen met allo-prcgnaandion-3.20. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur. De'lineaire groei eindigt na 4 uren. Alleen bij de hoogste concentratie duurt de groei daarna nogeenigermate voort. 2. Allo-pregnano!-3-on-20. Met concentraties van 15, 40, 50, 80, 100 en 150 7 per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 34) : Fig. 34. Groeikrommen, verkre-gen met allo-pregnanol-3-on-20. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei eindigt na 5 uren. Of de groei daarna nog eenigermate voortduurt kan hier nietgoed beoordeeld worden.



??? 3. Allo-pregnaandiol'3-20. Met concentraties van 100, 200, 300, 500 en 1000 y per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (fig. 35) : Fig. 35. Groeikrommen, verkre-gen met allo-pregnaandiol-3,20. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 2 uren. De lineaire groei eindigt na 8 uren. Alleen bij de hoogste concentratie schijnt de groei daarna nog eenigszins voort te gaan. Vergelijkt men de in fig. 33, 34 en 35 weergegeven groei-krommen, dan blijken zij specifieke verschillen te vertoonen, opgrond waarvan deze allo-pregnanen onderscheiden zouden kunnenworden. IV. IJkingskrommen, verkregen met allo-pregnaan-verbindin-gen. Reeks B. 1. allo-pregnaandion-3-20. De ijkingskromme (fig. 36) is gebaseerd op de in fig. 33 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties na 4 uren. = A.E. ^ i/^ba. Fig. 36. Ijkingskromme. verkre-gen met allo-

pregnaandion-3,20.



??? De kenmerken dezer ijkingskromme zijn :De knik bij 12 y en 4,3 A.E.De hierna aanhoudende lichte stijging. 2. Allo-prcgnanol-3-on-20. De ijkingskromme (fig. 37) is gebaseerd op de in fig. 34 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties na 5 uren. /^/^?¨ /trgfffTMa/- 3 - vil. _?” Fig- 37. IJkingskromme. verkre- quot;â€?gt; gen met allo-pregnanol-3.on-20. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn : De knik bij 75 y en 4,4 A.E. Het hierna optredende horizontale verloop. 3. AUo-prcgnaaadiol-3-20. De ijkingskromme (fig. 38) is gebaseerd op de in fig. 35 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties na 6 uren. 4A.E. 6 i/re/7 f F'S- 38. IJkingskromme, verkre-gen met allo-pregnaandiol-3,20. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn :De knik bij 225 y en 3,2 A.E.De hierna aanhoudende hchte stijging. Om de werkzaamheid der betreffende allo-

pregnaan-verbindin-gen te kunnen vergelijken, is het noodig te definieeren, wat onderwerkzaamheid begrepen wordt. Het werkzaamste hormoon is dat, waarvan ongeacht de duur vande latentietijd, de kleinste hoeveelheid per tijdseenheid de grootste 80



??? legbuisgroei geeft, gemeten binnen het traject van de lineairegroet der groeikromme en binnen de testmarge der ijkingskromme. De werkzaamheid kan dan verder gedefinieerd worden, als de peruur optredende groei, welke door 1 y hormoon per 750 ccm waterveroorzaakt wordt, vooropgesteld, dat de hormoonconcentratie naafloop der reactie niet merkbaar veranderd is. Na een eenvoudige berekening*) blijkt dan, dat de werkzaam-heid van allo-pregnaandion-3,20 = 1200 X 10-4 A.E.allo-pregnanolon-3,20 = 140 X 10-4 A.E.allo-pregnaandiol-3,20 = 24 X 10-4 A.E. Hieruit blijkt, dat bij de allo-pregnanen, de -dion-verbindingijna 9 maal zoo werkzaam is als de -olon-verbinding en 50 maalzoo werkzaam als de -diol-verbinding. 1.2. F O r n. XVIII Â§ 3. Van de verschillende A 5,6-pregneenverbindingen kondende volgende onderzocht worden (r e e k s C): A 5,6-pregneendion-3,20 (XVII).A 5,6-pregnenol-3-on-20 (XVIII). Form. XVII V.

Groeikrommen, verkregen met eenige A 5,6-pregneen-verbindingen. 12 ^nbsp;ijkingskromme voor allo-pregnaandion blijkt, dat met 2nbsp;^ iii'equot; - onder aftrek van de latentietijd ^ nevonT Dnbsp;lineaire groei) een lengtetoename van 4,3 A.E. heeft plaats P^*quot; ^ V zou de groei onder gelijke omstandigheden dus ge-weest zijn: 1/3 X i/iâ€ž X 4,3 A.E. = 0,119 A.E., of 1200 X 10-^ A.E.



??? Reeks C. 1. A 5,6Â?preg[necndion-3-20, Met concentraties van 10, 20, 30, 40, 80 en 150 7 per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 39) : aÂ?- __ i â€? A3 â€? / A 5,6 -pr^neen^/o/i/ \mlJ / . / ,Â?ot/ y c / ! j 6 urt^ '10 T 0 2 4 6 Â?w Fig. 39. Groeikrommen, verkre-gen raet delta 5.6-pregneendion-3,20. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: uur. De lineaire groei eindigt na 43^2 quot;ur. Het hierna optredend horizontale verloop. 2. A 5,6-pregnenol-3-on-20. Met concentraties van 50, 75, 100 en 250 y per 750 ccm. waterwerden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 40) : De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: IY2 uur. De lineaire groei eindigt na IY2 uur. Of de groei hierna nog eenigermate voortduurt kan uit de krom-men niet beoordeeld worden.



??? Vergelijkt men de in fig. 39 en 40 weergegeven groeikrommen,dan blijken zij specifieke verschillen te vertoonen, op grond waar-van de behandelde pregnenen onderscheiden zouden kunnen wor-den. VI. IJkingskrommen, verkregen met eenige A 5,6-pregneen-verbindingen. Reeks C./ 1- A 5,6'pregncendion.3'20. De ijkingskromme (fig. 41) is gebaseerd op de in fig. 39 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties, na uur. Af. __ ^ 7nbsp;Fig. 41. Ijkingskromme. verkre- â€”nbsp;I . ^nbsp;gen met delta 5,6 pregneendion- 'nbsp;Â?nbsp;3,20. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn :De knik bij 75 y en 3,6 A.E.De hierna aanhoudende lichte stijging. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn :De knik bij 45 y en 4,5 A.E.Het hierna optredende horizontale verloop.A 5,6-prcgnenol-3-on-20. De ijkingskromme (fig. 42) is gebaseerd op de in fig. 40 weer-gegeven groeikrommen en representeert

de lengtetoename bij deonderzochte concentraties na 71/^ uur



??? Na een eenvoudige berekening blijkt, dat de werkzaamheid van A 5,6-pregneendion-3,20 = 330 X 10-4 a.E.A 5,6-pregnenolon-3.20 = 100 X 10-4 A.E. Hieruit blijkt dat bij de A 5,6-pregnenen, de -dion-verbindingruim 3 maal werkzamer is dan de -olon-verbinding. Â§ 4. De pregnaan-verbindingen onderscheiden zich van de allo-pregnaan-verbindingen alleen door een sterisch verschil inde plaatsing van het H-atoom aan C^. Van de normale pregnaan-verbindingen konden de volgendeonderzocht worden (reeks D) : 1.nbsp;pregnaandion (XIX). 2.nbsp;pregnanol-20-on-3 (XX). 3.nbsp;pregnaandiol (XXI). CfflM MM Form. XIX Form. XXI F O r m. XX VIL Groeikrommen, verkregen met pregnaan-verbindingen. Reeks D. 1. pregnaandion-3-20. Met concentraties van 25, 50, 75, 100 en 250 y per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 43) : Fig. 43. Groeikrommen. verkre-gen met pregnaandion-3,20.



??? De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: uur. De lineaire groei eindigt na 5 uren. Alleen bij de hoogste concentratie duurt de groei daarna nogeenigermate voort. 2- prcgnanol-20-on-3. Met concentraties van 150, 300, 500, en 750 y per 750 ccm.water, werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 44) : De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: ly^ uur. De lineaire groei eindigt na 63^ uur. Bij de hoogere concentraties duurt de groei daarna nog eeniger-mate voort. 3. pregnaandiol-3-20. Slechts met de hooge concentratie van 2000 y per 750 ccm.water, werd een duidelijke reactie verkregen. Zooals uit fig. 45Ijkt, is de groeikromme waarschijnlijk van het type, dat voormannelijke hormonen karakteristiek is.



??? De kenmerken dezer groeikromme zijn: Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei der progesteron-phase duurt minstens 5'/2 uur. Vergelijkt men de, in fig. 43, 44 en 45 weergegeven groei-krommen, dan blijken zij specifieke verschillen te vertoonen, opgrond waarvan de behandelde pregnanen onderscheiden zoudenkunnen worden. Vin. IJkingskrommen, verkregen met pregnaan-verbindingen. Reeks D. 1. pregnaandion-3-20. De ijkingskromme (fig. 46) is gebaseerd op de in fig. 43 weer-gegeven groeikrommen en representeert de kngtetoename bij deonderzochte concentraties, na 5 uren. Fig. 46. Ijkingskromme, verkre-^ gen met pregnaandion-3.20. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn: De knik bij 75 y en 3,4 A.E.De hierna aanhoudende stijging. 2. prcgnanol-20-on-3. De ijkingskromme (fig. 47) is gebaseerd op de in fig. 44 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties, na 64 uur. Fig. 47.

Ijkingskromme, verkre-gen met pregnanol-20-on-3.



??? Het kenmerk dezer ijkingskromme is: Het oogensciiijnlijk ontbreken van een knik binnen liet bereik der onderzochte concentraties. 3. pregnaandiol-3-20. Wegens de relatief geringe werkzaamheid kon geen ijkings-kromme worden opgesteld. Berekent men de werkzaamheid dezer pregnaanverbindingen, danblijkt het volgende: pregnaandionnbsp;= 133 X 10-4 A.E. pregnanolon-20,3nbsp;= 10 X lO ^ A.E. pregnaandiol (Iephase)nbsp;= 1 X 10-4 A.E. (le 2ephase)nbsp;= 2 X 10-4 A.E. Hieruit blijkt, dat bij de pregnanen de 'dion-verbinding ruimmaal zoo werkzaam is als de -olon-verbinding. en 65â€”130 maalzoo werkzaam als de -diol-verbinding. Â§ 5. Over het verband tusschen de biologische werking en deconstitutie van pregneen-, allo-pregnaan- en pregnaan-verbindingen. Uit het voorafgaande blijkt, dat er een verband bestaat tusschende werkzaamheid en de chemische constitutie, welke aldus gefor-muleerd kan worden: Bij de

pregnenen, pregnanen en allo-pregnanen zijn de dion-ver-bindingen steeds werkzamer dan de -olon-verbindingen. Op hunbeurt zijn de -olon-verbindingen steeds werkzamer dan de -diol-verbindingen. Men kan nu ook de werkzaamheid vergelijken van overeenkom-stige A 4,5- en A 5,6-pregnenen, benevens de overeenkomstige allo-pregnanen en pregnanen. Dan wordt de opstelling als volgt:Reeks E. A 4,5-pregneendion = 1240 X 10-4 A.E.A 5,6-pregneendion = 330 X 10-4 A.E.allo-pregnaandionnbsp;= 1200 X 10-4 A.E. pregnaandionnbsp;= 133 X 10-4 A.E.



??? Reeks F. a 5,6-pregnenol-3-on-20nbsp;=nbsp;100 x 10-4nbsp;a.e. allo-pregnanol-3-on-20nbsp;=nbsp;140 x 10-4nbsp;a.e. pregnanol-20-on-3nbsp;=nbsp;10 x 10-4nbsp;a.e. Reeks G. allo-pregnaandiol =nbsp;24 X 10-4 a.e. pregnaandiol (Iephase) =nbsp;1 x 10-4 a.E. â€ž (le 2ephase)=nbsp;2 X 10-4 a.e. Uit reeks E blijkt, dat van de -dion-verbindingen het A 4,5-pregneen bijna 4 maal werkzamer is dan het a 5,6-pregne'en;het allo-pregnaan 9 maal werkzamer dan het pregnaan. Uit reeks F blijkt, dat van de -olon-verbindingen het allo-preg-naan 14 maal werkzamer is dan het pregnaan en bijna maal zoowerkzaam als het a 5, 6-pregneen. Uit reeks G blijkt, dat van de -dioUverbindingen het allo-preg-naan 12â€”24 maal werkzamer is dan het pregnaan. Wegens ontbreken van materiaal konden niet alle pregnenolonenen -diolen onderzocht worden. De be??nvloeding der werkzaamheid door vervanging van =0door -OH kan bestudeerd worden bij

de volledige allo-pregnaan-en pregnaan-reeksen H en K. Reeks H. allo-pregnaandionnbsp;= 1200 X 10-4 A.e. allo-pregnanolonnbsp;== 140 X 10-4nbsp;A.E. allo-pregnaandiolnbsp;= 24 X 10-4 A.E. Hieruit blijkt: -dion = 9 X -oion = 6 X -diol. De werkzaamheid der allo-pregnanen is blijkbaar afhankelijk vanhet aantal =0-groepen. Wordt ?Š?Šn =0 door een -OH vervangen,dan wordt de werkzaamheid 9 X verzwakt. Wordt ook de tweede~0 door -OH vervangen, dan treedt nog een 6-voudige verzwak-king op.



??? Onderwerpt men de pregnaandion-reeks aan een soortgelijke be-schouwing. dan blijkt: Reeks K. pregnaandionnbsp;= 133 X 10-4 A.E. pregnanolonnbsp;== 10X10-4 A.E. pregnaandiol (lephase)nbsp;= 1 X 10-4 A.E. (Ie 2ephase)nbsp;= 2 X 10-4 A.E. Hieruit blijkt: -dion = 13 X -olonnbsp;5â€”10 X -diol. OoA: de werkzaamheid der pregnanen blijkt afhankelijk te zijnvan het aantal =0-groepen. Wordt ?Š?Šn =0 door een -OH-groepvervangen, dan wordt de werkzaamheid 13 X verzwakt. Wordt ookde tweede =0 door een -OH vervangen, dan treedt nog een 5 tot10-voudige verzwakking op. Vergelijkt men de werkzaamheid der allo-pregnanen met deovereenkomstige pregnanen, dan blijkt: Reeks L. allo-pregnaandion = 9 X pregnaandion.allo-pregnanolon = H X pregnanolon.allo-pregnaandiol = 12-24 X pregnaandiol. In dit laatste geval is het de sterische verplaatsing van het H-atoom aan Cs, dat verantwoordelijk is voor de verschillen in werk-

zaamheid. Hoewel het nog niet mogelijk was voor alle A 4,5- en A 5,6-pregneen-reeksen de verhouding in werkzaamheid te onderzoeken,mag men verwachten, dat de werkzaamheid ook voor de niet-onderzochte verbindingen hoofdzakelijk aan de =0 verbonden is,zoodat de -dion-verbinding werkzamer is dan de overeenkomstige-olon-verbinding en deze op haar beurt werkzamer dan het -diol. Ook het effect van het verspringen der dubbele binding van4,5 naar 5,6 zal bij de niet-onderzochte verbindingen vermoedelijkeen verzwakking der werkzaamheid ten gevolge hebben.



??? Behalve de werkzaamheid kan men ook trachten de werkingsduurin verband te brengen met de constitutie. Definieert men de wer-kingsduur als het aantal uren van lineaire groei, dan vindt men voorde allo-pregnanen de volgende waarden: Reeks M. allo-pregnaandiolnbsp;= 6 uren. allo-pregnanolonnbsp;= 4 uren. allo-pregnaandionnbsp;= 3 uren. Hieruit blijkt: -diol = 1,5 X -olon = 1,3 X -dion. Voor de pregnanen geldt: Reeks N. pregnaandiolnbsp;= 9 uren. pregnanolonnbsp;= 5 uren. pregnaandionnbsp;= 3J uren. Hieruit blijkt: -diol = 1,8 X -olon = 1,4 X -dion. Bij de allo'pregnanen en de pregnanen is de werkingsduur duswederom afhankelijk van het aantal =0~ of -OH-groepen. Wordt?Š?Šn -OH door een â€”O vervangen, dan wordt de werkingsduurongeveer 7 maal verkort. Wordt ook de tweede -OH door een=o vervangen, dan wordt de werkingsduur wederom ongeveer1}/^ maal korter. Vergelijkt men de werkingsduur der allopregnanen met die

derovereenkomstige pregnanen, dan verkrijgt men de volgende reeks: Reeks O. pregnaandiol = 1,50 X gt; allo-pregnaandiol.pregnanolon = 1,25 X gt; allo-pregnanolon.pregnaandion = 1,17 X gt; allo-pregnaandion. Ook de sterische verplaatsing van het H-atoom aan C^ bewerk-stelligt dus een verandering in werkingsduur.



??? De vraag of er ten aanzien van de werkzaamheid der pregnaan-en pregneen-verbindingen bij de warmbloedige dieren soortgelijkeeenvoudige relaties bestaan, moet ontkennend beantwoord worden. Na de ontdekking van de specifieke werking van het progesteronop het zoogdieren-endometrium heeft men een groot aantal pro-gesteron-derivaten onderzocht in de verwachting ook hiermede hetprogesteron-effect te kunnen verkrijgen. Merkwaardigerwijzebleken deze derivaten op ?Š?Šn na volkomen onwerkzaam te zijn,waardoor het progesteron zich de naam van het meest specifiekegeslachtshormoon verwierf. Een uitzondering vormt het A 5,6-pregnenolon, dat in een 50-voudige dosis als voor progesteron noodig is, een positieve reactiebij het konijn veroorzaakt. Onlangs is het H o h 1 w e g c.s. (1939)gelukt, door invoering van een aethinyl-groep het pregneninolon Form. XXII a (XXIIa) te bereiden dat, bij subcutane injectie, 1/3 maal

de werk-zaamheid van het progesteron bezit. (Zie groeikromme fig. 48). In tegenstelling tot hetgeen bij de warmbloedige dieren het ge-val is, blijkt het bittervoorntje echter op alle tot dusver onderzochteprogesteron-derivaten te reageeren. Met het bittervoorntje is hetderhalve voor het eerst mogelijk geworden, een biologische werkingder bij zoogdieren onwerkzame progesteron-derivaten te bestu-deeren. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat het bittervoorntje opalle tot dusver onderzochte progesteron-derivaten met legbuisgroeireageert.



??? Zoowel de werkzaamheid als de werkingsduur dezer stoffenblijkt verband te houden met hun chemische constitutie. Steeds zijnde -dion-verbindingen werkzamer dan de -olon-verbindingen en de-olon-verbindingen werkzamer dan de -diol-verbindingen. Voor de werkingsduur geldt dezelfde regel in omgekeerde rich-ting. De -diolen werken langduriger dan de -olonen, en de -olonenwerken wederom langer dan de -dionen. Voor zoover onderzocht kon worden, is het A 4,5-pregneenwerkzamer dan het overeenkomstige A 5,6-pregneen. De allo-pregnanen zijn steeds werkzamer dan de overeenkomstige preg-nanen. Wederom geldt voor de werkingsduur het omgekeerdeverband. Daar de progesteron-derivaten bij het zoogdier practisch on-werkzaam zijn, is het vanuit een biochemisch standpunt beschouwdvan belang, dat zij zonder uitzondering bij het bittervoorntje eenlegbuisreactie veroorzaken.



??? HOOFDSTUK IX. OVER DE ^WERKZAAMHEID VAN CORTICOSTERONEN ZIJN DERIVATEN. Zooals reeds op blz. 53 werd opgemerkt, zijn de bijnierschors-hormonen nauw verwant aan het progesteron. Vandaar, dat zijin onmiddellijke aansluiting hierop behandeld worden. Van de cortex-stero??den werden onderzocht:Reeks P. 1.nbsp;corticosteronnbsp;(XXII) 2.nbsp;desoxycorticosteronnbsp;(XXIII) 3.nbsp;desoxycorticosteron-acetaat (XXIV) F o r O. XXIV Form. XXIII Form. XXII Corticosteron onderscheidt zich van progesteron door de aan-wezigheid van een primaire en een secundaire OH-groep. Desoxy-corticosteron gelijkt nog meer op progesteron en onderscheidt zichhiervan slechts door de, in de zijketen voorkomende, primaire OH-Sroep, welke bij progesteron ontbreekt. Â§ 1- I. Groeikrommen, verkregen met eenige cortex-stero??den.Reeks P.1- Corticosteron. Met concentraties van 200, 400, 600 en 750 y per 750

ccm.water, werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 49). Cif T-eV



??? Fig. 49. Groeikrommen, verkre-gen met corticosteron. Wegens gebrek aan materiaal konden niet voldoende proevengenomen worden. De kenmerken dezer groeikromme zoudenkunnen zijn: Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei eindigt na uur. Daarna blijft de groeikromme horizontaal. 2. Desoxycorficosferoa.^ Met concentraties van 21/2, 4, 5, 10, 15, 20 en 60 y per750 ccm. water werden de volgende groeikrommen verkreqen(zie fig. 50). Fig. 50. Groeikrommen, verkre-gen met desoxycorticosteron. De kenmerken dezer groeikrommen zijn:Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei eindigt na 41/^ uur.Daarna blijft het verloop horizontaal. 3. Desoxycorticosteron-acetaat. Met concentraties van 1. 2, 2^2, 7^. 17^, 50 en 150 /per 750 ccm. water werden de volgende groeikrommen verkregen(zie fig. 51).



??? Fig. 51. Groeikrommen, verkre-gen met desoxycorticosteron-acetaat. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur. De lineaire groei eindigt na 4 uren. Ij de hoogere concentraties duurt de groei daarna nog eeniger-mate voort.nbsp;a a dan Kr uweergegeven groeikrommen,v!n ^ r??nbsp;verschillen te vertoonen, op grond waar- wordennbsp;cortex-stero??den onderscheiden zouden kunnen n. IJkingskrommen, verkregen met corticosteron-verbindingen. reeks p. 1 â€? Corticosteron. D^e ijkingskromme (fig. 52) is gebaseerd op de in fig. 49 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties, na 4^ uur Fig. 52. IJkingskromme, verkre-gen met corticosteron. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn misschien: De knik bij 450 y en 3 A.E. Het hierna optredende horizontale verloop.



??? 2. Dcsoxycorticosteron. De ijkingskromme (fig. 53) is gebaseerd op de in fig, 50 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties, na 4i uur. Fig. 53. Ijkingskromme, verkre-gen met dcsoxycorticosteron. r- / De kenmerken der ijkingskromme zijn: De knik bij 5 y en 2,9 A.E.De hierna aanhoudende lichte stijging. 3. Desoxycorticosferon-acetaat. De ijkingskromme (fig. 54) is gebaseerd op de in fig. 51 weer-gegeven groeikrommen en representeert de lengtetoename bij deonderzochte concentraties na 4 uren. 4 A.C. -fnbsp;Fig. 54. Ijkingskromme, verkre- gen met dcsoxycorticosteron- De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: De knik bij 3 y en 3,7 A.E. Het hierna optredende horizontale verloop. Berekent men de werkzaamheid der behandelde corticosteronenvolgens de op blz. 80 aangegeven wijze, dan blijkt: corticosteronnbsp;= 2 X lO'S A.E. dcsoxycorticosteronnbsp;= 166 X 10-3 a.E.

desoxycorticosteron-acetaat = 411 X 10-3 A.E. Hieruit blijkt, dat desoxycorticosteron 80 en het desoxycorti-costeron-acetaat 200 maal werkzamer is dan corticosteron.



??? ^ 2. Over het verband tusschen de biologische werking en deconstitutie van eenige cortex-stero??den. Corticosteron stelt het A 4,5-pregneen-ll,21-diol-3,20-dion voor.Vergelijkt men zijn werkzaamheid met die van het A 4,5-pregneen-3,20-dion (â€” progesteron), dan blijkt het corticosteron in delegbuistest ruim 60 maal minder werkzaam te zijn. Terwijl corticosteron zich van progesteron onderscheidt door eenH- en een 21-standige OH-groep, verschik het desoxycorticosteron1= 21-oxy-progesteron) hiervan door aanwezigheid van de 21-standige OH-groep. Desoxycorticosteron is 1,3 maal werkzameraan progesteron. Misschien wordt de werkzaamheid van het pregneen verzwakt door een 11-standige OH-groep, doch versterkt door een 21-stan-dige OH-groep. Merkwaardigerwijze is het desoxycorticosteron-acetaat nog 2ima^l^ werkzamer dan het desoxycorticosteron zelf. onn.! quot;^^'^'^'ngsduur is voor de besproken corticosteron-

verbindingenongeveer gelijk en komt overeen met die van progesteron. bevindingen met hetgeen omtrent de werk-zaamheid der cortex-stero??den bij zoogdieren bekend is, dan kannet volgende gezegd worden. Tegenwoordig neemt men aan, dat alle uitvalsverschijnselen,welke ontstaan na wegneming van de bijnier, door een hormoon-complex. (waaronder?) het nog steeds gezochte eigenlijke bijnier-schorshormoon opgeheven kunnen worden. Om te onderzoeken, ofeen bepaald hormoon volledige bijnierschorswerking bezit, kanmen dus het best gebruik maken van een testmethode, waarbij deigeheele opheffing van alle uitvalsverschijnselen als criterium wordtgebruikt, b.v. de test op bijnierlooze honden. Men noemt hierbij minstens 4 dagen in goede conditie kan houden. methnn'^yp^'quot; practische aard zijn hiernaast eenige test-methoden ontstaan, welke zich meer beperken tot de opheffing vaneen bepaalde groep van

uitvalsverschijnselen. b..v de zwemtest opratten en de test volgens E v e r s e - d e F r e m e r y. Bij de ratten-zwemtest wordt gebruik gemaakt van bijnierlooze



??? ratten, die zich wegens spoedig intredende vermoeienis niet zoolang boven water kunnen houden als normale. Hierbij noemt meneen preparaat positief als het bij ?Š?Šn inspuiting een verbetering vande zwemtijd geeft. In de Everse-deFremer y-test wordt een preparaatpositief genoemd, als het gelukt door 4 dagen in te spuiten hetherstelvermogen der vermoeide spier te verbeteren bij 2/3 der be-handelde ratten. In deze test wordt de positieve dosis genoemd naarde per dag ingespoten hoeveelheid. De verhouding tusschen de werkzaamheid van een bijnierschors-extract en een bijnierschorshormoon verschilt al naar gelang vande gebruikte testmethode. De werkzaamheidsco??fficient, verkregenin de hondentest, zegt het meeste ten opzichte van de volledigheidder bijnierschorswerkingen van een bepaald preparaat. Het is dusvan belang na te gaan, of in de legbuistest de werkzaamheidsver-houding tusschen bijnierschors-extracten en

-hormonen meer ge-lijkt op die in de hondentest, dan wel op die in de ratten-zwemtestofdeEverse-de Fremery-test. Van de verschillende, uit de bijnierschors ge??soleerde preparatenmet bijnierschorswerking komen hier voor nadere beschouwingin aanmerking : corticosteron en desoxycorticosteron (-acetaat)waarvan de werkzaamheid onderling vergeleken wordt in de vol-gende tabel. TABEL V De werkzame grensdosis bedraagt voor corticosteron en desoxycorticosteron-acetaat (= doca) ongeveer: verhouding; in de ratten-zwemtest 500 en 500 7 . .in de Everse-de Fremery-test 1500 j' en 60 y . in de honden-test 1200 y ea 80 y..... in de legbuistest is de verhouding ongeveer . . 1 : 125 : 115 : 1200 : 1 Samenvattend kan gezegd worden, dat het bittervoorntje op detot dusver onderzochte bijnierschorshormonen met legbuisgroeireageert. In de legbuistest is doca veel werkzamer dan corticosteron, het-geen ook bij de overige testmethoden het geval

is.



??? HOOFDSTUK X. OVER DE WERKZAAMHEID DER MANNELIJKEHORMONEN. Zooals op bl. 52 werd gezegd, behooren de mannelijke hormonenchemisch gesproken tot de androstaan-groep. Â§ 1- Van de A 4,5-androsteen-verbindingen komen voor: A 4,5-androsteendion, A 4,5-androstenolon en A 4,5-androsteendiol. Hiervan konden onderzocht worden (reeks Q) : A 4,5-androstâ‚?endion-3,17nbsp;(XXV) â–  A 4,5-androstenol. 17-trans-on-3 (testosteron), (XXVI) Form. XXVI I. Groeikrommen, verkregen met A 4,5.androsteen-verbindingen. Reeks Q. 1- A 4,5-androstecndion-3,17. 1 en mgr. per 750 ccm. water,veraen de volgende groeikrommen verkregen, (zie fig. 55). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur.De groei eindigt na 10 uren.



??? Met concentraties van 34, 1 en 2 mgr. per 750 ccm. water,werden de volgende groeikrommen verkregen, (zie fig. 56). De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 2 uren.De groei eindigt na 10 uren. n. IJkingskrommen, verkregen met A 4,5-androsteen-verbin-dingen. Reeks Q. 1- A 4,5-androsteendion-3,17. De ijkingskrommen (fig. 57) zijn gebaseerd op de in fig. 55weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na Sj/^ en 10 uren.



??? Fig. 57. Ijkingskrommen, verkre-gen met delta 4,5-androsteendion. De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 1/2 mgr en 0,9 A.E. in de Ie phase, benevens 3,1 A.E.in de 2e phase. De hierna aanhoudende stijging. 2- A 4,5-androstenoH7-frans-on'3. (trans-testosteron).De ijkingskrommen (zie fig. 58) zijn gebaseerd op de in fig. 56weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 5^ en 10 uren. :a.e. f _____Fig. 58. Ijkingskrommen, verkre- ' ' * gen met trans-testosteron { =^ ^ /â€”'----iieIta-androstenol-17-trans-on-3). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: 2Q a 1?ÂŽ9r. en 0,7 A.E. in de Ie phase, benevensA.E. in de 2e phase. De hierna aanhoudende lichte stijging. Berekent men de werkzaamheid der betreffende A 4,5-andro- de onTinbsp;afzonderlijk, overeenkomstig ae op blz. 80 aangegeven wijze, dan blijkt: AAC tnbsp;,nbsp;lephasenbsp;2e phase: A

4,5-androsteendion-3.17 = 4 X 10-4 A.E. 10 X 10-4 A.E.^ 4'5-androstenol-17-trans-on-3= 6X 10-4 A.E. 16X10-4 A.E. Â§ 2. Van de A 5,6-androsteenverbindingen zijn bekend: A 5,6-androsteendion, A 5,6-androstenolon en A 5.6-androsteen- Hiervan konden onderzocht worden (reeks R) :L A 5,6-androstenol-3-trans-on-17nbsp;(XXVII) â€? A 5,6-androsteen-3-trans, 17-trans-diol (XXVIII)



??? Form. XXVIII III. Groeikrommen, verkregen met eenige A 5,6-androstecn-verbindingen. Reeks R. 1. A 5,6-androstcnol-3-trans'on-17 '(trans'dehydroandrosteron).Met concentraties van 34- K. 1 en 2 mgr. per 750 ccm. waterwerden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 59). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur. De groei houdt bij hoogere concentraties langer dan 12 uren aan.2. A 5,6-androsteeii-3-trans, 17-frans-diol. Met concentraties van 20 y, Vic- 14. 14 en l mgr. per 750 ccm.water, werden de volgende groeikrommen verkregen, (zie fig. 60). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur. De groei eindigt bij de hoogere concentraties na 12 uren nog niet.102 Form. XXVn



??? IV. IJkingskrommen, verkregen met eenige A 5,6-androsteen-verbindingen. Reeks R. 1- A 5,6-androstenol-3-trans-on-17 '(trans-dehydroandrostcron).De ijkingskrommen (fig. 61) zijn gebaseerd op de in fig. 59weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 5}^ en 10 uren. rr Fig. 61. IJkingskrommen, verkre-gen met trans-dehydroandrosteron( = delta 5,6-androstenol-3-trans-17-on). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij ^ mgr. en 1,3 A.E. in de Ie phase, benevens 3,5 A.E.in de 2e phase. Het hierna optredende horizontale verloop.2. A 5,6-androsfecn-3-trans, 17-trans-diol.^ De ijkingskrommen (fig. 62) zijn gebaseerd op de in fig. 60weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 5^ en 10 uren. A.E. ns ro t/rfn ( A5.6 -3tr..l7tr.) V- '^tt '/?  ^ mg Fig. 62. IJkingskrommen, verkre-gen met delta 5,6-androsteen-3-trans, 17

trans-diol.



??? De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 40 ^ en 0.6 A.E. in de Ie phase, benevens 1,6 A EHet hierna optredenden horizontale verloop. De werkzaamheid dezer verbindingen is als volgt : A 5,6-androstenol-3-trans-17-on Ie phase:nbsp;2e phase: = 4X10-4 A.E. = 6X10-4 A.E.A 5,6-androsteen-3-trans,l 7-trans-diol Ie phase:nbsp;2e phase: = 78 X 10-4 A.E. = 140 X 10-4 A.E. Â§ 3. Van de androstaan-verbindingen zijn bekend: androstaan-dion, androstanolon en androstaandiol. Hiervan konden onderzocht worden (reeks S.) : (xxix) (xxx)(xxxi) (xxxii) (xxxiii) (xxxiv) 1.nbsp;androstaandion-3-17 2.nbsp;androstanoI-3-ciS'-on-17 3.nbsp;androstanol-3-trans-on-17 4.nbsp;androstanol-17-cis-on-3 5.nbsp;androstanol-17-trans-on-3 6.nbsp;androstaan-3-cis, 17-trans-dioI Form. XXXI Form. XXIX un Form. XXXII Form. XXXIV



??? V. Groeikrommen, verkregen met androstaan-verbindingen. Reeks S. 1- androstaandioa-3,17. Met concentraties van i/io. 14. 34, M en 1 mg. per 750 ccm.water werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 63). j'quot;9 _ Fig. 63. Groeikrommen, vcrkrc'gen met androstaandion-3,17. De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur. e groei schijnt bij de hoogste concentratie na 12 uren noq niette eindigen. 2. aâ€ždrostanol-3-cis-on.l7. (ds-androsteron). waVer wTrTquot;'.quot;'quot;'/'quot;nbsp;K. K en 1 mg. per 750 ccm. werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 64). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur.De groei is na 11 uren be??indigd.



??? 3. androsfanol-3-frans-on-17 (trans-androsteron). Met concentraties van }4,nbsp;en 1 mgr. per 750 ccm. water, werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 65). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur. De groei is na 12 uren nog niet be??indigd. 4. androstanoH7-cis-on-3 (cis-dihydro-fesfosteron).Met concentraties van M, 1 en l^^ mgr. per 750 ccm.water, werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 66). De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur. De groei is na 10 uren be??indigd. 5. androstanoM7-frans-on-3 (trans-dihydro-testostcron).Met concentraties van K, en 1 mgr. per 750 ccm. water,werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 67).



??? 'A.E. 1., Un __ i-?? -tâ€”^â€”irâ€”T- ??'.w Fig. 67. Groeikrommen, verkregenmet trans-dihydrotestosteron ( â€”androstanal-I7-trans-on-3). De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur.De groei is na 12 uren nog niet be??indigd.6. androstaan-3-cis, 17.trans-diol. Met concentraties vannbsp;y2 en l mgr. per 750 ccm. water, werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 68). jIÂ?. Fig. 68. Groeikrommen. verkre-gen met androstaandiol (= an-drostaan-3-cis, 17-trans). Latentietijd: 1 uur. De groei is na 10 uren be??indigd. VL Ijkingskrommen, verkregen met androstaan-verbindingen.Reeks S. 1. androstaandion-3,17. De ijkingskrommen (fig. 69) zijn gebaseerd op de in fig. 63weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties, na 5^^ en 10 uren. Fig. 69. Ijkingskrommen, verkre-gen met androstaandion-3,17.



??? De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: De knik bij % mgr. en 0,8 A.E. in de Ie phase, benevens 2,0 A.E.in de 2e phase. Het hierna optredende, horizontale verloop.2. androstanol-3-cis-on'17 (cis-androsteron). De ijkingskrommen (fig. 70) zijn gebaseerd op de in fig. 64weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na en 10 uren. Fig. 70. IJkingskrommen, verkre-gen met cis-androsteron (= an-drostanol-3-cis-on-17). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 34 mgr. en 0,8 A.E. in de Ie phase, benevens 1,8 A.E. in de 2e phase. De hierna aanhoudende, lichte stijging. 3. androstanol-3-trans-on-17 (trans-androsteron). De ijkingskrommen (fig. 71) zijn gebaseerd op de in fig. 65weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 53^ en 10 uren. A.l, ____ /j^sJii,!,/-nbsp;Fig. 71. IJkingskrommen, verkre- â€”Jâ€”'â€”fâ€”--â€”'nbsp;gen met

trans-androsteron (= an- 'nbsp;drostanol-3-trans.on-17). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 34 mgr. en 0,2 A.E. in de Ie phase, benevens 1,2A.E. in de 2de phase. Het hierna optredende, horizontale verloop. 4. androsfanoI-17-cis-on-3 (cis-dihydro-testosferon). De ijkingskrommen (fig. 72) zijn gebaseerd op de in fig. 66weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties, na 534 en 10 uren.



??? / nj/f^iy/'^y, Pig, 72. IJkingsktomnien, vetkre-/nbsp;__gen met cis-dihydrostestosteron {=; androstanol-17-cis-on-3). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bijnbsp;mgr. en 0,8 A.E. in de Ie phase, benevens 2,4 A.E. in de 2e phase. Het verdere horizontale verloop. 5- aadrostanol-17-trans-on-3 (frans-dihydro-testostcron).De ijkingskrommen (fig. 73) zijn gebaseerd op de in fig. 67weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties, na 53^ en 10 uren. /nbsp;rnbsp;Fig. 73. IJkingskrommen, verkre- I , ^^^ gens met trans-dihydrotestosteronV2nbsp;/nbsp;(=: androstanol-I7-trans-on-3). De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn :De knik bij â„?gr. en 0,5 A.E. in de Ie phase, benevens1.8 A.E. in de 2e phase.Het verdere horizontale verloop. 6. androstaan-3-cis, 17-trans-diol. De ijkingskrommen (fig. 74) zijn gebaseerd op de in fig. 68weergegeven groeikrommen en representeeren de

legbuisgroei bijde onderzochte concentraties, na 53^ en 10 uren. Fig. 74, IJkingskrommen, verkre-gen met androstaan-3-cis, I7-trans-diol. De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 34 mgr. en 0,7 A.E. in de Ie phase, benevens 2,3 A.E. in de 2e phase. De hierna aanhoudende, lichte stijging.



??? De werkzaamheid dezer verbindingen is als volgt: Androstaandion-3-17Androstanol-3-cis-on-l 7Androstanol-3-trans-on-l 7Androstanol-17-cis-on-3Androstanol-17-trans-on-3 Ie phase: = 14X ^ 6X = 2X ^ 6X 10'^ A.E.= 4X 10-^2e phase:21 X 10-4 A.E.11 X 10-4 A.E.9 X 10-4 A.E.11 X 10-4 A.E.9 X 10-4 A.E.14 X 10-4 A.E. Androstaan 3-cis, 17 trans-diol=r 6X10'^ Tenslotte werden nog eenige testosteron-derivaten onder-zocht (reeks T) : 1.nbsp;17-methyltestosteronnbsp;(XXXV) 2.nbsp;testosteronpropionaat (XXXVI) Form. XXXV VII. Groeikrommen, verkregen met eenige testosteron-derivaten. Reeks T. 1. 17-methyltestosteron. Met concentraties van 34- H ^n 1 mg. per 750 ccm. water,werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 75). Fig. 75. Groeikrommen. verkre-gen met methyltestosteron. De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: 1 uur.De groei eindigt na 10 uren. Â§ 4.



??? 2. testosteronpropionaat. Met concentraties van 34, 3^, 1 en 2 mg. per 750 ccm. water,werden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 76) : 4 A.t.32 0 â€ž Xquot;Â?â€”â€”â–  â–  - 1 ^ e i 'e Fig. 76. Groeikrommen. verkre-gen met testosteronpropionaat. De kenmerken dezer groeikrommen zijn :Latentietijd: 1 uur. De kromme vertoont niet de voor de mannelijke hormonen ty-pische knik op het 53/2quot;Uur-punt.De groei is na 53^ uur be??indigd. Vin. Ijkingskrommen, verkregen met eenige testosteron-derivaten. Reeks T. 1. 17-inethyltestosteron. De ijkingskrommen (fig. 77) zijn gebaseerd op de in de fig. 75weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties, na 53^2 en 10 uren. Fig. 77. Ijkingskrommen, verkre-gen met methyltestosteron. De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: Het ontbreken van de knik bij 34 mg en 0,6 A.E. in de Ie phase,de wel aanwezige knik bij 2,2 A.E. in de

2e phase.De hierna optredende stijging.



??? 2. testosferonpropionaat. De ijkingskromme (fig. 78) is gebaseerd op de in fig 76 weer-gegeven groeikrommen en representeert de legbuisgroei bij deonderzochte concentraties, na uur. Fig, 78. Ijkingskromme. verkre-â–  â–  gen met testosteronpropionaat. De kenmerken dezer ijkingskromme zijn: De knik bij Y^ mg. en 2,3 A.E.De hierna aanhoudende stijging. De werkzaamheid dezer verbindingen is als volgt: Ie phase: 2e phase:Methyltestosteron = 5 X lO'^ A.E. H XIO-^A.E.Testosteronpropionaat = 82 X -^.E.nbsp;- A.E. Â§ 5. Over het verband tusschen de biologische werking en deconstitutie van androsteen- en androstaan-verbindingen. Bij het onderzoek naar het verband tusschennbsp;de werkzaamheid (zie definitie op blz. 80) en de constitutienbsp;der onderzochte adrosteen- en androstaan-verbindingen, dienennbsp;de beide groei-phasen afzonderlijk beschouwd te worden. Vergelijkt men de werkzaamheid der onderzochte A 4,5-andro-

stenen, dan blijkt volgens blz. 101, dat A 4,5-androsteendion zoowelin de Ie als in de 2e phase, bijna zoo werkzaam is als trans-testosteron. Vergelijkt men de werkzaamheid der onderzochte A 5,6-androstenen, dan blijkt volgens blz. 104, dat trans-dehydroandro-steron zoowel in de Ie als in de 2e phase slechts V20 maal de werk-zaamheid heeft van A 5,6-androsteendiol.



??? Vergelijkt men de werkzaamheid der onderzochte androstaan-verbindingen, dan kan dit geschieden op grond van de 4 volgende,(meerendeels nog incomplete) reeksen. Reeks I. Volgens blz. 110 is androstaandion in de Ie phase 3en in de 2e phase 2 maal zoo werkzaam als cis-androsteron. Dezestof is in de Ie en 2e phase ongeveer even werkzaam als androstaan- 3-cis-17-trans-dio]. Reeks II. Androstaandion is in de Ie phase bijna 8 en in de2e phase 2 maal zoo werkzaam als trans-androsteron. Reeks III. Androstaandion is in de Ie en in de 2e phase onge-veer 2 maal zoo, werkzaam als cis-dihydrotestosteron. ri e e k s IV. Androstaandion is in de Ie phase bijna 4 en in de2e phase ruim 2 maal zoo werkzaam als trans-dihydrotestosteron. Op grond van het bovenstaande kan het verband tusschen debiologische werking en de constitutie van androsteen- en an-drostaan-verbindingen als volgt geformuleerd worden. a)nbsp;Bij de

onderzochte androstenen is de -dion-verbinding inbeide phasen minder werkzaam dan de -olon-verbinding. Op hunbeurt, zijn de -olon-verbindingen minder werkzaam dan de -diol-verbinding. b)nbsp;Bij de onderzochte androstanen is de -dion-verbinding inbeide phasen steeds werkzamer dan de -olon-verbindigen. Deze-olon-verbindingen zijn echter minder werkzaam dan de -diol-verbinding. De werkzaamheid der androstenen en androstanen is blijkbaar niet direct afhankelijk van het aantal =0 groepen. Wordt ?Š?Šn der beide =0's door een -OH vervangen, dan wordt de werkzaamheid nu eens versterkt (androstenen), dan weer verzwakt (androstanen). Wordt ook de tweede =0 door een -OH vervangen, dan wordt de werking bij de androstenen versterkt, doch bij de androstanenverzwakt. Beschouwt men de invloed van de sterische ligging der bindingaan C^ en Ci'^, dan blijkt dat bij de isomere androstanolonen de3-cis-verbinding vrijwel

even werkzaam is als de 17-cis-verbinding.



??? De 3-trans- is echter minder werkzaam dan de 17-trans-verbinding.De 3-cis-verbinding is duidehjk werkzamer dan de 3-trans-verbin-ding. Hetzelfde geldt voor de 17-cis- t.o.v. de 17-trans.verbinding. Vergelijkt men tenslotte, voor zoover dit mogelijk is, de werk-zaamheid van overeenkomstige verbindingen uit de A 4,5- enA 5,6-androsteen- benevens de androstaan-reeks, dan blijkt: a)nbsp;van de -dion-verbindingen is het androstaan werkzamer danhet A 4,5-androsteen; b)nbsp;van de -olon-verbindingen zijn de androstanen ongeveer evenwerkzaam als het onderzochte A 5,6-androsteen, doch minderwerkzaam dan het onderzochte A 4,5-androsteen; c)nbsp;van de onderzochte -diol-verbindingen is het androstaan minderwerkzaam dan het A 5,6-androsteen. De vraag, of er bij de androsteen- en androstaan-verbindingeneen eenvoudige relatie bestaat tusschen constitutie eenerzijds enwerkzaamheid bij het bittervoorntje anderzijds, moet

ontkennend be-antwoord worden. Dit geldt overigens ook ten aanzien van dewarmbloedige dieren. TABEL VI gerangschikt naar hun afnemendewerking op de: mannelijk werkende stoffen bittervooro-hypophyse kapoenen-kam ratten-zaadblaas 2e pha Ie phase 4,5-androsteendion. . . 4.5-androstenolon,nbsp;17 tr. 5.6-androstenolon,nbsp;3 tr. .5,6-androsteendiol, 3 tr, 17 tr androstaandion . . . â€?androstanolon, 3 cis . .androstanolon, 17 cis. .androstanolon, 3 tr. . â– androstanolon, 17 tr. â€? â€?androstaandiol, 3 cis, 17 tr 36-8 1 2 4-56-84-51096-8 1-31-3 1-34 8-98-95-6107 5-6 5-61 7 9 5-64 8 102-32-3 31 87 65 9-109-102 4



??? Omdat de werking der tot nog toe onderzochte stero??den bij hetbittervoorntje over de hypophyse-voorkwab loopt, bepaalt men metde legbuistest eigenlijk de mate van hypophyse-werking. Hierdooropent zich de mogelijkheid de mannelijke hormonen te rangschikkennaar hun werkzaamheid op de hypophyse-voorkwab en deze rang-orde te vergelijken met die, welke door R u z i c k a c.s. opgesteld isvoor de werkzaamheid in de kam- en zaadblaastest. Zie tabel VI. Men ziet, dat geen der reeksen onderlinge overeenstemming ver-toont, zoodat de mannelijke hormonen ten opzichte van de bitter-voorn-hypophyse een andere werkzaamheid blijken te bezitten danten opzichte van de zaadblaas en de kapoenenkam. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat het bittervoorntje opalle tot nog toe onderzochte mannelijk werkende stoffen met leg-buisgroei reageert. Op een enkele uitzondering na vallen de groei-krommen uiteen in twee

phasen. Er kon geen duidelijk verband tusschen de werkzaamheid en dechemische constitutie gevonden worden. Een aantal mannelijk werkende stoffen werd naar hun werkzaam-heid op de bittervoorn-hypophyse gerangschikt. Er bleek geen ver-band te bestaan tusschen de werkzaamheid op de visschen-hypo-physevoorkwab, de zaadblaas en de kapoenenkam. Merkwaardigerwijze levert testosteronpropionaat een progeste-ron-achtige groeikromme op.



??? HOOFDSTUK XI. OVER DE WERKZAAMHEID DER OESTROGENEHORMONEN. De oestrogene hormonen behooren chemisch gesproken tot deoestraan groep. Â§ 1. Van de oestraan-verbindingen werden onderzocht: oestron,oestradiol, oestriol en equilenine, waarvan de formules onderXXXVIIâ€”XL zijn weergegeven. Form. XXXIX Form. XXXVIII Form. XXXVn I. Groeikrommen, verkregen met oestraan-verbindingen. Reeks U. 1. oestron. Met concentraties van 20, 250, 1500 7 per 750 ccm. waterwerden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 79).



??? De kenmerken dezer groeikrommen zijn: Latentietijd: 5]/2 uur.De groei eindigt na 60 uren. 2. oestradiol. Met concentraties van I2I/2, 25, 250 en 500 7 per 750 ccm. waterwerden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 80). fS 30 jt2 U Fig. 81. Groeikrommen. verkre-gen met oestriol. De kenmerken dezer groeikrommen zijn:Latentietijd: 514 uur.De groei eindigt na 48 uren. De kenmerken dezer groeikrommen zijn: Latentietijd: 5^4 uur. De groei eindigt na ongeveer 60 uren. 3. oestriol. Met concentraties van 25, 500, 1000 en 1500 7 per 750 ccm. waterVv^erden de volgende groeikrommen verkregen (zie fig. 81).



??? 4. equilenine. Met een concentratie van 1250 y per 750 ccm. water werd devolgende groeikromme verkregen (zie fig 82). Fig. 82. Groeikromme, verkregenmet equilenine. De kenmerken dezer groeikromme zijn:Latentietijd: 5}^ uur. De groei is na 30 uren nog niet be??ndigd. IL Ijkingskrommen, verkregen met oestraan-verbindingen.Reeks U. 1. oestron. De ijkingskrommen (fig. 83) zijn gebaseerd op de in fig. 79weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 30 en 60 uren. De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: De knik bij 20 y en 1,6 A.E. na 30 uren, benevens 3,4 A.E. na60 uren. De hierna aanhoudende stijging. 2. oestradiol. De ijkingskrommen (fig. 84) zijn gebaseerd op de in figuur 80weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bij deonderzochte concentraties na 30 en 60 uren.



??? â€žt, 61! urtn oeamp;^r^a^ff/ TWl .............. Fig. 84. IJkingskrommen, verkre- !nbsp;rsDnbsp;sMt g^jj jjjet oestradiol. De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn : De knik bij 25 y en 2 A.E. na 30 uren, benevens 4,2 A.E. na60 uren. Het hierna optredende horizontale verloop.3. oestriol. De ijkingskrommen (fig. 85) zijn gebaseerd op de in fig. 81weergegeven groeikrommen en representeeren de legbuisgroei bijde onderzochte concentraties na 30 en 48 uren. ??f^/r/a/ _^ Fig. 85, IJkingskrommen, verkre- gen met oestriol. fllJ?› iioo De kenmerken dezer ijkingskrommen zijn: De knik bij 30 y en 2,4 A.E. na 30 uren benevens 4,2 A.E. na 48 uren. Het hierna optredende horizontale verloop. 4. equilenine. Wegens gebrek aan gegevens kon hiervan geen ijkingskrommeopgesteld worden. Berekent men de werkzaamheid (zie voor definitie blz. 80) dezeroestraan-verbindingen, dan blijkt het volgende : oestron = 3,1 X 10-3 A.E.oestradiol = 3,1 X 10-3

A.E.oestriol = 3,3 X 10-3 A.E. Er dient echter op gewezen te worden, dat de werkzaamheid van oestronmisschien nog iets grooter is, in verband met de omstandigheid, dat het knik-punt in de ijkingskromme (dus de ligging van de test-marge) niet nauwkeuriggenoeg is vastgesteld.



??? Â§ 2. Over het verband tusschen de biologische werking en deconstitutie van oestraan-verbindingen. Uit het bovenstaande blijkt, dat de werkzaamheid van oestron,oestradiol en oestriol in de legbuistest niet ver uiteenloopt. Verder blijkt, dat op grond van de groei- en concentratie-krom-men, duidelijk onderscheid gemaakt kan worden tusschen de driegenoemde hormonen. Bij oestron, dat ?Š?Šn =0 en ?Š?Šn -OH bevat,bedraagt de werkingsduur ongeveer 60 uren. De knik in de ijkings-kromme ligt na 60 uren betrekkelijk laag, n.l. bij 3,4 A.E., dochbuiten de testmarge stijgt de kromme nog zeer aanzienlijk. Bijoestradiol, dat twee -OH-groepen bevat, bedraagt de werkings-duur eveneens ongeveer 60 uren, doch de knik in de ijkingskrommeligt na 60 uren betrekkelijk hoog, n.l. bij 4,2 A.E., terwijl de ijkings-kromme verder volkomen horizontaal blijft loopen. Bij oestriol, datdrie -OH groepen bevat, bedraagt de werkingsduur slechts 48uren. Het

knikpunt in de ijkingskromme hgt na 48 uren hoog, n.l.bij 4,2 A.E., terwijl de kromme verder volkomen horizontaal blijftloopen. Oestron kan dus van oestradiol en oestriol onderscheidenworden op grond van de ijkingskromme, waarvan het tweede deelna het knikpunt sterk stijgt. Oestriol kan van oestron en oestradiolonderscheiden worden doordat de werkingsduur niet 60, doch 48uren bedraagt. Bij de zoogdieren kunnen de genoemde 3 hormonen slechts opgrond van de werkzame grensdosis onderscheiden worden, dewerkingen zelf onderscheiden zich niet. Verder dient men voor oogen te houden, dat de reacties op deoestrogene hormonen bij het bittervoorntje over de hypophyseloopen en dat deze hormonen geen directe werkingen op de leg-buis hebben. Ook bij het zoogdier zijn behalve de directe werkingen,indirecte werkingen via de hypophyse-voorkwab bekend. Evenalsbij het bittervoorntje kunnen de oestrogene hormonen bij jongeratten

een uitstorting van het lute??niseeringshormoon bewerkstel-hgen, waardoor corpus luteum-vorming plaats vindt (Hohl-weg, 1934).



??? HOOFDSTUK XII. DE WERKZAAMHEID DER STEROIDEN IN HETALGEMEEN. Het is mogelijk met sommige stoffen die zelf geen hormonen zijn,en niet tot de stero??den behooren, reacties op te wekken, welkezich in de natuur uitsluitend onder invloed van geslachtshormonenvoltrekken. Hierdoor rijst de vraag, of het vermogen een legbuisreactie teveroorzaken, (afgezien van het hypophysevoorkwab-hormoon),uitsluitend gebonden is aan een stero??d-stuctuur. De desbetreffen-de onderzoekingen hebben hieromtrent het volgende geleerd: 1.nbsp;Anorganische zuren, zouten en basen geven geen legbuis-reacties (onderzocht werden NaCl, H2SO4, NaOH). 2.nbsp;Het alcalo??d yohimbine, dat bij vrouwelijke muizen bronstkan opwekken, geeft geen legbuisreactie. 3.nbsp;Het diaethylstilbeen (XLI), dat bij knaagdieren een nog ster-kere oestrogene werking bezit dan het follikelhormoon, geefttot de bijna letale dosis van 2 mgr. per

750 ccm water geenlegbuisreactie. . I quot;sC, Form. XLI Deze omstandigheid heeft een bijzondere beteekenis in verbandmet het volgende: De werking van diaethylstilbeen onderscheidt zich pharmaco-'logisch in vrijwel geen enkel opzicht van die van het follikelhormoon.



??? Dit heeft ertoe geleid deze stof therapeutisch in plaats van het na-tuurlijke hronsthormoon te gebruiken. Ook klinisch schijnen dewerkingen overeen te stemmen. Het zal in de toekomst misschien van practisch belang zijn overeen methode te beschikken, met behulp waarvan uitgemaakt kanworden, of de oestrogene werking van een bepaald (handels-)-preparaat toegeschreven moet worden aan het follikelhormoon ofaan een stilbeen(-derivaat). Met de reactie volgens Allen enD O i s y zullen in beide gevallen qualitatief gelijke reacties ont-staan. In de legbuistest zal alleen het foUikelhormoon positiefreageeren. Vooral wanneer onverhoopt mocht blijken, dat de stil-benen sterker carcinogeen werken dan het follikelhormoon, is deonderscheiding tusschen beide stoffen van meer dan theoretischbelang. 4. Cholesterine, dat het skelet der geslachtshormonen bezit, docheen lange zijketen (zie form. XLII), gaf in een hoeveelheidvan 5 mgr. toegevoegd

aan 750 ccm water geen legbuisgroei. Form. XLII 5. Digoxigenine, dat eveneens het skelet der stero??den bezit, (zieform. XLIII), gaf in een hoeveelheid van 6 mgr. toegevoegdaan 750 ccm water een zwakke legbuisreactie. Ergosterine, dat ook het skelet der stero??den bezit (zie form.XLIV), gaf in een hoeveelheid van 10 mgr. toegediend aan 750ccm water eveneens een slechts zwakke legbuisgroei.



??? CH-CH=ch-CH-C;H Form XLIV 7. Vitamine Da, dat nauw verwant is aan de stero??den (zie form.XLV) gaf in een hoeveelheid van 2 mgr. toegediend aan 750ccm water geen legbuisgroei. r ch-ch=ch-ch Form. XLV 8.nbsp;De pregnaan-verbindingen, blijken in de legbuistest tot demeest werkzame stero??den te behooren. Wegneming van C^oleidt tot de : 9.nbsp;Androstaan-verbindingen, welke in de legbuistest over hetalgemeen aanzienlijk minder werkzaam zijn dan de pregnanen. 10.nbsp;De oestraan-verbindingen onderscheiden zich door hunweinig intensieve, doch zeer sterk geprotraheerde werking. Terwille van de overzichtelijkheid worden in tabel VII1) de ken-merken der groei- en ijkingskrommen van 27 werkzame stero??denuit de pregnaan-, androstaan en oestraan-groep vermeld. Behalve het hypophysevoorkwab-hormoon zijn het dus, voorzoover bekend, slechts stero??den, die de legbuisgroei veroorzakenen kunstmatig

bereide stoffen, die een ander skelet bezitten danhet hormoon waarmee ze in hun werking op het zoogdier overeen-komen, zullen dus in de toekomst waarschijnlijk in de legbuistesthiervan onderscheiden kunnen worden, zooals voor diaethylstil-been reeds is aangetoond. 1nbsp; Deze tabel bevindt zich achter in het boek.



??? HOOFDSTUK XIIL OVER DE WERKING EN ONDERSCHEIDING VANHORMOONMENGSELS. In klieren en lichaamsvloeistoffen komen zoo goed als steedsmengsels van hormonen voor. Wil men de legbuistest gebruikenvoor de aantooning van een bepaald bestanddeel uit een niet ge-reinigd klierextract of een natieve lichaamsvloeistof, dan zou delegbuisreactie invloed kunnen ondervinden van de naast dit bestand-deel voorkomende stero??den. Vandaar, dat het van belang is hetgedrag van hormoonmengsels nader te onderzoeken. Â§ 1. DE WERKING VAN PROGESTERON PLUS FOLLI-KELHORMOON. Bij zoogdieren is het mogelijk de progesteron-werking te onder-drukken door toediening van hooge doses follikelhormoon. In delegbuistest gedraagt een mengsel van beide hormonen zich als intabel VIII weergegeven. TABEL VIII uren na toediening opgetreden gemiddelde legbuisgroei in A.E. bij: van 10 7 progesteron 375 y

oestradiol 10 7 progesteron 10 7 progesteron i te veel per 750 ccm water 375 7 oestradiol 2 1.0 1.0 i 0 4 3,3 3,4 0,1 5 4,0 4,2 0,2 6 4,2 1 4,6 0.4 7 4,3 1 1 ^^ 0,4



??? Uit deze tabel blijkt, dat de progesteron-werking door een bijna40-voudige hoeveelheid oestradiol niet onderdrukt wordt. Integen-deel, na het verstrijken van de latentietijd voor oestradiol (= 53^2is de reactie een weinig hooger dan zij voor 10 y progesteron uur behoorde te zijn. Omdat blijkens de groeikrommen op bl. 119 375 yoestradiol na 7 uren een reactie van ongeveer 0,4 A.E. geeft, krijgtmen de indruk, dat dit teveel aan de oestradiol-werking toegeschre-ven moet worden. In de legbuistest schijnen de progesteron- en de[ollikelhormoon-werkingen eenvoudig gesummeerd te worden. Â§ 2. DE WERKING VAN MANNELIJK HORMOON PLUSFOLLIKELHORMOON. In de kapoenentest is het mogelijk de werking van mannelijkhormoon te onderdrukken door toediening van folhkelhormoon. Inde legbuistest gedraagt een mengsel van beide hormonen zich alsin tabel IX weergegeven. TABEL IX uren na toedieningvan 1 mg dehydro-

androsteron 1 mgoestron p r 750 ccmwater opgetreden gemiddelde legbuisgroei in A.E. bij: 1 mg dehydro-androsteron i 1 mg dehydro-androsteron 1 mg oestron te veel 2 0,3 0,3 0 4 0,9 1,0 0,1 6 1,6 ; 1,7 0,1 8 2,6 i 2,7 0,1 10 3,7 i 0,4 12 4,7 5,3 0,6 Uit deze tabel blijkt, dat de dehydroandrosteron-werking dooreen even groote hoeveelheid oestron niet onderdrukt wordt. In de2e phase is de reactie zelfs wat hooger dan zij voor 1 mg dehydro-androsteron behoorde te zijn. Omdat 1 mg oestron na 12 uren eenreactie van ongeveer 0,6 A.E. geeft, krijgt men de indruk alsof hetteveel aan de oestron-werking toegeschreven moet worden. In delegbuistest schijnen de werkingen van mannelijk hormoon en follikel-hormoon eenvoudig gesummeerd te worden.



??? Â§ 3. DE WERKING VAN PROGESTERON PLUS MAN-NELIJK HORMOON. Kort geleden werd aangetoond, dat ook door progesteron dewerking van mannelijk hormoon in de kapoenentest onderdrukt kanworden (M??hlbock, 1938). Voor de met de legbuistest te verrich-ten onderzoekingen was het echter van meer belang te weten, ofde progesteron-werking door mannelijk hormoon wordt be??nvloed.Eenige steekproeven hebben geleerd, dat in de legbuistest geenantagonisme tuschen de werkingen van progesteron, en mannelijkhormoon optreedt. Â§ 4. OVER DE MOGELIJKHEID MENGSELS VAN STE-ROIDEN TE ONDERSCHEIDEN. De omstandigheid, dat mengels van Steroide hormonen reactiesgeven overeenkomend met de som der reacties, die ieder hormoonop zichzelf gegeven zou hebben, kan van belang zijn voor hetanalyseeren van sommige hormoonmengsels. Tracht men de samenstellende bestanddeelen van niet

gereinigdeklierextracten en hchaamsvloeistoffen te identificeeren, dan kunnenzich de twee volgende mogelijkheden voordoen : a)nbsp;Van alle aanwezige hormonen is er slechts ?Š?Šn in voldoendeconcentratie aanwezig om een legbuisreactie te geven. Naast ditwerkzame bestanddeel speelt de aanwezigheid der overige hormonendan geen rol. b)nbsp;Van alle aanwezige hormonen zijn er meerdere in een vol-doende concentratie aanwezig om een legbuisreactie te geven. In het eerste geval moeten de groei- en concentratiekrommen vanhet werkzame bestanddeel overeenkomen met de groei- en ijkings-krommen van het overeenkomstige chemisch zuivere hormoon. Blijkt voor een bepaald bestanddeel en een bepaald hormoonvolkomen overeenstemming te bestaan tusschen groeikrommeneenerzijds en tusschen concentratie- en ijkingskromme anderzijds,dan kan met een hooge mate van waarschijnlijkheid tot identiteit vanbeide substanties

besloten worden.



??? Voorbeeld: met een lipo??d-extract uit varkens-corpora lutea kon-den groei- en concentratiekrommen verkregen worden, welke over-eenkomen met de groei- en ijkingskrommen voor progesteron. Om-dat de overige onderzochte progesteron-achtige stoffen anderegroei- en/of ijkingskrommen bezitten dan progesteron, is het inhooge mate waarschijnlijk dat het werkzame bestanddeel uit ge-noemd extract identiek is met progesteron. Het kan echter voorkomen, dat een bepaald werkzaam bestand-deel groei- en concentratiekrommen geeft, welke niet verkregenkunnen worden met ?Š?Šn der onderzochte chemisch zuivere hormo-nen of natuurlijk voorkomende mengsels daarvan. In dat geval be-staat er aanleiding te overwegen, of het werkzame bestanddeel eennieuw hormoon voorstelt (b.v. het werkzame bestanddeel uit cor-, tine, bl. 149 en het zgn. lute??dine, bl. 195). In het tweede geval hangt de mogelijkheid der identificatie afvan

de aard en het aantal der werkzame stoffen. Op grond van degroeikrommen kan men beoordeelen of het hormoonmengsel bestaatuit: a) een progesteron-achtig bestanddeel -f mannelijk hormoon oestrogeen hormoon.fi) mannelijk hormoon oestrogeen hormoon. y) oestrogeen hormoon. want zooals uit tabel VII, bl. 123 blijkt, kan in het onder a) vermeldegeval met niet te lage concentraties na 43^ uur een reactie vanmeer dan 1,3-3,9 A.E. verkregen worden; in het onder ver-melde geval kan zelfs met hooge concentraties na 41/2 uur geengrootere reactie dan ongeveer 1,3 A.E. verkregen worden; in hetonder y) vermelde geval kan met hooge concentraties na 4J4 uurnog in het geheel geen reactie verkregen worden. Bestaat een hormoonmengsel uitsluitend uit follikelhormoon, danbevat het hoofdzakelijk oestriol, wanneer de duur van de lineairegroei bij de hoogere concentraties 42 uren bedraagt, en oestradiol,wanneer deze periode 54

uren duurt en de concentratiekromme nade testmarge een horizontaal verloop heeft. Vertoont dit trajecteen stijging dan is de reactie het gevolg van oestron.



??? De reactie van mengsels van oestron, oestradiol en oestriol komtovereen met de som der afzonderlijke hormoonwerkingen. Bestaat een hormoonmengsel uitsluitend uit natuurlijk voorko-mende mannelijke hormonen, dan bevat het hoofdzakelijk testosteron,als de latentietijd 2 uren bedraagt, androsteron wanneer de latentie-tijd 1 uur duurt en de reactie in de 2e phase bij hoogere concentra-ties na 10 uren niet grooter is dan 2 A.E. Is zij daarentegen grooter(b.v. 3,5 A.E.), dan wordt de reactie door dehydroandrosteronveroorzaakt. De reactie van mengsels komt overeen met de somder afzonderlijke hormoonwerkingen. Bestaat een hormoonmengsel hoofdzakelijk uit natuurlijk voor-komende progesteron-achtige stoffen, dan bevat het hoofdzakelijkprogesteron, wanneer de groeikromme na uur nog een stijgingvertoont. Is dit niet het geval en Ugt de knik in de concentratie-kromme na 5 uren ongeveer bij 4,4 A.E., dan wordt de reactie doorallo-

pregnanolon veroorzaakt. Ligt de knik na 4^ uur ongeveerbij 3 A.E., dan is de reactie het gevolg van desoxycorticosteron.Corticosteron is pas werkzaam in een dosis, die na extractie enreiniging van zeer groote hoeveelheden bijnierweefsel verkregenkan worden. Dit hormoon speelt dus practisch geen rol. De reactie van mengsels van progesteron-achtige hormonen komt_ binnen zekere grenzen â€” overeen met de som der afzonderlijkehormoonwerkingen. Wanneer een hormoonmengsel behalve mannelijke en/of oestro-gene hormonen, ook progesteron-achtige stoffen bevat, is de reactiein de Ie phase oorzaak, dat de reactie in de 2e phase niet geheelzuiver tot haar recht komt. (De legbuisverlenging in de Ie phase,ten gevolge van het progesteron-achtige hormoon, kan in de 2ephase n.l. in een legbuisverkorting overgaan). In dit geval kanalleen het progesteron-achtige bestanddeel goed onderscheiden worden. Bij de onderscheiding van

hormoonmengsels kan gebruik ge-maakt worden van tabel VII, achterin het boek, waarin voor 27stero??den de kenmerken der groei- en ijkingskrommen vermeld zijn.



??? HOOFDSTUK XIV. BIJDRAGE TOT DE SEXUEELE ENDOCRINOLOGIEDER KOUDBLOEDIGE GEWERVELDE DIEREN. De sexueele endocrinologie der koudbloedige, gewervelde dierenverkeert nog in embryonale toestand. Men heeft zich tot nog toehoofdzakelijk beziggehouden met de bestudeering der uitvalsver-schijnselen, welke bij sommige visschen en amphibi??n optredenna extirpatie van hypophyse, testis of ovarium. In sommige ge-vallen heeft men getracht deze uitvalsverschijnselen op te heffendoor middel van klier-tranplantaties. Uit deze onderzoekingen isgebleken, dat er ook bij koudbloedige, gewervelde dieren eenverband bestaat tusschen hypophyse, gonade en secundaire ge-slachtskenmerken1 ). Intusschen is het nog zeer de vraag, of de geslachtshormonender koudbloedige gewervelde dieren bij de warmbloedigen werk-zaam zijn, of ze dus ge??dentificeerd kunnen worden met behulpvan de gebruikelijke

testmethoden met een warmbloedig dier alstestobject. Ook is men bij het onderzoek naar de hormonaleregulatie der koudbloedige dieren niet altijd even voorzichtig tewerk gegaan. Zoo heeft F'leischmann eenige, bij oppervlak-kige beschouwing zeer begrijpelijke, hypothesen opgesteld, welkebij nader onderzoek volkomen onjuist moesten blijken. Ter be-antwoording van de vraag, of de visschen ook een hormonaleregeling bezitten, heeft hij namelijk bij de keuze van het vrouwe-lijke bittervoorntje als proefobject zich laten leiden door de ge-dachte, dat de legbuis evenals de zoogdier-uterus onder dedirecte invloed van het follikelhormoon zou staan. In plaats vante trachten de legbuisgroei op te wekken door toediening van een



??? van de visch zelf afkomstige stof, of een extract uit ovarium ofhypophyse, gaf hij follikelhormoon uit menschelijke urine. Ditveroorzaakte (men zou kunnen zeggen: toeva??igerwijze) legbuis-groei. Naar analogie van hetgeen bij de zoogdieren bekend is, trokFleischmann hieruit nu de conclusies: a)nbsp;dat de legbuis, evenals de zoogdier-uterus, onder de directeinvloed van het bronstverwekkende zoogdierenhormoon staat, b)nbsp;dat dit hormoon dus als zoodanig ook door het visschen-ovarium geproduceerd wordt. Zooals op blz. 46 is uiteengezet, staat de legbuis geenszins onderde directe invloed van het follikelhormoon. Integendeel, dit veroor-zaakt, evenals alle ook niet-oestrogene geslachtshormonen, via dehypophyse een lute??nisatie van het ovarium, waarna pas het eigen-lijke legbuisgroeihormoon (oviductine) gevormd wordt. Dit hor-moon is een corpus luteumhormoon en geen folhkelhormoon. Datdeze twee hormonen werkelijk

verschillend zijn, wordt o.a. waar-schijnlijk gemaakt door het feit dat een aetherextract uit een corporalutea-bevattend visschenovarium (afkomstig van een Lophius pis-catorius) g?Š?Šn groeikromme geeft, zooals voor follikelhormoonkarakteristiek is, doch een, met een kortere latentietijd en groeiduur(zie fig. 86). Fig. 86. Groeikromme, verkregenna toediening van het lipo??d-ex-tract uit het ovarium van een Lo-



??? werkzame stoffen te onderzoeken, dan geeft dit een betrouwbarebasis voor verder onderzoek en kan men zich beter behoeden voorongefundeerde hypothesen. De interessante aspecten welke het Rhodeus-onderzoek bood,hebben Jaski (1938) er toe gebracht overeenkomstige proeven methet levendbarende tandkarpertje Lebistes reticulatus te nemen. Bijzijn onderzoekingen is Jaski tot de ontdekking gekomen, dat hetLebistes-wijfje een bronstcyclus vertoont. De bronst is gekenmerktdoor een typische stand, de z.g. elevatie-stand. De cyclus duurtbij 28Â° C. 4â€”6 dagen. Het gelukte Jaski het rhythme in het op-treden der elevatiestanden nader te analyseeren, en een onderscheidte maken tusschen autonome en heteronome elevaties. De autonomeelevaties ontstaan als gevolg van de eigen endocrine activiteit vanhet vrouwelijke vischje, de heteronome ontstaan door toedoen vanhet mannetje. De rol welke het mannetje hierbij

speelt werd duidelijk uit devolgende proeven. Bij maagdelijke vischjes treden, onder afwezig-heid van mannetjes, individueele bronst-cyclussen op. Brengt menmannetjes bij deze wijfjes, dan worden de cyclussen vanaf ditmoment geco??rdineerd: eenige tijd later komen dan alle wijfjes



??? op dezelfde dag in de elevatiestand, ongeacht de phase van decyclus waarin zij zich bevonden toen de mannetjes werden toege-voegd. Hierdoor rees het vermoeden, dat de mannetjes een stoffe-lijke invloed op de wijfjes zouden uitoefenen. Werden maagde-lijke wijfjes in water gedaan, waarin tevoren mannetjes haddengezwommen, dan trad eveneens de genoemde onmiddellijke co??rdi-natie der bronstcyclussen op. Hieruit kon afgeleid worden, dat demannetjes in het water een stof uitscheiden, die de wijfjes in deelevatiestand brengt. Het lag nu voor de hand te onderzoeken of het water, waarinLebistes-mannetjes gezwommen hadden, ook een positieve legbuis-reactie bij het bittervoorntje zou kunnen geven. Desbetreffendeproefnemingen leerden, dat dit inderdaad het geval is ! Hiermede was voor het eerst voor een visch het exacte bewijsgeleverd, dat deze een geslachtshormoon uitscheidt, hetwelk in staatis bronst bij de vrouwelijke

partner op te wekken. Thans werd de vraag gesteld, of het bronstige mannelijke bitter-voorntje wellicht eveneens een bronstverwekkende stof afscheidt,die de legbuis doet groeien. Desbetreffende proefnemingen toondenaan, dat ook dit het geval is ! -----cT ?? O ^ _J t-ig. 89. Groeikrommen verkregen met water, waarin Lebistes-man- â€”,-,-netjes, resp. Rhodeus-mannetjes hebben gezwommen. In fig. 89 zijn de legbuisgroeikrommen weergegeven, welke ver-kregen werden met water, waarin uitsluitend Lebistes- of Rhodeus-mannetjes hadden gezwommen. De krommen hebben een overeen-komstig verloop, zoodat in beide gevallen misschien dezelfde stofin het spel is, welke door Jaski copuline is genoemd. Over de chemische natuur van het copuline is nog niets metzekerheid bekend. Door histologisch onderzoek wordt momenteeluitgemaakt:



??? a)nbsp;of het een gonadotroop hormoon is; zoo niet: b)nbsp;of het â€” evenals de tot dusver onderzochte stero??den â€” viade hypophyse op het ovarium werkt; zoo niet: c)nbsp;of het misschien direct de legbuis be??nvloedt Het copuline geeft in de legbuistest een geheel andere groei-kromme dan de bij zoogdieren voorkomende Steroide hormonen.Ondanks de omstandigheid, dat het copuline door de mannelijkesexe wordt afgescheiden, onderscheidt het zich dus van het speci-fieke mannelijke zoogdieren-hormoon (testosteron, androsteron,oehydroandrosteron). De groeikromme van copuline doet hetmeest denken aan die, welke door de pregnanen veroorzaakt wor-den (zie blz. 84 e.v.). Zoowel vanuit een endocrinologisch als phylogenetisch standpuntbekeken, zou het zeer interessant zijn na te gaan, of het copulinewerkzaam is bij de warmbloedigen. *) De ontdekking van een geslachtshormoon, dat door visschenwordt

uitgescheiden (Jaski), de ontwikkeling van een methode,waardoor de werking van dit hormoon bij visschen en amphibi??nhistologisch geanalyseerd kan worden (Bretschneider) en demogelijkheid dit hormoon quahtatief en quantitatief te bepalen metbehulp eener adaequate testmethode (de legbuistest) maakt, dat desexueele endocrinologie der koudbloedige gewervelde dieren thansvoor exact onderzoek veel toegankelijker is geworden. ) Met deze onderzoekingen is reeds een aanvang gemaakt.



??? HOOFDSTUK XV. onderzoek naar de werkzaamheid vanorgaanpreparaten en lichaams-vloeistoffen. Ter beantwoording van de vraag, welke zoogdier-organen stof-fen bevatten, die een legbuisgroei kunnen veroorzaken werd uit-gegaan van versehe klieren en van gedroogde orgaanpoeders â€žOrganonquot;,*) waarvan 1 gram ongeveer overeenkomt met 4_5 gram versch weefsel. Het orgaanpoeder en de fijngewreven klierenwerden intensief met koud water ge??xtraheerd en daarna gefil-treerd. Het fikraat werd vervolgens aan het aquariumwater toe-gevoegd en op zijn werkzaamheid onderzocht. Â§ 1. NEGATIEF REAGEERENDE ORGAANPREPARA-TEN. De waterige extracten van de volgende organen veroorzaaktenbinnen 12 uren geen legbuisreactie : Cerebrum Duodenum Epiphysis Gaster Hepar Hypophysis pars posteriorLien Pancreas Thymus Thyreoidea ') iWen dient voor oogen te houden, dat deze poeders niet geheel gelijkwaar-dig zijn met de

versehe organen waaruit zij bereid werden, omdat zij eendroogingsproces hebben ondergaan en sommige ervan met aceton werden ontvet.



??? Â§ 2. POSITIEF REAGEERENDE ORGAANPREPARATEN. De waterige extracten van de volgende organen veroorzaaktenbinnen 12 uren duidelijke legbuisreacties : Glandula suprarenalis Corpus luteum Ovarium zonder corpora lutea of follikels Placenta Testis Uit het bovenstaande blijkt, dat uitsluitend die organen, welkein verband staan met de voortplanting, benevens de bijnier, positievelegbuisreacties geven. Van groot belang is de vraag, of de werkzaamheid der positiefreageerende orgaanextracten het gevolg is van de aanwezigheidvan chemisch reeds ge??dentificeerde stero??den, of van nog onbe-kende substanties. Deze vraag zal voor ieder der onder Â§ 2 ge-noemde organen in afzonderlijke hoofdstukken behandeld worden. Â§ 3. POSITIEF REAGEERENDE LICHAAMSVLOEI-STOFFEN. Bloed Vocht uit ovarium-cysten Folhkelvocht Sperma Urine Â§ 4. NEGATIEF REAGEERENDE LICHAAMS-

VLOEISTOFFEN. Vruchtwater. Ter beantwoording van de vraag, welke lichaamsvloeistoffensubstanties bevatten, die een legbuisgroei kunnen veroorzaken,werden ??f de natieve vloeistoffen ??f de hieruit bereide aether-extracten aan het aquariumwater toegevoegd. De positief reageerende lichaamsvloeistoffen gaven de volgendereacties :



??? Bloed. Het bloed is het transportmiddel van alle hormonen en hunnederivaten. Principi??el zal men er dus alle geslachtshormonen en hunnatuurlijk voorkomende derivaten in moeten kunnen aantreffen. Inwerkelijkheid blijken de in het bloed voorkomende hoeveelhedenechter zoo gering te zijn, dat men ze slechts in bepaalde gevallenmet behulp van de gebruikelijke methoden kan aantoonen. Natuur-lijk speelt hierbij de gevoeligheid der bepalingsmethode een grooterol. Zoo kan b.v. met de muis als testobject het bronsthormoonsoms reeds in natief bloed aangetoond worden. Voor de aan-tooning van kam groeistoffen is echter extractie van het bloed nood-zakelijk. Progesteron en bijnierschorshormoon zijn tot dusverre naextractie van zelfs groote hoeveelheden bloed niet in aantoonbarehoeveelheden verkregen. Omdat de legbuistest juist zoo gevoelig is voor progesteron enbijnierschorshormoon, leek het interessant na te gaan, of het metbehulp van deze

methode wellicht mogelijk is, meer over de hor-monale toestand van het bloed te weten te komen. a) Dierlijk bloed. 50 ccm. gedefibrineerd bloed van een drachtige koe (31/2mnd) als zoodanig toegevoegd aan 750 ccm. water gaf van0â€”534 uur 0,4 A.E. en van 534â€”12 uur O A.E. Hierin werd dus practisch geen hormoon gevonden. Het aetherextract van 34 L citraatbloed eener drachtigezeug gaf de volgende reacties : gemiddelde legbuisgroei van 6 visschen : na 134 urennbsp;0,8 A.E. 2,3 â€ž 48 3,84,04,3 Het aetherextract van 50 ccm van dit bloed gaf geen reactie.



??? Fig. 90. Progcsteron-achtigegroeikromme, verkregen met eenlipo??d-extract uit bloed eenerquot;quot;quot;. drachtige zeug. Grafisch voorgesteld (zie fig. 90) blijken deze waarden eenprogesteron-achtige kromme weer te geven. De werkzaamheid van1 L. van dit bloed kwam overeen met die van 40 y progesteron. b) Bloed van gravide vrouwen. Het bloed werd als citraatbloed aan 750 ccm water toegevoegd. tabel x No. pati??nte Zwangerschaps-maand Hoeveelheidbloed in ccm. Reactie van0â€”5J uurin A.E. Reactie van5i-12 uurin A.E. 1 3 64 0,3 0 2 i 4 50 0 0,7 3 6 50 0 1 4 6 46 0,4 â€” 5 7 34 1 0,3 1 6 8 46 0.3 1,7 7 9 50 0 1 8 1 9 50 0 2 Uit het bovenstaande blijkt, dat door hoeveelheden van 50â€”60ccm. bloed van zwangere vrouwen legbuisreacties veroorzaaktkunnen worden. De aard der groeikrommen kan echter pas aan dehand van extracten van grootere hoeveelheden onderzocht worden. c) Bloed van een geval

met corpus luteum persistens. Een grootere hoeveelheid bloed (195 ccm.) werd verkregen vaneen pati??nte, waarvan de ziektegeschiedenis als volgt luidt: Tot Mei 1938 steeds regelmatig menses. Op 21-6-38, omstreeks de verwachtemenstruatie slechts zeer gering bloedverlies en sedert dien amenorrhoe. Sedert g JU 1 van hetzelfde jaar bijna aanhoudende pij n links, zoodat aan eenpersisteerend corpus luteum gedacht werd. Diathermie en yohimbine brachtengeen verandering. Bij gynaecologisch onderzoek blijkt het linker ovarium bijzonder gevoelig. Eencyste is niet te voelen. Pati??nte is echter wegens vetlijvigheid bijzonder moeilijktc onderzoeken; ze weegt 106 K.G. bij een lengte van 150 cm.



??? In de hoop, dat het op de een of andere wijze geluklcen zou op grond van denprogesteronspiegel in het bloed, uitsluitsel te verkrijgen, werd 195 ccm bloedafgenomen, en met aether ge??xtraheerd. Dit extract gaf, verdeeld over 3 bakjes a 750 ccm. water devolgende gemiddelde legbuisgroei bij 9 visschen. TABEL XI uren na toediening legbuisgroei in A.E. 2 0,3 4 1,9 6 2,2 8 1,7 A.c. Fig. 91. Progesteron-achtigegroeikromme, verkregenmet een lipo??d-extract vanbloed ecner pati??nte metcorpus luteum persistens. De in fig. 91 afgebeelde groeikromme blijkt weer een progeste-ron-achtige kromme te zijn. De werkzaamheid van het geheelebloedextract kwam ongeveer overeen met die van 15 7 progesteron,dus met 1 7 per 13 ccm bloed. Een dergelijke groote legbuisreactiewerd tot dusverre nimmer met bloed verkregen. Er mag bij boven-genoemde pati??nte dus gesproken worden van een abnormaal ver-hoogde hormoon-spiegel van het bloed, welke des te

interessanteris, omdat inderdaad een persisteerend corpus luteum gevondenwerd. Hiermede is het voor het eerst gelukt op grond van dehormonale reactie van een bloed-extract de diagnose van hetcorpus luteum persistens te helpen stellen. Verdere onderzoekingenzullen moeten leeren, of de methode van klinische waarde is. d) Bloed van niet-gravide vrouwen. Het bloed werd wederom als citraatbloed aan het water toege-voegd. TABEL XII No.pati??nte Leeftijd Aantaldagen naeerste daglaatstemenstr. Duur v. d.cyclus indagen Hoeveel-heid bloedin ccm. Reactievan 0â€”5iuur inA.E. Reactiev. 5i-12uur inA.E. 1 38 12 28 16 0 0.7 2 31 13 28 18 0.3 0 3 39 8 21-28 34 0 0.7



??? Het bloed van niet-gravide vrouwen veroorzaakte in hoeveel-heden van 16â€”34 ccm. slechts een geringe legbuisgroei. Over deaard der groeikrommen kan pas iets gezegd worden aan de handvan extracten uit grootere hoeveelheden bloed. e) Bloed na mola-zwanger schap. 33 ccm. bloed van een pati??nte, die 1 dag tevoren van eenmola bevallen was, gaf van Oâ€”uur 0,3 A.E., dus prac-tisch geen reactie. Dit geval is vooral van belang met het oog op het feit, dat mola-zwangerschap bijna steeds gepaard gaat met een abnormaal hoogehormoon-spiegel in bloed en urine. Vocht uit ovarium-cysten. Negetieve reacties werden gevonden in de volgende gevallen :Pati??nte 1. 23^2 ccm. vocht uit een ovarium-cyste gaf geen reactie.Pati??nte 2. 60 ccm. van een 640 ccm. vocht bevattende ovarium-cyste gafgeen reactie. Pati??nte 3. 40 ccm. van een 850 ccm. vocht bevattende carcinomateuseovarium-cyste gaf geen

reactie.Pati??nte 4. 30 ccm. van een 600 ccm. vocht bevattende ovarium-cyste gafgeen reactie. Positieve, progesteron-achtige reacties werden verkregen in devolgende gevallen : Pati??nte 5. De reactie van 40 ccm. van een 800 ccm. vocht bevattende ova-num-cyste kwam overeen met die van 80 y progesteron, of met2 y per ccm. Pati??nte 6. De reactie van 36 ccm. vocht uit een ovarium-cyste kwam overeenmet die van 54 y progesteron, of met IJ^ y per ccm.



??? Pati??nte 7. De reactie van 60 ccm. vocht uit een ovarium-cyste kwam over-een met die van 12 y progesteron, of met 0.2 y per ccm. Hetlipo??d-extract van de cyste-wand, welke 29,3 gram woog gaf eenreactie overeenkomend met die van 21 y progesteron, dus met0,7 y per gram weefsel. Follikelvocht. a)nbsp;Follikelvocht van niet'drachtige zeugen. Voor zoover het werkzaam was bleek foHikelvocht progesteron-achtige groeikrommen te geven. Varken 1. 2 ovaria bevatten 20 follikels, tezamen gevuld met 2 ccm vocht,hetgeen toegevoegd aan 750 ccm water geen reactie gaf. Varken 2. 2 ovaria bevatten 13 follikels, tezamen gevuld met 4 ccm vocht.De reactie hiervan kwam overeen met die van 8 y progesteron, of0,6 y per folhkel van 0,3 ccm. Varkens (eenige). 60 ccm follikelvocht afkomstig van folhkels met ca. 0,5 ccmvocht. De reactie hiervan kwam overeen met die van 480 /progesteron, of 4 j/ per follikel van 0,5 ccm. b)nbsp;Follikelvocht van het

niet'drachtige rund. 40 ccm follikelvocht, afkomstig van groote, rijpe folhkels, meteen inhoud van 1â€”2 ccm. De reactie hiervan kwam overeen metdie van 200 y progesteron, of 5 y per ccm. c)nbsp;Follikelvocht uit menschelijke ovaria. Van vier follikels uit de ovaria van vier vrouwen werden resp.0,3, 3, 0,3, 2 ccm, of totaal 5,6 ccm follikelvocht met een injectie-spuit opgezogen. De reactie kwam overeen met die van 8 yprogesteron of fi^ 7 per ccm.



??? Tot nog toe was het voorkomen van progesteron-achtig hormooonin folhkelvocht niet bekend. Het hormoon komt echter zoowel indierlijk als in menschelijk folhkelvocht voor. Blijkbaar wordt hetreeds v????r de uitstooting van het ei door de granulosa-cellen vande rijpende en rijpe follikel geproduceerd. Sperma. 6 ccm stieren-ejaculaat, toegevoegd aan 300 ccm water gaf vanOâ€”5]/^ uur 0,4 A.E. en van 51/2â€”12 uur 0,3 A.E., als gemiddeldebij drie visschen. Wegens de geringe reactie kan over de aard der groeikrommeniets met zekerheid gezegd worden. Urine. a) Urine van drachtige koeien. 3 ccm urine van eenige drachtige koeien, toegevoegd aan 750ccm water, gaf de volgende reacties : TABEL XIII Koe No. 1 Dracht in maanden Reactie van 5^ â€” 12uren in A.E. 1 1,5 2 4?¨ 1,1 3 5 0,8 b)nbsp;Urine van een drachtige merrie. 3 ccm urine van een drachtige merrie (3e mnd.) toegevoegd aan750 ccm water, gaf in 12

uren een reactie van 2,4 A.E. c)nbsp;Urine van de mensch. De urine van gravide en niet-gravide vrouwen kan sterke reactiesgeven. Zie hiervoor hoofdstuk XXI. Ook unne van mannen kan positieve reacties geven. Zie hier-voor blz. 236. De aard van het urine-bestanddeel waaraan de werk-zaamheid vermoedelijk is toe te schrijven wordt op bl. 191 e.v. naderbesproken.



??? Vruchtwater. 50 ccm vruchtwater eener gravida (verkregen door eivhessteek),toegevoegd aan 750 ccm water, gaf van Oâ€”uur 0,2 A.E. envan â€”12 uur O A.E. De hormoon-concentratie in vruchtwateris blijkbaar zeer gering. Overziet men de beteekenis van de legbuistest voor het aan-toonen van werkzame bestanddeelen in verschillende lichaams-vloeistoffen dan blijkt, dat de methode goede diensten kan be-wijzen bij het aantoonen van progesteron-achtig hormoon in hetbloed- cyste- en follikelvocht. De bepaling van dit hormoon in het bloed kan in geval vancorpus luteum-persistentie misschien klinische beteekenis ver-krijgen. De bepaling van progesteron-achtig hormoon in cyste- enfollikelvocht kan van waarde zijn voor de beoordeeling der secre-torische activiteit van rijpende en rijpe follikels en van verschillendevormen van ovarium-cysten.



??? HOOFDSTUK XVI.bijdrage tot de endocrinologie van de testis. De vroegtijdige verwijdering der beide testikels leidt bij menschen zoogdier tot gebrekkige ontwikkehng der secundaire geslachts-kenmerken. Hieruit is af te leiden, dat de testikel een of meerstoffen produceert, welke noodzakelijk zijn voor de ontwikkehngen instandhouding van het mannelijk geslachtsapparaat. Reeds langere tijd geleden hebben verschillende onderzoekersaangetoond, dat men uit dierentestes extracten kan bereiden, diede hanekam doen groeien en bepaalde werkingen op de secundairegeslachtskenmerken van mannelijke zoogdieren uitoefenen. Uit dezeextracten werd voor het eerst door David, Dingemanse, Freud enLaqueur (1935) een zeer werkzame, kristallijne stof bereid, welketestosteron werd genoemd. Voorts komen in de testis stoffen voor, welke, zonder op zichzelfandrogene invloeden uit te oefenen, de werkzaamheid van

hettestosteron verhoogen, zoodat de niet geheel zuivere testesextrac-ten een relatief sterkere werking op de secundaire geslachtsken-merken van zoogdieren uitoefenen, dan het daaruit ge??soleerdezuivere hormoon alleen. De chemische natuur dezer co-substanties,welke door Dingemanse en Freud ontdekt werden, isgeheel verschillend van die der geslachtshormonen. Misschien zijnhet hoogere vetzuren. Merkwaardigerwijze vindt men in de testis stoffen, die bijvrouwelijke knaagdieren bronst opwekken. Over de chemischenatuur dezer stoffen is nog niets met zekerheid bekend. Op blz. 135 werd reeds medegedeeld, dat het waterige extract uittestikels een positieve legbuisreactie veroorzaakt. In verband methet voorkomen van mannelijk en oestrogeen hormoon in de testis,zou men â€” ondanks de geringe oplosbaarheid dezer stoffen inwater toch kunnen verwachten, dat de legbuisgroeikromme van



??? het mannelijke o( van het oestrogene tvDe wa, â€žf â€žvan beide. De vo,,eâ€žde proef echralS'rs Een hoeveelheid testisweefse] werd met riviPr7.nr^ f bij 12 viLZlnbsp;^^nbsp;-acties 1. 2.3. tabel xiv Uren j Legbuisgroei na toediening in A.E. 4 1,6 6 3,4 8 4,6 10 4.7 12 1---i 4,7 Uzt de grafische voorstelling dezer waarden (zie fig. 92) bl??kt een Int'nbsp;besLdd e^ t een latentietijd van 2 uren. Omdat de oestrogene hormonen X een latentie-tijd van uur bezitten, kan de legbuisgroeTX h e doo, veroorzaakt zi;n. Verder mist de groeikromme de Toor de natuurhjk voorkomende mannelijke hormonen, typische knTk tus sehen progesteron- en oestron-phase. Ook manffLtett ?• ?• -TeXâ€”e?•?•Lr^^^^^^ testosteron, noch follikelhormoon zijn Naa de vo 7quot; kro_ te oordeelen, is hier een is het uit testikels ge??soleerde testosteron identiek met het doordit orgaan geproduceerde mannelijke hormoon? produceert de testikel ?Š?Šn of meer testishormonen^ produceert de

testikel, behalve mannelijke en oestrogene stof-fen nog andere, b.v. pregnaan-achtige hormonen?



??? Ad. 1. De bereiding van testosteron uit testikels vereischt eenreeks van chemische bewerkingen. Het is zeer goed denkbaar, datbet molecule van het natieve testishormoon hierdoor constitutie-wijzigingen ondergaat met de vorming van testosteron als eind-product. Volgens deze redeneering zou testosteron dus feitelijk eenkunstproduct zijn, en de vraag rijst, of de zich in de legbuistestmanifesteerende stof misschien overeenkomt met dit hypothetische,natieve testishormoon. De juistheid dezer veronderstelling is echtertwijfelachtig in verband met de relatief groote hoeveelheid, welkevan de meeste mannelijke hormonen noodig is, om een positievelegbuisreactie te geven. Een juist duidelijke legbuisreactie wordtpas verkregen met J4 mgr. testosteron per 750 ccm water, waar-voor niet minder dan 2â€”3 K.G. testes ge??xtraheerd moeten wor-den. In de bovenvermelde proef werd met slechts 10 gram testisbrijeen veel sterkere reactie verkregen, dan ooit

metnbsp;van eenig mannelijk hormoon verkregen kan worden. Derhalve is het onwaar-schijnlijk dat het met de legbuistest aangetoonde bestanddeel iden-tiek IS met de eventueele moederstof van testosteron. Ad 2. Indien het testosteron als zoodanig in de testikels ge-vormd wordt, is het waarschijnlijk, dat de productie ervan geloca-liseerd is in het interstiti??ele weefsel. Op grond van theoretischeoverwegingen en ook in verband met onderzoekingen vanMartins en Roe ha (1931), benevens R??ssle (1938),schijnt de afscheiding van een tweede testis-hormoon niet uitge-sloten te zijn. De productie ervan zou gelocaliseerd zijn in het kiem-epitheel en, in tegenstelling tot testosteron, zou het uitsluitend opde hypophysevoorkwab werken en niet androgeen behoeven te zijn.Of het in de legbuistest werkzame hormoon uit testisbrij identiek ismet dit hypothetische hormoon, kan pas op grond van nadere on-derzoekingen beoordeeld worden. Het blijft intusschen een

merkwaardig feit, dat een ruw testis-extract in de hondenproeven R??ssle niet alleen sterker werktdan de hoeveelheid hierin aanwezig testosteron â€” ook al houdtmen rekening met de versterkende werking der tevens aanwezigeco-substanties â€” doch tevens een grootere werkingsbreedte bezit,m.a.w. beter in staat is het increet van de testikel te vervangen.Op grond hiervan meent Goldberg (1938) dan ook te mogen



??? aannemen, dat naast testosteron in de testikel nog andere (manne-lijke?) hormonen voorkomen, welke tot nu toe nog niet in zuiverevorm verkregen konden worden. Indien de groeikrommen voor dezediverse hormonen voldoende verschillen vertoonen, kan de legbuis-test dienen te hunner onderscheiding. Ad. 3. Chemische onderzoekingen van Hirano c.s. (1936)hebben de aanwezigheid van een progesteron-achtige stof, ,,testa-lolonquot;, in varkens-testikels waarschijnlijk gemaakt. Deze stof, diewaarschijnlijk een 21-oxy-pregnanol-3-on-20 is, bleek bij het zoog-dier onwerkzaam te zijn. Evenals zijn naaste verwanten zal dezestof waarschijnlijk een positieve legbuisreactie kunnen geven. Inverband met de groote overeenkomst tusschen de groekrommenverkregen met testisbrij en die welke met verschillende pregnaan-verbindingen werden gevonden, bestaat de mogelijkheid, dat de,in de legbuistest werkzame, stof uit testisbrij verwant is aan het 21-oxy-

pregnanolon van Hirano, misschien ook hiermee identiek is. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat van de verschillendebestanddeelen, die de testikel produceert, ?Š?Šn een legbuisreactiegeeft, welke sterk verschilt van die, veroorzaakt door testosteron ofeenig ander natuurlijk voorkomend mannelijk of oestrogeen hor-moon. De betreffende stof lijkt een pregnaan-derivaat te zijn, enhet zou interessant zijn te onderzoeken, of dit bij zoogdieren werk-zaam is. Bij pogingen tot isolatie dezer substantie zou de legbuis-test als indicator gebruikt kunnen worden.



??? HOOFDSTUK XVII. bijdrage tot de endocrinologie van debijnierschors. De verwijdering van de bijnierschors (practisch worden dan debeide bijnieren in hun geheel verwijderd) leidt tot abnormaal grootevermoeibaarheid der spieren, snel verval van krachten, verminderingvan het gehalte aan natrium, chloriden en, naast een verhoogingvan het kahumgehalte in het bloed, sterke uitscheiding van keuken-zout in de urine, gepaard gaande met waterverUes, stijgen van dereststikstof in het bloed, langzamerhand toenemende storing vande nierfunctie, tenslotte maag- en darmstoornissen, coma en dood.Verdere verschijnselen zijn nog: vermindering van creatine-fosfor-zuur en vermeerdering van anorganisch fosfaat in de spier, ver-laging van het bloedsuikergehalte en van het glycogeengehaite inde lever, stoornissen in de melkzuur-assimilatie en in de vetresorptiedoor de darm. Hieruit is af te leiden, dat de bijnierschors ?Š?Šn of meer stoffenproduceert, welke

noodzakelijk zijn voor het in stand houden vanhet organisme. Men is erin geslaagd bijnierschors-extracten te bereiden, die instaat zijn bijnierlooze dieren in het leven te houden en in het bij-zonder de vermoeibaarheid van de spier en de stoornissen in destofwissehng te doen verdwijnen. Het is zeker, dat het werkzame bestanddeel uit dc bijnierschorsgeen eiwit is, doch stikstofvrij en oplosbaar in water en vetoplos-sende middelen. Het is Reichstein en anderen gelukt uit debijnierschors een reeks van stero??den te isoleeren. Drie dezer stof-fen, corticosteron, dehydro-corticosteron en desoxy-corticosteron,bleken duidelijk bijnierschorswerking te bezitten. Behalve de stoffen met bijnierschorswerking isoleerde Reich-stein in 1936 uit de bijnierschors ook het adrenosteron. Dit



??? Steroid heeft geen bijnierschorswerking, doch bleek in de kapoenen-test werkzaam te zijn. Tenslotte komen er volgens C a 11 o w en Parkes (1936) inde bijnierschors nog hormonen met progesteron-achtige en oestro-gene werking voor. Over de chemische natuur dezer stoffen is nogniets met zekerheid bekend. Op blz. 135 werd reeds medegedeeld, dat het waterige extract uitbijnieren een positieve legbuisreactie veroorzaakt. Ook bijnierschors-extract in de vorm van cortine â€žOrganonquot; geeft een krachtigelegbuisgroei. In verband met het voorkomen van mannelijke enoestrogene, benevens corticosteron- en progesteron-achtige stoffenin de bijnierschors, kan de legbuisreactie zoowel het gevolg zijnvan de gecombineerde werkingen van meerdere hormonen, als vande alles overheerschende werking van een enkel hormoon. Een waterig extract uit bijnieren leverde de volgende groei-krommen: Een hoeveelheid bijnierweefsel werd met rivierzand

fijngewreven, met waterge??xtraheerd en gefiltreerd. Het fikraat van 4 gr. versehe klierbrij, toegevoegdaan 750 ccm. water, gaf gemiddeld de volgende reacties bij 11 visschen: / / TABEL XV Uren na toediening Legbuisgroei in A.E. 2 0 4 0,6 6 1,9 8 3,3 10 4,3 12 4,7 Fig. 93. Groeikromme. verkregenmet waterig extract uit bijnieren. Uit de grafische voorstelHng dezer waarden (zie fig. 93) blijkt,dat de groeikromme een latentietijd van 3 uren bezit, terwijl dclineaire groei tot uur na het begin van de proef doorgaat. Het is zeer onwaarschijnlijk dat de reactie mede het gevolg isvan corticosteron of progesteron, want in dat geval zou de latentie-tijd 1 uur moeten bedragen. Of er mannelijke en/of oestrogene stoffen in het spel zijn zoupas bij nader onderzoek kunnen blijken. Indien zij in het extract



??? aanwezig zijn wordt hun werking in ieder geval sterk overheerschtdoor die van een of meer stero??den, welke niet identiek zijn metprogesteron of corticosteron en ook niet met het werkzame bestand-deel uit cortine, waarvan thans sprake zal zijn. Met 0,4, 0,5, 0,6, 0,75, 1,3 en 2 ccm van een bepaalde chargeCortine â€žOrganonquot;1) werden de volgende groeikrommen ver-kregen (zie fig. 94). De kenmerken dezer groeikrommen zijn:Latentietijd: 2 uren. De periode van hneaire groei duurt 5 uren. De concentratiekromme voor dit cortine-preparaat, (zie fig. 95)is gebaseerd op de in figuur 94 weergegeven groeikrommen enrepesenteert de groei, welke na 7 uren is opgetreden. Fig. 95. Concentratiekromme,verkregen met cortine ,,??rga- /nbsp;2 CC^.nbsp;IlWil . 1nbsp; 1 ccm cortine â€žOrganonquot; bevat het extract uit 50 gr. versch bijnierweefsel.De werkzaamheid van verschillende cortine-preparaten kan tot 50 % verschillen.



??? De kenmerken dezer concentratiekromme zijn: De knik bij 4,2 A.E. De daarna optredende lichte stijging. Het blijkt, dat de groeikrommen, welke met cortine verkregenwerden afwijken van die, verkregen met het waterige extract uitbijnierbrij (fig. 93). Bij cortine duurt de latentietijd n.l. 1 uur, en deperiode van lineaire groei 1J/^ uur korter dan bij het ruwe waterigeextract. Hierover behoeft men zich niet te verwonderen, omdatcortine bestaat uit een sterk gezuiverd lipo??d-extract dat pas in deeindphase der bereiding in water wordt gebracht. Bij deze zuiveringkunnen verschillende stero??den verwijderd zijn, welke een legbuis-reactie teweeg brengen. De groeikromme van cortine wijkt bovendien sterk af van dievan desoxycorticosteron en corticosteron, zooals uit fig. 96 blijkt. Fig. 96. Groeikrommen, verkregenmet cortine, corticosteron endesoxycorticosteron. Men letteop de typische verschillen tus-schen die van de eerste en dievan de beide laatste substanties. Af.

Cer///7e - ^ ccm. e/e^oKyCorh'c. S CorhCoyte/-e/7 Het bijnier-extract cortine is therapeutisch belangrijk werk-zamer dan overeenkomt met het gehalte aan corticoseron, desoxy-corticosteron en verder bekende stero??den met bijnierschorswerking.Vandaar, dat men van oordeel is, dat het eigenlijke werkzame be-standdeel der bijnierschors nog gevonden moet worden. In verband met het feit, dat bij het onderzoek naar de sterktevan verschillende cortine-preparaten de rangorde der werkzaam-heid in de E V e r s e-d e F r e m e r y-t e s t en de legbuistest,dezelfde was, is 't niet uitgesloten, dat met de legbuistest het eigen-lijke â€” nog steeds gezochte â€” bijnierschorshormoon(-complex)direct wordt aangetoond1). Daar het in de legbuistest werkzame 1nbsp; Waarbij men voor oogen dient te houden, dat legbuisgroei geen specifiekebijnierschorswerking is.



??? cortine-bestanddeel een type van groeikromme geeft, dat zichduidelijk onderscheidt van dat der overige onderzochte cortex-stero??den, kan de legbuistest bij pogingen tot isoleering van ditbestanddeel goede diensten bewijzen. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat de bijnierschors eenaantal stero??den produceert. Het ruwe, waterige extract uit debijnier geeft in de legbuistest een andere groeikromme dan cortine.In geen van beide gevallen komt in deze groeikrommen de aan-wezigheid van corticosteron of desoxycorticosteron tot uiting. In-dien de reactie van cortine in de legbuistest veroorzaakt wordt doorbet eigenlijke nog steeds gezochte bijnierschorshormoon (-complex),zal deze testmethode bij pogingen tot isolatie van dit bestanddeelwellicht goede diensten kunnen bewijzen.



??? HOOFDSTUK XVIII. bijdrage tot de endocrinologie van het ovarium. De vroegtijdige verwijdering der beide eierstokken leidt bijmensch en zoogdier tot uitblijven der met de geslachtsrijpheid ge-paard gaande groei- en differentiatieverschijnselen. De verwijde-ring op latere leeftijd bij de vrouw, tot ophouden der menstruatieen het optreden van stofwisselingsstoornissen. Hieruit is af te leiden,dat het ovarium een of meer stoffen produceert, welke noodzake-lijk zijn voor de ontwikkeling en in stand houding van het vrouwe-lijke geslachtsapparaat en zijn funcdes. Uit het follikelvocht werd door Doisy c.s. (1935) het oestradiolge??soleerd. Uit het corpus luteum werd door Allen en Corner (1929) hetprogesteron bereid. Merkwaardigerwijze schijnt het ovarium ook mannelijk hormoonte produceeren. Uit onderzoekingen van Hill (1937) bleek n.l., datinplantatie van een stukje ovarium in het oor van een gecastreerde,mannelijke muis in staat was eenige, anders

onvoorwaardelijk op-tredende, castratieverschijnselen op te heffen, hetgeen niet geluktdoor injectie van follikelhormoon of progesteron. Op blz. 135 werd reeds medegedeeld, dat het waterige extract uitovaria een positieve legbuisreactie kan veroorzaken. In verband methet voorkomen van follikelhormoon, progesteron en mannelijk hor-moon in het ovarium, zou de reactie het gevolg kunnen zijn vaneen of meer dezer hormonen. Uit het volgende zal blijken welkereacties in de legbuistest verkregen werden. Uit een der ovaria van een drachtige zeug werden de corpora lutea gravidi-tatis zorgvuldig verwijderd. Het overblijvende, 11,8 gr. wegende ovarium-weefsel werd met rivierzand fijngewreven, in Na2S04 sicc. opgenomen enmet aether ge??xtraheerd. Het extract gaf, toegevoegd aan IJ^ L. water, bij6 visschen de volgende gemiddelde legbuisgroei.



??? Hoewel het aantal punten gering is, doet de grafische voorstel-ling dezer waarden (zie fig. 97) toch vermoeden, dat hier een ieg-buisgroeikromme is ontstaan, welke kenmerkend is voor de natuur-lijk voorkomende, mannelijke hormonen. De kromme zou echter ookverklaard kunnen worden uit de summatie van progesteron en hetop blz. 195 nader te noemen lute??dine. Een proef met een menschelijk ovarium gaf het volgende resul-taat : Pati??nte B. d. J., 40 jaar, werd op 21-1 '38 geopereerd wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 7-1-'38. Het linker ovarium woog 5,8 gr.en bevatte een oud corpus luteum. Het rechter ovarium woog 8,9 gr., hadeen eenigszins vetachtige consistentie en bevatte een corpus rubrum be-nevens eenige zeer kleine follikels. Het corpus rubrum uit het rechterovarium werd weggenomen en het folhkelvocht quantitatief opgezogen.Het resteerende gedeelte van dit ovarium werd met rivierzand verwrevenen op de gebruikelijke

wijze verder behandeld. Toegevoegd aan IH L.â– water gaf het extract bij visschen de volgende legbuisgroei; tabel xvi Fig. 97. Groeikromme. verkregenmet het lipo??d-extract uit eenovarium van een drachtige zeug. uren na toediening legbuisgroei in A.E. 1 0 2 0,3 5?¨ 1.5 10 4 tabel xvii uren na toediening legbuisgroei in A.E. 2 0,2 2,2 5?¨ 3,5 i Uit de grafische voorstelhng dezer waarden (zie fig. 98) blijkt,dat de legbuisgroeikromme, met haar latentietijd van bijna 2 urenen na uren nog lineair voortgezette groei, er geen is van hetoestrogene of androgene type. Men krijgt de indruk, dat hier een



??? progesteron-achtig bestanddeel in het spel is, hetwelk echter nietovereenkomt met progesteron zelf. De bovenstaande voorbeelden toonen aan, dat zoowel mensche-lijke als dierlijke ovaria, welke zorgvuldig van rijpe follikels encorpora lutea ontdaan zijn, behalve follikelhormoon nog een anderbestanddeel bevatten, dat geen oestrogeen hormoon is. De omstan-digheid, dat dit tot nu toe niet ge??dentificeerde bestanddeel metbehulp van de legbuistest aangetoond kan worden, is van belangin verband met het volgende : In het ovarium voltrekt zich een gedeelte der gecompliceerdestero??den-stofwissehng. In tegenstelling tot hetgeen bij testis enbijnierschors het geval is, zijn verschillende stofwisselingscentra inbepaalde deelen van het ovarium gelocaliseerd. De volgende centrakunnen onderscheiden worden : a)nbsp;de follikel, b)nbsp;het corpus luteum, c)nbsp;het interstiti??ele weefsel. Ad a) De follikel De wand van de follikel van de Graafwordt gevormd

door de theca interna, welke naar het follikel-lumentoe bekeed is met de membrana granulosa. Onderzoekingen vanZondek hebben bewezen, dat het uitsluitend de theca-cellen zijn,welke het folhkelhormoon produceeren en in de liquor fol??culi af-scheiden. De granulosa zou voornamelijk het corpus luteum-hor-moon vormen. Op blz. 140 is echter aangetoond, dat het vocht uit rijpende enrijpe follikels ook reeds een progesteron-achtig hormoon bevat.Blijkbaar bezitten de granulosa-cellen, zoolang zij in het verbandder membrana granulosa liggen, ook reeds een zekere secretorischeactiviteit. Het follikelvocht bevat dus behalve het secreet van detheca-cellen (follikelhormoon) ook dat der granulosacellen (pro-gesteron-achtig hormoon). Zondek vond in 1 ccm follikelvocht 0,4â€”0,5 y folhkelhormoon.Een gelijke hoeveelheid vocht gaf in de legbuistest een reactie, over-eenkomend met die van 5â€”8 y progesteron. Ad b) Het corpus rubrum en corpus luteum.

Onmiddellijknadat de rijpe follikel onder invloed van de hypophysevoorkwab



??? barst en zijn inhoud in de vrije buikhohe uitstort, vormt zich hetcorpus rubrum. Dit vormsel bevat een centraal bloedstolsel, om-geven door een wand van granulosa- en theca-cellen, welke binnen4â€”5 dagen uitgroeien tot het rijpe corpus luteum. Ook het corpusrubrum bevat naast oestrogene stoffen progesteron-achtig hormoon,zooals op blz. 168 nader aangetoond zal worden. Van het menschelijke corpus luteum blijven de theca-cellenfolhkelhormoon produceeren. Het aanzienlijk uitgegroeide granu-losa-weefsel produceert thans echter veel meer progesteron ofprogesteron-achtig hormoon dan in de follikel-phase het geval was.Deze hormoon-productie draagt een temporair karakter in verbandmet de beperkte levensduur van het corpus luteum. Indien de be-vruchting van de uitgestooten eicel achterwege blijft begint hetcorpus luteum bij de vrouw meestal reeds vanaf de 9de dag na deovulatie te degenereeren. Bij de intrede der eerstvolgende menstru-atie is de

progesteron-productie dan zoo goed als geheel opgehouden.Vindt daarentegen bevruchting plaats, dan treedt voorloopig geendegeneratie op en blijft de productie van corpus luteum-hormoongedurende het eerste deel der graviditeit bestaan. De, bij corpora lutea verrichte, hormoonbepalingen zullen opblz. 169 e.V. behandeld worden. Ad c) De interstiti??ele klier. De moederbodem van het ovariumbestaat uit een bindweefsel-stroma, dat het eigenlijke r?Šparatievedeel van het ovarium vormt. Gedurende de geslachtsrijpheidgroeien aan de peripherie steeds weer foUikels en corpora luteauit, welke laatste onder litteekenvorming wederom te gronde gaan. De vraag, of de interstiti??ele theca-cellen een secretorische functiebezitten is lange tijd onderwerp van discussie geweest. VolgensBouin en Ancel (1902) bestaat het interstitium uit epithelo??decellen, die zich ontwikkelen uit atretische follikels. Genoemdecellen zouden van bindweefselachtige oorsprong zijn en zich

ont-wikkelen onder resorptie van een groot aantal primordiale eieren.Volgens W a 11 a r t komen de interstiti??ele cellen reeds bij pas-geborenen voor en nemen zij tot de puberteit in aantal toe. Desterkste ontwikkeling vindt gedurende de eerste levensjaren plaats.Volgens Aschner zou het interstiti??ele weefsel biologisch deste meer door het corpus luteum vervangen worden, naarmate het



??? zoogdier op een hoogere trap van ontwikkeling staat. Tenslotte isuit de onderzoekingen van Zondek gebleken, dat in de inter-stiti??ele theca-cellen het foHikelhormoon geproduceerd wordt. Uit de bovenvermelde eigen proeven met ovarium-extracten is ge-bleken, dat het interstitium nog andere stero??den dan het foHikel-hormoon produceert. Voorloopig is het natuurlijk nog niet mogelijkde aard dezer stero??den langs chemisch-analytische weg vast testellen. Met behulp van de legbuistest kan dit mengsel vanSteroiden echter op verschillende wijzen gekenmerkt worden (n 1door de duur van de latentie-tijd en de periode van lineaire groeide vorm der concentratie-kromme enz.), zoodat wijzigingen in desamenstelling van dit mengsel in de legbuisreactie tot uitdrukkingkunnen komen. Dit opent de mogelijkheid tot experimenteel onderzoek met be-trekking tot de volgende vragen: 1)nbsp;Wijzigt zich de samenstelling der door het interstiti??eleweefsel

geproduceerde stero??den, al naar gelang van de physio-logische toestand waarin het ovarium verkeert? 2)nbsp;Produceert het interstiti??ele ovarium-weefsel van een pri-mitiever zoogdier (gedeeltelijk) andere stero??den dan dat van eenhooger gedifferenti??erd zoogdier? Ad 1) Men zou zich namelijk kunnen voorstellen, dat het inter-stitium voornamelijk folhcuhne-achtige (grond-) stoffen vormt,zoolang het ovarium zich in de follikelphase bevindt en progesteron-achtige substanties gedurende de corpus luteum-phase. Tijdens degraviditeit vindt, volgens S e i t z, opnieuw een sterke ontwikkelingvan het interstiti??ele ovarium-weefsel plaats. Wellicht houdt ditverband met de verhoogde productie der stero??den, welke voor deontwikkeling van het embryo noodig zijn. Teleologisch gezien zouhet dus zeer wel mogelijk kunnen zijn, dat de stero??den-stofwisselingm het interstitium periodieke wijzigingen ondergaat, in verbandmet de physiologische evoluties, welke het

rijpe ovarium gestadigdoormaakt. Omdat deze klier de moederbodem is van de, op rhyth-mische wijze aan haar peripherie rijpende folhkels en corpora luteazou dan met recht van een â€žinterstiti??ele klierquot; gesproken kunnenworden. Men denke in dit verband ook vooral aan het (post)-



??? climacterische ovarium, waarin zich geen follikels en corpora luteameer vormen, zoodat deze centra der stero??d-stofwisseling weg-vallen. In dat geval zou de interstiti??ele klier wellicht nog een minof meer belangrijke rol te vervullen hebben. Een moeilijkheid van practische aard, die zich bij dit onder-zoek zal voordoen, bestaat hierin, dat een enkel ovarium niet vol-doende werkzaam extract levert voor de opstelling van eenconcentratiekromme. Het zal dus noodig zijn te experimenteerenmet meerdere ovaria, waarvan men de zekerheid moet hebben, datzij zich in dezelfde physiologische toestand bevinden. Men zal dusover veel materiaal moeten kunnen beschikken. Ad 2) Omdat het interstiti??ele weefsel volgens Aschner bijde primitiefste dieren het sterkst ontwikkeld is en de follikel be-nevens het corpus luteum nog grootendeels functioneel vervangt,zal men juist met ovarium-extracten van lagere zoogdieren goedelegbuisreacties kunnen verwachten. Indien de

ontogenie ook tenaanzien van het hier behandelde vraagstuk een herhaling van dephylogenie is, leveren de volgende twee opmerkelijke proefresul-taten een belangrijke steun aan de zoo juist geopperde mogelijkheid.Het betreft hier de legbuisreactie veroorzaakt door een lipo??d-ex-tract uit eenige praenatale ovaria. a) De vier ovaria van een, in de 6e zwangerschapsmaand, doodgeboren twee-ling, en (afzonderlijk hiervan) de twee uteri, werden op de gebruikelijkeâ– wijze ge??xtraheerd. De tezamen 0,4 gr. wegende ovaria veroorzaakten bij6 visschen een gemiddelde legbuisgroei, overeenkomend met die na toe-diening van 4 y progesteron, of 10 y per gram weefsel. (Zie tabel X'viii enfig. 99). Het lipo^id-extract der uteri gaf daarentegen geen reactie. A.E. Fig. 99. Groeikromme, verkregenmet het lipo??d-extract uit tweepraenatale ovaria. uren na toediening legbuisgroei in a.E. 0 0 2 0.3 4 ! 0,7 5 1,0 6 0,7 tabel xvlli



??? b) De twee ovaria van een voldragen, doodgeboren kindje werden op de ge-bruikelijke wijze ge??xtraheerd. De, tezamen 0,5 gr. wegende ovaria, veroor-zaakten een gemiddelde legbuisgroei, overeenkomend met die na toedieningvan 20 v progesteron, dus 40 y per gram weefsel. Het verloop der groeikromme in fig. 99 toont aan, dat hier een pro-gesteron-achtig hormoon in het spel is. Ook al neemt men aan, dat ditbestanddeel afkomstig was uit het moederlijke lichaam, toch is hethoogst merkwaardig, dat in het praenatale ovarium, onder vol-komen afwezigheid van rijpe follikels en corpora lutea, dergelijkegroote hoeveelheden hormoon aangetoond konden worden. Deconcentratie van het progesteron-achtige hormoon, gevonden inde beide ovaria van het oudste foetus is hooger dan die bij rijpemenschelijke corpora lutea! Deze bevinding is tevens van beteekenis voor de opvatting, dieGlauber g huldigt ten aanzien van de rol, welke het onrijpeovarium speelt

bij de intrauterine ontwikkeling van het genitaal-apparaat. Volgens hem zijn het voornamelijk de secreten derprimordiale follikels, welke voor de grootere doorbloediiig en degroei van de zich ontwikkelende uterus verantwoordelijk gesteldmoeten worden. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat het ovarium ver-scheidene stero??den produceert. De follikels en de corpora luteazijn de hoofdzakelijke producenten van het follikelhormoon en hetprogesteron, welke beide hormonen o.a. noodzakelijk zijn voor dein stand houding van de uterus. In tegenstelling tot de heerschendeopvatting, scheidt de folhkel behalve folhkelhormoon ook proges-teron-achtig hormoon af. Onder uitsluiting van de rijpe follikelsen de corpora lutea blijkt het interstiti??ele ovarium-weefsel behalvefollikelhormoon, ook nog andere stero??den (o.a. progesteron-achtighormoon) te produceeren. Met het oog op het hooge hormoon-gehalte, dat gevonden werd in de ovaria van eenige foeten, wordtde

beteekenis van de interstiti??ele klier voor de ontwikkeling vanhet praenatale geslachtsapparaat naar voren gebracht. Het zoumogelijk zijn aan de hand van de legbuistest waardevolle gegevensaangaande de inwendige afscheiding van de, voor onderzoek zooweinig toegankelijke, interstiti??ele klier te verzamelen.



??? HOOFDSTUK XIX. bijdrage tot de endocrinologie van hetcorpus luteum. Â§ 1. INLEIDING. Ruim 25 jaar geleden toonde F r a e n k e 1 aan, dat bij hetgravide konijn op de operatieve verwijdering der corpora luteaabortus volgt, indien de operatie in het begin der graviditeit plaatsvmdt. Hierdoor werd waarschijnlijk gemaakt, dat het corpus luteumeen klier met inwendige afscheiding is, welke â€” althans bij hetkonijn â€” tot taak heeft, de zwangerschap te onderhouden. Hetdefinitieve bewijs werd geleverd, toen het gelukte de graviditeit,ondanks het ontbreken van corpora lutea, door injectie van corpusluteum-extract en later ook door progesteron, te doen voortbestaanen normaal te doen eindigen. Onderzoekingen van B ouin en Ancel (1910) hebben uitge-wezen, dat het endometrium van het bevruchte konijn, onder deinvloed van het corpus luteum structuurveranderingen ondergaat,v.^elke de innestehng der bevruchte eicellen mogelijk maken. Opdeze

structuurverandering, n.l. de overgang van de prohferatie- inde secretie-phase, hebben Allen en Corner de naar hen ge-noemde test voor de bepahng van het corpus luteum-hormoongebaseerd. Dierlijke corpora lutea bestaan volgens Zondek bijna geheeluit granulosa-weefsel en produceeren zoo goed als uitsluitendprogesteron. Bij menschelijke corpora lutea wordt de granulosadoorwoekerd door de folhkelhormoon produceerende theca interna.Vandaar dat het menschelijke corpus luteum behalve corpus luteum-hormoon ook follikelhormoon afscheidt. Over ontstaan, persistentie en degeneratie van het corpus luteumis in het hoofdstuk betreffende de endocrinologie van het ovarium



??? reeds het een en ander gezegd. Er werd vermeld, dat zich, ten aan-zien van de levensduur van het corpus luteum, de volgende tweemogelijkheden voordoen: a)nbsp;Na het barsten van de follikel komt het corpus luteumbinnen 4â€”5 dagen tot rijpheid. Vervolgens bevindt het corpusluteum zich gedurende eenige dagen in het stadium van grootstesecretorische activiteit. Indien het bij de follikelbersting vrijgekomenei met bevrucht werd, degenereert het corpus luteum binnen enkeleweken tot een hard, wit lichaampje, het corpus albicans. b)nbsp;Indien het ei wel bevrucht werd, persisteert het rijpe corpusluteum. Dientengevolge blijft de secretorische phase van het endo-metrium als gunstige omgeving voor de zich vastzettende of in-genestelde eicel, gedurende de geheele graviditeit bestaan. Hoewelde productie van het corpus luteum-hormoon omstreeks de vierdezwangerschapsmaand grootendeels door de placenta wordt over-genomen, voltrekt de definitieve

degeneratie van het corpus luteumgraviditatis zich pas tegen het einde der zwangerschap. Wegens het ontbreken van de hiertoe benoodigde methodiek ishet tot dusver niet mogelijk geweest gegevens te verzamelen overproductie, verbruik en uitscheiding van het progesteron. De oorzaakhiervan is twee??rlei: a)nbsp;Voor de konijnentest zijn zulke groote hoeveelheden pro-gesteron noodig, dat het onmogelijk is hiermede het, in de corporalutea van ?Š?Šn mensch of dier aanwezige, of in het bloed circulee-rende, progesteron aan te toonen. b)nbsp;Ten onrechte heeft men lange tijd gemeend, het progesteronals zoodanig in de urine te kunnen aantreffen. Het was dus niet mogelijk aan de hand van de konijnentest ietsomtrent de localisatie van progesteron of progesteron-achtig hor-moon in het organisme te weten te komen. In 1936 volgde echter de belangrijke ontdekking van V e n n i n gen^rowne dat het progesteron voor het grootste deel*) in de *) Volgens een

mondelinge mededeeling van Dr. O. K a m m wordt ca. 80 %als pregnaandiol uitgescheiden.



??? vorm van het bij zoogdieren onwerkzame, pregnaandiol (-glucu-ronidaat) met de urine wordt uitgescheiden. Met behulp van eenaoor genoemde onderzoekers uitgewerkte gravimetrische methode ishet thans mogelijk de pregnaandiol-uitscheiding, als weerspiegelingvan de progesteron-productie, te bepalen. Zoodoende is het dusmogelijk geworden een indruk te verkrijgen van de secretorischeactiviteit van het corpus luteum en de placenta. aast de vraag hoeveel pregnaandiol per tijdseenheid wordtuitgescheiden, resp. hoeveel progesteron of progesteron-achtigiOrmoon door het corpus luteum gevormd wordt, is het van belangte weten hoeveel van dit hormoon zich op een gegeven oogenblikin een corpus luteum of een placenta bevindt. Alvorens in te gaan op de hormoon-bepalingen welke met behulpvan de legbuistest verricht werden, is het goed een overzicht tegeven van de wijze waarop de progesteron-bepalingen tot dusververricht werden. Â§ 2.

VERSCHILLENDE TESTMETHODEN. quahtatieve als de quantitatieve bepaling vancorpus luteum-hormoon wordt tot nu toe voornamelijk gebruikgemaakt van de testmethode volgens Allen en Corner, be-nevens die volgens C la ub erg. ^^ volgens Allen en Corner. orfr geslachtsrijp konijn wordt gedurende de bronst gedekt. De follikels bersten^^geveer 10 uren nadat de coitus heeft plaats gevonden. Ongeveer 6 uren na de vorm^''^nbsp;gecastreerd; er is dan een begin van corpus luteum- rming. Omdat er na de verwijdering der ovaria geen hormoon meer wordta vormd, treedt spoedig een atrophic van het endometrium op en 5 dagen na de^peratie vertoont het uterusslijmvlies bijna geheel het beeld der sexueele rust.chts wanneer het corpus luteum-hormoon, ter vervanging van de ge??xtirpeerdearia m voldoende mate wordt toegediend, ontwikkelt zich de genitaal-tractus^oo, alsof de corpora lutea aanwezig waren gebleven. De kleinste hoeveelheidan het over 5

dagen in gelijke hoeveelheden ge??njiceerde, hormoon-preparaat,le noodig is om op de 6e dag de secretie-phase van het uterusslijmvlies te-voorschijn te roepen, bevat per definitie 1 konijnen-eenheid (= 1 K.E.). De test volgens Claub erg. Deze testmethode is een modificatie van die volgens A 11 e n en C o r n e r. InP aats van een gecastreerd konijn wordt een infantiel dier gebruikt. De bronst



??? wordt bij liet praematura Iconijn Icunstmatig tevoorschijn geroepen, door een ge-durende 10 dagen voortgezette injectie van follikel-hormoon, in een hoeveelheidvan 10 M.E. per dag, waardoor de uterus voor de progesteronwerking gesensibi-liseerd wordt. Vervolgens wordt gedurende de daarop volgende 5 dagen, telkenseen vijfde gedeelte van het te testen hormoonpreparaat ge??njiceerd. Wanneerhierdoor nu een ontwikkeling van het endometrium optreedt, welke juist over-eenkomt met het beeld, dat bij schijnzwangerschap gevonden wordt, bevat hetpreparaat 1 K.E. Deze eenheid komt overeen met V2â€”Va der K.E. volgensAllen en Corner. De testmethoden volgens Knaus, benevens H o 11 z en W ?? 11 p e r t, waar-bij de aanwezigheid van het corpus luteum-hormoon op indirecte wijze bepaaldwordt, zijn weinig in zwang en kunnen gevoegelijk buiten beschouwing blijven. Twee nadeelen van de test volgens Alle n-C o r n e r en dievolgens C 1 a u b e r

g bestaan hierin: a)nbsp;De hoeveelheid progesteron, die noodig is om bij het konijneen positieve reactie te geven bedraagt ongeveer 1 mgr. Metbehulp dezer testmethoden is het dus niet mogelijk kleinehoeveelheden progesteron qualitatief en quantitatief aan tetoonen in lichaamsvloeistoffen of weefsels welke slechts kleinehoeveelheden progesteron bevatten. b)nbsp;De test duurt niet minder dan 6 dagen voor het gecastreerdeen 14 dagen voor het infantiele konijn. Omdat het bittervoornwijfje specifiek reageert op zeer geringehoeveelheden progesteron en progesteron-achtige stoffen (zieblz. 76 e.V.) is hiermede tevens de mogelijkheid gegeven, dit vischjete gebruiken voor de bepahng dezer hormonen in verschillendeorganen en lichaamsvloeistoffen. Een volle positieve reactie in de test volgens Allen en Cornerwordt pas bereikt met 1000 y progesteron, terwijl de testmarge voordit hormoon bij de legbuistest tusschen O en 9 y ligt. De legbuistestis ten aanzien

van progesteron dus 100 maal zoo gevoelig als dekonijnentest. Ten aanzien van de specificiteit bestaat er tusschen beidemethoden echter dit verschil, dat bij het konijn practisch geen enkelander hormoon dan progesteron een positieve reactie geeft, terwijlin de legbuistest alle progesteron-derivaten min of meer werkzaamzijn. Men dient er dus op bedacht te zijn, dat de legbuisreactie,



??? veroorzaakt door een corpus luteum-extract, het gevolg zou kunnenzijn van meer bestanddeelen dan het progesteron alleen. Toch is het mogelijk de reacties der verschillende bestanddeelentot op zekere hoogte te onderscheiden, zooals uit het volgendemoge blijken. Naast progesteron kunnen in het corpus luteum de volgendestero??den aangetroffen worden: a) follikelhormoon (voornamelijk oestradiol), h) het progesteron-derivaat allo-pregnanolon, c) andere, misschien nog niet nader ge??dentificeerde stero??den,waarvan sommige zich in de legbuistest precies zoo als pro-gesteron zouden kunnen gedragen. Ad a) Op blz. 124 is aangetoond dat het follikelhormoon geenantagonistische of een synergistische werking ten opzichte vanprogesteron bezit. Daar de legbuisgroei tengevolge van folhkel-hormoon pas begint nadat de progesteron-reactie ten einde is, biedtde aanwezigheid van follikelhormoon geen enkele moeilijkheid. Integendeel, men kan nagaan of het

progesteron-preparaat follikel-hormoon bevatte of niet. Zoo ja, dan verschijnt na be??indiging derprogesteron-reactie het oestradiol-effect. Deze omstandigheid is van groot belang voor de practijk, omdathet bijna steeds in corpus luteum-extracten aanwezige folhkel-hormoon, de progesteron-reactie in de konijnentest kan onderdruk-ken. Om zuivere resultaten met de konijnentest te verkrijgen, moetende extracten dus steeds zooveel mogelijk van follikelhormoon be-vrijd worden, hetgeen voor de legbuistest overbodig is. Ad b) De aanwezigheid van allo-pregnanolon in een kunst-matig mengsel van dit stero??d met progesteron kan zoowel in dehiermede verkregen groeikrommen als in de ijkingskrommen totuiting komen. Omdat de groei-, doch vooral de ijkingskrommen voorbeide stero??den verschillend zijn, levert het mengsel krommen op,welke al naar gelang van de samenstelling van het mengsel meergelijken op progesteron- of allo-pregnanolon-krommen en

waaruitmen de quantitatieve verhouding bij benadering zou kunnen be-



??? palen. Voor beide hormonen bedraagt de latentietijd 1 uur, zoodatdeze grootheid geen differenti??el-diagnostische waarde bezit. Ditis echter wel eenigermate het geval met de daarop volgende periodevan lineaire groei, welke voor progesteron slechts 334 uur, voor allo-pregnanolon echter 4 uren duurt. Het is van belang, dat van allo-pregnanolon bijna tien maal zoo-veel noodig zou zijn als van progesteron, om een even groote reactiete verkrijgen. Het knikpunt in de ijkingskromme ligt voor beide hormonenongeveer even hoog, en bezit dus geen differenti??el-diagnostischebeteekenis. Bij progesteron loopt de kromme dan echter onder eenhoek van 6Â° omhoog, terwijl dit traject bij allo-pregnanolon vol-komen horizontaal blijft loopen, hetgeen als een typisch kenmerk tebeschouwen is. Bij eenige onderzoekingen verricht met verschillende extractenvan een groot aantal varkens-corpora lutea werden, naar de groei-en concentratiekrommen te oordeelen,

uitsluitend reacties van hetprogesteron-type verkregen. In het algemeen is het allo-pregna-nolongehalte blijkbaar te laag om een legbuisreactie te geven enzoodoende storend te werken. Ad c) Zooals op blz. 75 e.v. werd aangetoond, reageeren deonderzochte progesteron-derivaten anders dan het progesteron zelf.Het is waarschijnlijk dat dit ook geldt voor de nog resteerendeniet onderzochte progesteron-derivaten. Derhalve zal de aanwezig-heid van andere stero??den in het algemeen zoowel in de groei- alsin de concentratiekrommen tot uitdrukking moeten komen. Omdat,behoudens enkele uitzonderingen, met corpus luteum-extractenpractisch altijd krommen van het progesteron-type werden verkre-gen, speelt de aanwezigheid van eventueele andere stero??den meestalgeen rol. De enkele gevallen, waarbij de aanwezigheid van een sto-rende factor uit de groeikromme blijkt, worden niet verder in destatistiek betrokken. Uit het bovenstaande blijkt, dat de

legbuistest zijn groote ge-voeligheid en snelle afloop op de konijntest v????r heeft, doch tenaanzien van de specificiteit bijzondere aandacht vergt, welke bijde konijnentest practisch overbodig is. Volgens recente onderzoe-kingen is de specificiteit van de konijnentest echter niet zoo groot



??? als aanvankelijk gedacht werd. Met pregneninolon, desoxycorti-costeron en testosteron-propionaat kunnen bij het konijn n.l. ookprogesteron-achtige effecten verkregen worden. Tenslotte kunnen nog twee verschillen genoemd worden, welketusschen de legbuistest en de konijnentest bestaan. ^) In de konijntest moet het progesteron-effect beoordeeld wor-den naar de intensiteit waarin de praegravide veranderingenvan het uterusslijmvlies optreden. Daartoe dienen coupes ge-maakt te worden door verschillende gedeelten van de uterus.Zondek heeft er echter op gewezen, dat de praegravide ver-anderingen zich niet altijd gelijkmatig over het geheele endo-metrium voltrekken en dat, in sommige gevallen, de proliferatie-phase naast de secretie-phase voorkomt. Omdat het ondoenlijkIS de geheele uterus te microtomiseeren, blijft dus altijd dekans bestaan, dat progesteron-reacties worden beoordeeld, aanweefseldeelen, welke niet volkomen representatief zijn voor

degemiddelde reactie van het geheele endometrium, welke alsmaatstaf zou moeten gelden. In de legbuistest heeft men echterte maken met de reactie van de geheele legbuis en niet met deelen ervan, zoodat de volledige reactie beoordeeld kanworden. 2) Verder biedt de konijnentest moeilijkheden ten aanzien van dequantiteitsbepaling. Hoewel de praegravide veranderingenduidelijker zijn naarmate een grootere hoeveelheid progesteronwordt gegeven, bestaat er toch geen eenvoudig verband tus-schen hormoon-concentratie en endometrium-reactie. McPhail(1934) heeft getracht dit verband vast te leggen, o.a. door de,bij verschillende progesteron-concentraties verkregen, histolo-gische beelden te reproduceeren. Toch blijft de beoordeehngtamelijk subjectief. In de legbuistest is de groei van het oviductechter eenvoudig in getallen uit te drukken. rp - ens otte kiest men in de konijnentest ?Š?Šn enkel moment uit eenzic voltrekkend physiologisch proces. In de

legbuistest volgt mendoor opeenvolgende metingen het verloop der geheele reactie. Dekonijnentest geeft derhalve een statisch en dus onvolledig beeld van



??? het physiologische proces, de legbuistest geeft een dynamische enmeer volledige voorstelhng van de reactie. De verschillen tusschen de konijnentest en de legbuistest zijn inde volgende tabel overzichtelijk samengevat. tabel xix proefdier: gecastreerd ofinfantiel konijn: vroutvelijk bitter-voorntje: wijze vanvoorbehandeling: co??tus-ovarectomie,of follikelhormoon-behandehng sensibilisatieof afstomping tijd, welke verloopttusschen progeste-ron-toediening enoptreden der vollereactie : 6 of 14 dagen i]/2 uur aflezing derreactie: microscopisch,tamelijk subjectief macroscopisch,weinig subjectief de reactie treedt opmet: 600 1000 7 2â€”10 y specificiteit van detest: bijna volkomen minder volkomen te gebruiken: 1 1 tot enkele malen meerdere malen tusschen mate vanvan reactie en hor-moondosis bestaat: een beperkt quanti-tatief verband binnen zekere gren-zen cen lineair ver-band de reactie wordtbeoordeeld aan dehand van: een enkele moment-opname uit

hetreactieproces de volledige afloopvan hetreactieproces.



??? Â§ 3. HET GEHALTE AAN PROGESTERON-ACHTIG HORMOON VAN MENSCHELIJKE EN DIERLIJKECORPORA LUTEA. In het volgende zal verslag worden uitgebracht over het hormoon-gehalte van een aantal onderzochte dierlijke en menschelijkecorpora rubra en corpora lutea. De bereiding der preparaten geschiedde als volgt: De versche corpora lutea en -rubra van dier en mensch werden â€” soms na-dat ze eerst in aether bewaard waren â€” met rivierzand fijngewreven, inNa2S04 sicc. opgenomen, zoodat een droog poeder ontstond, dat met een 6tot 10-voudige hoeveelheid aether gedurende 1 a 2 weken in een flesch be-waard en dikwijls krachtig geschud werd. Vervolgens werd de aether van hetpoeder gefiltreerd en tot droog ingedampt. Het residu, dat soms vetachig was,â– werd eerst in propyleen-glycol opgenomen en daarna tot een bepaald volumeaangevuld met water. Indien daartoe aanleiding bestond werd het poeder voorde tweede of

derde maal ge??xtraheerd. Er werd steeds voor gezorgd, hetlipo??d-oplosbare deel met zekerheid quantitatief in handen te krijgen. Er ont-stonden meestal heldere oplossingen, soms troebele, waarin de deeltjes oogen-schijnlijk homogeen gesuspendeerd waren, een enkele maal oplossingen waar-uit vetachtige dee'en zich op de glazen wand afzetten. Bij deze laatste prepa-raten, welke waarschijnlijk meestal afkomstig zijn geweest van degenereerendecorpora lutea, was de mogelijkheid niet uitgesloten, dat zich in dit vet hormoonbevond, dat in deze toestand niet op de visschen zou kunnen inwerken. Dezepreparaten bleven verder buiten beschouwing. Van de op bovenstaande wijze bereide preparaten werd ver-volgens zooveel aan het aquariumwater toegevoegd als vermoedelijknoodig zou zijn ter verkrijging van een binnen de testmarge liggendelegbuisreactie. Bleek een preparaat een buiten dit traject liggendereactie te geven, dan werd de bepahng zoolang met

kleinere hoe-veelheden herhaald, tot de reactie binnen de testmarge kwamte liggen. Er werd steeds nagegaan of de corpus luteum-extractengroeikrommen van het progesteron-type veroorzaakten. In het



??? bevestigende geval werd de grootte der reactie bepaald doorvergelijking met de legbuisgroei die tegelijkertijd bij andere gelijk-waardige visschen ten gevolge van een bekende hoeveelheid, b.v.5 y progesteron was opgetreden. Wanneer de aanwezigheid van storende stero??den uit de groei-krommen bleek, werd het betreffende preparaat verder buiten be-schouwing gelaten. A. Hormoon-bepalingen, verricht bij dierlijke corpora rubra en-lutea. 1) Het hormoon-gehalte van dierlijke corpora rubra. Er is reeds opgemerkt, dat progesteron-achtig hormoon tot dus-ver uitsluitend in corpora lutea, dus niet in follikels en corporarubra gevonden is. Met de legbuistest is het niet alleen gelukt dithormoon in follikelvocht aan te toonen, doch ook in corpora rubra.De volgende waarden werden verkregen. Varken No. 1. 1nbsp;ovarium bevatte 5 corpora rubra, tezamen wegend 1,7 gr. Dereactie hiervan kwam overeen met die van 13 7 progesteron, of7,6 y per gr. weefsel. De

reactie van 1 corpus rubrum van 0,34 gr. kwam derhalveovereen met die van 2,6 y progesteron. Varken No. 2. 2nbsp;ovaria bevatten 15 corpora rubra, tezamen wegend 9,6 gr. Dereactie hiervan kwam overeen met die van 84 y progesteron, of8,8 y per gr. weefsel. De reactie van 1 corpus rubrum van 0,64 gr. kwam derhalveovereen met die van 5,6 y progesteron. Uit het bovenstaande blijkt, dat de zoojuist gebarsten follikelreeds een niet onbelangrijke hoeveelheid progesteron-achtig hor-moon bevat.



??? 2) Het hormoon-gehalte van dierlijke corpora lutea. Daar het met de konijnentest niet mogelijk is het progesteron-ge-halte van ?Š?Šn of enkele corpora lutea te bepalen, wordt als gehakevan een enkel corpus luteum tot nu toe steeds de gemiddelde waardevan een groot aantal corpora lutea opgegeven. Deze corpora luteazullen grootendeels van verschillende leeftijd zijn geweest en der-halve uiteenloopende stadia van ontwikkeling hebben vertegenwoor-digd. Om de Physiologie van het corpus luteum nader te leerenkennen is het echter van belang het verband op te sporen tusschenleeftijd, gehalte aan progesteron-achtig hormoon en secretorischeactiviteit. De secretorische activiteit kan eigenlijk alleen gemetenWorden aan de hand der pregnaandiol-uitscheiding, waaromtrent bijdieren nog niets bekend is. Daarom zal in het volgende worden vol-staan met opgaven omtrent het verband tusschen leeftijd of gewichtvan een of enkele corpora lutea en het hierbij

gevonden gehalte aanprogesteron-achtig hormoon. a) Niet-drachtige dieren. Volgens Corner bevatten 40 rijpe varkens-corpora lutea,welke tezamen ongeveer 20 gr. wegen, ongeveer 1 mgr. progesteron(= 1 K.E.). Derhalve bevat 1 rijp varkens-corpus luteum, datongeveer 0,5 gr. weegt, gemiddeld 25 y progesteron. Eiden (1934) vond in varkens-corpora lutea van verschillendestadia van ontwikkeling de volgende hoeveelheden progesteron per1 gr. weefsel: In jonge corpora lutea tot de 6de en 7de dag na het bersten vande follikel 41 y. In geheel rijpe corpora lutea van vroege en halverwege gevorder-de zwangerschap 31 y,In degenereerende corpora lutea 16 y,In corpora albicantia minder dan 2,5 y. Volgens Clauberg is progesteron bijna uitsluitend in geheelrijpe corpora lutea aan te toonen. Hij schrijft: â€žJa, selbst in Corporalutea die sich nicht gerade in Bl??te befinden, ist Luteohormon ent-weder gar nicht, oder nur in Spuren zu gewinnen.quot;



??? fn verband met de opgave van Eiden, dat jonge corpora luteareeds veel progesteron bevatten, leek het van belang na te gaan,vanaf welk gewicht een corpus luteum aantoonbare hoeveelhedenprogesteron-achtig hormoon bevat. Of de gele lichaampjes zich in het stadium van ontwikkeling ofdegeneratie bevonden, hetgeen histologisch beoordeeld kan worden,werd niet nagegaan, ten einde geen materiaal te verliezen. Onder-zocht werden de uit 1 of 2 homologe ovaria afkomstige corporalutea van 0,06, 0,10, 0,12, 0,18 en 0,24 gr. De resultaten warenals volgt: Varken No. 1. 1 ovarium bevatte 7 corpora lutea, tezamen wegend 0,4 gr.Het lipo??d-extract hiervan gaf geen reactie. Varken No. 2. 1 ovarium bevatte 7 corpora lutea, tezamen wegend 0,72 gr.Hiermede werd geen reactie verkregen. Varken No. 3. 1nbsp;ovarium bevatte 9 corpora lutea, tezamen wegend 1,1 gr.Hiermede werd geen reactie verkregen. Varken No. 4. 2nbsp;ovaria bevatten 14 corpora

lutea, tezamen wegend 2,52 gr.De reactie hiervan kwam overeen met die van 20 y progesteron,of 8 y per gram weefsel. De reactie van 1 corp. lut. van 0,18 gr!kwam derhalve overeen met die van 1,4 y progesteron. Varken No. 5. 2 ovaria bevatten 14 corpora lutea, tezamen wegend 3,4 gr.De reactie hiervan kwam overeen met die van 20 y progesteron,of 6 y per gram weefsel. De reactie van 1 corp. lut. van 0,24 gr.kwam derhalve overeen met die van 1,4 y progesteron.



??? b) Drachtige dieren. Rund No. 1. (dracht van maand). 1 ovarium bevatte 1 corpus luteum, dat 6,1 gr. woog. De reactie hiervan kwam overeen met die van 167 y progesteron, of 27 y per gram weefsel. B. Hormoonbepatingen verricht bij menschelijke corpora rubraen -lutea. Na de aantooning van progesteron in de corpora lutea vansommige groote huisdieren, heeft het langere tijd geduurd al-vorens het Clauberg (1932) en Pratt (1934) gelukte, deaanwezigheid van dit hormoon ook in menschelijke corpora luteavast te stellen. De oorzaak hiervan is gelegen in het relatief lageprogesteron-gehalte dezer kheren. Dat de legbuistest ook hier vandienst kan zijn moge blijken uit de volgende reeks hormoon-be-palingen, bij menschelijke corpora lutea verricht. De verwijdering van ovaria en corpora lutea bij vrouwen, vindtslechts zelden plaats. Vandaar dat het noodig was het materiaalbij verschillende gynaecologische klinieken aan te vragen, om dekans te hebben er een

voldoende aantal in handen te krijgen. Op verzoek werden de corpora lutea onmiddellijk na de operatiezorgvuldig uit de ovaria geprepareerd en in een fleschje met aetherverzonden. De kliertjes ondergaan tijdens hun verblijf in aethergeen volume- of gewichtsverandering van beteekenis. Na ontvangstwerden zij gewogen en overeenkomstig de voor varkens-corporalutea gevolgde methode verwerkt. Het lag in de bedoeling het verband tusschen gewicht, gehalteaan progesteron-achtig hormoon en leeftijd van het corpus luteumte onderzoeken. Ter berekening van de leeftijd was het noodig de volgende ge-gevens te kennen: 1)nbsp;de eerste dag der laatste menstruatie, 2)nbsp;de dag der operatie, 3)nbsp;de duur van de cyclus, onder opgave der voorgekomenschommelingen in het aantal dagen.



??? De onder 1) en 2) genoemde gegevens konden steeds verkregenworden, de onder 3) genoemde echter niet altijd. Onder cyclus wordt hier verstaan het aantal dagen, dat verloopttusschen de eerste dag eener menstruatie en de eerste dag der daar-opvolgende. Hoewel een cyclus van 28 dagen veelvuldig voorkomt,worden ook dikwijls perioden van 27, 26 ... of 29, 30... dagengevonden, hetgeen de ouderdomsbepaling der corpora lutea be-moeilijkt. Bovendien is het aantal dagen van een periode bij eenvrouw bijna altijd aan fluctuaties onderhevig. Over het algemeenwordt aangenomen, dat de ovulatie ongeveer in het midden derperiode plaats vindt, dus bij een cyclus van 28 dagen, omstreeks deHe dag na de eerste dag der laatste menstruatie. Volgens K n a u szou de ovulatie steeds 15 dagen voor de volgende menstruatie plaatsvinden, ongeacht de duur der periode. Daar de geovuleerde folhkel(= corpus rubrum) het jongste stadium in de ontwikkeling van

hetcorpus luteum voorstelt, valt de 14de dag na de eerste dag derlaatste menstruatie samen met de 1ste â€žlevensdagquot; van het corpusluteum. Wanneer het corpus luteum op de eerste dag der volgendeperiode zijn secretorische activiteit practisch geheel gestaakt heeftIS het dus ongeveer 14 dagen oud. Wordt 22 dagen na het beginder laatste menstruatie, of 8 dagen na de dag der ovulatie eencorpus luteum verwijderd, dan was dit dus 8 dagen oud. Somsvindt men in ovaria nog corpora lutea uit de vorige periode. Dezezijn dus steeds ouder dan 14 dagen. Hieronder volgt de opstelling van een aantal menschelijkecorpora lutea, onder opgave van hun gewicht, hun vermoedelijkeouderdom en hun gehalte aan progesteron-achtig hormoon. Voorzoover de duur van de cyclus niet bekend is wordt een periode van28 dagen aangenomen. Indien de duur van de cyclus bekend is enafwijkt van 28 dagen, wordt tevens de ouderdom aangegeven, welkehet corpus

luteum gehad zou hebben, indien de cyclus 28* dagenhad bedragen, 1. Pati??nte v. B. d. J.. 40 jaar, Laparotomie op 21-1-'38 wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 7-1-'38. Duur van de cyclus on-bekend.



??? Rechter ovarium bevatte 1 corpus rubrum van 2,2 gr., vermoedehjk1 dag oud. De reactie kwam overeen met die van 16 y of 7 7 pergram. Linker ovarium bevatte 1 oud corpus luteum van 0,25 gr.,vermoedelijk 28 dagen oud en gaf geen reactie. 2. Pati??nte W., 25 jaar. Laparotomie op 17-2-'38 wegens ovariumcyste.Laatste menstruatie 16-2-'38. Duur van de cyclus 28 dagen. Hetcysteuse ovarium bevatte 1 corpus rubrum van 2,1 gr., vermoedelijk1 dag oud, waarvan de reactie overeenkwam met die van 10 yprogesteron of 5 â€?/ per gram. 3. Pati??nte D., 21 jaar. Sectie. Laatste menstruatie onbekend. Duurvan de cyclus onbekend. Een der ovaria bevatte 1 corpus rubrumvan 1,25 gr., vermoedelijk 1 dag oud, waarvan de reactie overeen-kwam met die van 8 y progesteron of 6 7 per gram. 4. Pati??nte G. B., 43 jaar. Laparotomie op 5-7-'38 wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 21-6-'38. Duur van de cyclus on-bekend. Een der ge??xtirpeerde ovaria

bevatte 1 corpus rubrum van2-1 gr. vermoedelijk 1 dag oud, waarvan de reactie overeenkwammet die van 28 y progesteron of 13 7 per gram. 5. Pati??nte R., 42 jaar. Laparotomie op l-10-'38 wegens uterus myo-matosus. Laatste menstruatie 14-9-'38. Duur van de cyclus 28 dagen.Een der ge??xtirpeerde ovaria bevatte 1 corpus rubrum van 0,65 gr.,vermoedelijk 3 dagen oud, waarvan de reactie overeenkwam metdie van 5 7 progesteron, of 8 y per gram. 6. Pati??nte D., leeftijd onbekend. Laparotomie op 22-9-'38 wegensuterus myomatosus. Laatste menstruatie waarschijnlijk 5-9-'38.Duur van de cyclus onbekend. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte1 corpus luteum van 2,2 gr., vermoedelijk 3 dag en oud, waarvan dereactie overeenkwam met die van 24 7 progesteron, of 11 7 per gram.



??? Pati??nte P., 42 jaar. Laparotomie op 8-7-'38 voor multipele myo-men. Laatste menstruatie op 25-6-'38. Duur van de cyclus 24 dagen.Een der ge??xtirpeerde ovaria bevatte 1 corpus luteum van 1,1 gr.,vermoedelijk 2 dagen oud. Bij een cyclus van 28 dagen, zou dit c. 1.ongeveer 4 dagen oud geweest zijn. De reactie hiervan kwam over-een met die van 20 y progesteron of 18 y per gram. Pati??nte Z., leeftijd 45 jaar. Ovarectomie wegens uterus myoma-tosus, op de 19de dag van de cyclus. Duur van de cyclus onbekend.Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte 1 corpus luteum van 2,6 gr., ver-moedelijk 5 dagen oud, waarvan de reactie overeenkwam met die van38 y progesteron, of 15 y per gram. 9. Pati??nte U. U., 44 jaar. Laparotomie op 17-l-'38 wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 26-12-'37. Duur van de cyclusonbekend. Het rechter ovarium bevatte 1 corpus luteum van 0.67 gr.,vermoedelijk 8 dagen oud, waarvan de reactie overeenkwam metdie

van 8 y progesteron of 12 y per gram. 10. Pati??nte P., 37 jaar. Laparotomie op 23-5-'38 wegens epithehomacervicis. Laatste menstruatie l-5-'38. Duur van de cyclus 28 dagen.Een der ge??xtirpeerde ovaria bevatte 1 corpus luteum van 1,6 gr.,vermoedelijk 8 dagen oud, waarvan de reactie overeenkwam metdie van 24 y progesteron of 15 y per gram. 11. Pati??nte L., 41 jaar. Laparotomie op 21-7-'38 wegens uterus myoma-tosus. Laatste menstruatie van 28-6-'38 tot 12-7-'38. Duur van decyclus onbekend. Een der ge??xtirpeerde ovaria bevatte 1 corpusluteum van 0,9 gr., vermoedelijk 9 dagen oud, waarvan de reactieovereenkwam met die van 18 y progesteron, of 20 y per gram. 12. Pati??nte B., 40 jaar. Laparotomie op 15-11*38 wegens uterus174



??? Kiyomatosus. Laatste menstruatie 20-10-'38. Duur van de cyclusonbekend. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte 1 corpus luteum van1.5 gr., vermoedelijk 12 dagen oud, waarvan de reactie overeenkwammet die van 30 y progesteron of 20 y per gram. 13. Pati??nte S., 48 jaar. Laparotomie op 31-3-'38, wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 4-3-'38. Duur van de cyclus on-bekend. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte 1 corpus luteum van2 gr., vermoedelijk 13 dagen oud, waarmede geen reactie verkregenwerd. 14. Pati??nte H. K., 38 jaar. Ovarectomie op 17-2-'38. Laatste menstru-atie 17-2-'38. Duur van de cyclus onbekend. Linker ovarium be-vatte 1 corpus luteum van 1,3 gr., vermoedelijk 14 dagen oud,waarvan de reactie overeenkwam met die van 13 y progesteron of10 y per gram. 15. Pati??nte I. W., 46 jaar. Laparotomie op 2-4-'38 wegens teercyste.Laatste menstruatie op 9-3-'38. Duur van de cyclus 3â€”4 weken.Het cysteuse ovarium bevatte 1

corpus luteum van 1,4 gr., vermoe-delijk 12 dagen oud. Bij een cyclus van 28 dagen zou dit c. 1.ongeveer 14 dagen oud geweest zijn. De reactie kwam overeen metdie van 16 y progesteron, of 11 y per gram. 16. Pati??nte v. L., leeftijd onbekend. Laparotomie op 21-10-'38 wegensuterus myomatosus. Laatste menstruatie waarschijnlijk op 7-10-'38.Duur van de cyclus onbekend. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte1 corpus luteum van 1,8 gr. vermoedelijk 14 dagen oud, waarvan dereactie overeenkwam met die van 14 7 progesteron of 8 y per gram. 17. Pati??nte M., 39 jaar. Laparotomie op 2-4-'38 wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie 12-3-'38. Duur van de cyclus 3weken. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte 1 corpus luteum van



??? 0,85 gr., vermoedelijk 11 dagen oud. Bij een cyclus van 28 dagen,zou dit c. 1. ongeveer 15 dagen oud geweest zijn. De reactie hiervankwam overeen met die van 5 y progesteron, oi 6 y per gram. 18. Pati??nte V. R., 50 jaar. Laparotomie op 8-10-'38 wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie van 8-22 Sept. '38 (profusebloeding). Duur van de cyclus onbekend. Het ge??xtirpeerde ova-rium bevatte 1 corpus luteum van 2,4 gr., hoogstens 16 dagen oud,waarvan de reactie overeenkwam met die van 24 y progesteron, of10 y per gram. 19. Pati??nte H. W., 45 jaar. Ovarectomie op 17-ll-'38. Laatstemenstruatie 19-9-'38. Duur van de cyclus 28 dagen. Het ge??xtirpeer-de ovarium bevatte 1 corpus luteum van 1,3 gr., vermoedelijk 16dagen oud, waarvan de reactie overeenkwam met die van 21 yprogesteron, of 16 7 per gram. 20. Pati??nte A., 30 jaar. Laparotomie op 14-5-'38 wegens vergroeiingals gevolg eener oude adnexitis. Laatste menstruatie 8-5-'38.

Duurvan de cyclus onbekend. Een der ge??xtirpeerde ovaria bevatte 1corpus luteum van 0,1 gr., vermoedelijk 20 dagen oud, waarmeegeen reactie verkregen werd. 21. Pati??nte M. L., 45 jaar. Laparotomie op 20-10-'38, wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie op 14-10-'38. Duur van de cyclusonbekend. Het ge??xtirpeerde ovarium bevatte 1 corpus luteum van0,7 gr., vermoedelijk 20 dagen oud, waarmee geen reactie verkregenwerd. 22. Pati??nte Z., leeftijd onbekend. Laparotomie op 14-1-'38, wegensuterus myomatosus. Laatste menstruatie 5-1-'38. Duur van de cyclusonbekend. Het rechter ovarium bevatte 1 oud corpus luteum van



??? 0.45 gr., vermoedelijk 23 dagen oud, waarmee geen reactie verkregenwerd. 23. Pati??nte K., 39 jaar. Hysterectomie op 14-5-'38. Laatste menstruatie5-5-'38. Duur van de cyclus 21 dagen. Het rechter ovarium bevatte1 corpus luteum van 0,05 gr., vermoedelijk 20 dagen oud. Bij eencyclus van 28 dagen zou dit c. 1. ongeveer 24 dagen oud geweestzijn. Hiermee werd geen reactie verkregen. 24. Pati??nte P., 31 jaar. Ovarectomie op 8-8-'38. Laatste menstruatie29-7.'38. Duur van de cyclus 28 dagen. Het eene ge??xtirpeerdeovarium bevatte 1 corpus luteum van 0,3 gr. vermoedelijk 52 dagenoud, waarmee geen reactie werd verkregen. Het andere ovarium be-vatte 1 corpus luteum van 0,6 gr., vermoedelijk 24 dagen oud, waar-van de reactie overeenkwam met die van 3 y progesteron, of 5 7per aram. 25. Pati??nte B. H. B., 47 jaar. Laparotomie op 22-2-38, wegens uterusmyomatosus. Laatste menstruatie ll-2-'38. Duur van de cyclus 28dagen. Het linker ovarium

bevatte 1 corpus luteum van 0,15 gr., ver-moedelijk 25 dagen oud, waarmee geen reactie verkregen werd. Hetrechter ovarium bevatte 1 corpus candicans van 0,2 gr., vermoedelijk53 dagen oud, waarmee eveneens geen reactie verkregen werd. Zie no. 1 het tweede corpus luteum. 27. Zie no. 24 het eerste corpus luteum. 28. Zie no. 25 het tweede corpus luteum. Rangschikt men deze corpora lutea volgens hun. tot een cyclusvan 28 dagen herleide leeftijd, dan ontstaat de volgende tabel:



??? No. Gewichtin gr. Leeftijdin dagen De reactie vande geheele klierkwam overeenmet die van .... yprogesteron De reactie vanvan 1 gr. weefselkwam overeenmet die van .... yprogesteron 1 2,2 1 16 7 2 2,1 1 â€? 10 5 3 1,25 1 8 6 4 2,1 1 28 13 5 0,65 3 5 8 6 2,2 3 24 11 7 1,1 2 (4)1) 20 18 8 2,6 5 38 15 9 0,67 8 8 12 10 1,6 8 24 15 11 0,9 9 18 20 12 1,5 12 30 20 13 2 13 0 0 14 1,3 14 13 10 15 1,4 12 (14) 16 11 16 1,8 14 14 8 17 0,85 11 (15) 5 6 18 2,4 16 24 10 19 1,3 16 21 16 20 0,1 20 0 0 21 0,7 20 0 0 22 0,45 23 0 0 23 0,05 20 (24) 0 0 24 0,6 24 3 5 25 0,2 25 0 0 26 0,25 28 0 0 27 0,3 52 0 0 28 0,15 53 0 0 Op grond van de bovenstaande gegevens kan worden nagegaan: a)nbsp;Het verband tusschen leeftijd en gewicht. b)nbsp;Het verband tusschen leeftijd en gehalte aan progesteron-achtig hormoon. 1nbsp; De tusschen haakjes geplaatste getallen geven de leeftijd weer na her-leiding van de cyclus tot een van 28 dagen.



??? Ad a) Het verband tusschen leeftijd en gewicht van mensche-hjke corpora lutea is nog nimmer nagegaan. Daarentegen heeftCorner c.s. (1936) dit verband onderzocht bij corpora lutea vande Rhesus-aap. Hij vond een snelle grootte-toename tusschen deeerste en zesde dag na de (vermoedelijke) ovulatie en vervolgenseen, met de degeneratie gepaard gaande, geleidelijke afname ingrootte, tot negen weken na de ovulatie. Dat voor menschelijkecorpora lutea een soortgelijk verband bestaat, moge uit fig. 100blijken. Op grond van hun lage hormoon-gehalte is het niet uitgesloten,dat 2 abnormaal kleine corpora lutea van resp. 3 en 8 dagen oud,als functioneel onvolwaardig beschouwd moeten worden, vooralook omdat de pati??nten waarvan zij afkomstig zijn resp. 42 en 44jaar oud, dus waarschijnlijk chmacterisch waren. Hierdoor kan deonderste begrenzing in de figuur een weinig naar boven verplaatstworden, zoodat het gepuncteerde traject ontstaat. Uit de figuur

blijkt, dat de corpora rubra en -lutea vlak na deovulatie reeds tamelijk groot zijn en de rijpe corpora lutea hen ingrootte slechts weinig overtreffen. Tegen het einde der corpusluteum-phase neemt de grootte af. Tijdens de eerstvolgende men-struatie worden de corpora lutea steeds kleiner en tegen het eindevan de volgende cyclus is het laagste gewicht ongeveer bereikt. Ad b) Het verband tusschen leeftijd en gehalte aan progeste-ron-achtig hormoon van menschelijke corpora lutea is nog nimmeronderzocht. Op grond van de in tabel XX vermelde gegevens kandit verband als volgt weergegeven worden (zie fig. 101). In deze figuur zijn met kruisjes de gevonden gehalten aan pro-gesteron-achtig hormoon per gram, uitgedrukt in y y progesteron,



??? Fig. 101. Deze grafiek vertoonthet verband tusschen a) het ge-halte aan progesteron-achtig hor-moon van een aantal menschelijkecorpora lutea. uitgedrukt in yyprogesteron en, b) de pregnaan-diol-uitscheiding volgens Venningen Browne, op overeenkomstigedagen van de cyclus. in verband met de leeftijden der onderzochte corpora lutea weer-gegeven. De bovendien voorhanden pyramide-vormige gepuncteerdefiguur representeert de gemiddelde, door Venning en Browne in1936 bij 9 vrouwen gevonden pregnaandiol-uitscheiding, welke erom de volgende reden aan is toegevoegd. Zooals reeds op blz. 160 werd opgemerkt, kan de secretorischeactiviteit van het corpus luteum beoordeeld worden naar de preg-naandiol-uitscheiding in de urine. Om het verband te leeren ken-nen tusschen secretorische activiteit en hormoon-gehalte van hetcorpus luteum is het dus noodig, de pregnaandiol-uitscheiding opverschillende dagen van de cyclus te vergelijken met

het hormoon-gehalte van corpora lutea, welke op overeenkomstige dagen ver-wijderd werden. De uitscheidingskromme voor pregnaandiol werd geconstrueerdaan de hand van de door Venning en Browne verkregen waardenbij een 9-tal normale vrouwen. Voor iedere vrouw werden dezewaarden herleid tot een standaard-cyclus van 28 dagen en ver-volgens werd de gemiddelde dagelijksche uitscheiding bepaald.Zoo ontstond de grafische voorstelling van fig. 101 waaruit blijkt,dat de pregnaandiol-uitscheiding, als weerspiegeling der secreto-rische activiteit van het corpus luteum, vanaf de ovulatie lineairtoeneemt tot de zevende levensdag van het corpus luteum. Daarnadaalt de uitscheiding, eerst geleidelijk, vervolgens sneller, en isop de eerste dag der volgende menstruatie geheel be??indigd. Wat nu de kruisjes betreft, welke het hormoon-gehalte deronderzochte corpora lutea weergeven, deze blijken in een z??ne teliggen, welke ongeveer gelijkvormig is aan de

besproken uitschei-dingskromme. Gedurende de eerste 7 dagen, na de ovulatie, dustijdens de groei van het c.L, blijkt er een duidelijke paralleliteit tebestaan tusschen secretorische activiteit en gehalte aan progeste--ron-achtig hormoon. Gedurende de volgende 7 dagen, dus tijdens



??? de degeneratie van het c.l. blijkt de secretorische activiteit snelleraf te nemen dan het hormoon-gehalte. Dit verschijnsel berust ongetwijfeld op de omstandigheid, dattijdens de verminderde hormoon-productie, de corpora lutea nogeenige tijd hun normale voorraad vasthouden, totdat de weefsel-degeneratie zoover voortschrijdt, dat ook het hormoon verdwijnt.Men krijgt de indruk, dat de daling in het hormoon-gehalte onge-veer 4 dagen later inzet, dan de daling der hormoon-productie.(Zie de vier dagen naar rechts verschoven stippellijn.) De gevonden hormoon-gehalten bieden gelegenheid nader in tegaan op de vraag of het in de legbuistest werkzame bestanddeelder onderzochte corpora lutea identiek is met progesteron, resp.lioofdzakelijk uit progesteron bestaat, of voor het grootste gedeelteop rekening van andere stero??den gesteld moet worden. In hetlaatste geval zouden de gevonden reacties dan de som zijn van dereactie op progesteron plus die op de

overige werkzame componen-ten. Dan zou de legbuistest over het algemeen hoogere waardenmoeten opleveren dan overeenkomt met de, in de corpora lutea aan-wezige, hoeveelheid progesteron. In werkelijkheid werden met de legbuistest per gram weefsel vanrijpe menschelijke corpora lutea reacties verkregen, overeenkomendmet die van 10â€”20 y progesteron. Clauberg (1932) verkreeg met zijn konijnentest een juist posi-tieve reactie met het extract uit 55 gr. menschelijk corpus luteum-quot;weefsel, hetgeen neerkomt op een progesteron-gehalte van 12â€”16 yper gram. Hieruit blijkt, dat de, met de beide methoden gevonden,hormoon-gehalten van resp. 10â€”20 of 12â€”16 y, van dezelfdegrootte-orde zijn. Het is dus zeer waarschijnlijk dat de met de legbuistest verkregenProgesteron-achtige groeikrommen uitsluitend aan progesteron toe--geschreven moeten worden. Speciale vermelding verdienen nog de volgende 2 gevallen : 1. Pati??nte A. N., 25 jaar.

Amenorrhoe sedert 6 maanden. Corpusluteum persistens. Laparotomie. Het rechter ovarium bleek een grooteorpus-luteum te bevatten. Het woog 2,2 gr. en was vermoedelijk



??? wegens persisentie, ruim 160 dagen oud. De reactie van het klier-extract kwam overeen met die van 80 y progesteron, of 36 y per gram. Vergelijkt men deze bevindingen met hetgeen hierboven voornormale corpora lutea vastgesteld kon worden, dan blijkt, dat hetgewicht van het 160 dagen oude persisteerende corpus luteum over-eenkomt met dat van het rijpe, ongeveer 8 dagen oude, normalecorpus luteum. De hormoon-concentratie van het persisteerendecorpus luteum is echter bijna 2 maal zoo groot als de hoogstewaarde, die bij rijpe, normale corpora lutea gevonden werd! Hetzou interessant zijn geweest, indien bij deze pati??nte ook de preg-naandiol-uitscheiding onderzocht had kunnen worden. Misschienzou dan blijken, dat in dit geval het verdubbelde gehalte aan pro-gesteron-achtig hormoon gepaard ging met een verdubbelde preg-naandiol-uitscheiding. 2. Pati??nte P., 31 jaar. Gravida. Laatste menstruatie waarschijnlijk10-ll-'37. Laparotomie op

13-2-'38 wegens ovarium-cystoom. Hetrechter ovarium werd verwijderd en bevatte behalve het cystoomeen corpus luteum graviditatis. Het linker ovarium bevatte geencorpus luteum. Het zwangerschaps-corpus luteum woog 1,3 gr. enwas vermoedelijk 70 dagen oud. De reactie ervan kwam overeenmet die van 42 y progesteron of 33 y per gram. Vergelijkt men het hier gevonden hormoon-gehalte met dat vanrijpe corpora lutea menstruationis dan blijkt, dat het 70 dagen oudecorpus luteum graviditatis weliswaar kleiner is, doch een bijna tweemaal hooger hormoon-gehalte bezit. Hieruit mag misschien de ge-volgtrekking gemaakt worden, dat ook de secretorische activiteitvan het zwangerschaps-corpus luteum in de 3e maand der gravidi-teit twee maal hooger is, dan die van het rijpe corpus luteummenstruationis. Dit zou in overeenstemming zijn met de bevindingvan Venning en Browne, dat de pregnaandiol-uitscheidingin de 3e zwangerschapsmaand ongeveer twee

maal hooger is, dande hoogste waarde, welke in de corpus luteum-phase van normaalmenstrueerende vrouwen gevonden wordt, en tevens met de vanklinische zijde gehuldigde opvatting, dat de placenta pas in hetbegin van de 4e zwangerschapsmaand als progesteron-producente



??? begint op te treden, om geleidelijk de functie van het corpus luteumgraviditatis over te nemen. Vergelijkt men echter het hormoon-gehalte van het corpusluteum graviditatis met dat van het zoojuist besproken persis-teerende corpus luteum, dan blijkt een bijna volkomen overeen-stemming te bestaan. Misschien mag men op grond hiervan desecretorische activiteit van het persisteerende corpus luteum gelijk-stellen met die van het corpus luteum graviditatis. Tenslotte dient nog opgemerkt te worden, dat met de extractenvan eenige corpora lutea groeikrommen werden verkregen die, zoo-wel ten aanzien van de latentietijd als in de duur der periode vanlineaire groei, sterk afwijken van de voor progesteron en allo-preg- Fig. 102. Groeikromme, verkregenmet het lipo??d-extract uit eenraenschelijk corpus luteum. Devorm wijkt at van het progeste-ron-type, nanolon geldende krommen (zie fig. 102). (Van deze corpora luteawas het dus niet mogelijk het gehalte aan

progesteron-achtig hor-moon te bepalen). Dit wijst er op, dat het corpus luteum naastprogesteron andere pregnaan-achtige stero??den kan produceeren.Wellicht is het mogelijk met behulp van de legbuistest tot identifi-catie dezer stero??den te komen. Samenvattend kan gezegd worden, dat de legbuistest een ge-schikte methode is voor de aantooning van de hoeveelheid proges-teron-achtig hormoon in een enkel corpus luteum. De methode isniet alleen honderd maal gevoehger dan de tot dusver gebruikelijkekonijnentest, doch duurt bovendien slechts 5 uren, terwijl deproefdieren niet gedood behoeven te worden. In het meerendeel der gevallen bleken de lipo??d-extracten vancorpora lutea groeikrommen van het progesteron-type te geven.Tevens kon waarschijnlijk gemaakt worden, dat het in de legbuis



??? werkzame progesteron-achtige hormoon uit corpora lutea overeen-komt met progesteron. Op grond van een groot aantal hormoon-bepahngen, verricht bijcorpora rubra en lutea van dierlijke en menschelijke oorsprong, konhet volgende resultaat vastgesteld worden: De zoojuist gebarsten follikel bevat een aantoonbare hoeveelheidprogesteron-achtig hormoon. Ook in kleine, niet rijpe corpora lutea komt het voor. Het gehalte aan progesteron-achtig hormoon van menschelijkecorpora lutea houdt verband met hun secretorische activiteit, be-oordeeld naar de uitscheidingskromme voor pregnaandiol, welkeontleend werden aan de onderzoekingen van Venning enBrowne. De stijging van het hormoon-gehalte der corpora lutea gaat ge-paard met een verhoogde pregnaandiol-uitscheiding; daarentegentreedt de daling in het hormoon-gehalte der c. 1. ongeveer 4 dagenlater op, dan de daling in de pregnaandiol-uitscheiding. In een 160 dagen oud persisteerend corpus

luteum en eenzwangerschaps-corpus luteum van 70 dagen oud werd een opvallendhoog gehalte aan progesteron-achtig hormoon gevonden. In enkele gevallen leverde het extract van een corpus luteumgroeikrommen op, welke niet tot het progesteron-type behooren. Indeze gevallen treedt een (waarschijnlijk pregnaan-achtig bestand-deel) als storende component op. Bij pogingen tot identificatie dezeronbekende substantie(s) zou de legbuistest wellicht goede dienstenkunnen bewijzen.



??? HOOFDSTUK XX. BIJDRAGE TOT DE ENDOCRINOLOGIE VAN DEPLACENTA. Dat de placenta beschouwd dient te worden als een kher metinwendige secretie kan niet op de gebruikelijke wijze, namelijk doorwegneming van het orgaan en bestudeering der uitvalsverschijselen,bewezen worden. Op grond van khnische en physiologische waar-nemingen lag het vermoeden, dat de placenta hormonen afscheidt,echter zeer voor de hand (H a 1 b a n, 1905). De vermeerderde uitscheiding van gonadotroop hormoon in deurine, de sterke groei van de gravide uterus welke, zooals bekendis, onder invloed van het follikelhormoon paats vindt, benevens devoortdurende en welhcht stijgende progesteron-behoefte ter in-standhouding der graviditeit, deden de vraag naar de locahsatiedezer verhoogde hormoon-productie opkomen. Omdat het ovariumtijdens zwangerschap geen ingrijpende wijzingingen ondergaat,welke op een verhoogde hormoon-productie zouden

kunnen wijzen,lag het voor de hand de placenta, die reeds in zoovele behoeften vanhet embryo voorziet, ook hiervoor aansprakelijk te stellen. Toen het inderdaad gelukte uit placenta-weefsel extracten methypophysevoorkwab-, folliculine- en progesteron-achtige werkingente bereiden, heeft men nog eenige tijd gemeend, dat de plancentade betreffende hormonen niet zelf produceerde, doch tot stapel-plaats der elders afgescheiden stoffen diende. Op grond van devolgende proeven is echter komen vast te staan, dat de placentawerkelijk zelf als hormoonproducente optreedt: 1) Uit proeven van Gey c.s. (1938) is gebleken, dat in een cul-tuur van placenta-weefsel gonadotroop hormoon wordt ge-vormd.



??? 2)nbsp;Dubbelzijdige ovarectomie tijdens zwangerschap heeft op hetfollicuhne-gehalte der placenta geen invloed. 3)nbsp;Uit een onderzoek van J o n e s en W e i 1 (1938) blijkt, datna wegneming van het corpus luteum graviditatis, de preg-naandiol-uitscheiding blijft bestaan. Behalve de genoemde hormonen schijnt de placenta ook kam-groeistoffen te produceeren. Op blz. 135 werd reeds medegedeeld, dat het waterige extractuit placenta-poeder een positieve legbuisreactie kan geven. In ver-band met het voorkomen van follikelhormoon, progesteron en man-nelijk hormoon in de placenta, zou de reactie het gevolg kunnenzijn van een of meer dezer hormonen. Uit het volgende zal blijkenaan welk bestanddeel de in de legbuistest verkregen reacties zijntoe te schrijven. 190 gr. cliorionpoeder1), afkomstig van een aantal plancentae, van uit-sluitend mannelijke vruchten, werd met aether ge??xtraheerd. Na filtratie werdhet aetherdeel ingedampt, het residu in

propyleen-glycol opgenomen en metwater verdund zoodat 1 ccm = extract van 2 gr. poeder. Met 0,5, 0,8, 1,0, 1,5 en 3,0 ccm van dit extract werden de infig. 103 weergegeven groeikrommen verkregen. 1nbsp; Dit preparaat werd bereid door Dr. J. B 1 o m b e r g, die tevens voor hetverzamelen der bij mannelijke vruchten behoorende placentae heeft laten zorg-dragen.



??? Het blijkt, dat de groeikrommen van het progesteron-type zijn(vgl. bl. 76). De aanwezigheid van oestrogeen en androgeen hor-moon blijkt dus niet storend te werken. Construeert men op gronddezer groeikrommen de concentratie-kromme (zie fig. 104), dan Fig. 104. Concentratiekromme.verkregen met een lipo??d-extractuit placentapoeder. blijkt ook deze volkomen overeen te stemmen met de ijkingskrommevoor progesteron, hetgeen belangwekkend is in verband met hetvolgende. Extracten, welke corpus luteum-hormoon bevatten, gedragen zichin chemisch opzicht niet altijd volkomen gelijk aan oplossingen vanhet chemisch zuivere progesteron, (Hohlweg. 1939). De eerstezijn gevoelig voor alcah??n, de tweede gedragen zich hiertegenovertamelijk indifferent. Hierdoor is de vraag gerezen, of het progesteronwel identiek is met het progesteron-achtige bestanddeel uit corpusluteum-hormoon bevattende extracten. Mocht het gelukken proges-teron uit de placenta

te bereiden, dan zou dit nog niets behoevente bewijzen, want het zou kunnen zijn, dat tijdens de chemischeprocedure structuurveranderingen in het molecuul van het eigenlijkeprogesteron-achtige placenta-hormoon optreden, waardoor de twijfelof dit hormoon identiek is met progesteron blijft bestaan. Omdat gebleken is, dat de tot dusver onderzochte stero??den zichin de legbuistest alle min of meer verschillend gedragen, mag menmet eenig recht verwachten, dat een eventueel verschil in chemischestructuur tusschen het eigenlijke corpus luteum-hormoon en proges-teron ook in de legbuistest tot uiting komt. Het feit echter, dat ereen volkomen overeenstemming tusschen de groei- en concentratie-krommen der beide substanties gevonden werd, zou als aanwijzingvoor de identiteit van het progesteron-achtige placenta-hormoonbeschouwd kunnen worden. Uit fig. 104 blijkt tevens, dat de met 1,1 ccm placenta-extract ver-kregen reactie overeenkomt met de werking

van 10 progesteron.De reactie van 1,1 ccm extract, of 2,2 gr. gedroogd chorionpoeder, /



??? kwam dus overeen met die van 10 y progesteron, of y per gramweefsel. Rekent men dat een placenta gemiddeld 500 gr. weegt envoor 80 % uit water bestaat, dan blijkt dat een placenta die bijeen mannelijke vrucht behoort een reactie geeft, overeenkomendeme die van ongeveer 450 y progesteron. Met betrekking tot de vraag, of de geslachtsbepaling van hetembryo in verband staat met het intrauterine hormonale milieu leekhet interessant na te gaan, of het gehalte aan progesteron-achtighormoon van de placenta vari??ert al naar gelang deze bij eenmannelijk of een vrouwelijke vrucht behoorde. Om dit na te gaanwerd het hormoon-gehalte bepaald van placentae van vrouwelijkevruchten. Op geheel overeenkomstige wijze als voor jongens-placentaegeschiedde, werd uit placentae van vrouwelijke vruchten eenlipo??dextract bereid. De reactie van een uit 500 gr. plancentaafkomstig extract kwam overeen met die van 460 y

progesteron.Hieruit blijkt, dat de gemiddelde reactie van 1 gram der onder-zochte placentae ongeveer overeenkomt met die van 1 y progeste-ron, onverschillig of de placenta van een mannelijke of een vrou-welijke vrucht afkomstig was. Ook het hpo??d-extract uit een versche placenta gaf een even groote reactie : Een 425 gr. wegende versche placenta van een vrouwelijke vrucht werd metrivierzand fijngewreven en in een 6-voudige hoeveelheid Na2S04 sicc. opge-nomen. Het zoo ontstane droge poeder werd met aether ge??xtraheerd. Dereactie van dit extract kwam overeen met die van 440 y progesteron, ot onge-veer 1 y per gram. Vergelijkt men de met de legbuistest gevonden gehalten aanprogesteron-achtig hormoon met de in de literatuur opgegevenprogesteron-gehalten, dan blijkt het volgende. Het gelukte Allen en Corner, Clauberg, Fels aanvankelijk nietin het lipo??d-extract van ?Š?Šn placenta progesteron aan te toonen.Dit is

begrijpelijk omdat de hoeveelheid progesteron in ?Š?Šn pla-centa minder dan 1 K.E. volgens Corner bedraagt, terwijl het inde extracten tevens aanwezige follikelhormoon het progesteron-effect bovendien nog onderdrukt. Pas met follicuhne-vrije placenta-extracten gelukte het later een juist positieve reactie in de konijnen-



??? test volgens Clauberg te verkrijgen. In het algemeen blijkt het pro-gesteron-gehalte eener placenta dus maar juist voldoende te zijnvoor een positieve uitslag in de Clauberg-test, die met 600â€”800 yprogesteron de volle reactie geeft. De met de legbuistest verkregenreacdes, overeenkomend met die van ongeveer 450 y progesteronper placenta, zouden dus de doorsnee-waarden van het progesteron-gehalte van placentae kunnen voorstellen. Tenslotte zij nog het hormoon-gehalte vermeld van de 480 gr.wegende voldragen placenta eener pati??nte, bij wie in de 3e zwan-gerschapsmaand het corpus luteum graviditatis werd weggenomen(zie pat. No. 2 op bl. 182). Vanaf de operatie tot de 6e zwanger-schapsmaand werd bij wijze van substitutie-therapie progesteronge??njiceerd. Daarna niet meer. Indien de placenta uitsluitend totstapelplaats diende van het door het corpus luteum graviditatis ge-produceerde progesteron, zou dit depot gedurende

de laatste 3zwangerschapsmaanden zoo niet geheel, dan toch grootendeels uit-geput moeten zijn. Deze placenta zou dan geen, of abnormaalweinig progesteron moeten bevatten. Het extract dezer placenta werd op dezelfde wijze als de vooraf-gaande bewerkt en bleek een reactie te geven, welke overeen kwammet die van 640 y progesteron, of 1,3 / per gram. Dit hormoon-gehahe ligt boven de gevonden gemiddelde waarde van 1 y pergram en ondersteunt derhalve de opvatting, dat de placenta zelfprogesteron-achtig hormoon produceert. De vraag, of dierlijke plancentae progesteron bevatten, resp. pro-duceeren, is nog onvoldoende onderzocht. Met de placenta van eenvarken werd het volgende gevonden : 1 placenta, behoorend bij ?Š?Šn der 8 foeten, woog 203 gr. De reactie hiervan kwam overeen met die van 20 y progesteron, of 0,1 y per gram weefsel. Blijkbaar bevat de placenta van het varken progesteron-achtighormoon, doch in een zoo

geringe hoeveelheid, dat betwijfeld kanworden of dit orgaan als producent van het hormoon in aanmerkingkomt, dan wel tot stapelplaats dient. Het verschil in hormoon-gehalte zou misschien terug te voerenzijn op de omstandigheid, dat bij de mensch een haemochorialeplacenta voorkomt, bij de zeug daarentegen een epithehochoriale.



??? Het zou interessant zijn het hormoon-gehalte der placenta door degeheele dierenreeks te onderzoeken, dus ook dat van de syndes-mochoriale en endotheliochoriale placenta, alsmede de placenta-achtige organen, die bij sommige koudbloedige dieren gevondenworden. Samenvattend kan dus gezegd worden, dat van alle soorten hor-moon, welke de placenta produceert, alleen de reactie van de pro-gesteron-achtige component in de legbuistest tot uiting komt, wan-neer van het lipo??d-extract gebruik wordt gemaakt. Omdat met een dergelijk placenta-extract een concentratie-kromme geconstrueerd kan worden, welke volkomen samenvalt metde ijkingskromme voor progesteron, is het waarschijnlijk, dat hetdoor de plancenta geproduceerde en met de legbuistest aangetoondeprogesteron-achtige hormoon identiek is met progesteron. Placentae van mannelijke vruchten bevatten gemiddeld evenveelprogesteron-achtig

hormoon als die van vrouwelijke. Als gemiddeld hormoon-gehalte werd gevonden een hoeveelheidwaarvan de reactie overeenkomt met die van 1 y progesteron pergram weefsel, of ongeveer 450 y per placenta. (De voldragen placenta, afkomstig van een vrouw bij wie hetcorpus luteum graviditatis in de 3e zwangerschapsmaand was weg-genomen, bleek een eenigszins verhoogd gehalte aan progesteron-achtig hormoon te beziten. De placenta dient dus niet als stapel-plaats van elders afgescheiden corpus luteum-hormoon, doch pro-duceert dit hormoon zelf. In een varkensplacenta werd slechts zeer weinig progesteron-achtig hormoon gevonden, hetgeen wellicht toe te schrijven is aande omstandigheid, dat de zeug geen haemochoriale doch een epi-theliochoriale placenta bezit.



??? HOOFDSTUK XXI. bijdrage tot de endocrinologievan de mensch. Â§ 1, EEN NIEUW HORMOON (-DERIVAAT). In urine van vrouwen heeft men zoowel oestrogene, progesteron-achtige als mannelijk werkende stoffen gevonden. Het is zeer waar-schijnlijk, dat er in urine nog tal van stero??den voorkomen, welkebij warmbloedige dieren onwerkzaam zijn, of waarvan de werkzaam-heid pas duidelijk wordt, wanneer zij bevrijd van werkzame neven-bestanddeelen toegediend worden. In hoofdstuk II is herhaalde malen sprake geweest van een werk-zaam bestanddeel uit urine. In het volgende zal aan de hand vande legbuistest nagegaan worden van welke aard deze stof vermoe-delijk is. Groeikrommen, verkregen met urine. Met concentraties van Yi, 1, 2, 3 en 5 ccm urine van eenniet-zwangere vrouw, werden de volgende groeikrommen verkre-gen (zie fig. 105).



??? De kenmerken dezer groeikrommen zijn : Latentietijd: uur.De groei eindigt na 14 uren. Concentratiekromme, verkregen met urine. DelS;tlÂ?omme (fig. 106) is gebaseerd op de in fig. 105 weer-gegev?ŠnToeikrommen en representeert de legbuisgroei bi, deonderzochte concentraties na 12 uren. Fig. 106. Concentratiekromme,verkregen 12 uren na toediening^ van urine eener niet-zwangere^nbsp;vrouw. De kenmerken dezer concentratiekromme zijn : Het knikpunt bij 5,1 A.E. Het hierna optredende horizontale verloop. Neemt men voorloopig aan, dat het werkzame bestanddeel uiturine uit niet meer dan ?Š?Šn component bestaat, dan wordt men erop grond van de volgende overwegingen toe gedwongen aan tenLen, dat hier een nieuw, niet eerder waargenomen hormoon (-derivaat) in het spel is. a) Karakteriseering door middel van de groeikromme. In hoofdstuk IV (fig. 25) is er op gewezen, dat de hormonen uitde

pregnaan- en androstaan-reeks, benevens hunne derivaten, vrij-wel' all een latentietijd bezitten van 1-2 uren (De langstelatentietijd bedraagt 2^ uur: pregnenolon.) De latentietijd deroestrogeie hormonen bedraagt daarentegen 5/, uur De nieuweSstantie uit urine bezit ook een latentietijd van uur en zouderhalve overeen kunnen komen met een der reeds bekende Â°^ur::f~-(fig. 79, SO en 81) blijkt echter, dat nochoestl, noch oestriol, noch oestradiol na 12 uren een legb-groekunnen veroorzaken welke meer bedraagt dan 1 A.E., ook al neemt



??? men zeer hooge concentraties, welke nooit in de maximaal gebruiktehoeveelheid urine kunnen voorkomen. De genoemde hormonengeven bovendien reacties, welke 48â€”60 uren duren, terwijl heturine-bestanddeel niet langer dan 14 uren werkt. Op grond vandeze diepgaande verschillen, is het onmogelijk de onbekende sub-stantie uit vrouwen-urine gelijk te stellen met de hierin voorkomen-de hormonen, oestron, oestriol of oestradiol. Figuur 107 illustreerthet verschil tusschen de steilste groeikrommen, welke verkregenkonden worden met progesteron, androsteron, oestron en het nieuwebestanddeel (lute??dine) ten overvloede. Fig. 107. Groeikrommen, verkre-gen met relatief groote hoeveel-heden progesteron, androsteron,lute??dine en oestron. Men letteop dc typische verschillen inlatentietijd en duur van hettraject van lineaire groei. Het met de legbuistest aantoonbare bestanddeel uit urine moetderhalve opgevat worden als een nieuw bestanddeel.

b)nbsp;Karakteriseering door middel van de concentratiekromme.Met geen der in hoofdstuk VIII, IX, X en XI weergegeven groei-krommen is het mogelijk, onder inachtneming van de werkingsduur,een ijkingskromme te verkrijgen, die identiek is met de concentra-tiekromme voor het werkzame bestanddeel uit urine. Ook dit is een belangrijke steun voor de opvatting, dat dewerkzame stof uit urine een nieuw hormoon(-derivaat) voorstelt. c)nbsp;De invloed van koken en uitschudden met aether. Om na te gaan, in hoeverre de legbuisreactie na toediening vanurine uitsluitend toe te schrijven is aan het nieuwe bestanddeel (III)en niet aan het bovendien aanwezige hypophysevoorkwab-achtigehormoon (I) of foUikelhormoon (II), werd een portie zwangeren-urine in de 4 volgende fracties verdeeld: a)nbsp;natieve urine, bevattend:nbsp;I -f II III b)nbsp;gekookte*) urine, bevattend:nbsp;II UI (?) c)nbsp;met aether uitgeschudde1) urine, bevattend: I -)- Hl (?) d)nbsp;met aether uitgeschudde

en gekookte urine, bevattend: III (?) 193 Zie voor *) en **) bladzijde 194 onderaan.



??? De vier fracties werden vervolgens getest (3 ccm per 750 ccmwater) en leverden 12 uren na toediening het volgende resultaat op: a)nbsp;5 A.E. b)nbsp;4,5 A.E. c)nbsp;4,5 A.E. d)nbsp;4,6 A.E. Blijkbaat wordt de werkzaamheid der urine door koken en dooruitschudden met aether slechts weinig be??nvloed. Om te weten hoeveel follikelhormoon door het uitschudden metaether verwijderd was, heeft Prof. Dr. E. Laqueur fractie a) en d)op follikelhormoon-gehalte willen onderzoeken. Na hydrolyse vanhet in gebonden vorm aanwezige folhkelhormoon bleek, dat fractiea) 80 LE.1) en fractie d) nog geen 8 LE. per ccm bevatte, zoo-dat er dus 90 % follikelhormoon was uitgeschud. Bij het testen vanfractie d) mocht een reactie op 3 X 0,8 y = 2,4 y follikelhormoonverwacht worden. Volgens de ijkingskrommen (blz. 118 en 119)voor resp. oestron, oestradiol en oestriol is deze reactie na 12 urenpractisch niet waarneembaar. Er

was dus voldoende follikelhormoonverwijderd om fractie d) als practisch vrij van follikelhormoon temogen beschouwen. Fractie a) bevatte per 3 ccm 24 y follikelhor-moon, waarvan een reactie van ongeveer 0,5 A.E. verwacht mochtworden. d) Over de natuur van het nieuwe bestanddeel. Uit onderzoekingen van L. H. B r e t s c h n e i d e r is gebleken,dat de nieuwe substantie uit urine, evenals de onderzochte stero??den,via de hypophyse-voorkwab werkt en een sterke lute??nisatie van hetovarium bewerkste??igt. Hieruit zou men kunnen afleiden, dat hetbewuste bestanddeel eveneens een stero??d is en geen gonadotroop 1nbsp; 1 I. E. follikelhormoon = 0.1 y.



??? hormoon1). Op grond van het intensieve lute??niseeringsvermogenten aanzien van het bittervoorn-ovarium, wordt voorgesteld de sub-stantie lute??dine te noemen, totdat een, van de chemische constitutierekenschap gevende, naam bepaald kan worden.2) Dat het lute??dine geen gonadotroop hormoon is, blijkt ook uit hetfeit, dat het door koken in sterk zuur of basisch milieu niet aan werk-zaamheid inboet, terwijl gonadotroop hormoon hierdoor vernietigdwordt. Of het lute??dine als moleculair complex gebonden is blijft voor-loopig een open vraag. Bij behandeling met verschillende oplos-middelen, gedraagt de stof zich als een enkelvoudig bestanddeel. Indien het lute??dine inderdaad een nieuw hormoon (-derivaat)voorstelt, is het van belang te onderzoeken, of het zich ook opgrond van zijn uitscheiding door de mensch onderscheidt van deoverige bekende stero??den. Uit didactische overwegingen dientechter eerst nagegaan te worden, of de legbuistest doeltreffend isals

zwangerschapsreactie. Â§ 2. IS DE LEGBUISTEST TE GEBRUIKEN VOOR DEDIAGNOSE VAN ZWANGERSCHAP? 1) Inleiding. Het optreden eener amenorrhoe bij een overigens normale vrouwdoet aan de mogelijke aanwezigheid van een jonge graviditeitdenken. Uit medische gronden is dikwijls spoedig uitsluitsel gewenschtomtrent de oorsprong dezer amenorrhoe. Deze wensch heeft velepogingen in het werk doen stellen om tot een betrouwbare en weinigomslachtige zwangerschapsreactie te komen. Men kan onderscheid maken tusschen physische, chemische enbiologische zwangerschapsreacties. De physische en chemischemethoden zijn tengevolge van onvoldoende documentatie of be- 1nbsp; In 1937 heeft schrijver dezes verondersteld, dat de substantie een gona-dotrope stof zou zijn. Verdere onderzoekingen hebben echter aangetoond, datde gonadotrope werking op indirecte wijze tot stand komt, zoodat de vroegergehuldigde opvatting dient prijsgegeven te

worden. 2nbsp; Dr. Ir. A. Ph. Weber heeft mij erop attent gemaakt, dat de aan-vankelijk gebezigde naam lutidine reeds dient ter aanduiding der dimethyl-pyridinen. Vandaar dat beter het woord lute??dine gebruikt kan worden.



??? trouwbaarheid niet gebruikehjk. Van de biologische methoden heeftde reactie volgens Aschheim en Zondek algemeen inganggevonden. Deze reactie berust op het aantoonen van een verhoogdeconcentratie van gonadotroop hormoon in de urine der gravidevrouw, welk hormoon in de urine van niet-zwangere vrouwen, nietof slechts in zeer geringe hoeveelheden aantoonbaar is. Deproef wordt uitgevoerd met behulp van infantiele muizen, wieraanvankelijk onontwikkelde ovaria op de injectie van zwangeren-urine reageeren met de vorming van bloeduitstortingen in de fol-likels. De reactie vergt â€”31/^ dag. Een positieve reactie volgensAschheim en Zondek wordt bij normale graviditeit gevondenin 98 % der gevallen; een negatieve reactie sluit zwangerschap meteen zekerheid van 99,5 % uit. Een grootere mate van betrouwbaar-heid kan men van een biologische test-methode nauwelijks ver-langen. Hoewel Friedman

in plaats van de infantiele muis het vol-wassen vrouwelijk konijn als testobject heeft ingevoerd, waardooreen positieve reactie reeds na 24 uur kan worden vastgesteld, blijftde behoefte bestaan aan een zwangerschapsreactie, die een nogvluggere en toch betrouwbare beoordeeling van het resultaat toelaat. Zooals reeds eerder is medegedeeld, verscheen in 1934 van dehand van Kanter, Bauer en Klawans een publicatie, getiteldâ€žA new biologie test for hormones in pregnancyquot;, waardoor de ver-wachting werd gewekt, dat men met behulp van het vrouwelijkebittervoorntje als testobject zwangerschap uit de urine zou kunnendiagnostiseeren. K a n t e r c.s. constateerde namelijk dat, na toe-voeging van een weinig zwangeren-urine aan het aquariumwater,van de urine van 31 vrouwen, die een positieve reactie volgensFriedman vertoonde, de urine van 27 vrouwen tevens een op-merkelijke legbuisverlenging tengevolge

had. Op grond hiervan meende K a n t e r c.s. een test gevonden tehebben, waarmede een tijdens zwangerschap in overmaat aanwezigeoestrogene substantie kon worden aangetoond, met behulp waarvaneen eventueel voorhanden zijnde graviditeit kon worden vastgesteld.Verder was hij van meening, dat de legbuistest van groote klinischewaarde zou blijken te zijn, met groote voordeelen boven de reactievolgens Aschheim en Zondek en die volgens Friedman.



??? Inmiddels werd echter in 1933 reeds door Eh rhardten K??hnvastgesteld, dat urine van niet-zwangere vrouwen ook een positievereactie kan geven; zij laten echter de mogelijkheid open, dat eennegatieve reactie zwangerschap welhcht met zekerheid kan uitsluiten.In 1934 vond S z ?? s z, dat urine van mannen ook positieve reactieskan geven; ook hij is van meening, dat een negatieve reactie eenbewijs voor de afwezigheid van zwangerschap kan zijn. Kleiner,Weisman, Mishkind en Barowsky (1935, 1936) con-stateerden, dat een positieve reactie niet alleen door urine van niet-zwangere vrouwen veroorzaakt kan worden, doch ook door urinevan vrouwen, de zich in het post-climacterium bevinden en mannen.Bovendien stelden zij vast, dat zwangeren-urine niet altijd eenpositieve reactie geeft. Kan ter c.s. verklaarde in 1936, dat hij de bittervoorn-test in1934 niet als zwangerschapstest geproclameerd heeft. Terecht wijstKleiner c.s. er in 1937 op, dat in de publicatie van Kan

terverschillende passages voorkomen, waaruit ondubbelzinnig blijkt,dat naar zijn meening de legbuistest ook voor de aantooning vanzwangerschap geschikt zou zijn. Een dezer passages uit de publi-catie van K a n t e r luidt: â€žWe feel... that the test upon thebitterling will prove of value as an aid in diagnosis where ectopicpregnancy ... is suspected.quot; Intra- en extrauterine graviditeit zijnechter op grond eener hormoonanalyse tot nu toe niet te diagnosti-seeren, zoodat de legbuistest, indien deze bij een buitenbaarmoeder-lijke zwangerschap positief is, dit ook bij een intrauterine moet zijn. De meening, dat een negatieve legbuisreactie van khnische be-teekenis zou zijn en de positieve daarentegen niet, werd in 1937wederom versterkt door een onderzoek van Markus. Hij onder-zocht een 100-tal urines van gravide vrouwen en vond in 80 % eenpositieve legbuisreactie. Urine van niet-zwangere vrouwen gaf in96 % der gevallen een negatieve reactie. Volgens Marcus is

dedifferenti??el-diagnostische beteekenis van een negatieve uitslag vande legbuistest van evenveel waarde als een negatieve uitslag derreactie volgens Aschheim en Zondek. Op een vergadering der Gesellschaft f??r Geburtshilfe undGyn?¤kologie te Berlijn (14 Mei 1937) laat Stiasny zich weder-om in zeer positieve richting uit over de beteekenis van het bitter-voorntje voor de aantooning van zwangerschap. Een referaat uit



??? de Dtsch. med. Wchschr., No. 40, bl. 1534, 1937, geeft zijn mede-deeling als volgt weer: â€žNach Hinzuf??gen von Schwangerenurin zum Aquariumwasservon Bitterlingen kommt es zu einer Verl?¤ngerung der Leger??hredieser Fische, welche nach 24â€”48 Stunden so betr?¤chthch ist, dassdaraus Diagnosen gestellt werden k??nnen. Diese Schwangerschafts-reaktion ist also schneller beendet und billiger als das Verfahren von A s c h h e i m und Z o n d e k ... In einem auffallend hohenProzentsatz ist auch bei Extrauteringravidit?¤t die Probe positiv:Auch bei tragenden Stuten, H??ndinnen, Schweinen und Meer-schweinchen konnte durch die Probe eine Schwangerschaft nach-gewiesen werden ...quot; Dat men geneigd is geloof te hechten aan de waarde van de leg-buistest voor de bepaling van zwangerschap blijkt uit de nabespre-king, waarbij G o h r b a n d o.a. opmerkt, dat hij gelooft, ... dassmit dem Verfahren

noch auf viele Fragen, besonders auf erbbiolo-gischem Gebiet, Licht geworfen werden k??nne.quot; Wegens snelheidvan uitvoering en billijkheid acht hij de legbuistest thans reeds beterdan de reactie volgens Aschheim en Zondek. Het is noodig erop te wijzen, dat de hierboven genoemde onder-zoekers de legbuistest op zeer primitieve en niet uniforme wijzeuitgevoerd*) hebben, zoodat het positieve resultaat van de een,door de ander als negatief ge??nterpreteerd kan worden; de door deverschillende onderzoekers opgegeven waarden zijn onderling meest-al niet vergelijkbaar. Uit het bovenstaande blijkt, dat er verschil van meening bestaatomtrent de waarde van de legbuistest als zwangerschapsdiagnosti-cum. Het leek nu van belang volgens een exacte werkwijze na tegaan hoe het met bovengenoemd vraagstuk gesteld is. 2) Vraagstelling. Het onderzoek naar de bruikbaarheid van het vrouwelijke bitter-voorntje voor

de diagnose van zwangerschap valt uiteen in detwee volgende vragen:Zie kritiek op blz. 40.



??? 1.nbsp;Wat zijn de kenmerken der werkzame substantie uit de urine,die de legbuisgroei veroorzaakt? 2.nbsp;Wordt deze substantie tijdens zwangerschap in een zooveelhoogere concentratie dan bij afwezigheid van zwangerschapuitgescheiden, dat op grond hiervan de diagnose kan plaatsvinden? K a n t e r laat de aard van het werkzame bestanddeel in hetmidden en spreekt van â€žsome estrogenic substancequot;. Uit het voor-gaande onderzoek is gebleken, dat de bedoelde stof het lute??dineis, waarvan men niet weet of het bij het zoogdier een oestrogenewerking heeft. De vraag is dus of het lute??dine tijdens zwanger-schap in een hoogere concentratie dan bij afwezigheid van zwanger-schap wordt uitgescheiden. 3) Experimenteel gedeelte. Om deze vraag te kunnen beantwoorden werd de urine van 113pati??nten (68 zwangeren en 45 niet-zwangeren) op lute??dine-gehalte onderzocht. Uit de hierbij verkregen gegevens kan eendefinitieve conclusie omtrent de

juistheid van de bewering vanK a n t e r c.s. getrokken worden. Het onderzochte pati??nten-materiaal valt in de volgende seriesuiteen: Serie I. De reactie volgens Aschheim en Zondek waspositief. De zwangerschap werd door navraag be-vestigd. Serie II. De reactie volgens Aschheim en Zondek wasnegatief. Bij navraag bleek er echter toch een zwanger-schap te bestaan. Serie III. -De reactie volgens Aschheim en Zondek werdniet verricht. Op klinische gronden stond de gravidi-teit echter vast. De navraag bevestigde het aanwezigzijn van zwangerschap. Serie IV. De reactie volgens Aschheim en Zondek wasnegatief. De afwezigheid van zwangerschap werd doornavraag bevestigd.



??? Van serie I (35 pati??nten), serie II (3 pati??nten) en serie III(30 pati??nten), dus totaal 68 pati??nten, stond de aanwezigheideener graviditeit absoluut vast. Van serie IV (42 pati??nten) stond de afwezigheid van gravidi-teit met volkomen zekerheid vast. De volgende opstelling bevat dus 68 zwangere en 42 niet- zwangere pati??nten. De aan de rechter zijde van de volgende opstelhng voorkomendegetallen geven aan, de in A.E. gemeten legbuisgroei, die tengevolgevan het, in 3 ccm urine aanwezige en aan 750 ccm water toegevoeg-de, lute??dine ontstaan is. Zoo noodig werd de urine verdund terverkrijging van binnen de testmarge hggende reactie-grootten.1) Serie I . De reactie volgens Aschheim en Zondek waspositief. De zwangerschap werd door navraag bevestigd. No 1 Pati??nte P 22, 1-para, zwangerschap 3e mnd. Inzending urine 21-4-36 met vraag: graviditeit nog intact? O A.E. Navraag October '36 pati??nte

is bevallen. No 2 Pati??nte P 20, O-para, zwangerschap 2e mnd. Inzending urine 8-5-36 met vraag: graviditeit?nbsp;O A.E. Navraag October '36: de uterus groeide en er volgden andere zwangerschapsverschijnselen.nbsp;^ No 3 Pati??nte Sn 14, 7-para, zwangerschapsmaand?Inzending urine 24-7-36 met vraag: extra uterine gravidi- O A.E.teit? Navraag September '36: Intrauterine graviditeit,duur nog niet te bepalen. No 4 Pati??nte R 17, O-para, zwangerschapsmaand? Inzending urine 24-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;O A.E. Navraag November '36: pati??nte is gravide. 1nbsp; De opgegeven waarden stellen het gemiddelde voor van de reacties van18â€”36 visschen.



??? No 5 Pati??nte A 1258, ?-para, zwangerschapsmaand?Inzending urine 7-7-36 met vraag: graviditeit? Er be- 0,1 A.E.staat fluxus. Navraag October '36: medio Augustus waser een spontane miskraam met nog levend kind. No 6 Pati??nte R 31,nbsp;4-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 10-9-36 met vraag graviditeit?nbsp;0,1 A.E. Navraag November '36: Er was een spontane abortus. No 7 Pati??nte T. J.,nbsp;?-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 7-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;0,8 A.E. Navraag September '36: volgens huisarts nog zwanger. No 8 Pati??nte P 10,nbsp;?-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 2-4-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1 A.E. Navraag October '36: de reactie volgens A. en Z. wasgoed. Er was een abortus provocatus. No 9 Pati??nte A 936,nbsp;?-para, zwangerschapsmaand? Inzending urine Mei 1936 met vraag: is de voorzwangerschap karakteristieke hormoonspiegel normaal? 1 A.E* Navraag October '36: tijdens

de opzending der urineleefde het embryo goed. No 10 Pati??nte P 5,nbsp;O-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 5-3-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,1 A.E. Navraag October '36: levend kind geboren. No 11 Pati??nte A 986, ?-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine Juni 1936 met vraag: graviditeit?nbsp;1,1 A.E. Navraag October '36: normale graviditeit.



??? No 12 Pati??nte P 7,nbsp;O-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 5-3-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,2 A.E. Navraag October '36: levend kind geboren. No 13 Pati??nte Dr. 4,nbsp;2-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 22-6-36 met vraag: graviditeit of meno- 1,2 A.E.pause? Navraag October '36: zwangerschap nog aan-wezig. No 14 Pati??nte R 29,nbsp;O-para, zwangerschap 3de mnd. Inzending urine 24-8-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,4 A.E. Navraag November '36: er bestond graviditeit. No 15 Pati??nte Rl.nbsp;O-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 19-5-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,8 A.E. Navraag November '36: er bestond graviditeit. No 16 Pati??nte R 15,nbsp;?-para, zwangerschap 4de mnd. Inzending urine 13-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,8 A.E. Navraag November '36: er bestond graviditeit. No 17 Pati??nte R 18, multi-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending

urine 18-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,8 A.E. Navraag November '36: graviditeit aanwezig, doch lateris abortus opgetreden. No 18 Pati??nte P 9,nbsp;3-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 5-3-36 met vraag: extrauterine gravidi- 1,9 A.E.teit? Navraag October '36 er bestond graviditeit, lateris abortus opgetreden. No 19 Pati??nte A 970, ?-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine Mei 1936 met vraag: graviditeit?nbsp;1,9 A.E. Navraag October '36: er bestond graviditeit.



??? No 20 Pati??nte P 24nbsp;O-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 22-5-36 met vraag: graviditeit?nbsp;2 A.E. Navraag October '36: er bestond graviditeit. No 21 Pati??nte R 14,nbsp;2-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 6-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;2 A.E. Navraag November 1936: er bestond graviditeit. No 22 Pati??nte T. M. V., ?-para, zwangerschap 3de mnd.Inzending urine 4-9-36 met vraag: graviditeit intact? 2,3 A.E.Navraag October '36: er bestond graviditeit. No 23 Pati??nte P 16,nbsp;O-para, zwangerschap 3de mnd. Inzending urine 11-5-36 met vraag: graviditeit?nbsp;2,7 A.E. Navraag October 1936: graviditeit verloopt normaal. No 24 Pati??nte M. D., O-para, zwangerschap 3de mnd. Inzending urine 22-5-36 met vraag: graviditeit 2,8 A.E.intact? Navraag December '36: op 26-11-36 werd levendmeisje geboren. No 25 Pati??nte Sn 9,nbsp;1-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 28-4-36 met vraag: graviditeit?nbsp;3,1 A.E.

Navraag Juni '36: er bestond graviditeit. No 26 Pati??nte R 5,nbsp;2-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 5-6-36 met vraag: graviditeit intact? 3,4 A.E.Navraag November '36: in de 4e zwangerschapsmaandis abortus opgetreden. No 27 Pati??nte R 13,nbsp;2-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 2-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;3,4 A.E. Navraag November '36: graviditeit verloopt normaal.



??? No 28 Pati??nte A 778, ?'para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine Mei 1936 met vraag: graviditeit?nbsp;4,3 A.E. Navraag October '36: er bestond graviditeit. No 29 Pati??nte A 1335, ?-para, zwangerschapsmaand? Inzending urine 16-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;4,4 A.E. Navraag October '36: zwangerschap aanwezig. No 30 Pati??nte R 7,nbsp;6-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 8-3-36 met vraag: graviditeit?nbsp;4,5 A.E. Navraag September '36: Pati??nte zal op 3-10-'36 waar-schijnlijk a terme zijn. No 31 Pati??nte Sc. 2,nbsp;3-para, zwangerschap 4e mnd. Inzending urine 22-4-36 met vraag: graviditeit? (iets ge-vloeid). Navraag October '36: de graviditeit heeft zichverder normaal ontwikkeld.nbsp;4,8 A.E. No 32 Pati??nte R 8,nbsp;4-para, zwangerschap 2de mnd. Inzending urine 8-6-36 met vraag: graviditeit?nbsp;4,8 A.E. Navraag November '36: er bestond graviditeit, later isabortus

opgetreden. No 33 Pati??nte Dr 12, 3-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine 12-8-36 met vraag: graviditeit?nbsp;4,9 A.E. Navraag October '36: Pati??nte lijdt aan habitueeleabortus. Uitstooting ei op 26-9-36. No 34 Pati??nte A 853, ? para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine Mei 1936 met vraag: graviditeit?nbsp;5,4 A.E. Navraag October '36: graviditeit nog aanwezig.



??? No 35 Pati??nte Sc 6,nbsp;3-para, zwangerschap 3de mnd. Inzending urine 10-6-36 met vraag: mola-graviditeit? 6,6 A.E.Navraag 8-10-36: er bestond graviditeit, later is abortusvan gemeUi opgetreden. Serie II. De reactie volgens Aschheim en Zondek wasnegatief. Bij navraag bleek er echter toch een zwanger-schap te bestaan. No 36 Pati??nte B 8,nbsp;3-para, zwangerschap 2de mnd Inzending urine 15-7-36 met vraag: Er zijn bloedingen, 1 A.E.extrauterine graviditeit? Navraag October '36: de nega-tieve reactie kon niet bevestigd worden, want er was eentuba-graviditeit. No 37 Pati??nte R 10,nbsp;1-para, zwangerschap 2e mnd. Inzending urine 18-6-36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,9 A.E. Navraag November '36: de negatieve reactie kon niet be-vestigd worden, want er bestond graviditeit.Later is abortus opgetreden. No 38 Pati??nte A 1157, ?-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine 23-6-36 met vraag: graviditeit of myoom?Navraag October '36: de negatieve

reactie kon nie be- 2,2 A.E.vestigd worden. Er bestond een graviditeit van 5'/2mnd., te rekenen naar de grootte van uterus; er wasgeen myoom. Serie III. De reactie volgens Aschheim en Zondek werdniet verricht. Op klinische gronden stond de gravidi-teit echter vast. De navraag bevestigde de zwanger-schap. No 39 Pati??nte Sn 21,nbsp;2-para, zwangerschap 9de mnd. Inzending urine 12-3-36: Pyelitis, koorts. Normale gra-



??? viditeit. Navraag September '36: bevallen op 21-3-36 0.3 A.E.van levend meisje met een gewicht van 3040 gr. Placentapraevia. No 40 Pati??nte R 6, multi-para, zwangerschap 4de mnd.Inzending urine 27-3-36: normale graviditeit.nbsp;0,8 A.E. Navraag September '36: in de kliniek a terme van levendkind bevallen. No 41 Pati??nte Sn 15, 1-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 5-3-36: normale graviditeit.nbsp;1 A.E. Navraag September '36: bevallen op 18-3-36 van levendjongetje, gewicht 3130 gr. No 42 Pati??nte R 4,nbsp;4-para, zwangerschap 5de mnd. Inzending urine 18-3-36: normale graviditeit.nbsp;1,1 A.E. Navraag September '36: in khniek van levend kindbevallen. No 43 Pati??nte R 1,nbsp;5-para, zwangerschap 5de mnd. Inzending urine 18-3-36: normale graviditeit.nbsp;1,3 A.E. Navraag September '36: in de kliniek a terme van levendkind bevallen. No 44 Pati??nte Sn 99,nbsp;1-para,

zwangerschap 8e mnd. Inzending urine 19-2-36: Pyelitis. Normale graviditeit. 1,5 A.E.Navraag September '36: op 13-3-36 bevallen van eenlevend jongetje, gewicht 3290 gr. No 45 Pati??nte Sc 3,nbsp;1-para, zwangerschap 4de mnd. Inzending urine 16-4-36: normale graviditeit.nbsp;1,6 A.E. Navraag October '36: normale graviditeit gebleven,thans a terme.



??? No 46 Pati??nte Sn 23, 5-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 12-3-36: normale graviditeit.nbsp;1,7 A.E. Navraag September '36: op 15-3-36 bevallen van eenlevend meisje, gewicht 3430 gr. No 47 Pati??nte Sn 13, 1-para. zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 5-3-36: normale graviditeit.nbsp;1,7 A.E. Navraag September '36: op 23-3-36 van gemacereerdmeisje bevallen, gewicht 3760 gr. No 48 Pati??nte Sn 19, 1-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 12-3-36: GemeHi?nbsp;1,8 A.E. Navraag September '36: op 23-3-36 bevallen van 2lenvende jongetjes, gew. resp. 4060 en 3650 gr. No 49 Pati??nte Sn 4,nbsp;1-para, zwangerschap 9de mnd. Inzending urine 19-2-36: normale graviditeit?nbsp;1,9 A.E. Navraag September '36: op 4-3-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 3000 gr. No 50 Pati??nte Dl,nbsp;7-para, zwangerschap 7de mnd. Inzending urine 27-5-36: normale graviditeit.nbsp;2 A.E. Navraag Augustus '36: a terme van levend kind bevallen.

No 51 Pati??nte Sn 6,nbsp;2-para, zwangerschap 9de mnd. Inzending urine 19-2-36: normale graviditeit.nbsp;2 A.E. Navraag September '36: op 22-2-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 2730 gr. No 52 Pati??nte Sn 16, 1-para, zwangerschap 3de mnd.Inzending urine 5-3-36: Zoudoos di??et.nbsp;2,1 A.E. Navraag September '36: v????r bevalhng met intactegraviditeit uit de kliniek ontslagen.



??? No 53 Pati??nte Sn 5,nbsp;1-para, zwangerschap 8e mnd. Inzending urine 19-2-36: normale graviditeit.nbsp;2,3 A.E. Navraag September '36: op 5-4-36 bevallen van levendjongetje, gewicht 3850 gr. No 54 Pati??nte Sn 14, 2-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 5-3-36: Zoutloos di??et.nbsp;2,6 A.E. Navraag September '36: op 6-3-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 3450 gr. No 55 Pati??nte R 3,nbsp;1-para, zwangerschap 7de mnd. Inzending urine 19-3-36: normale graviditeit.nbsp;2,8 A.E. Navraag September '36: pati??nte is thuis bevallen. No 56 Pati??nte 106,nbsp;1-para. zwangerschap 9de mnd. Inzending urine 19-2-36: normale graviditeit.nbsp;2,8 A.E. Navraag September '36: op 23-2-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 2940 gr. No 57 Pati??nte Sn 7,nbsp;1-para, zwangerschap 3de mnd. Inzending urine 25-2-36: Hyperemesis.nbsp;2,8 A.E, Navraag September '36: pati??nte is thuis bevallen.

No 58 Pati??nte B, B.,nbsp;1-para, zwangerschap 6de mnd. Inzending urine November '37: normale graviditeit. 2,8 A.E.Navraag Februari '38: a terme van levend meisje be-vallen. No 59 Pati??nte Sn 9,nbsp;1-para, zwangerschap 7de mnd. Inzending urine 26-2-36: Hypertensie.nbsp;3,3 A.E. Navraag September '36: zware intoxicatie, kunstmatigeverlossing.



??? No 60 Pati??nte Sn 3,nbsp;1-para, zwangerschap 9de mnd. Inzending urine 19-2-36: Hypertensie.nbsp;3,4 A.E. Navraag September '36: op 21-2-36 bevallen van levendjongetje, gewicht 3000 gr. No 61 Pati??nte Sn 18, 2-para, zwangerschap 2de mnd.Inzending urine 12-3-36: Hyperemesis.nbsp;3,7 A.E. Navraag September '36: zwangerschap intact. No 62 Pati??nte D 2,nbsp;4-para, zwangerschap 8e mnd. Inzending urine 15-4-36: dreigende abortus gehad.nbsp;3,8 A.E. Navraag Augustus '36: a terme bevallen van levendkind, anencephalus. No 63 Pati??nte Sn 22, 5-para, zwangerschap 8e mnd.Inzending urine 12-3-36: normale graviditeit.nbsp;3,8 A.E. Navraag September '36: op 9-4-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 3640 gr. No 64 Pati??nte R 5,nbsp;2-para, zwangerschap 5de mnd. Inzending urine 18-3-36: normale graviditeit.nbsp;3,9 A.E. Navraag September '36: Pati??nte is thuis bevallen. No 65 Pati??nte Sn 20, 1-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending

urine 12-3-36: normale graviditeit.nbsp;4 A.E. Navraag September '36: op 19-3-36 bevallen van levendjongetje, gewicht 3600 gr. No 66 Pati??nte Sn 11, 1-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 26-2-36: normale graviditeit.nbsp;4,1 A.E. Navraag September '36: op 29-2-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 3430 gr.



??? No 67 Pati??nte Sn 17, 2-para, zwangerschap 9de mnd.Inzending urine 5-3-36: Plancenta praevia.nbsp;4,1 A.E. Navraag September '36: op 6-3-36 bevallen van levendjongetje, gewicht 3340 gr. No 68 Pati??nte Sn 12,nbsp;1 -para, zwangerschap 9dc mnd. Inzending urine 26-2-36: normale graviditeit.nbsp;4,3 A.E. Navraag September '36: op 13-3-36 bevallen van levendmeisje, gewicht 3160 gr. Serie IV. De reactie volgens Aschheim en Zondek wasnegatief. De afwezigheid van zwangerschap werd doornavraag bevestigd. No 69 Pati??nte A 798, ?-para Inzending urine April '36: oorzaak der bloedingen?nbsp;O A.E. Navraag October '36: er bestond geen graviditeit. No 70 Pati??nte Sn 24, ?-para Inzending urine 12-3-36: extra uterine graviditeit?nbsp;O A.E. Navraag September '36: er was geen zwangerschap.Het geval werd klinisch als menstruatiestoornis opgevat. No 71 Pati??nte P 1,nbsp;1-para Inzending urine

2-4-36 met vraag: jonge graviditeit? O A.LNavraag October '36: er was na 3 maanden geen ver-grootte uterus, dus geen zwangerschap. No 72 Pati??nte P 14, 5-para Inzending urine 20-4-36 met vraag: jonge graviditeit? O A.E.Navraag October '36: er waren ook later geen zwanger-=chapsverschijnselen.



??? No 73 Pati??nte R 2,nbsp;2-para Inzending urine 19-5-36 met vraag: jonge graviditeit? 0 A.E.Navraag November '36: Pati??nte is op 23-6-36 geope-reerd, waarbij een groote rechtszijdige ovariaalcyste isweggenomen. No 74 Pati??nte P 17, 1-para Inzending urine 28-5-36 met vraag: nog abortus-restenaanwezig? Navraag October '36: er was na de abortusgeen nieuwe zwangerschap.nbsp;O A.E. No 75 Pati??nte A 1327, ?-para Inzending urine 15-7-36 met vraag: differenti??ele diag-nose tusschen hydrosalpinx en extra uterine graviditeit? O A.E.Navraag October '36: er bleek tenslotte uitsluitend eenhydrosalpinx te bestaan. No 76 Pati??nte A 1384, ?-para Inzending urine 24-7-36 met vraag: pati??nte wilde wetenof ze zwanger was, 8 dagen na co??tus.nbsp;O A.E. Navraag October '36: er zijn geen zwangerschapsver-schijnselen ontstaan. No 77 Pati??nte A 1430, ?-para Inzending urine 30-7-36 met vraag: jonge gradiviteit? O A.E.Navraag October '36: er bestond geen

graviditeit. No 78 Pati??nte R 26, 6-para Inzending urine 21-8-36 met vraag: graviditeit nog intact? O A.E.Navraag November '36: op 29-8-36 werd een totaal ge-macereerde foetus verwijderd.



??? No 79 Pati??nte A 1605, ?-para Inzending urine 27-8-36 met vraag: jonge graviditeit? 0 A.E.Navraag October '36: er bestond geen graviditeit. No 80 Pati??nte R 12,nbsp;1-para Inzending urine 30-6-36 met vraag: graviditeit of cho-rionepithelioom?nbsp;0,1 A.E. Navraag November '36: er bestond geen graviditeitnoch chorionepithelioom. No 81 Pati??nte B 6,nbsp;?-para Inzending urine 17-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;0,1 A.E. Navraag October '36: uit het latere klinische verloopbleek, dat er geen zwangerschap bestond. No 82 Pati??nte A 998, ?-para Inzending urine Mei '36 met vraag: graviditeit?nbsp;0,2 A.E. Navraag October '36: uit het latere khnische verloopbleek, dat er geen zwangerschap bestond. No 83 Pati??nte P 8,nbsp;?-para Inzending urine 26-3-36 met vraag: jonge graviditeit? 0,2 A.E.Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. No 84 Pati??nte A 708, ?-para Inzending urine April '36 met

vraag: graviditeit?nbsp;0,3 A.E. Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. No 85 Pati??nte P 6,nbsp;1-para Inzending urine 12-3-36 met vraag: jonge graviditeit? 0,3 A.E.Navraag October '36; er bestond geen zwangerschap.



??? No 86 Pati??nte P 2,nbsp;O-para Inzending urine 16-4-36 met vraag: graviditeit? Navraag October '36: er bestond geen graviditeit. No 87 Pati??nte Sc. 10, 4-paraInzending urine 19-5-36: missed abortion.Navraag October '36: Laminariastift ingebracht gafspontane geboorte van een totaal ingedroogde en ge-mummificeerde vrucht plus placenta. De uterus had degrootte van die bij een graviditeit van 3 a 3^^ maand. No 88 Pati??nte P 15, O-para Inzending urine 22-5-36 met vraag: jonge graviditeit?Navraag October '36: uterus groeide niet; pati??nte men-strueerde weer normaal. 0,3 A.E. 0,3 A.E. 0,3 A.E. No 89 Pati??nte P 13, 7, para Inzending urine 16-7-36 met vraag: jonge graviditeit?Navraag October '36: uterus groeide niet; pati??nte men-strueerde weer normaal. No 90 Pati??nte A 1241, ?-para Inzending urine 4-7-36 met vraag: jonge graviditeit?Navraag October '36: geen zwangerschap, menses weerspoedig opgetreden. No 91 Pati??nte Sn 8,nbsp;?-para

Inzending urine 24-5-36 met vraag: graviditeit?Navraag September '36: geen zwangerschap, dochpyosalpinx sinistra. No 92 Pati??nte B 7,nbsp;?-para Inzending urine 15-7-36 met vraag: graviditeit? 0,4 A.E. 0,5 A.E. 0,6 A.E. 0,6 A.E.



??? Navraag October '36: uit de klinische gegevens bleek,dat er geen zwangerschap bestond. No 93 Pati??nte Dr. 10, 1-para Inzending urine 3-9-36 met vraag: graviditeit?nbsp;0,6 A.E. Navraag October '36: weer twee maal normaal gemen-strueerd. No 94 Pati??nte P 3,nbsp;O-para Inzending urine 21-3-36 met vraag: jonge graviditeit? 0,8 A.E.Navraag October '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen. No 95 Pati??nte R 27, ?-para Inzending urine 24-8-36 met vraag: jonge graviditeit? 0,8 A.E.Navraag November '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen. No 96 Pati??nte A 696, ?-para Inzending urine April '36 met vraag: graviditeit?nbsp;0,9 A.E. Navraag October '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen. No 97 Pati??nte A 965, ?-para Inzending urine Mei '36 met vraag: graviditeit?nbsp;1,1 A.E. Navraag October '36: geen zwangerschap, mensesweer spoedig opgetreden.

No 98 Pati??nte P 4,nbsp;O-para Inzending urine 9-3-36 met vraag: extra uterine gra-viditeit?nbsp;1,1 A.E.Navraag October '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen.



??? No 99 Pati??nte A. B.,nbsp;?-para Inzending urine 16-6-36: normale, niet-zwangere vrouw,normale menses. No 100 Pati??nte P 11,nbsp;?-para Inzending urine 7-3-36 met vraag: extra uterine gravi-diteit? Navraag April '36: corpus luteumcyste operatief ver-wijderd; geen zwangerschap. No 101 Pati??nte Dr 6,nbsp;?-para Inzending urine 23-6-36 met vraag: graviditeit of meno-pause? Navraag October '36: pati??nte heeft inmiddels weernormaal gemenstrueerd. No 102 Pati??nte A 989, ?-para Inzending urine Mei '36 met vraag: graviditeit? Navraag October '36: er bestond geen graviditeit. No 103 Pati??nte A.,nbsp;?-para Inzending urine 11-6-36: normale, niet zwangere vrouw,normale menses.No 104 Pati??nte R 28, 6-para Inzending urine 24-8-36 met vraag: graviditeit nog in-tact? Navraag November '36: de zwangerschap was niet meerintact, want op 25-8-36 werd een totaal gemacereerdfoetus (van 25 cm) geboren, terwijl pati??nte a termehad moeten zijn.

De vrucht was niet ouder dan 5 maan-den.No 105 Pati??nte A 1338, ?-para Inzending urine 17-7-36 met vraag: graviditeit? 1,3 A.E. 1,5 A.E. 2 A.E. 2,1 A.E. 2,3 A.E. 2,4 A.E. 2,6 A.E.215



??? Navraag October '36: er was geen zwangerschap, dochcen hersentumor. Pati??nte is comateus gestorven. No 106 Pati??nte A 1412 ?-para Inzending urine 28-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;2,6 A.E. Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. No 107 Pati??nte P 23.nbsp;1-para Inzending urine 16-4-26 met vraag: graviditeit?nbsp;2,8 A.E. Navraag October '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen. No 108 Pati??nte A 1367 ?-para Inzending urine 22-7-36 met vraag: graviditeit?nbsp;3,1 A.E. Navraag October '36: er waren verder geen zwanger-schapsverschijnselen. No 109 Pati??nte A 868, ?-para Inzending urine Mei 1936 met vraag: graviditeit?nbsp;3,4 A.E. Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. No 110 Pati??nte R 22, O-para Inzending urine 14-8-36 met vraag: graviditeit?nbsp;3,6 A.E. Navraag November '36: er bestond geen zwangerschap. No 111 Pati??nte A 1540

?-para Inzending urine 17-8-36 met vraag: graviditeit?nbsp;3 7 A.E Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. No 112 Pati??nte A 919, ?-para Inzending urine Mei '36 met vraag: graviditeit?nbsp;4,5 A.E. Navraag October '36: er bestond geen zwangerschap. Onder de gegeven proefomstandigheden gaf 3 ccm urine, toege-voegd aan 750 ccm water, dus de volgende reacties :



??? 68 gravide vrouwen : 45 niet-gravide vrouwen : 4 maal 0 A.E. 11 maal 0 A.E. 2 0,1 .. 2 â€ž 0,1 â€ž 0 â€ž 0,2 â€ž 2 â€ž 0,2 â€ž 1 â€ž 0,3 â€ž 5 â€ž 0,3 â€ž 0 â€ž 0,4 1 â€ž 0,4 â€ž 0 0,5 1 â€ž 0,5 â€ž 0 0,6 â€ž 3 â€ž 0,6 â€ž 2 â€ž 0,8 â€ž 2 â€ž 0,8 â€ž 0 â€ž 0,9 â€ž 1 â€ž 0,9 â€ž 4 â€ž 1,0 â€ž 0 â€ž 1,0 â€ž 3 â€ž 1,1 â€ž 2 â€ž 1,1 â€ž 2 â€ž 1,2 â€ž 0 â€ž 1,2 â€ž 1 â€ž 1,3 â€ž 1 â€ž 1,3 â€ž 1 â€ž 1,4 â€ž 0 â€ž 1,4 â€ž 1 â€ž 1,5 â€ž 1 â€ž 1.5 â€ž 1 .. 1,6 â€ž 0 ., 1,6 â€ž 2 â€ž 1,7 â€ž 0 â€ž 1,7 â€ž 4 â€ž 1.8 â€ž 0 â€ž 1,8 â€ž 4 â€ž 1.9 â€ž 0 â€ž 1,9 â€ž 4 â€ž 2,0 ., 1 â€ž 2,0 â€ž 1 â€ž 2,1 â€ž 1 â€ž 2,1 â€ž 1 â€ž 2,2 â€ž 0 â€ž 2,2 â€ž 2 â€ž 2,3 â€ž 1 â€ž 2,3 â€ž 0 â€ž 2,4 â€ž 1 ,. 2,4 â€ž 1 â€ž 2,6 â€ž 3 â€ž 2,6 â€ž 1 â€ž 2,7 â€ž 0 â€ž 2,7 ., 5 â€ž 2,8 â€ž 1 â€ž 2,8 â€ž 1 â€ž 3,1 â€ž 1 ,. 3,1 â€ž 1 â€ž 3,3 â€ž 0 â€ž 3,3 â€ž 3 â€ž 3.4 â€ž 1 3.4 â€ž 0 â€ž 3,6 â€ž 1 â€ž 3,6 â€ž 1 â€ž 3,7 â€ž 1 â€ž 3,7 â€ž 2 .. 3,8 â€ž 0 â€ž 3,8 â€ž 1

3,9 â€ž 0 â€ž 3,9 â€ž 1 â€ž 4,0 â€ž 0 â€ž 4,0 â€ž 2 4,1 â€ž 0 â€ž 4,1 â€ž 0 4,2 â€ž 0 â€ž 4,2 â€ž 2 â€ž 4,3 â€ž 0 â€ž 4,3 â€ž 1 4,4 â€ž 0 â€ž 4,4 â€ž 1 â€ž 4,5 â€ž 1 â€ž 4,5 â€ž 2 â€ž 4,8 â€ž 1 4,9 â€ž 1 â€ž 5,4 â€ž 1 6,6 â€ž



??? 4) Kan de lute??dine-concentratie in de urine als criterium geldenvoor een eventueele graviditeit? Uit de bovenstaande opstelling blijkt, dat zoowel bij de gravideals de niet-gravide vrouwen, lute??dine-concentraties van Oâ€”4,5A.E. voorkomen. Binnen het traject van 0â€”4,5 A.E. kan de urinedus zoowel van een gravide als een niet-gravide vrouw afkomstigzijn. Daar meer dan 95 % van het onderzochte materiaal binnen dittraject valt is het duidelijk, dat de lute??dine-concentratie in urinegeen criterium voor een eventueele graviditeit kan zijn. 5) Hoe groot is de kans op de aanwezigheid eener graviditeit bijverschillende lute??dine-concentraties? De vraag kan gesteld worden, of een bepaalde lute??dine-concen-tratie wellicht zooveel vaker bij gravide dan bij niet-gravidevrouwen voorkomt, dat hierop een kansberekening ten aanzien vaneen eventueel aanwezige zwangerschap gebaseerd kan worden. Om dit te kunnen

beoordeelen is het procentueele aantal malendat een reactie van 0-1, 1-2, ... 6-7 A.E. bij gravide vrouwen(serie I, II, III) gevonden werd, vergeleken met het aantal malendat deze reacties voorkomen bij de categorie der niet-zwangere(serie IV). Onderstaande opstelling en de daarbij behoorendefiguur 108 illustreeren het verband. De procentueele frequentie is bij : 100 gravide vrouwen : 100 niet-gravide vrouwen 13 maal 0-1 A.E. 62 maai 0â€”1 A.E. 34 â€ž 1-2 A.E. 9 â€ž 1-2 A.E. 22 â€ž 2-3 A.E. 18 â€ž 2-3 A.E. 13 â€ž 3-4 A.E. 9 â€ž 3-4 A.E. 15 â€ž 4-5 A.E. 2 â€ž 4-5 A.E. 2 â€ž 5-6 A.E. 0 â€ž 5-6 A.E 2 â€ž 6-7 A.E. 0 â€ž 7-8 A.E.



??? Fig. 108. De krommen geven hetverband aan tusschen een be-paalde legbuisreactie. (uitgedruktin A.E.). verkregen door toe-diening van 3 ccm urine aan 750ccm water, en het aantal malendat een dergelijke reactie gevon-den werd bij urine van niet-zwangere en zwangere vrouwen.De zwarte stippen behooren bijniet-zwangere, de cirkeltjes bijzwangere vrouwen. Een reactie van O A.E. wordt gevonden bij 13 % der gravide enbij 62 % der niet-gravide vrouwen. De kans, dat een vrouw, waar-van het lute??dine-gehalte der urine onder de gegeven proefomstan-digheden = 0â€”1 A.E., zwanger is bedraagt dus ^X 100== 17%.Hieruit blijkt, dat een negatieve legbuis-reactie de aanwezigheideener graviditeit slechts met een zekerheid van 83 % uitsluit. Het voorgaande onderzoek heeft uitgewezen, dat de negatievereactie volgens Aschheim en Zondek in 3 gevallen (= 6 %)onjuist en in 45 gevallen (=94 %) juist was. Een negatieve leg-buisreactie is slechts in 83 % der

gevallen juist. In tegensteling totde meening van Ehrhardt, S z ?? s z en Markus is de nega-tieve legbuisreactie vanuit een klinisch standpunt dus van minderwaarde dan de negatieve reactie volgens Aschheim enZondek. Een reactie van 5â€”7 A.E. wordt gevonden bij 4 % der gravideen geen enkele niet-gravide vrouw. Een reactie van 5â€”7 A.E. zoudus met absolute zekerheid op zwangerschap kunnen wijzen. Daareen reactie binnen dit traject slechts bij 4 % der gravide vrouwengevonden wordt heeft zij geen practische waarde. Het snijpunt der beide krommen in fig. 108 ligt ongeveer bij 1 A.E.



??? Deze reactie wordt dus even vaak bij gravide als bij niet-gravidevrouwen gevonden. De kans op zwangerschap is bij deze veelvuldigvoorkomende uitslag 50 %, d.w.z. er heerscht volkomen onzekerheidomtrent de eventueele aanwezigheid eener graviditeit. Uit het bovenstaande moet de conclusie getrokken worden, datde legbuistest voor de diagnose van zwangerschap geen practischewaarde bezit. Â§ 3. ONDERZOEKINGEN BETREFFENDE DE UIT-SCHEIDING VAN HET LUTE?•DINE BIT DEMENSCH. 1) De lute??dine-uitscheiding bij de vrouw, tijdens de normalecyclus. Van twee, in gynaecologisch opzicht normale vrouwen werd deper etmaal uitgescheiden urine, gedurende een maandelijkscheperiode op lute??dine-gehalte onderzocht. De, bij de eerste pati??nteverkregen, resultaten zijn als volgt: I. Pati??nte Sch., O-para, 34 jaar. Longtuberculose. Periode28-30 dagen. In figuur 109 zijn de totaal per etmaal

uitgescheiden hoeveel-heden lute??dine, met in spiegelbeeld de lute??dine-concentraties vande per etmaal uitgescheiden urine, weergegeven.



??? Dagen Hoeveelheidurine in ccm. Aantal A.E.in 3 ccm. urine per750 ccm. water Totale luteidlne-uitscheidicg inA.E. 1 begin menstr. 1200 0,2 80 2 1200 IJ 680 3 1300 1,9 823 4 1200 0 0 5 einde menstr. 1500 0,3 150 6 900 0,6 180 7 1200 0,5 200 8 1500 0 0 9 - 1400 0 0 10 1200 0 0 11 1450 0,2 97 12 1500 0,3 150 13 1200 0 0, 14 1200 0,9 360 15 1200 0,2 80 16 1400 0,7 327 17 1800 0,5 300 18 1200 0,3 120 19 900 0,1 30 20 1100 0 0 21 1300 0,5 217 22 1300 2 867 23 1500 1,9 950 24 650 5 1083 25 1100 4 1467 26 1600 2,5 1333 27 1650 1,5 825 28 1150 0,5 192 29 begin menstr. 1000 1,3 433 30 1300 0 0 Het blijkt, dat de lute??dine-concentratie en -uitscheiding ge-durende ?Š?Šn periode duidelijke fluctuaties vertoont. Na de menstru-atie verdwijnt het bestanddeel gedurende een week bijna geheeluit de urine. Neemt men aan, dat het bersten van de folhkel precie.Â?in het midden der periode plaats vindt, dan verschijnt het lute??dineomstreeks de ovulatie

weer in kleine hoeveelheden in de urine.De grootste hoeveelheden vindt men echter tusschen de 6de en



??? 14de dag na de ovulatie. Er is een duidelijk maximum op de 24steen 25ste dag na het begin der voorgaande menstruatie. In hoeverre deze fluctuaties in de lute??dine-uitscheiding vanindividueele aard zijn, leert de vergelijking der overeenkomstige ge-gevens van de volgende pati??nte: II. Pati??nte B., O-para, 32 jaar. Longtuberculose. Periode27â€”30 dagen. TABEL XXIII Dagen Hoeveelheidurine in ccm. Aantal A.E. in3 ccm. urine per750 ccm. water Totale luteidine-uitscheiding inA.E. 1 begin menstr. 1000 0,6 200 2 1200 0,6 240 3 1100 0,4 147 4 700 1,6 373 5 1300 0,4 173 6 einde menstr. 1000 0,8 267 7 1000 0,3 100 8 1000 0,3 100 9 1000 0,3 100 10 500 0,2 33 11 1000 0,1 33 12 1200 0,4 160 13 700 0,5 117 14 800 0,4 107 15 800 0,3 1 80 16 900 0,3 90 17 1000 0,4 j 133 18 1000 1 333 19 1000 1 333 20 1000 0,3 100 21 800 1,6 427 22 1200 0,7 280 23 900 1,7 510 24 1400 1,3 607 25 1000 1,4 467 26 1100

1,9 697 27 600 0,7 140 28 1000 0,7 233 29 850 1,7 482 30 begin menstr. 1100 0,4 147



??? Hoewel het geheele uitscheidings- en concentratie-niveau bij dezepati??nte lager ligt dan bij de eerste, is de kwalitatieve overeen-komst tusschen beide gevallen onmiskenbaar (zie fig. 110). Weder- om is het lute??dine na de menstruatie gedurende een week bijnageheel uit de urine verdwenen. Omstreeks de ovulatie neemt hethormoon-gehalte weer eenigszins toe. Tusschen de 21ste en 27stedag na de eerste dag der voorafgaande menstruatie hgt weer hetmaximum. Teneinde een grafiek te verkrijgen, welke de gemiddelde lute-idine-concentratie op de verschillende dagen van de periode repre-senteert, werd de ochtendurine van 4 normale, niet-zwangere jongevrouwen gedurende meerdere perioden op lute??dine-gehalte onder-zocht. De kortste periode, welke tijdens het verzamelen der urinevoorkwam was 25, de langste 31 dagen. Om tot vergelijkbarewaarden te komen, zijn de van 28 dagen afwijkende perioden her-leid tot een van 28 dagen. De bij de

reeds genoemde pati??nten I enII gevonden waarden zijn, eveneens herleid1) tot een cyclus van28 dagen, toegevoegd aan die, verkregen bij de 4 andere vrouwen.De opstelling is als volgt: 1nbsp; Deze herleiding geschiedde in dier voege dat, uitgaande van de eerste dagder menstruatie, berekend werd welke rangnummers de dagen eener van 28 dagenafwijkende cyclus gehad zouden hebben, indien de cyclus 28 dagen had bedragen.



??? Dag V. d. periode Lute??dine concentratie per 2 ccm urine toegevoegdaan 750 ccm water in A.E. 1 (0,1 0 2,1 0,7 4,1 0,2 1,5 1 0,2 0,6 10=1,1 2 (0 0,3 1,4 3,3 1,4 0,4 1,7 0,6 8 = 1,1 3 (3,3 1,9 0,4 3=1,9 4 (0,5 0,4 0 1,4 1,2 1,8 3,3 0 1,6 9=1,1 5 (0,9 0 0 0,3 0,4 5=0,3 6 (0 0,2 0,6 0,8 4=0,4 7 (0 0 0 0 3,3 0,2 0,3 7=0,5 8 (0 1,4 1,5 0,9 0 0,3 6=0,7 9 (0,3 0,3 4,1 1,7 1,2 0,9 1,2 0 0,2 9 = 1,1 10 (1,6 0 1,3 0,6 0,2 0,1 6=0,6 11 (3,1 0,8 1 1,3 1,7 0,3 0,4 7=1,2 12 (0 0,1 2,1 1,3 2,1 0 0,5 7=0,9 13 (0,6 0,3 1,7 0,9 0,4 5=0,8 14 (1,9 1,1 0,9 0,2 0,3 5=0,9 15 (1,3 0 0,4 1,7 0,6 0,7 0,3 7=0,7 16 (1,1 0,7 0,9 2,6 2,9 0,5 0,4 7=1,3 17 (0,9 2,8 0,8 1,4 2,1 0,3 1 7=1,3 18 (0 0,3 1,3 1 4,6 0 1 7 = 1,2 19 (1,8 4,5 1,5 4,3 0 0,3 6=2,1 20 (5,7 1,5 1,5 1,4 0,8 1,7 1,2 1,1 8 = 1,9 21 (2 4,4 0,5 1,6 1,8 1,9 1,7 7=2,0 22 (2,3 2,6 0 1,4 0 5 1,3 7=1,8 23 (1,5 0,6 2,3 5,9 3,2 1,6 2,4 4,3 1,4 9 = 2;6 24 (5,6 4,5 1,6 0,1 2,3 1,9 6=2,7 25 (2,3 1,3 2,3 0,8 3,4 1,8 0,4

1,5 0,7 9 = 1;6 26 (0,1 0,2 0 2,5 3,7 0,4 0,5 0,7 8 = 1,0 27 (0 1,1 4,7 1,2 1,3 1,7 6=1,7 28 (0,8 0,7 2,9 1,4 1,8 0,4 0 0,4 8 = 1,1



??? Fig. III geeft de grafische voorstelhng van de gemiddelde lute??-dine-concentratie per 3 ccm urine gedurende een periode van 28dagen weer. Daar deze figuur ontstaan is uit 191 lute??dine-bepalingen ver-richt bij de urine van verschillende vrouwen, mag aangenomenworden, dat zij de kenmerken der lute??dine-uitscheiding, bij de nor-male geslachtsrijpe (niet-climaterische) vrouw, op min of meertypsche wijze weergeeft. Deze kenmerken kunnen als volgt omschreven worden: 1)nbsp;Er is een sterke daling van de lute??dine-concentratie aan heteinde der menstruatie, 2)nbsp;Van de 6de tot de 10de dag volgt een geringe stijging in deconcentratie. 3)nbsp;Van de lOe tot de 16de dag (dus omstreeks de ovulatie) blijfthet concentratie-niveau ongeveer constant. 4)nbsp;Van de I6de tot de 25e dag stijgt de concentratie vrijwel on-onderbroken tot de hoogste waarde, welke in de geheeleperiode voorkomt, bereikt is. 5)nbsp;Van de 25ste tot de 28ste dag daalt de

concentratie. Dezedaling zet zich over de aansluitende menstruatie-periode verdervoort. Vergelijkt men de grafiek van fig. 111 met de overeenkomstigeuitscheidingskrommen voor: a)nbsp;gonadotroop hormoon (Zondek, 1931); b)nbsp;follikelhormoon (Smith, c.s., 1938; Siebke, 1930; Frank, c.s.,1936; Pedersen-Bjergaard, 1936; Palmer, 1937-1938);



??? c)nbsp;pregnaandiol (Venning, c.s., 1936) en d)nbsp;mannelijk hormoon (Laqueur, c.s., 1937), dan blijkt de lute??-dine-kromme een geheel eigen karakter te hebben. 2} De lute??dine-uitscheiding tijdens de graviditeit. Ter beantwoording van de vraag, of de lute??dine-uitscheiding alscriterium voor een eventueele graviditeit zou kunnen gelden, is delute??dine-concentratie in de urine van 68 gravide vrouwen overalle zwangerschapsmaanden bepaald. Van 63 vrouwen was de duurder graviditeit bekend. Rangschikt men de, bij deze vrouwen ge-vonden concentraties, naar de duur der zwangerschap, dan ontstaatde volgende tabel. TABEL XXV Zwangerschaps-maand Aantal gravidevrouwen Gemiddelde lute??dine-concentratie per3 ccm. urine toegevoegd aan 750 ccm.water 2 1 26 1 2,4 A.E. 3 i 8 i 2,6 A.E. 4 4 1 2,3 A.E. 5 2 i 2,6 A.E. 6 ! 1 2,8 A.E. 7 4 2,3 A.E. 8 4 2,9 A.E. 9 14 1 2.6 A.E. Figuur 112 geeft het verband

weer tusschen zwangerschaps-maand en lute??dine-concentratie der urine. A.E. 32./ O . indL 1Â? Fig. U2' De gemiddelde maandelijksche lute??dine-concentratie per 3 ccm urine van een aantalzwangere vrouwen. Gedurende de geheele graviditeit blijft het concentratie-niveau vrijwel constant.



??? Men ziet, dat de lute??dine-concentratie in de tweede en de laatstezwangerschapsmaand slechts weinig verschilt. In de 4e, 5e, 6e, 7e en8e maand is er een geringe schommeling in de waarden, waar-schijnlijk tengevolge van het reladef geringe aantal waarnemingenin deze maanden. 'Dit in aanmerking genomen mag men conclu-deeren, dat het niveau der lute??dine-concentratie in de urine ge-durende de geheele graviditeit practisch constant blijft. Toetst men deze bevinding aan hetgeen hieromtrent van hetgonadotrope hormoon, het follikelhormoon en pregnaandiol bekendis, dan blijkt het volgende: Gedurende de graviditeit stijgt deconcentratie van het gonadotrope hormoon, het follikelhormoon enpregnaandiol in de urine sterk. Het feit, dat de lute??dine-krommevan fig. 113 geheel horizontaal blijft loopen wijst er dus op, dat delute??dine-uitscheidingskromme tijdens de graviditeit een geheeleigen karakter bezit. 3) De dagelijksche lute??dine-uitscheiding bij

een gravide vrouw. Bij afwezigheid van graviditeit wordt het lute??dine door de nor-male geslachtsrijpe vrouw op cyclische wijze uitgescheiden. Menkan nu de vraag stellen of deze cyclische uitscheiding zich tijdensde graviditeit voortzet. Hiertoe werd van een gezonde zwangere vrouw de per etmaaluitgescheiden urine gedurende de 6e en de eerste helft van de 7emaand op lute??dine-gehalte onderzocht. De gevonden waardenzijn in tabel XXVI weergegeven.



??? Dag hoeveelheid in 24uren uitgescheidenurine in ccm. aantal A.E. per 3 ccm. urinetoegevoegd aan750 ccm. water totale lute??dine-uitscheiding perdag in A.E. 1 1475 2,2 1082 2 2100 1,8 1260 3 700 2 467 4 1200 2 800 5 1325 7,2 3180 6 1500 1,3 650 7 900 3,1 930 8 1350 1,8 810 9 1350 2,2 990 10 1240 6 2480 11 1575 6 3150 12 1450 1,5 725 13 1225 2,2 898 14 1125 2 750 15 1175 2,2 863 16 1240 2 827 17 1525 1,6 813 18 2450 3,1 2532 19 1450 1,9 918 20 1400 2,4 1120 21 1300 3,2 1387 22 1825 3,5 2129 23 1290 3,3 1419 24 1500 2,9 1450 25 1890 0,7 441 26 1200 4,4 1760 27 1550 3,1 1602 28 1150 2,3 882 29 1625 1 542 30 1825 5,3 3224 31 1350 2,4 1080 32 975 3 975 33 1475 . 2,8 1377 34 1400 1,3 607 35 1375 1 458 36 1540 3,3 1694 37 1150 1,8 690 38 800 3,2 853 39 1025 2 683 40 900 3,2 960



??? In fig. 113 is de dagelijksche lute??dine-uitscheiding weergegeven.In spiegelbeeld is de lute??dine-concentratie der per etmaal uitge-scheiden urine voorgesteld. Er valt een groote onregelmatigheid in de lute??dine-concentratieder per etmaal uitgescheiden urine te constateeren. De onregel-matigheid in de dagelijksche lute??dine-uitscheiding is nog opvallen-der. Van een cyclische verandering in lute??dine-concentratie en-uitscheiding valt niets te bespeuren. 4) De lute??dine'uitscheiding bij een vrouw in partu. Van een normale, gezonde gravida werd iedere urine-mictie, van2 dagen v????r tot 5 dagen na de bevalling, op lute??dine-gehalteonderzocht. De gevonden waarden zijn in tabel XXVII weerge-geven.



??? uren waarop demicties plaats-vonden, gerekend na een tijdstipdat = 0 uur werdgesteld hoeveelheiduitgescheiden urinein ccm. aantal A E. per3 ccm. urine,toegevoegd aan750 ccm. water totale lute??dine-uitscheiding permictie in A.E. 10 225 1,3 98 15 220 2,3 i 169 19 170 2,9 j 164 24 190 2,5 158 27 275 2,1 1 193 30 150 1,5 75 32 50 2,9 48 35 200 3,1 207 43 60 3 60 45 90 4,5 135 49 220 3 i 220 51 170 1 57 54 55 3.5 t 64 56 90 2,3 1 69 58 partus . . . . â€? ! 53 67 40 4 72 120 3 ! 120 76 200 1,5 100 79 200 1 67 80 100 1 33 83 300 0,2 20 88 310 0.4 1 40 91 325 0,4 1 43 104 375 1.5 187 107 400 0,8 107 111 220 0,2 15 115 300 1 100 119 360 0,5 60 123 270 0 0 127 240 1,3 104 verlies ? 7 7 139 300 1 100 verlies 7 7 7 148 230 0,5 38 151 75 4,2 105 159 285 0 0 164 155 2,5 129 169 350 0 0 170 375 0,3 38 verzameld tot 200 1600 1 530 verzameld van 224-248 1200 0,5 200



??? Fig. 114 geeft een voorstelling van de per mictie uitgescheidenhoeveelheden lute??dine en, in spiegelbeeld, de lute??dine-concentratie. Zoowel de lute??dine-concentratie als de totaal uitgescheiden hoe-veelheid blijkt bij iedere mictie aan onregelmatige schommehngenonderhevig te zijn. Om een duidelijker overzicht over het verloopder uitscheidingskromme te verkrijgen, wordt het gemiddelde derper 24 uren verkregen waarden genomen. Dan ontstaat tabelXXVlll met bijbehoorende fig. 115. TABEL XXVIII Dagen Aantal A.E. per 3 ccm. 2 2,3 1 2.9 0 (partus) 2,8 1 1,1 2 0,8 3 0,8 4 1,4 5 1 7 0,5



??? Fig. 115. De dagdijkschc uitschei-den hoeveelheid lute??dine bij deonder Â?ig. 114 genoemde vrouw,v????r, tijdens en na de partus. Inspiegelbeeld de lute??dine-concen-tratie per 3 ccm urine. Na departus daalt de lute??dine-uitschei-ding. Het blijkt, dat de lute??dine-concentratie na de bevalling plotselingafneemt. Steekproeven genomen bij een vrouw, waarvan de ochtend-urinetot 6 maanden na de bevalling werd onderzocht, brachten aan hetlicht, dat het lute??dine gedurende de lactatie-periode, zij het in ge-ringe concentratie, in de urine gevonden kan worden. De volgende getallen werden bij deze vrouw gevonden. TABEL XXIX Aantal A.E. per 3 ccm. 5 uur voor partus 3,2 8 uur na partus 0,3 Dagen na partus: 1 0,6 IM 0,6 2 0,3 92 0 97 0,3 101 0 105 1,2 109 0,5 122 0 127 1,1 160 3,2 162 menstr.



??? Vlak voor de eerste, na de zwangerschap optredende menstruatieis de lute??dine-concentratie in de urine blijkbaar weer gestegen. Een vergelijking met hetgeen omtrent de mate van uitscheidingvan gonadotroop hormoon, foUikelhormoon en pregnaandiol vlakv????r, tijdens en na de partus bekend is leert het volgende: Gonadotroop hormoon. Volgens Venning en Browne (1936) is de uitscheidingvan het gonadotrope hormoon op de dag van de partus niet ver-hoogd. Volgens Zondek (1935) is het prolan 8 dagen na departus niet meer in de urine aan te toonen. Follikelhormoon. Volgens Marrian en Cohen (1935) en M a r r i a n (1936)vermindert de totale hoeveelheid per etmaal uitgescheiden follikel-hormoon (gebonden vrije vorm) vlak voor de partus eenigszins.Tegelijkertijd ontstaat echter een zeer aanzienlijke stijging van hetgehalte aan vrij follikelhormoon, waarschijnlijk gedeeltelijk ten ge-volge van een conversie van oestriol en oestron, gedeeltelijk doorovergang van het

gebonden oestron en oestriol in de vrije vorm. Hetis niet onwaarschijnlijk, dat deze chemische transformaties deel uit-maken van het mechanisme dat de partus inleidt. Het lute??dinewordt daarentegen vlak voor de partus in gelijke concentratie alsgedurende de geheele graviditeit uitgescheiden. Volgens Zondekbevat de urine 8 dagen na de partus geen aantoonbare hoeveel-heden follikelhormoon meer. Pregnaandiol. Volgens Venning en Browne (1937) is het pregnaandiol24 uren na de partus practisch uit de urine verdwenen. De lute??dine-krommen van fig. 115 en 116 vertoonen niet de, voorhet follikelhormoon typische stijging vlak voor de partus. Na departus is het lute??dine, in tegenstelling tot het gonadotrope hor-moon en pregnaandiol, in de urine af en toe aantoonbaar.



??? 5) Overzicht van de lute??dine-uitscheiding hij de vrouw. Vereenigt men de uitscheidingskrommen voor het lute??dine, welkeverkregen werden: gedurende een normale cyclus (zie onder 1),gedurende de graviditeitnbsp;(zie onder 2), voor, tijdens en na de partus (zie onder 3), dan ontstaat de eenigszins geschematiseerde fig. 116. Men ziet, dat de lute??dine-uitscheiding in de eerste periode van28 dagen een maximum bereikt gedurende de corpus luteum-phase.Verondersteld, dat in de volgende periode bevruchting plaatsvindt,dan blijft dit maximum gedurende de geheele graviditeit bestaan,om echter na de partus weer te verdwijnen. De lute??dine-uitscheiding blijkt duidelijk verband te houden metde sexueel-endocrine phase waarin de vrouw verkeert. Zoolang niet bekend is wat lute??dine is, waar het geproduceerdwordt en welke werkingen het bij mensch en zoogdier heeft, is hetniet mogehjk de physiologische

beteekenis der besproken uitschei-dingskromme te doorgronden*). Het eenige wat men zeggen kan isdat zij, vergeleken met de uitscheidingskrommen voor andere hor-monen, een bijzonder karakter draagt.



??? Â§ 4 DE lute??dine-UITSCHEIDING IN BIJZONDEREGEVALLEN EN BIJ DEN MAN. 1) De lute??dine-uitscheiding bij een hermaphrodite. Bij een typisch geval van hermaphroditisme kon de lute??dine-uitscheiding gedurende ongeveer 6 weken nagegaan worden. De gevonden concentraties in de dagelijksche ochtendurine is in tabel XXX weergegeven. TABEL XXX i Aantal A.E. in3 ccm. per750 ccm. water Aantal A.E. in 3 ccm. per750 ccm. water Aantal A.E. in 3 ccm. per750ccm. water Dagen Dagen Dagen 1,31 0,50,70,11 1,70,90,70,10,60,91,10,81 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 1.31 10,60,71,90,311,80,72,1 2.44,71,11,7 16 17 18 19 202122 23 24 25 26 27 28 29 30 1.70,91,20,31,11,6 1.80,71 1,70,8 1.42,9 1.52,1 1 2 3 4 5 6 7 89 101112 13 14 15 Van een cyclische uitscheiding, zooals deze bij normaal menstru-eerende vrouwen voorkomt, is in dit geval niets te bespeuren.



??? 2)nbsp;De lute??dine-uitscheiding bij vrouwelijke castraten. In de urine van vrouwen, bij wie 4â€”6 weken geleden dubbelzijdigeovarectomie was verricht, kon geen lute??dine aangetoond worden.(Er werd 4 ccm urine per 750 ccm water gegeven.) 3)nbsp;De lute??dine-uitscheiding bij mannen. De dagelijksche lute??dine-uitscheiding bij mannen is nog niet overeen langere periode onderzocht. Derhalve zij hier volstaan met devermelding van het resultaat, verkregen bij enkele steekproeven,waarbij 3 ccm ochtend-urine werd toegevoegd aan 750 ccm water. Pati??nt 1. Man van 28 jaar. Appendicitis. 3-3-1936: 3 ccm. ochtend-urine gaf een reactie van 2,8 A.E.8-3-1936: 3 ccm. â€ž â€ž ...........i j ^.E. Pati??nt 2. Man van 29 jaar. Beenbreuk. ochtend-urine gaf een reactie vannbsp;1,0 A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;2 A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;2,3 A.E. â€žnbsp;O A.E.

â€žnbsp;0,3 A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;0,7 A.E. â€žnbsp;0,5 A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. â€žnbsp;O A.E. 6-11-1937: 3 ccm ochtend-urine gaf een reactie van 0,7 A.E. Pati??nt 4. Man van 25 jaar. Darmaandoening. 6-11-1937: 3 ccm ochtend-urine gaf een reactie van 2,9 A.E. 27-10-1938: 3 ccm. 28-10-1938: 3 ccm. 29-10-1938: 3 ccm. 30-10-1938: 3 ccm. 31-10-1938: 3 ccm. 1-11-1938: 3 ccm. 2-11-1938: 3 ccm. 3-11-1938: 3 ccm. 4-11-1938: 3 ccm. 5-11-1938: 3 ccm. 6-11-1938: 3 ccm. 7-11-1938: 3 ccm. 8-11-1938: 3 ccm. 9-11-1938: 3 ccm. 10-11-1938: 3 ccm. 11-11-1938: 3 ccm. 12-11-1938: 3 ccm. 13-11-1938: 3 ccm. Pati??nt 3. Man van



??? Uit het bovenstaande bhjkt, dat het lute??dine ook voorkomt in deurine van mannen. De gemiddelde uitscheiding is bij vrouwenwaarschijnlijk hooger. 4) De lute??dine-uitscheiding bij carcinoom-pati??nten. Pati??nt 1. Man van n^iddelbare leeftijd. Maag-carcinoom.3 ccm urine gaf een reactie van 1,4 A.E. Pati??nt 2. Vrouw van middelbare leeftijd. Uterus-carcinoom.3 ccm urine gaf een reactie van 0,3 A.E. Uit deze ori??nteerende proeven blijkt, dat de lute??dine-uitschei-ding bij carcinoom-pati??nten binnen normale grenzen ligt. Samenvatting. De legbuisreactie, welke door natieve urine kanworden opgewekt is niet het gevolg van een of meer reeds bekendestoffen, doch wordt veroorzaakt door een nieuw bestanddeel (voor-loopig lute??dine genoemd), dat door zijn groei- en concentratie- kromme gekarakteriseerd kon worden. Waar de productie van het lute??dine gelocahseerd is en welkerol het in het menschelijke organisme speelt is nog onbekend. Onderzoekt men de

lute??dine-uitscheiding bij normale, niet-zwangere vrouwen, dan blijkt de uitscheidingskromme een cyclischverloop te hebben. Het maximum valt ongeveer in het midden der corpus luteum-phase. Tijdens de graviditeit wordt het lute??dine niet cyclisch uitge-scheiden. De gemiddelde uitscheiding blijft gedurende alle maanden der graviditeit constant. Omdat voor de lute??dine-uitscheiding tijdens de graviditeit on-geveer overeenkomstige waarden gevonden worden als tijdens denormale cyclus kan de lute??dine-uitscheiding niet als criteriumgelden voor de aanwezigheid eener graviditeit. De legbuistest isdus niet geschikt als zwangerschapsreactie. Na de partus vermindert de lute??dine-uitscheiding snel.De lute??dine-uitscheidingskromme tijdens een normale cyclus, degraviditeit en het puerpuum draagt, vergeleken met die van het



??? follikelhormoon, het pregnaandiol en het gonadotrope hormoon,een geheel eigen karakter. In de urine van vrouwelijke castraten werd geen lute??dine ge-vonden. In de urine van een hermaphrodite werd het lute??dine niet cychschuitgescheiden. Ook door den man wordt lute??dine uitgescheiden. In de urine van carcinoom-pati??nten kon geen abnormaal lute??-dine-gehalte geconstateerd worden.



??? SAMENVATTING. De legbuisgroei van het vrouwelijke bittervoorntje is een hor-monale reactie, welke buiten de paaitijd kunstmatig opgewekt kanworden door toediening van bepaalde hormonen aan het aquarium-water. Om de reacties op de verschillende soorten van hormonen naderte leeren kennen werd een testmethode uitgewerkt, waardoor delegbuisgroei, als reactie op deze verschillende hormonen, op nauw-keurige, betrouwbare en snelle wijze geregistreerd kon worden. Met behulp van deze testmethode werd geconstateerd, dat leg-buisgroei als zoodanig geen specifieke reactie is op de bij zoog-dieren voorkomende oestrogene, mannelijke of progesteron-achtigehormonen. De wijze waarop de legbuisgroei zich voltrekt is voordeze drie groepen van stoffen echter wel specifiek. Ook voor een27-tal onder de genoemde groepen ressorteerende stero??den bleekde wijze waarop de legbuisreactie zich voltrekt een hooge mate vanspecificiteit te bezitten. Hiermede was

de mogelijkheid gegeven delegbuistest te gebruiken voor de quahtatieve en quantitatieve aan-tooning van bepaalde stero??den in organen, lichaamsvloeistoffenen urine. Met behulp van de legbuistest kon het volgende geconstateerdworden: 1)nbsp;In een waterig extract van hengsten- en stieren-testes werdeen bestanddeel aangetoond, dat niet identiek is met testosteron,of een ander reeds bekend geslachtshormoon. Misschien is dit be-standdeel identiek met het hypothetische kiem-epitheel-hormoon. 2)nbsp;In een waterig bijnierextract werd een bestanddeel aangetoonddat niet overeenkomt met de tot dusver uit de bijnierschors ge-??soleerde stero??den. In cortine werd een ander bestanddeel gevon-



??? den, dat waarschijnlijk overeenkomt met het eigenlijke, nog steedsgezochte, cortex-hormoon {-complex). 3)nbsp;In natief foUikelvocht, corpora rubra en -lutea werd een pro-gesteron-achtig hormoon aangetoond, dat hoogst waarschijnlijkidentiek is met progesteron. Van een aantal menschelijke corpora lutea werd het gehalte aanprogesteron-achtig hormoon bepaald. Er kon een duidelijk verbandgevonden worden tusschen hormoongehalte en secretorische activi-teit, beoordeeld naar de pregnaandiol-uitscheiding volgens Ven-ning en Browne. 4)nbsp;Het lipo??d-extract uit de ovaria van intrauterin gestorvenvruchten bleek progesteron-achtig hormoon te bevatten. 5)nbsp;Placentae van mannelijke en vrouwelijke vruchten bleken eeneven groot gehalte aan progesteron-achtig hormoon te bevatten. 6)nbsp;Het in de legbuistest werkzame bestanddeel uit urine komt nietovereen met een der reeds bekende hormonen. Dit

bestanddeel, datvoorloopig lute??dine genoemd wordt, komt in de urine van mannenen vrouwen voor. Bij normaal menstrueerende vrouwen wordt het lute??dine cychschuitgescheiden. Het maximum valt ongeveer in het midden der cor-pus luteum-phase. Bij gravide vrouwen wordt het lute??dine niet cyclisch uitgeschei-den. De gemiddelde uitscheiding blijft in alle maanden der gravidi-teit gelijk. Na de partus vermindert de lute??dine-uitscheiding snel. De lute??dine-concentratie in de urine kan niet als criterium voorzwangerschap gelden. Daarom is de legbuistest geen geschiktezwangerschapsreactie. Het bittervoorntje neemt de, bij zoogdieren voorkomende ge-slachtshormonen door zijn kieuwepitheel uit het omringende waterop. Waarschijnlijk via de thalamus opticus werken zij in op dehypophyse voorkwab, waardoor lute??niseeringshormoon wordt af-gescheiden. Dit hormoon doet uit groote eieren corpora lutea ont-

staan. Deze corpora lutea scheiden een hormoon af dat de legbuisdoet groeien.



??? In de natuur komt de legbuisgroei tot stand onder invloed vande verhoogde secretorische activiteit van de hypophyse voorkwab,waardoor het tot corpus luteum-vorming komt. Het corpus luteum-hormoon is niet identiek met progesteron of een ander bij zoog-dieren voorkomend hormoon. Bittervoorn-mannetjes kunnen een geslachtshormoon afscheiden,dat legbuisgroei veroorzaakt. Ook hierdoor kan in de paaitijd duslegbuisgroei optreden. CONCLUSIE. I.nbsp;De legbuisgroei van het vrouwelijke bittervoorntje is specifiekvoor die groep van stero??den, waartoe ook de geslachts- enbijnierschorshormonen behooren. Door de qualitatieve en quantitatieve aantooning dezer stoffenin organen en lichaamsvochten kan de legbuistest van beteeke-nis zijn voor de endocrinologie van den mensch. II.nbsp;Het door mannelijke visschen afgescheiden bronsthormoon ende hormonen uit visschen-gonaden en -hypophysen, kunnenvoortaan met behulp eener adaequate testmethode

qualitatiefen quantitatief bepaald worden. Hierdoor is de sexueele endo-crinologie der koudbloedige gewervelde dieren voor exactonderzoek veel toegankelijker geworden.



??? ZUSAMMENFASSUNG. Das Leger??hrenwachstum des weibhchen Bitterlings ist eine hor-monale Reaktion welche ausserhalb der Laichzeit durch Zusatz be-stimmter Hormone zum Aquariumwasser k??nstlich erzeugt werdenkann. Um die durch die verschiedenen Hormonarten erzeugten Reak-tionen n?¤her kennenzulernen, wurde eine Testmethode ausge-arbeitet, womit das Leger??hrenwachstum als Reaktion auf dieseverschiedenen Hormone in genauer, zuverl?¤ssiger und schnellerWeise registriert werden kann. Mit Hilfe dieser Testmethode wurde festgestellt, dass dasLeger??hrenwachstum als solches keine spezifische Reaktion ist aufdie bei den S?¤ugetieren vorkommenden ?–strogenen, m?¤nnlichen,oder progesteronartigen Hormone. Jedoch die Weise wie dasLeger??hrenwachstum sich vollzieht ist f??r diese 3 Gruppen vonStoffen spezifisch. Auch f??r 27 zu den genannten Gruppen ge-h??renden

Steroide zeigt sich die Weise, worin die Leger??hren-reaktion sich vollzieht als in hohem Masse spezifisch. Hiermit wardie M??glichkeit gegeben, den Leger??hrentest f??r qualitative undquantitative Bestimmung bestimmter Steroide in Organen, K??rper-fl??ssigkeiten und Harn zu verwenden. Mit Hilfe des Leger??hrentestes konnte Folgendes festgestelltwerden: 1)nbsp;In einem w?¤sserigen Extrakte von Hengst- und Bullentesteswurde ein Bestandteil nachgewiesen, welcher nicht identischist mit Testosteron, oder einem der schon bekannten Ge-schlechtshormone. Vielleicht ist dieser Bestandteil identischmit dem hypothetischen Hormon aus dem Kiemenepithel. 2)nbsp;In einem w?¤sserigen Nebennierenextrakt wurde ein Bestand-teil nachgewiesen, der mit den bisher aus der Nebennierenrinde



??? isolierten Steroiden nicht ??bereinstimmt. In Cortin wurde einanderer Bestandteil gefunden, der wahrscheinlich identisch istmit dem eigentlichen, noch immer gesuchten Cortexhormon(-komplex). 3)nbsp;In nativer Follikelfl??ssigkeit, in Corpora rubra und lutea wurdeein progesteronartiges Hormon nachgewiesen, welches h??chst-wahrscheinlich identisch ist mit Progesteron. Von einer Anzahl menschlicher Corpora lutea wurde der Gehaltan progesteronartigem Hormon bestimmt. Es konnte eine deutlicheBeziehung gefunden werden zwischen Hormongehalt und sekre-torischer Aktivit?¤t, beurteilt an der Pregnandiolausscheidung lautVenning und Browne. 4)nbsp;Der Lipoidextrakt aus Ovarien intrauterin gestorbener Fr??chteenthielt erhebliche Menge von progesteronartigem Hormon. 5)nbsp;Placentae m?¤nnlicher und weiblicher Fr??chte wiesen einengleichgrossen Gehalt an progesteronartigem Hormon auf. 6)nbsp;Der im Leger??hrentest wirksame Bestandteil im Harn

stimmtnicht ??berein mit einem der schon bekannten Hormone. DieserBestandteil, vorl?¤ufig Lutei'din genannt, kommt im M?¤nner-und Frauenharn vor. Bei normal menstruierenden Frauen wird das Luteiidin zyklischausgeschieden. Das Maximum f?¤llt ungef?¤hr in die Mitte der Corpus luteum-Phase. Bei graviden Frauen wird das Lutei'din nicht zyklisch ausgeschie-den. Die mitdere Ausscheidung bleibt in allen Monaten der Gravi-dit?¤t dieselbe. Nach dem Partus vermindert sich die Lutei'dinaus- scheidung schnell. Die Luteidinkonzentration im Harn kann nicht als Kriterium f??reine etwaige Schwangerschaft gelten. Deshalb ist der Leger??hren-test nicht als Schwangerschaftsreaktion brauchbar. Der weibliche Bitterling nimmt die bei S?¤ugetieren vorkommen-den Geschlechtshormone mittels seines Kiemenepithels aus demumgebenden Wasser auf. Wahrscheinlich via den Thalamus opti-cus wirken sie auf den Hypophysenvorderlappen ein, wodurch



??? Lute'misierungshormon abgeschieden wird. Dieses Hormon l?¤sstaus grossen Eiern Corpora lutea entstehen. Diese Corpora luteasezernieren ein Hormon, das die Leger??hre wachsen l?¤sst. In der Natur kommt das Leger??hrenwachstum unter dem Ein-fluss einer erh??hten sekretorischen Aktivit?¤t des Hypophysenvor-derlappens zustande, wodurch es zur Corpus luteumbildung kommt.Das Corpus luteum-hormon ist nicht identisch mit Progesteron odereinem anderen bei den S?¤ugetieren bisher gefundenen Hormon. Bitterlingsm?¤nnchen sind im Stande ein Geschlechtshormon ab-zuscheiden, das Leger??hrenwachstum verursacht. Auch hierdurchkann es in der Laichzeit zum Leger??hrenwachstum kommen. CONCLUSION. I.nbsp;Das Leger??hrenwachstum des weiblichen Bitterlings ist spezi-fisch f??r jene Gruppe von Stero??den, wozu auch die Ge-schlechts- und Nebennierenrindenhormone geh??ren. Durch

den qualitativen und quantitativen Nachweis dieserStoffe in Organen und K??rperfl??ssigkeiten kann der Lege-r??hrentest von Bedeuting sein f??r die Endokrinologie desMenschen. II.nbsp;Das von m?¤nnlichen Fischen sezernierte Brunsthormon und dieHormone aus Fisch gonaden und -hypophysen k??nnen in Zu-kunft mit Hilfe einer adaequaten Testmethode qualitativ undquantitativ bestimmt werden. Hierdurch ist die sexuelle Endo-krinologie der kaltbl??tigen Wirbeltiere f??r exakte, experimen-telle Untersuchung viel zug?¤nglicher geworden.



??? SUMMARY. The ovipositor-lengthening of the female hitterling is a hormonalreaction which can be produced artificially out of the spawningseason by the addition of certain hormones to the aquariumwater. In order to get better acquainted with the reactions, caused bythe different species of hormones, a testmethod was worked out, byv/hich the ovipositor-lengthening as a reaction on these varioushormones, can be registered in an exact, reliable and quick way. With the aid of this test-method it was observed that the ovi-positor-lengthening as such is not a specific reaction on the estrogen,male or progesterone-like hormones produced by mammals. How-ever, the way in which the ovipositor-lengthening becomes manifest,is specific for each of these three groups of substances. Also forabout 27 steroids belonging to the above groups the way in whichthe ovipositor-lengthening takes place appeared to be specific to ahigh degree. This observation showed the possibility of

using theovipositor-test for qualitatieve and quantitatieve demonstration ofcertain steroids in organs, body-fluids and urine. By means of the ovipositor-test the following facts have been ob-served: 1 ) In a watery extract of stallions' and bulls' testes a substancewas found that is not identical with testosterone or any othersex-hormone as yet known. It may be that this substance isidentical with the hypothetic germinal-epithelium-hormone. 2) In a watery adrenal extract the existence of a substance wasshown that is different from the steroids that until now havebeen isolated from the adrenal cortex. In cortine another com-ponent was found which probably answers to the real cortex-hormone-complex that is still searched for.



??? 3)nbsp;In native follicle-fluid, corpora rubra and corpora lutea, theexistence of a progesterone-like hormone was shown that mostprobably is identical with progesterone. Of a number of human corpora lutea the content of pro-gesterone-like hormone was determined. A distinct relationwas found between the hormone-content and the secretorialactivity, according to the pregnandiol output after Venningand Browne. 4)nbsp;The lipoid extract from the ovaria of intrauterin died off fetusesappeared to contain progesterone-like hormone. 5)nbsp;Placentae of male fetuses appeared to contain the same contentof progesterone-like hormone as those of female fetuses. 6)nbsp;The constituent part of the urine which is active in the ovi-positor-test is not identical with any of the hormones alreadyknown. This component that is provisionally called ,,luteidinequot;,is contained in the urine of men as well as of women. By normally

menstruating women lute??dine is excreted perio-dically; the maximum excretion takes place in about the middle ofthe corpus luteum-phase. By pregnant women lute??dine is not excreted periodically. Theaverage excretion remains the same for all the months of the preg-nancy. After the partus lute??dine excretion diminishes rapidly. The luteidine-concentration in the urine cannot be taken as acriterium for pregnancy. Therefore the ovipositor-test cannot beused as a means to determine pregnancy. The bitterling takes in the sex-hormones of mammals throughits gill-epithelium from the surrounding water. Probably these hor-mones affect via the thalamus opticus the forelobe of the pituitaryby which the lutei'niser is secreted. The latter transforms large eggs, into corpora lutea and thecorpora lutea secrete a hormone which makes the ovipositor grow. In nature the ovipositor-lengthening takes place under theinfluence of an

increased secretorial activity of the pituitary fore-lobe. The corpus luteum hormone is neither identical with pro-gesterone nor with any other hormone of mammals found up to now.



??? Male bitterlings can secrete a sex hormone that causes ovipositor-lengthening. Therefore in the spawning season this hormone canalso contribute to the ovipositor-lengthening. CONCLUSION. I.nbsp;The ovipositor-lengthening of the female bitterling is specificfor the group of steroi'ds, to which the sex- and the adrenalcortex-hormones also belong. The ovipositor-test showing the quahtative and quantitativeexistence of these substances in organs and body-fluids, thistest may be of importance for human endocrinology. II.nbsp;The rutting-hormone secreted by male fishes and the hormonesfrom fish-gonades and fish-pituitaries, can henceforth bedetermined qualitatively and quantitatively by means of anadequate test-method. Consequently the sexual endocrinologyof the cold-blooded vertebrates has become much more acces-sible for exact experimental research.



??? RESUM?‰. La croissance de l'oviducte de la femelle du rhodeus amarus estune r?Šaction hormonienne pouvant ??tre provoqu?Še en dehors del'?Špoque du frai, par l'apport d'hormones d?Štermin?Šes dans l'eau del'aquarium. Dans le but de mieux conna?Žtre les r?Šactions provoqu?Šes par lesdiff?Šrentes sortes d'hormones, l'auteur a ?Šlabor?Š une m?Šthode-testqui permet d'enr?Šgistrer rapidement, d'une fa?§on minutieuse et dignede confiance, la croissance de l'oviducte, en tant que r?Šaction ?  cesdiff?Šrentes hormones. Cette m?Šthode a permis de constater que la croissance de l'ovi-ducte n'est pas, comme telle, une r?Šaction sp?Šcifique aux hormonesoestrig?¨ne, m??le ou du genre progest?Šrone que l'on trouve chez lesmammif?¨res. La fa?§on dont s'accompUt la croissance de l'oviducteest toutefois bien sp?Šcifique pour ces trois groupes de substances.De m??me, il s'est r?Šv?Šl?Š que la fa?§on dont

s'accomplit la r?Šaction del'oviducte est grandement sp?Šcifique pour 27 st?Šro??des ressortant desgroupes en question. Ceci a rendu possible de se servir de l'?Špreuveen question pour la d?Šmonstration quaHtative et quantitative dest?Šro??des d?Štermin?Šs, dans des organes, des liquides organiques etl'urine. L'?Špreuve de l'oviducte a permis de constater ce qui suit : 1.nbsp;Il a ?Št?Š d?Šmontr?Š, dans un extrait aqueux de testicules d'?Šta-lons et de taureaux, la pr?Šsence d'un ?Šl?Šment qui n'est identique ni?  la testost?Šrone, ni ?  quelle autre hormone sexuelle d?Šj?  connue.Peut-??tre que cet ?Šl?Šment est identique ?  l'hormone hypoth?Štiquede l'?Špith?Šhum germinal. 2.nbsp;On a d?Šmontr?Š dans un extrait aqueux de capsule surr?Šnalela pr?Šsence d'un ?Šl?Šment qui n'est pas identique aux st?Šro??des isol?Šsjusqu'?  ce jour de l'?Šcorce des surr?Šnales. On a trouv?Š, dans de la



??? cortine, un autre ?Šl?Šment qui est vraisemblablement conforme aucortex-hormone (-complexe) que l'on cherche encore. 3.nbsp;On a d?Šmontr?Š dans du hquor folliculi, dans des corps rougeset des corps jaunes, la pr?Šsence d'une hormone du genre progest?Š-rone, qui est tr?¨s vraisemblablement identique ?  la progest?Šrone. Le taux d'hormone du genre progest?Šrone d'un certain nombrede corps jaunes humains a ?Št?Š d?Štermin?Š. On a pu constater unrapport bien net entre le taux de l'hormone et l'activit?Š s?Šcr?Štoire,en jugeant d'apr?¨s la s?Šcr?Štion de pregnandiol, selon V e n n i n g etBrowne. 4.nbsp;On a constante que l'extrait lipo??de des ovaires de fruits mortsdans l'ut?Šrus, contient une hormone du genre progest?Šrone. 5.nbsp;Les placentas de fruits m??les et femelles ont montr?Š qu'ilscontenaient une quantit?Š semblable d'hormone du genre progest?Š- rone. 6. L'?Šl?Šment de l'urine, actif dans l'?Špreuve de l'oviducte, n'estpas en concordance avec

l'une des hormones d?Šj?  connues. Cet?Šl?Šment, provisoirement nomm?Š lut?Š??dine, se pr?Šsente dans l'urinedes hommes et des femmes. Chez les femmes dont la menstruation est normale, la s?Šcr?Štionde la lut?Š??dine est cyclique. Le maximum est plac?Š au milieu, ? peu pr?¨s, de la phase du corps jaune. La s?Šcr?Štion de la lut?Š??dine n'est pas cyclique chez les femmesgravides. La moyenne de la s?Šcr?Štion reste ?Šgale dans tous lesmois de la gravidit?Š. Apr?¨s l'accouchement, elle diminue rapidement. La concentration de la lut?Š??dine dans l'urine ne peut pas servirde crit?Šrium pour la gravidit?Š. C'est pour cela que l'?Špreuve del'oviducte ne peut avoir d'importance pour une r?Šaction de gravi-dit?Š. Le gardon amer (rhodeus amarus) absorbe, de l'eau environ-nante, par l'?Špith?Šlium de ses branchies, les hormones sexuellespr?Šsentes chez les mammif?¨res. Ces hormones agissent vraisem-blablement, par la voie du thalamus optique, sur le lobe ant?Šrieurde

l'hypophyse qui s?Šcr?¨te l'hormone lut?Š??nisante. Cette hormone



??? cause la production des corps jaunes dans les grands oeufs. Cescorps jaunes s?Šcr?¨tent une hormone qui fait cro?Žtre l'oviducte. Dans la nature, la croissance de l'oviducte se produit sous l'in-fluence d'une activit?Š s?Šcr?Štoire sur?Šlev?Še du lobe ant?Šrieure del'hypophyse, ce par quoi se produit la formation de corps jaunes.I,'hormone du corps jaune n'est pas identique ?  la progest?Šrone ou?  une autre hormone trouv?Še jusqu'?  ce jour chez les mammif?¨res. Les gardons amers m??les peuvent s?Šcr?Šter une hormone sexuellequi cause la croissance de l'oviducte. Ceci aussi fait qu'au tempsdu frai, il puisse se produire de la croissance. CONCLUSION. I.nbsp;La croissance de l'oviducte chez la femelle du gardon amerest sp?Šcifique pour la groupe de st?Šro??des auquel appartiennentaussi les hormones sexuelles et les hormones de l'?Šcorce des surr?Š-nales. L'?Špreuve de l'oviducte peut avoir de l'importance

pour l'endo-crinologie humaine par la d?Šmonstration qualitative et quantitativede ces substances dans les organes et les hquides organiques. II.nbsp;Dor?Šnavant, l'hormone du rut, s?Šcr?Št?Še par les poissonsm??les et les hormones des gonades et hypophyses des poissons,peuvent ??tre d?Štermin?Šes quahtativement et quantitativement ?  l'aided'une m?Šthode-test ad?Šquate. De cette fa?§on, l'endocrinologie desvert?Šbr?Šs ?  sang froid est devenue beaucoup plus abordable pourles recherches exactes.
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