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??? VOORWOORD. Bij het verschijnen van dit proefschTift denk ik met dank^baarheid aan mijn Ouders, die mij in de gelegenheid steldente studeeren. Het voorbeeld, dat mijn Vader als arts mij gaf,staat mij steeds voor oogen. Hooggeleerde W e v e, hooggeachte Promotor, U ben ikgrooten dank verschuldigd. Met groote welwillendheid hebtGij mij in de gelegenheid gesteld, mij in uw cliniek in deoogheelkunde te bekwamen. Uw rijke clinische ervaring, uwbelangstelling in wetenschappelijke vraagstukken, uw grooteoperatieve vaardigheid tezamen met uw organisatorische ga-ven maken uw cliniek een uitgelezen oord voor oogheelkun-dige opleiding. Dat ik onder uw leiding, medewerking envoortdurende belangstelling ook dit proefschrift heb mogenvoltooien, zal voor mij steeds een reden tot dankbaar-heid zijn. Hooggeleerde N o y o n s, oo/c Â??’ ben ik dank verschuldigdvoor uw raadgevingen en critiek.

Zeergeleerde F i s c h e r, op vriendschappelijke wijze stel-det Gij steeds uw groote ervaring op het gebied van clinieken laboratorium tot mijne beschikking. Het ontstaan en dengroei van dit proefschrift hebt ook Gij van zeer nabij gevolgd:voor uw hulp en raad ben ik U zeer dankbaar. Zeergeleerde van E e k e 1 e n, uit de gesprekken, die ikmet U voerde over het vitamine C in het algemeen ~ eenonderwerp, waarin Gij een autoriteit zijt â€” heb ik veel profijtgetrokken. Hiervoor en voor uw hulp bij de chemische bepa-lingen, dank ik U zeer. Oud-assistenten en assistenten, door de prettige sfeer, dietusschen ons bestaat en door uw medewerking, was het mijmogelijk dit proefschrift te voltooien. De adjunct-directrice van het Ooglijdersgasthuis, Zr.Donker, bedank ik voor de medewerking verleend bij hetvervullen van mijn vaak niet geringe wenschen, en zuster



??? Hartenberg voor het verleenen van haar onmisbarensteun bij de vele bloedbepalingen. Mej. Hensken s, mede door Uw hulp was ik in staatde bijwijlen tijdroovende proeven te verrichten. Voor denauwgezette hulp betuig ik U en Mevrouw Fehrmannmijn hartelijken dank. Waarde Sch??tz en van Berkel, U dank ik voor denauwkeurige wijze, waarop de teekeningen vervaardigd wer-den en voor de technische hulp.



??? INLEIDING. De groote vooruitgang, die de laatste vijftien jaren heb-ben gebracht, op het gebied der vitamineleer, heeft aan deoogheelkunde een nieuw arbeidsveld geschonken. Wij weten, dat de vitaminen A, B en C van groote betee-kenis zijn voor de functie en het metabolisme van het oog. Het beste zijn wij ge??rienteerd over het vitamine A,waarvan van meet af aan vaststond, dat het in het oog nietgemist kan worden en dat sinds de dagen van Funk hetanti-xerophtalmische vitamine genoemd wordt. Nadat be-kend was geworden, dat gebrek aan vitamine A tot nacht-bhndheid leidt en wel omdat volgens W a 1 d het vitamineA een bestanddeel is van het staafjesrood en van groote be-teekenis is bij de processen, die plaats grijpen bij belichtingen bij donkeradaptatie, heeft K e n t g e n s een studie gewijdaan de beteekenis van het vitamine A voor de cliniek. Hier-mee was een

begin gemaakt met de uitvoering van het planom in de Utrechtsche cliniek de beteekenis van de vitaminenvoor de oogheelkunde te onderzoeken. Mij werd de behan-deling van het vitamine C toevertrouwd, een opdracht, dieik gaarne heb aanvaard, omdat de kansen op nieuwe vonds-ten op therapeutisch en theoretisch terrein gunstig schenen.Bij het vitamine A was de richting van het onderzoekvanaf het begin vastgelegd; van het vitamine C echter wasslechts bekend, dat het in een hooge concentratie in het oogaanwezig was en dat in bepaalde omstandigheden deze con-centratie sterk vermindert. Reeds spoedig werd het mij dui-delijk, dat de uitwerking van het geheele probleem meertijd zou vergen, dan mij ten dienste stond. Ik was daarom



??? gedwongen mij te beperken en heb mij eerst bezig gehoudenmet den therapeutischen kant van het vraagstuk en daarna,met de resultaten van dit onderzoek voor oogen, heb ik ge-tracht twee vragen te beantwoorden en wel: de beteekenisvan het vitamine C in het metabolisme van de lens, en deherkomst van dit vitamine in de lens en het kamervocht.



??? HOOFDSTUK I. HET VITAMINE C. A. Physische en Chemische Eigenschappen. De chemische formule van het vitamine C of linksdraaiendascorbinezuur is CeHgOg, het moleculairgewicht 176. Hetlost gemakkelijk op in water en alcohol; in aether en benzolis het onoplosbaar. Het wordt door infusorienaarde geab-sorbeerd, deze absorptie is afhankelijk van de p^^. Doorloodacetaat wordt het neergeslagen. Het is niet bestandtegen drogen aan de lucht en wordt door verhitting ver-nield. Het smeltpunt ligt tusschen 190Â° en 192Â° C. In wa-terige oplossing heeft het een licht zure smaak en reageertals een ?Š?Šnbasisch zuur. Een waterige oplossing van hetvitamine C heeft in het absorptiespectrum een maximum bij260 tot 265 m [a, in een zure oplossing van een p^^ beneden3 bij 245 m Het ascorbinezuur is in een verdunde oplossing in waterstabiel, wanneer de oplossing vrij is van

de geringste sporenvan zware metalen, vooral van koper. In bufferoplossingen,die geheel vrij zijn van sporen van zware metalen, is hetvitamine C stabiel tot een p^^ van 7.6; in oplossingen vaneen hoogere p^^ wordt het geoxydeerd door de zuurstof vande lucht. In een zonder bijzondere voorzorgen bereide oplossing vanascorbinezuur in water is het weinig stabiel, omdat een dus-danige oplossing steeds door sporen koper verontreinigd is;bij afsluiting van de buitenlucht echter is het ascorbinezuurook in een dergelijke oplossing stabiel. Het ascorbinezuur reduceert een oplossing volgens Feh-ling, van zilvernitraat en van permanganaat reeds in dekoude. Het is zeer gevoelig voor waterstofsuperoxyde en



??? andere oxydatiemiddelen.nbsp;Door ultraviolet licht wordt hetafgebroken. Door dehydrogenisatienbsp;wordt het ascorbinezuur geoxy-deerd tot dehydroascorbinezuur: gereduceerd vitamine C ^ geoxydeerd vitamine C 2H. De structuurformules vannbsp;het vitamine C en den dehydro-vorm zijn de volgende: 0 -C I C â€” OHC - OH 1 -C â€” H 0 II - c 1 C == O I C = O I -C - H O O 2H OH - C - HOH - C = H, OH - C - H I OH - C H., De dehydrovorm kan door verschillende reduceerendestoffen, b.v. HgS, weer tot den gereduceerden vorm van hetascorbinezuur gereduceerd worden. Ook in het organismeis dit mogelijk. Het ascorbinezuur is daarom als een rever-sibel oxy-reductiesysteem te beschouwen. De dehydrovorm is zeer onbestendig en wordt gemakke-lijk verder geoxydeerd. Deze verdere oxydatietrappen kun-nen door H2S niet meer tot ascorbinezuur gereduceerd wor-den. Daarom noemt men het

dehydro-ascorbinezuur dereversibel-geoxydeerde vorm van het vitamine C; zijn delagere oxydatietrappen ontstaan, dan is het vitamine irrever-sibel geoxydeerd. De reductie van den dehydrovorm is van groote betee-kenis bij de bepaling van het gehalte aan vitamine C, zooalslater bij de beschrijving van de techniek van de bepalingvan het vitamine C blijken zal. In de natuur komen vele stoffen voor, die de oxydatie van



??? het vitamine C sterk be??nvloeden. De oxydasen, die uit veleplanten en vruchten tot nu toe bereid zijn, bleken echter nietspecifiek te zijn voor het vitamine C. Meestal bleek de wer-king van een oxydase afhankelijk te zijn van het gehalte aankoper van de oxydase, en werd ook de oxydatie van anderestoffen door deze oxydasen be??nvloed. Een specifiek en-zyme, dat de oxydatie van het vitamine C tot stand brengt,een ascorbinase dus, is tot nu toe niet gevonden. Waarschijnlijk werkt het koper bij de oxydatie van hetvitamine C als zuurstof overdrager. Het lactoflavine (vita-mine B2) veroorzaakt ook de oxydatie van het vitamine C,echter alleen bij belichting. In het donker heeft het lacto-flavine geen invloed. Het vitamine C heeft een oxyreductiepotentiaal, die af-hankelijk is van het milieu. Een waterige oplossing in eenstikstofatmosfeer heeft bij een p van 7 en een temperatuurvan

20Â° een rjj van 16.5; bij aanwezigheid van zuurstof isde r^j ongeveer 21. Deze laatste waarde ligt zeer dicht bijde oxyreductiepotentiaal van het bloed (r^j = 22). B. Bepaling van het Vitamine C. 1. Biologische methode. Caviaproef. De methode, die met de grootste zekerheid vitamine Caantoont, is de caviaproef. Holst en Fr??hlich (1)ontdekten in 1912, dat bij caviae scheurbuik opgewekt konworden, door ze uitsluitend te voeden met graankost enwater. Stoffen, die men wil onderzoeken op de aanwezig-heid van vitamine C, worden aan dit di??et toegevoegd, endoor de al of niet volgende therapeutische werking kanzoowel de aanwezigheid als de hoeveelheid vitamine C be-paald worden. Volgens vele auteurs is de dagelijksche toevoeging van0.5 mG vitamine C aan het scheurbuikdi??et voldoende omeen cavia voor scheurbuik te beschermen. De scheurbuik,die met een daarvoor

geschikt di??et bij de cavia is op tewekken, heeft een typisch verloop. Het tijdstip, waarop bij



??? caviae, die vitamine C-vrij gevoed worden, de eerste ver-schijnselen van scheurbuik optreden, is afhankelijk van denleeftijd en van de hoeveelheid vitamine C, die bij het beginvan de proef in het organisme voorradig is. Gemiddeldtreden de eerste clinische verschijnselen na 14 tot 30 dagenop. Het begint met gewichtsverlies, daarna worden de die-ren minder levendig, de tanden worden brokkelig en gaanlos zitten, en tenslotte sterven de dieren 2 a 3 weken na hetoptreden van de eerste symptomen onder verschijnselen vanalgemeene prostratie. Bij de sectie blijken op vele plaatsen,vooral in de gewrichten, bloedingen aanwezig te zijn; deovergangen van been op kraakbeen zijn verdikt. Het onderzoek op vitamine C met de dierproef vordertgeruimen tijd en heeft uiteraard vele bezwaren. Deze be-zwaren worden eenigszins ondervangen bij de methode vol-gens H ?? j e r (2), die de z.g. tandmethode

uitgewerkt heeft.Microscopische veranderingen van de odontoblasten en dedentinestructuur treden op v????r de eerste clinische verschijn-selen. Door het onderzoek van de tanden is scheurbuik bijde cavia reeds na 1 tot 2 weken aan te toonen. De uitkom-sten van de quantitatieve bepaling van het vitamine C metbehulp van de caviaproef zijn niet zeer nauwkeurig. Met een.fout van 33 % moet worden rekening gehouden. 2. Chemische methoden. Bijna alle chemische methoden voor de bepaling van hetvitamine C berusten op de reduceerende eigenschappen vandeze stof. De meest gangbare methode is die van T i 11-m a n s (3) met de modificatie volgens Birch, Harrisen R a y (4), die berust op de eigenschap van het vitamine Com een kleurstof, het 2.6 dichloorphenolindophenol, te redu-ceeren tot de kleurlooze leucobase. Tillmans toonde aan.dat het vermogen van plantenextracten om deze kleurstof

tereduceeren, evenredig was met de antiscorbutische werkingvan deze extracten. In neutraal of zwak zuur milieu bleekechter het Tillmans' reagens zeer weinig specifiek te zijn;



??? vele andere stoffen, b.v. glutathion, cyste??ne, ferrozouten,ergothione??ne, thiosulfaten en suikerreductonen ontkleurenhet reagens eveneens. Een belangrijke verbetering van de methode van Tillmanswas het gebruik van trichloorazijnzuur, waarmee de te on-derzoeken stoffen werden ge??xtraheerd, en de uitvoeringvan de titratie met het Tillmans* reagens bij een p beneden2.5. Deze verandering van de oorspronkelijke methode vanTillmans is door Birch c.s. ingevoerd. In het zure milieustoren glutathion en ferrozouten de titratie niet. In plaatsvan trichloorazijnzuur als extractiemiddel worden ook 5 %metaphosphorzuur (Fujita en Iwatake (5), 8% sul-fosalicylzuur (Wachholder en Podesta (6), warme8 procentige azijnzuur (Mathiesen en Ascheborg(7)gebruikt. Martini en Bonsignore (Â?) gebruiken dereductie van methyleenblauw door vitamine C bij sterke be-lichting als een middel om

de hoeveelheid vitamine C temeten. De mate van reductie van het methyleenblauw hangto.a. af van de p^^^ van de oplossing, waarmee gewerkt wordt. Bij de methode van Bezssonoff(9) wordt gebruikgemaakt van monomolybdophosphorwolfraamzuur, bij dievan Tauber en Kleiner(io) van ferricyanide, stoffen,die door inwerking van het vitamine C van kleur veranderen. Deze verandering wordt colorimetrisch gemeten. Aan een chemische bepaling van het vitamine C moeten,wil zij betrouwbaar zijn, de volgende eischen gesteld worden. 1Â°. De reactie moet zooveel mogelijk specifiek zijn. 2Â°. Bij de bepaling moet rekening gehouden worden metde mogelijkheid, dat ook de dehydrovorm van hetvitamine C in de te onderzoeken stof aanwezig kanzijn, en dat de dehydrovorm tijdens de bewerking uithet gereduceerde vitamine C door oxydatie kan ont-staan. 3Â°. Verdere afbraak van het

geoxydeerde vitamine Ctijdens de bepaling moet worden voorkomen. ad 1Â°. Geen van de bovengenoemde stoffen, die door hetvitamine C gereduceerd worden, zijn specifieke oxydatie-



??? middelen voor dit vitamine. Het reagens van Tillmans b.v.wordt ook in een oplossing van een p^^ beneden 2.5 doorergothione??ne. thiosulfaat en glucoreducton gereduceerd. ad 2Â°. Het gereduceerde vitamine C wordt gemakkelijkgeoxydeerd en deze oxydatie kan zeer snel verloopen. Dedehydrovorm heeft op de gebruikelijke indicatoren geen uit-werking, en dus wordt al het vitamine dat tijdens de bewer-king geoxydeerd wordt, niet gemeten. De hoeveelheid de-hydroascorbinezuur, die reeds in de stof v????r de bewerkingaanwezig was, ontsnapt natuurlijk ook aan de bepaling. Van de groote beteekenis van de oxydatie van het vita-mine C geeft het volgende een voorbeeld (van Heke-len (11). Voor een vitamine C-bepaling in het bloed, wordtaan een hoeveelheid bloed trichloorazijnzuur toegevoegd.Dit mengsel wordt flink geroerd en daarna gefiltreerd. Hetheldere filtraat blijkt bij titratie met het

reagens van Tillmansgeen gereduceerd vitamine C te bevatten. Wordt hetzelfde bloed, dat met kaliumoxalaat onstolbaargemaakt is, eerst gecentrifugeerd en behandelt men het plas-ma met trichloorazijnzuur op dezelfde wijze als bij de eersteproef, dan reduceert het filtraat wel het Tillmans' reagens.Het blijkt dus, dat bij de eerste bewerking al het geredu-ceerde vitamine door de inwerking van het trichloorazijn-zuur op de bloedlichaampjes, waarbij sterk oxydeerendestoffen vrijkomen, geoxydeerd is. ad 3Â°. De verdere afbraak van het dehydroascorbinezuurkan, blijkens de ervaring, voorkomen worden, door snel tewerken. Om het dehydroascorbinezuur bij de chemische methodemee te bepalen, kan een stof of extract behandeld wordenmet HgS, dat de dehydrovorm tot het gereduceerde vitamineterugreduceert. Ook dit heeft weer bezwaren, daar bij dereductie met HoS weer stoffen kunnen ontstaan, die

geenvitamine C zijn en wel de indicator reduceeren. E m m e r i een van Eekelen(i2) hebben een methode uitgewerkt,die deze bezwaren grootendeels opheft. Deze methode hebik bij mijn onderzoek gebruikt en daarom laat ik hier eenmeer uitvoerige beschrijving volgen.



??? Bepaling van het vitamine C in het bloed volgensvan Eekelenâ€”Emmerie. Ongeveer 25 cc. bloed, door venapunctie verkregen, wor-den in een reageerbuis opgevangen, waarin tevoren Â? 25mG. kaliuraoxalaat is gedaan. Het bloed wordt onmiddel-lijk met het kaliumoxalaat gemengd, waardoor het stollenvan het bloed voorkomen wordt. De verdere bewerking vanhet bloed moet binnen eenige uren na de venapunctie ge-schieden. 20 cc. van het bloed worden afgepipetteerd en in een cen-trifugebuis van 150 a 200 cc. gedaan. Hierbij wordt 20 cc.10 % trichloorazijnzuur gedaan en gedurende 1 a 2 minutenwordt het mengsel met een glasstaaf flink geroerd. Daarnawordt 10 cc. 20 % mercuriacetaat toegevoegd, weer snelgeroerd, en vervolgens wordt het overschot aan trichloor-azijnzuur met calciumcarbonaat geneutraliseerd. Ondervoortdurend roeren wordt het calciumcarbonaat

toegevoegd,totdat het mengsel congoroodpapier niet meer blauw kleurten nog zuur reageert ten opzichte van blauw lakmoespapier.Het is noodzakelijk om al het trichloorazijnzuur te neutrali-seeren, omdat zelfs in een atmosfeer van zwavelwaterstofhet ascorbinezuur bij aanwezigheid van trichloorazijnzuur opden duur onbestendig is. Na de neutralisatie wordt het mengsel snel gecentrifu-geerd in een sneldraaiende centrifuge (3000 toeren per mi-nuut) gedurende 1 a 2 minuten. De heldere bovenstaandevloeistof wordt snel gefiltreerd en daarna wordt door hetfikraat zwavelwaterstof geleid gedurende 3 minuten. Hier-bij ontstaat een zwart neerslag van kwiksulfide. Dit wordtafgefiltreerd en door het heldere fikraat wordt nog eens ge-durende 1 minuut zwavelwaterstof geleid; de reageerbuiswordt dan met een gummistop afgesloten en een nacht in hetdonker bewaard. Den volgenden dag

wordt koolzuur doorde oplossing geleid, waardoor het zwavelwaterstof geheeluitgedreven wordt. Met een filtreerpapiertje, dat even metloodacetaat bevochtigd is, kan men controleeren of al het



??? zwavelwaterstof verwijderd is. Zoolang het filtreerpapier.dat boven de reageerbuis gehouden wordt, nog verkleurtdoor het ontstaan van loodsulfide, is er nog zwavelwaterstofaanwezig. Na het doorleiden van koolzuur gedurende 1 a 2 uur blijfthet loodacetaatpapiertje kleurloos. Van de vloeistof wordt5 cc. afgepipetteerd en in een wit porceleinen schaaltje ge-daan; hierbij wordt 1 cc. 10 % trichloorazijnzuur gevoegden dit mengsel wordt gefiltreerd met een oplossing van 2.6dichloorphenolindophenol, dat druppelsgewijs uit een micro-burette wordt toegevoegd, onder voortdurend schudden vanhet schaaltje. Het blauwe reagens wordt in de zure oplos-sing onmiddellijk rood. Bij aanwezigheid van vitamine Cverdwijnt de roode kleur snel, totdat het eindpunt van detitratie bereikt is. Als de roode kleur 5 seconden waarneem-baar blijft, is dit eindpunt bereikt. Door het trichloorazijnzuur worden de eiwitten neerge-

slagen; het mercuriacetaat bindt vele stoffen, die ook in staatzijn het reagens te reduceeren, maar oxydeert tegelijkertijdook het aanwezige gereduceerde vitamine C tot den dehy-drovorm, die zeer onbestendig is en geen invloed heeft opden indicator. Nu is het bij deze methode een voordeel, dathet calciumcarbonaat, dat onmiddellijk na het mercuriacetaattoegevoegd wordt om het overschot aan trichloorazijnzuurte neutraliseeren, een sterke koolzuurontwikkeling veroor-zaakt, waardoor in de oplossing weinig zuurstof aanwezig is,dat den dehydrovorm verder kan oxydeeren. De zwavelwa-terstof slaat het overtollige kwikacetaat neer als kwiksul-fide en maakt dus een einde aan de oxydeerende werkingvan het kwikacetaat en tegelijk wordt het dehydroascorbi-nezuur gereduceerd tot het gereduceerde vitamine C. Hetbewaren onder zwavelwaterstof is noodig, om er zeker vante zijn. dat bij de titratie alle

vitamine C in den gereduceer-den vorm aanwezig is. Daar het zwavelwaterstof de indi-cator ook ontkleurt, is het noodig dat de zwavelwaterstoftot de laatste sporen toe door koolzuur uit de oplossing ver-dreven wordt.



??? De periode, die verloopt tusschen het toevoegen van hetkwikacetaat en het inleiden van zwavelwaterstof, mag nietlanger duren dan 10 minuten. Emmerie en van Hekelenkonden aantoonen, dat een hoeveelheid vitamine C, die zijaan het bloed toevoegden, quantitatief teruggevonden werd,als er voor gezorgd werd, dat de bovengenoemde 10 minu-tengrens niet overschreden werd. Bij langzamer werkenbleek een gedeelte van het vitamine irreversibel geoxydeerdte zijn. Ook met 10 cc. bloed kan nog behoorlijk een bepa-ling gedaan worden, met minder bloed wordt de bepalingonbetrouwbaar, omdat dan de snelheid van de bewerkingenzeer in het gedrang komt, of genoegen genomen moet wor-den met zeer kleine hoeveelheden filtraat, waardoor denauwkeurigheid van de titratie zeer lijdt. Bepaling in andere vloeistoffen. Bij de bepalingen van het vitamine C in oogkamervochten

andere vloeistoffen kunnen dezelfde bewerkingen toege-past worden zooals boven voor het bloed is aangegeven. Bijzeer kleine hoeveelheden worden deze eerst verdund metwater. Door het groote gehalte aan vitamine C in het ka-mervocht, is ook van deze kleine hoeveelheden een betrouw-bare bepaling mogelijk. Bepaling in weefsels. Weefsels worden met trichloorazijnzuur fijngewreven; ditmengsel wordt gefiltreerd en het filtraat op dezelfde v/ijzebehandeld als voor bloed aangegeven is. Indicatoroplossing. 100 mG. 2.6 dichloorphenolindophenol (Hoffmann-LaRoche) worden opgelost in 500 cc. gedestilleerd water endaarna gefiltreerd. Aan deze oplossing wordt een mespuntbicarbonas natricus toegevoegd. De oplossing wordt ge-steld tegen een oplossing van ascorbinezuur van bekendesterkte. 1 mG. ascorbinezuur verbruikt 10 ?¤ 11 cc. van deze



??? indicatoroplossing. De oplossing blijft enkele weken goed,als zij in het donker en koel bewaard wordt, maar moetiedere week opnieuw gesteld worden, daar de sterkte bijbewaren iets terugloopt. Oudere indicatoroplossingen wor-den onbruikbaar, omdat zij bij het titreeren een vuilbruinekleur geven, waardoor het bepalen van het eindpunt van detitratie zeer bemoeilijkt wordt. De oplossing van mercuriacetaat laat men na het bereideneen paar dagen staan. In de versehe oplossing treedt n.1.hydrolyse op; na een paar dagen wordt deze oplossing ge-filtreerd en deze blijft dan langen tijd bruikbaar. Een voordeel van deze methode is nog, dat alle kleur-stoffen bij de behandeling neergeslagen worden, zoodat zijniet meer storen bij het titreeren. Tot nu toe bleken adrenaline, glucoreducton en reduc-tinezuur de eenige stoffen te zijn, die met deze methode ookde indicator ontkleuren, (van Eekelen 13). Het is

van groot belang de voorschriften, die Emmerie envan Eekelen gegeven hebben, stipt op te volgen. Een kleineverandering, die ik bij bepalingen van het vitamine C vande lens gemakshalve aanbracht, veroorzaakte moeilijkheden,die ik uitvoerig zal beschrijven, omdat de oplossing van dezemoeilijkheden gegevens verschaften, die voor het geheeleonderzoek van belang zijn. In plaats van de vloeistof, diena fijnwrijven van een lens met trichloorazijnzuur en toe-voeging van mercuriacetaat en calciumcarbonaat ontstaat,volgens voorschrift te centrifugeeren en daarna te filtreeren,filtreerde ik dit mengsel onmiddellijk af door een zuigfilter,v/aarbij ik gewoon filtreerpapier en de waterstraalpomp alszuigkracht gebruikte. Het fikraat werd dan verder bewerktop de gewone wijze met HsS. Deze wijze van doen had tweevoordeden. Ten eerste werd de tijd, die verliep tusschenhet toevoegen van mercuriacetaat en het

doorleiden van H.,Sbekort tot op ongeveer 3 minuten, waardoor de kans opirreversibele oxydatie van het dehydroascorbinezuur ver-kleind wordt, en ten tweede was de hoeveelheid fikraat, dieverkregen wordt bij direct filtreeren door een zuigfilter groo-



??? ter dan de hoeveelheid fikraat, die men verkrijgt als eerstgecentrifugeerd en daarna nog eens gefiltreerd wordt. Bijde kleine hoeveelheden vitamine C, absoluut gesproken, diein een ilens aanwezig zijn, is het zaak een zoo groot moge-lijke hoeveelheid van dit vitamine in het eindfiltraat te krij-gen, waardoor de nauwkeurigheid van de bepaling stijgt. Tauber en Kleiner(i4) hebben een methode aan-gegeven, waarbij het mogelijk zou zijn na te gaan, of degeheele gevonden reductiewaarde met het reagens van Till-mans berust op vitamine C, of dat er ook andere stoffenaanwezig zijn, die eveneens het reagens ontkleuren. Dezeonderzoekers bereidden uit vruchten een oxydase, waarvanzij meenden, dat zij specifiek was voor vitamine C. Eersttitreerden zij een mengsel van ascorbinezuur en andere redu-ceerende stoffen. Vervolgens namen zij een tweede, evengroote hoeveelheid van

hetzelfde mengsel, waarop zij deoxydase lieten inwerken, en titreerden nu opnieuw. Het ver-schil in de twee gevonden waarden bij de titratie zou dandoor de aanwezige hoeveelheid vitamine C veroorzaakt zijn.Hoewel later bleek, dat de oxydase van Tauber en Kleinerniet specifiek was voor het vitamine C, is het toch duidelijk,dat wanneer een gevonden waarde bij de titratie uitsluitendveroorzaakt wordt door de aanwezigheid van vitamine C,men bij de tweede titratie na de inwerking van de oxydase,een titratiewaarde nul moet vinden. Deze methode heb ik toegepast bij de titratie van hetfikraat, dat volgens de methode van Eekelen-Emmerie ver-kregen was uit varkenslenzen. Bij de bewerking had ik inplaats van de centrifuge het zuigfilter gebruikt. 5 cc. fikraatverbruikte 0.75 cc. indicatoroplossing. Na inwerking van deoxydase bleek 5 cc. fikraat echter nog 0.15 cc. indicator-oplossing te

verbruiken. Het was dus duidelijk, dat de eerst/gevonden waarde zeker niet geheel veroorzaakt werd doorhet vitamine C. Nadat alle reagentia ververscht waren, deedik dezelfde proef opnieuw en verkreeg weer dezelfde uit-komsten. Tenslotte deed ik een controleproef met water inplaats van lensextract en weer vond ik een reductiewaarde



??? van 0.15 cc. indicatoroplossing, die ook na inwerking van deoxydase bleef bestaan. Toen het zuigfilter in de bewerkingweer verwisseld werd met de centrifuge, bleek deze fouten-bron verdwenen te zijn en vond ik bij de bhnde proef geenreductie en werd de gevonden titratiewaarde bij de bepalingvan varkenslenzen tot nul gereduceerd na de inwerking vande oxydase. Aan welke reduceerende stof de bovengenoem-de restreductie moet worden toegeschreven, heb ik nietnader onderzocht. Mogelijk ontstaat er bij de inwerking vanhet neerslag op het filtreerpapier een stof, die het reagensvan Tillmans eveneens reduceert. Histochemische methode. Deze methode berust op de eigenschap van het vitamineC, dat het in staat is zilvernitraat tot zilver te reduceeren.In de weefselcoupes ziet men het zwarte zilver na de be-handeling met zilvernitraat zich duidelijk afteekenen, en zoobestaat de mogelijkheid

om de verdeeling en de hoeveel-heid vitamine C in de verschillende weefseldeelen te achter-halen. Vooral Giroud en Leb Ion d (is) hebben dezemethode nader uitgewerkt, maar deze methode blijkt weinigspecifiek en voor nauwkeurige quantitatieve metingen nogniet geschikt te zijn. Glutathion b.v. heeft een remmendeninvloed op de reductie van zilvernitraat door ascorbinezuur. Osazonvorming van het vitamine C. Noyons(i6) heeft een methode beschreven, die berustop de eigenschap van het vitamine C om met Phenylhydra-zine een specifiek osazon te vormen. Voor fijnere quanti-tatieve metingen is deze methode volgens de schrijvers nogniet bruikbaar. (17) 3. Physische methoden.Spectrographische methode. De absorptieband in het spectrum van het vitamine C isgebruikt voor qualitatieve en quantitatieve bepalingen. Van



??? verschillende stoffen, b.v. bloedplasma is het zeer moeilijkeen extract te maken, dat voor spectrographisch onderzoekgeschikt is. Bovendien kunnen in een oplossing verschil-lende andere stoffen aanwezig zijn, die in hetzelfde gebiedvan den absorptieband van het vitamine C ook een absorp-tieband hebben. Verder is de ligging van de band van hetvitamine C afhankelijk van het oplosmiddel en den zuur-graad van de oplossing. Deze factoren zijn de oorzaak, datde spectrographische meting van het vitamine C wel eenwaardevol hulpmiddel kan zijn als controle van waarden,die volgens andere methoden gevonden zijn, maar op zich-zelf toch slechts een betrekkelijke betrouwbaarheid heeft. Potentiometrische meting. Ditzelfde kan gezegd worden van de potentiometrischemetingen. Bij deze methode wordt de redoxpotentiaal vaneen vitamine C-houdende oplossing gemeten. Deze

methodeis uiteraard weinig specifiek, en is vooral bruikbaar, als mende snelheid en grootte van de oxydatie van het vitamine Cin een oplossing wil meten. Het bestaan van vitamine C in gebonden toestand. In sommige groenten is door verschillende onderzoekersna het koken meer vitamine C gevonden. Dit was voor heneen reden om aan te nemen, dat in die groenten in verschentoestand een gedeelte van het vitamine C in een gebondenvorm zou voorkomen, dat bij directe titratie niet bepaaldwerd. Door het koken zou dit gebonden vitamine C vrij-komen, en zoo zou de stijging van het vitamine C-gehalteverklaard zijn. Van Eekelen (is) enWachholdere.a. (19) konden echter aantoonen, dat deze uitkomsten hunoorzaak vonden in technische fouten bij de bepalingen endat de verschillen in de gevonden uitkomsten voor en na hetkoken toe te schrijven zijn aan de werking van oxydasen.Bij

het stukwrijven van groenten kunnen deze oxydasen hunwerking ontplooien en vindt men een te lage waarde bij de



??? bepaling, omdat een gedeelte van het vitamine C bij de be-werking geoxydeerd wordt. Door het koken worden deoxydasen neergeslagen en kunnen deze dus het aanwezigevitamine C niet meer be??nvloeden. De toename van hetvitamine C na het koken was dus slechts een schijnbare ver-meerdering. Bij de bepaling van het vitamine C gehalte ingroenten door behandeling met mercuriacetaat en terugre-ductie door H2S werd na het koken nooit een grootere hoe-veelheid vitamine gevonden, integendeel: door het kokengaat steeds een grooter of kleiner percentage van het vita-mine door irreversibele oxydatie verloren. In latere jaren (20) is het bestaan van aan eiwit gebondenvitamine C, dat aan de gebruikelijke bepalingen ontsnapt,weer verdedigd, maar deze onderzoekingen wachten opnadere bevestiging. C. Voorkomen van het vitamine C. Het voorkomen van het vitamine C zal in dit

geschriftnatuurlijk slechts voor zoover het van beteekenis is voor deoogheelkunde nagegaan worden, en het voorkomen van hetvitamine C in de gebruikelijke voeding slechts kort behan-deld worden. Aardappelen, groenten en fruit zijn de voornaamste bron-nen van het vitamine C in onze voeding. Brood bevat geenvitamine C, vleesch slechts in geringe hoeveelheden. De be-teekenis van den aardappel in de voeding als vitamine C-bronis het beste gekenschetst door de historische opmerking, datsinds de invoering van aardappelen als volksvoedingsmiddelde scheurbuik als volksziekte in de Nederlanden verdween. Iets minder summair moet over het voorkomen van hetvitamine C in het organisme gesproken worden. De ver-deeling van het vitamine C in de verschillende organen iszeer ongelijkmatig; er zijn organen met een hoog en een laagvitamine C-gehalte. Tot de eerste groep behooren de bij-nieren

en andere klieren met inwendige secretie en verschil-lende deelen van het oog; in het steunweefsel is weinigvitamine C aanwezig.



??? Voor ons is zeer belangrijk het voorkomen van het vita-mine C in het bloed. Bij den mensch is de hoeveelheid vita-mine C in het bloed voor het grootste gedeelte afhankelijkvan de hoeveelheid vitamine, die met de voeding opgenomenwordt. Ook andere factoren kunnen hierbij van beteekeniszijn. Zoo is b.v. het verbruik van vitamine C bij koortsigeziekten en bij verhoogde stofwissehng grooter dan normaalen blijkt â€” bij gelijke vitamine C-toevoer in de voeding â€”het bloedgehalte aan vitamine in deze gevallen lager te zijn.Soms is ook de opname van vitamine C door afwijkingenaan de ingewanden gestoord, en er zijn gevallen van scheur-buik bekend, waarbij groote giften vitamine C peroraal toe-gediend geen effect hadden, terwijl parenterale toedieningprompt verbetering gaf. Afgezien van deze uitzonderingenkan men zeggen, dat het gehalte aan vitamine C in het

bloedafhankelijk is van de hoeveelheid vitamine C, die met devoeding opgenomen wordt. Bij ruime toevoer van het vita-mine met de voeding of bij parenterale toediening blijkt ervoor het vitamine C in het bloed een grens te bestaan, bovenwelke het vitamine grootendeels met de urine in enkele urentijds uitgescheiden wordt. Deze drempelwaarde in het bloedis voor den mensch 1.2 a 1.4 mG %. Hoogere waarden dandeze kan men vooral vinden korten tijd na de opname vaneen flinke dosis vitamine C bij personen, die reeds met vita-mine C verzadigd zijn. De waarde 1.2 mG % is dus de ver-zadigingswaarde. De hoeveelheid vitamine C, die aan den mensch toege-diend moet worden, om de bovengenoemde drempelwaardete bereiken, is omgekeerd evenredig met het gehalte van hetvitamine C in het bloed. Bij een dagelijksche toevoeging van300 mG vitamine aan de voeding, kan

ongeveer het volgendeschema gelden. Toe te dienen hoeveelheidGehalte van vitamine Cnbsp;vitamine C tot verzadiging in het bloed.nbsp;bereikt is. 0. â€” 0.4 mG % ............... Â? 3000 mG 0.4 â€” 0.8 mG % ............... Â?: 2000 mG 0.8 â€” 1.2 mG % ............... 1500â€”0 mG



??? Uit het vorengaande blijkt, dat er twee wegen openstaanom bij den mensch een inzicht te verkrijgen in hoeverre zijnorganisme met vitamine C verzadigd is: ten eerste de be-paling in het bloed en vervolgens het dagelijks toedienenvan. een ruime dosis vitamine, b.v. 300 mG, en dan afwach-ten na hoeveel dagen de opgenomen hoeveelheid vitaminevoor een belangrijk gedeelte met de urine uitgescheidenwordt. De eerste manier is de eenvoudigste. Hierbij kanmet ?Š?Šn bepaling in het bloed volstaan worden, terwijl bijde tweede methode gedurende een onbekend aantal dagendagelijks de urine moet worden onderzocht. Bij scheurbuikpati??nten is het vitamine C in het bloed nietin meetbare waarde te vinden, de voorraad vitamine C isdan zeer gering tot nul. Op een eenigszins willekeurige wijzeheeft men het volgende schema opgesteld. Bloedwaarde0. â€” 0.4 mG % slechte verzorging0.4 â€” 0.8 mG

% matige verzorging0.8 â€” 1.2 mG % goede verzorging tot verzadiging.Het vitamine C komt in het bloedplasma hoofdzakelijk inden gereduceerden vorm voor; de vorm waarin het in debloedlichaampjes aanwezig is, is moeilijk na te gaan, doorde aanwezigheid van oxydeerende stoffen. De meeste diersoorten krijgen bij voeding met een di??et,dat geen vitamine C bevat, geen scheurbuik. Zij zijn blijk-baar in staat de behoefte aan vitamine C door synthese inhet organisme te dekken. In dit verband zijn ratten uitvoerigonderzocht. Een groep van deze dieren vertoont bij voedingmet een scheurbuikdi??et geen enkel verschijnsel van vita-mine C-tekort. Ook de voortplanting gaat gewoon door.Bij onderzoek naar het vitamine C-gehalte van verschillendeorganen van leden van de 5e generatie van ratten, waarvanalle generaties vitamine C-vrij gevoed waren, bleek, dat hetvitamine C-gehalte overeenkwam met

dat van de Ie gene-ratie. Een ander treffend voorbeeld is het mormeldier, datna den winterslaap een hoogerc vitamine C-waarde van hetbloed heeft dan in het najaar v????r den winterslaap. De



??? reactie op vitamine C-vrije voeding is bij de verschillendedieren verschillend. Bij de rat b.v. daalt het vitamine C ge-halte niet; bij het konijn daalt dit wel, maar toch is het nietgelukt bij het konijn verschijnselen van scheurbuik op tewekken, ook niet bij lang voortgezette vitamine C-vrijevoeding. De cavia en de aap zijn evenals de mensch zeergevoelig voor vitamine C-onthouding, en deze diersoortenvertoonen het clinische beeld van scheurbuik, dat met descheurbuik bij den mensch verregaande overeenkomsten ver-toont. Ook de verschillende organen van eenzelfde dier reagee-ren verschillend op vitamine C-onthouding en vitamine C-toevoer. Het vitamine C-gehalte van de hersenen van decavia b.v. daalt bij een scheurbuikdi??et niet beneden 40 %van de oorspronkelijke waarde, terwijl het gehalte van ver-schillende andere organen en het bloed tot nul kan dalen.Bij vitamine C-

toevoer worden soortgelijke verschillen waar-genomen. In het bloed bestaat, zooals wij gezien hebben,een drempelwaarde, maar het gehalte van andere organen,zooals bijnier, lever en ooglens, kan tot een veelvoud van degemiddelde waarde stijgen. D. Functie van het vitamine C. Het gebrek aan vitamine C veroorzaakt bij den menschscheurbuik, en omgekeerd is vitamine C het eenige en af-doende geneesmiddel voor deze ziekte. De geoxydeerdevorm van het vitamine is therapeutisch even werkzaam alsde gereduceerde. Sedert de ontdekking en afzondering vandit vitamine, kort daarop gevolgd door de synthese, is ditvitamine een dankbaar onderwerp geworden voor naderestudie in laboratorium en cliniek, waarbij de uitwerking vanmethoden, waardoor het gehalte aan vitamine C betrekkelijkeenvoudig te meten is, van groot belang was. Het eerste enthousiasme, waarmede het

vitamine C in detherapie begroet is, is hier en daar sterk bekoeld. De gun-stige uitkomsten, die men over de geheele wereld meldde bijtoepassing van het vitamine C bij ziekten, die met bloedin-



??? gen gepaard gaan, bij infectieziekten, en vele andere aan-doeningen, worden door anderen ontkend. Zoo waren erclinici, die een pneumonie alleen met vitamine C behandel-den, daarentegen anderen, die geen verschillen zagen bijpati??nten met een goede en slechte verzorging van hetorganisme met vitamine C. De ervaring en de critiek zullenin de toekomst voor dit vraagstuk wel den gulden midden-weg aanwijzen. Ook de vraag of de toestand van verza-diging met het vitamine beter is dan die, waarbij een matigeverzorging bestaat, wordt geenszins eensluidend beant-woord in gunstigen zin voor den verzadigingstoestand. Hetbegrip hypovitaminose, waarmede een minder goede verzor-ging van het organisme met vitamine aangeduid wordt, isdan ook een vrij vaag begrip, en de begrenzing van dentoestand, waarbij van hypovitaminose gesproken wordt, isvrij willekeurig, en deze grens is dan ook

bij verschillendeauteurs verschillend. Toch blijft het onderzoek naar de verzorging van hetorganisme met het vitamine C door middel van de bepalingvan het bloedgehalte of van de verzadigingsproef, met daar-naast een schematische indeehng voor de gevonden waar-den, een belangrijk hulpmiddel, vooral bij vergelijkende be-schouwingen. Hoe het vitamine C eigenlijk in het chemisme van de stof-wisseling ingrijpt, is onbekend; evenmin bezitten we eenduidelijke voorstelling betreffende den aard van de genees-krachtige werking bij scheurbuik. Wel zijn er vele denk-beelden geopperd, die met waarnemingen en proeven bij ge-zonde en zieke menschen, met dierproeven en proeven invitro aannemelijk zijn gemaakt, maar geen enkele van dezedenkbeelden wordt algemeen aanvaard. Als we ons tot het metabolisme beperken, dan kan menvan alle opvattingen over de werking van het vitamine Czeggen,

dat zij gebaseerd zijn op de eigenschap van dit vita-mine een oxyreductiesysteem te vormen. In het bizonderover deze functie zal in het hoofdstuk over de stofwisselingvan de lens uitvoerig gesproken worden.



??? HOOFDSTUK II. A. Het vitamine C gehalte van de deelen van het oog. De sterke reduceerende werking van het kamervocht, vande lens en van lensextracten was reeds v????r de ontdekkingvan het vitamine C bekend. Voor zoover het de lens betreft,werd deze werking toegeschreven aan het groote gehalteaan glutathion, dat de lens bevat. H a r r i s (i) vond dat in het kamervocht vitamine C aan-wezig was, en kon de uitkomsten van het chemisch onder-zoek met de biologische methode bevestigen. Birch en Dannkwamen tot dezelfde resultaten in hun onderzoekingen overde ooglens (2). Het meest opvallende van deze eerste me-dedeelingen was de zeer groote hoeveelheden vitamine C,die in het kamervocht en de lens konden worden aange-toond. en zeer vele auteurs hebben zich in de jaren na dezeontdekkingen bezig gehouden met de vragen: waar komt ditgroote vitamine C-

gehalte vandaan, en wat is de functie vanhet vitamine C in het oog. Ook in de overige deelen vanhet oog komt het vitamine C in wisselende concentratie voor,het volgende staatje van Nakamura(3) geeft hiervaneen goed overzicht. Vitamine C gehalte van verschillende deelen van het oog(konijn) (Nakamura) uitgedrukt in mG %. Pars ciliaris iriclis ..............................28 corpus ciliare ..........................................27 voorste oogkamer ....................................24,3 cornea ............................................................19,5 retina chorioidea ..............................18,9 lens voorste gedeelte ........................16,7 lens achterste gedeelte ..................15,5 sclera ..................................................................14 corpus vitreum ..........................................7,5 Bij verschillende dieren zijn er groote verschillen in het



??? normale gehalte aan vitamine C in ooglens en kamervocht.Dit gehalte varieert van 15 tot 45 mG % bij de verschillendehuisdieren. Voor de hond en de rat worden waarden van1 tot 6 mG % opgegeven. Ook voor den mensch worden inde literatuur waarden van 15 tot 30 mG % gevonden. Bij dezelfde diersoort is het vitamine C gehalte van delens van oudere dieren lager dan van jongere, terwijl voorhet vitamine C-gehalte van het kamervocht dit verschil tus-schen oudere en jongere dieren niet gevonden is. Gurewisch(4) en Glick en Biskind(5) onder-zochten nader de verdeeling van het vitamine C in de lens,en kwamen tot de conclusie, dat bij oudere dieren het vita-mine C-gehalte in de lensschors eerder hooger dan lager isdan dat van de lensschors bij jongere dieren. De lenskernvan oudere dieren bevat volgens deze onderzoekers echteraanmerkelijk minder vitamine C dan de lenskern van dcjonge

dieren. Als men bovendien nog in aanmerking neemtdat de lenskern tijdens het leven steeds grooter wordt, kanhet lagere vitamine C-gehalte van lenzen van oude dierengeheel op rekening van de lenskern geschreven worden. Voor het experimenteele onderzoek is het van groot be-lang, dat het vitamine C-gehalte van de deelen van het oogin beide oogen even groot is. Dit geeft de mogelijkheid omkunstmatig het vitamine-gehalte van ?Š?Šn oog te be??nvloeden,terwijl het oorspronkelijk gehalte van dit oog afgeleid magworden uit de waarden, die gevonden worden in het tweedeoog. Volgens bijna alle auteurs komt het vitamine C in devoorste oogkamer en de lens nagenoeg uitsluitend voor inden gereduceerden toestand. Een ander probleem, waaroverop den huldigen dag nog geen overeenstemming bestaat tenopzichte van de lens is de vraag, of de geheele gevondenreduceerende werking van het

oogkamervocht en van eenlensextract, volgens verschillende methoden bepaald, toege-schreven moet worden aan het vitamine C. Zooals in het hoofdstuk over de bepaling van het vita-mine C reeds meegedeeld werd, is de caviaproef de zekerste



??? manier, om de aanwezigheid van vitamine C aan te toonen. Evans (6) was de eerste, die onderzocht, of de met demethode van Tillmans gevonden hoeveelheid vitamine C inde ooglens overeenkwam met de biologische werking. Zijkwam tot een negatief resultaat: de caviae, die bij hetscheurbuikdi??et 2.5 tot 5 Gram versehe lens kregen, stier-ven eerder dan de caviae, die enkel het scorbuutdi??et kregen. Birch en DannC^quot;) kwamen bij toediening van ge-droogd lenspoeder tot hetzelfde resultaat. De caviae, die bijhun di??et het lenspoeder kregen, stierven gemiddeld eenigedagen eerder dan de caviae van de controlegroep. Dezeonderzoekers controleerden echter ook, volgens de methodevan H??jer, de tanden van de caviae, en kwamen toen tot deontdekking, dat de caviae, die ook lenspoeder kregen, geenverschijnselen van scorbuut hadden. Zij schreven het vroe-gere

sterven toe aan vergiftige stoffen in het lenspoeder envonden een antiscorbutische werking, die ongeever overeen-kwam met 2/3 gedeelte van de met de chemische methodegevonden hoeveelheden vitamine. K a w a c h i (8) stelde vast, dat 5 cc. kamervocht, uit run-deroogen verkregen, dagelijks aan het di??et toegevoegd,caviae voor scheurbuik behoeden. Volgens titratie kwamen5 cc. kamervocht overeen met 1 mG vitamine C. H. V. Eu Ier en M. M a 1 m b e r g (s) konden ook eenduidelijke biologische werking aantoonen van versehe run-derlenzen. 1 ?¤ 2 runderlenzen daags aan het di??et toege-voegd, gaf een duidelijke beschuttende werking. Van de 6proefdieren stierven er 5 binnen 28 dagen, waarvan 4 aanpneumonie. Bij de sectie vertoonde geen dezer dieren eenigteeken van scheurbuik. Evenals Birch en Dann schrijvenvon Euler en Malmberg het sterven van de proefdieren

toeaan een schadelijke lenswerking. Bietti en Carteni(io) deden soortgelijke proeven.Ook zij konden biologisch de aanwezigheid van vitamine Cin kamervocht en lenzen van runderen aantoonen, maar debiologische werking was geringer dan de gevonden titratie-waarden zouden doen verwachten. De aanwezigheid van



??? stoffen in de lens, die voor de cavia vergiftig zouden zijn.wordt door hun uitkomsten niet bevestigd. Door deze, nietgeheel eensluidende resultaten kwamen. D e m o 1 e enM??ll er (11) er toe, de biologische werking van kamer-vocht en ooglens nog eens nauwkeurig te onderzoeken.Voor het kamervocht kwamen zij tot een zeer bevredigendeovereenstemming tusschen de biologisch en chemisch gevon-den hoeveelheden vitamine C. De dagelijksche injectie van3 cc. kamervocht, die volgens titratie 0.5 mG. vitamine Cbevatten, had zeker een even goede beschuttende bewerkingals het toedienen van 0.5 mG. kristallijn vitamine C. Zijwijzen er terecht op, dat de injectie van het versehe kamer-vocht nauwkeuriger is dan de orale toediening. Bij het be-waren loopt namelijk het gehalte aan vitamine in het kamer-vocht snel achteruit; na een half uur is dikwijls reeds 50 %geoxydeerd. Dit

gevoegd bij de omstandigheid, dat de oraleweg altijd meer kans geeft op onnauwkeurigheden, maakt deuitkomsten van Demole en M??ller nog waardevoller. Voor het onderzoek naar de biologische werking van delens maakten Demole en M??ller een met trichloorazijnzuurbereid extract uit lenzen, dat zij snel neutra??seerden en daar-na subcutaan bij het proefdier inspoten. Dit extract gaf eenduidelijke antiscorbutische werking. Het aantal proevenbleef tot ?Š?Šn beperkt; deze cavia bleek met een dagelijkschedosis van 0.9 mG vitamine, volgens de titratieuitkomst be-rekend, volkomen beschut te zijn tegen scheurbuik. Uitdruk-kelijk vermelden deze auteurs, dat deze proef niets zegt overde minimumdosis lensextract, die voldoende bescherminggeeft. Als we in aanmerking nemen, ten eerste: dat bij debiologische proef rekening gehouden moet worden met eenfout van 33 %; ten tweede:

dat volgens verschillendeauteurs, weliswaar 0.5 mG vitamine C per dag juist genoegis om bij een cavia manifeste symptomen van scorbuut tevoorkomen, maar Â? 1 mG daags gegeven moet worden omgewichtsvermeerdering waar te nemen â€” de gewichtsver-meerdering was, volgens een bijgevoegde curve in het arti-kel van Demole en M??ller zeer duidelijk â€” dan mogen we



??? met groote waarschijnlijkheid concludeeren, dat ook voor delens een bevredigende overeenkomst tusschen de titratie-waarde en de biologisch gevonden waarde bestaat. Behalve dit biologisch argument, zijn er nog andere erva-ringen, die het hoogst aannemelijk maken, dat de gevondenreductiewaarden geheel berusten op de aanwezigheid vanvitamine C. Bij het onderzoek naar de reductiewaarden van de oog-lenzen van caviae met verschijnselen van ernstige scheur-buik vonden verschillende onderzoekers (quot;,nbsp;deze re-ductiewaarde tot een minimum gereduceerd. Nu kan detegenwerping gemaakt worden, dat tegelijk met het vitamineC ook mogelijk andere stoffen verdwijnen, die in de normalelens aanwezig zijn en bij de chemische bepaling storen. Dezeopmerking is wel zeer hypothetisch, vooral omdat zulkestorende stoffen in de lens nooit aangetoond zijn. Vervolgens

blijkt bij de methode volgens van Eekelen enEmmerie, â€” precipitatie met mercuriacetaat, gevolgd doorreductie met HgS â€” de gevonden waarde voor het vitamineC vrijwel overeen te komen met de waarde, die bij directetitratie van het trichloorazijnzure extract gevonden wordt.Dit wil zeggen: 1Â?. dat al het vitamine C in de lens in gere-duceerden toestand aanwezig is, en 2o. dat de kans, dat erstorende stoffen bij de titratie aanwezig zijn, uitermate be-perkt is. Zooals vroeger reeds opgemerkt is, zijn adrenaline,glucoreductonen en reductinezuur tot nu toe de eenige ge-vonden stoffen, die storen bij de methode met mercuri-acetaat. Voor de lens kan de mogelijkheid, dat adrenalinein eenigszins belangrijke mate aanwezig zou zijn, uitgeslotengeacht worden. Hoewel de aanwezigheid van glucoreduc-tonen voor de lens tot nu toe niet is aangetoond, zijn dezestoffen als foutenbron niet

zeker uit te sluiten. Alles te zamen brengen deze overwegingen ons tot deslotsom, dat, zoolang niet het tegendeel is aangetoond, hetvolkomen verdedigbaar is, om de bij chemisch onderzoekgevonden reductiewaarden geheel op rekening tc stellenvan het vitamine C.



??? Het spectrophotometrisch onderzoek is ook gebruikt ommeer zekerheid op dit gebied te verschaffen. Voor het glas-vocht en het kamervocht hebben van Eekelen c.s. (i^)en Johnson (13) gevonden, dat er een goede overeen-stemming bestaat tusschen de chemische en spectrophoto-metrische waarden. Door deze vondst is de zekerheid, datde titratiewaarde alleen op vitamine C berust, nog gestegen.Voor de lens is deze overeenstemming niet gevonden, enJohnson (13) vond de titratiewaarde van de lens twee-maal zoo hoog als de spectrophotometrische. Johnson con-cludeert hieruit, dat de titratie veel te hooge waarden geeft.Nu zijn glasvocht en kamervocht onmiddellijk geschikt vooreen spectrophotometrische meting, de lens echter niet. Bijhet bereiden van een extract of dialysaat van lensbrij, datvoor een spectrophotometische meting geschikt is, zijn velelangdurige bewerkingen

noodig, ook in neutraal milieu,waardoor er volop gelegenheid is voor oxydatie van hetvitamine C. Zoo gaat b.v. von Euler (16) als volgt tewerk: 2.5 Gr. runderlens v/orden met 5 cc. water flink ge-roerd. Deze suspensie laat hij in cellophaanhulzen gedurende2 uur tegen 15 cc. water dialyseeren, daarna wordt in hetdialysaat de hoeveelheid vitamine C spectrophotometrischbepaald. In deze 2 uur is zeker een aanzienlijk gedeelte vanhet vitamine C in deze neutrale omgeving geoxydeerd. Het feit, dat de spectrophotometer een lagere waardegeeft, dan de titratie kan dan ook niet als argument aange-voerd worden, tegen de opvatting, dat de titratiewaarde ge-heel op vitamine C berust. Bellows en Rosner(i''^) voeren nog een ander be-wijs aan, dat de gevonden titratiewaarde van de lens geheeldoor vitamine C veroorzaakt wordt. De titratiewaarde vanlensextract, bepaald met het reagens van

Tillmans bij eenPjj van 2, verdween geheel als zij op het lensextract eersteen oxydase uit meloenen, bereid volgens het voorschrift vanTauber en Kleiner, lieten inwerken. We hebben echter reedsvermeld, dat ook de oxydase van Tauber en Kleiner nietgeheel specifiek is voor vitamine C. Ook Podesta en



??? B a u c k e (iÂŽ) kwamen tot dezelfde ervaring bij het gebruikvan een alcoholisch extract van sla als oxydase. Hoeweldeze proeven dus geen algeheele zekerheid geven, tellen zijals waarschijnlijkheidsargument van groote waarde mee, omons tot de gevolgtrekking te brengen, dat de titratiewaardevan de lens geheel als vitamine C berekend mag worden. B. Het gehalte aan vitamine C van de ooglens en hetkamervocht bij oogaandocningen en de experimcnteelcbe??nvloeding van dit gehalte. In 1934 deelde M??ller(i9) mede, dat het vitamine Cgehalte van het kamervocht van aphake konijnenoogen sterkverminderd was. Ook bij stoornissen in het lensmetabolismebleken de lenzen en het oogkamervocht veel minder vitaminete bevatten. Deze mededeehngen waren het begin van een reeks on-derzoekingen en beschouwingen over het voorkomen, deherkomst en de functie van het

vitamine C in de oogweef-sels, het kamervocht en het glasvocht. In het kort samen-gevat zijn de resultaten van deze onderzoekingen de vol-gende: Cataract. Monjukowa en Fradkin zagen bij scheurbuik-caviae in het laatste stadium geringe lenstroebelingen. Dooreen punctie van de voorste oogkamer was het optreden vandeze troebelingen eerder waar te nemen. Zij schreven dezetroebelingcn aan het vitamine C-gebrek toe. Johnson (i^)en Bietti (20) vonden deze troebelingen niet, of slechts inzulken onbeteekenenden graad, dat ze als premortaal moe-ten worden opgevat. In de rijpe staarlens, wordt, wat ook de oorzaak van destaar geweest is, geen of volgens sommigen hoogstens sporenvitamine C aangetroffen. Bij beginnende en niet volledigontwikkelde staar worden verschillende waarden opgege-ven: van normale hoeveelheden tot min of meer sterke ver-mindering, afhankelijk van

het ontwikkelingsstadium van de



??? staar. De vitamine C-waarden in het kamervocht zijn bijrijpe staren zeer sterk verminderd, bij onrijpe staren vindtmen dezelfde verhoudingen als in de lens: normale waardenof vermindering. Bij de experimenteele en medicamenteuzestaar, door dinitrophenol, tetanie, galactose enz. veroor-zaakt, is de waarde aanvankelijk normaal of slechts weinigverminderd; bij verdere troebelingen van de lens daalt hetgehalte verder. (Â?,nbsp;iÂ?, quot; en quot;â€”quot;.) Aphakie. Bij aphakie is het vitamine C-gehalte sterk verlaagd, metuitzondering van eenige gevallen, waar een nastaar na dis-cisie bestond. In deze gevallen werden soms hoogere totnormale waarden gevonden. Ontstekingen en glaucoom. Bij ontstekingen in het inwendige van het oog en bij glau-coma is het vitaminegehalte steeds lager dan in gezondeoogen. Punctie voorste oogkamer. Het vitamine C gehalte van het 2e

kamervocht is steedslager dan dat van het eerste. De tijdsduur, waarna hetkamervocht weer de normale hoeveelheid vitamine C bevat,is volgens verschillende auteurs eenige dagen tot eenweek.nbsp;quot; Invloed van vitamine C-tekort en vitamine C-toediening. Bij de cavia daalt het vitamine C-gehalte van ooglens enkamervocht bij een vitamine C-vrij di??et. In het laatstestadium van de scheurbuik ante exitum is geen vitamine Cmeer aanwezig. Toediening van vitamine C per os of pa-renteraal veroorzaakt bij de cavia en het konijn een sterkestijging van het vitamine in het kamervocht en in delens.nbsp;quot;nbsp;)



??? Bij de hond treedt deze verhooging na vitamine C-toevoernagenoeg niet op; bij vitamine C-onthouding volgt bij dehond echter ook geen v?¨rlaging van het vitamine C-ge-halte Ook iontophorese van een vitamine C-oplos-sing, oogbaden met vitamine C, (quot;) indruppelen van vita-mine C-oplossing en inbrengen van kristallijn vitamine C inden conjunctivaalzak veroorzaken een verhooging van hetvitamine C-gehalte in de voorste oogkamer Be??nvloeding van de barri?¨re tusschen het bloed en het kamervocht. Bij een grootere doorlaatbaarheid van de barri?¨re tus-schen bloed en kamervocht daalt het vitamine C-gehaltevan het kamervocht volgens de meeste onderzoekers. Dezegrootere doorlaatbaarheid kan behalve door punctie van devoorste oogkamer en ontsteking verkregen worden door ver-schillende stoffen: hypertonische zoutoplossing, subconjunc-tivaal of intraveneus

toegediend, eserine, pilocarpine, theo-phyllinenbsp;Volgens sommige Italiaansche onder-zoekers echter geven acetylcholine, eserine, pilocarpine,dory], middelen die de parasympathicus prikkelen, eenverhooging van het vitamine C-gehalte van het kamer-vocht. 8Â?, Voor middelen, die den overgang tusschen het bloed ende voorste oogkamer bemoeilijken, geldt het volgende. Adrenaline geeft geen vermeerdering van het vitamine Cin de voorste oogkamer; het is echter wel in staat de ver-lagende werking van een hypertonische keukenzoutoplossingte neutrahseerennbsp;Atropine geeft wel een vermeer- dering in het kamervocht, evenals electrargol C^, Belichting. De belichting van een oog met een lamp van 300 Wattop 50 cM. afstand, geeft een duidelijke stijging van het vita-mine C-gehalte in het kamervocht (quot;). Bestralingen met ultraviolet en infrarood licht veroor-zaken een

daling Â?S Â?Â?).



??? Overlevende lens. In de overlevende, ge??xplanteerde lens, volgens de werk-wijze de H a a n - B a k k e r, daalt het vitamine C-gehalteregelmatig. Wordt bij de voedingsvloeistof een hoeveelheidvitamine gevoegd, zoodat het gehalte daarin 20 mG % be-draagt, dan is na 20 dagen het gehalte van de lens ongeveergelijk gebleven (quot;'). Potentiaal. Bij de cavia, die vitamine C-vrij gevoed wordt, stijgt depotentiaal van de lensvoorvlakte t.o.v, de platina-elec-trode C. Dc herkomst van het vitamine C in kamervocht cnooglcns. De voorstellingen, die men zich gevormd heeft over dewijze waarop het hooge vitamine C-gehalte in kamervochten ooglens tot stand komt, kunnen in drie groepen wordengescheiden. De eerste verklaring is die van M ?? 11 e r In het kamervocht van aphake konijnenoogen vond M ?? 1-1 e r geen gereduceerd vitamine, wel den geoxydeerden vormen wel in even

groote hoeveelheid als in het bloed. Ook bijcataract kreeg hij dezelfde uitkomsten. Deze gegevens brach-ten M??ller allereerst tot de gevolgtrekking, dat het geoxy-deerde vitamine C uit het bloed in de voorste oogkamer dif-fundeert. Door de activiteit van de lens zou de geoxydeerdein den gereduceerden vorm veranderd worden, en hiermeewas de verklaring gegeven, waarom in de voorste oogkamervan normale oogen alleen de gereduceerde vorm van hetvitamine voorkomt. Deze omvorming van het vitamine doorde lens beteekent een waterstofafgifte, een dehydratie. Hetgeoxydeerde vitamine C, dat via het bloed in het kamer-vocht komt, is dan een waterstofacceptor, en zoo zou hetvitamine C een belangrijke stof zijn voor de lensademhaling. Korten tijd later kon M??ller aantoonen dat kalfs-



??? lenzen, die gedurende 5 uren in oogkamervocht bij een tem-peratuur van 37Â° bewaard werden, een remmenden invloeduitoefenden op de snelheid van de oxydatie van het vita-mine C in het kamervocht, wat ook weer op een dehydree-rende werking van de lens wees. Bij jonge kalfslenzen vondM ?? 11 e r (69) verder na bebroeding van deze lenzen in eenRinger-Locke-oplossing, waaraan glucose toegevoegd was,een kleine vermeerdering van het vitamine C; deze vermeer-dering kwam op rekening van den dehydrovorm van hetvitamine C. Hierdoor meende M??ller experimenteel aange-toond te hebben, dat de lens in staat was uit andere stoffenvitamine C te maken, en hieruit mocht de gevolgtrekkinggetrokken worden, dat het hooge gehalte aan vitamine C inlens en voorste oogkamer in verband met de productie doorde lens van het vitamine C staat. Ondertusschen had

FischerC^^o) dg mogelijkheid vanhet ontstaan van het vitamine C bij de lensstofwisselingtheoretisch aannemelijk gemaakt. De lens verbruikt zuurstofen glucose en geeft melkzuur en koolzuur af. De opgenomensuiker wordt ten deele verbrand, waarbij koolzuur en waterontstaan; ze wordt voor een ander, grooter gedeelte doorglycolyse gesplitst in melkzuur. Bij het berekenen van dchoeveelheden verbruikte suiker en zuurstof eenerzijds, envan de afgegeven melkzuur en koolzuur aan de andere zijde,kon Fischer een balans van de energie-stofwisseling van dclens opstellen (^i). Hierbij bleek er een zuurstoftekort, of,wat hetzelfde is, een suikeroverschot te zijn. Dit wil zeggen:het verbruik van suiker door de lens is grooter, dan de somvan de hoeveelheid suiker, die glycolytisch gesplitst wordtberekend uit de melkzuurproductie â€” en de hoeveelheidsuiker, die verbrand wordt â€” berekend

uit het zuurstofver-bruik en de koolzuurproductie. Dit suikeroverschot zou nude bron kunnen zijn, waaruit het vitamine C ontstaat. Hetontstaan van vitamine C uit suikers was reeds eerder waar-schijnlijk gemaakt (72). Door dehydratie van een suiker-molecuul zou het vitamine C kunnen ontstaan. In de lenskomt ook het glutathion voor, zoowel in gereduceerden als



??? in geoxydeerden toestand, en werkt daar als een reversibeloxyreductiesysteem. De geoxydeerde vorm gaat door op-name van waterstof in den gereduceerden toestand over, enomgekeerd. GSSG Ha-^ 2 GSH. Nu dacht Fischer aan de mogelijkheid, dat suiker onderafgifte van waterstof aan geoxydeerd glutathion zou kunnenworden omgevormd tot vitamine C. CeHi.Oe 2 GSSG -^ CoHsOo 4 GSH. Het ontstaan van vitamine G uit suiker was een bevredi-gende oplossing om het bovenvermelde suikeroverschot inde energiehuishouding van de lens te verklaren. Naar aan-leiding van de hypothese van Fischer heeft M??ller (73)een onderzoek ingesteld naar de vermeerdering van het ge-reduceerde glutathion in de kalfslenzen, bij welke hij eenvermeerdering van het vitamine C had vastgesteld. Voorkalfslenzen gelukte het hem een vermeerdering van geredu-ceerd glutathion min of meer

overtuigend aan te toonen. Tegenover de bovengeschetste verklaring van het hoogevitamine C-gehalte van kamervocht en lens door de lens-activiteit met gelijktijdige toekenning van een ondergeschik-te beteekenis aan het vitamine, dat in het bloed aanwezigis, staan de opvattingen van Goldmann en Buschke(48^ 74). In een reeks proeven hebben deze schrijvers het zeer aan-nemelijk gemaakt, dat het vitamine C van het bloed dehoofdbron is van het vitamine in kamervocht en lens, terwijlde mogelijkheid van een productie door de lens door hen,hoewel niet ontkend, geheel op den achtergrond gedrongenwordt. De voorstellingen van Goldmann en Buschke zijn zeerpopulair geworden, en nagenoeg alle schrijvers over vita-mine C in de oogheelkundige literatuur hebben tot den hui-digen dag de theorie van Goldmann en Buschke overgeno-men. Dit tezamen met het feit, dat een gedeelte

van het



??? later te vermelden experimenteele onderzoek in direct ver-band staat met deze proeven, zijn de redenen, dat de theorieen de proeven van Goldmann en Buschke uitvoeriger be-sproken zullen worden. Allereerst vermelden Goldmann en Buschke een verbete-ring in de techniek van de bepaling van het vitamine C inde voorste oogkamer. Het gereduceerde vitamine wordt inhet voorste oogkamervocht snel geoxydeerd, wanneer naeen punctie het vocht in aanraking komt met de zuurstofvan de lucht. Om deze oxydatie tot een minimum te beper-ken, gebruikten Goldmann en Buschke een dunne pipet,waarmede de hoeveelheid vocht tot op cc. kon wordengemeten. De ijking ging tot aan de punt en deze punt iszoo geslepen, dat er een kleine naald op past. Met dezepipet voorzien van een naald wordt de voorste oogkamergepuncteerd. Het vocht stroomt onmiddellijk in de pipet,

dehoeveelheid kan dan zeer nauwkeurig afgelezen worden endaarna wordt de inhoud uitgeblazen in een schaaltje mettrichloorazijnzuur. Dit mengsel wordt hierna met het reagensvan Tillmans getitreerd. Met deze wijze van werken is hettijdsverloop tusschen punctie en titratie tot eenige secondenbeperkt, en het contact tusschen het vocht en de zuurstofvan de lucht minimaal, dus de kans op oxydatie van hetvitamine zeer gering. Goldmann en Buschke deden hunproeven op konijnen. Zij schonken vooral hun aandacht aande functie van de barri?¨re tusschen het bloed en de voorsteoogkamer. De doorlaatbaarheid van deze barri?¨re kan groo-ter en kleiner gemaakt worden. Deze veranderingen in door-laatbaarheid werden gecontroleerd door bepahng van heteiwitgehalte in het kamervocht en door het meten van dentijd, die verliep tusschen een intraveneuze inspuiting van

eenfluoresce??ne-oplossing en het oogenblik, waarop de fluores-ce??ne in de voorste oogkamer kon worden waargenomen. Een subconjunctivale inspuiting van een hypertonischekeukenzoutoplossing veroorzaakte een voorbijgaande, dui-delijke daling van het vitaminegehalte van het kamervocht.Uit de fluoresce??neproef bleek, dat deze daling nauw ver- 3



??? bonden was aan de vergroote doorlaatbaarheid van debarri?¨re. Indruppeling in den conjunctivaalzak of subconjunctivaleinspuiting van een adrenalineoplossing gaf geen verhoogingvan het vitaminegehalte in het kamervocht, hoewel uit defluoresce??neproef bleek, dat de barri?¨re minder doorlaatbaarwas geworden. Een sterke adrenalineoplossing gaf zelfsvermindering van het vitaminegehalte in het kamervocht.Het toedienen van adrenahne was wel in staat de boven-vermelde werking van een hypertonische keukenzoutoplos-sing te neutrahseeren; er was n.1. bij gecombineerde toedie-ning van adrenaline en een hypertonische keukenzoutoplos-sing geen duidelijke verandering van het vitaminegehaltevan het kamervocht. Een intramusculaire injectie van theophylline â€” een stof,die de doorlaatbaarheid van de barri?¨re vergroot â€” verlaagtde vitaminespiegel in het kamervocht.

Deze serie proevenbrachten de schrijvers tot de meening, dat in het normaleoog de overgang van het gereduceerde vitamine naar hetbloed en de omgevende weefsels zeer moeilijk is en dat bijopening van de sluizen â€” de kunstmatige vergrooting vande doorlaatbaarheid van de barri?¨re â€” het vitaminegehaltevan het kamervocht daalt. Naar aanleiding van de uitkomsten van een tweede serieproeven bespreken Goldmann en Buschke de herkomst vanhet vitamine C in het kamervocht. Bij deze proeven werdbij konijnen 50 a 150 mG vitamine C intraveneus ingespoten,of kregen de konijnen peroraal dagelijks 50 mG vitamine bijeen scheurbuikdi??et. Van te voren hadden deze onderzoe-kers gevonden, dat in het bloed van het konijn alleen degeoxydeerde vorm van het vitamine C voorkomt. De inge-spoten hoeveelheid veroorzaakte wel een kortdurende pe-riode, waarin zij gereduceerd

vitamine in het bloed vondenen tevens een stijging van den geoxydeerden vorm, maarondanks deze matige vermeerdering bleef het vitaminege-halte in het bloed ver beneden de normale concentratie vanhet vitamine in het kamervocht.



??? Als normale waarde van het geoxydeerde vitamine in hetbloed werd 1 a 2 mG % gevonden. De intraveneuze inspui-ting van vitamine C veroorzaakte een geringe stijging in hetbloed en een urenlange zeer groote stijging in het kamer-vocht. Na het verdwijnen van den gereduceerden vorm uithet bloed na de injectie â€” ongeveer na uur â€” bleef hetgehalte in de voorste oogkamer nog stijgen. Na ongeveer2 uur is de vitaminehoeveelheid in het kamervocht op haarmaximum, dat eenige uren blijft bestaan. Daarna daalt hetgehalte in het bloed en het kamervocht cn is na ongeveer48 uur weer normaal. Bij dc peroralc toediening stijgt het gehalte in het bloedmatig, in het kamervocht weer sterk. In het bloed werd degereduceerde vorm na peroralc toediening niet gevonden.De stijging in het bloed is ongeveer evenredig aan die vanhet kamervocht; dit wil zeggen: bij een verdubbehng b.v.van

de bloedwaarde, dit is dus bij een stijging van 1 a 2mG verdubbelt ook de hoeveelheid vitamine in het ka-mervocht; dit beteekent een stijging van 15 a 25 mG %. De verklaring van deze resultaten was de volgende. Hetgeoxydeerde vitamine C van het bloed gaat gemakkelijk inde voorste oogkamer over. Door de lens wordt deze geoxy-deerde vorm in den gereduceerden overgebracht en dezevorm kan zeer moeilijk of in het geheel niet de voorsteoogkamer verlaten. Hoe meer geoxydeerd vitamine door hetbloed geleverd wordt â€” dit is afhankelijk van het bloedge-halte â€” des te hooger is de hoeveelheid in het kamervocht. De schrijvers komen dus tot een merkwaardige permeabi-hteit van de barri?¨re tusschen bloed en kamervocht. Dezebarri?¨re zou vlot doorgankelijk zijn voor het dehydroascor-quot;- binezuur, en zeer weinig of in het geheel niet doorlaatbaarvoor den gereduceerden

vorm in de richting kamervocht-bloed. Volgens deze voorstelhng is het duidelijk, dat eengedeelte van het gereduceerde vitamine op een of anderemanier uit het kamervocht moet verdwijnen, anders zou hetgehalte door voortgaande levering van geoxydeerd vitaminedoor het bloed, gevolgd door reductie door de lens, op den



??? duur tot in het oneindige moeten stijgen. Deze geringe ver-dwijning van het vitamine uit het kamervocht zou kunnengebeuren ??f door zeer langzame diffusie door de barri?¨re, ??fdoor afbraak van het vitamine door de zuurstof, die in hetkamervocht opgelost is. De instandhouding van het hooge vitaminegehalte in hetkamervocht vereischt: 10, Een geregelde levering van geoxydeerd vitamine Cdoor het bloed. 20. Een normale lenswerking, die deze geoxydeerde vormin den gereduceerden omvormt. 30. Een goede afsluiting door de barri?¨re, zoodat het ge-reduceerde vitamine niet of slechts zeer langzaam uithet kamervocht kan ontsnappen. Deze theorie verklaarde alle pathologische en experimen-teele waarnemingen omtrent het vitamine C-gehalte van lensen voorste oogkamer: bij scheurbuik van de cavia daalt hetkamervochtgehalte, omdat het bloed niet genoeg levert.

Eenverhoogde toevoer geeft een evenredig groote stijging. Bijaphakie en bij minder goede functie van de lens bij cataractdaalt de waarde. Bij grootere doorlaatbaarheid van debarri?¨re daalt het gehalte, b.v. bij onstekingen, na punctievan de voorste oogkamer, na inspuiting van hypertonischezoutsolutie. Een grootere afdichting van deze barri?¨re dooradrenaline geeft echter geen stijging, het gebruik van eensterkere adrenalineoplossing geeft zelfs een dahng, omdatdoor de verminderde bloedstoevoer de levering van dengeoxydeerden vorm van het vitamine in het gedrang komt.Men ziet: de mogelijkheid van de productie van vitamine Cdoor de lens is in deze voorstelling van zaken absoluut over-bodig om het hooge vitamine C-gehalte in kamervocht enlens te verklaren. Een derde verklaring van de aanwezigheid van de groo-tere vitamine C-concentratie geeft Bonsignore (^i). Na

belichting van een oog van een konijn met een lampvan 300 Watt, bleek in het kamervocht van dit oog hetvitamine C gehalte aanmerkelijk gestegen te zijn. Werd het



??? oog voor de belichting met atropine ingedruppeld, dan waser geen stijging waar te nemen. De vermeerdering na be-lichting, die bij het geatropiniseerde oog uitblijft, schrijftBonsignore toe aan de miosis, die bij de belichting optreedt.Deze miosis wordt veroorzaakt door een prikkeling van denparasympathicus. Deze parasympathische prikkeling ver-hoogt de werkzaamheid van het epitheel van het corpuscihare, en daar het geoxydeerde vitamine C van het bloed,dat uit het corpus ciliare in het kamervocht overgaat, doorhet ciliairepitheel gereduceerd zou worden, ontstaat bij be-hchting een vermeerdering van het vitamine C, die na atro-pinisatie niet optreedt. Ook bij parasympathische prikkelinglangs pharmaceutischen weg â€” door acetylcholine, eserine,pilocarpine en doryl â€” vond Bonsignore een vermeerde-ring van het vitamine C in de voorste oogkamer. Een intra-veneuze injectie

van vitamine C gaf in een geatropiniseerdoog een geringere stijging dan in het normale controle-oog.Dit komt, volgens Bonsignore, omdat atropine, door verlam-ming van den parasympathicus, de reduceerende werkingvan het ciliairepitheel vermindert. C i o t O 1 a (52) vond na intraveneuze inspuiting van vita-mine C in een aphaak konijnenoog een grootere stijging vanhet vitamine C-gehalte dan in het bloed. Ook dit wordt ver-klaard door de reduceerende werking van het ciliairepitheel;de werking van de lens is niet noodig voor de stijging vanhet vitaminegehalte in de voorste oogkamer. Was echter in het aphake oog bij de discisie van het ooghet ciliairepitheel beschadigd, dan steeg in zoon oog hetvitamine C-gehalte niet. Deze ervaring was voor Ciotolaeen nieuw argument, om in de activiteit van het ciliairepi-theel de oorzaak te zien van het hooge vitaminegehalte inde voorste

oogkamer. Tenslotte moet nog vermeld worden de combinatietheorievan Podesta en Baucke(i8), die als reden voor hethooge gehalte aan vitamine C in het kamervocht denken aannieuwvorming van het vitamine door de lens en aan leveringdoor het bloed.



??? Opzettelijk heb ik deze in de hteratuur aangetroffen hypo-thesen zoo getrouw mogelijk weergegeven, en mij van elkecritiek onthouden. Deze hypothesen waren n.1. voor mij aan-leiding tot een uitgebreid onderzoek, waarin ik getracht hebhun juistheid te toetsen. Daarom zal ik mij aan het eind vanHoofdstuk VI opnieuw met deze hypothesen bezig houdenna de beschrijving van mijn experimenten en de resultatendaarvan.



??? HOOFDSTUK III. Het vitamine C in de oogheelkundige therapie. Dat van het vitamine C na zijn ontdekking groote thera-peutische verwachtingen v/erden gekoesterd, volgt uit het-geen tot nu toe is gezegd. Het zou een gunstigen invloedkunnen uitoefenen op intr.a- en extra-oculaire bloedingen enandere oogafwijkingen, daar het een gewichtige functieheeft in het metabolisme van het oog, te meer, omdatbekend is, dat bij aandoeningen van het netvlies en van dclens, bij oogontstekingen en bij glaucoma het normale hoogegehalte aan vitamine C sterk vermindert. Van een zoo sterk oxyreductiesysteem was ook een gun-stige invloed te verwachten bij bepaalde extra-oculaire ont-stekingen, b.v. bij keratitis en conjunctivitis, bij welke doormiddel van vitale kleuring aangetoond is, dat bij ontstekingvan deze weefsels de oxyreductie-processen verminderen.Verder is bekend, dat

hoogstwaarschijnlijk tengevolge vanzijn oxyreductiepotentiaal het vitamine C in staat is te ont-kleuren, een factor, die bij artificieele verkleuringen van hetoog: siderosis, chalcosis, argyrosis, melanosis, van beteekenis zou kunnen zijn. Maar ook in ander opzicht was van het vitamine C ietsgunstigs te verwachten. In de oogheelkundige therapie wordteen voortdurende strijd gevoerd tegen het bederf van degebruikelijke geneesmiddelen, iets wat in den tegenwoor-digen tijd van groote beteekenis is. Een toevoeging van een kleine hoeveelheid vitamine Caan een adrenaline-houdende oplossing, beschermt het adre-naline voor oxydatie, verhindert ook de verkleuring doorafbraakproducten van het eserine, belet het achteruitgaanvan vitamine A-houdende medicamenten en tenslotte hethinderlijke verkleuren van een heele reeks van zalfcombi-naties, waarop de oogarts is aangewezen.



??? Met dit korte overzicht zijn de therapeutische mogehjk-heden niet uitgeput, en in dit hoofdstuk zal blijken, dat erbijna nog geen begin is gemaakt met het uitbuiten der thera-peutische mogelijkheden, en dat de eerste stappen, die op ditgebied zijn gezet, niet op de meest gewenschte manier zijngedaan. M??ller en na hem vele anderen vonden, dat het vitamine Cgehalte van de lens en het kamervocht bij staar sterk ver-minderd was. Goldmann en Buschke (i) overwogende mogelijkheid, dat het lagere gehalte aan vitamine C. ver-oorzaakt door de vergroote doorlaatbaarheid van de barri?¨rebij ontstekingen, van groote beteekenis kan zijn bij Jiet ont-staan van de cataracta complicata. Monjukowa en Fradkin (2) deelden mede, datzij bij vitamine C-vrij gevoede caviae ante exitum met despleetlamp cataracteuze veranderingen in de lens waar-genomen hadden. Deze mededeelingen zijn

voor vele onderzoekers aan-leiding geweest, het vitamine C als geneesmiddel voor destaar te beproeven. De resultaten van deze proefnemingen kan men summa-risch aldus samenvatten: zij hebben geen succes opgeleverd.Hier herhaalt zich een verschijnsel, dat de oogheelkundehelaas al te vaak heeft te zien gegeven. Een aanvankelijkzeker goed bedoeld optimisme van ernstige onderzoekersontaardt in onbegrijpelijk korten tijd tot polypragmasie.Hetzij dat het woord staar de verbeelding prikkelt, hetzijdat de medicamenteuze genezing van de staar een niet uitte roeien wensch is, steeds was de cataract het operatie-terrein van twijfelachtige en overdreven therapeutische be-moeienissen. Bijna tien jaar geleden werden in het Zentral-blatt ('â€?gt;) de toentertijd moderne staargeneesmiddelen envooral de manier, waarop vermeende resultaten van staar-therapie??n verkregen werden,

aan de kaak gesteld en nuherhaalt zich weer hetzelfde met het vitamine C. Op demeest primaire eischen voor een eenigszins bruikbaar onder-



??? 2oek, wordt geen acht geslagen. De aantallen van de be-handelde staarpatienten zijn veel te gering: de publicatie vanPa via (3) gaat over 10 gevallen; de gevallen zijn te kortonderzocht, er wordt alleen een verbetering van de visusopgegeven, en absoluut onbeteekenende veranderingen vande visus worden als verbeteringen vermeld, b.v. een veran-dering van de visus van 5/10 op 5/6.6 en van 5/15 op 5/10.Veranderingen van de belichting, verschillen in pupilwijdte,de psychische factor, kortom alle factoren, die mede vaninvloed zijn op de practische gezichtsscherpte, kunnen dezeonbeteekenende veranderingen tot stand brengen, zonderveranderingen in de lens. Zelfs bij het voortschrijden vande staar kunnen verbeteringen van de gezichtsscherpteoptreden, doordat bij het ondoorschijnender worden van eengedeeltelijke troebeling de storende strooiing vermindert.Verder moet men

rekening houden met den eisch, dat in eengoede statistiek niet alleen de gunstige, maar ook de ongun-stige gevallen opgenomen moeten worden, en deze laatstegevallen zijn voor de beoordeeling van het geheel van grootebeteekenis. Essentieel is, dat over toestand en veranderingenvan de lens alleen dan een goed inzicht is te verkrijgen,wanneer geregeld met niet te korte tusschenpoozen nauw-keurige teekeningen van het spleetlampbeeld worden uit-gevoerd, en deze teekeningen onderling vergeleken worden.Geen enkele van de publicaties over de gunstige uitwer-kingen van het toedienen van vitamine C bij cataract voldoet aan deze eischen (K ^ ^^ ^ Men begrijpe mij goed, ik kies geen partij voor die groepvan oogheelkundigen, waarvan Vogt de meest vooraan-staande vertegenwoordiger is, die iedere therapie voor decataracta senilis als doelloos bestempelen, en alle

pogingenen onderzoek in deze richting als tot mislukking gedoemdverwerpen. In een uitvoerige studie over de overerving van ouder-domsverschijnselen bij eeneiige tweelingen (quot;) komt Vogttot de slotsom, dat niet alleen het verkrijgen van de ouder-domsstaar, maar ook de tijd van optreden, de vorm en de



??? verdere ontwikkeling van deze staar alleen door erfelijkefactoren bepaald wordt. De biochemische onderzoekingenvan de lens zullen nooit in staat zijn, een nader inzicht tegeven in deze erfelijke eigenschappen, evenmin als dechemische analyse van de oogzenuw ooit in staat zal zijnverdere ophelderingen te geven over het wezen van deLeber'sche atrophie. Daarvoor zouden de stoffen in de kiem-cellen, die de dragers zijn van deze erfelijke eigenschappen,nauwkeurig geanalyseerd moeten worden, en van deze on-mogelijkheid is wel ieder overtuigd â€” aldus Vogt. Aan den anderen kant staat een groep onderzoekers, waar-van M??ller de voorman genoemd mag worden, en die metalle hulpmiddelen van de moderne biochemie iets te wetentrachten te komen van de levensvoorwaarden en de stof-wisseling van de lens. Men moet niet vergeten, dat eerstsedert korten tijd de eerste

stappen op dezen moeizamen wegzijn gezet en ook mag men het dezen onderzoekers niet euvelduiden, dat zij, na een ontdekking van een nooit vermoedeeigenschap, op een dergelijke vondst paraphraseeren enmogelijkheden in het verschiet zien, waarvan de verwezen-lijking nog verre is (i^). Het standpunt van Vogt is kernachtig samengevat in zijnuitspraak: â€žDas Erbgut l?¤sst sich zwar sch?¤digen und zer-st??ren, es l?¤sst sich aber nicht bessernquot; (i^). In het vuurvan zijn verdediging van deze stelling geeft Vogt echter zijntegenstanders een kostelijk wapen in handen, wanneer hijzegt, dat bij den erfelijken vorm van diabetes wel het hoofd-symptoom door insuline te bestrijden is, maar dat deze ziekteniet medicamenteus te genezen is. Als we dezen gedachten-gang overbrengen op de seniele cataract â€” aangenomen metVogt, dat deze staar alleen door erfelijke factoren

bepaaldwordt â€” en als we dan zouden kunnen zeggen: bij de senielecataract kan wel het hoofdsymptoom, de lens-troebeling,bestreden worden, maar zij is niet te genezen, wat zou dewetenschap dan een opzienbarend succes behaald hebben. Ook Krausenbsp;kan zich niet vereenigen met het



??? therapeutisch nihihsme van Vogt en wijst op de erfehjkevormen van hypothyrioidisme en Xeroderma pigmentosum,waarbij niemand zal nalaten de bekende therapie toe tepassen, ook al hebben we geen idee. hoe deze erfelijke eigen-schappen in de kiemcellen aanwezig zijn. Bovendien haalt Krause verschillende voorbeelden vangeslaagde experimenteele be??nvloeding van erfelijke eigen-schappen aan. De afwijzende houding van Vogt zal de onverdrotenonderzoekers in hun werkzaamheid niet remmen, maar waar-schijnlijk zullen onze inzichten in de ontwikkeling van deouderdomsstaar nog aanzienlijk verdiept moeten worden,voordat therapeutisch het ontstaan of het voortschrijden vandeze staar gunstig be??nvloed kan worden. Eerst dan zal hetschijnbare gelijk Van Vogt in een duidelijk ongelijk veran-deren. Op een hooger niveau dan de mededeelingen over gunstigeresultaten

met de vitamine C-therapie bij de conservatievebehandehng van de staar, staan die onderzoekingen, die uit-gevoerd werden met de bedoeling een nader inzicht te ver-krijgen in de vitamine C-stofwisseling bij staarpati??nten. Dezeonderzoekers hebben niet het vitamine C met therapeutischebedoelingen toegediend, maar hebben bij cataractpatientenbloed- en urineonderzoekingen uitgevoerd en de verzadigings-waarde bepaald. Zij kwamen tot uiteenloopende gegevens,en de schrijvers, die een gestoorde vitamine C stofwisseHngvonden, kwamen tot deze conclusie, deels omdat het mate-riaal niet goed gekozen was, zooals b.v. bij S e e f r i e d (is)het geval is, wiens controlepatienten aanmerkelijk jongerwaren dan de staarpatienten, deels doordat sommigen tekleine verschillen in bloedwaarden en verzadigingswaardenals bewijzend beschouwden voor een bestaande stoornis inde

vitamine C-stofwisseling bij staarlijdersnbsp;le). Ver- schillende anderen vonden echter geen verschillen in devitamine C-huishouding tusschen staarpati??nten en normalecontrolepersonen van denzelfden leeftijd (i^ iÂ?, iÂ?, ^o, 21).Toch leek het mij noodzakelijk een onderzoek in deze richting



??? in te stellen, waarvan de resultaten in het volgende hoofdstukzullen meegedeeld worden. Ook bij andere oogaandoeningen is het vitamine C alstherapeuticum toegediend en ook hier komen de verhoudin-gen ongeveer overeen met hetgeen boven voor de staar-therapie is geschetst. Het ligt voor de hand, dat men bij bloedingen in en omhet oog vitamine C heeft toegediend, maar slechts zelden zalin den tegenwoordigen tijd het vitamine C zoo dringend aan-gewezen zijn als in het geval van S h ap i r o en H u r-witz (22), die netvliesbloedingen waarnamen als symptoomvan een infantiel scorbuut. Het is opvallend, dat tot nu toe met betrekking tot eenzoo frequent ziektebeeld als de recidiveerende juveniele glas-vochtbloeding, zoo weinig mededeelingen zijn gedaan overeen gunstige werking van het vitamine C (^a). Ten aanzienvan bloedingen tijdens en na operaties, bij

netvliesprocessen,bij diabetes, bij glaucoma, bij traumata en verder bloedingen,die, zooals bekend, frequent voorkomen bij alle mogelijkeintraoculaire ontstekingen, vermeldt de literatuur bijna nietsomtrent het gevolg van een behandeling met vitamine C(24, 25), Door het vrijwel ontbreken van mededeelingen overgunstige resultaten met vitamine C-therapie bij deze bloedin-gen steekt de oogheelkundige hteratuur gunstig af bij die opintern gebied, waarin na de ontdekking van het vitamine Ceen zeer groot aantal mededeelingen te vinden zijn, die hetvitamine C als een therapeuticum met gunstige werking bijallerlei bloedingen aanprijzen. Dit enthousiasme heeft voorde nuchtere werkelijkheid plaats gemaakt: het vitamine Cheeft alleen een zekere gunstige invloed op bloedingen voorzooverre deze verband houden met scheurbuik. De gunstige resultaten, die bij conjunctivitis vermeldworden,

behoeven op zijn minst nog een nadere beves-tiging (26, 27). Een enkele publicatie, waarbij het vitamine C een gunstigewerking bij netvliesloslating zou gehad hebben, kan geheelbuiten beschouwing blijven (4).



??? Tenslotte wordt het vitamine C uit theoretische over-wegingen gegeven bij ontstekingen en na anti-glaucomateuzeoperaties. Hierbij wordt gedacht aan het verlaagde vita-mine C-gehalte in het kamervocht, dat in deze gevallen be-staat door een grootere doorlaatbaarheid van de barri?¨revan de voorste oogkamer. Door toediening van vitamine Ctracht men het gehalte van vitamine C te verhoogen en zooeen mogelijke nadeelige werking op de lens te voor-komen C'ÂŽ). Kort geleden is een gunstig resultaat meegedeeld over devitamine C-therapie naast het dichlooramine bij mosterdgas-veretsing van het oog. De genezingsduur zou bij gelijktijdigtoedienen van het vitamine zeer bekort worden. Ook dezeervaring behoeft een nader statistisch onderzoek (2Â?).



??? HOOFDSTUK IV. Eigen onderzoek over het vitamine C gehalte van het bloed bij gezonden en ooglijders, en van het kamervocht cnde ooglens bij eenige oogziekten. Om een inzicht te krijgen in de beteekenis, die de ver-zorging van het organisme van ooglijders met het vitamine Ckan hebben voor hun oogaandoening, leek het mij gewenscht,het gehalte van het vitamine C in het bloed te bepalen. Zoo-als reeds vroeger is medegedeeld, is de bepaling van hetvitamine C-gehalte in het bloed een betrouwbare en tevensde eenvoudigste manier om dit inzicht te verkrijgen. Aan-gezien alle patienten in het Nederlandsch Gasthuis voorOoglijders, ook als zij later clinisch verpleegd worden, depolicliniek passeeren, heb ik gedurende eenige maandendagelijks bij vier policliniekbezoekers het vitamine C-gehaltevan het bloed bepaald. Om een inzicht te krijgen in de vitamine C-verzadigingvan

policliniekbezoekers met gezonde oogen, heb ik eerstbij een aantal patienten, die wegens refractieafwijkingen depolicliniek bezochten, het bloedgehalte aan vitamine C be-paald volgens de methode Emmerie-van Eekelen. Dezegevallen heb ik in 8 leeftijdsgroepen verdeeld van O tot80 jaar. Van elke leeftijdsklasse werden 15 menschen onder-zocht. Hoewel de individueele waarden in iedere groep grooteschillen vertoonden, waren duidelijke groepsverschillen nietaantoonbaar. Gemiddeld vond ik een vitamine C-gehaltevan het bloed van 0.7 mG %. De laagste waarde was 3.2,de hoogste 14.8 mG %. Men moet bij deze uitkomstenrekening houden met de bevolkingsklassen, waaruit depatienten gerecruteerd worden; de beter gesitueerden en deminstbedeelden zijn bijna niet vertegenwoordigd. Berekent men behalve de gemiddelde waarde de middel-bare afwijking van deze gemiddelde

waarde, dan krijgt men



??? een zeer regelmatige verdeelingskromme met een binominaalkarakter, symmetrisch aan weerszijden van de gemiddeldewaarde gelegen; dit beteekent, dat grootere afwijkingen vandeze waarde zeldzaam waren. Hypovitaminosen - waardenbeneden 0.4 mG % - en de toestand van verzadiging -1.2 mG % en daarboven kwamen weinig voor. Na dit vooronderzoek, dat tevens diende om de noodigeroutine in de vitamine C-bepaling te verkrijgen, heb ik bijalle cataractpatienten, die in 1938 en 1939 in de cliniekkwamen, het vitamine C-gehalte van het bloed onderzocht.Ik kan over de uitkomsten van dit gedeelte van het onder-zoek zeer kort zijn. De groep cataractlijders vertoonde in zijngeheel geen verschil met de policliniekbezoekers met gezondeoogen. Dit resultaat komt overeen met de uitkomsten vanNastri (1), Karbacher (2), Bertoldinbsp;Haw- ley (4) en Urbanek (5), die in

tegenstelling met S e e-fried (8), Bellows en Silva en Novais (Â?),bij cataractlijders geen gestoorde vitamine C stofwisselingvonden. De verschillen in de verzadiging met vitamine Ctusschen cataractlijders en gezonde personen zijn bovendienbij de laatste groep schrijvers zeer gering; hun conclusiesover het bestaan van een hypovitaminose bij cataractlijdersschijnen mij dan ook niet voldoende gefundeerd. Het materiaal, dat ik statistisch verwerkt heb, is in zekeropzicht eenzijdig, omdat het alleen van policliniekbezoekersstamt, waaronder de beter gesitueerden en de paupers bijnaniet voorkomen. De kans op excessieve waarden naar degunstige en ongunstige zijde is hierdoor geringer. Ook bij pati??nten met intraoculaire bloedingen heb ik geenverschillen gevonden in den verzadigingstoestand van hetorganisme met vitamine C ten opzichte van de controlegroep. Verder heb ik bij 30

patienten, lijdende aan chronischeiridocyclitis, het vitamine C-gehalte van het bloed bepaald.Het betrof hier meestal tuberculeuze aandoeningen, en ikkwam tot uitkomsten, die in niets verschilden van die van



??? TABEL 1. Aard der aan doening. Aantalgevallen Gemiddeldvit. C-gehaltev. h. bloedin mG % Hoogstewaardein mG % Laagstewaardein mG % Juveniele glasvochtbloeding . . 10 0,72 1,41 0,41 Retinitis hypertensiva .... 12 0,68 1,07 0,49 Retinitis diabetica..... 7 0,73 1,23 0,43 Retinitis tuberculosa .... 10 0,68 1,14 0,56 Traumata........ 18 0,71 1,07 0,57 Bloedingen bij netvliesloslating 2 0,8 0,94 0,66 Glaucoma haemorrhagicum . . 4 0,67 1,02 0,52 Retinitis anaemica..... 1 0,63 â€” de controlegroep, van de patienten met intraoculaire bloe-dingen en de cataractpatienten. Tenslotte heb ik nog met precies hetzelfde resultaat bijpatienten met verschillende vormen van keratitis, kerato-conjunctivitis eczematosa, netvliesaandoeningen, ook metablatio retinae, chorio-retinitiden bloedbepalingen gedaan,zonder afwijkingen ten opzichte van de controlegroep tevinden. Al deze uitkomsten leiden in

hun geheel tot de conclusie,dat geen verband bestaat tusschen de opgesomde oogaf-wijkingen en het gehalte aan vitamine C in het bloed vandeze patienten. Men mag zich de situatie als volgt voorstellen: Het bloed is een transportmiddel, en kan vergelekenworden met een spoorwegnet; de op een gegeven oogenblikbepaalde hoeveelheid vitamine C in het bloed met de hoe-veelheid van een of ander artikel, dat in een goederentreinaanwezig is. Wanneer men constateert, dat altijd dezelfdehoeveelheid van het artikel in den trein aanwezig is, kanmen nooit een inzicht krijgen in den aanvoer, het verbruik,de productie en de opstapeling van dit artikel van het ge-heele gebied van het net en zeker niet van bepaalde plaatsen.En als we nog verder deze beeldspraak voortzetten, dan



??? mogen wij het oog een klein station noemen; om de behoeftevan het oog aan vitamine C te peilen, moet een fijnere testgebruikt worden dan de bepaling van het bloedgehalte aanvitamine C. Maar de uitkomsten van het bloedonderzoek leeren onsnog iets anders en wel, dat de aandoeningen, die hierbovengenoemd zijn, als plaatselijke afwijkingen moeten wordenbeschouwd, die door de vitamine C-voorziening van hetorganisme niet be??nvloed worden, en omgekeerd op dievoorziening geen invloed uitoefenen. Als een fijnere test scheen mij het onderzoek naar hetvitamine C-gehalte van het kamervocht het meest geschikt.Bij de cataractextractie is het kamervocht gemakkelijk teverkrijgen. Hierbij werd als volgt te werk gegaan. Onmid-dellijk na de staarsnede werd het kamervocht uit den con-junctivaalzak, die te voren goed schoongespoeld en droog-gemaakt was, met een

Pasteursche pipet opgezogen endaarna onmiddellijk in een schaaltje met trichloorazijnzuurgemengd en na verdunning met water getitreerd. Omdat in de in het Nederlandsch Gasthuis voor Ooglijdersgebruikelijke operatietechniek geen lidhouder gebruikt wordt,lukt het opzuigen van het kamervocht goed. Als bekendmag worden verondersteld, dat wij bij de staaroperatie tweeteugeldraden aanleggen, ?Š?Šn door het benedenooglid en ?Š?Šn,die onder de musculus rectus superior loopt. Deze dradenworden door den assistent zacht gespannen. Op deze manierwordt de onderste conjunctivaalzak ontplooid, waarbij eenverzamelplaats ontstaat voor het kamervocht, dat onmid-dellijk na de staarsnede uit het oog vloeit. Natuurlijk komthierbij het kamervocht in contact met de buitenlucht en staathet vitamine C aan oxydatie bloot, maar door de genoemdehandelingen snel achtereen uit te voeren,

kan deze storendefactor tot een minimum teruggebracht worden. Het belangvan den patient veroorlooft geen andere techniek. De uitkomsten van dit onderzoek waren zeer interessant.Daar in onze cliniek de voorkeur aan de intracapsulaireextractie gegeven wordt, kwamen in dit onderzoek slechts 4



??? weinig rijpe cataracten voor. Bij de intracapsulaire extractiebehoeven we immers niet te wachten tot de staar â€žrijpquot; isin anatomischen zin, en wij opereeren dan ook zoodra destaar ernstige visusstoornissen veroorzaakt. Deze omstandig-heid is de oorzaak, dat ik mijn gegevens kan verdeelen naarden graad van de lenstroebeling. De graad van lenstroebeling kan op twee??rlei wijze be-paald worden. Men kan de gezichtsscherpte voor de operatieals maatstaf gebruiken, of men kan de troebehng van dege??xtraheerde lens trachten te schatten. Dit doet men hetbeste door de ge??xtraheerde lens op klein drukletterschriftte leggen en de leesbaarheid van het drukschrift na te gaan.De eerste manier bleek bruikbaarder te zijn. In de onderstaande tabel heb ik voor eiken vorm vancataract de patienten in 3 groepen onderverdeeld. Bij groep Iwas de visus v????r de operatie van 1/3 tot 1/10, bij groep IIvan

1/20 tot 2/60, bij groep III van 1/60 tot 1/300. TABEL 2. Vitamine C Kamervocht Vitamine C Lens __ Vorm vancataract Groeps-verdeelingnaar devisus. Aantal Gemidd.waardein mG % Hoogstewaardein mG % Laagstewaardein mG % Gemidd.waardein mG % Hoogstewaardein mG % Laagstewaardein mG % Senilis I II 1514 7A4. 16.76.9 2.30.6 6.43.6 19.46.1 2. 0.6 ra 14 1.2 4.7 0 0.8 3.5 0 Complicata I n 128 5.83.7 12.39.6 1.60 6.33.1 12.59. 3.70 III 6 0.9 4.2 0 0.7 3.9 0 Nuclearis I 9 12.1 22.9 3.6 9.9 23.7 4.4 In deze tabel verschijnen behalve de waarden van hetkamervocht, ook de waarden van de lens. De eerste waardeis de gemiddelde waarde, de tweede de laagste en de derde



??? de hoogste waarde, die gevonden zijn. De lenzen werdendirect na de extractie in gewogen weegglaasjes gebracht engewogen; vervolgens met 10 cc. 10 % trichloorazijnzuur ineen speciale lenzenmortier, die wij daarvoor in ons laborato-rium gebruiken, fijngewreven, wat tengevolge van de eiwit-coagulatie door het trichloorazijnzuur, vlug en volledig ge-schiedt. Daarna werd het mengsel gefiltreerd; in 4 cc. van ditfiltraat werd de hoeveelheid vitamine C, na verdunning metwater, door directe titratie bepaald met het reagens van Till-mans; een tweede portie van 4 cc. werd bewerkt volgens demethode Emmerieâ€”van Eekelen met mercuriacetaat en zwa-velwaterstof. Omdat in de lenzen, normale zoowel als staar-lenzen, steeds minstens 90 tot 95 % van het vitamine C inden gereduceerden vorm aanwezig bleek te zijn, heb ikin nevenstaande tabel alleen de totale hoeveelheid vitamineC

opgegeven. Wanneer men de cijfers van tabel 2 nader beschouwt,dan is het wel duidelijk, dat met toenemende troebeling vande lens het vitamine C-gehalte van lens en kamervochtdaalt. Ofschoon men in de hteratuur zoo nu en dan het ver-moeden uitgesproken vindt, dat met toenemende troebelinghet vitamine C-gehalte en kamervocht achteruit gaat, werddit feit tot nu toe niet statistisch bevestigd. Integendeel, demeeste auteurs spreken zich niet uit over vorm en graad derlens-troebeling en spreken heel algemeen van het gehaltebij staarlenzen (Urbanek (5), wat tot gevolg heeft, datsommigen een zeer groote, anderen slechts een kleine ver-mindering of zelfs normale waarden hebben waargenomen,al naar gelang den cataractvorm die zij konden onderzoeken. In tabel 2 valt de groep cataracta nuclearis op door hethoogere vitamine C-gehalte. De beteekenis hiervan wordtstraks

besproken. Na het vaststellen van de daling van het vitamine C-ge-halte bij toenemende cataractvorming, en zelfs van de totaleafwezigheid van het vitamine bij rijpe cataracten, was hetvan het grootste belang te weten, hoe het met het vitaminein het aphake oog gesteld was.



??? Uit de gegevens van de literatuur kan men tot de opvat-ting komen, dat in het aphake oog een normaal, maar ookeen verminderd gehalte aan vitamine C kan voorkomen.(Gal la en Mei ka (9), Franta Jiri (lo), Cella (quot;),Urbanek (5).) Deze auteurs spreken weer van aphakie,zonder voldoende aandacht aan zeer belangrijke details teschenken. Toen ik voor den eersten keer het kamervocht van eenaphaak oog onderzocht, vond ik tot mijn verrassing een zeerhoog vitamine C-gehalte. De pati??nt, een 23-jarige man,was reeds 4 jaar aphaak â€” de discisie was indertijd wegenscataracta congenita verricht, â€” en hij werd in de cliniekopgenomen, omdat hij een zoogenaamde kikkerrit-nastaarhad. Met de spleetlamp was een heel mooie â€žS??mmering-sche Kristallwulstquot; te zien. Het is bekend, dat dit beeld totstand komt door uitgroeien van lensvezels uit het kapsel-epitheel, dat na de discisie in het oog

achtergebleven is.Elke epitheelcel vormt bij wijze van spreken een nieuw,klein lensje, waardoor het grilhge beeld van de kikkerrit-nastaar tot stand komt. Het leek mij mogelijk, dat het relatiefhooge gehalte aan vitamine C in het kamervocht â€” 20.1mG % â€” met de activiteit der nieuwgevormde lensjes inverband gebracht moest worden, en ik heb in het vervolgin alle gevallen van aphakie nauwkeurig nagegaan of er inhet oog lensnieuwvorming aanwezig was of niet. Ik zal in de volgende tabel onder membraneuze nastaardie gevallen samenvatten, waar geen nieuwvorming aan-wezig was, onder kikkerritnastaar die gevallen, waar wellensnieuwvorming met de spleetlamp was waar te nemen. Het is duidelijk, dat tusschen de beide groepen van na-staar aanmerkelijke verschillen waar te nemen zijn in hetgehalte aan vitamine C in het kamervocht. Bij de aanwezig-heid van kleine lensjes in de gevallen van

kikkerritnastaar,is de waarde veel hooger, dikwijls zelfs normaal; bij demembraneuze nastaar is er een sterke verlaging. Dit lijktmij een duidelijk bewijs voor de noodzakelijkheid van de



??? TABEL 3. Vitamine C-gehaltc kamervocht in mG %. Tijdsverloopsedert operatie Kikkerritnastaar Tijdsverloop Membraneuzenastaar 4 jaar 22.8 6 jaar 4.2 4 jaar 20.1 3 jaar 2.6 2.5 jaar 18.9 4 jaar 0.7 1 jaar 9.3 1 jaar 0.5 9 mnd. 7.4 aanwezigheid van de lens om het hooge vitamine C-gehaltevan het kamervocht op peil te houden. Franta Jiri (lO), die ook het vitamine-gehalte vanaphake oogen onderzocht, echter zonder op lensnieuwvor-ming te letten, kwam tot de conclusie, dat de lens niet ver-antwoordelijk is voor het hooge vitamine C-gehalte in hetkamervocht, omdat hij in eenige gevallen van nastaar vond,dat met den tijd die verloopen was sinds de discisie, hetvitamine C-gehalte van het kamervocht steeg. Dit feit komtmet mijn bevindingen overeen, maar aan de voor de handliggende verklaring, dat de activiteit van de nieuwgevorm-de lensmassa hiervan de oorzaak zou kunnen

zijn, heeftFranta Jiri klaarblijkelijk niet gedacht. Deze nieuwvormingheeft, zooals de clinische ervaring leert, geleidelijk plaats enis in de eerste maanden na de discisie slechts bij uitzonderingte vinden. Pas nadat een voldoende aantal lensjes gevormdzijn, kunnen zij het vitamine-gehalte van het kamervochtbe??nvloeden. Dat de activiteit van deze nieuwvormsels zeeraanzienlijk kan zijn, blijkt uit de hooge vitamine C-waar-den, die in deze gevallen aangetroffen kunnen worden. Wanneer nog een bewijs noodig zou zijn, dat het de lensis, die het hooge vitamine C-gehalte van het kamervochttot stand brengt, dan moet op de gevallen van cataractanuclearis gewezen worden, waarvan het vitamine C-gehaltete vinden is in tabel 2. Bij dezen vorm van staar bestaat een



??? aanzienlijke vermindering van de gezichtsscherpte, omdatde lens een centrale troebeling heeft, terwijl de lensschors,nagenoeg normaal kan zijn. Men weet dat de lensschors heteigenlijke levende deel van de lens is, terwijl de kern op-gevat mag worden als een samenstelling van gedenatureerdeiwit; omdat de lens door appositie groeit, wordt de lens-kern gevormd door de oudste afgestorven lensvezels. Metdeze voorstelling over den samenhang van de lenswerk-zaamheid en het vitamine C-gehalte van lens en kamer-vocht komen de hoogere waarden, die bij cataracta nuc-learis gevonden werden, voortreffelijk overeen. In 1934 vond Fischer (12) in de volkomen helderelens van een oog, dat wegens melanosarcoma chorioideaeverwijderd was, geen vitamine C. Deze waarneming vindtmen in de literatuur vaak aangehaald en sommige schrijvers,o.a. Bakker (iÂŽ), wijzen er op, dat het vitamine C voorhet

helder blijven van de lens niet van beteekenis is, omdatde lens in dit geval helder was en geen vitamine C bevatte.Ik heb daarom de gevallen van melanosarcoma, die in 1939in de cliniek waargenomen zijn en waarbij enucleatie werdverricht, onderzocht. Deze lenzen waren alle optischnormaal. TABEL 4. Vitamine C-gehalte van lens en kamervocht van oogen metmelanosarcoma chorioideae. Nummer Vitamine C-gehalteLensin mG % Vitamine C-gehalteKamervochtin mG % 1 24.1 22.4 2 23.5 20.1 3 17 18.2 4 26.3 22.8 5 28.1 29. 6 62 64.2



??? Uit deze tabel blijkt, dat bij melanosarcoma de lensstof-wisseling voor zoover het het vitamine C betreft, volkomenongestoord kan zijn. Het laatste opgegeven geval heeft eenongewoon hoog vitamine C-gehalte en kan samen met hetgeval van Fischer, waar in het geheel geen vitamine C ge-vonden werd, voor de mogelijkheid van een gestoorde vita-mine C-stofwissehng van de lens bij melanosarcoma pleiten.In het laatste geval van tabel 4 werd ook de bloedwaardebepaald, die boven het verzadigingspunt bleek te liggen (1.7 mG %). Bakker verdedigt de opvatting, dat het vitamine C voorde lens niet onontbeerlijk is. Tot deze meening kwam hij.omdat zijn overlevende lenzen in een doorstroomingscultuurhelder bleven, terwijl toch het vitamine C-gehalte van dezelenzen zeer sterk daalde, ja na l?¤ngeren tijd was in het ge-heel geen vitamine C meer in de lens aanwezig. Als

verderargument voor zijn meening haalt hij het bovengenoemdegeval van Fischer aan, waarbij in een heldere lens ook geenvitamine C aanwezig was. Deze conclusie lijkt mij te verre-gaand. Er zijn toch verscheidene voorbeelden van een ver-anderde lensstofwisseling bekend, waarop niet onmiddellijkde lenstroebeling aansluit, denk b.v. aan de vermindering vanbet kaliumgehalte. Vooral van den tijd, die verloopt tus-schen het ontstaan van veranderingen in het lensmetabolis-me en het optreden van troebelingen weten we in de meestegevallen zeer weinig. Vooral door de uitkomsten bij onder-zoekingen over de experimenteele staar wordt tegenwoordigalgemeen aangenomen, dat aan de cataract een stadium vanverhoogde doorlaatbaarheid van de lens voorafgaat, waar-door een vermindering van het vitamine C-gehalte bij nogheldere lens even goed verklaarbaar is als de

verminderingvan het kaliumgehalte in andere gevallen. Therepeutische proeven met vitamine C heb ik bij cata-ract-pati??nten niet gedaan, en wel omdat de mij ter beschik-king staande tijd voor deze proeven te kort was. Ik meenduidelijk gemaakt te hebben, dat voor een oordeel over dewerkzaamheid van een medicament, waarvan verwacht



??? wordt, dat het de cataractvorming tegengaat of remt, jaren-lange controle noodig is of een zoodanige werking bestaatof niet. Anders liggen de verhoudingen bij de intra-oculaire bloe-dingen, waarbij een gunstigen invloed van een therapie opkorteren termijn is vast te stellen. Om een zooveel mogelijkhomogeen materiaal te verkrijgen, heb ik uitsluitend de zoo-genaamde recidiveerende juveniele glasvochtbloeding in ditverband onderzocht. Ofschoon deze ziekte betrekkelijk zelden voorkomt, benik in de gelegenheid geweest 9 gevallen gedurende anderhalfjaar te observeeren. Uit den aard der zaak was het ontoelaat-baar bij deze gevallen het vitamine C-gehalte van eenigdeel van het oog te bepalen. Ik heb daarom bij deze pati??n-ten, behalve het bloedonderzoek bij het eerste bezoek aande policliniek, geregeld het vitamine C-gehalte van hetbloed nagegaan, onder gelijktijdige toediening van 3 maaldaags

een tablet vitamine C a 50 mG. en het voorschrijvenvan een vitamine C-rijke bijvoeding gedurende den tijd vande observatie. De tweede bloedbepaling deed ik na een week. Zooalsreeds vermeld werd in tabel 1, was de beginwaarde bij deglasvocht-bloedingen zeker niet onder het gemiddelde. Doorde ruime vitamine C-toediening werd in alle gevallen naeen week de verzadigingswaarde in het bloed bereikt,meestal werd zelfs oververzadiging gevonden en deze toe-stand bleef zoo gedurende het geheele verloop van dc con-trole, in welken tijd ik telkens om de 2 a 3 maanden hetbloed onderzocht. Al deze negen pati??nten zijn in dit tijdsverloop genezen,maar de genezing kwam zonder uitzondering tot stand, na-dat, ondanks den toestand van oververzadiging met vita-mine C, de bloedingen herhaaldelijk opnieuw opgetredenwaren. De recidieven bleven pas uit, nadat operatief ingegrepenwas. Daartoe werd

volgens Weve de plaats gelocaliseerd,die de oorzaak was van de bloeding en daarna werd de



??? haard diathermisch gecoaguleerd. Met zekerheid kunnen wedus zeggen, dat de vitamine C-therapie het optreden vanrecidieven niet voorkomt. Of deze therapie eenigen invloedop de genezing uitoefent, is moeilijk uit te maken. Het isbekend, dat de recidiveerende, juveniele glasvochtbloedin-gen niet alleen, zooals de naam reeds zegt, een groote nei-ging hebben om te recidiveeren, maar soms ook in zeerkorten tijd geresorbeerd kunnen worden. Zoo kwam eenvan deze pati??nten met een glasvochtbloeding, die twee da-gen bestond en de gezichtsscherpte tot het waarnemen vanhandbewegingen vlak voor het oog verminderd had, driedagen na het eerste bezoek op de policliniek terug voor clinische verpleging. Bij deze opname in de cliniek waren in het glasvocht nogslechts bloedresten aanwezig en de visus was tot 5/10 ge-stegen door spontane resorptie. Misschien zou bij een

grooter aantal gevallen een gun-stigen invloed van een vitamine C-therapie waargenomen kunnen worden. Op grond van mijn waarnemingen kan ik het toedienenvan vitamine C bij deze glasvochtbloedingen niet als eenefficiente therapie beschouwen, hoewel voor het vitamine Cook geen contra-indicatie aanwezig is, wanneer niet uit hetoog wordt verloren, dat de operatieve therapie, zooals diein onze cliniek gebruikelijk is, ter juister tijd uitgevoerd,deze kwaal met goed gevolg schijnt te kunnen bestrijden. Franceschetti (i^), Urbanek (quot;) en Malling(16) dienen voor elke intraoculaire operatie vitamine C toeom de kansen op bloedingen tijdens en na de operatie teverminderen en meenen daarvan goede resultaten geziente hebben. Het verband tusschen de hypovitaminose en hetoptreden van bloedingen staat geenszins vast, zooals inhoofdstuk I reeds beschreven is. Kwade gevolgen

kan hettoedienen van vitamine C voor een operatie niet hebben,integendeel, patienten met een slechte vitamine C-verzor-ging, voelen zich er dikwijls beter door; een statistisch aan-toonbare vermindering dezer bloedingen, overigens bij onseen vrij zeldzame comphcatie, heb ik niet gevonden.



??? Mijn ervaringen bij iridocyclitis zijn gelijksoortig aan diebij glasvochtbloedingen. In tegenstelling met de glasvocht-bloedingen heb ik bij iridocycHtis herhaaldelijk het oog-kamervocht kunnen onderzoeken, als er een therapeutischereden voor punctie van de oogkamer bestond; steeds washet vitamine C-gehalte zeer laag, van O tot 5 mG %, zooalsook in de literatuur steeds opgegeven wordt. De bloed-waarden waren weer normaal. De toestand van verzadigingof oververzadiging was bij toediening van 150 mG vitamineC daags te zamen met een aan vitamine rijke voeding na eenweek steeds bereikt en bleef langen tijd na de genezing vande iridocychtis bestaan. Dat deze verzadiging een invloedop het verloop, den genezingsduur of op den uiteindelijkentoestand van het oog bij deze ziekte heeft, schijnt mij zeeronwaarschijnlijk, omdat ik geen verschil ten opzichte vancontrolepatienten heb gevonden. Naar

aanleiding van de bovenbeschreven resultaten kanmen samenvattend zeggen, dat de therapeutische toedieningvan vitamine C geen statistisch aantoonbare waarde heeft,tenminste voor zoover het de door mij onderzochte patientenbetreft, die geen bijzonder lage bloedwaarden hebben cntijdens de verpleging in de cliniek met de gebruikelijke ge-varieerde voeding een voldoende hoeveelheid vitamine Ckrijgen. Misschien komt men tot heel andere resultaten,wanneer men met patienten te maken heeft, waarbij een zeerslechte verzorging met vitamine C bestaat. In aansluiting aan deze uitkomsten bij den mensch, kanik nog eenige mededeelingen doen over het vitamine C-gehalte in het bloed en het oog van den hond, waartoe ikin staat ben gesteld door de vriendelijke hulpvaardigheidvan Dr. Veenendaal, die mij het onderzoekmateriaal ver-schafte. Het betreft 2 oude honden, die aan beide oogeneen

duidelijke kernsclerose van de lens hadden, en een hond,waarbij een oog verwijderd moest worden wegens glaucomatengevolge van lensluxatie. In de gevallen met kernsclerose was het vitamine C-ge-halte van lens en kamervocht van dezelfde grootte als de



??? waarden, die in de literatuur als normaal voor den hondworden opgegeven, n.1. 7.5 en 7.1 mG % in het kamervochten 6.3 en 5.9 mG % in de lens. Het voorkomen van normalewaarden bij kernsclerose bij den hond stemt overeen metwat boven over de hoogere waarden bij cataracta mudearis van den mensch is gezegd. In het geval van de lensluxatie met glaucoma was hetvitamine C gehalte in het kamervocht 2.3 mG %, in de lens1.9 mG %. Deze lagere waarden komen ook overeen met de waar-nemingen bij soortgelijke toestanden bij den mensch.



??? HOOFDSTUK V. Een onderzoek over het lensmetabolisme in verband methet vitamine C. A. Onderzoek naar het vermogen van de lens om vitamineC te maken. Wanneer men het vraagstuk vitamine C en oog als eengeheel beschouwt, dan kan men met zekerheid zeggen, datde processen, waarbij het vitamine C betrokken is, zichvooral in en om de lens afspelen. Hierop wijzen het hoogevitamineC-gehalte van de lens, de vermindering in het ka-mervocht bij aphakie, de hoogere waarden in het kamer-vocht bij kikkerritnastaar. Alles wat verder beweerd wordtover herkomst en functie van het vitamine C in het oog, ishypothese. Nadat ik mij ervan overtuigd had, dat de normale lensvan mensch en dier zeer veel vitamine C bevat, kwam dusde vraag aan de orde: hoe komt dit hooge vitamine C-ge-halte tot stand. De drie in Hoofdstuk II vermelde theorie??n heb ik opverschillende manieren proefondervindelijk

op hun deugde-lijkheid trachten te toetsen. In de eerstgenoemde, oudstetheorie van M??ller wordt het hooge vitamine C-gehalte vanlens en kamervocht verklaard, door aan de lens het vermo-gen toe te schrijven om vitamine C aan te maken. Ik ben daarom begonnen met een onderzoek in te stellennaar het bestaan van een vitamine C-productie van de lens.Hierbij werd als volgt te werk gegaan. Op precies dezelfdewijze werden onmiddellijk na de enucleatie van oogen vankonijnen, apen en menschen de lenzen zoodanig vrijgepre-pareerd, dat ze als volkomen onbeschadigd konden worden



??? beschouwd. De bulbus werd daartoe op filtreerpapier ge-plaatst en aan de Hmbus werd een lanssnede gelegd. Meteen gebogen schaar werd daarna de cornea aan de limbusgeheel afgeprepareerd. Met een fijn, chirurgisch pincet werdde iris in het sphinctergedeelte gepakt, omhoog getild, enmet de gebogen schaar werd een radiaire snede tot aan deniriswortel gemaakt. Daarna werd een irisslip gepakt en deiris onder zachte spanning aan den iriswortel afgeknipt.Hierna lag de lens bloot. Een lamp, die op korten afstandopgesteld was, maakte den lensrand zeer duidelijk zichtbaarals een heldere, oplichtende lijn. Bij scheef invallend lichtwaren de zonulavezels zeer goed zichtbaar en door de lim-bus met een fijn pincet te pakken en iets excentrisch te ver-plaatsen, werden de zonulavezels ter plaatse gespannen,zoodat ze gemakkelijk met een fijn schaartje doorgekniptkonden worden

midden tusschen lens en processus ciliares.Op deze wijze werden door draaien van de bulbus allezonulavezels doorgeknipt; zoodoende kwam de lens vrij vanhaar natuurlijke verbindingen en kon met een hoornenlepeltje uit de fossa lentis geschept worden. Beschadigingenvan de kapsel, die altijd in den aequator lentis gelocaliseerdwaren, waren goed zichtbaar, omdat de lensmassa ter plaatsevan d?Š beschadiging halfkogelvormig uitpuilde. Vervolgenswerd de lens gewogen en in een vaatje van 5 cc. inhoud enmet ingeslepen glazen stop geplaatst, dat luchtvrij geheelmet warmbloedige Ringer-oplossing gevuld werd. Het ge-heel kwam in een broedstoof bij 37Â° C. Bij de dierproevenheb ik steeds beide lenzen van een dier op deze manier ge-prepareerd. De eene lens, die in de broedstoof kwam. zalik in het vervolg de proeflens noemen; de andere, die onmid-dellijk na het vrij

prepareeren geanalyseerd werd, de con-tr??lelens. Daar bij het prepareeren en wegen van de lenzencontact met de buitenlucht onvermijdbaar is, en dit contactzeker invloed heeft op de temperatuur en het watergehaltevan de lens, en zeker ook op het vitamine C-gehalte, heb ikals voorproef den geheelen arbeidsgang zoo lang ingeoefend,totdat een minimum van tijd voor de geheele bewerking



??? (yl noodig was. Het gelukte mij het zoover te brengen, dat tweeminuten na de enucleatie de proeflens in de broedstoof stond.De lenzen werden gewogen met de analytische balans vanBakker-Delft met luchtdemping en verhchte miligramschaal-verdeeling. De weging duurt 15 seconden en is nauwkeurigtot op 0.1 milhgram. De beide normale lenzen van ?Š?Šn dier verschillen slechtsenkele milhgrammen in gewicht en de verschillen in vitamineC-gehalte gaan 2 mG % niet te boven. Na een bebroedings-tijd van 1â€”2â€”4â€”6â€”16 en 20 uur werd de lens uit hetvaatje genomen, door rollen op filtreerpapier gedroogd endaarna gewogen. Daarbij werd gelet op de optische hoeda-nigheid van de lens. De Ringeroplossing werd onderzochtop aanwezigheid van eiwit, geoxydeerd en gereduceerd glu-tathion en geoxydeerd en gereduceerd vitamine C. Het eiwitgehalte werd bepaald door toevoeging van tri-

chloorazijnzuur, het gereduceerde glutathion met behulp vande nitroprussidnatrium-reactie, het geoxydeerde glutathiondoor vergelijking van de nitroprussidnatriumreactie met enzonder toevoeging van KCN. Het gereduceerde vitamine Cwerd bepaald door directe titratie van de aangezuurde vloei-stof met het reagens van Tillmans; de totale hoeveelheidvitamine C volgens de methode Emmerie-van Eekelen. Hetverschil tusschen de totale hoeveelheid vitamine C en dehoeveelheid gereduceerd vitamine kwam dus overeen met dehoeveelheid geoxydeerd vitamine C. Daar het vaatje voor de proef geheel met Ringer-oplossinggevuld en daarna luchtdicht afgesloten werd, was alleen dekleine hoeveelheid zuurstof, die in de Ringer opgelost was,in het vaatje aanwezig. De bedoeling van deze afsluitingwas de oxydatie van het vitamine C in de lens en omgevendevloeistof, en vooral de irreversibele oxydatie,

zooveel mo-gelijk te beperken. De uitkomsten zijn vereenigd in onderstaande tabel.



??? TABEL 5. Vitamine C-aanmaak door dc konijnenlens. 'S w ilgQ -S d M 0 . Ua ^ S.S gt; a u ^^j-S g .S g^ ^ u â€”' gt; i ^quot; .s â€?a -S I'S .3 SÂ? â– KOU n IU fa0 O. (U X f si?? c c â€?â– S 03 iSa:.3 1 1 90 45 87 48 helder â€” â€” â€” 2 2 66 111 55 122 helder â€” â€” â€” 3 4 104 124 90 138 helder â€” â€” â€” 4 6 87 135 84 138 helder â€” â€” â€” 5 16 37 50 37 50 matig troebel â€” 6 20 62 67 64 65 matig troebel In deze tabel is te zien, dat als aanmaak gerekend wordtde hoeveelheid vitamine C in de proeflens plus die in deRinger-oplossing, verminderd met de hoeveelheid vitamineC in de controlelens. Verder blijkt uit de tabel, dat de proef-lenzen na 6 uur nog volkomen helder waren, zooals bij hetbegin van de proef, en dat de Ringer-oplossing volkomenvrij was van eiwit en glutathion. Het vitamine C in de Rin-ger-oplossing was bijna steeds geheel in den geoxydeerdenvorm

aanwezig, het vitamine C in de lens steeds voor meerdan 90 % in den gereduceerden vorm. De eiwit- en glutathionbepalingen van de Ringer-oplos-sing heb ik gedaan om de permeabiliteit van de lens na tegaan. Men weet n.l. uit onderzoekingen van F i s c h e r(i).dat het uittreden van eiwit en glutathion uit de lens heteerste verschijnsel is van een verhoogde permeabiliteit vande lens. Bij de proeven nr. 5 en 6, waar de lenzen langerbebroed werden (16 en 20 uur), waren de proeflenzen lichttroebel, de Ringer bevatte eiwit en geoxydeerd glutathion.Bovendien was het gewicht van deze proeflenzen aanmer-kelijk grooter dan dat van de controlelenzen, terwijl dit ge-wichtsverschil bij de eerste vier proeven slechts enkele mil-



??? ligrammen bedroeg en binnen de grenzen van de normalevariatie bleef. Deze proeven leeren ons dus, dat de ge??xplanteerde, over-levende lens in staat is vitamine C in aanzienlijke hoeveel-heden aan te maken. Dat bewijzen de vitamine C-waardenvan de proeflenzen op zichzelf al â€” deze waarden zijn in deproeflenzen bijna steeds hooger dan in de controle-lenzen;maar een nog veel duidelijker bewijs is de gevonden hoe-veelheid vitamine C in de Ringer-oplossing. De productiein 6 uur bedraagt ongeveer anderhalf maal de hoeveelheid,die in de controlelens aanwezig is. De cijfers, die ik in tabel 5 samengevoegd heb, stammenvan proeven met konijnenlenzen, omdat ik de meeste proe-ven uit den aard der zaak met konijnenlenzen verricht heb.Met apenlenzen heb ik soortgelijke uitkomsten verkregen.Volgens de onderzoekingen van Harden en Zilva (2)kan de aap, evenals de mensch en de cavia, bij

vitamine C-onthouding scorbuut krijgen. Bij twee menschenlenzen vondik na een 6-urige bebroeding in de lens een normaal vita-mine C-gehalte, terwijl in de Ringer-oplossing ongeveer eeneven groote hoeveelheid vitamine C aanwezig was als in delens. Hoewel ik bij deze lenzen natuurlijk niet de beschikkinghad over controle-lenzen, wettigen deze uitkomsten de con-clusie, dat ook de menschelijke lens, evenals de apenlens, instaat is vitamine C te produceeren. De vitamine C-productie door de konijnenlens, volgenstabel 5, graphisch weergegeven met als abscis den tijd inuren en als ordinaat de vitamineproductie in y (0.001 mG.)levert de volgende kromme op. (Afb. 1). Deze kromme vertoont in het begin een scherpe stijging,dan volgt een plateau en vervolgens een verval, dat vlakkeris dan de aanvankelijke stijging. Het verval stamt van proe-ven van l?¤ngeren duur (16 en 20 uur), waarbij de permeabi-

liteit van de lens reeds verhoogd was blijkens de aanwezig-heid van glutathion en eiwit in de Ringer-oplossing en deopgetreden lenstroebelingen. De lange duur van de proefverstoort blijkbaar die processen, die met de vitamine C-



??? productie verband houden. Dit resultaat geeft een verkla-ring van het lagere vitamine C-gehalte van cataracteuzelenzen. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415161718192 Voor mij was dit aanleiding naar een betere methode omte zien, die lensbeschadigingen door den langen duur vande proef voorkomt. Tegelijkertijd lag het in mijn bedoelingdieper inzicht in de stofwisseHng van de ge??xplanteerde lenste verkrijgen. B. Een proeve van een balans van de energiehuishoudingvan dc lens. Het ligt voor de hand, dat men voor explantatie-proevende methodiek volgens de Haan (3), die ook door B a k-ker (4) in zijn proeven werd gebruikt, zal moeten bezigen,temeer omdat Bakker, die ook lenzen ge??xplanteerd heeft,geen vitamine C-productie heeft kunnen aantoonen en ophet standpunt staat, dat de doorzichtigheid en het metabo-hsme van de lens niet samenhangen met de

aanwezigheidvan vitamine C. Ik ben begonnen met een proefopstelling te maken, dieprecies volgens de voorschriften van de Haan-Bakker opge- 5



??? bouwd was. De uitkomsten, met deze proefopstelling ver-kregen, leerden mij dat deze opstelling zonder veranderin-gen voor quantitatieve onderzoekingen onbruikbaar is. Het-zelfde bezwaar heeft trouwens Bakker ook ondervonden.De hoeveelheid vloeistof, die in de geheele apparatuur aan-wezig is, is namelijk zeer groot; het cultuurvaatje, waarinde lens ligt, heeft een inhoud van ongeveer 6 cc. en bij eendoorstroomingssnelheid van een druppel per minuut wordtde inhoud van het vaatje in ongeveer 2 uur ververscht.Bovendien vond ik in voorproeven, dat, wanneer het vaatjegevuld is met een zeer verdunde vitamine C-oplossing, hetvitamine ook diffundeert in een richting tegengesteld aandie van den stroom naar het groote voorraadvat. Daarbijkomt bij deze zeer sterke verdunningen de mogelijkheid vanirreversibele oxydatie van het vitamine C, en daarom is hetzonder meer begrijpelijk, dat deze

methodiek voor mijn doelongeschikt is. Deze overwegingen van quantitatieven aardnoopten mij dus, de lens te explanteeren in een kleine hoe-veelheid stilstaand vocht. Van de heele apparatuur van de Haan-Bakker heb ikslechts de ruime thermostaat en de cultuurkamertjes ge-bruikt. Deze vaatjes heb ik, nadat de lens er in geplaatstwas, 90Â° gedraaid; daarna werd 2 c.c. vloeistof toegevoegd,waardoor de vaatjes slechts ten deele gevuld werden en detoe- en afvoerbuisjes als luchtweg gebruikt konden worden.Op deze manier was het mogelijk naast het chemisch onder-zoek van lens en vloeistof, ook het zuurstofverbruik en dekoolzuurproductie te bepalen door analyse van de lucht, dieover de vloeistof streek. Het chemische onderzoek van proeflens en vloeistof om-vatte bepalingen van de hoeveelheden: 1.nbsp;gereduceerd en geoxydeerd vitamine C, 2.nbsp;glucose, 3.nbsp;melkzuur. Natuurlijk werd bij

elke proef ook in de controlelens dehoeveelheden vitamine C, glucose en melkzuur bepaald. Als



??? voedingsvloeistof werd een phosphaatbuffer gebruikt meteen pH van 7.2, waaraan 100 mG % glucose toegevoegdwas. Voor de bepalingen van melkzuur en glucose stondenmicro-methoden ter beschikking, die in het laboratorium vanhet Ooglijdersgasthuis reeds hun betrouwbaarheid bewezenhadden en die voor mijn bijzondere doelstelling met enkeleveranderingen gebruikt konden worden. Met betrekkingtot de zuurstof- en koolzuurbepahng van de lucht, die overde vloeistof streek, was de situatie echter niet zoo gunstig.Het lijkt mij wenschelijk de door mij gebezigde methodenuitvoerig te beschrijven. Glucose'bepaling. Voor de glucose-bepalingen van lens en voedingsvloeistofgebruikte ik de methode van Sankaran en Rajago-pal (5), die berust op de principes van de methode vanShaf fer en W i 11 i a m s (e). Wanneer een alkalische oplossing van ferricyanide ge-mengd wordt

met een oplossing, die een reduceerende sui-ker bevat en daarna 16 minuten gekookt wordt, wordt ferri-cyanide gereduceerd. Als twee platinaelectrodes gedompeldworden in twee oplossingen, die een verschillende concen-tratie van ferricyanide bevatten en die onderling verbondenzijn door een buis gevuld met een met kaliumchloride ver-zadigde agaragar-emulsie, ontstaat een potentiaalverschiltusschen de platinaelectroden. De grootte van dit poten-tiaalverschil is evenredig aan de verschillen in ferricyanide-concentratie van de twee oplossingen. Wanneer men nueen serie gelijke oplossingen van ferricyanide met verschil-lende bekende hoeveelheden suiker kookt, geven deze op-lossingen ten opzichte van een controle-oplossing, waaringeen suiker aanwezig is, verschillende potentiaalverschillen.Deze waarden kunnen graphisch opgeteekend worden; ende verbinding van de

geconstrueerde punten geeft eenkromme, die wel niet geheel, maar toch bijna rechtlijnig is.



??? Om de ferricyanideoplossing te stabiliseeren en de con-trole-oplossing te stellen, wordt aan de ferricyanideoplos-sing een weinig ferrocyanide toegevoegd. De waarde van het potentiaalverschil tusschen een op-lossing met een onbekende suikerconcentratie en de con-trole-oplossing wordt ge??nterpoleerd in de curve, die uit dewaarden van oplossingen met bekende suikerconcentratiesverkregen is; op deze wijze kan de hoeveelheid aanwezigesuiker in de lens of vloeistof berekend worden. Een groot voordeel van deze methode is, dat slechts 20mG lensweefsel of 0.02 c.c. vloeistof noodig zijn voor ef-nbetrouwbare bepaling. Voor het afmeten van dit kleinevolumen stond mij een zeer nauwkeurige microburette terbeschikking, die in ons laboratorium geconstrueerd werdvolgens de principes van Linderstromâ€”Lang, en die binnen-kort in een publicatie over onderzoekingen van subretinaalvocht door

Weveâ€”Fischer zal worden beschreven. V????r het koken moet de stof, waarvan het glucosegehaltebepaald wordt, onteiwit worden. Dit geschiedt met zink-sulfaat en natronloog volgens Somogyi (7). Dit mengselwordt gecentrifugeerd en daarna moet een wisselende hoe-veelheid natriumcarbonaat aan de bovenstaande vloeistoftoegevoegd en opnieuw gecentrifugeerd worden, om zoo-doende alle sporen zink te verwijderen. Het verwijderen vanhet zink is noodzakelijk, omdat het zink stoort bij de poten-tiaalmeting. Bij de bepaling van glucose in het bloed slaagden San-karan en Rajagopal er in, door een bepaalde verhoudingtusschen de concentraties van zinksulfaat- en natronloog-oplossingen te kiezen, de bovenstaande vloeistof na het eer-ste centrifugeeren vrij te houden van zink. Dit heeft hetvoordeel, dat het toevoegen van natriumcarbonaat en hettweede centrifugeeren vermeden wordt. Bij de

bewerkingenmet de lens is mij dit niet gelukt, wat toe te schrijven is aanhet feit, dat het eiwitgehalte van de lens 5 maal grooter isdan dat van het bloed. Experimenteel werd gevonden, datde toevoeging van 7 mG. natriumcarbonaat aan de boven-



??? staande vloeistof bij de lensbewerking de juiste hoeveelheidis, die de bovenstaande vloeistof na het 2e centrifugeerenzinkvrij houdt. De nadere beschrijving van deze techniek leze men in deoorspronkelijke pubhcatie van Sankaran en Rajagopal. Ter illustratie geef ik een van de curven, die verkregenwerd met suikeroplossingen van bekende sterkte. 2%262422ZO1816141210 1 1 L 1 , roiem laai in mi IIVO t / 7 6 ucose Â?r ( r i t' Afbeelding 2. Melkzuurbepaling. De melkzuurbepalingen werden verricht volgens de me-thode van Mendel en Goldscheider (8). 100 m.G.lens en 0.5 c.c. voedingsvloeistof zijn voor deze bepalingvoldoende voor een betrouwbare meting. De aflezingen ge-schiedden met de Klett-colorimeter. Als controle gebruikte ik een waterige melkzuuroplossing,nadat ik mij ervan overtuigd had, dat het gebruik van dezemelkzuuroplossing even betrouwbaar was als een

gedroogdlactaat als controle. Het gebruik van de melkzuuroplossingmaakt het drogen van een melkzuurzout, dat telkens voorhet gebruik moet geschieden, overbodig.



??? Zuurstof en koolzuurbepaling. Voor mijn doelstelling had ik behoefte aan een continueregistratie van het zuurstofverbruik met behulp van eenmethode, die zeer gevoehg moest zijn en waarbij de met eenlens en omgevende vloeistof in aanraking komende luchtslechts langzaam behoefde te stroomen. Een verdere voor-waarde was, dat ik mijn proefopstelling niet meer behoefdete compliceeren dan strikt noodzakelijk was voor de analysevan de lucht, zoodat het mogelijk bleef op ieder willekeurigmoment een gedeelte van de vloeistof ter chemische analyseaf te tappen, terwijl hierbij de proef niet afgebroken behoef-de te worden. Toen ik over de oplossing van dit probleem nadacht,kreeg ik toevalligerwijze door de vriendelijkheid van collegaFrederik, die ik op deze plaats hiervoor mijn hartelijkendank betuig, de beschikking over een door hem in het labo-ratorium van professor Noyons geconstrueerd

gasanalyse-apparaat, den oxycombustiometer. Met dit toestel is het mogelijk zeer kleine hoeveelhedenzuurstof te meten en daar het in de in dit hoofdstuk te be-schrijven proeven voor den eersten keer voor physiologischeproeven gebruikt werd, volgt hier een korte schets van deprincipes, volgens welke het toestel is gebouwd en van dewerkingswijze. Ter verduidelijking is een schema bijgevoegd. (Afb. 3). Voor een uitvoerige beschrijving van de werking en hetgebruik van dit apparaat leze men de oorspronkelijke publi-catie van Frederik (9). In den oxycombustiometer wordt lucht tezamen met licht-gas met een constante zuigkracht aangezogen in een ruimte,de verbrandingskamer (D). Er wordt voor gezorgd, dat ersteeds meer hchtgas aangezogen wordt dan lucht, en welin een verhouding van 3:1. Het gasmengsel, waarvan menhet zuurstofgehalte wil bepalen, komt door een dun buisjein de

verbrandingskamer, waarin lichtgas in overmaat aan-wezig is. Door het overspringen van een electrische vonk



??? A.nbsp;Buisjes, waaruit water uit de flesch van Mariottestroomt. B.nbsp;Gewijzigde flesch van Mariotte. Deze flesch is afgeslo-ten door een gummistop, die 3 maal doorboord is. Doorde middelste lange buis wordt het gasmengsel uit deverbrandingskamer aangezogen. Van de beide anderebuizen is er een met de waterleiding verbonden en deandere met de buitenlucht. Deze laatste buizen dienenvoor de vulling van de flesch met water v????r de proef.Tijdens de proef zijn zij afgesloten. C.nbsp;Verbindingsslang tusschen verbrandingskamer en fleschvan Mariotte. D.nbsp;Verbrandingskamer. Eâ€”E'. 2 koperen draden, waartusschen een vonk over-springt als het toestel in werking gesteld wordt, waar-door het vlammetje aangestoken wordt. F.nbsp;Koperen ringetje om het vlammetje. G.nbsp;H. en F. J. Draden van manganin en constantaan. K. Toevoerweg voor lichtgas naar de

verbrandingskamermet tusschengeschakeld capillair. L. Toevoerweg voor te onderzoeken gasmengsel en con-trolelucht met tusschengeschakeld capillair. M. en N. Gasvlam en toevoerslang van de gasleiding. O. en P. Kranen- en buizenstelsel, waardoor het mogelijkis het gasmengsel direct of over kaliloog (via P.) naarhet toestel te leiden. P. is een glazen buis, die opgevuldis met opgerold filtreerpapier verzadigd met kaliloog.In het midden is een nauwe doorgangsweg. Q. Glazen buis die door den wand van de broedstpofsteekt. Deze buis is gevuld met opgerold filtreerpapiermet in het midden een nauwe doorgangsweg. R. en S. 2 lensvaatjes volgens de Haanâ€”^Bakker met kra-nenstelsel. Deze kranen zijn elk voorzien van een dun-nen metalen staaf, die door den wand van de broedstoofsteekt (in het schema niet geteekend). Het einde vanelke staaf is voorzien van een vleugel,

zoodat de kranenin de broedstoof van buiten af geopend en geslotenkunnen worden. In het bovenste vaatje ligt een lens invloeistof, het onderste bevat alleen vloeistof.De luchtstroom kan vrijelijk door de lensvaatjes overde vloeistof stroomen. T. Groote flesch met koolzuurvrije en met waterdamp ver-zadigde lucht, gedeeltelijk met water gevuld. U. Fleschje met natronkalk. V. Buitenluchtleiding. W. accu. X. Variabele weerstand. Y. Shuntbank. Z. Galvanometer.



??? boven het einde van dit dunne buisje, wordt het verbran-dingsproces ingeleid. De zuurstof van het te onderzoekengasmengsel brandt dus in een lichtgasmilieu. Frederikspreekt dan ook van een â€žomgekeerde vlamquot;. Een kleine verandering in het zuurstofgehalte van dcaangezogen lucht moet bij dc omgekeerde vlam van invloedzijn op de warmteproductie door deze vlam. Deze verschil-len in warmteproductie worden thermo-electrisch gemeten. De zuigkracht wordt geleverd door een gewijzigde fleschvan Mariotte, die gevuld is met water, dat vrij kan uit-stroomen door de afvoerbuisjes (A). Door het uitstroomen-de water ontstaat in de flesch boven het wateroppervlak eenonderdruk, die gebruikt wordt om een constante zuigkrachtte leveren. De flesch is boven afgesloten met een stop, waar-door een glazen buis loopt, die tot den bodem van de fleschreikt. Het deel van deze buis, dat boven dc flesch

uitsteekt,is met een slang (C) verbonden met de verbrandingskamer.Het gasmengsel wordt uit de verbrandingskamer gezogenen borrelt van den bodem der flesch door het water naarboven. Zoowel in de aanvoerlciding van het lichtgas, als indie van de te analysecren lucht is een capillair ingeschakeld(K en L), waarvan de lumina zich zoodanig verhouden,dat driemaal zooveel lichtgas wordt aangezogen als lucht.Het lichtgas wordt aangezogen uit een gasbuis (N). Dezegasbuis heeft aan het einde een brander, waar het gas vrijuitstroomt, aangestoken en verbrand wordt (M). Als dezevlam klein en de brander ruim is, heerscht in de gasbuis eendruk, die gelijk is aan den atmospherischen druk. Door dezeopstelling worden schommelingen van den gasdruk in detoevoerleiding uitgeschakeld. De via het capillair aange-zogen lucht komt door een glazen buisje terecht in het mid-den van de verbrandingskamer.

Twee koperen draden (Een E') eindigen boven de opening van dit buisje. Bij hetbegin van de proef laten we een electrische vonk tusschendc draadeinden overspringen, waardoor de omgekeerdevlam aangestoken wordt. Ter hoogte van de omgekeerde vlam is een koperen



??? ringetje (F) zoodanig opgesteld, dat het vlammetje in hetcentrum van het ringetje staat. Dit ringetje steunt op tweedraden (GH en FJ), de eene draad is van constantaan, deandere van maganin. Deze draden loopen door den bodemvan de verbrandingskamer en zijn verbonden met een ge-voelige spiegelgalvanometer. (Z). In deze schakeling isook een accu (W) van 2 volt opgenomen, die de tegen-potentiaal levert, verder een variabele weerstand (X) eneen shuntbank (Y). Het koperen ringetje wordt beschouwd als de soldeer-plaats van twee draden van verschillend metaal. In dezeverbindingsplaats treedt een electromotorische kracht op, ende grootte van deze E.M.K. is o.a. afhankelijk van de tem-peratuur. In het toestel zijn als metalen constantaan en ma-ganin gekozen, ten eerste omdat tusschen deze metalen onderbovenbeschreven omstandigheden een groot spanningsver-

schil bestaat, en ten tweede omdat de electromotorischekracht van dit thermopunt vrijwel evenredig is met hettemperatuursverschil. De E.M.K., die het thermopunt levert,wanneer buitenlucht aangezogen wordt, wordt door eentegenpotentiaal geneutraliseerd. De galvanometer is bij dezeinstelHng dus stroomloos. Wanneer een mengsel met eenander zuurstofgehalte aangezogen wordt, wordt de warmte-productie door het vlammetje grooter of kleiner, en als ge-volg hiervan verandert de E.M.K. van het thermo-element. Door het gebruik van de tegenpotentiaal is het mogelijkeen gevoelige galvanometer te gebruiken. De galvanometerdient dus als meetinstrument. Bevat het te analyseerenmengsel meer zuurstof dan de buitenlucht, dan wordt detemperatuur van het vlammetje hooger en de electromotori-sche kracht van het thermo-element grooter. De galvano-meter slaat dan naar den

â€žwarmenquot; kant uit; bevat hetmengsel minder zuurstof, dan ontstaat er een galvanometer-uitslag naar den ,,koudenquot; kant. De shuntbank (Y) heeft drie standen, waardoor de me-tingen met 3 verschillende gevoeligheden van den galvano-meter verricht kunnen worden. De gevoeligheidsverhoudin-



??? gen zijn 1 : 5 : 25. De gevoeligste stand is dus 25 maalgevoeliger dan de minst gevoelige. Grootere verschillen in zuurstofconcentraties van buiten-lucht en mengsels van onbekende samenstelling worden inden minst gevoeligen stand afgelezen; kleinere verschillen inden gevoehgsten stand. Bij het begin van een proef wordt eerst de luchtstroomover het lenslooze vaatje S gevoerd en de regelbare weer-stand zoo gesteld, dat de galvanometer stroomloos is. Daar-na wordt de luchtstroom over het lenshoudende vaatje Rgeleid, door het kranenstel om te schakelen. Bij zuurstof-verbruik moet de galvanometer nu naar den â€žkoudenquot; kantuitslaan. De luchtstroom kunnen we bovendien over denweg O of over den weg P voeren. De weg O is een gewoneglasbuis, in den weg P is een glazen buis ingeschakeld, diegevuld is met filtreerpapier, dat gedrenkt is in 10 % kali-loog. Filtreerpapier wordt om een

dun koperen buisje opge-rold, tot de dikte van het rolletje filtreerpapier overeenkomtmet het lumen van het glazen buisje P. Daarna wordt hetkoperen staafje verwijderd en het rolletje filtreerpapier inhet glazen buisje geschoven. De luchtstroom gaat dus doorden nauwen weg, waarvan de wanden gevormd wordendoor filtreerpapier gedrenkt in kaliloog. Daar de lucht lang-zaam stroomt en de doorgang nauw is, zijn hierdoor devoorwaarden gunstig voor koolzuurabsorptie door de kali-loog uit de doorstroomende lucht. Inderdaad bleek uit con-troleproeven, dat koolzuur door de kaliloog quantitatiefgeabsorbeerd wordt. Door nu een gasmengsel afwisslend direct over den wegO, en over den weg P met kaliloog naar den oxycombustio-meter te voeren, is ook een bepaling van het koolzuurge-halte mogelijk. Frederik heeft n.l. in zijn proefschrift reedsaangegeven, dat koolzuur zich in deze analyse gedraagt ge-lijk

stikstof, dit wil zeggen: het koolzuur gedraagt zich alseen indifferent verdunningsgas van een zuurstofhoudendgasmengsel, evenals stikstof, en heeft ondanks een anderwarmtegeleidingsvermogen geen storende nevenwerkingen.



??? In de broedstoof wordt buitenlucht door de leiding Vnaar binnen gezogen. Eerst gaat deze buitenlucht door eenfleschje, dat gevuld is met natronkalk. De natronkalk, dieprofessor Noyons mij met groote welwillendheid verstrekte,absorbeert zeer goed het koolzuur van de buitenlucht. Ver-volgens komt de koolzuurvrije lucht in de groote flesch T,waarvan de stop dubbel doorboord is voor toevoer en af'voer. Op den bodem van deze flesch staat een laag water.De luchtstroom in het toestel is zoo langzaam ten opzichtevan het groote volumen van de groote flesch T, dat de lucht,die verder over de lensvaatjes stroomt, verzadigd is metwaterdamp en een constante temperatuur heeft, n.1. eentemperatuur van 37Â°, die in de broedstoof heerscht. De eerste ori??nteerende proeven werden gedaan zonderde groote luchtvoorraadflesch. Na de overschakeling vanden luchtweg op een

lenshoudend vaatje vertoonde de gal-vanometer een uitslag naar den â€žkoudenquot; kant ten opzichtevan de koolzuurvrije buitenlucht. De lens scheen dus in dezeopstelling zuurstof te verbruiken. Toen echter de lens uithet vaatje verwijderd was, bleef de galvanometeruitslag bijde omschakehng van den luchtweg bestaan. De lucht, diezijn weg genomen had over een vaatje met vloeistof zonderlens, bevatte dus minder zuurstof. De uitslag was vooralduidelijk als de lucht l?¤ngeren tijd boven de vloeistof in hetlensvaatje had gestaan. De misleidende uitslag was ver-dwenen, toen de groote voorraadflesch ingeschakeld werd.Tijdens het staan boven de vloeistof werd de lucht n.1. meerverzadigd met waterdamp dan de controlelucht. Daar delucht steeds met constante zuigkracht wordt aangezogen,beteekende de grootere waterdampspanning een relatievezuurstofvermindering. Hiermede

was de storende uitslagverklaard; door het voorschakelen van de groote flesch, tendeele met water gevuld, was dit euvel verholpen. Het werken met voorverwarmde en met water verzadigdelucht heeft nog een ander voordeel. Behalve het zuurstof-verbruik door de lens, wilde ik ook chemische analyses uit-voeren van de voedingsvloeistof. Als de lucht, die over de



??? lenshoudende vloeistof stroomt, niet verzadigd is met water-damp, zal er water van de voedingsvloeistof verdampen. Dechemische analyses werden met een klein gedeelte van devoedingsvloeistof uitgevoerd, en de uitkomsten van dit kleinegedeelte werden omgerekend op de hoeveelheid voedings-vloeistof, die bij het begin van de proef in het lensvaatjewerd gedaan. Als dit volumen echter door verdamping klei-ner wordt, dan is het duidelijk dat deze verdamping eenbron van fouten is. Bij het gebruik van voorverwarmde enmet waterdamp verzadigde lucht is verdamping onmogelijk.Door weging van de vloeistof voor en na een proef kon ikdan ook vaststellen, dat het volumen precies gelijk geble-ven was. De met waterdamp verzadigde lucht had echter een grootnadeel. In den weg, die de lucht moest afleggen tusschenbroedstoof en verbrandingsruimte, zijn glazen kranen en ten-slotte het luchtcapillair

ingeschakeld. Door de afkoeling vande lucht na het verlaten van de broedstoof ontstond op dezeplaatsen gemakkelijk condenswater, waardoor de passagevan de lucht bemoeilijkt werd. Daar de zuigkracht, waar-mee de lucht aangezogen wordt, gering is, was dit condens-water zeer storend, daar een regelmatige stroomsnelheid vande lucht een eerste vereischte is, om het vlammetje in deverbrandingskamer gelijkmatig te doen branden. Dit condenswater heeft mij veel hoofdbrekens bezorgd.Na veel tasten en zoeken werd een bevredigende oplossingverkregen door het inschakelen van een glazen buis Q, dieop dezelfde wijze als het buisje met kaliloog opgevuld werdmet een rolletje droog filtreerpapier met nauwen doorgangin het midden van het rolletje. Deze buis werd door den wandvan de broedstoof gestoken; dit is de plaats, waar de sterksteafkoeling van de lucht uit de broedstoof plaats vindt, enwaar

gemakkelijk condenswater optreedt. Het condenswa-ter, dat hier ontstond, werd direct door het filtreerpapieropgezogen en zoo bleef de doorgang vrij. Af en toe moesthet rolletje ververscht worden, wanneer het overzadigd metcondenswater geworden was.



??? Dc ijking van het toestel. Dc apparatuur was nu voor proeven gereed, maar nu ston-den we nog voor het moeilijkste probleem, dat tot nu toegeen bevredigende oplossing gevonden had, vooral niet voorzeer kleine verschillen in zuurstofpercentage: de ijking vanhet toestel. Natuurlijk heeft iedereen, die met een apparaat met continueregistratie wil werken, deze moeilijkheid ondervonden en opvele manieren heeft men getracht de moeilijkheden, die deijking met zich meebrengt, op te lossen. Om eenig idee vande gevoeligheid van het toestel, dat tot mijn beschikkingstond, tc verkrijgen, werd buitenlucht over een vaatje meteen willekeurige hoeveelheid alkalische pyrogalluszuuroplos-sing geleid. Na eenigen tijd bleek de stand van de galvano-meternaald stabiel tc zijn gedurende een vrij langen tijd. Indeze periode werd de afwijking van den galvanometerstandten opzichte van

onveranderde buitenlucht genoteerd envervolgens werd met een recordspuitje, dat ten deele geheelluchtvrij met gekookt water gevuld was, het gummi aan-voerslangetje naar de verbrandingskamer gepuncteerd. Deopgevangen luchtbel werd daarna geanalyseerd met het ap-paraat van Krogh. De uitkomsten van de berekeningen ga-ven een uitslag van gemiddeld 200 cm. voor een verschil van1 % zuurstof. De waarden verkregen met de pipet vanKrogh zijn nauwkeurig tot 0,1 % zuurstof, en deze nauw-keurigheid scheen ons voor de ijking onvoldoende. Daarom werd getracht langs een anderen weg tot het doelte geraken. Hiervoor werd een opstelling bedacht, die hetmogelijk maakte uit een flesch, gevuld met een gasmengselvan bekende samenstelling, dit mengsel door den oxycom-bustiometer te laten aanzuigen, zonder dat de druk in dcflesch veranderde, terwijl de samenstelling

van het gas-mengsel dezelfde bleef. Het constant houden van de samen-stelling van het gasmengsel en van den druk in de fleschwerd bereikt door in dc flesch water te laten druppelen metzoodanige snelheid, dat het volumen water, dat per tijdseen-heid in de flesch stroomde, gelijk was aan het volumen weg-gezogen lucht in denzelfden tijd. Eerst werd een proef met



??? buitenlucht gedaan, vervolgens werd in de flesch een hoe-veelheid koolzuur geperst, die onder water uit een Kipp-toestel in een cyhnder was opgevangen. Het volumen vandit koolzuur werd eerst in de cylinder onder atmospherischendruk bepaald. Na eenigen tijd, waarin het koolzuur zich ge-lijkmatig met de lucht in de flesch vermengd had, werd eenkraan even geopend en weer onmiddellijk gesloten. Hierdoorwerd de druk in de flesch weer gelijk aan den atmospheri-schen druk, terwijl aangenomen mocht worden, dat tijdenshet kortdurende contact met de buitenlucht, waarin door deopenstaande kraan alleen het gas van de flesch naar buitenstroomde, in de samenstelling van het mengsel in de fleschgeen verandering kwam. Daarna werd opnieuw dit gas-mengsel geanalyseerd. De vermindering van het zuurstof-percentage van het mengsel in de flesch kon eenvoudig be-rekend worden uit de bekende

hoeveelheid koolzuur, die in-geperst werd en uit het bekende volumen van de flesch. Deinvloed van deze bekende zuurstofvermindering op den gal-vanometerstand werd afgelezen. Deze proef werd met ver-schillende hoeveelheden koolzuur herhaald, en op deze wijzekon een ijkingscurve geconstrueerd worden. Uit de curvebleek, dat deze methode aan de verwachtingen voldeed, enopnieuw werd bevestigd, dat in den oxycombustiometerkoolzuur fungeert als een indifferente verdunningsfactor vande zuurstof en geen storende bijwerkingen heeft, b.v. dooreen andere warmtegeleiding. Afbeelding 4 dient ter verduidelijking van de opstellingbij deze ijkingsmethode. Uit de waterkraan A stroomt het water met een zoodanigesnelheid, dat het bakje B gevuld blijft en steeds overloopt.Een hevel C zorgt er voor, dat de trechter D ook steedsgevuld is en overloopt. De hoogte van den trechter D kannaar beheven

gewisseld worden, en hierdoor de snelheidwaarmee het water uit de opening F in de flesch stroomt.Langs de buis G kan het koolzuur ingeperst worden. Viaden weg H wordt het mengsel naar den oxycombustiometerweggezogen. Kraan E wordt even geopend na het inpersen



??? A 341 B % {) N Afbeelding 4. van het koolzuur, waardoor de druk in de flesch gelijk wordtaan den atmospherischen druk. Aanvankelijk stroomde het water rechtstreeks vanuit dewaterkraan in den trechter. De drukschommelingen in dewaterstraal echter manifesteerden zich in schommehngenvan den galvanometer. Na het inschakelen van een hevelwaren deze drukschommelingen verdwenen. Het hoogtever-schil tusschen den trechter D en de uitstroomingsopening Fbepaalt mede de snelheid, waarmee het water in de fleschstroomt. De trechter D werd zoo lang naar boven of naar be-



??? neden geschoven, tot de galvanometernaald stil bleef staan.In dezen stand van den trechter was het volumen instroomendwater gelijk aan het volumen weggezogen lucht; want als dewater-toevoer grooter is dan de luchtvermindering, wordt dedruk in de flesch iets hooger en de galvanometer verlooptdan naar den â€žwarmenquot; kant, is de water-toevoer geringer,dan daalt de druk in de flesch en verloopt de galvanometernaar den â€žkoudenquot; kant. Al het water, dat gebruikt werd bij het opvangen vankoolzuur in de maatflesch en voor het bijvullen van de vaten,die in afbeelding 4 zijn aangegeven, was verzadigd met wijn-steenzuur, om absorptie van koolzuur door water te voor-komen. De verzadiging met wijnsteenzuur werd verkregendoor in alle vaten brokken wijnsteenzuur te leggen. In af-beelding 5 zijn de uitkomsten van een serie ijkingsproevenuitgezet. iOO280260240 m200 / quot; / A

cm.Uitslaggt;%flgt;rschil â–  tÂ? / A / / tuu180 A 160 A fâ€” MO120100 / / Sf SO60 / / 4020 y 1 1 Afbeelding 5. Op de abscis zijn de percentages zuurstofverschil van degeanalyseerde mengsels met de buitenlucht uitgezet, op deordinaat de uitslagen van den galvanometer, omgerekend incentimeters in den gevoehgsten stand. De punten, die aan



??? de hand van de uitkomsten van de verschillende proevengeconstrueerd kunnen worden, blijken op een rechte lijn teliggen, die bij verlenging het nulpunt snijdt. Een verschilvan 1 % zuurstof blijkt een uitslag te veroorzaken van 178cM., en daar de stand van den galvanometernaald in milli-meters is af te lezen, kunnen verschillen van ^ % zuur-stofpercentage gemeten worden. Bovendien bevestigt decurve de waarneming van Frederik, dat de uitslagen vanden galvanometer, binnen de grenzen waarmee wij in onzeproefnemingen te maken hadden, recht evenredig zijn metde veranderingen in zuurstofpercentages. Wij moesten met de mogelijkheid rekening houden, dat hetzuurstofverbruik van de ge??xplanteerde lens zoo gering was,dat het zuurstofgehalte van de lucht, die door het lenshou-dende vaatje geleid werd, zoo weinig verschilde van decontrolelucht, dat een nauwkeurige

meting niet mogelijk was.Daarom werd getracht, dit zuurstofverbruik op een anderewijze te meten. Bij de thans te beschrijven methode werd afwisselend dekoolzuurvrije, voorverwarmde en met waterdamp verzadigdelucht uit de voorraadflesch over de twee lensvaatjes geleid,(zie afb. 3). Het eene vaatje bevatte gedestilleerd water,het andere een oplossing, die zuurstof aan de bovenstaandelucht onttrok. Wanneer de lucht een zekeren tijd, b.v. 5minuten, door het vaatje met gedestilleerd water gestroomdhad, bleek na overschakeling op het tweede vaatje de oxycom-bustiometer een uitslag te geven naar den â€žkoudenquot; kant,veroorzaakt door de kleine hoeveelheid lucht van het tweedelensvaatje, waaraan gedurende 5 minuten zuurstof onttrok-ken was. Als het zuurstofverbruik in het tweede lensvaatjezoo klein was, dat aan de stroomende lucht zoo weinig zuur-stof onttrokken werd,

dat een nauwkeurige meting niet meermogelijk was, veroorzaakte de kleine hoeveelheid lucht, die5 min. boven het zuurstof-verbruikende mengsel gestaan had,toch nog een meetbaren uitslag van den galvanometer. Dezeuitslag, die slechts kort duurt, is gebruikt voor de tweedeijkingsmethode. Het is duidelijk, dat deze methode een 6



??? mogelijkheid geeft het kleine zuurstofverbruik van de lensmet een grootere nauwkeurigheid te meten. Met voorproe-ven werd eerst nagegaan, of er een galvanometeruitslag op-trad bij de overschakehng van het eene vaatje op het andere,als beide vaatjes met gedestilleerd water gevuld waren. Ditbleek niet het geval te zijn. Daarna werd onderzocht, of de grootte van het zuurstof-verbruik en de daarbij behoorende galvanometeruitslag metelkaar parallel gingen. Dit probleem werd op de volgendewijze opgelost. Als zuurstofverbruikende oplossing werd een vitamine C-oplossing gekozen, waaraan een zeer kleine hoeveelheidoxydase toegevoegd was. Bij de oxydatie van vitamine Cwordt zuurstof gebonden volgens de formule: 2 CeHsOe O. ^ 2 CaHeOe 2 H.O. Door de meting van de hoeveelheid gereduceerd vitamineC v????r en na het verblijf in de broedstoof, kon berekendworden, hoeveel vitamine C

gedurende den duur van deproef geoxydeerd was, en uit deze hoeveelheid volgens bo-venstaande formule de verbruikte hoeveelheid zuurstof ge-durende de heele proef, en hieruit de hoeveelheid verbruiktezuurstof per 5 minuten. Deze laatste hoeveelheid zuurstofveroorzaakte den boven beschreven galvanometeruitslag.Door de oxydase telkens van verschillende sterkte te kiezen,kon de snelheid van de oxydatie van het vitamine C en dusook van het zuurstofverbruik veranderd worden. De moge-lijkheid van een ijking was dus gegeven. Is dit ijkingsprincipe: het gebruik van de oxydatie van eenbekende hoeveelheid vitamine C als basis voor de bereke-ning van het zuurstofverbruik, betrouwbaar? Daarvoor moet dit principe aan de volgende voorwaardenvoldoen. 1. Bij de oxydatie van het vitamine C mag het vitaminealleen tot den reversibelen dehydrovorm geoxydeerdworden.



??? 2.nbsp;Deze oxydatie moet met een regelmatige snelheid ver-loopen. 3.nbsp;De oxydatie mag pas beginnen bij het begin van deijkingsproef en moet onmiddellijk bij het einde vandeze proef stopgezet worden. ad 1. De dehydrovorm van het ascorbinezuur is een on-bestendige stof, die gemakkelijk verder geoxydeerd wordt.Bij deze oxydatie wordt ook zuurstof verbruikt, en als dezeoxydatie zou plaats vinden, is de berekening van het zuur-stofverbruik uit de verdwenen hoeveelheid gereduceerd vita-mine C onjuist en is de bovenvermelde formule niet vantoepassing. Zooals in hoofdstuk I gezegd is, is het bepalenvan de hoeveelheid reversibel geoxydeerd vitamine C zeereenvoudig. Deze dehydrovorm kan met H2S gereduceerdworden tot het oorspronkelijke, gereduceerde vitamine C; deverdere oxydatietrappen worden door H2S niet meer gere-duceerd. De uitkomsten van de

volgende proef, die ik metandere hoeveelheden eenige malen herhaald heb met het-zelfde resultaat, geven de zekerheid, dat de oxydatie in dedoor mij gekozen omstandigheden niet verder gaat dan dendehydrovorm, althans zoo lang er nog gereduceerd vitamineC in de oplossing aanwezig is. Aan 10 cc.-oplossing van vitamine C, waarvan 1 cc. 5.04cc. indicator-oplossing volgens Tillmans verbruikte, werd eendruppel oxydase toegevoegd. Deze oxydase was een oplos-sing van 0.01 % koperchloride in een oplossing van 0.5 %gelatine in water. Gedurende een uur werd dit mengsel meteen electrische roerinrichting omgeroerd. Bij de directetitratie bleek 1 cc. van de oplossing nog 1.84 cc. indicator-oplossing te verbruiken. Na reductie met zwavelwaterstofverbruikte 1 cc.-oplossing weer 5.04 cc. en 5.05 cc. indicator-oplossing (dubbele titratie). De oorspronkelijke hoeveelheidvitamine C

werd na reductie met H2S weer teruggevonden.Dit is het bewijs, dat de oxydatie niet verder dan den hy-drovorm gegaan was. ad 2. De oxydatie verloopt met een regelmatige snelheid.Aan dezen eisch moet voldaan zijxi, want uit de hoeveelheid.



??? vitamine C, die gedurende den geheelen duur van de ijkings-proef geoxydeerd wordt, wordt de hoeveelheid verbruiktezuurstof per 5 minuten berekend. Zou de oxydatie niet metregelmatige snelheid verloopen, dan zou deze omrekeningfoutief zijn. Dat de oxydatie inderdaad regelmatig verloopt,bleek reeds uit de uitslagen van den galvanometer. Dezeuitslagen waren namelijk aan elkaar gelijk, als de lucht eengelijken tijd boven het lensvaatje met vitamine C-oplossinghad gestaan. Ook bij een periodieke titratie van een vita-mine C-oplossing, waaraan een kleine hoeveelheid oxydasetoegevoegd was, bleek dat de oxydatie regelmatig verliep.De uitkomsten van deze proef zijn in graphiek 4 weerge-geven. Indicalopverbruikin mm'per cc.â€”gt;Tijd In minuten. Ook Hopkins en Morgan (lo) geven graphieken,waaruit de regelmatige snelheid van de oxydatie van eenvitamine C-oplossing blijkt. ad 3. De snelheid

van de oxydatie van het vitamine Cis alleen regelmatig als de omstandigheden, waaronder deoxydatie plaats vindt, gelijk blijven. Zoo vonden Barron,De M e i O en K 1 e m p e r e r (n), dat de oxydatiesnelheid



??? bij hoogere temperatuur aanmerkehjk grooter is. Ook hetschudden van de oplossing of het doorleiden van een lucht-stroom door de oplossing van vitamine C, versnelt deoxydatie. Bij de ijking van den oxycombustiometer voor deze me-thode werd de vitamine C-oplossing in een lensvaatje ge-plaatst bij een temperatuur van 37Â° en de oplossing werddoor glasparels, waarin een ijzeren kern gesmolten was.regelmatig geroerd. Naast het vaatje was n.1. een magneetgeplaatst, die op een accu aangesloten was. De stroomwerd door een onderbreker 50 keer per minuut in- en uit-geschakeld. Elke stroomstoot trekt de ijzeren kerntjes aan,en bij de onderbreking van den stroom vielen deze weernaar beneden. Op deze manier werd de oplossing regel-matig geschud. Het is duidelijk, dat voor ons doel de oxydatie pas mochtbeginnen, als de oplossing op een temperatuur van 37Â°

wasgebracht en het schudden begon. Barron c.s. hebben gevon-den, dat in een vitamine C-oplossing in water, die geheelvrij is van sporen koper, geen auto-oxydatie optreedt. Ik gebruikte voor het ijken een oplossing van vitamine Cin water, die volgens de voorschriften van Barron bereidwas. In deze oplossing begon de oxydatie dus pas, zoodrade oxydase toegevoegd werd. Op deze wijze heeft men hetin de hand, om de oxydatie op een willekeurig oogenblik telaten beginnen, en tijdens het bereiden van de oplossingheeft geen oxydatie plaats. Ook het stopzetten van deoxydatie kan op ieder gewenscht moment plaats vinden,door bij de oplossing zooveel trichloorazijnzuur te voegen,dat de p^^ kleiner dan 2 wordt. Bij dezen zuurgraad is dewerking van de oxydase opgeheven. In de ijkingsproeven konden we dus nauwkeurig denoxydatietijd meten, dit was n..l de tijd, die verliep na

hettoevoegen van trichloorazijnzuur aan de vitamine C-op-lossing. De tijd, gedurende welke het vitamine C met een regel-matige snelheid geoxydeerd wordt, is dus bekend. Hieruit is



??? dan de hoeveelheid vitamine C, die per 5 minuten geoxy-deerd wordt, eenvoudig te berekenen, en hieruit de hoeveel-heid zuurstof benoodigd voor de oxydatie. Deze hoeveel-heid zuurstof veroorzaakt den uitslag van den galvanometer,wanneer op het vaatje met de vitamine C-oplossing overge-schakeld wordt. Nog een enkel woord over de oxydase. S t o t z, H a r-rer en King (12) vonden, dat de werkzaamheid van ver-schillende oxydases, uit planten en vruchten bereid, afhan-kelijk was van de hoeveelheid koper, die in deze oxydasesaanwezig was. Al deze oxydases werden vergiftigd doorstoffen, die het koper bonden. Ook door koken wordt dewerkzaamheid van de oxydase vernietigd, omdat het koperaan eiwit gebonden is, dat door het koken neergeslagenwordt. Silverblatt en King (13) toonden aan, dateen oplossing van een koperzout in een gelatine-oplossingin water dezelfde eigenschappen heeft

als een natuurlijkeoxydase. Alleen blijft de koper-gelatine-oxydase na kokenwerkzaam, omdat dan het koper niet neergeslagen wordt. Eenvoudigheidshalve gebruikte ik daarom bij mijn proe-ven een oplossing van koperchloride in een gelatine-op-lossing. Als voorbeeld laat ik de berekening van een ijkingsproefvolgen. Bij het begin van de proef werd in het vaatje 2 cc. vita-mine C-oplossing gedaan. 0.5 cc. van deze oplossing ver-bruikte 2.58 cc. indicator-oplossing. Toegevoegd werd eendruppel oxydase, 0.01 % CuClg in 0.5 % gelatine-oplossing.Na de proef, die 50 minuten duurde, verbruikte 0.5 cc. vande oplossing 1.86 cc. indicator. Bij overschakehng na 5 mi-nuten op het vitamine C-houdende vaatje waren de uitslagenvan den galvanometer 20- 24- 22- en 23 m.M., dit is gemid-deld 22 m.M. V????r de proef: 0.5 cc.-oplossing = 2.58 cc. indicator. 2 cc.-oplossing =10.32 cc. indicator.



??? Na de proef: 0.5 cc.-oplossing = 1.86 cc. indicator. 2 cc. oplossing =7.44 cc. indicator. Geoxydeerd 10.32â€”7.44 = 2.88 cc. indicator. 1 mG vitamine C = 10.54 cc. indicator-oplossing. 2.88 cc. indicator-oplossing komen overeen metnbsp;mG. 10.54 vitamine C. Dit is de oxydatie in 50 minuten. Per 5 minuten werd geoxydeerdnbsp;mG. vitamine C. IO454 0:288 mG. vitamine C = 10. S4nbsp;10.54 Volgens de vergelijking2 CeHsOe O2 mol vitamine C. 176000 2 CeHeOe 2 H2O verbruiken 2 mol vitamine C voor oxydatie 1 mol zuurstof.- mol vitamine C verbruiken ^-- 1054 X 176000nbsp;10.54 x 176000 x 2 mol zuurstof = ' _ - 0.00248 mG. zuurstof. 10.54 X 176000 X 2 De galvanometeruitslag van 22 m.M. komt dus overeenmet 2.48 y zuurstof. Door de oxydase van verschillende sterkte te kiezen, konde oxydatie-snelheid veranderd worden. De uitkomsten vanverschillende proeven zijn

uitgezet in onderstaande graphiek.Het spreekt vanzelf, dat bij deze ijkingsproeven, behalve de Uils aa m mm. _^ Zuurstof 1 / / / 1 2 1 4 5 B 7 Afbeelding 7.



??? sterkte van de oxydase, alle omstandigheden, zooals tempe-ratuur, de gebruikte vaatjes, en de zuigkracht van het toe-stel, gelijk waren. De ijkingscurve heeft een afwijking van een rechte lijn,die bij de grootere uitslagen grooter wordt. Dit is in schijn-bare tegenspraak met de graphiek van afbeelding 5, waarde vermindering van het zuurstofpercentage recht evenredigis met den uitslag van den galvanometer. We moeten echtervoor oogen houden, dat de uitslagen van de ijkingscurve 5verkregen zijn met ongeveer 4 cc. lucht met een kleiner zuur-stofpercentage. Bij het vervoer van deze 4 cc. lucht naarhet toestel zijn deze niet afgesloten, maar staan in contactmet de controlelucht voor en achter deze 4 cc. Er heeft duseen zekere mate van diffusie plaats, die grooter zal zijn,naarmate het zuurstofgehalte van deze 4 cc. grooter verschilheeft met het zuurstofgehalte van de lucht in de voorraad-flesch.

Hiermede is de neiging in de lijn van afbeelding 7verklaard. Met deze ijkingscurve kon het zuurstofverbruik en dekoolzuurproductie van de overlevende lens gemeten worden. De uitslagen, die bij de ijkingsproeven waargenomen wer-den als de lucht rechtstreeks of door de buis met het filtreer-papier gedrenkt in kahloog liep (P in afb. 3), waren evengroot. Wanneer een ge??xplanteerde lens in het vaatje lag, wasdit niet het geval; daar was de galvanometeruitslag over denweg met kahloog kleiner. Dit beteekent, dat de lens kool-zuur produceert. De kahloog absorbeert het koolzuur, waar-door het zuurstofgehalte van het te analyseeren mengselstijgt; het verschil in zuurstofgehalte met de controleluchtwordt dus door de koolzuurabsorptie kleiner, en dus moet degalvanometeruitslag ook kleiner zijn. Het verschil in gal-vanometeruitslag bij directe analyse en bij analyse via kali-loog, geeft de mogelijkheid om de

hoeveelheid geproduceerdekoolzuur en het respiratorische quoti??nt te bepalen. Verdwijnt uit 100 cc. lucht met een zuurstofgehalte van21 % 1 cc. zuurstof, dan houden we een mengsel over, dat



??? bij de oorspronkelijke druk 20 cc. zuurstof in 99 cc. volumen,dit is 20.20 % zuurstof, bevat. Wordt de eene cc. zuurstofvervangen door koolzuur, dan bevat dit mengsel 20 cc. zuur-stof in 100 cc. mengsel, dit is 20 % zuurstof. De verhou-ding van de zuurstofvermindering in de mengsels met enzonder koolzuur is dus als 0.8 : 1 of als 4 : 5. Met de oxycombustiometer wordt alleen het zuurstofge-halte gemeten; het koolzuur is een indifferent verdunnings-gas. Als de hoeveelheid verbruikte zuurstof gelijk is aan dehoeveelheid geproduceerde koolzuur, dit wil zeggen als hetrespiratorisch quoti??nt ^ = 1 is, dan moeten de uitsla-gen van den oxycombustiometer bij directe analyse en bijanalyse over kaliloog zich verhouden als 5 :4. Bij de overlevende lens heb ik het respiratorische quoti??ntbepaald. Om grootere uitslagen te krijgen, die een meernauwkeurige vergelijking toelieten, liet ik de

lucht inplaatsvan 5 minuten 15 minuten boven het lenshoudende vaatjestilstaan, en vergeleek de uitkomsten van eenige metingenbij directe analyse en bij analyse over kaliloog. Daar mijgebleken was, dat het zuurstofverbruik van de ge??xplan-teerde lens gedurende eenige uren vrijwel constant bleef,kon ik meerdere metingen afwisselend direct en over kali-loog doen. Als gemiddelde van deze twee manieren vanmeten, kreeg ik bij meerdere proeven uitslagen, waaruit alsrespiratorisch quoti??nt waarden van 0.94 tot 1.07 berekendwerden. De ademhaling van de overlevende lens. Nadat ik mij ervan overtuigd had, dat de apparatuur be-trouwbaar werkte, ben ik begonnen met de explantatie vanlenzen. Reeds spoedig kon ik constateeren, dat de lenzenminstens 6 uur lang gelijkmatig zuurstof verbruikten enkoolzuur produceerden; daarbij helder bleven, en dat na 6uur de omgevende

vloeistof eiwit noch glutathion bevatte.Als voedingsvloeistof werd een phosphaatbuffer-oplossinggebruikt met een p^^ van 7.2, waaraan 100 mG % glucosetoegevoegd was. Het zuurstofverbruik in de phosphaatbuf-



??? fer was even groot als in een Ringer-Locke-oplossing. Dezelaatste oplossing is echter voor koolzuurbepalingen onge-schikt, omdat uit de carbonaten van deze oplossing ookkoolzuur kan vrij komen. Dit koolzuur is dus niet door delens afgegeven, waardoor de meting van de koolzuurpro-ductie door de lens onbetrouwbaar wordt. Een konijnenlens verbruikte per uur gemiddeld 24 y zuur-stof en produceerde 33 y koolzuur. Dit is het gemiddeldevan 20 proeven. Verschillen ten opzichte van dit gemid-delde waren buitengewoon gering. De opgegeven waardenvoor zuurstofverbruik en koolzuurproductie zijn de werkelijkgevonden waarden, en zijn niet berekend per Gram versehelens. De gewichten van de lenzen vertoonden groote ver-schillen, afhankelijk van den leeftijd van het proefdier. Ko-nijnen, waarvan het lensgewicht beneden 200 mG. was, hebik als jonge dieren beschouwd, konijnen met lenzen van

eengewicht boven 200 mG., rekende ik als oude dieren. Demenschen- en apenlenzen â€” hier betrof het alleen volwas-senen â€” waren lichter. De menschenlenzen wogen onge-veer 200 mG., de apenlenzen ruim 100 mG. Het zuurstofver-bruik en de koolzuurproductie van deze lenzen verschildenweinig met die van de konijnenlenzen. Men zou verwach-ten, dat de metingen van de ademhahng van lenzen metzulke groote gewichtsverschillen groote verschillen zoudenopleveren. De verhoudingen bij de lens zijn echter niet tevergelijken met die bij andere weefsels. Men is gewoonâ€” volgens Warburg â€” het vijfvoud van het droge gewichtder weefsels als basis voor een berekening van de stofwis-selingsintensiteit te nemen, en dan b.v. te zeggen: een gramnier, lever enz. verbruikt per tijdseenheid zoo en zooveelEen voorwaarde voor dit proc?Šd?Š is, dat de stukken weefsel,die gedroogd worden tot het

gewicht constant blijft, eengelijkmatige samenstelhng hebben voor zoover het de inten-siviteit van de ademhaling betreft. Aan deze voorwaardevoldoet de lens niet. De lens is omgeven door een kapsel,die hoogstwaarschijnlijk in het geheel geen stofwisselingheeft, of hoogstens een zeer geringe. Het gewicht van de kap-



??? sel mag men met betrekking tot de geheele lens verwaarloo-zen . Onder de kapsel liggen de buitenste schorslagen, diede eigenlijke levende deelen van de lens zijn. De binnenstelagen van de schors en vooral de lenskern bevinden zich ineen toestand van denaturatie; deze denaturatie is grooter,naarmate het weefsel dichter bij het centrum van de lens ligt.De lenskern, die reeds bij de jonge konijnen betrekkelijkgroot is, is zeker als dood weefsel te beschouwen. Dit is opzooveel verschillende manieren aangetoond, dat het aangeen twijfel onderhevig is. Men kan de denaturatie vanhet lenscentrum met behulp van de spleetlamp zien en watin dit verband van nog grootere beteekenis is: Hertel heeftaangetoond, dat de lenskern r??ntgenspectroscopisch alleeigenaardigheden van verouderd collo??de heeft, en reedslang is het bekend, dat dit collo??de samengesteld is uit hetonoplosbare

albumino??de. Het gelukt niet, de levende schorsen de doode kern preparatief van elkaar te scheiden. Daar-om kan de kern niet nauwkeurig gewogen worden, en is eenopgave van de grootte van de ademhaling per Gram levendlensweefsel onmogelijk. In de literatuur vindt men b.v. door Kronfeld (i^),die met de 2e Warburg-methode werkte, opgegeven, dat delens slechts een klein zuurstofverbruik heeft, ongeveer zoogroot als de roode bloedhchaampjes. Kronfeld heeft bij dezeraming met den bijzonderen bouw van de lens geen rekeninggehouden. Houdt men hiermede wel rekening, dan bewijzende cijfers van Kronfeld, dat het levende gedeelte van delens een aanzienlijk grooter zuurstofverbruik heeft dan dcroode bloedhchaampjes. Friedenwald (is) heeft met zijn bekende stikstof-gasbel-methode het zuurstofverbruik van de lens in situ ge-meten en kreeg waarden tusschen 12 en 30

mM.3 zuurstofper uur. De uitkomsten van de eigen metingen, ongeveer17 mM.3 per uur, hggen tusschen de waarden, die Frieden-wald vond. Bakker (4) vond bij de ge??xplanteerde lenseen zuurstofverbruik van 4 mM.3 per uur. De eenige, die veel grootere waarden vond, is F i-



??? sch er (16), die indirect het zuurstofverbruik van de lensberekend heeft uit gegevens, die hij verkreeg practisch zon-der het oog aan te raken. Afgezien van de technische moei-lijkheden, waarmede hij in zijn methode te kampen had,moeten zijn waarden de hoogste zijn, omdat de lens in dezeproeven in situ bleef en het oog vrijwel ongedeerd bleef.Het behoeft geen betoog, dat ge??xplanteerde lenzen onderzeer onphysiologische condities overleven, een omstandig-heid, die met de beste techniek niet opgeheven kan worden;een overlevende lens verkeert altijd onder minder gunstigevoorwaarden dan de lens in vivo et situ. De grootte van het respiratorische quoti??nt schommeldein mijn proeven zeer dicht om de waarde 1. Dit beteekent,dat de ge??xplanteerde, overlevende lens de zuurstof ver-bruikt ter verbranding van koolhydraten. Een onderzoekvan de koolhydraatstofwisseling beloofde dus verdere in-

zichten te verschaffen. Daarom ben ik er toe overgegaaneen onderzoek in te stellen naar het glucoseverbruik, demelkzuurproductie en de vitamine C-aanmaak. Balans van de energiehuishouding van de lens. Het schema van de bepalingen bij dit onderzoek was alsvolgt. In de controlelens werd bepaald: glucose-, vitamineC- en melkzuur-gehalte. Van de proeflens werd het Og-ver-bruik en de COs-productie tijdens de bebroeding gemeten.Na de bebroeding werd het glucose-, melkzuur- en vitamineC-gehalte van de lens bepaald. De lenzen werden op de reeds beschreven manier gewo-gen. In de vloeistof, waarin de proeflens had gelegen, werdna de bebroeding eveneens het glucose-, melkzuur- en vita-mine C-gehalte bepaald. Het is duidelijk, dat de hoeveelheid vitamine C in deproeflens plus de hoeveelheid vitamine C in de omgevendevloeistof, verminderd met de hoeveelheid vitamine C van

decontrolelens, gelijk is aan de hoeveelheid aangemaakt vita-mine C. Hetzelfde geldt voor de melkzuurproductie. Hetglucoseverbruik werd berekend uit de hoeveelheid glucose.



??? die bij het begin van de proef in de voedingsvloeistof aan-wezig was, vermeerderd met de hoeveelheid glucose in decontrolelens; van deze hoeveelheid moet worden afgetrokkende hoeveelheid glucose, die na de bebroeding in de omge-vende vloeistof aanwezig is en de hoeveelheid glucose in deproeflens. Deze proeven waren zeer tijdroovend. Voor en na debebroeding moeten 10 bepalingen gedaan worden, die eennauwkeurige voorbereiding en uitvoering vereischen, afge-zien nog van de zuurstof- en koolzuurmetingen. Wanneerde hoeveelheid materiaal het toeliet, werden steeds dubbelebepalingen verricht. Twee geoefende onderzoekers hebben hieraan een vollendagtaak. Het inoefenen en feilloos uitvoeren van de ver-schillende bepahngen vereischten nog meer tijd dan deeigenlijke proeven zelf. Met konijnenlenzen werden 6 dergelijke proeven gedaan,met apenlenzen 3, en

verder een proef, zonder controlelens,met een menschenlens. Als voorbeelden van de uitkomstenvan deze proeven dienen de tabellen 6 en 7; de eerste geeftde resultaten van een proef met konijnenlenzen, de tweedevan een proef met apenlenzen. (macacus rhesus en innuus). TABEL 6. Proefdier: Konijn. Hoeveelheden in mG. VOOR NA 6 UUR PRODUCTIE VERBRUIK Omgevendevloeistof Contr??le-lens Vloeistof Proef-lens pe-wicht â€?hoeveelheid 'Vitamine C 'Glucose â– Melkzuur Zuurstof 2 cc.020 427,5 0,0650,2130,359 2 cc.0,0291.350,512 436 0,0580,1600,260 0,0220,413 0,7030,126



??? TABEL 7. Proefdier: aap. Hoeveelheden in mG. VOOR NA 6 , UUR PRODUCTIE VERBRUIK Omgevendevloeistof Contr??le-lens Vloeistof Proef-lens GewichtHoeveelheid Vitamine C Glucose Melkzuur Zuurstof 2 cc.020 106 0,0320,0920,114 2 cc.0,0211,4660,332 103,1 0,0330,0980,088 0,0220,306 0,5280,112 Uit deze tabellen volgt, dat in deze proeven zuurstof englucose verbruikt werd, terwijl er vitamine C en melkzuurgeproduceerd werd. Voor de bespreking van de onderlingequantitatieve verhoudingen van dit verbruik en deze pro-ductie, wil ik nog eens naar voren brengen, dat de lens vanaap en konijn â€” de lens van den mensch gedraagt zich het-zelfde â€” een aerobe glycolyse heeft, en in staat is vitamineC te produceeren. De rest van de glucose, die de lens verbruikt en die nietglycolytisch gesphtst wordt, is beschikbaar voor andereprocessen. Nu komt de vraag aan de orde: is de productie

van hetvitamine C een van deze processen. Om deze vraag te beantwoorden, beschikken we over vol-doende gegevens. Bij de proef, waarvan de uitkomsten intabel 6 zijn opgegeven, werd 0.703 mG. glucose verbruikt.Hiervan werd 0.413 mG. gesplitst in melkzuur: CeHisOe ^ 2 CaHeOa Uit deze vergelijking blijkt, dat 1 mol. glucose gesplitstwordt in 2 mol. melkzuur en daar: 1nbsp;mol. glucose = 180.000 mG., 2nbsp;mol. melkzuur = 180.000 mG., ontstaat 0.413 mG. melkzuur uit de sphtsing van 0.413 mG.glucose.



??? Voor andere processen was beschikbaar: 0.703 â€” 0.413 = 0.290 mG. glucose. De hoeveelheid verbruikte zuurstof, 0,126 mG., kan, alsze uitsluitend voor verbranding van koolhydraten gebruiktwordt, wat aangenomen mag worden, omdat als respirato-nisch quoti??nt 1 gevonden is, 0.118 mG. glucose ver-branden. CeHiaOe 6 O. ^ 6 CO2 6 H2O. Hieruit volgt, dat voor de oxydatie van 1 mol. glucose6 mol. zuurstof noodig is. 0.126 mG. O2 =nbsp;mol. O2 ^ mol. O2 oxydeeren ^^^ ^ ^ mol. glucose.p'26nbsp;mol. qlucose = o-i26 ^ iso.ooo = 0.118 mG. glucose. 32000 X 6nbsp;^nbsp;32000 x 6 Na aftrek van de glucose, die verbrand werd, blijft er nogeen glucoserest van 0,290â€”0,118 = 0,172 mG. over. Deze rest is beschikbaar voor andere processen. Zou dezerest voor vitamine C-aanmaak gebruikt worden, dan zou uit0.127 mG. glucose 0.168 mG. vitamine C kunnen ontstaan.Want:

CeHiaOe CeHsOe 4 H.0.172 mG. glucose =nbsp;mol. glucose. Hieruit kan ontstaan _ mol. vitamine C = Â°nbsp;= 0.168 mG. vit. C. 180.000 180.000 Daar in de beschreven proef slechts 0.022 mG. vita-mine C ontstaan is, waarvoor 0.0225 mG. glucose noo-dig is, blijft nog een rest van 0.149 mG. glucose beschikbaarvoor andere doeleinden. Wanneer men dezelfde berekenin-gen gaat opmaken voor tabel 7, die stamt van een proef metapenlenzen, dan vindt men een glucoseverbruik van 0.528mG. Hiervan werd 0.306 mG. glycolytisch gesplitst in melk-zuur. Van de overgebleven glucose, 0.222 mG. is 0.105 mG.geoxydeerd, wat volgt uit het zuurstofverbruik van 0.120mG. Er is 0.022 mG. vitamine C geproduceerd, wat over-eenkomt met 0.0225 mG. glucose. Ook hier blijft dus een 0.172



??? glucoserest, groot 0.095 mG. over. Omdat de apenlens veel lichter was dan de konijnenlens,gebruikte de eerste relatief meer zuurstof en glucose; devitamine C-productie was even groot, de melkzuur-productievan de apenlens was weer relatief grooter. Ik beperk mij tot deze 2 proeven, omdat de variaties in deuitkomsten van de andere proeven niet essentieel waren.Steeds was het glucoseverbruik grooter, dan de uit het zuur-stofverbruik en de melkzuurproductie berekende hoeveel-heid. Quantitatief is dus de mogelijkheid van het ontstaanvan vitamine C uit glucose aanwezig. Een nader onderzoeknaar het lot van de overgebleven hoeveelheid glucose blijfteen opgave voor verder onderzoek. Aan het slot van deze bespreking moet nog opgemerktworden, dat de lens geen glycogeen bevat, (S??llmann(i7)en dat het suiker- en melkzuurgehalte van beide normalelenzen van een dier even groot zijn,

(M??ller (iÂŽ) enWeekers (19). De aanwezigheid van glycogeen in de lens zou de opge-stelde balans onbetrouwbaar maken, omdat dit tijdens deproef in glucose zou kunnen gesplitst worden. Het gelijkegehalte aan melkzuur en suiker van de beide lenzen stelt onsin staat, door metingen in de controlelens de beginwaardenvan de proeflens te achterhalen. Ook zij hier nog vermeld, dat v. Euler en Kluss-mann(20) bij kiemende plantenzaden een verminderingvan de hoeveelheden suikers en een vermeerdering van dehoeveelheid vitamine C vonden. Deze schrijvers achten hetontstaan van vitamine C uit suikers waarschijnlijk. Een soortgelijke balans, wat betreft zuurstofverbruik,koolhydraatverbruik en melkzuurproductie â€” het vitamine Ckwam in 1931 nog niet in aanmerking â€” heeft Fischer(i6)opgesteld. Hij vond een overheerschende glycolyse, evenalsKronfeld in '28 (14) en B a k k e r in '36 (4). De

hoeveelheid glucose, die niet geglycolyseerd werd,was aanzienlijk grooter, dan de hoeveelheid, die overeen-kwam met de verbruikte hoeveelheid zuurstof. Dit komt in



??? beginsel overeen met mijn vondsten, waar de hoeveelheidniet-geglycolyseerde glucose grooter was dan de hoeveelheidglucose, die verbrand kan worden. Bij de bespreking vantabellen 6 en 7 werd aangetoond, dat een gedeelte van dezeglucoserest beschikbaar is voor vitamine C-aanmaak. Ook bij Bakker vindt men op pag. 588 Graefe's Archiv135â€”1936 cijfers, die precies hetzelfde beeld geven. Bakkervond evenals Kronfeld een glucoseverbruik van 2.4 mG. perdag bij een konijnenlens. Hiervan werd 2.1 mG. glycoly-tisch gesplitst. Blijft dus een glucoserest van 0.3 mG. Zijnlenzen verbruikten per dag ongeveer 96 mM.sOa. Alswe aannemen, dat deze zuurstof alleen voor verbrandingvan suiker verbruikt werd, dan werd ongeveer 0.13 mG.glucose verbrand. Ook hier vinden we dus een hoeveelheidglucose, die niet verbrand en niet geglycolyseerd wordt. Weliswaar geeft Bakker

op, dat bij een verbruik van4 mM.3 zuurstof per uur 0.8 mG. glucose per dag verbrandkan worden, maar dit is blijkbaar een rekenfoutje, want: 1 mol. 02 = 32000 mG. = 22400 cc. (normaalverhoudingen). 1 cc. O2 = mG. 1 mM.3 = ^ mG.22.4nbsp;22-100 96 mM.3 O2 =nbsp;mG. =nbsp;^ol. Og. ^nbsp;22400nbsp;22-400 X 32000nbsp;^ Voor verbranding van 1 mol. glucose is 6 mol. zuurstofnoodig. _^^ quot; ^^â€” mol. Oo verbranden -5?‰-JLJ?.--mol. glucose 22400 X 32000nbsp;22400 x 32000 x 6nbsp;^ â€” 96 Â? 32 x 180.000 ^ 0.129 mG. glucose. 22400 X 32000 x 6 Wanneer ik nu samenvat, wat mij van deze proeven hetbelangrijkste lijkt, dan is het dit: dat de lens, ook die vanmensch en aap, in staat is vitamine C aan te maken, en datdeze aanmaak uit koolhydraten kan geschieden. Hoe deze aanmaak kan gebeuren, is een nog onopgelostvraagstuk, dat door stofwisselingsbalansen

niet kan wordenbenaderd. Hiervoor is noodig een uitgebreid onderzoek vande intermediaire processen van de suikerafbraak. Ofschooner aanleidingen zijn, die doen vermoeden, dat de vitamine 7



??? C-aanmaak uit koolhydraten geschiedt, nadat de koolhy-draten zijn afgebroken tot triosen â€” men denke hier aan deproeven van von Euler c.s. (21) met de Robinsonesteren aan de proeven van M ?? 11 e r (22), waarin konijnen ver-giftigd werden met phlorizine en natriumfluoride â€” zal ikmij van verdere beschouwingen onthouden, hoe groot deverleiding daartoe ook is, omdat de opvattingen over demogelijke oxyreductieprocessen, die bij de afbraak van kool-hydraten voorkomen, nog te zeer omstreden worden en metden dag wisselen.



??? HOOFDSTUK VI. Herkomst van het vitamine C in lens en kamervocht. Goldmann en Buschke (i), wier hypothese doorbijna alle schrijvers wordt aangenomen, meenen, dat hetvitamine C in het kamervocht stamt uit het bloed. Volgensdeze hypothese is het vitamine C in het bloed in geoxydeer-den vorm aanwezig, gaat uit het bloed in het kamervochtover, wordt daar door de lensactiviteit gereduceerd en hethooge gehalte aan gereduceerd vitamine C in het kamer-vocht ontstaat en blijft gehandhaafd, omdat de bloed-ka-mervocht-barri?¨re voor den gereduceerden vorm van hetvitamine niet doorgankelijk is; daarentegen is de barri?¨revoor den geoxydeerden vorm vlot doorgankelijk. Het bloedlevert dus het vitamine C aan de lens en kamervocht. Om de juistheid van deze opvatting te toetsen, heb ikverschillende experimenten, die den grondslag voor dezetheorie vormen, herhaald;

vooral omdat ik reeds in het be-gin van mijn onderzoek vond, dat ook bij het konijn het vita-mine C in het bloed voor meer dan 90 % in gereduceerdenvorm voorkomt. Uit de studie van de literatuur bleek, dat na 1936 de mee-ning, dat het vitamine C in het bloedplasma in den geoxy-deerden vorm aanwezig is, wat tot '36 algemeen aangeno-men werd, plaats maakte voor de juiste opvatting, dat nage-noeg al het vitamine C van het bloed in den gereduceerdentoestand aanwezig is. In de oogheelkundige literatuur is echter aan dit belang-rijke feit nagenoeg geen aandacht geschonken. Dit hangtsamen met de omstandigheid, dat na 1936 de belangstellingvoor het vitamine C in de oogheelkunde sterk verminderdis: de pubhcaties v????r 1936 vermelden proeven die â€” voorzoover het het bloed betreft â€” met een verouderde techniekzijn uitgevoerd. Goldmann en Buschke geven in hun

publicaties geen ge-detailleerde beschrijving van hun techniek voor de bloed-



??? bepaling, maar uit het volgende zal blijken, dat de uitkom-sten, die zij opgeven, geheel misleidend zijn. In het kamervocht van het konijn â€” hetzelfde geldt voormensch en aap â€” is het vitamine C-gehalte 10 maal zoogroot als in het bloed. Zou alleen het bloed de leverancierzijn van het vitamine C in het oog, dan moeten we eeen een-zijdige permeabiliteit van de bloed-kamervocht-barri?¨re voorvitamine C aannemen, met een gemakkelijken overgang vanhet vitamine in de richting bloed-kamervocht, en een moei-lijke passage in de omgekeerde richting. Aan deze opvatting geven noch de proeven van Goldmannen Buschke, noch de uitkomsten van mijn eigen proeveneenigen steun. Spuit men, zooals Goldmann en Buschke gedaan hebben,gereduceerd vitamine C in het bloed, dan stijgt het vitamineC-gehalte in het bloed en al het vitamine C is â€” in tegen-spraak met de opgaven van Goldmann en

Buschke â€” in dengereduceerden vorm aanwezig. Bovendien zijn de cijfers, dieGoldmann en Buschke na een intraveneuze vitamine C-in-jectie vonden veel te laag. Deze schrijvers geven op, dat zijdoor voorproeven vastgesteld hadden, dat de hoeveelhedenvitamine, die zij inspoten, wel een verhooging van het bloed-gehalte veroorzaakten, maar dat de bloedwaarde ver onderhet normale gehalte van het kamervocht bleef. Hierbij zijnzij misleid door een gebrekkige techniek. Ik heb dezelfdehoeveelheden vitamine C als Goldmann en Buschke bij eenkonijn intraveneus ingespoten, en vond na de injectie bloed-waarden, die ver boven het normale kamervocht-gehaltelagen. Door dit zeer hooge bloedgehalte stijgt het gehaltein het kamervocht eveneens. Dit wil dus zeggen, dat het vitamine C uit het bloed-plasma in het kamervocht overgaat; de barri?¨re bloed-ka-mervocht is dus voor het gereduceerde vitamine

C vlot door-gankelijk. yn afb. 8 zijn verschillende uitkomsten van me-tingen van het bloed- en kamervochtgehalte na intraveneuzeinspuiting van vitamine C bij het konijn opgegeven. Bij deze proeven werd als volgt te werk gegaan. Bij ko-



??? nijnen werd de arteria carotis vrijgeprepareerd en daarnawerd 50 mG. vitamine in de oorvena gespoten. Vervolgenswerd na bepaalde tijden, die in de graphiek (afb. 8) zijn afte lezen, na de punctie van de voorste oogkamer bloed uitde arteria carotis opgevangen in geparaffineerde centrifuge-buizen. Dit bloed werd kort gecentrifugeerd in een snel-draaiende centrifuge (3500 toeren per minuut) en daarnawerd het plasma gedecanteerd. Aan 10 cc. van dit plasmawerd een gelijke hoeveelheid 10 % trichloorazijnzuur toege-voegd; dit mengsel werd omgeroerd met een glazen staaf engefiltreerd; in het fikraat werd, nadat dit door verdunningmet water op de vereischte p^j gebracht was, de reductiebepaald met het reagens volgens Tillmanns. Een 2e portievan 10 cc. van het fikraat werd behandeld met mercuriace-taat en HgS volgens de methode Emmerie-van Eekelen. Hetvitamine C-

gehalte van het bloedplasma, berekend volgensdeze twee methoden, vertoonde slechts onbeteekenende ver-schillen, die binnen de foutengrens van de bepalingen lagen.Hieruit volgt, dat al het vitamine C, ook na intraveneuzeinjectie, in gereduceerden toestand in het plasma voorkomt. mq.% gereduceerJviLC^ Tijd In minuten bloed _ __ _ kamervocht 40302010 10 2 Afbeelding 8. iSr



??? Goldmann en Buschke bepaalden het vitamine C in enkelecc. bloed, door venapunctie verkregen. Deze kleine hoeveel-heid was â€” nog afgezien van hun techniek â€” op zichzelf aleen reden van onbetrouwbare uitkomsten. Uit de graphiek van afb. 8 volgt, dat het gereduceerdevitamine C uit het bloed in het kamervocht overgaat, als devoorwaarden daarvoor gunstig zijn; dit is het geval, wan-neer het bloedgehalte grooter is dan het gehalte in het ka-mervocht. Uit afb. 8 volgt echter ook, dat het kamervochtgehalte naintraveneuze injectie hoogere waarden bereikte dan dehoogste bloedwaarde. De stijging in het kamervocht kandus niet alleen door den overgang van het vitamine uit hetbloed in het kamervocht veroorzaakt worden; er moeten nogandere factoren in het spel zijn. Goldmann en Buschke vonden verder, dat door afdichtenvan de barri?¨re tusschen bloed en kamervocht door adre-naline het

vitamine C-gehalte in het kamervocht niet steeg*bij grootere hoeveelheden adrenaline daalde zelfs dit ge-halte. Hieruit concludeerden zij, dat door de bemoeilijkteovergang van het vitamine uit het bloed in de oogkamer endoor de geringere hoeveelheid bloed in het oog tengevolgevan de vaatvernauwende werking van het adrenaline, hetbloed minder vitamine C aan het oog kon leveren. Dit wasdus een argument voor hun stelling, dat het vitamine C vanhet oog uit het bloed komt. en dat andere bronnen, metname de lens, als oorzaak voor het hooge vitamine C-ge-halte in het oog niet van beteekenis zijn. Adrenaline echter heeft een directe oxydeerende werkingop het vitamine C. Als voorbeeld diene het volgende staatje. Invloed van adrenaline op een vieamine C-oplossing, die aan dc lucht blootgesteld is. 2 cc. vit. C-oplossingToegevoegd 5 druppelsadrenaline 1 o/oo Beginnbsp;0,1 cc. 152 cc. indicator 0.1

cc. 1.52 cc. indicator Na 2 uur 0.1 cc. 1.53 cc. indicator 0.1 cc. 0.62 cc. indicator 2 cc. vit. C-oplossing



??? Dit bewijst zonder meer, dat adrenaline, hoewel het dedoorlaatbaarheid van de barri?¨re vermindert, niet geschiktis voor het doel, waarvoor Goldmann en Buschke het ge-bruikten. Buschke (2) zegt wel, dat adrenaline bij detitratie van oogkamervocht niet stoort, wat inderdaad juistis, maar hij verliest hier geheel de factoren tijd en zuurgraaduit het oog. De oxydeerende werking van adrenaline is ge-bonden aan den tijd en aan de Pj^. Bij titratie onmiddellijkna de punctie van kamervocht, waaraan trichloorazijnzuuris toegevoegd, stoort dit adrenaline niet, omdat bij een Pj^van 2.5, dit is de Pj^^ waarbij getitreerd wordt, het adrenahnegeen oxydeerende werking heeft, en de tijd voor oxydatieniet beschikbaar is. Gebruikt men in plaats van adrenalineatropine, dat ook dc barri?¨re dicht, zooals Kik ai (3) be-wezen heeft, dan vindt men wel degelijk een stijging van hetvitamine C-gehalte in het

kamervocht, zooals straks aan dehand van uitkomsten van proeven zal meegedeeld worden.Ook Galante (4) vond na toediening van atropine eenvermeerdering van het vitamine C in het kamervocht. Bij de atropine-proeven moet rekening gehouden wordenmet den invloed van het hcht. Bonsignore (5) heeftreeds gevonden, dat na belichting het vitamine C-gehaltevan het kamervocht stijgt, welk feit ik heb kunnen beves-tigen. Om dezen invloed bij belichting uit te schakelen, hebik konijnen na het indruppelen van atropine in den conjunc-tivaalzak in het donker gezet. In voorproeven was vastge-steld, dat na een verblijf van 2 uur in het donker het vita-mine C-gehalte van het kamervocht daalt. Was echter atro-pine in het oog gedruppeld, dan was de dalende invloed vanhet verblijf in het donker niet alleen opgeheven, maar waser zelfs een stijging van het vitamine C-gehalte in het ka-

mervocht. In de volgende tabellen zijn de uitkomsten vandeze proeven opgeteekend.



??? TABEL 8. Vit. C-gehalte kamervocht ODin mG. % na een nacht verblijfin donker Konijn 1.nbsp;17.3 2.nbsp;23.5 3.nbsp;28.4 Vit. C-gehalte kamervocht OSin mG. %, Punctie 2 uur na OD,na belichting. 20.2 27.8 31.9 Invloed van belichting op vitamine C-gehalte oogkamervocht.Na belichting stijgt het gehalte aan vitamine C in het kamervocht. TABEL 9. Vit. C-gehalte kamervochtOD in mG. % Vit. C-gehalte kamervocht OSin mG. % na verblijf van 2 uurin donker. Konijn1.2.3. 28.0228.125.4 24.623.520.5 Na verblijf in het donker is het vitamine C-gehalte van hetkamervocht gedaald. TABEL 10. Vit. C-gehalte kamervochtin mG. %.2 uur na atropine, en verblijfin donker Konijn 1.nbsp;34.04 2.nbsp;27.19 3.nbsp;32.37 4.nbsp;25.25 Vit. C-gehalte kamervocht inmG %. Controle-oog, v????r ver-blijf in donker. 29.5320.3928.6423.11 Indruppelen van atropine verhoogt het vitamine C-gehalte vanhet kamervocht,

zelfs als het konijn na het indruppelen in hetdonker wordt gezet. De verschillen in vitamine C-gehalte, die in bovenstaandetabellen gevonden worden, zijn veel grooter dan de verschil-len, die in normale oogen gevonden worden. Van de argumenten, die Goldmann en Buschke aanvoerenter ondersteuning van hun hypothese, waarin het hooge vita-



??? mine C-gehalte van lens en kamervocht verklaard wordtdoor levering door het bloed van geoxydeerd vitamine C.dat in het oog gereduceerd wordt, blijkt geen enkel steek-houdend te zijn. We moeten dus andere oorzaken ter verklaring van dithooge gehalte zoeken. Als bronnen komen in aanmerkingde iris, het corpus ciliare, het netvlies en de lens. VolgensNakamura(6) en Podesta en BauckeC^) is hetvitamine C-gehalte van de iris het hoogste van alle deelenvan het oog. Ik heb ook irides van konijnen geprepareerd,en het zoo ver gebracht, dat ik beide irides zoo prepareerde,dat de gewichtsverschillen beneden 0.5 mG. bleven. Hetgemiddelde gewicht van de irides was 39 mG. Het filtraatvan deze geringe hoeveelheid weefsel na bewerking mettrichloorazijnzuur, heeft zoo'n klein reduceerend vermogen,dat fouten in het gevonden gehalte van 8 mG. % onvermij-delijk zijn. Bovendien

hebben bovengenoemde schrijversniet alle stoffen, die de titratie storen, verwijderd. Een betrouwbare bepaling volgens de methode Emmerie-van Eekelen is met een enkele iris niet mogelijk. De kleineverschillen van enkele mG. %, die bovengenoemde schrij-vers opgeven, schijnen mij dan ook niet bewijzend. En als we toch zouden aannemen, dat de iris een vita-mine C-bron voor het kamervocht is, dan blijft de vraag:waarom daalt dan in een aphaak oog met onbeschadigde engoed functioneerende iris en barri?¨re tusschen bloed en ka-mervocht het vitamine C-gehalte in het kamervocht zoosterk; en welk weefselelement van de iris zou als productie-plaats in aanmerking komen. Dezelfde vragen worden ook niet opgelost door de theorievan Bonsignore, die de oorzaak van het hooge vitamine C-gehalte in de werking van het ciliairepitheel zoekt. Eenparasympathische prikkehng van het

oog zou dit gehaltevermeerderen. En de grootste tegenwerping, die tegen dezeopvatting te maken is, is de verhooging van het vitamine C-gehalte van het kamervocht na het indruppelen van atropine,een stof, die de parasympathicus verlamt,



??? Om den invloed van de retina na te gaan, heb ik bij 6konijnen de nervus opticus van een oog doorgesneden enheb gewacht tot de retina geatrophi??erd was. Tengevolge van de tijdsomstandigheden bleef slechts ?Š?Šnkonijn voor onderzoek beschikbaar. Bij dit konijn was hetvitamine C-gehalte van kamervocht, lens en glasvocht in hetoog met de totale retina-atrophie even hoog als in het con-troleoog. Hierdoor schijnt de retina als vitamine C-bronniet in aanmerking te komen. Hiermede zijn we weer aangeland bij de eerste verklaring:Dc lens produceert vitamine C en is oorzaak van hethooge vitamine C-gehalte in het kamervocht. Deze lens-productie is in het vorige hoofdstuk uitvoerig besproken.Alle in dit proefschrift beschreven waarnemingen, clinischeen experimenteele, zijn met deze opvatting in overeenstem-ming; alle argumenten, die tegen deze opvatting ingebrachtzijn, werden clinisch en

experimenteel weerlegd. In het vorige hoofdstuk heb ik aangetoond, dat de lens instaat is vitamine C te produceeren. Is deze lensproductievoldoende om het hooge vitamine C-gehalte van lens enkamervocht te verklaren? Het kamervocht moet als een stagneerende vloeistof wor-den beschouwd. De argumenten, die van physico-chemischeen chemische zijde bijeen zijn gegaard ten bewijze van denstilstand van het kamervocht, zijn zoo talrijk en overtuigend,dat men gerust de sententie, dat de strooming van het ka-mervocht onmeetbaar gering zou zijn, kan laten vallen. Tenovervloede zal ik toch een argument aanhalen. Wanneermen, zooals Tu tui (8) deed, de lijn van Ehrhch observeertmet de spleetlamp, dan kan men zeer duidelijk zien, dat zijsamengesteld is uit een reeks van lijnen, die gelijkmatig ge-vormd worden en gelijkmatig blijven. Deze gelijkmatigheidwordt alleen verstoord door oogbewegingen en

door denconvectiestroom, die altijd in het kamervocht aanwezig is.Van het bestaan van een strooming uit de achterste oog-



??? kamer naar de voorste blijkt bij dit experiment niets. Menvergeve mij deze uitweiding, maar ik heb deze proeven aan-gehaald, omdat in de quantitatieve beschouwingen, die nuvolgen, een stilstaand kamervocht verondersteld is. Het konijnenoog bevat ongeveer 0.25 cc. kamervocht. Bijeen gehalte van 20 mG. % is er in het kamervocht 50 y vita-mine C aanwezig. In de proeven, waarin de lensproductievan vitamine C nagegaan werd, produceerde een konijnen-lens in 6 uur 138 y vitamine C, dit is meer dan de dubbelehoeveelheid van het kamervocht. Wanneer de diffusie uit het kamervocht naar het bloeden de omliggende weefsels langzaam gaat, dan moet de lensin staat geacht worden het vitamine C-gehalte van het ka-mervocht op peil te houden. Natuurlijk mag men de resul-taten, verkregen door proeven in vitro niet zonder meeroverbrengen op de omstandigheden in vivo; maar

het gaathier niet om cijfers, maar om mogelijkheden. Als de lens invitro vitamine C kan produceeren, dan kan ze het ook invivo; onbekend blijft slechts de grootte van deze productie.Zoolang deze grootte en de dfifusiesnelheid van het vita-mine C uit het kamervocht naar de omgeving, onbekend zijn,heeft het geen zin verdere beschouwingen over deze quan-titatieve verhoudingen ten beste te geven. De hoofdzaakblijft, dat de productie door de lens en het normaal functio-neeren van de bloed-kamervocht-barri?¨re de meest bevre-digende verklaring geven voor het hooge vitamine C-gehaltein lens en kamervocht.



??? HOOFDSTUK VII. Dc functie van het vitamine C in lens en kamervocht. Na de bespreking van de herkomst van het vitamine Cin het vorige hoofdstuk, is nu het oogenblik gekomen, defunctie van dit vitamine in lens en kamervocht te bespreken.Het vitamine C is, zooals in het voorgaande herhaaldelijkbetoogd is, in de lens en het kamervocht op een kleine frac-tie na in gereduceerden toestand aanwezig. Dit feit heefttot nu toe slechts enkelen ertoe bewogen experimentcel natc gaan of het vitamine C in het kamervocht als een oxy-reductiesysteem werkt. M??ller (i) vond, dat de aanwe-zigheid van een runderlens in runderkamervocht de oxy-datiesnelheid van het vitamine C in dit kamervocht remde.Voordien had M??ller (2) reeds gevonden, dat de r^^ vankamervocht bij bewaren steeg, d.w.z. dat de reductie^achtverminderde. M??ller duidt deze experimenten als uitdrukking van hetfeit, dat de lens waterstof

aan het geoxydeerde vitamine Cafgeeft. Dat de lens in staat is geoxydeerd vitamine C tereduceeren is nooit bewezen. B o n s i g n o r e (3) gaf inoverweging, dat dc reductie van het geoxydeerde vitamineC onder invloed van parasympathische prikkels, zooals diebij belichting ontstaan, optreedt. Eenig steekhoudend bewijshiervoor heeft hij nooit gegeven. Zijn opgaven over de ver-mindering van het geoxydeerde vitamine C in het kamer-vocht hggen in het gebied van de techniekfouten en daaromis er geen waarde aan tc hechten. Dc hoeveelheid geoxy-deerd vitamine, die in het kamervocht aanwezig is, is zoogering, dat deze hoeveelheid op de grens van de meetbaar-



??? heid ligt. Een vermindering van deze kleine hoeveelheid ligtbinnen de foutenmarge van de metingen. Ik heb daarom getracht het bewijs te leveren, dat de lensin staat is het vitamine C te reduceeren. Van de vele proeven, die ik voor dit doel op verschillen-de manieren en met verschillende uitkomsten gedaan heb,zal ik er maar ?Š?Šn vermelden, omdat de uitkomsten van deze?Š?Šne proef alle gegevens bevatten, die voor de besprekingvan de functie van het vitamine C in lens en kamervochtnoodig zijn. Volgens Fox en Levy (4) heb ik een sterke oplossingvan geoxydeerd vitamine C bereid. 10 cc. Ringer-oplossing,waaraan 20 mG. vitamine C toegevoegd is, wordt vermengdmet 2 Gram fijngewreven dierlijke kool, norit. Dit mengsellaat men een kwartier staan; daarna wordt het gefiltreerd.In dit filtraat is geen gereduceerd vitamine C meer aanwe-zig. Met de methode van

Emmerieâ€”van Eekelen vond ik,evenals Fox en Levy, dat in dit filtraat nog ongeveer 70 %van de oorspronkelijke hoeveelheid vitamine in den geoxy-deerden toestand aanwezig was. De rest was dus irrever-sibel geoxydeerd. In een vaatje werd 5 cc. van dit filtraat gedaan en hierinwerd een konijnenlens gelegd. Het vaatje werd met eenkurk, waardoor twee buisjes liepen, afgesloten. Vervolgenswerd stikstof door de vloeistof geleid en daarna werd hetgeheel luchtdicht afgesloten en in een broedstoof bij 37Â°geplaatst, waarin het twee uur bleef staan. De controlelenswerd in een gelijksoortig vat met 5 cc. Ringer-oplossing zon-der geoxydeerd vitamine C geplaatst en na op dezelfde ma-nier met stikstof behandeld te zijn, eveneens 2 uur bebroed.Na deze twee uur heb ik de hoeveelheid gereduceerd vita-mine C in de beide Ringer-oplossingen en het gehalte aangeoxydeerd en

gereduceerd vitamine C in beide lenzenbepaald. De lenzen waren na de bebroeding helder, de permeabili-teit van de lenzen was niet veranderd.



??? De uitkomsten van deze proef geeft de volgende tabel.TABEL 11. Proeflens in Ringer met142 mGquot;/o geoxydeerdvit. C. Controlelens in Ringer,zonder geoxydeerdvit. C. Gereduceerd vitamine C in Ringer. 0.159 0.015 Gereduceerd vitamine C in lens. 0.133 0.063 Totale hoeveelheid vita- mine C in lens. 0.306 0.066 De waarden zijn in mG. opgegeven. Uit deze tabel blijkt: 10. dat de lens een enorm reductievermogen heeft; de hoe-veelheid gereduceerd vitamine C in de proeflens en inde Ringer-oplossing van de proeflens samen is onge-veer 4 maal zoo groot als de overeenkomstige hoeveel-heden van de controlelens en de Ringer-oplossing vande controlelens. dat het geoxydeerde vitamine C als zoodanig de lensbinnendringt; meer dan de helft van de hoeveelheidvitamine C in de proeflens is in geoxydeerden vorm;deze verhouding wordt bij een lens nooit gevonden enis hier veroorzaakt door het

groote gehalte aan geoxy-deerd vitamine C in de Ringer-oplossing. dat het binnengedrongen geoxydeerde vitamine in delens gereduceerd wordt; de proeflens bevat ruim 2 maalzooveel gereduceerd vitamine C als de controlelens.dat de reduceerende werking van de lens uitputbaar is.In deze proef is zooveel geoxydeerd vitamine C de lensbinnengedrongen, dat wel een belangrijk gedeelte, maarlang niet alles van het geoxydeerde vitamine C geredu-ceerd is. dat het gereduceerde vitamine C als zoodanig de lensverlaat. Dit bewijst de hoeveelheid gereduceerd vita- 20. 30. 40.



??? mine C in de Ringer-oplossing van proeflens en con-trolelens. Bij de vroeger vermelde proeven werd in eenzuurstofhoudende Ringer-oplossing waarin een lens ge-legen had, geen of zeer weinig gereduceerd vitamine Caangetroffen. Bij deze proef was, door het doorleidenvan stikstof, het gereduceerde vitamine C veel betertegen oxydatie beschermd. In de bovenbeschreven omstandigheden was de proeflensdoor het gebrek aan zuurstof en het groote aanbod van ge-oxydeerd vitamine C onder zeer onphysiologische omstan-digheden. Slechts onder deze bijzondere omstandighedenbleek het reductievermogen van de lens uitputbaar te zijn.Met de uitkomsten van deze proef kunnen we ons het vol-gende denkbeeld vormen over de functie van het vitamine C. In het kamervocht is het vitamine C hoofdzakelijk in ge-reduceerden vorm aanwezig. Het kan dus als waterstof-donator, of

algemeen gezegd als redoxsysteem fungeeren,waarbij het geoxydeerd wordt. De geoxydeerde vorm per-me??ert in de lens, wordt daar gereduceerd en verlaat indezen vorm de lens en in het kamervocht kan het spel op-nieuw beginnen. In het kamervocht zijn ook in vivo en in situ de voor-waarden voor oxydatie van het vitamine C aanwezig. Hetbevat zuurstof (de Haan, Friedenwald (5, 6) gner zijn sporen koper in aanwezig (Nitzescu en Geor-gescu C^); koper is d?¨ katalysator van de oxydatie vanhet vitamine C. In het gepuncteerde kamervocht moet men zelfs grootevoorzorgen nemen, om de snelle oxydatie van het vitamineC te voorkomen. We kunnen dus rustig aannemen, dat ookonder physiologische omstandigheden een deel van het ge-reduceerde vitamine C in het kamervocht geoxydeerd wordt.In de geschetste kringloop van het vitamine C wordt hetgeoxydeerde vitamine C in

de lens weer gereduceerd. In de onderlinge verhouding der snelheden van deze pro-cessen moet de verklaring gezocht worden van het feit, dat



??? het vitamine in het kamervocht hoofdzakehjk in den gere-duceerden toestand voorkomt. Met deze beschouwing is de grondslag gelegd voor eenverdere analyse van functie en beteekenis van het vitamineC voor de lens. Het geoxydeerde vitamine C, dat de lens binnendringt iseen rijke energiebron, want bij de reductie in de lens wordtwaterstof opgenomen en deze waterstof wordt door een an-dere stof afgegeven. Deze laatste stof wordt dus geoxy-deerd. Er is geen reductie zonder oxydatie; deze twee pro-cessen zijn onafscheidelijk aan elkaar gekoppeld. Natuurlijkmoet men goed voor oogen houden, dat oxydatie niet alleenbeteekent de opname van moleculaire zuurstof door actievegroepen van de levende substantie. Moleculaire zuurstof im-mers heeft geen directe inwerking op de meeste stoffen, diein het organisme geoxydeerd worden. Hiervoor is een om-zetting van de inactieve zuurstof in een

actieven vormnoodig, respectievelijk moeten de stoffen, die geoxydeerdworden, zoo voorbereid worden, dat zij spontaan geoxy-deerd kunnen worden. In dit laatste geval spreken we vanauto-oxydabel worden van deze stoffen. Zooals we bij hetvitamine C gezien hebben is ook het waterstof-armer wor-den een vorm van oxydatie. Het gaat dus bij deze beschou-wing niet alleen om de zuurstof, maar vooral om de water-stof. Voor een oxydatie behoeft de zuurstof niet als gas terbeschikking te staan; het is voldoende, wanneer de zuurstofin gebonden vorm aanwezig is, b.v. als water. De zuurstofvan het water gaat naar een te oxydeeren stof, de waterstofnaar een andere, die gereduceerd wordt. In de biologischeprocessen moet dus de waterstof geactiveerd en overgedra-gen worden op een stof, die in staat is waterstof op tenemen, een waterstofacceptor. Bij deze overdraging vanwaterstof wordt dus de eene

stof door waterstofafgifte ge-oxydeerd, een andere stof, de waterstofacceptor, die water-stof opneemt, gereduceerd. XH2 Acceptor X H2-acceptor. In deze reactie wordt de benoodigde hoeveelheid energie



??? voor de hydreering gedekt door de energie, die bij dehy-dreering vrijkomt. De groote hoeveelheid energie, die bijde processen, waarin zuurstof betrokken is, vrijkomt, stamtvan de groote hydreeringsenergie van de zuurstof, en overalwaar een oxydatie = hydreering geschiedt, vindt ook eenreductie = hydreering plaats, want beide processen zijn on-afscheidelijk met elkaar verbonden. Bij reacties zonder zuurstof ontstaat de z.g. gereduceerdephase spontaan, de geoxydeerde phase onder energiever-bruik. Hier komt het op aan. Niet de geperme??erde stofheeft de lens noodig, maar wel de chemische energie vandeze stof, die in een andere vorm van energie kan wordenomgezet. Zoo wordt begrijpelijk, dat voor de lens de bovengeschetste kringloop van het vitamine C een zeer belang-rijke energiebron is. Ik heb hier de eene zijde van het probleem van de functievan het vitamine C

geschetst, waarbij het vitamine C ge-oxydeerd de lens binnendringt en gereduceerd de lens weerlaat. De geoxydeerde vorm wordt steeds opnieuw door hetkamervocht, waar het gereduceerde vitamine geoxydeerdwordt, geleverd. In de lens zelf echter kan het gereduceerde vitamine ookgeoxydeerd en weer gereduceerd worden. Dit is de tweedemogelijkheid van de werking als oxy-reductiesysteem vanhet vitamine C. Nadere bijzonderheden over deze tweede werkingswijzezijn nog niet bekend, maar de feiten, dat de lens groote hoe-veelheden glutathion bevat, dat het vitamine C kan redu-ceeren, en ook lactoflavine, dat grooten invloed heeft op deoxydatie van het vitamine bij belichting, pleiten er voor, datdeze drie oxyreductiesystemen onderling een levendigeoxyreductieve wisselwerking onderhouden.



??? SAMENVATTING. Nadat in het eerste hoofdstuk de eigenschappen en hetvoorkomen van het vitamine C beschreven zijn en zijnfunctie als oxyreductiesysteem, wordt uitvoerig de metho-diek van de bepaling van het vitamine C, zooals zij bij degedane proeven werd toegepast, beschreven. Er wordt opde groote beteekenis gewezen van de bewerking volgensEmmerie-van Eekelen. In het tweede hoofdstuk wordt het vitamine C-gehaltevan de deelen van het oog besproken, en de veranderingenvan dit gehalte bij oogaandoeningen. De in de literatuur aanwezige meeningen over de oorzaakvan het hooge vitamine C-gehalte in het oog worden weer-gegeven. Daarbij wordt naar voren gebracht, dat uit de inde literatuur aanwezige feiten de gevolgtrekking mag wor-den gemaakt, dat de geheele reductiewaarde van kamer-vocht, lens en glasvocht gevonden met het reagens vanTillmans bij een p^^ beneden 2.5

op rekening van het vita-mine C geschreven mag worden. Het derde hoofdstuk is een critische beschouwing der totnu toe in de oogheelkunde toegepaste therapie met vitamineC bij cataract, intraoculaire bloedingen, chronische iridocy-clitis en eenige andere oogaandoeningen. In het vierde hoofdstuk worden eigen onderzoekingenbeschreven over het vitamine C-gehalte van het bloed, hetkamervocht en de lenzen bij cataractlijders, waarbij bleek,dat bij cataractlijders geen stoornis in de vitamine C-huis-houding van het organisme bestaat, terwijl het vitamine C-gehalte van het kamervocht en de lens afneemt bij toenamevan de cataracteuze troebehngen. Hieruit blijkt het innigeverband, dat er tusschen het vitamine C-gehalte van de lensen kamervocht bestaat en het voortschrijden van de staar.Door therapeutische toediening van vitamine C is het voort-schrijden van de cataract niet te remmen. In het

aphakeoog bevat het kamervocht zeer weinig vitamine C, het ge-



??? halte is hier van dezelfde orde als de bloedwaarde, tenzijhet tot de vorming van een kikkerritnastaar komt. Dezenastaar is n.1. samengesteld uit kleine, levende lensjes in te-genstelling met de membraneuze nastaar, waar nieuwge-vormde lensvezels afwezig zijn. Bij intraoculaire bloedingen, ook bij recidiveerende juve-niele glasvochtbloedingen, is de vitamine C-voorziening vanhet organisme normaal, evenals de verzadigingswaarde.Hetzelfde werd bij iridocyclitis gevonden. Een gunstige uit-werking van de aangewende vitamine C-therapie werd nietgevonden. In het vijfde hoofdstuk worden de resultaten van eigenonderzoek over het lensmetabolisme in verband met het vita-mine C beschreven. Ten eerste wordt aangetoond, dat de overlevende konij-nen-, apen- en menschenlens in staat is vitamine C aan temaken. Verder werd nagegaan het zuurstofverbruik en dekoolzuurproductie,

het glucoseverbruik en de melkzuurpro-ductie van de overlevende lens. De overlevende konijnen-lens verbruikt per uur gemiddeld 24 y O2 en 120 y glucoseen produceert gemiddeld per uur 33 y CO2 en 70 y melkzuur. Uit het respiratorische quoti??nt, waarvoor de waarde 1gevonden werd, blijkt dat de zuurstof gebruikt wordt voorde oxydatie van koolhydraten. De gasstofwisseling werd gemeten met den oxycombustio-meter van Frederik, de glucosebepalingen werden verrichtvolgens de methode van Sankaran en Rajagopal, de melk-zuurbepalingen volgens Mendel en Goldscheider. De ijking van den oxycombustiometer geschiedde met be-hulp van vitamine C. De hoeveelheid zuurstof, die gebondenwordt bij de oxydatie van een bekende hoeveelheid vita-mine C â€” deze hoeveelheid wordt titrimetrisch bepaald â€”werd berekend. Deze berekende hoeveelheid zuurstof geefteen

bepaalden galvanometeruitslag van den oxycombustio-meter. Dit principe kan voor ijking van toestellen voor gas-analyse gebruikt worden, en werd hier voor de eerste maaltoegepast.



??? De metingen veroorloofden het opstellen van de volgendebalans. De verbruikte glucose wordt voor het grootste gedeeltegeglycolyseerd. Dit gedeelte kan worden berekend uit demelkzuurproductie. Uit het zuurstofverbruik kan worden be-rekend, hoeveel van de niet-geglycolyseerde glucose geoxy-deerd is, omdat bij de gevonden respiratorische quoti??nt van1 aangenomen mag worden, dat de zuurstof geheel voorverbranding van koolhydraten verbruikt wordt. Er blijft nunog een koolhydraatoverschot, waaruit het vitamine C kanworden gevormd. Uit de hoeveelheid aangemaakte vita-mine C wordt berekend, dat dit glucoseoverschot grooter isdan voor de vitamine C-productie noodig zou zijn. Het doorde lens geproduceerde vitamine C mag dus als een bijproductvan de glucossafbraak beschouwd worden. In hoofdstuk VI wordt de theorie van Goldmann enBuschke over het voorkomen van het hooge

vitamine C-ge-halte in het kamervocht proefondervindelijk nagegaan. Vol-gens deze theorie gaat het geoxydeerde vitamine C van hetbloed gemakkelijk in de voorste oogkamer over; hier wordthet vitamine door de lenswerking gereduceerd en de barri?¨retusschen bloed en kamervocht is voor het gereduceerde vita-mine C moeilijk doorgankelijk. Deze theorie is onhoudbaar,want: 1.nbsp;het vitamine C komt in het bloedplasma hoofdzakelijkin den gereduceerden vorm voor; 2.nbsp;de uitkomsten van de proeven van Goldmann cnBuschke, waarbij zij na toediening van adrenaline geenverhooging van het vitamine-gehalte in het kamer-vocht vonden, moeten niet uitgelegd worden in dienzin, dat ondanks de vermindering van de permeabili-teit van de blocd-kamervocht-barri?¨re het vitamine C-gehaltc in het kamervocht niet stijgt, maar wel moethier overwogen worden, dat door dc directe oxydee-rende werking

van het adrenaline op vitamine C eenstijging van dit gehalte als gevolg van de verminderdepermeablilitcit van dc barri?¨re, tegengewerkt wordt;



??? 3.nbsp;bij de proeven, waarbij vitamine C intraveneus inge-spoten werd, werd het bloedgehalte hooger dan hetkamervochtgehalte. Door een onvolkomen techniekontging dezen schrijvers deze zeer groote stijging vanhet bloedgehalte; 4.nbsp;het gelukte aan te toonen, dat na een verminderingvan de permeabiliteit van de barri?¨re door atropine, hetkamervochtgehalte steeg. Het vitamine C van het kamervocht wordt dus niet doorhet bloed geleverd, maar moet uit andere bronnen komen.Hiervoor komt alleen de lens in aanmerking, waarop reedshet lage gehalte bij aphakie wijst. De mogelijkheid van eeninvloed van iris en netvlies werd onderzocht, maar kon nietaangetoond worden. Een berekening maakt aannemelijk,dat de vitamine C-productie door de lens in vitro ruim vol-doende is om het hooge vitamine C-gehalte van het kamer-vocht op peil te houden. In hoofdstuk VII wordt

proefondervindelijk aangetoond,dat/'de lens in staat is zeer groote hoeveelheden geoxydeerdvitamine C te reduceeren. Dit reductievermogen is uitput-baar. Verder wordt aangetoond, dat het vitamine C in ge-reduceerden toestand de lens verlaat, en dat de geoxydeerdevorm de lens kan binnendringen. Het wordt aannemelijkgemaakt, dat het gereduceerde vitamine C in de voorsteoogkamer voortdurend geoxydeerd wordt en dat deze ge-oxydeerde vorm de lens binnendringt en daar gereduceerdwordt. Deze kringloop, die naast de vitamine C-productiein en om de lens plaats vindt, beteekent voor de lens eenbelangrijke aanvoer van energie. In de lens en kamervocht functioneert het vitamine C dusals een energie-leverend reversibel oxyreductiesysteem, eenfunctie, die men wehswaar steeds ook in het levende weef-sel aan het vitamine C toegeschreven heeft, maar die mennooit

experimenteel heeft kunnen aantoonen.



??? ZUSAMMENFASSUNG. Nachdem im ersten Kapitel Eigenschaften und Chemie desC-Vitamins beschrieben wurden, sowie sein Vorkommenund seine Funktion als Oxy-reduktionssystem, werden aus-f??rhch die Methoden der C-Vitaminbestimmung, sowie siein meinen Versuchen angewandt wurden, dargelegt. Es wird auf die grosse Bedeutung des Arbeitsgangs nachV. Eekelen-Emmerie hingewiesen. Im zweiten Kapitel wird der C-Vitamingehalt der einzel-nen Teile des Auges besprochen und dessen Ver?¤nderungenbei Augenkrankheiten. Die in der Literatur niedergelegtenMeinungen ??ber die Ursachen des hohen C-Vitamingehaltsdes Auges werden mitgeteilt und es wird aufgezeigt, dassdie in der Literatur zu findenden Tatsachen den Schlussnahelegen, dass der gesamte Reduktionswert von Kammer-wasser, Linse und Glask??rper, nachgewiesen mit dem Till-mans'chen Reagenz, durch das C-

Vitamin verursacht wird. Das dritte Kapitel gibt eine kritische ?œbersicht der bisjetzt in der Augenheilkunde angewandten C-Vitaminthera-pie bei Katarakt, intraocularen Blutungen, chronischen Iri-docyklitiden und einigen anderen Augenerkrankungen. Das vierte Kapitel befasst sich mit eigenen Untersuchun-gen ??ber den C-Vitamingehalt des Blutes, des Kammerwas-sers und der Linse von Kataraktpatienten. Es zeigte sich,dass Kataraktpatienten keinen gest??rten C-Vitaminhaushalthaben, w?¤hrend der C-Vitamingehalt des Kammerwassersund der Linse abnimmt mit zunehmender katarakt??sen Lin-sentr??bung. Dies beweist eine korrelative Verkn??pfung desFortschreitens der Katarakt mit dem C-Vitamingehalt vonLinse und Kammerwasser. C-Vitaminmedikation kann dieEntWickelung der Katarakt nicht aufhalten. Im aphaken Auge hat das Kammerwasser einen geringenC-Vitamingehalt, wenn es nicht

zur Ausbildung eines Kris-tallkugelnachstars kommt. Bekanntlich ist diese Nachstar-



??? form durch abortive Linsenbildung verursacht im Gegensatzzum membran??sen Nachstar, der keine neugeformten Linsen-fasern f??hrt und bei dessen Anwesenheit man im Kammerwas-ser auch niemals h??here C-Vitaminkonzentrationen findet. Bei intraokularen Blutungen, vor allem bei juvenilen rezi-divierenden Glask??rperblutungen, ist die C-Vitaminversor-gung des Organismus normal, ebenso die S?¤ttigungswerte. Ganz gleich verhalten sich die Iridocyklitiden, Ein g??n-stiger Effekt einer C-Vitamintherapie konnte bei diesenErkrankungen nicht erzielt werden. Im f??nften Kapitel werden die Resultate von Versuchen??ber den Linsenstoffwechsel im Zusammenhang mit C-Vi-tamin beschrieben. Experimentell wird nachgewiesen, dassdie ??berlebende Kaninchen-, Affen- und MenschenhnseC-Vitamin zu produzieren vermag. Ausf??hrlich wird studiert der Sauerstoffverbrauch und

dieMilchs?¤ureproduktion der ??berlebenden Linse. Die ??berle-bende Kaninchenlinse verbraucht dabei pro Stunde im Mit-tel 24 Y Sauerstoff und 120 y Glukose und produziert proStunde 35 y COg und 70 y Milchs?¤ure. Dass die Linse stoff-wechselt auf Kosten der Kohlehydrate beweist ihr respira-torische Quotient, dessen Wert Eins betr?¤gt. Der Gasstoff-wechsel wurde gemessen mit dem Oxykombustiometer vonFrederik, die Glukosebestimmungen wurden nach Sankaranund Rajagopal, die Milchs?¤urebestimmungen nach Mendelund Goldscheider ausgef??hrt. Zur Eichung des Oxykom-bustiometers wurde ebenfalls C-Vitamin verwendet, undzwar so, dass die in einer bestimmten Zeit oxydierte MengeC-Vitamin titrimetrisch bestimmt wurde, welches C-Vitaminden zur Oxydation notwendigen Sauerstoff aus dem denOxykombustiometer speisenden Luftstrom entnahm. Da diezur

Oxydation dieser C-Vitaminmenge n??tige Sauerstoff-menge berechnet werden kann, kann jedem Galvanometer-stand der zugeh??rige Sauerstoffwert zugeordnet werden.Diese Art der Eichung kann zur Eichung jedes Gasanalyse-apparates verwendet werden, und wurde f??r diese Zweckezum ersten Male angev/endet.



??? Die Messungen gestatteten das Aufstellen der folgendenBilanz. Von der verbrauchten Menge Glukose wird ein sehrgrosser Teil glykolisiert. Ihn kann man aus der Milchs?¤ure-produktion berechnen. Aus dem Sauerstoffverbrauch kannwiederum berechnet werden, wieviel vom Glukoseret oxy-diert wird. Man kann n?¤mlich, weil der respiratorischeQuotient Eins ist, ohne weiters annehmen, dass der Sauer-stoff zur Kohlehydratverbrennung verwendet wird. Esbleibt dann noch ein Kohlehydrat??berschuss, aus welchemdas C-Vitamin gebildet werden kann. Die C-Vitaminpro-duktion ist de facto kleiner als der Glukose??berschuss. DasC-Vitamin erscheint demnach als ein Nebenprodukt desKohlehydratabbaus in der Linse. Das folgende Kapitel setzt sich experimentell auseinandermit der Theorie von Goldmann und Buschke ??ber das Zu-standekommen des C-Vitamingehalts des Kammerwassers,den diese

Autoren als verursacht hinstellen durch den leich-ten ?œbergang des im Blut in oxydierter Form vorhandenenC-Vitamins aus dem Blut in die Vorderkammer, aus welcherdas durch die Linse reduzierte C-Vitamin die Blutkammer-wasserschranke nicht passieren kann. Diese Theorie mussabgelehnt werden, weil: 1.nbsp;das C-Vitamin in Blutplasma beinahe vollst?¤ndig inreduzierter Form vorhanden ist. 2.nbsp;weil die Versuche von Goldmann und Buschke, inwelchen sie die Blutkammerwasserschranke f??r den?œbergang von C-Vitamin aus den Blut in die Vorder-kammer durch Adrenalin abdichteten, eine Verminde-rung des C-Vitamingehalts des Kammerwassers ver-ursachten, nicht durch tats?¤chliche Verhinderung des?œbergangs von C-Vitamin aus dem Blut ins Kammer-wasser, sondern duch Oxydation des C-Vitamins desKammerwassers durch direkt am Auge angewandtesAdrenalin. 3.nbsp;weil

Goldmann und Buschke bei ihren Injektionsver-suchen so grosse Mengen C-Vitamin intraven??s ein-



??? verleibten, dass der C-Vitamingehalt des Blutes denC-Vitamingehalt des Kammerwassers betr?¤chtlich??berstieg. Die Gr??sse der im Blut erzielten C-Vita-minkonzentration entging Goldmann und Buschke inFolge ihrer Technik. 4. weil ich nachweisen konnte, dass das die Blutkam-merwasserschranke ebenfalls abdichtende Atropin dieKammerwasser-C-Vitamin-konzentration erh??ht. Das C-Vitamin des Kammerwassers wird also nicht vomBlute geliefert, sondern muss anderen Quellen entstammen.Hierf??r kommt nur die Linse in Betracht, wie schon derC-Vitamingehalt im Kammerwasscr im aphaken Auge an-zeigt. Trotzdem wurde die M??glichkeit einer Beeinflussungdurch Iris und Netzhaut untersucht, doch war diese nichtnachweisbar. An einer ?œberschlagsberechnung wird demonstriert, dassdie in vitro gefundene C-Vitaminproduktion der Linse denhohen C.-Vitamingehalt des

Kammerwassers zu unterhaltenvermag. Im letzten Kapitel wird schliesslich festgelegt, dass dieLinse sehr grosse Mengen von oxydiertem C-Vitamin zureduzieren imstande ist, dass ihre Reduktionskraft ersch??pf-bar ist, dass C-Vitamin aus der Linse in reduzierter Formaustritt, und dass das oxydierte C-Vitamin in die Linse ein-treten kann. Es wird dargelegt, dass das reduzierte C-Vita-min der Vorderkammer fortw?¤hrend oxydiert wird, als sol-ches in die Linse geht und in ihr reduziert wird. DieserKreislauf, der neben der C-Vitaminproduktion in und umdie Linse statthat, ist f??r die Linse eine wichtige Energie-quelle. In Linse und Vorderkammer funktionniert das C-Vitaminalso als ein energielieferndes, reversibles Oxyreduktions-system, eine Funktion, deren Bestehen auch im lebendenOrganismus man zwar immer angenommen hat, aber dieman bisher niemals experimentell

nachzuweisen imstandewar.
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??? Acrodynie (ziekte van Selter-Swift-Feer) is een infectie-ziekte. X. De argumenten van Deelman in zijn critiek op de theorievan K??gl over de aetiologie van tumoren zijn niet voldoendeklemmend om deze theorie te verwerpen. XI. Een hartgebrek mag nooit een indicatie zijn voor het ver-richten van keizersnede. XII. De uitreiking van een â€žgezondheidsboekjequot; aan de burger-bevolking verdient geen aanbeveling.
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