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HOOFDSTUK 1

PRODUXTIE, EFFECTEN EN WERKINGSWIJZE VAN TESTOSTERON

1.1. De produkiie van testosteron door de testikel

Van oudsher is bekend dat castraties uitgevoerd bij
mens of dier, grote effecten hebben op hun uiterlijk en
gedrag. Een bevredigende verklaring voor de wijze waar-
op het effect van deze ingreep tot stand kwam, was er
evenwel niet. In 1849 beschreef de Dultser Berthcld de
effecten van het verwiideren en transplanteren van tes-—
tikels bij hanen. Deze onderzoeker toonde aan dat de
effecten van de testikels op uiterlijk en gedrag van de
dieren tot stand komen door de produkten die zij aan het
bloed afgeven. In 1935 slaagden onze landgenoten David,
Dingemanse, Freud en Lagueur erin, uit stieren-testikels
een chemisch zulver produkt te iscleren, dat in de hane-
kam test (zie onder) buitengewocon actief was; zij noem—
den deze stof testosteron. Pas in 1952 werd aangetoond
dat deze stof ook werkelijk door de testikels werd afge-
scheiden (West, Hollander, Kritchevski en Dobriner).

Naast testosteron geven de testikels nog een groot
aantal andere steroiden aan het bloed af. In tabel 1.1
zijn van enkele van dezZe steroiden de concentraties in
het perifere en testikulaire veneuze blced van de mens
vermeld.

Uit deze gegevens blijkt dat testosteron in grotere
hoeveelheden door de testikel wordt afgegeven dan de an—
dere stercoiden. Hiermese is niet gezegd dat de secretie
van deze laatstgencemde steroiden onbelangrijk is. Zo
hebben wverschillende van de in tabel 1.1 vermelde ste-

roiden, na inspuiting bij proefdieren grote effecten op



bepaalde weefsels en organen.

De androgene werking (androgeniciteit) van steroi-
den kan bepaald worden door hun effect cop de groei van
de kam wvan de kapoen cf op de gewichtstoename van de
prostaat en de zaadblazen van de gecastreerde rat te me-

ten. In tabel 1.2 is de ‘'androgeniciteit' van de in ta-

Tabel 1.1. De concentratie van enkele sterotden in
het menselijke testikulaire en perifere

venguze plasmd.

steroid testikulaix perifeer

veneus plasma veneus plasma

(ng/m1) (ng/ml)
testosteron 751 5,6
androsteendion 30,7 0,9
dehydroepiandrosteron 73,1 3,9
dihydrotestosteron 4,2 0,3
androsteron 0,867 0,31
pestradiol 1,289 0,025
oestron 0,306 0,061

Gegevens wvan Florelli, Borrelli, Forti, Gonnelll, Paz-
zagli en Serio, 1976; Hammond, Ruokonsan, Kontturl, Kos-
kela en vihko, 1977; Weinstein, Kelch, Jenner, Kaplan
en Grumbach, 1974,

kel 1.1 genoemde steroiden vermeld. Wanneer de effecten
van de verschillende steroiden op de groei van de pro-
staat bij mens en rat in sterkte vergelijkbaar zouden
zijn, dan zou bij de mens het effect van het door de
testikels afgegeven testosteron dat van de andere in ta-

bel 1.1 vermelde steroiden vele tientallen malen over-—
treffen.



Tabel 1.2. De biologische aotiviteit van enkzle an—

drogenen ten cpzichte van die van testo-

steronx.
androgeen ratteprostaat hanekam
testosteron 160 100
androsteendion 39 120
dehydroepiandrosteron 34 16
dihydrotestostercn 260 220
androstercn 53 115
3a-androstaandiol 24 75
3f-androstaandiol 3 2
androstaandion 33 110

2De activiteit van testosteron is op 100 gesteld.

Gegevens van Williams—Ashman, 1975.

1.2, FEnkele effecten van testosteron

Al vroeg tijdens de ontwikkeling van mannelijke
zoogdieren wordt testosteron door de testikels aan het
bloed afgegeven. Deze vroege androgeensecretie, die
bij zocgdieren op een enkele uitzondering na tijdens de
zwangerschap plaatsvindt, veroorzaakt onder andere de
ontwikkeling van die organen en weefsels, die op een
latere leeftijd een rol spelen bij de voortplanting
{hoofdstuk 5). Vervelgens neemt bij sommige van de tot
nu toe onderzochte dierscorten zoals de cavia (Rigau-
diére en Wolff, 1977; Vreeburg, Woutersen, Ocms en Van
der Werff ten Bosch, 1977) en bij de mens (figuur 1.1)
de testosteronconcentratie in het perifere plasma tij-
dens de zwangerschap weer af; bij andere dieren zoals
de koe {(Challis, Kim, Naftolin, Judd, Yen en Benirschke,
1974) en de resus-aap (Resko, Malley, Begley en Hess,
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zwangerschapsmaanden geboorte Jeren

Piguur 1.1. De plasma testostercnconcentratie tijdens de ontwikke-

ling van het mannelijk individu. Gegevens van Reyes,
Boroditsky, Winter en Faiman, 1874; Foreét, Sizonenko, Cathiard en
Bertrand, 1874; Knorr, Bidlingmater, Butenandt, Fendel en Fhri-
Wehle, 1874.

1973) blijft deze vrijwel de gehele zwangerschap het-
zelfde. Bij pasgeboren Jjongetjes stijgt de testosteron-
concentratie in het bloed vlak na de geboorte, blijft
een paar maanden hoog en daalt vervolgens weer. De fy-
siologische betekenis wvan dit fenomeen is onbekend. Tot
aan de puberteit blijven de testosteronconcentraties
laag. Het is niet duidelijk of het testosteron geduren-
de deze pericde ook zonder effect is. Zeker is, dat de
hernieuwde testikelactiviteit bij het begin van de pu-
berteit een grote verscheidenheild wvan processen op gang
brengt of versterkt. In korte tijd bereiken die organen

en weefsels die bij de voortplanting betrockken zijn hun



volwassen grootte, en komen de secundaire geslachtsken-
merken tot ontwikkeling: de stem wordt lager, de beha-
ring verandert en een aantal veranderingen in het uiter-
lijk vinden plaats.

Zeer ingrijpend zijn de effecten die testosteron
tijdens deze periode heeft op het skelet, de spieren en
het vetweefsel, weefsels die samen ongeveer 70% van het
totale lichaamsgewicht uitmaken.

Tijdens de puberteit neemt de snelheid waarmee jon-
gens en meisjes groeien eerst toe en daarna af (Van der
Werff ten Bosch, 1977). De toename in de groeisnelheid
wordt veroorzaakt doordat de botvorming aan de ulteinden
van de pijpbeenderen onder invloed van gonadehormonen
{bij jongens testosteron, bij meisjes ocestrogenen) snel-
ler verloopt. Deze snelle grcoel is slechts tijdelijk
omdat gedurende dit proces de kraakbeenschijven, waar de
botverming plaatsvindt, onder invloed van testosteron
{(cf oestradiol) verdwijnen. Testosteron heeft dus het
paradoxale effect enerzijds de groei te versnellen en
haar anderzijds te befindigen. Mensen bij wie om een of
andere reden de puberteit uitblijft, zijn aanvankelijk
kleiner dan hun leeftijdsgencten, maar doordat hun leng-
tegroel tot op oudere leeftijd langzaam doorgaat, komt
hun lengte uiteindelijk boven het normale. Ook op het
uitgegroeide skelet zou testosteron effecten hebben. Zo
bericht Hamilton (1848) dat eunuchen (gecastreerde man-
nen} vaker dan andere mannen last hebben van een kromme
rug (kyfose). Dit verschijnsel zou veroorzaakt worden
doordat bij deze mensen de ontkalking van de wervelli-
chamen -een proces dat bij iedereen tijdens het ouder
worden plaatsvindt- snellexr dan normaal verloopt.

De lichaamssamenstelling van mannen en vrouwen ver-
schilt sterk. "The difference between the body build
of women and men has attracted the attention of mankind
throughout history. For thousands of years, painters,

sculptors and poets have interpreted the beauty of the



male and female body in colour, stone and word. Ex-
pressed in a concrete and unpoetic way, the beauty of a
woman is a function of her larger amount of fatty tis=-
sue; that of a man, of his larger amount of muscles"
{Ljunggren, 1965). De totale hoeveelheid vet wordt bij
l7~jarige vrouwen geschat op 25% van het lichaamsge-
wicht; bij l17-Jarige mannen op 12% {Widdowson, 1974).

Op 10~jarige leeftiid is de hoeveelheid vet bij beide
geslachten echter nagenoeg gelijk; bij meisjes 16% en
bij jongens 18%. De geslachtsverschillen in vet ont-
staan dus voor een belangrijk gedeelte tijdens de pubker-
teit. Retrocuwbare gegevens betreffende de spiermassa
bij jongens en meisjes voor en na de puberteit zijn mij
niet bekend. Wel zijn de veranderingen in de doorsnede
van arm~ en beenspieren met behulp van rdntgenfoto's on-
derzocht. Tanner {1%265) nam met behulp van deze tech=-
niek waar, dat bij jongens tijdens de puberteit de
spieroppervlakte op een dwarssnede veel sterker toenam
dan bij meisies. Heewel in beide geslachten een tcename
in vet viel waar te nemen, was deze bij meisjes bedui-
dend sterker dan bij jongens.

Het verschil in de ontwikkeling van vet en spier
tussen mannen en vrouwen wordt waarschijnlijk in belang-
rijke mate veroorzaakt dcoor testosteron. Een aanwijzing
hiervoor is de waarneming dat eunuchen dikwijls meer vet
en minder spieren hebben dan normaal bij hun leeftijds-
genoten gezien wordt (Hamilton, 1948). Beter gedocumen-
teerd is het werk van Vague, Rubin, Jubelin, Lam-Van,
Aubert, Wasserman en Fondarai (1974), die patiénten bij
wie de testikels afwezig waren of onvoldcende testoste-
ron produceerden, met langwerkende testosteronpreparaten
behandelden. Bij deze pati&nten nam de spiermassa met
27% toe, terwijl hun vetmassa met 33% afnam.

1.3. Werkingswijze van testosteron



1.3.1. Het receptormodel

Volgens de huildige opvattingen (King en Mainwaring,
1974), komen de effecten van steroiden tot stand na bin-
ding op cellulair niveau wvan het steroid aan cytoplasma-
tische receptoren. Na een ‘activerings'~fase in het cy-
toplasma, die waarschijnlijk leidt tot bepaalde verande-—
ringen in zijn strugtuur, verdwijnt het stercid-receptor
complex uit het cytoplasma naar de celkern. Hier wordt
door het complex de vorming van bepaalde RNA-moleculen
gestart of versterkt, hetgeen uiteindelijk leidt tot het
hormoon-effect.

Uit talrijke studies is gebleken dat steroidrecep-
toren ongeacht het steroid dat zij binden, of het weef-
sel waarin zij voorkomen, bepaalde kenmerken gemeen heb-
ben. Receptoren die testosteron, dihydrotestostercon of
cestradiol binden zijn grote eiwitmoleculen die bij een
laag zoutgehalte in sucrosegradi@nten een sedimentatie-
constante van ongeveer 85 hebben. 2Zij binden met een
hoge affiniteit (Ka>109M_l) een klein aantal stercidmo-
leculen. Veoorts binden zij vrijwel alleen steroiden van
een bepaald type.

De laatste ZJaren =zijn steroid-bindende eiwitten met
de zojuist gencemde eigenschappen aangetoond in weefsels,
waarvan niet duideliik is of zij daar een fysiclcgische
betekenis hebben. Ondanks dit feit worden deze eiwitten
toch receptoren genoemd. In andere weefsels, zoals de
lever wvan de kip (Mester en Baulieu, 1972) en het been-
merg van de rat (Minguell en Valladares, 1974) zijn geen
oestradicl- of testosteronreceptoren in het cytoplasma
aantoonkbaar, cndanks een duideliijk effect van deze ste-
roiden. Het 1is dus twijfelachtig of alle steroid-effec-
ten altijd en in alle weefsels tot stand komen via het
gangbare receptormodel.

1.3.2. Hetmetabolisme van testosteron in androgeengevoelige weefsels



Aanvankeliijk werd aangenomen dat steroidhormonen in
die weefsels waar zij actief waren niet werden omgezet;
omzettingen zoals die in de lever zouden leiden tot de
vorming van produkten met een geringe biolcgische acti-
viteit.

In 1963 toonden Farnsworth en Brown aan dat in pro-
staatweefsel testosteron omgezet werd in andere andro-
genen. Veoorts vestigden zij de aandacht op het feit dat
twee van de geveormde produkten, dihydrotestosteron en
3e~androstaandiocl in de hanekam-test vrijwel net zo werk-
zaam waren als testosteron. Toen bleek dat na inspuiting
van of incubatie met testosteron vrijwel uitsluitend di-
hydrotestosteron in de kern van de prostaatcellen aanwe-
zig was, leek er geen reden te bestaan om aan de bijzon-
dere betekenis van dit androgeen te twijfelen {Bruchovs-
ky en Wilson, 1968; Anderson en Liao, 1968).

Het was echter niet duideliik welk effect de andere
testosteronmetabolieten hadden. Robel, Lasnitzki en
Baulieu (1971) bestudeerden dit probleem door zowel het
metabolisme als de effecten van de gevormde metabolieten
te onderzoeken bij stukjes prostaat in weefselkweek. WNa
incubatie van het prostaatweefsel met *testosteron bleken
dihydrotestosteron, 3a-androstaandiol en 3g-androstaan-—
dicl kwantitatief de belangrijkste metabolieten te zijn.
In dit verband dient opgemerkt te worden dat wanneer in
dit proefschrift over 3e~ of 3f-androstaandiol wordt ge-
sproken, uitsluitend de Sa-gereduceerde vorm van deze
steroiden wordt bedoeld. Uit histologisch onderzoek van
het prostaatweefsel dat gekweekt was in een medium waar-
aan testosteron, dihydrotestosteron of de androstaandi-
clen waren toegevcegd, bleek dat er belangrijke ver-
schillen waren in de effecten die door de verschillende
steroiden teweeggebkracht werden. De oversenkomstige 17~
ketosteroiden en de 5g-androstanen hadden in dit test-
systeem nauwelijks effect. Om deze gegevens te kunnen

interpreteren, werd onderzocht in welke mate de geteste



androgenen in het prostaatweefsel in elkaar werden omge-
zet. Hierbij bleek dat de omzetting van dihydrotesto-
steron naar testosteron niet en die van 3f-androstaandi-

ol naar dihydrotestostercn vrijwel niet meetbaar was

(figuur 1.2). Het effect van dihydrotestosteron kan dus
sestron
ondrosteendion androstaandion ‘_; androsteraon

f It

5P -androstonen ¢—— testosteron -1 dihydrotestosteron _._b'3c-cmdrosmcnd70|

oestradiol 3B-androsteandiol

Figuur 1.2. FEnkele omgettingen van androgenen.

niet tot stand komen door het uit dit androgeen terugge-
vormde testosteron, maar wel door 3a-androstaandiol. De
werking van 3g-androstaandiol zou daarentegen alleen
maar door dit stercid zelf veroorzaakt kunnen worden.
Uit dit onderzoek volgt dat de werking van testosteron
in androgeengevoelige weefsels het resultaat kan zijn
van een aantal verschillende processen die allemaal af-
zonderlijk door een bepaalde testosteronmetaboliet ge-
stuurd worden.

Er zijn aanwijzingen dat niet in ieder weefsel de-
zelfde metabolieten actief zijn. De S5B-androstanen die
in de prostaat nagenoeg onwerkzaam zijn (Verjans en Eik-
Nes, 1976), hebben bijvoorbeeld wel sterke effecten op
de synthese van porfyrines in levercellen (Granick en
Kappas, 1967).

Het is al langere tijd bekend dat bij mannelijke
dieren een klein percentage van het in de circulatie

aanwezige testosteron en androsteendion in perifere
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weefsels wordt omgezet in oestrogenen (figuur 1.2).
Pas zeer recent is men tot het inzicht gekomen dat deze
omzetting in bepaalde weefsels een essentieel onderdeel
vormt van het mechanisme van werking van testosteron.

De gegevens die tot deze inzichten hebben geleid, worden
besproken in de hoofdstukken 5 en 6.

1.4, Vraagstelling

Toen duidelijk werd, dat de aanwezigheid van dihy-
drotestosteron in de prostaat van grote betekenis was
voor het functioneren van dit orgaan, besloten wij te
onderzoeken of dit ook het geval zou kunnen zijn in de
epididymis. ©Dit crgaan werd gekozen omdat er op het mo-
ment dat wij deze keuze maakten, vrijwel geen gegevens
waren over de wijze waarop testosteron de fertiliteit
van de spermatczoén in de epididymis beinvicedde.

In een later stadium van onderzoek, toen inmiddels
duidelijk geworden was dat dihydrotestosteron een bij-
zonder belangrijk androcgeen voor de epididymis was,
werd bericht dat dit in de voortplantingsorganen zo
werkzame androgeen, op bepaalde bij de voortplanting be-
trokken gedragingen totaal geen effect had. Naar aan-
leiding hiervan hebben wij onderzocht of wellicht andere
testosteronmetabolieten in de hersenen actief waren.

De eexrste hoofdstukken van dit proefschrift zijn
gewijd aan de functie van de epididymis {hoofdstuk 2),
de lokalisatie en concentratie van testosteron en dihy-
drotestosteron in dit orgaan (hoofdstuk 3), en de bete-
kenis van dihydrotestosteron voor de epididymisfunctie
(hcofdstuk 4). In hoofdstuk 5 en hoofdstuk 6 zijn het
testosteronmetabolisme en de effecten van de uit testo-
steron gevormde metabclieten op bepaalde hersenfuncties
beschreven. In hoofdstuk 7 worden de verschillen in de
wijze waarcp de effecten van testosteron in beide weef-

sels tot stand komen, besproken.



a.1.

HOOFDSTUK 2

DE EPIDIDYMIS

Inleiding

De epididymis bestaat uit een lange opgerolde buis

die de testikel met het ductus deferens verbindt (figuur

2.1},

De lengte van het epididymale kanaal is werbazing=-

wekkend. Liggen de schattingen voor de menselijke epidi-

dymis tussen de 3 en 7 meter, voor het wvarken, het schaap

caput epididymidis

ductuli efferentes

rete testis

corpus epididymidis testikel

ductus deferens

caudo epididymidls

Piguur 2.1. De testtkel en de epididymis van de rat.

en de stier worden getallen gencemd van 40 tot 65 meter

(Maneely, 1959). De spermatczoén leggen deze afstand in

1 tot 3 weken af (Rowly, Teshima en Heller, 1%70). Tij-
dens de passage door het eerste gedeelte wvan dit orgaan

ondergaan de spermatozcén een aantal morfologische en
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biochemische veranderingen die leiden tot hun fertilise-
rend vermogen (Bedford, 1975). Spermatozodn uit de ca-
put epididymidis
van de tot nu toe
onderzochte species
zoals het koniijn
(Bedford, 1966), de

rat {Blandau en Ru-

mery, 1964), de ham-
ster {Horan en Bed-
ford, 1972) en het

Figuur 2.2. Het percentage varkens dat varken (figuur 2.2;
drachtiy werd na kunstmati- Holtz en Smidt,

ge inseminatie met speymatozoén uit 4 1876) blijken in

verschillende gebieden van de eprdidymis. tegenstelling tot

I=eaput; S=corpus; 3=provimale coudas die uit de cauda,

=distale cauda. bij kunstmatige in=-

Gegevens von Holtz en Smidt (1976). seminatie niet of

maay incidenteel
vruchtbaar te zijn.
De fertiele spermatczoén worden bewaard in de cauda epi-
didymidis waar zij lange tijd hun fertiliserend vermogen
behouden.

2.2. De rijping van spermatozoén

Tournade beschreef al in 1913 dat bij de hond, de
kat, de cavia, het koniijn en de rat vrijwel alle sperma-
tozoén uit de caput onbeweegliijk zijn wanneer zij in een
fysiologische zout-oplossing gebracht worden, terwijl
die uit de cauda onder dezelfde omstandigheden goede
zwemmers blijken. Hij concludeerde hieruit dat sperma-
tozoén tijdens hun passage door de epididymis het vermo-
gen tot motiliteit verkrijgen. Hij nam aan dat secreten

die door het epididymis-epitheel werden afgescheiden, de
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rijping veroorzaakten. Young (1929, 1931} was het met
deze opvatting niet eens. Hij was van mening, dat de
spermatozcén in de testikel onvoldeende tijd krijgen
om volledig tot ontwikkeling te komen en dat zij daarom
de laatste fase van dit proces in de epididymis moeten
doormaken. In de epididymis zouden velgens hem geen an-
dere tot rijping aanzettende factoren aanwezig zijn dan
in de testikel. Een sterke aanwijzing hiervoor meende
hij te vinden in de waarneming dat bij de cavia sperma~
tozoén die tot een langer dan normaal verblijf in de
testikel gedwongen waren door een ligatuur rond de kop
van de epididymis, in viiro veel beweeglijker bleken
dan die uit normale testikels. Daarnaast vond hij dat
het fertiliserend vermcgen van cavia-spermatozogn bij
een langdurig gedwongen verblijf in het proximale ge-
deelte van de epididymisstaart was toegenomen; de rij-
ping bleek dus op deze 'vreemde' plaats te zijn doorge-
gaan. Toch kan niet gesteld worden dat Young dacht dat
het milieu in de epididymis onbelangrijk was voor de
rijping. In 1829 schrijft hij: "The epididymis is
simply a reservoir for sperm in which the processes of
sperm development which start while they are still con-
tained in the testis are free to continue because of
the favourable environment present in the epididymis™.

Maneely komt in 1959 in een ultvoerig overzicht tot
de conclusie dat de rol van de epididymis bij de rijping
onduidelijk is: "But although it has been believed for
many years that the spermatczoa in most mammals undergo
a 'ripening' or maturation process after they leave the
testicle, it hasg never been clearly established whether
or not the factors governing such 'ripening® are in-
trinsic to the spermatozca or reside in the epithelium
that surrounds them”.

Orgebin-Crist (1967) was de eerste die aantoonde
dat de ontwikkeling tot fertiele spermatozoén alleen

maar kan optreden in bepaalde gebieden van de epididymis.
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Zij deed dit door bij konijnen de fertiliteit te bepalen
van spermatozogn die gedurende kortere of langere tijd
in bepazlde gebieden van de epididymis tussen ligaturen
waren wvastgehouden. Uit haar onderzoek bleek, dat al
snel na het aanbrengen van de ligaturen uit het proxima-
le gedeelte van het corpus spermatczoén geIscleerd kon-
den worden die bij kunstmatige inseminatie vruchthaar
waren; een ongeweone situatie omdat spermatozog&n uit dat
gebied normaal vrijwel nooit fertiel zijn. Op geen en-
kel tijdstip na het aanleggen van de ligaturen konden
fertiele spermatozoén uit het iets meer naar de testikel
gelegen caputgebied gelscleerd worden. 2Zij concludeerde
hieruit: "..... it seems that spermatozca need the
special environment created by the epithelium of the
corpus epididymidis™. Een reeks vrijwel identiek uitge-
voerde experimenten werd met gelijkluidend resultaat
door Bedford (1967} gedaan. Opmerkelijk is zijn wvondst
dat 12-15 dagen na het aanbrengen van een ligatuur op
het distale deel van het corpus, spermatozoé&n gelsoleerd
uit de kop weliswaar net zo beweeglijk ziijn als geéjacu~
leerde spermatczoén, maar totaal niet vruchtbaar. Bij
het konijn komen kenneliijk de structuren die betrokken
zijn bij de voortbeweging van de spermatozogn volledig
tot ontwikkeling in een milieu dat voor de rijping wvan
andere structuren, die onontbeerlijk ziin voor bevruch-
ting, ongunstig is.

Bij de hamster worden spermatczoén pas fertiel wan-
neer zij het proximale gedeelte van de staart bereiken.
Wordt dit door middel van een ligatuur tussen het corpus
en de cauda belet, dan blijven zij onvruchtbaar (Horan
en Bedford, 1972). Hetzelfde is bij de rat het geval
(Burgos en Tovar, 1%74). MNa een ligatuur rond het disg-
tale gedeelte van de caput, werd wel het aantal bewegen-—
de spermatozoén in de kop groter, maar trad geen veran-
dering cp in de wijze wvan voortbeweging die bestaat uit

het zwemmen in cirkels. Deze beweging ontstaat doordat
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Filguur 2.3. De vorm van een sperma—
tozodn wit de kop (1)
en uit de staart (2) van de epididy-
mis van de rat. Het donkere gedeel-
te van de staart van spermatozodn I
bligft gebogen tijdens de slagbewe—

gingen van de rest van de staart.

het voorste gedeelte van deze spermatozoén gebogen is
(figuur 2.3; Fray., Hoffer en Fawcett, 1972).

Er is betrekkelijk weinig informatie over de rij-
ping van spermatozogn bii de mens. Zeker is evenwel
dat tijdens hun passage door de epididymis de motiliteit
sterk toeneemt {Bedford, Calvin en Cooper, 1973).

2.3. Opslag van spermatozoén

De staart van de epididymis -een stukje weefsel van
ongeveer 0,3 g- bevat bij de door ons gebruikte ratten
rond de 150 miljoen spermatczoén (Vreeburg, 1975). Bij
deze diersocort verlaten per dag spontaan, zonder dat de
dieren paren, 10-15 miljoen spermatozo@n de staart
(Vreeburg, Vvan Andel, Kort en Westbroek, 1974); op deze
wijze kan dus binnen 15 dagen de hele voorraad spermato-
zoén vernieuwd worden. Bij dieren die regelmatig paren
verblijven de spermatozoén veel korter in de staart.

Bij de eerste ejaculatie -ratten kunnen een groot aantal
malen ejaculeren- worden al 60 miljoen spermatczcén uit-
gestoten {(Blandau en Odor, 1949).

De maximale levensduur van de in de staart opgesla-
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gen spermatozoén is langer dan 15 dagen. De eersten

die hiernaar onderzoek verrichtten waren Hammond en As-
dell (1926). Deze onderzoekers lieten zien dat koniinen
waarbij de aanvoer van nieuwe spermatozo&n naar de

staart verhinderd wordt, 38 dagen vruchtbaar bleven.
Onlangs bleek dat bij deze species het fertiliserend
vermogen van de spermatozoén in de cauda zelfs nog langer
{42-49 dagen) in stand kan blijven {(Tesh en Glover, 126%9).
Dit is een lange tijd wanneer we bedenken dat de gemid-
delde verblijfsduur in de cauda bij seksusel inactieve
dieren maar 6 dagen bedraagt {Orgebin-Crist, 1%653).

De spermatozog&n van de rat worden na een verblijf
van cngeveer 30 dagen in de cauda onvruchtbaar (hoofd~
stuk 4). Bij de hamster en de muis blijven de caudale
spermatozoén ongeveer 25 dagen vruchtbaar (Lubicz=-
Nawrocki, Lau en Chang, 19%73). Bij alle drie bovenge-
neemde dierscorten duurt de beweeglijkheid langer dan het
fertiliserend vermogen. In dit verband dient opgemerkt
te worden dat wanneer over beweeglijkheid gesproken
wordt, steeds bedoeld wordt het vermogen om te bewegen.
Immers, spermatozoé&n opgesloten in de epididymis of ge-
isoleerd in onverdunde luminale vlceistef liggen wvolmaakt
stil (Wyker en Howards, 1977). Aan deze rusttoestand
komt een abrupt einde wanneer zij de epididymis wverlaten.
Het menselijk spermatozodn kan zich met een snelheid van
0,25 cm (50 maal zijn lengte) per minuut voortbewagen
{Bishop en Walton, 1%960). Deze krachts-explosie is even-
wel van korte duur. In de uterus of tuba van vrouwelijke
dieren blijven spermatozoén zelden langer dan 24-48 uur in
leven.

2.4. Het milisu in de epididymis

De factoren die leiden tot de ontwikkeling en in-

standhouding van het fertiliserend vermogen van de sperma-
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tozoén in de epididymis moeten gezocht worden in de

vloeistof die zich in het lumen van dit orgaan bevindt.

Tabel 2.1. Enkele gegevens® over het milieu in de epididymie van
de »rat.
vlceistof uit serum
rete testis epldidymis
kop staart
Na© (mEg/1) 143 58 15 160
K (mEg/1) 14 23 46 4
¢l (mEg/1) 140 31 24 112

giycerylfosforylcholine

(mg/m1) - - 11,3 n.m*®
carnitine (mg/ml} - - 10,0 0,003
siaalzuur
(mg/100 mg eiwit) - 3,1 7,4 -
eiwit (mg/ml) 2,4 - 35 63
pH - 6,5 6,92 7,5
PO, (mm Hg) 18 23 24 g7 ™"
osmolaliteit (osmol/kg) 3z8 315 328 311
* Gegevens van Back, Shenton en Glover, 1974; Brooks, Hamilton
en Mallek, 1974; Free, Schluntz en Jaffe, 1976; French en
Ritzén, 1973a; Gupta, Rajalaksmi, Prasad en Moudgal, 1974;
Tuck, Setchell, Waites en Young, 1970; Turner, Hartmann en
Howards, 1977,

xx Niet meetbaar.

E-33

Waarde in arterieel bloed.

Naarmate meer informatie beschikbaar komt over de samen-
stelling van deze vlceistof, wordt duidelijker dat het
milieun in het lumen van de epididymis bijzonder iz en
volkomen afwijkend van bijvoorbeeld de samenstelling wan
het bloed. Dit moge blijken uit tabel 2.1, waarin een
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aantal gegevens over de luminale vloeistof van de rat
vermeld zijn.

De samenstelling van de luminale vioeistof is het
resultaat van processen van absorptie en secretie die in
de epididymis plaatsvinden. Opvallend is de enorme re-
sorptie van water. Bij de rat bijveoorbeeld, stroomt per
dag ongeveer 0,75 ml vloeistof wvanuit &&n testikel (1,5
g} de epididymis binnen (Tuck, Setchell, Waites en Young,
1970). Met &&n ml van deze vlceistof komen 34 miljoen
spermatozoén de epididymis binnen. In de kop van de epi-
didymisg zijn al 660 miljoen spermatozo&n in &&n ml lumi-
nale vloeistof aanwezig, terwijl er in de staart meer dan
1,8 miljard per ml vliceistof vcorkemen {Turner, Hartmann
en Howards, 1977). De vloeistof in de staart is dus meer
dan 50 maal ingedikt. Tegelijk met het water wordt Na+
het lumen uitgepompt en K+ erin gebracht. Naast deze
ionen werden cok organische stoffen in het lumen afge-
scheiden. Sommige van deze stoffen, zoals carnitine en
glycerylfosforylcholine, komen in uitzonderlijk hoge con-
centraties voor. Carnitine wordt door de epididymis uit
het blced opgenomen en in de luminale wvloeistof gebracht.
Dit proces vindt in het hele orgaan plaats zodat de con-
centratie van carnitine stroomafwaarts naar de staart toe
groter wordt (Brooks, Hamilton en Mallek, 1973). Daaren-
tegen wordt glycerylfosforylcholine vooral in het eerste
gedeelte van de epididymis (Brooks, Hamilton en Mallek,
1974) na daar gesynthetiseerd te zijn (Wallace, Wales en
White, 1966), in het lumen afgescheiden. Onlangs zijn in
de luminale vloeistof ook eiwitten aangetoond, die noch
in de testikel noch in het serum voorkomen (Koskimies en
Kormano, 1975). De hierboven gegeven opsomming is geens-
zins volledig: met name de aanwezigheid van androgenen in
de vloeistef die zich in de rete testis en epididymis be-
vindt, is buiten beschouwing gebleven. Tenslotte zij op~
gemerkt dat van geen van bovengenoemde stoffen de beteke-
nis voor de rijping en opslag bekend is.
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2.5. Enkele effecten van testosteron op de epididymis

De epididymis is in sterke mate afhankelijk van
androgenen. Bij volwassen ratten neemt dit orgaan in
de eerste week na castratie 70% in gewicht af. Daarna
treedt nog maar een zeer gering gewichtsverlies op (Po=-
destd, Calandra, Rivarcla en Blaquier, 1975}. Deze ge-
wichtsafname is voor een gering percentage {hoofdstuk
3} het gevelg wvan het verdwijnen van de spermatozoén.
De grootste gewichtsvermindering wordt wvercorzaakt door
een afname in greotte van de epididymiscellen en de
diameter van het lumen (Maneely, 1959). De verschrom-
peling van het epididymisweefsel na castratie blijkt
gepaard te gaan met grote wveranderingen in de samen-
stelling van de vlceistof in het lumen van de epididy-
mis. BRBij het konijn wordt na castratie de Na+—concen~
tratie in de luminale vloeistof van de staart van de
- epididymis 4 maal zo groot. De concentraties van gly-
cerylfosforylcheoline, carnitine en eiwit nemen daaren-—
tegen sterk af (Jones en Glover, 1973). Door de veran-
deringen in de luminale vloeistof na castratie hlijft
de ontwikkeling van onrijpe spermatozcén die zich op
dat moment in de kop bevinden uit, terwijl in de staart
een snelle degeneratie van de rijpe spermatczo&n op-
treedt {zie hoofdstuk 4).

De meeste morfologische en biochemische verande-
ringen die na castratie in de epididymis optreden, zijn
door toediening van testosteron te voorkomen of , wan-
neer zij al zijn ingetreden, op te heffen. Bepaalde
veranderingen kunnen echter maar ten dele tenietgedaan
worden. £Zo daalt, om een enkel voorbeeld te geven, de
activiteit van het enzym glycerylfosfaatdehydrogenase
(de activiteit in de spermatozo&n is verwaarlocsbaar)
na castratie in de kop van de epididymis tot 40% van
zijn oorspronkelijke waarde. Toediening van testoste-

ron veroorzaakt maar een gedeeltelijk herstel wvan de
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specifieke activiteit tot ongeveer 60% van zijn cor-
spronkelijke waarde (Broocks, 1976},

2.8, Samenvatting

Bij zoogdieren vindt in de epididymis rijping en
opslag van spermatozogén plaats. Deze processen 2ijn
waarschijnliik afhankelijk van de samenstelling van de
vlceistof, die zich in het lumen van de epididymis be-
vindt. De epididymis is een androgeen-afhankelijk or-
gaan. Na castratie verandert het milieu in het lumen
van de epididymis en degenereren de spermatozoén die op
het moment van castratie aanwezig zijn.



HOOFDSTUK 3

DE CONCENTRATIE VAN TESTOSTERON EN DIHYDROTESTOSTERON IN

DE EPIDIDYMIS VAN DE RAT

3.1. Inleilding

In 1969 nam Aafjes waar dat bij enkele onvruchtbare
pati&nten met onbeweeglijke spermatozoén in het ejaculaat
toedliening van Proviron (la-methyl-dihydrotestosteron)
een duidelijke verbetering in de motiliteit van de
spermatozoén veroorzaakte. Kort hierop verscheen een
publikatie waarin een soortgelijke waarneming werd be-
schreven (Ludvik, 1270). De snelheid waarmee het effect
tot stand kwam, maakte het waarschijnlijk dat la-methyl-
dihydrotestosteron het functioneren van de epididymis
verbeterd had, omdat de ontwikkeling van onbeweeglijke
tot beweeglijke spermatozogn een kortdurend proces is,
dat plaatsvindt in de epididymis {hoofdstuk 2). Deze
waarnemingen en een publikatie die aangaf dat de epidi-
dymis het enzym Soa-steroidreductase bevatte (Inano, Ma-
chino en Tamaocki, 1969), brachten ons ertoe de concen-
traties van testosteron en dihydrotestosteron in de epi-
didymis van de rat te onderzoeken.

Omdat de epididymis functioneel een eenheid vormt
met de testikel, besloten wij ook in dit laatstgencemde
orgaan androgeenbepalingen uit te voeren. De resultaten
van deze bepalingen zijn in tabel 3.1 samengevat. In
dezelfde tabel zijin ook gegevens uit andere onderzoe-
kingen vermeld. De gegevens in tabel 3.1. laten zien
dat de concentratie van dihydrotestesteron in de epidi-

dymis hoger is dan die van testosteron. In de testikel
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is de verhouding tussen deze androgenen omgekeerd; in
dit orgaan komt meer testosteron dan dihydrotestosteron

voor, In alle tot nu toe onderzochte androgeengevoelige

Tabel 3.1. De concentraties van testosteron en di—

hydrotestosteron (ng/g) in de epididymis
en de testikel van de rat (gemiddelden + standuard-
fouten van het gemiddelde).

leeftijd van testosteron dihydrotestosteron
de ratten epididymis
50 dagen’ 5,7 19,3
a0 dagen2 5,2 + 0,55 44,0 + 3,2
120 dagen? 18,1 59,6
testikel
30 dagen’ 117+ 20 10,0 + 1,8
50 dagen” 63 8,3
147 dagen” 46,6 « 1,2 6,4 + 0,4

Gegevens van: 1Podesté, Calandra, Rivarola en Bla-
. 2 . 3 -
quier, 1975; “Vreeburg en ARafjes, 1971; “Podesta en

Rivarola, 1974; 4Folman, Sowell en Eik-Nes, 1972.

weefsels zijn veel lagere dihydrotestosteronconcentra-
ties gevonden. Zo bevatten de prostaat en de zaadblazen
van de rat niet meer dihydrotestostercon dan 2 tot 3 ng/
g weefsel (Robel, Corpé&chot en Baulieu, 1973), terwijl
in plasma waarden van minder dan 0,4 ng/ml worden gevon-
den (Coyotupa, Parlow en Kovacic, 1973; Gupta, Rager,

Zarzycki en Eichner, 1975; Corpé&chot, Eychenne en Robel,
1977).
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3.2. De produktie van testosteron door de testikel en de dihydr

testogteronconcentratie in de epididymis

In een volgend experiment werd onderzocht, of er
een samenhang bestaat tussen de dihydrotestosteroncon-
centratie in de epididymis en de testosteronproduktie
door de testikel. Met dit doel werden ratten met 100
I.E. humaan chorion gonadotrofine (HCG, Pregnyl, Orga-
non} intramusculair ingespoten. Op verschillende tijd-
stippen na inspuiting werden de ratten gedood en de tes:
tosteron- en dihydrotestosteronconcentraties in de tes=-
tikel en de epididymis bepaald. Uit de verkregen resul-
taten (figuur 3.1) bleek dat al kort na HCG-inspuiting
de testosteronconcentratie in de testikels sterk was

testosteron

ng/g

700

600 +

500

400 dihydrotestosteron

ng/g
300 0
200 40
100 20
o : — . 0
¢S5 i 2 3 uren

Figuur 3.1. De concentraties van testosteron en dihy-

drotestosteron in ratte-testikels op ver-
sehillende tijden na toediening van 100 I.F. umaan
chorion gonadotrofine., Gegevens van Vreeburg en Aafies,
1971.

toegenomen. De toename in dihydrotestostercn was tra-
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ger en kleiner. Folman, Sowell en Eik-Nes (1972) be-
paalden de testosteron- en dihydrotestosteronconcentra-
ties in de testikels, 8 uur na een injectie met 5300 I.E.
HCG. Deze onderzoekers vonden dat de testosteronconcen-
tratie in de testikels door de behandeling met HCG 3
maal zo groot geworden was. De dihydrotestosteroncon-—
centratie was evenwel maar de helft van de waarde die in
de testikels van controledieren werd waargenomen. Uit
beide onderzoekingen volgt, dat in de testikel een toe-
name van testosteron niet leidt tot eenzelfde verande-
ring in de dihydrotestosteronconcentratie.

In de epididymis ging een toename in de endogene
testosteronconcentratie wel gepaard met een evenredige
toename in de dihydrotestosteronconcentratie (figuur
3.2).

testostercn
dihydrotestosteron

ng/g

120 4 dThydrotestosteron

100 1
B0 4
60 4

testosteron

40

20

/2 1 2 3 uren

Figuur 3.2. De concentraties van testosteron en

dihydrotestosteron in ratte-epidi-
dymides op verschillende tijden na toedieming van
102 I.E. humaan chorion gonadotvofine. Gegevens

van Vreeburg en Aaffes, 1371.
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Na castratie worden binnen 2 uur de concentraties

van testosteron en dihydrotestosteron in het bloed on-

meetbaar laag (Coyupta et al., 19273).

e snelheid waar-

mee dihydrotestosteron uit de epididymis verdwijnt is

veel kleiner (figuur 3.3).

Een goed meetbare hoeveel-

heid dihydrotestosteron werd nog 16 uur na castratie in

de epididymis aangetroffen.

dihydrotestosteron
ng/q

44 4

36 4

28 4

29 A4

LU NS SE S a——

8 1& 24 uren

Piguur 3.3. De dihydro-
testosteron~
coneentraties in ratte—
epididymides op verschil-
lende tijden na castra-
tie. Gegevens van Aafjes

en Vreeburg, 1872.

meer betekenis.

Werd 24 uur na castratie
weer een intramusculaire injec-
tie van testostercn (I mg in
olie) gegeven, dan werden de
testosteron~ en dihydrotesto-
steronconcentraties in de epi-
didymis 1 uur na toediening
weer zeer hoog (70 + 8 ng di-
hydrotestosteron/g, 21 + 3 ng
testosteron/g}.

De dihydrotestosteroncon-
centratie in de epididymis
blijkt dus afhankelijk te zijn
van testosteron dat van elders
zangeveoerd wordt. De synthese
van androgenen in de epididymis
zelf (Hamilton en Fawcett,
197CG) leidt niet tot een be-
langrijke testosteron- of di-
hydrotestosteronconcentratie in
dit orgaan. Immers, 24 wur na
castratie bleek de dihydrotes-
tosteronconcentratie onmeetbaar
laag te zijn. Wellicht is bij
andere dierscorten de androgeen

synthese in de epididyvmis wvan

Bij het hert is de vorming en de uit-

groel van het gewei een Jjaarlijks terugkerend gebeuren,

dat gekoppeld is aan de hoogte van de testosteronconcen-

tratie in het blced.

Na castratie wordt bij deze dieren
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ean gewel gevorméd met weinig vertakkingen. ILincoln
{1975) wvond bij &&n hert, waar hij wel de testikels
maar niet de epididymides had verwijderd, een vrijwel
normaal gewei. Dit zou het gevelg kunnen zijn van een

secretie van androgenen door de epididymis.

3.3. De aanvoer van androgenen via de ductuli efferentes van de

testikel en de androgeenconcentratie in de epididymis

De grootste hoeveelheid androgenen die per tijds-
eenheid de epididymis bereikt, wordt door het perifere
bloed aangevoerd. Per 24 uur stroomt ongeveer 100 ml
bloed door een epididymis van 0,4 g (Setchell, Waites
en Till, 1964), zodat bij een perifere plasma-testoste-
ronconcentratie van 3 ng, ongeveer 300 ng dit orgaan
doorspoelt. Daarnaast worden ook androgenen getrans-
porteerd met de stroom vloeistof die via de ductuli
efferentes het lumen van de epididymis bereikt. De
hoeveelheid vloeistof die door een testikel van 1,3 g
aan de epididymis wordt afgegeven, is ongeveer 0,65 ml
per 24 uwvur {Tuck et al., 1970).

Om vast te stellen hceveel testosteron en dihydro-
testosteron de epididyvmis op deze wijze bereikt, werd
de concentratie van deze androgenen in ductuli effe-~
rentes - vlceistof hepaald. Deze vioceistof werd verkre-
gen door 24 uur na afbinding van de ductuli efferentes
&&n van deze ductuli met een fijn glascapillair te canu-
leren. De door ons gevonden testosteron- en dihydrotes-
tosteronconcentraties in de vlceistef zijn, samen met
andere gepubliceerde metingen, weergegeven in tabel 3.2.

Uit tabel 3.2 blijkt dat bij de rat door alle on=
derzoekers vrijwel dezelfde testosteronconcentraties
zijn gevonden. Wat de dihydrotestosteronconcentraties
betreft bestaat er een groot verschil tussen de waarden

die door ons en Harris en Bartke (1975} zijn gevonden
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Tabel 3.2. De testosteron— en dihydrotestosteronconcentraties
{ng/ml) in de rete testis—viceistof van de rat, het
konijn, de stier en de ram (gemiddelden + standaardfouten, of +

standaardfouten van het gemiddelde).

testosteron dihydrotestosteron gegevens van
rat
26,4 + 2,7° - Cocper en Waites, 1974
46,5 + 3,6* 4,9 + 1,5 Harris en Bartke, 1875
28,8 + 1,9+ 1,3 Vreeburg, 1973
28,7 + 5,8 32,7 + 16,6 Pujol, Bayard, Louvet en

Boulard, 1976

33 + 3 - Comhaire en Vermeulen, 1276
konijn
57.4 + 33,4 21,3 + 9,5 Guerrexro, Ritzén, Purvis,
Hansson en French, 1975
stier
33,1 + 2,6% 1,3+ 0,1 Ganjam en Amann, 1876
ram
k4
&,6 - 35,8 3~-19% van Bartke en Voglmayr, 1977
testosteron
*

Standaardfout van het gemiddelde.

=% . . . .
Gebied waarbinnen de waarnemingen vielen,

en die welke door Pujol, Bayvard, Louvet en Boulard
{1976} worden opgegeven. Deze onderzoekers vonden even-
veel testosteron als dihydrotestosteron in deze vlcei-
stof. De oorzaak van dit verschil is onduidelijk. Ock
bij het konijn, de ram en de stier zijn de concentraties
van testosteron veel hoger dan die van dihydrotestoste-
ron. Uitgaande van de door ons gevonden waarden, wordt
per dag door E&n testikel via de ductuli efferentes on-
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geveer 20 ng testosteron de epididymis ingebracht.

In een tweetal experimenten {tabel 3.3} werd het
effect van afbinding van de ductuli efferentes op de
testosteron- en dihydrotestosterconconcentraties in de
epididymis onderzocht. In beide experimenten werden de
ductuli efferentes van &&n van de twee testikels afge-

bonden. BAan de andere zijde werd een schijnoperatie

Tabel 3.3. De testostaron— en dihydrotestosteronconcentraties

(ng/g) in de epididymis na eensijdige afbinding van
de ductuli efferentes van de testikel of na eenzijdige castratie
(gemiddelden + standaardiouten ).

tijd epididymis dihydrotestosteron testostercn
na intacte geisoleerde intacte gelsoleerde
cperatie kant kant kant kant
i maand1 totaal 34,6 13,0 5,7 5,8
2
1 maand totaal 45,4 10,0 11,2 7.7
proximale g 4 47,1 10,2 +0,7 5,6+ 1,9 3,8+ 1,2
deel
1 week
aistal® 5 44,4 3,04 3,6 2,5+ 1,6 1,7 +0,6
deel

1 -
Gegevens van: Rafjes en Vreeburg, 1972; 2Podesta, Calandra, Riva-

rcla en Blaquier, 1975; 3Vreebuxg, 1975,

uitgevoerd. Vervolgens werden na 1 week (experiment 2)
of 1 maand (experiment 1) de testosteron~ en dihydrotes-
tosteronconcentraties in de intacte en de -afgebonden
epididymis bepaald. In experiment 1 werden de testoste-
ron~ en dihydrotestosteronconcentraties in de hele epi-
didymis gemeten. In experiment 2 werden de androgeen-—

concentraties gemeten in de proximale en distale gebie-
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den die verkregen werden door de epididymis middendoor
te knippen. In tabel 3.3 zijn onze resultaten vermeld
samen met die van Podestd et al. (1975), die de testo-
steron~ en dihydrotestosteronconcentraties na eenzijdige:
castratie onderzochten.

Uit tabel 3.3 blijkt dat na eenzijdige afbinding
van de ductuli efferentes of na eenzijdige castratie,
een sterke daling optreedt in de dihydrotestosteroncon-
centratie van de gelscoleerde epididymis. Deze afname
wordt vrijwel uitsliuitend wveroorzaakt door de verminde-
ring in de dihydrotestosteronconcentratie in het dichtst
bij de testikel gelegen gedeelte. Dit is ook gevonden
door Purvis en Hanpsson {1977) die bij de rat na eenzij-
dige castratie, de hoge dihydrotestosteronconcentratie
in de kop. (40 ng/g) zagen dalen tot een waarde gelijk
aan die in de staart (10 ng/g). Uit deze experimenten
volgt dat de hoge dihydrotestosteroncencentratie in de
epididymis afhankelijk is wan de intacte verbinding tus-
sen epididymis en de daarnaast gelegen testikel.

Deze conclusie werd bevestigd door de resultaten
van metingen van de dihydrotestosteronconcentraties in
de epididymis van gehypcfysectomeerde ratten die met
pregnenolon werden ingespoten. Bij deze dieren wordt
een klein gedeelte van het ingespoten pregnenclon in de
testikels omgezet in testosteron, waardoor dit orgaan
groot blijft en een vrijwel normale spermatogenese
houdt {Steinberger, Chowdhury, Tcholakian en Roll,
1975). Hun zaadblazen en prostaat zijn evenwel vrijwel
volledig geatrofieerd (Selye, 1942; Leathem en Brent,
1943; Masson, 1946). Onlangs bleek bij deze dieren een
normale testostercnconcentratie in de rete testis vlicei~
stof gepaard te gaan met een zeer lage concentratie in
het perifere bloed (Harris en Bartke, 1975}.

In een door ons uitgevoerd experiment werden ratten
gehypofysectomeerd en vervolgens 30 dagen lang iedere

dag met een suspensie van 2 mg pregnenolon in olie inge-
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spoten. Vervolgens werden deze dieren gedood en de ge-
wichten van de zaadblaas, prostaat, rechter epididymis
en rechter testikel bepzald. Bovendien werden in de
linker testikel en in bloedplasma de testosteronconcen-—
traties gemeten (tabel 3.4). Dezelfde procedure werd
gevolgd bij contreledieren die na hypofysectomie olie-

injecties kregen en bij intacte ratten. De prostaat en

Tabel 3.4. ILichaamsgewichten, orgaangewlchten en testosteroncon—

centraties in hel perifeve plasma en de testikels van
tntacte ratien, gehypofysectomeerde railen en van gehypofysecto—
meerde ratten die met pregnenolon behandeld waren (gemiddelden +
standaardfouten) .

intact gehypofysectomeerd
olie pregnenolon

aantal ratten 5 5 5
lichaamsgewicht (g} 356 + 12¥ 278 + 9 281+ 12
testikelgewicht (mg) 1307 + 33% 200 + 43 1005 + 114
epididymisgewicht

(mg) a7 +21% 115 +10* 208 + 50

proximale deel 221+ 9oF 53 + 6% 160 + 24

distale deel 253+ 14% 62 o+ 4% 138 + 26
prostaatgewicht (mg) 564  + 70% a8 +11% 109 o+ 21
zaadblaasgevicht (mg) 380  + 567 o1 +12® 122 1+ 17
testosteron in

plasma (ng/ml) 4,1+ 1,55 0,3+ 62 0,5+ 0,3

testikel (ng/q) 167,2 + 75,5 4,3+ 1,3% 46,4 + 24,2

Student's t-test: 2p<0,0@5; 2xp<{),01, ten opzichte van gehypofysec~
tomeerde met pregnenclon behandelde ratten. Gegevens wvan Vreeburg,

Bielska en Ooms, 1976.

de zaadblazen in de gehypofysectomeerde ratten die met
pregnenolon beshandeld waren, bleken aanzienlijk lichter
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te zijn dan die welke in de intacte dieren gevonden wer-
den. Ze waren evenwel zwaarder dan die van de met olie
behandelde ratten. Dit is waarschijnlijk het gevolg van
de kleine hoeveelheid testosteron die de testikels van
met pregnenoclon behandelde dieren aan het bloed afgeven
(Harris en Bartke, 1975), en niet van een rechtstreeks
effect van pregnenclon op de zaadblazen en de prostaat.
Immers, deze laatstgencemde organen en de epididymis wa-
ren even klein in gecastreerde ratten die pregnenolon
toegediend kregen als in die welke olie kregen (tabel
3.5).

Tabel 3.5. ILichaamsgewichten en orgaangewichten van
ratten die na castratie gedurende 28 dagen

2 mg pregrenolon per dag kregen toegediend.

clie pregnenclon
aantal ratten 3 3
lichaamsgewicht (g} 336 351
epididymisgewicht (mg) 108 116
prostaatgewicht (mg) 61 &0
zaadblaasgewicht {(mg) 97 95

In tegensteliing tot de prostaat en de zaadblazen,
bleef de epididymis in de gehypofysectomeerde dieren die
met pregnenclon werden behandeld, vrij groct. Dit wordt
waarschijnlijk wveroorzaakt door het feit dat de epididy-
mis niet, zoals de prostaat en de zaadblazen, alleen van
androgenen voorzien wordt via het bloed, maar cok via de
ductuli efferentes van de aangrenzende testikel. Deze
verklaring wordt gesteund door de waarneming dat in de
‘epididymides van gehypofysectomeerde ratten die met
pregnenolon behandeld waren, veel dihydrotestosteron

aanwezig was (tabel 3.6). Bij deze dieren bhleken de di-
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hydrotestosteronconcentraties, vooral in de kop en het
midden gedeelte, in verhouding tot de plasma testosteron-

concentraties nog zeer aanzienlijk te zijn. Het meest

Tabel 3.6. De dihydrotestosteronconcentraties (ng/g) in ver—
schillende delen van epididymides van intacte
ratten, gehypofysectomeerde ratten en van gehypofysectomeerde

ratten die met pregrnenolon behandeld waren (gemiddelden *
standaardfouten).

epididymisgebied dihydrotestosteron
i
intact caput 41,9 + 4,1
(n=5) Corpus 15,7 + 5**
cauda 3,4 + 2,3
sk
hypofysectonie caput 2,1 + 1,5
(n=5) corpus 0,3 + 4gx
cauda 0,4 4+ 0,
hypofysectonie caput 12,3 + 6,0
en pregnenclon corpus 7.6 + 4,8
(n=5) cauda 0,8 + 0,8

Student's t»test:zp<0,005; *2p<0,02; gxxp<0,01, ten opzichte
van met pregnenolon behandelde ratten. Gegevens van Vreeburg,

Bielska en Qoms, 1976.

verrassend was dat de spermatozoén uit de cauda van deze
dieren bij kunstmatige inseminatie fertiel bleken. Hier-
uit volgt dat de epididymis in weerwil van zeer lage pe-
rifere testosterconconcentraties goed functioneert wan- -
neer hij via 2ijn ductuli efferentes testosteron krijgt
aangevoexd.
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3.4, De lokalisering van dihydrotestosteron en testosteron in de

epididymis

Uit het wvoorgaande is gebleken dat androgenen de
epididymis zowel vanuit het perifere bloed als door de
ductuli efferentes kunnen binnendringen en dat wanneer
de epididymis alleen via het perifere bloed van androge-
nen wordt voorzien, de karakteristieke dihydrotestoste-—
ronverdeling met meer dihydrotestosteron in kop dan
staart, verdwijnt (tabel 3.3). Met het dcel de dihydro-
testosteronverdeling wat gedetailleerder te leren ken-
nen, werd de epididymis in 5 gelijke delen verdeeld en
werd de dihydrotestosteronconcentratie in deze stukken
bepaald (figuur 3.4).

dihydrotestosteron

ng/g

50 4

40

304

20

1 2 3 4 5

Plguur 3.4. De dihydrotestosteronconcen—
traties in 5 gebieden van de
epididymis van de rat (gemiddelden van 2

experimenten).
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Figuur 3.4 laat zien dat de dihydrotestosteroncon-—
centratie lager wordt in de verder van de testikel gele-
gen delen. Of dit ook bij andere diersocorten het geval
is, is onbekend. Zo worden bij de stier de hoogste di-
hydrotestosteronwaarden gevonden in het distale gedeelte
van de kop (Aafjes en Vreeburg, 1572) of het midden wvan
het corpus (Ganjam en Amann, 1976).

In hoofdstuk 2 1is gesteld dat de rijping en opslag
van spermatozogn tot stand komt onder invloed wvan de in
de luminale vlceistof aanwezige stoffen. Het lag dus
voor de hand een onderzoek te verrichten naar de andro-
geenconcentraties in deze vlceistof. Omdat het ons niet
mogelijk bleek om met een fijne glascapillair voldcende
vlpeistof uit het lumen te halen, werd een indirecte me-
thode gevolgd om epididymisvloceistcf te verkrijgen. Met
dit doel werd de epididymis in 2 gelijke delen (proxi=-
maal en distaal gebied) verdeeld, waarna de delen apart
met een fijn scherp schaartje in ongeveer 20 kleinere
stukjes verdeeld werden. Deze stukjes werden vervolgens
in 10 mi koude (4°C) Hank's oplossing gedurende 20 secon-
den met een magnetisch roerstaafje geroerd. Na 20 secon-
den bleek al meer dan 1/3 van het totale aantal spermato-
zogn uit het weefsel gewassen en in de oplossing te zijn.
Wanneer we aannemen dat verhoudingsgewijs net zo veel wvan
de spermatozodn als van de luminale vloeistof worden uit-
gewassen, dan kan met het aantal in het weefsel achterge-
bleven spermatozoBn, het percentage uitgewassen (en ach-
tergebleven) luminale vloeistof berekend worden. De
stukjes weefszel werden gescheiden van de uitgewassen lu-
minale vlceistef en de spermatozoén, door de oplossing
te zeven. Met de uitgezeefde stukjes werd de wasproce-
dure herhaald, met 2&n wijziging, dat nu in plaats van 20
seconden, 5 minuten werd gerocerd. De stukjes weefsel
werden vervolgens gehomogeniseerd, waarna zowel in het
homogenaat {fractie 3) als in de beide wasfracties

{fracties 1 en 2), het zantal spermatozoZn werd bepaald.
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De 2 wasfracties werden daarna 10 minuten bij 2000 g af-
gecentrifugeerd, om losgeraakte cellen en stukjes weef-
sel uit de verdunde luminale vloeistof te verwijderen.
De 2 neerslagen werden bij het homogenaat gevoegd. In
de 3 fracties die op deze wijze werden verkregen werden
de testosteron- en dihydrotestosteronconcentraties be-
paald. In tabel 3.7 zijn het aantal spermatozcé&n dat in
de 3 fracties aangetroffen werd en de testosteron—- en
dihydrotestosteronconcentraties per 108 spermatozoén,
weergegeven.

Tabel 3.7. Het aantal spermatosoén (miljoenen) in de fracties 1,
2 en 3 van de proximale en distale epididymides van 3

ratten, en de concentraties (ng/108 spermatogoén) van testosteron

en dihydrotestosteron in fracties 1 en 2 (gemiddelden + standagrd-

fouten van 4 experimenten).

fractie spermiatozodn testosteron dihydrotesto—

stercn

1 130 + 43 + 0.3 8,4 + 3,

proximale 2 86 + 28 0,7 + 0,3 3,4 + 3,8
gebied 3 116 + 43 - -

gistale 326 + 144 0,2 + 0,1 0,7 + 0,3

. 2 436 + 38 0,3 + 0,2 0,5 + 0,1
gebied - - -
3 206 + 23 - -

Gegevens van Vreeburg, 1975.

Uit het aantal in het weefsel achtergebleven sper-
matozoén kan met de in tabel 3.7 gegeven getallen de
hoeveelheid in het lumen achtergebleven testosteron en
dihydrotestosteron berekend worden. Door dit getal af
te trekken van de hoeveelheid androgeen in de uitgewas-
sen stukjes weefsel, is het aantal ng testosteron en di-
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hydrotestosteron dat zich in het cellulaire materiaal
bevindt bekend. Bij deze berekening is ervan uitgegaan
.dat lymfe, bloedplasma en interstitiBle vloeistof een
verwaarloosbare hoeveelheid androgenen bevatten. In ta-
bel 3.8 is het resultaat van dezZe berekening weergege-

ven.

Tabel 3.8. De hoeveelhetd (ng) testosteron en dihydrotestoste-

ron in de Luminale vloeistof en het cellulaire ma-
teriaal dat zich in 1 g epididymisweefsel bevindt (gemiddelden
+ standaardfouten van 4 experimenten).

luminale cellulair
vlipeistof materiaal
proximale testosteron 2,0 + 0,6 + 0,6
gebied dihydrotestosteron 20,5 + 7, T+ 4,6
distale testosteron 1,2 + 1 0,5+ 0,6
gebied dihydrotestosteron 2,8 + 0,9 8 + 1,5

Gegevens van Vreeburg, 1975.

In het proximale deel van de epididymis blijkt meer
dan 60% van de totale hoeveelheid dihydrotestosteron in
de luminale vlceistof asanwezig te zijn:; in het distale
deel ongeveer 30%. Om een jindruk te krijgen over de
hoeveelheid luminale vlceistof in de epididymis, is een
histologisch preparaat met een projectiemicroscooep ver-
groot afgebeeld en nagetekend. Door de lumina uit te
knippen en te wegen, werd het volume van de luminale
vlceistof met de daarin aanwezige spermatozoé&n in &&n
gram proximaal epididymisweefsel op 0,5 ml en in &&n
gram distaal epididymisweefsel op 0,6 ml geschat. Het
volume dat de spermatozoén in beslag nemen is gering.

Zelfs in de cauda, waar per gram weefsel 600 miljoen
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spermatozo&n voorkcmen, is dit niet meer dan 7% van het
volume van de lumirale vloeistof (volume van 1 spermato-
zobn is 70 pm3; Brotherton, 1975}).

Uit het bovenstaande volgt dat de concentratie wvan
dihydrotestosteron in de luminale vloceistef van het pro-
ximale gedeelte ongeveer 40 ng/ml bedraagt. In het dis-
tale gedeelte is dat ongeveer 5 ng/ml. In tabel 3.9
zijn de testosteron- en dihydrotestosteronconcentraties
in de luminale vloeistof wvan de epididymis van de rat en

enkele andere dierscorten weergegeven.

Tabel 3.8. De concentraties van testosteron en dihydrotestosteron
(ng/ml of ng/mg luminaal elwit) in de lLuminale vicei-

stof van de epididymis van de rat, ram en stier.

herkomst wvlgeistof testosteron dihydrotestosteron
1 . :
rat proximale gebied 4 41
distale gebied 2 5
rat2 caput 0,13 ng/mg eiwit 0,51 ng/mg eiwit
cauda G,06 ng/mg eiwit 0,18 ng/mg eiwit
3
ram caput 24,8 -
cauda 10,8 -
ran® cauda 2,58 + 0,86 16,93 + 4,97
stier” cauda 11,46 + 0,71 20,25 + 1,08

Gegevens van: 1Vreeburg, 1875; 2Pujol, Bayard, Louvet en Boulard,
19765 3White en Budson, 1968; 4Voglmayr, Musto, Saksena, Brown-—

Woodman, Marley en White, 1977; SGanjam en Amann, 1976.

Uit de beschikbare gegevens blijkt dat hoge concen-
traties androgenen aanwezig zijn in de luminale vlioei-

stof van de epididymis en dat deze concentraties groter
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ziin in de kop dan in de staart. Pujol et al. (1976)
zijn de enigen die soortgelijk onderzoek hij de rat heb-
ben uitgevoerd. Zij hebben de steroidconcentraties uit-
gedrukt in ng per mg eiwit dat in de luminale vloceistof
werd aangetroffen. De luminale vloeistof in de cauda
van de rat bevat 38 mg eiwit per ml; per ml vloeistof
zou dus 2 ng testostercn en & ng dihydrotestosteron aan-
wezlg moeten zijn. Wanneer we aannemen dat in de caput
dezelfde eiwitconcentratie voorkomt, dan zou de dihydro-~-
testosteronconcentratie daar 19 ng/ml en de testosteron-—
concentratie 5 ng/ml zijn. Uit het bovenstaande blijkt
dat spermatozoén tijdens hun verblijf in de epididymis
blootgesteld worden aan hoge concentraties androgenen.
Onlangs is ook op andere wijze waarschiinlijk gemaakt
dat androgenen in de luminale vloeistof wvan de epididy-
mis van de rat voorkomen; 60 minuten na toediening wvan
3H—testosteron aan gecastreerde ratten werd meer radio-
activiteit in de luminale vlioceistof dan in het weefsel
gevonden. Het extraheerbare gedeelte van deze radio-
activiteit bleek voor 73% uit dihydrotestosteron te be-
staan, terwijl testosteron niet in het lumen werd gevon-
den {(Back, 1975).

3.5. De concentratie van dihydrotestosteron en de amwezigheid van

androgeenbindende transport—eiwitten in de epididymis

Vrijwel te zelfder tijd dat door ons hege androgeen
concentraties in de epididymis werden aangetroffen, werd
een androgeenbindend transport-eiwit (ABP)‘in het lumen
van dit orgaan aangetoond (Ritz&n, Nayfeh, French en
Dobbins, 1971; Hansscn, Dj@gseland, Reusch, Attramadal en
Torgersen, 1973). De hoeveelheid ABP die in &&n gram
epididymisweefsel voorkomt, iz voldoende om 20 ng (Rit-
zén et al., 1971) tot 34 ng (Bansson, 1972) testosteron
of dihydrotestosteron te binden. Het ABP bindt dihydro-—
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testostercon met een 2,5 maal grotere affiniteit dan tes-
tosteron (French en Ritzén, 1973a). Deze eigenschappen
en de hoge Sa-stercidreductase activiteit in het om-
ringende epididymisweefsel (hoofdstuk 4) zijn er waar-
schijnlijk de ocorzaak van dat de dihydrctestosteroncon-
centratie in het lumen van de epididymis bijzonder hoog
is.

De opvatting dat de aanwezigheid wvan ABP de grote
hoeveelheid dihydrotestosteron in de epididymis verocor-
zaakt, wordt gesteund deoor het identieke gedrag wvan ABP
en dihydrotestosteron na afbinding van de ductuli effe-
rentes. Na deze ingreep verdwiijnt het ABP binnen enkele
dagen uit het lumen van de epididymis (French en Ritzén,
1973k) en daalt de androgeenconcentratie. Deze daling
vindt voornamelijk plaats in het proximale gebied waar
de hoogste ABP- {French, McLean, Smith, Tindall, Wedding-
ton, Petrusz, Nayfeh en Ritzé&n, 1974) en dihydrotesto-—
steronconcentraties voorkomen. Een week na afbinding is
de dihydrotestosteronconcentratie in de kop gelijk ge-
worden aan die in de staart en bed@raagt dan ongeveer 10
ng per gram weefsel. Degze hoeveelheid bevindt zich
waarschijnlijk voor het groctste gedeelte in de epididy-
miscellen omdat het ABP uit het lumen verdwenen is.

Per dag komt een grote hoeveelheid androgenen aan
het ABP gebonden de epididymis binnen. De fysiologische
betekenis van de androgenen die in de epididymis zelf
aan ABP gebonden ziin, is onduidelijk omdat androgenen
gebonden aan eiwitten biologisch niet actief zijn (Las-~
nitzki en Franklin, 1975). Wellicht houdt het aan ABP
gebanden dihydrotestosteron de ceoncentratie van dit an-
drogeen in de epididymis constant bij sterk wisselende
perifere testosteronconcentraties (Bartke, Steele, Musto
en Calwell, 1973): deze mogelijkheid is onlangs bespro-
ken in verband met de betekenis van ABP voor de testi=-
kelfunctie (Rommerts, Grootegoed en Van der Mclen,
1976). Een andere mogelijke functie van het ABP zou
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kunnen berusten op het feit dat het ABP tijdens zijn
gang door het lumen van de epididymis geleidelijk ver-
dwijnt, of zijn androgeenbindende eigenschappen ver-
liest. De wijze waarop dit gebeurt is onbekend. Wan-
neer we evenwel aannemen dat in de vloeistofstroom die
zich in de richting van het ductus deferens beweegt
androgeenbindende moleculen denatureren, dan gaan ten
gevolge hiervan op iader moment dihydrotestosteronmole-~
culen van de gebonden in de vrije, biclogisch actieve
toestand over. Op deze wijze komt per dag in het lumen
van de epididymis zo'n 20 ng dihydrotestosteron vrij. In
werkelijkheid zou dus niet zozeer de aanwezigheid van
het ABP zelf, als wel zijn verdwiining van belang zijn

voor de androgeenvoorziening in de epididymis.

3.6. Samenvatting

In de epididymis van de rat is de concentratie wvan
dihydrotestosteron veel hoger dan de concentratie van
testosteron, De hoogste dihydrotestosteronconcentratie
in de epididymis werd aangetroffen in het proximale
deel, waar bijzonder veel dihydrotestostercn in de lumi-
nale vloeistef aanwezig is. De concentratie van testo-
steron en dihydrotestosteron in de epididymis wordt zo-
wel beinvloed door testosteron dat met het perifere
bloed wordt aangevoerd, als door testosteron dat via de

ductuli efferentes het lumen van dit orgaan binnenkomt.



HOOFDSTUR 4

DE REGULATIE VAN DE EPIDIDYMISFUNCTIE DOOR ANDROGENEN

4.1, Inleiding

De ontwikkeling en de instandhouding van het ferti-
liserend vermogen van de spermatozoén in de epididymis
is afhankelijk van androgenen (hoofdstuk 2). De hoge
dihydrotestosteronconcentratie in de epididymis en zijn
grote androgeniciteit (hoofdstuk 1) maken het verleide-
lijk dit steroid te beschouwen als het biologisch actie-
ve androgeen in de epididymis. In dit hoofdstuk zullen
een aantal andere argumenten worden besproken, die erop
wijzen dat dit inderdaad het geval is.

4.2, Het testosteronmetabolisme in de epididymis

Testosteron is kwantitatief het belangrijkste an~
drogeen dat de epididymis van de rat via het perifere
bloed en de ductuli efferentes bereikt (hoofdstuk 3}.
Niettemin worden in dit orgaan zelf hogere concentraties
van dihydrotestosteron dan van testosteron aangetroffen.
Bij de rat is met uitzondering van de twee zojuist ge-
noemde steroiden en van 3e-androstaandiol (dat in on-
meetbaar lage concentraties in de epididymis voorkomt;
Calandra, Podestd, Rivarcla en Blaguier, 1974} van geen
enkel ander androgeen de concentratie in de epididymis
bekend. Wel is onderzocht welke metabolieten in dit or-
gaan uit testosteron kunnen ontstaan. Na inspuiting van
radioactief gemerkt testosteron bij gecastreerde ratten
werden een aantal verschillende androgenen in de epidi-
dymis aangetroffen (tabel 4.1; Djgseland, Hansson en
Haugen, 1%73). Dezelfde steroviden werden ook gevonden
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na incubaties wvan homogenaten op plakjes weefsel met
testosteron (Dj@gseland, Hansson en Haugen, 1874). Uit
de gegevens in tabel 4.1 blijikt dat dihydrotestosteron

en 3g-androstaandiol in de grootste hoeveelheden gevormd
worden.

Tabel 4.1. Radioactieve steroiden in de epididymis
van de rat, 30 miruten na een intramus-—
culaire injectie van Sﬂﬂtestosteron of na een 2 uur

durende tnoubatie van plakjes weefesel met 3H—testo—

steron.
steroid® % in epididymis na
inspuiting incubatie

testosteron 8,9 10,4
dihydrotestostercon 47,2 39,3
3g-androstaandicl 20,8 22,7
3f-androstaandiol 4,4 4,6
androsteendion 2,7 6,2
androstaandion 6,5 7.3
androsteron 3,4 8,9
polaire metabolieten 6,4 0,4
totaal 100,3 99,8

® . .
Alleen de in ether oplosbare steroiden werden op-~

gewerkt. Gegevens van Digseland, Hansson en Hau-
gen, 1873, 1974.

De aanwezigheid van spermatozoén in de epididymis
bleek geen meetbaar effect te hebken op het steroidmeta-
beolisme. Tijdens incubaties van epididymisweefsel van
gecastreerde ratten die met testosteron behandeld waren,
werd dit androgeen op dezelfde wijze omgezet als bij'in-
tacte dieren gevonden was (Djgseland, 1976). Zelf heb-
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ben wij waargenomen dat spermatozo&n gelscleerd uit de
ratte - epididymis niet in staat waren, testosteron om te
zetten in dihydrotestosteron (Vreeburg en Scholte, 1973).
Dezelfde negatieve waarneming is bij stieren-spermato-
zoén gedaan (Hammerstedt en Amann, 1976). Wel was de
omzetting van androsteendion naar androstaandion met de-
ze spermatozoén aantoonbaar. Voor zover mij bekend is
de omzetting van testosteron naar cestradiol in de epi-
didymis bevestigd noch ontkend.

4.3. Effecten van testostercowmetabolieten op de epididymisfunctie

Na castratie kan de epididymis blijven functioneren
wanneer testosteron wordt ingespoten (hoofdstuk 2}. Ook
is bekend dat in dit orgaan uit testosteron een aantal
metabolieten worden gevormd die in bioassays biologisch
actief zijn (hoofdstuk 1}. Dit zou kunnen betekenen dat
testosteron slechts een 'prehormoon' is, dat zijn wer-
king alleen effectief verricht na omzetting in biolo-
gisch actieve metabolieten. Bij de bestudering van de
bioclogische effecten van andrcgenen na inspuiting moet
bedacht worden dat omzettingen van dihydrotestosteron
naar testosteron (McGuire, Bollis en Tomkins, 1960; Shi-
mazaki, Horaguchi, Ohki en Shida, 1971: Robel et al.,
1971) en van 3B-androstzandicl naar dihydrotestosteron
{Levy, Marchut, Baulieu en Robel, 1974) kwantitatief
verwaarloosbaar zijn. Hieruit volgt dat na toediening
van 3f-androstaandicl vrijwel uitsluitend 3p-androstaan-—
dicl effecten worden gezien en dat na inspuiting van di-
hydrotestostercn de waargenomen effecten veroorzaakt
kunnen worden door verschillende 5e-gereduceerde andro-

stanen, maar niet door testosteron.

4.3.1, Effecten van androgenen op het behoud van het fertiliserend
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vermogen van spermatozoén in de epididymis

In ons onderzoek hebben wij ons beperkt tot de
vraag of dihydrotestosteron het fertiliserend wvermogen
van spermatozeén in de staart van de epididymis zou kun-
nen onderhouden. Met dit doel werd de fertiliteit van
gecastreerde ratten onderzocht na inspuiting van testo-
steron en dihydrotestosteron. Seksueel ervaren ratten
werden in 3 groepen verdeeld {groepen 1, 2 en 3). Bij
groep 1 werden aan beide ziijden de ductuli efferentes
van de testikels afgebonden. Bij de groepen 2 en 3 werd
een castratie uitgevoerd. Bovendien werd in alle 3 de
groepen aan beide zijden een ligatuur aangebracht op het
midden van de epididymis. Na operatie werd groep 1 da-
gelijks ingespoten met olie, groep 2 met 200 ug testo-
steronpropionaat en groep 3 met 200 pg dihydrotestoste-
renpropionaat. Omdat al binnen 4 dagen na castratie
spermatozoén in de epididymis onvruchtbaar worden (Dyson
en Orgebin-Crist, 1973), werd geen gecastreerde controle
groep meegenomen. Op verschillende tijden na het begin
van het experiment werden de ratten bij een vrouwelijke
rat in proestrus gebracht, hetgeen in alle gevallen
leidde tot paring. De dag na de paring werden de manne-—
tjes gedood en hun prostaatgewichten bepaald. Hun fer-
tiliteit werd vastgesteld door bij de door hen gedekte
dieren het aantal jongen bij de geboorte te tellen (ta-
bel 4.2).

In alle 3 de groepen werden de ratten tussen de 28 en
32 dagen onvruchtbaar. De prostaatgewichten in groepen
1, 2 en 3 waren nagenoeqg gelijk (tabel 4.3), waaruit
volgt dat een fysiologische hoeveelheid testosteronpro-
pionaat en dihydrotestostercnpropionaat was ingespoten.
Om zeker te zijn dat het verdwijnen van de fertiliteit
niet werd veroorzaakt door te kleine aantallen spermato-
zo&n bij de ejaculatie cop dag 32, werd bij 4 ratten (be-
handeling als in groep 1) het aantal spermatozedn geteld
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Tabel 4.2. De inviced van testosteronpropiomaat (groep 23) en dihy—
drotestosteronpropionaat (groep 3} op de vruchtbaarheid
van ratten, bij welke de testikels wel en de epididymides niet ver—

wijderd waren. Bij groep I waren alleen de ductuli efferentes af-

gebonden.
dagen na aantal vruchtbare ratten gemiddeldx aantal jongen
begin groep 1l groep 2 groep 3 groep 1 greep 2 groep 3
behandeling
*%
i6 3/4 3/4 5/8 8,3 10,3 9,3
20 3/4 3/4 7/8 1¢,0 9,3 2,3
24 2/4 3/4 5/7 5,5 8.0 9,4
28 2/4 3/3 3/4 7.5 6,7 5,7
32 0/4 0/4 0/7 - - -
£

Gemiddelden bij de wruchtbare dieren.

x2 Aantal dieren per groep.

dat op dag 32 in de linker en rechter staart van de epi-
didymis zanwezig was. Dit aantal bleek tussen 86 en 121
miljoen te liggen. Vier andere ratten die op dag 32 ge-
paard hadden, hadden op dag 33 gemiddeld nog maar 0,6

Tabel 4.3, Het gemiddelde lichaamsgewicht (g) en prostactgewicht

(mg} op dag 1€ en dag 32 na het begin van de behande—
ling. Bij groep 1 werden de ductuli efferentes afgebonden. Groep
2 kreeg na castratie testosterowpropionaat, groep 3 dikydrotesto-
steronpropionact toegediend.

lichaamsgewicht prostaatgewicht

dag groep 1 groep 2 groep 3 groep 1 groep 2 groep 3

16 30C 319 331 488 538 387
32 370 349 3%6 469 511 453




miljoen spermatozo#n in hun epididymides. Twee@ndertig
dagen na het begin van de behandeling werden dus 100
miljoen spermatozo&n uitgestoten. Dit aantal is ruim
voldoende voor een succesvolle bevruchting; Aafjes en
Vels (persoonlijke mededeling) hebben in 1977 waargeno-
men dat ratten met minder dan 1 miljoen spermatozoén in
de epididymis nog fertiel waren. Uit het bovenstaande
blijkt dat met dihydrotestosteron en/of de daaruit ge-
vormde metabolieten de vruchtbaarheid van spermatozoén
in de staart van de epididymis even lang in stand
blijft als met testostercon of met de androgenen, die
door de testikels geproduceerd worden.

Bij de hamster is door Lubicz-Nawrocki {1973} on-
derzocht, hoeveel testosteron, dihydrotestosteron, 3oa=-
androstaandiol of 3f-androstaandiol nodig is om het fer-
tiligserend vermogen van spermatozoén in stand te houden.
Zij vond dat dagelijks minstens 100 pg testosteron, 75
ng dihydrotestosteron cf 12,5 ug 3e—-androstaandiol inge=-
spoten moest worden om de fertiliteit in stand te hou-
den; 3g-androstaandiol was vrijwel onwerkzaam. Opmerke-
lijk was dat bij deze hamsters de fructoseproduktie door
de zaadblazen veel sterker door testosteron en dihydro-
testosteron gestimuleerd werd dan docr 3e—-androstaandiol.
Op grond hiervan stelde Lubicz-Nawrocki dat veoor het
functioneren van de cauda van de epididymis andere an-
drogenen nodig zijn dan voor de zaadblazen en dat de in-
standhouding van het fertiliserend vermogen van de sper-—
matozo&n afhankelijk is van de omzetting van dihydrotes-—
tosteron tot het in dit orgaan meer potente androgeen
Ja—androstaandiol.

4.3.8. Effecten van androgenen op de rijping van spermatozodn in de
epididymis

De bovenbeschreven 4in vivo experimenten hebben het
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nadeel dat het biologisch effect dat door een bepaald
androgeen veroorzaakt wordt, in belangrijke mate bepaa
wordt door de manier waarop het wordt toegediend, en
door het perifere metabolisme. Bij stukjes weefsel in
cen kweekmedium, waaraan androgenen zijn toegevoegd,
gelden deze gencemde bezwaren niet. Met gebruik wvan de
ze techniek toonden Orgebin-Crist, Danzoc en Davies (197
bij het koniin aan, dat als testosteron of dihydrotesto
steron aan het kweekmedium worden toegevoegd, spermato-
zoén in een tubulus geisoleerd uit het proximale gedeel-
te van het corpus epididymidis rijpen. In andere expe-
rimenten werden naast de effecten van testosteron en di-
hydrotestosteron ock die van 3e-androstaandiol en 38-
androstaandicl op de histologie van de tubulus onder-
zocht (Hoffman, Jahad en Orgebin-Crist, 1976). De
structuur van het weefsel en de cellen bleef het best
bewaard wanneer aan het kweekmedium dihyvdrotestosteron
of 3e-androstaandiol was toegevoegd. Testosteron voi-
deed minder, terwijl 3g-androstaandicl vrijwel geen ef-
fect teweegbracht. Merkwaardig is dat, wanneer 3ug-an-
drostaandiocl bhij konijinen wordt ingespcten, de epididy-
mis nauwelijks reageert (Jones, 1977).

Op dit moment zijn er geen gegevens over de rijping
van spermatczoén bij de rat onder invloced van 5a-geredu-
ceerde testosteronmetabolieten. Zelf hekben wij gevon-
den dat 4 intacte ratten die dagelijks 300 ug dihydro-
testosteronpropionaat tosgediend kregen, 35 dagen na het
begin van de behandeling vruchtbaar waren. Het staat
vast dat bij deze dieren de gonadotrofinenconcentratie
in het plasma {(hoofdstuk 6) en daardoor de testikulaire
secretie van androgenen buitengewocn klein moet zijn ge
weest. Aangezien de maximale levensduur van rijpe sper
matozogn minder dan 32 dagen is, stammen de jongen af
van spermatozoén dle gerijpt waren onder invliced van di

hydrotestosteron en/of zijn metabolieten.
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4.4. Androgeenbinding in de epididymis

In de epididymis van de rat komen 2 androgeenbin-
dende eiwitten voor die beide met een hoge affiniteit
testostercon en dihydrotestosteron kunnen binden. Eén
van deze eiwitten, het ABP, is gelokaliseerd in het lu-
men van de epididymis en heeft het vermcgen grote hoe-
veelheden testosteron en dihydrotestosteron in het lumen
te concentreren (hoofdstuk 3).

Het andere androgeenbindende eiwit dat in de epigi-
dymis is aangetoond, de androgeenreceptor, bleek wat be-
treft zijn fysisch-chemische eigenschappen vergelijkbaar
te zijn met de androgeenreceptor in de prostaat (Tindall,
Hansson, McLean, Ritzén, Nayfeh en French, 1975). De
affiniteit van de androgeenreceptor in de epididymis
voor dihydrotestosteron is iets groter dan de affiniteit
voor testosteron (Wilson en French, 1876}. In competi-
tie experimenten met testosteron of dihydrotestosteron
werden andere sterciden, zoals 3g¢-androstaandiol, veel
slechter gebonden dan de twee zojuist genoemde androge-
nen.

Ondanks de kleine affiniteitsverschillen van de re-
ceptor voor testosteron en dihydrotestosteron bleek 3
uur na inspuiting van radiocactief testosteron bhij gehy-
pefysectomeerde ratten dihydrotestosteron het enige ste-
roid te zijn, dat aan de receptor in het cytoplasma ge-—
bonden was (Tindall et al., 1978). De hoeveelheid re-
ceptormoleculen die zich op dit tijdstip na toediening
van radioactief testosteron in het cytoplasma van de
epididymiscellen bevond was evenwel gering, omdat de be-
taden receptormoleculen zich van het cytoscl naar de
kern verplaatsten (Tindall, French en Nayfeh, 1972).

Bij analyse van de aard van de radicactiviteit die in de
kernen aanwezig was, bleek het grootste deel uit dihy-
drotestosteron te bestaan. Zo was 8&n uur na inspuiting

van radicactief testostercon 70% van de radiocactiviteit
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in de celkernen dihydrotestosteron. Dit percentage nam
toe tot meer dan 920%, 5 uur na inspuiting.

0ok na incubaties van stukjes epididymisweefsel met
testosteron, was dihydrotestosteron in een hoog percen-
tage (59%) in de kern aanwezig (Blaguier en Calandra,
1973}. In de kernen bleek een gedeelte aan receptoren
gebonden te zijn, terwiil een ander gedeelte vrij was.
De aan receptor-eiwitten gebonden steroiden bestonden
voor 75% uit dihydrotestosteron en voor 24% uit testo-
steron. Van de zogenaamde vrije stercid fractie (42%
van alle radiocactiviteit) bleek 52% uit dihydrotestoste-
ron, 8% uit testosteron en 40% uit androstaandiol te be-
staan.

Bij een recent onderzoek (Baker, Bailey, Feil, Jef-
ferson, Santen en Bardin, 1977), waarin een perfusie wvan
de tractus genitalis van de rat met radiocactief testo-
steron werd uitgevoerd, bleek meer dan 90% van de speci-
fiek aan de kern gebonden androgenen uit dihydrotestoc-
steron te bestaan. De kleine hoeveelheid testosteron in
de kern, was niet aan receptoren gebonden.

Bovengenoemde resultaten laten zien dat na toedie—~
ning van radiocactief testosteron vrijwel alle receptor-
gebonden radioactiviteit in het cytoplasma en de kern

uit dihydrotestosteron bestaat.

4.5. Discussie

Uit de beschikbare gegevens blijkt dat de rijping
en opslag van spermatozoé&n in de epididymis van de rat
in stand gehouden kan worden docr Sa-gereduceerde meta-
bolieten van testosteron. Bij de hamster (na inspuiting)
en het konijn (in weefselkweek) bleek 3g-androstaandiol
onwerkzaam, terwijl 3a-androstaandicl net zo actief of
zelfs actiever was dan dihydrotestosteron. Toch volgt

hier niet uit dat 3c-androstaandiol ock intracellulair
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het actieve androgeen is, omdat er aanwijzingen zijn dat
de bioclogische activiteit van 3a—-androstaandiol in een
aantal gevallen ontstaat door omzetting wvan dit andro-
geen in dihydrcotestosteron. Zo bleek na inspuiting van
radicactief 3a-androstaandicl bij gecastreerde ratten,
dihydrotestosteron het enige androgeen te zijn dat in de
celkernen van de epididymis aangetoond kon worden (Djg-
seland, Hastings en Hansson, 1976}. Onlangs is aange-
toond dat bi} de rat het effect van inspuiting van di-
hydrotestosteron of van androstaandiol op de testikel
een betere correlatie vertoont met de concentratie van
dihydrotestosteron in dit ogaan, dan met de concentratie
van androstaandiol (Purvis, Calandra, Haug en Hansson,
1977). Deze onderzoekers kwamen tot de conclusie dat
androstaandicl zijn werking in de testikel wverricht na
omzetting in dihydrotestosteron. Het sterke verschil in
effect van 3e-androstaandicl op de functie van prostaat
en epididymis, zoals door Jones (1977} bij het konijn
gevonden werd, zou daarom kunnen berusten op verschillen
in de vorming van dihydrotestosteron in deze weefsels.
De fysiclogische en biochemische gegevens die in
dit en het voorafgaande hocofdstuk zijn vermeld, wijzen
erop dat in de epididymis van de rat dihydrotestosteron
het belangrijkste androgeen is. De vraag of de omzet-
ting van testosteron naar dihydrotestosteron essentieel
is voor het functicneren van de epididymis, is moeilij-
ker te beantwoorden. Tot nu toe is pas voor &&n andro-
geengevoelig weefsel aangetoond dat de vorming van dihy-
drotestostercn noodzakelijk is (Voigt en Hsia, 1973}).
De hamster heeft op zijn flanken een talgklier, die
groeit en donker kleurt onder invloed van zowel testo-
steron als van dihydrotestosteron. Wanneer in dit or-
gaan de omzetting van testosteron naar dihydrotestoste-
ron met 4-androsteen-3-one-178~-carbonzuur wordt geremd,
dan verdwijnt hiermee de werkzaamheid van testosteron.

Dihydrotestosteron bliift daarsntegen in aanwezigheid
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van deze stof actief. Kristallen van 4-androsteendicon-
3-one~17g~carbonzuur die door ons in de epididymis wvan
intacte ratten werden geimplanteerd, veroorzaakten he-
laas geen afname in de dihydrotestosteronconcentratie
in dit orgaan.

Hoewel dus in sommige coxganen de dihydrotestoste-
ronvorming nodig kan zijn, is dat in andere waarschijn-~
1ijk niet het geval. Zo is in een spier als de levator
ani de omzetting van testosteron naar dihydrotestosteron
bijzonder klein, en zou de groei die na toediening van
testosteron optreedt, alleen door testosteron zelf wver-
oorzaakt worden (Krieg en Voigt, 1977).



HCOFDSTUK 5

HERSENEN EN TESTIKELHORMONEN

5.1. Hersenen en testikelactiviteit

Een groot aantal zoogdieren en vogels plant zich maar
gedurende een beperkt gedeelte van het jaar voort: "Die
vogels die maar gedurende &&n seizoen per jaar copule-
ren, hebben wanneer deze periode wvoorbij is, zulke klei-
ne testikels, dat deze haast niet te zien zijn; tijdens
het wvoortplantingsseizoen zijn ziJj heel groot (Aristote-
les, 384~322 v. Chr.). Bij bepaalde vogels en zoogdie~
ren, als de veldmuis, de fret, de kat en het schaap,
veroorzaken een paar uur extra verlichting in de donkere
periode van het jaar, een groel van de testikels (Harris,
1955). Onze voorcuders maakten van dit verschijnsel ge-
bruik bij de vogelvangst. Door zangvogels vanaf mei tot
augustus aan minder licht bloot te stellen en vervolgens
de hoeveelheid licht weer op te voeren, kregen zij in
september en cktober vogels, die door hun fraaie liedjes
anderen in de wval lokten (Damsté&, 1947).

De effecten die uitwendige omstandigheden kunnen
hebben op de activiteit van de gonade, leidden tot de
gedachte dat het centrale zenuwstelsel de activiteit van
de gonade reguleert. Dit idee werd voor het eerst in
1936 getoetst in studies, waarin bij het konijn na een
diffuse elektrische stimulatie wvan de hersenen ovulatie
optrad (Marshall en Verney). In 1937 vond Harris dat
stimulatie van de hypothalamus het meest effectief was
voor het opwekken wan ovulaties. Inmiddels weten we nu
dat de hypothalamus zelf een endocrien weefsel is, dat

door afscheiding van kleine peptiden in bloedvaten die
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rechtstreeks naar de hypofyse lopen, de activiteit wvan
dit orgaan reguleert.

5.2, Testikele en hersenactivitetit

Toen Harris in 1937 zijn experimenten ultvoerde,
was al enige tijd bekend dat de hypofyse de testikels
kon aanzetten tot produktie van spermatozoé&n en hormonen.
Moore en Price (1932) hadden inmiddels geconcludeerd dat
de activiteit van de hypofyse weer beinvlced wordt dcor
de secretieprodukten van de gonaden; dit zou plaatsvin-
den doordat de secretie van gonade-aanzettende hormonen
{(gonadotrofinen) door de hypofyse meer geremd wordt
naarmate de concentratie van geslachtshormcnen in het
bloed hoger wordt. Volgens de huidige opvattingen komt
de terugkoppelende werking wan gonadehormonen tot stand
door beinvloeding van zowel de hypofyse als de hypotha~
lamus en hoger gelegen hersengebieden.

Naast effecten op de secretie van gonadotrofinen,
hebben de geslachtshormonen ook effecten op het gedrag.
Het eerste experiment waarin een verband tussen de aan-
wezigheid van testikels en bepaalde gedragingen werd
aangetoond, is het al in hoofdstuk 1 vermelde experiment
van Berthold (1849). Deze onderzoeker nam waar dat ha-
nen na cagtratie niet meer kraaiden, vochten of copu-
leerden. Kregen de hanen direct na castratie testikels
gelmplanteerd, dan bleef het hanige gedrag bestaan. Re-
cent is het experiment van Berthcld door Barfield (1969)
in gewijzigde wvorm herhaald. Deze onderzoeker be-~
schrijft hoe bij gecastreerde hanen het paringsgedrag
terugkeert na implantatie wvan testosteron in de hypotha-
lamus; bepaalde gedragingen treden dus alleen maar op
wanneer er androgenen in de hersenen aanwezig zijn. Op
dit moment staat vast, dat bij veel mannelijke dieren

niet alleen het paringsgedrag maar ook andere gedragin-
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gen die niet rechtstreeks bij de voortplanting betrokken
zijn, beinvlced worden door androgenen. Om een enkel
voorbeeld te geven, door Cochran en Perachic (1977} is
waargenomen dat in een groep van 3 mannelijke resus-apan
waarin na castratie de hi&rarchie niet veranderde, de
aap met rangnummer 2 die als enige in de groep met dihy-
drotestosteronpropionaat werd behandeld, het meest domi-
nerende dier werd. Dit kwam tot uiting in het aantal
malen dat deze aap een agressieve houding tegenover de
andere twee zannam en de fregquentie waarmee hij zelf be-
dreigd werd. Bij lagere dieren, met name de muis, is er
een zeer duidelijk effect van androgenen op agressief

gedrag (Owen, Peters en Bronson, 1974).

5.3. Effecten van geslachtshormonen op de vroege ontwikkeling van

de hersengn

In 1934 nam Goodman waar, dat geen ovulaties op-
traden in een ovarium dat getransplanteerd werd onder
het nierkapsel van een gecastreerde mannelijke rat. Dit
was wel het geval als een ovarium op dezelfde wijze bij
een vrouwelijke rat geimplanteerd werd. Wanneser de man-
nelijke ratten evenwel direct na de geboorte gecastreerd
werden, dan kwamen er wel ovulaties voor in de op vol=-
wassen leeftijd geimplanteerde covaria (Pfeiffer, 1936).
Bovendien bleken deze dieren seksuele gedragingen te
vertonen die gewoonlijk vrijwel uitsluitend bij vrouwe-
lijke ratten voorkomen (Harris, 1964; Young, GOy en
Pheenix, 1364). Uit de vele experimenten die in de loop
der tijd zijn uitgeveoerd is vast komen te staan dat bij
ratten de ontwikkeling van die hersengebieden die be-
trokken zijnbij de cyclische uitscheiding van gonadotro-
finen en die welke het paringsgedrag reguleren, in man-
nelijke richting verloopt onder invloced van testosteron

dat tijdens een vroege fase van hersenontwikkeling door
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de testikel geproduceerd wordt.

De opvatting dat in perifere androgeen-afhankelijke
organen, 2cals de prostaat, niet testosteron maar dihy-
drotestosteron het actieve androgeen is (hoofdstuk 1),
leidde tot een reeks onderzoekingen naar het metabolisme
van testosteron en de binding van zijn metabolieten in
hersenweefsel.

6.4. Het testosterowmetabolisme in hersermweefsel

Testosteron kan in hersenweefsel omgezet worden in
zowel Sa~gereduceerde androstanen als oestrogenen.

De omzetting van testosteron in dihydrotestoste-
ron werd voor het eerst in 1969 aangetoond in plakjes
en homogenaten van hersenweefsel (Jaffe, 1969; Sholiton
en Werk, 1969). Zoals ook in alle andere androgeenge-
voelige weefsels, bleek een gedeelte van het gevormde
dihydrotestostercon omgezet te worden naar 3a-androstaan-—
dicl (Sholiton, Hall en Werk, 1970; Pérez-Palacios, Cas-
tafieda, GOmez-Pérez, Pérez en Gual, 1970; Rommerts en
van der Mclen, 1971). De enzymen die voor deze zojuist
genoemde omzetting nedig zijn, het bSa-stercidreductase
en het 3e-hydroxy-steroidreductase, bleken aanwezig in
alle hersengebieden die onderzocht werden. Denef, Mag-
nus en McEwen (1973), die de activiteit wvan het 5c-ste-
roidreductase in 13 gebieden bepaalden, vonden de hoog-
ste Se-steroidreductase activiteit in de tussenhersenen.
Deze activiteit was ongeveer 3 maal zo hoog als in de
pijnappelklier, waar hii het kieinst was. De cmzetting
van dihydrotestostercn naar 3g-androstaandiol bleek niet
waarneembaar.

Al direct na de geboorte is bij ratten de vorming
van dihydrotestosteron en 3o~androstaandiol meetbaar
(Denef, Magnus en McEwen, 19274). De Soa-steroidreductase

activiteit in de hypothalamus is dan ongeveer 2-3 maal zo
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groot als op volwassen leeftijd.

In 1971 toonden Naftolin, Ryan en Petro aan, dat an-
drosteendion door menselijk foetaal hersenweefsel omge-
zet kan werden in oestron en oestradiol. Deze vondst
leidde tot onderzoek naar de aanwezigheid van de aroma-
tiserende enzymen in hersenweefsel van andere diersoor-
ten. Korte tijd later werd vastgesteld dat ook bij vol-
wassen dieren zoals de resus—aap, het konijn, de rat en
de muis, de hypothalamus androsteendion kan omzetten in
oestron (Naftolin, Ryan, Davies, Reddy, Flores, Petro,
Kuhn, White, Takaoka en Wolin, 1975). Voorts bleek dat
deze omzetting niet aantoonbaar was in een aantal andere
hersengebieden van de rat, zoals in het achterste ge-~
deelte wvan de hypothalamus, de hypofyse en de cortex
{Naftolin, Ryan en Petro, 1872). Kort na de geboorte
bleek de omzetting van androgenen 1in oestrogenen hoger
te zijn dan op volwassen leeftijd (Reddy, Naftolin en
Ryan, 1974; Weisz en Gibbs, 1974).

5.5. Qestrogeen— en androgeenreceptoren in hervsemweefsel

Men neemt aan dat de bkinding van steroiden aan cy-
toplasmatische receptoren een noodzakelijke stap is in
het mechanisme van werking van stercidhormonen. Op
grond van dit concept zijn de laatste jaren onderzoe-
kingen verricht naar de aanwezigheid en eigenschappen

van cytoplasmatische stercidreceptoren in hersenweefsel.

5.5.1. CQOestrogeenrzceptoren in herserweefsel

In 1965 werd voor het eerst aangetoond dat na een
injectie van radiocactief cestradiol dit hormecon opgeno-
men werd in de hypofyse, de hypothalamus en de grote

hersenen van geovariectomeerde vrouwelijke ratten (Ei-
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senfeld en Axelrod). Wanneer tegelijkertijd een grote
hoeveelheid niet-radicactief cestradiol werd ingespoten,
verminderde de hoeveelheid radioactief oestradiol in de
hypofyse en hypothalamus, maar niet in de grote hersenen.
De interpretatie van deze waarneming was, dat alle weef-
sels weliswaar oestradiol kunnen binden, maar dat daar-
naast in bepaalde weefsels, zoals in dit geval de hypo-
thalamus en de hypofyse, een beperkt aantal verzadighare
bindingsplaatsen voorkomt. RKort daarop bleek uit scortge-
lijke experimenten dat er bij mannelijke en vrouwelijke rat-
ten vrijwel geen verschil was in de opname van cestradiol
door de hypothalamus en hypofyse (Eisenfeld en Axelrod,
1966) .

In 1973 kwamen wij (Baum en Vreeburg) tot de over-
tuiging dat het paringsgedrag bij mannelijke ratten af-
hankeliik was van uit testosteron gevormd ocestradiol.
Het was evenwel merkwaardig dat het anti-cestrogeen CI-
€28 het mannelijk paringsgedrag niet kon remmen (Whalen,
Battie en Luttge, 19272), terwijl deze stof wel een ster-
ke onderdrukking van het oestrogeen-afhankelijke recep-
tieve gedrag bij vrouwelijke ratten veroorzaakte. Bo-
vendien was docor Clark, Campbkell en Peck (1972) gevonden
dat na een injectie van oestradicl bij onvolwassen rat-
ten dit steroid wel in een preparaat van celkernen van
de hypothalamus van vrouwelijke dieren, maar niet in dat
van mannelijke dieren kon worden aangetoond. {Deze
vondst zou, zoals later bleek, niet reproduceerbaar
zijn). Op grond van deze gegevens hebben wij onderzocht
of er in de hersenen van mannelijke ratten een oestro-
geenreceptor aanwezig is met dezelfde eigenschappen als
die in andere oestrogeen-stimuleerbare weefsels.

Eén wan de karakteristieken van de tot dan toe aan-
getoonde oestradiolreceptoren was hun grote sedimentatie-
snelheid in sucrosegradi&nten. Dit kenmerk werd op de
volgende wijze onderzocht. Volwassen mannelijke ratten

werden gecastreerd. Tenminste een maand later werden
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zij gedocd en werden zowel de hypofyse als het voorste
gedeelte en het achterste gedeelte van de hypothalamus
uitgeprepareerd. Na homogenisatie in TEM=-buffer (10 mM
TRIS, 1,5 mM EDTA, 1,4 mM mercapto-ethancl, PH 7,4) werd
het homogenaat 1 wur bij 100.000 g gecentrifugeerd. Na
een incubatie van 2 uur met 0,12 nM 3H-oestradiol (0,24
nM bij hypofyse) of met 3H—oestradiol en 1000 maal =zo-
veel niet-radicactief ocestradiol, werd het cytosol op
een sucrosegradiént (5-20%, w/v) gebracht en 16 uur bij
150.9000 g gecentrifugeerd. Tegelijkertijd werden 2 ei-
witten met een bekende sedimentatieconstante, het alco-
holdehydrogenase (7,45) en runder serum albumine (3,6S5)
gecentrifugeerd. Tenslotte werden de gradiénten in
fracties verdeeld en werd de radiocactiviteit in de wver-
schillende fracties geteld. Het resultaat {(figuur 5.1)
was dat in gradiénten van alle drie de onderzochte weef-
sels pieken van radiocactiviteit bij een sedimentatie-
snelheid van ongeveer 88 aantoonbaar waren. Deze pieken
waren niet aanwezig na incubatie met een overmaat niet-
radicactief oestradiol. Uit dit laatste blijkt dat de
cestradiolbindende macromoleculen een beperkte bindings-
capaciteit hebben.

Vervolgens werd het aantal specifieke bindings-
plaatsen voor ocestradiol in het voorste en het achterste
gedeelte van de hypothalamus, de amygdala, de tussenher-
senen, een stukije cortex en de hypofyse van intacte en
gecastreerde ratten hepaald. Per experiment werden
weefsels van 4 ratten samengevoegd. Na bereiding van het
cytoscl {procedure identiek aan die welke gebruikt werd
bij de sucrosegradiénten) werd 0,2 ml cytosol gedurende
16 uur met 1,2 nM 3H—oestradiol geincubeerd. Vervolgens
werd het aan eiwit gebonden cestradiol van het cngebon-
den oestradiol gescheiden met kolomchromatografie (8 cm
sephadex G-25, CC). Het aan eiwit gebonden oestradiol
(totale binding) is zowel aan de receptor (specifieke

binding} als aan andere in het cytosol aanwezige eiwit-
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ten gebonden (aspecifieke binding). De laatstgencemde
eiwitten hebben een kleine bindingsaffiniteit en een
grote bindingscapaciteit voor cestradiol. Hierdoor ver-
andert de hoeveelheid 3H—oestradiol die door deze eiwit-
ten gebonden wordt niet wanneer een grote overmaat
niet~radivactief ocestradiol wordt toegevoegd. Aan de
receptor, die maar een kleine bindingscapaciteit heeft,
bevindt zich in dit laatste geval vrijwel uitsluitend
niet-radiocactief cestradiol. In onze experimenten werd
daarom met elk cytcsol een tweede incubatie uitgevoerd
met 1,2 nM 3H-—-oestradiol en een 300 maal grotere hoe-
veelheid niet-radiocactief cestradiol, om de aspecifieke
binding te bepalen. De specifieke binding werd berxekend
door de aspecifieke binding af te trekken van de totale
binding. In tabel 5.1 is de bindingscapaciteit per mg
cytoscl-eiwit die door cons en anderen in verschillende
hersengebieden gevonden werden, weergegeven. De gegevens
in tabel 5.1 laten zien dat de specifieke bindingscapa-
citeit in de hypofyse vele malen hoger is dan in de her-
senen. Van de onderzochte hersengebieden werd de hoog-
ste binding aangetroffen in het voorste gedeelte van de
hypothalamus. De bindingscapaciteit in het voorste ge-
deelte wvan de hypothalamus was bij gecastreerde dieren
significant hoger dan bij intacte dieren. Dezelfde
waarheming is ook gedaan door Ginsbhurg, Greenstein, Mac-
Lusky, Morris en Thomas (1975). Deze conderzoekers von-
den bovendien een verschil in de bindingscapaciteit van
de amygdala van intacte en gecastreerde mannelijke rat-
ten. De geringere bindingscapaciteit van de hypothala-~
mus en de amygdala bij intacte dieren wordt vermocedeliijk
verocrzaakt door bezetting van de cytoplasmatische re-
ceptor met ter plaatse ult testosteron gevormd oestradi-
ol (Ogren, Vértes en Woolly, 1976). De aldus bezette re-
ceptor wordi niet gemeten en gaat bovendien van het cy-
tosol naar de kern. De aanwezigheid van testosterocon

zelf of van zijn Se~gereduceerde metabolieten heeft <n



Tabel 5.1. De specifieke bindingscapaciteit voor cestradiol (f mol per mg cytosol-eiwit) in de hypofyse en
in verschillende hersengebieden van de vat {gemiddelden + standaardfouten van het gemiddelde).

mannen vrouwen
intact1 gecastreerd1 intact2 intact 3 gecastreerd3 geovariectomeerd4
hypofyse 146 + 32 144+ 19 75,6 160 + 30 140 + 30 108**
hypothalamus 1,5 i5+ 4 19 + 3 3,3
voorste deel 8,3= + 1,1 12,2 + 1,3
achterste deel 6,1 + 0,8 6,8+ 1,9
amygdala 4,7 + 0,8 4,6 + 1 1,4
tussenhersenen 2,9 + 0,4 3,1+ 0,9
cortex 1,6 + a,1 1,6 + 1,1 Q,3

® p=0,05, in Mann-Whitney U-test, ten opzichte van de gecastreerde ratten.

* f mol per 10 mg weefsel.
2
Gegevens van 1Vreeburg, Schretlen en Baum, 1975; Van Beurden-lLamers, Brinkmann, Mulder en Van der Molen,

1974; 3KoraCh en Muldoon, 1974; 4Ginsburg, Greenstein, MacLusky, Morris en Thomas, 1974.
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pitro weinig invlced op de binding van oestradiol aan

zijn receptor. Incubaties van cytosol met 3H—oestradiol
en een grote overmaat testosteron, dihydrotestosteron of
Je~androstaandiocl gaven vrijwel dezelfde binding te zien
als dies waarin alleen met 3H—Destradiol werd geincubeerd

(tabel 5.2). Wel verdrongen de ocestrogenen oestron en

Tabel 5.2. Het effect van een 300-voudige overmaat van enkele
ocestrogenen, anti—ocestrogenen en androgenen op de tota—
le binding van Su-vestradiol in het eytosol van hypofyse en hypo-

thalamusweefsel (gemiddelden van 3 experimenten).

totale binding wvan 3H—oestradiol

(f mol/mg eiwit)

voorste deel hypothalamus hypofyse

- 17,4 139,1
oestradiol 6,1 4,6
oestriol 7.7 9,2
ocestyon 8,1 2,2
MER-25 10,7 69,8
cis-clomipheen 12,3 47,5
3B-androstaandicl 12,7 79,6
trans—~clomipheen 17,3 107,3
testosteron 17,7 124,2
Sa-dihydrotestosteron 18,0 134,5
Jg~androstaandiol 19,4 142,4

Gegevens van Vreeburg, Schretlen en Baum, 1975.

ocestricl en de anti-cestrogenen MER-25 en cis-clomipheen
oestradiol van de receptor. Cytosol van hypothalamus-
weefsel bleek met een zeer hoge affiniteit oestradiocl te

binden. De door ons gevonden associatieconstante 2,7 x

10101.\/1"l is van dezelfde corde van grootte als die door

lo,~1
M

anderen gevonden werd: 3,8 x 10 (KRorach en Muldoon,
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1974); 1 x 101°M'1 (Davies, Naftclin, Ryan, Fishman en

siu, 1975); 1,4 x 10°°M™! (Mercier, Le Guellec, Thieu-
lant, Samperez en Jouan, 1976).

De ocestradiclreceptor is bij de rat al aanwezig in de
zich ontwikkelende hersenen vlak na de geboorte. De
bindingscapaciteit in de hypothalamus en de amygdala is
dan ongeveer de helft van die op volwassen leeftijd
(Barley, Ginsburg, Greenstein, MacLusky en Thomas, 1974).

5.5.8. Androgeenreceptoren in hersenweefsel

In 1971 werden door Jouan, Samperez, Thieulant en
Mercier na inspuiting van radiocactief testosteron bij
gecastreerde ratten androgeenbindende macromoleculen uit
hersenweefsel geiscleerd. In het cytosol van de hypotha-
lamus van prepuberale en gecastreerde volwassen ratten
bleek een androgeenbindend eiwit aanwezig met een sedi-
mentatie-coéffici&nt van 8S, en een zeer hoge affiniteit
en specificiteit voor testosteron en dihydrotestosteron
{Kato en Onouchi, 19%973; Barley, Ginsburg, Greenstein,
MacLusky en Thomas, 1975; Naess, Attramadal en Aakvaag,
1975; Mercier et al., 1976). De bindingscapaciteit wvan
de androgeenreceptor in de hypothalamus wvan gecastreerde
volwassen ratten ligt rond de 4 f mel/mg cytosol-eiwit:
deze waarde is ongeveer 2 maal zo grcot als in de cortex
(Naess, 1976).

5.6. De amwesigheid van testosteron en zijn metabolieten in de

celkernen van hersenweefsel

In vele weefsels is aangetoond dat na binding wvan
oestradiol, testosteron of dihydrotestosteron aan de re-
ceptor, deze combinatie wvanuit het cytoplasma naar de
kern gaat. Dit bleek ook het geval in hersenweefsel van
mannelijke ratten. Na incubatie van plakijes hypothala-

musweefsel met ocestradiocl of dihydrotestosteron, of na
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inspuiting van deze steroiden hij gecastreerde ratten,
werden zij in de kern aangetroffen (Anderson, Peck en
Clark, 1973; Ogren et al., 1976; Lieberburg en McEwen,
1977; Lieberburg, MaclLusky en McEwen, 1977). Extractie
van kernpreparaten van de hersenen van ratten of muizen
met een KCl-oplossing wees uit, dat deze sterciden in

de kern aan receptoren gebonden waren (Kato, 1975; Fox,
1977; Lieberburg et al., 1877}. Onlangs hebben Lieber-
burg en McEwen (1975a, b) aangetoond dat na inspuiting
van radicactief testosteron bi] gecastreerde ratten,
oestradiol in de celkernen van het limbische systeem
{hypothalamus, preoptische gebied en amygdala) aanwezig
is. In een uitvoeriger studie, waarin zij de aard van
de radioactiviteit in de hypofyse en een 92-tal hersenge-~
bieden na toediening van testosteron onderzochten, bleek
dat oestradicl in de celkernen van de amygdala, hypotha-
lamus en het septum in grotere hoeveelheden voorkwam (+
2 maal) dan testosteron of dihydrotestosteron (Lieber-
burg en McEwen, 1977). In de hypofyse en de cortex,
waar door Naftolin et al. {1972) geen omzetting wan an-
drogenen naar oestrogenen kon worden aangetoond, vonden
zij ook vrijwel geen ocestradiol in de celkernen. Uit
deze waarneming en uit het feit dat na perifere toedie-
ning van oestradiocl dit steroid wel in grote hoeveelhe-
den in de celkernen van de hypofyse en de cortex aanwe-
zig was {(Lieberburg en McEwen, 1%77), volgt dat de
kleine hoceveelheid oestradicl die perifeer uit testoste-
ron gevormd wordt van weinig betekenis is. Om deze re-
den moet aangenomen worden dat bij de rat het ter plaat-
se uit testosteron gevormde oestradiol de cestrogeen-af-
hankelijke processen beinvloedt.

5.7. Samenvatting

Uit onderzoekingen die de laatste jaren zijn ver-
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richt, is wvast komen te staan, dat in de hersenen van
mannelijke ratten testosteron omgezet kan worden in Sa-
gereduceerde metabolieten en oestrogenen. In alle her-
sengebieden die men onderzocht bleken zowel de cmzetting
van testosteron in dihydrotestostercon als de binding van
deze twee androgenen aan receptoren voor te komen.

Door ons werd aangetoond dat in het cytoplasma van de
verschillende hersengebieden die wij onderzochten, spe-
cifieke oestradiolbindende macromoleculen voorkomen.

Bij nader onderzoek, dat beperkt bleef tot de hypcfyse
en de hypothalamus, bleken deze macromcleculen de kenmer-
kende eigenschappen van cestradiolreceptoren te hebben.
Omdat bij mannelijke ratten in de hypothalamus en de
amygdala testosteron omgezet kan worden in oestradiol,
en bij deze dieren de concentratie van cestradicl in het
perifere bloed bijzonder laag is (De Jong, Hey en Van
der Molen, 1973), zijn waarschijnlijk alleen de ocestra-
diolreceptoren in de hypothalamus en amygdala van bete-
kenis. De bindingscapaciteit voor oestradiol in het
voorste hypothalamusgebied was bij gecastreerde ratten
groter dan bij intacte ratten. Dit verschijnsel wordt
wellicht vercorzaakt doordat bij intacte ratten in het
voorste gedeelte van de hypothalamus testosteron in oes-
tradiol wordt omgezet. In competitie-experimenten ble-
ken de anti-oestrogenen MER-25 en cis-clomipheen oestra=-
diol van de receptor te verdringen. Deze waarneming en
de vondst dat anti-cestrogenen geen suppressie geven van
het mannelijk paringsgedrag (dat afhankelijk is wvan
cestradiol, zie hoofdstuk &), brachten ons ertoe het ef-
fect van MER-25 op dit gedrag te bestuderen. Uit dit
onderzcek bleek dat MER-25, toegediend azan gecastreerde
ratten, het mannelijk paringsgedrag niet remt, maar
juist stimuleert {(Baum en Vreeburg, 1976).
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EFFECTEN VAN TESTOSTERON OFP HET PARINGSGEDRAG EN DE

GONADOTROFINENSECRETIE BIJ DE MANNELIJKE RAT

g.3. Inleiding

De testikels kunnen door middel van de androgenen
die zij afscheiden het gedrag en de gonadotrofinensecre-
tie beinvloceden. Toen duidelijk werd dat androgenen,
met name testosteron, in het centrale zenuwstelsel kon-
den worden omgezet in andere steroiden, besloten wij on-
derzoek te verrichten naar de fysiologische betekenis
van dit metabolisme. Tijdens dit onderzoek hebben wij
ons voornamelijk bezig gehouden met effecten van testo-
steron en zijn metabolieten op het paringsgedrag en de

gonadotrofinensecretie bij mannelijke ratten.

8.2, Effecten van testosteron op het paringsgedrag

Bij de meeste diersoorten houden de mannetjes na
castratie op met copuleren; bhehandeling met testosteron
leidt bij deze dieren tot terugkeer van de paringsacti-
viteiten (Young, 1961). In 1970 ontdekten McDonald,
Beyer, Newton, Brien, Baker, Tan, Sampson, Kitching,
Greenhill en Pritchard dat na behandeling met dihydro-
testosteronpropiconaat (125 pg per dag gedurende maximaal
17 dagen), het paringsgedrag bij gecastreerde mannelijke
ratten niet terugkeerde. Dit was intrigerend omdat bij
dezelfde ratten onder invloed van dit androgeen de pro-

staat en de zaadblazen sterk gegroeid waren.
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Wij besloten dit experiment te herhalen met als be-
langrijkste verschillen een hogere dosering van het di-
hydrotestosteronpropionaat (300 pg per dag) en een lange-
re voortzetting van het experiment (2 maanden). Deson-
danks vertconden de mannetjes maar zeer zelden parings-
gedrag. Dat dit experiment toch nog tot resultaten zou
leiden was de ‘danken' aan het gedrag van de vrouwelijke
'stimulus'-dieren. Deze geovariectomeerde dieren, die
voor ledere test met 100 pg cestradiolbenzoaat (48 uur
voor de test) en met 1 mg progesteron {4 uur voor de
test werden ingespoten, wvertoonden opvallend vaak gedra-
gingen die normaai alleen bij mannelijke dieren gezien
worden. Deze waarneming, en het ontbreken van enig ef-
fect van de dihydrotestosteron-behandeling, brachten ons
op de gedachte dat bij mannelijke rattén het paringsge-
drag afhankelijk zou kunnen zijn van oesirogenen.

Vierendertig mannelijke ratten werden op een leef-
tijd wvan 49-55 dagen gecastreerd. Vanaf de 3lste dag na
castratie kregen de dieren dagelijks een subcutane in-
jectie met steroiden die opgelost waren in olie. Groep
1 (n=8) kreeg 200 pug testosteronpropionaat, groep 2 (n=
10) 2 ug ocestradiolbenzoaat en 200 pg dihydrotestosteron
propionaat, groep 3 (n=8} kreeg 4 ug testosteronpropioc-
naat en 200 ug dihydrctestosteronpropionaat, terwijl een
vierde groep {(n=8) alleen 2 ug oestradiclbenzoaat kreeg.
In dit experiment werd het gedrag van ratten die alleen
dihydrotestosteronpropionaat toegediend kregen, niet be-
studeerd omdat naar onze mening de onwerkzaamheid van
deze behandeling voldoende was aangetoond. Zestien da-
gen na het begin van de hormoon-injecties werd begonnen
met het testen van het paringsgedrag. Voor dit doel
werd &&n mannelijke rat in een halfcirkelvormige kooi
samengebracht met twee bronstige vrouwelijke ratten. De
gedragingen die geregistreerd werden, waren de beklim-
ming, de beklimming met stoten, de intromissie en de

ejaculatie. Nadat de mannelijke rat de flanken van het
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vrouwtje met zijn voorpoten omvat heeft -dit gedrag heet
beklimming- voert hij een aantal snelle stootbewegingen
uit met zijn achterlijf. Wanneer hierbij zijn penis in
de wvagina van het vrouwtie komt, wordt dit gedrag intro-
missie genoemd; is dit niet het geval, dan wordt van be-
klimming met stoten gesproken. Het contact tussen het
mannetje en het vrouwtje is wvan korte duur. Iedere be-
klimming of intromissie duurt maar enkele seconden. Wan-
neer de rat een aantal intromissies heeft uitgevoerd,
treedt een ejaculatie op. Hierna komt een rustpauze
voor, waarna de paring opnieuw begint. De vrouwelijke
rat maakt de paring mogelijk door tijdens de beklimming
met een holle rug stil te blijven zitten. Dit gedrag
wordt azangeduid met de term lordosegedrag. De gedrags~
testen duurden 15 minuten, tenzij een beklimming met
stoten was waargenomen. In dit geval werd 30 minuten
getest. Wanneer in deze tijd een intromissie had
plaatsgevonden, werd de test beéindigd na de ejaculatie
of wanneer deze niet optrad, na 60 minuten.

Het experiment werd bedindigd nadat de ratten in 3
weken & maal getest waren. In tabel 6.1 zijn enkele re-
sultaten van dit werk samengevat. Alle ratten die met
testosteronpropionaat (groep 1} of met oestradiclbenzo-
aat + dihydrotestosteronpropionaat (groep 2) behandeld
waren, kwamen tot ejaculatie. In de testosteronpropio-
naat + dihydrotestosteronpropicnaat-groep (groep 3) en
de cestradiolbenzoaat-groep (groep 4) waren dat maar 3
van de 8 dieren. In de 6 testen die uitgevoerd werden,
kwamen de dieren uit de groepen 1 en 2 meer dan 4 maal
tot ejaculatie. De dieren uit de groepen 3 en 4 die
ejaculeerden, deden dat gemiddeld maar 1 maal. De rat-
ten die alleen met cestradiol behandeld waren, vertoon-
den alle in iedere test een groot aantal beklimmingen
met stoten, en intromissies. 2Z1] kwamen evenwel maar
zelden, en dan ook nog na een groot aantal intromissies,

tot ejaculatiegedrag. Dit verschijnsel werd waar-



Tabel 6.1, Het pavingsgedrag in gecastreerde mannelijke ratten na verschillende hormoonbehandelingen.

behandeiing aantal ratten aantal ratten per aantal testen aantal intro-
per groep groep die minstens waarin de dieren missies tot
éénmaal ejaculeerden ejaculeerden ejaculatie
(mediaan*) (mediaan)
testosteronpropionaat (200 ug) a B/8 4.0 14.5

cestradioclbenzoaat (2 ug) +

dihydrotestosteronpropionaat (200 ug) 50 10/10 4.5 14.8
testosteronpropionaat (4 pg} +
8 3/8 1.0%% 13.0
dihydrotestosteronpropionaat (200 pg)
: Z
cestradiclbenzoaat (2 pg) 8 3/8 1.0 30.0

Berekend met de dieren die minstens éénmaal ejaculeerden.

&= p<0,05 ten opzichte van testosteronpropionaat-groep, Mann-Whitney U-test.

Gegevens van Baum en Vreeburg, 1973.
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schijnlijk veroorzaakt door de conditie van hun penis.
Dit orgaan, dat afhankelijk is wvan androgenen (Bloch en
Davidson, 1971}, was na behandeling met alleen cestra-—
diol klein, terwijl bovendien de hoornachtige uitsteek-
sels op de glans ontbraken. Deze uitsteeksels zZouden
een rol spelen bij de prikkeling van zenuwuiteinden in
de penis (Beach en Levinson, 1950; Cooper, 1972). Deze
verklaring voor het ontbreken van ejaculaties lijkt re-
delijk omdat ook in andere onderzoekingen onvolledig
manneliijk paringsgedrag gezien werd wanneer de penis
gedenerveerd was (Lodder en Zeilmaker, 1976), of behan-
deld met een lokaal werkend anestheticum (Adler en Ber-
mant, 1966).

De resultaten die wij en anderen {Larsson, SOder-
sten en Beyer, 1873; Feder, WNaftolin en Ryan, 1274) in
scortgeliik onderzoek verkregen, maken aannemelijk dat
oestradiol het mannelijk paringsgedrag stimuleert door
effecten op het centrale zenuwstelsel en dat dihydrotes—
tosteron dit gedrag beinvlcedt via effecten op perifere
organen als de penis. Hiermee was evenwel niet uitge-
sloten dat dihydrotestosteron in aanwezigheid van
cestradiol ook het gedrag zou kunnen stimuleren via ef-
fecten op het centrale zenuwstelsel.

Met het doel de effecten van dihydrotestosteron die
via de uitwendige genitalia van de rat tot stand komen
zoveel mogelijk uit te sluiten, besloten wij het manne-
1lijk paringsgedrag in de vrouwellijke rat te onderzoeken.
Dit is mogelijk omdat gecvariectomeerde vrouwelijke rat-
ten na behandeling met testosteron, bepaalde componenten
van het mannelijk paringsgedraqg, zoals de beklimming met
stoten, vertonen (Pfaff, 1970). Uiteraard zijn door het
ontbreken van de penis intromissies en ejaculaties onmo-
gelijk. Wel worden soms tijdens een behandeling met
uitzonderlijk grote hoeveelheden geslachtshogmonen de
typische intromissie- en ejaculatiegedragingen waargeno=-
men {Emery en Sachs, 1975) .
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Vierentwintig ratien werden geovariectomeerd. Zes
weken later werd begonnen met het dagelijks inspuiten
van verschillende hormonen. Groep 1 (n=8) kreeg 200 ug
testosteronpropionaat, groep 2 (n=8) 2 ug vestradiolben=-
zoaat, groep 3 (n=8) 2 ug cestradiolbenzoaat + 200 wug
dihydrotestosteronpropionaat. Op de dagen 17, 20, 25 en
28 na het begin van de hormoonbehandeling werd het man-—
nelijk paringsgedrag gedurende 15 minuten getest. Dit
werd gedaan nadat op de uitwendige genitalia een pasta
met 5% lidocaine (lokaal verdovingsmiddel} was aange-
bracht om een mogelijk aanwezige invloed van deze weef-
sels uit te schakelen. Daarnaast werden nog 4 gedrags-
testen uitgevoerd na insmering met vaseline op de dagen
21, 24, 29 en 32. Uit de gegevens in tabel 6.2. blijkt

Tabel 6.2. Het mammelijk paringsgedrag in gecvariéctomeerde vrou-
welijke ratten na behandeling met verschillende ste—
rotden. (gemiddelden + standaardfouten van § ratten).

behandeling beklimming beklimming met stoten
lidocaine wvaseline lidocaine vaseline
cestradiol- 240 2 + 0 8+ 1 8 + 2

benzoaat (2 ug)

ocestradiol -
benzoaat {2 ug) + g + 1* 6 + Ot 16 + 2* 19 + 3z
dihvdrotestosteron-
propionaat (200 ug)

testosteron- 5 4 lx 7+ Ox 19 + 5% 17 + 22

propicnaat {200 ug)

*p<0,01 ten opzichte van cestradiclbenzoaat—greep.

Gegevens van Baum, S8dersten en Vresburg, 1974.
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dat de vrouwelijke dieren die met testosteronpropionaat
of dihydrotestosteronpropionaat + oestradiclbenzoaat wa-
ren behandeld meer {+ 2 maal) beklimmingen en bekiim-
mingen met stoten lieten zien dan de dieren die alieen
met oestradiolbenzoaat behandeld waren. Deze resultaten
te zamen met het ontbreken van enig effect van de licdo-
cainebehandeling vormen een belangrijke aanwijzing dat
dihydrotestosteron bij de rat het mannelijk paringsge-
drat ock stimuleert via het centrale zenuwstelsel. On-
langs hebben Lodder en Baum (1977) deze veronderstelling
bevestigd. Mannelijke ratten waarbij de nervus pudendus
was doorgesneden (deze zenuw loopt naar de penis en de
aangrenzende huid) vertoonden na castratie éen oestra-
diolbenzoaatbehandeling in een test van 10 minuten ge-~
middeld 6 beklimmingen met stoten. Bij dieren die naast
cestradiolbenzoaat ook nog dihydrotestosteronpropionaat
kregen toegediend, werden per test 19 beklimmingen met
stoten waargenomen.

De hier beschreven experimenten en de gegevens be-
treffende de omzetting en binding van testosteron en zijn
metabolieten in hersenweefsel (hoofdstuk 5) maken aanne-
melijk dat bij intacte mannelijke ratten het paringsge-
drag afhankelijk is van in de hersenen gevormd oestradi-
cl. In welke mate de extra stimulatie wvan het mannelijk
gedrag dat na toediening van dihydrotestosteron gezien
werd, ook bij intacte dieren dcor dit androgeen verocr-—
zaakt wordt, is onduidelijk omdat na toediening van ra-
dicactief testosteron cngeveer gelijke hoeveelheden van
testosteron en dihydrotestostercn in de celkernen van
hersenweefsel aanwezig waren (Lieberburgen McEwen, 1977).

Ook bij sommige andere diersocrten heeft oestradiol
effecten op het mannelijk paringsgedrag; bij het wvarken
(Joshi en Raeside, 1973) en het hert (Fletcher en Short,
1974} wordt het mannelijk paringsgedrag door dit steroid
sterk gestimuleerd. Daarentegen heeft bij de cavia

oestradiol totaal geen effect, en wordt normaal parings-
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gedrag gezien na behandeling met dihydrotestosteron (Al-
sum en Goy, 1974). 0Ock bij bepaalde muizenstammen
(Luttge en Hall, 1973) en de hamster (Whalen en DeBold,
1974) is dihydrotestosteron werkzaam. Wel moest bij
hamsters dihydrotestosteron in een dosering van meer dan
500 yg per dag worden toegediend om het paringsgedrag in
stand te houden; een zeer hoge dosering als we bedenken
dat van testosteron maar 50 ug per dag nodig was om dit
te bereiken. Wellicht zou de dosering van dihydrcotesto-
steron verlaagd kunnen worden als tevens een kleine hoe-
veelheid oestradiol zou worden toegediend. Immers, bij
het konijn werd door 5 ug oestradiolbenzcaat het effect
van 2,5 mg dihydrotestosteron op het paringsgedrag enorm

versterkt (Beyer, Torre, Larsscn en P&rez-Palaciocs,
1975).

6.3, Effecten van testosteron op de gonadotrofinensecretie

Na castratie neemt de gonadotrefinenconcentratie in
het bloed wvan mannelijke ratten sterk toe. Drie weken
na deze ingreep zijn de waarden van LH + 7 maal en van
FSH + 3 maal zo hoog als de uitgangswaarden (tabel 6.3).
Door toediening van bepaalde steroiden kan deze stijging
worden tegengegaan. De hoeveelheden die na castratie
dagelijks moeten worden toegediend om de gonadotrofinen
op het normale niveau te handhaven, lopen voor de ver-
schillende steroiden sterk uiteen. De gonadetrofinen
onderdrukkende werking van testosteron is betrekkelijk
zwak in vergelijking met die van dihydrotestosteron of
oegtradiol (Swerdloff, Walsh en 0dell, 1972; Swerdloff
en Walsh, 19273). Verjans, Eik-Nes, Aafjes, Vels en Van
der Molen (1974) vonden dat aan volwassen gecastreerde
ratten ongeveer 25 pg testosteronpropionaat, 5 pg dihy-
drotestosteronpropionaat of 0,3 ug cestradicolbenzoaat

per 100 g lichaamsgewicht per dag toegediend mocet worden
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om LH op het niveau van voor de castratie te houden. De
zojuist gencemde hoeveelheid testosteronpropionaat -75
vy aan een rat van 300 gram- is ongeveer gelijk aan de
hoeveelheid testosteron die bij de volwassen rat door de
testikels aan het bloed wordt afgegeven {(De Jong, Hey en
Van der Molen, 1973).

Tabel 6.3. Effecten van androsta-1,4,8=trien—3,17—dion (ATD) cp de
plasma—coneentratie van gonadotrofinen en de gewichien
van prostazt en zaadblazen bij gecastreerde vatten (gemiddelden +

standaardfouten van § dteren).

LH F5H prostaat zaadblazen
{ng/ml) {ng/ml) {mg) {mg)

intacte ratten 84 + 8 395 + 32 291 + 22 273 + 6
castraten

behandeld met:

testosteron 354 + 125 1031 + 127 249 + 34 238 + 22
estosteron ¥ 23+ 10% 425 + 105% 218 + 28 255 + 20

ATD

ATD 626 + 144 1207 + 44 55 + 13 9t + 9
leeg buisje 577 + 65 1187 + 47 53 + 10 108 + 5

xp<0,001 ten gpzichte van testosteron—groep, Student's t-test.

De sterke onderdrukking van de gonadotrcfinensecre-
tie die met oestradicl en dihydrotestosteron verkregen
kan worden, en hun vorming en binding in hersenweefsel,
maken onduidelijk of en zo ja in welke mate beide be-
trokken zijn bij de regulatie van de gonadotrofinense-
cretie. Dit vraagstuk werd onderzocht door aan manne-
lijke ratten het steroid androsta=-l,4,6-trien-3,17-dion
(ATD) toe te dienen. Van deze stof is bekend dat het de
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omzetting van testosteron naar oestradiol in een micro-
somenpreparaat van de menselijke placenta (Schwarzel,
Kruggel en Brodie, 1973) en in ratte-hersenen (Lieber-
burg, Wallach en McEwen, 1977) remt.

Twintig volwassen mannelijke ratten werde gecas-
treerd. Onmiddellijk na castratie kreeg groep 1 (n=5)
siliconen rubber buisjes met testosteron onder de huild
geimplanteerd, groep 2 (n=5) kreeg buisies met testoste-
ron en buisjes met ATD, groep 3 (n=5) kreeg buisjes met
ATD en groep 4 (n=5%) kreeg lege buisjes. Er werd ge-
bruik gemaakt van siliconen rubber buisjes gevuld met
sterciden, omdat deze gedurende lage tijd een constante
hoeveelheid van het stercid aan het proefdier 'afgeven'
(Chang en Kincl, 1%70}. De 6 cm lange met ATD gevulde
buisjes lieten in een fysiologische zout-oplossing ge-
bracht, per 24 uur tussen de 600 en 700 ug door. De
concentratie van het ATD in plasma kon bepaald worden,
doordat dit steroid op een gaschromatograaf met een
electron capture detector geoed meetbaar was (2 ng ATD
geeft een uitslag die in dezelfde corde van grootte ligt
als 1 ng testosteronheptafluorchbutyraat). Bloed werd
verzameld direct voor castratie (dag 1) en op dagen 7,
14 en 21. In tabel 6.3 zijn de FSH en LH concentraties
en de gewichten van de prostaat en zaadblazen op dag 21
weergegeven. De gegevens laten zien dat ATD bij gecas-—
treerde ratten het gewicht van de prostaat en de zaad-
blazen niet beinvloedt. Het meest belangwekkend was dat
ATD, een stercid dat alleen toegediend geen onderdruk-—
king van de gonadotrofinensecretie geeft, de gonadotro-
finen-remmende werking van testosteron geweldig ver-—
sterkte. Wanneer we aannemen dat de werking wvan ATD be-
rust op een remming van de omzetting van testosteron
naar oestradicel, dan komt de versterking van de gonado-
trofinen-onderdrukkende werking van testosteron door ATD
tot stand doordat in aanwezigheid van ATD minder oestra-
diol gevormd wordt. Dit betekent dat het uit testoste-
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ron gevormde oestradiol de gonadotrofinensecretie stimu-
leert. In overeenstemming hiermee is de waarneming dat
een kleine hoeveelheid oestradicl toegediend aan intacte
mannelijke ratten de FSH-concentratie in serum verhoogt
(De Jong, Uilenbroek en Van der Molen, 1975). Hoewel
het experiment met ATD nog onvelledig is en niet meer
dan een aanwijzing geeft dat het uit testosteron gevorm-
de vestradiol de gonadotrofinensecretie stimuleert, is
op grond van de verkregen resultaten een gonadotrofinen-
onderdrukking door het ult testosteron gevormde oestra-
dicl uiterst onwaarschijnlijk.

Bij de mens lijkt daarentegen het ult testosteron
gevormde oestradiol wel een onderdrukking van de gonado-
trofinen te geven. Een infusie van ocestradiol in de
hoeveelheid die per dag deoor perifere omzettingen en
testikulaire secretie in het bloed terechtkomt, ging ge-~
paard met een significante daling van de LH- en testo-
steronconcentraties in het plasma (Stewart-Bentley,
Odell en Horton, 1974}).

E.4. Effecten van testosteron op de vroege ontwikkeling van de

hersenen

Tijdens een vroege fase van ontwikkeling zijn man-
nelijke en vrouwelijke individuen in vorm aan elkaar
gelijk. In @it stadium zijn de gonaden, de sinus uro-
genitalis en het tuberculum genitale nog niet gediffe-
rentieerd en zijn een tweetal paren van gangen, die van
Wolff en van Miller, aanwezig. Nadat zich uit de gona-
den testikels of ovaria gevormd hebben, voltrekt zich
de geslachtsdifferentiatie van de in- en uitwendige ge=~
nitalia. Bij zoogdieren ontstaan onder invloced van an-
dregenen uit de buizen van Wolff de epididymis, het vas
deferens en de zaadblazen, uit de sinus urogenitalis de

prostaat en uit het tuberculum genitale de penis.



77

Voorts worden de gangen van Miiler (de ocervorm van de
uterus) door een ander testikelsecreei tot regressie ge-
bracht. Is er een ovarium aanwezlg, of is de testikel
verwijderd, dan ontwikkelen zich de gangen wvan Miiller en
verschrompelen de gangen van Wolff. Bovendien komen dan
uit de sinus urogenitalis en het tuberculum genitale
vrouwelijke inwendige en uitwendige genitalia als de va-
gina en de clitoris tof ontwikkeling. Kort samengevat:
in aanwezigheid van androgenen ontwikkelen zoogdieren
zich in mannelijke richting, bij afwezigheid in vrouwe-
lijke richting.

De manier waarcp de ontwikkeling wvan het nog niet
gedifferentieerde individu tot zijn mannelijke of vrou-
welijke verschijningsvorm verloopt, vertoont bepaalde
overeenkomsten met de wijze waarop de verschillen in de
gonadotrofinensecretie en het paringsgedrag tussen man-
nelijke en vrouwelijke dieren ontstaan. Voortbouwend
op de eerder gencemde experimenten van Pfeiffer (1936)
kwam ngris {1955) tot de conclusie dat bij de manne-
lijke kat de aanwezigheid van androgenen tijdens een
vroegelontwikkelingsfase van de hersenen leidde tot het
onvermogen om op volwassen leeftijd ovulaties in een
ovarium teweeg te brengen. Bij afwezigheid wvan androge-
nen, hetgeen het geval is bij de zich ontwikkelende
vrouwelijke rat, zou als vanzelf het vermogen om cy-—
clisch gonadotrofinen uit te scheiden ontstaan.

Bijna 10 jaar later -Young zegt hierover: "Ex-
pPlanaticon may lie in the stigma any activity associated
with sexual behaviour has long borne" - waren Young et
al. (1964) de eersten die de 'organiserende werking' wvan
testosteron op die zenuwweefsels die betrokken zijn bij
het paringsgedrag beschreven; androgenen zouden de moge-
lijkheid om op velwassen leeftijd vrouwelijk paringsge-
drag te vertonen, onderdrukken en tegelijk het wvermogen
tot mannelijk paringsgedrag stimuleren. Dit laatste is

onzeker omdat volwassen wvrouwelijke ratten onder invlced



78

van testosteron, voor zover dat mogelijk is, mannelijk
paringsgedrag kunnen vertcnen.

Tijdens de geslachtsdifferentiatie van de hersenen
van mannelijke ratten, die bij deze dieren gedeeltelijk
na de geboorte plaatsvindt, bevat het plasma testosteron
(Resko, Feder en Goy, 1968), en zijn in de hersenen en-
zymen azanwezig die testosteron naar oestradiol en dihy-
drotestostercn kunnen omzetten. Een aanwiizing dat de
vermannelijking van de hersenen door oestrogensn zou
kunnen weorden verocorzaakt is het feit dat toediening van
cestradicl aan pasgeboren vrouwelijke ratten het vermo-
gen tot cyclische ovarium~activiteit en lordosegedrag op
volwassen leeftijd onderdrukt (Gorski, 1963; Whalen en
Nadler, 19%63). Dit effect kan niet bereikt worden door
toediening van dihydrotestosteron (McDonald en Doughty,
1972a). Bovendien vonden deze laatstgencemde cnderzoe-
kers (1972b) dat het anti-ovestrogene preparaat MER-25 de
vermannelijkende werking van testosteron hiJj pasgeboren
vrouwel]lijke ratten remde. Brown-Grant (1%74), die een
vrijwel identiek experiment uitvoerde, kon evenwel deze
waarneming niet bevestigen. Om deze reden besloten wij
op een andere wijze, namelijk door tecediening van ATD
aan pasgeboren mannelijke ratten, de betekenis wvan de
oestradiolvorming te onderzoeken.

Mannelijke ratten werden op de dagen 1 (dag van de
geboorte), 3, 5, 10 en 15 ingespoten met 1 mg ATD in O,1
ml olie. Bij contrcle-ratten werd olie ingespoten. Op
dag 55 werd bij 3 intacte ATD-ratten, 5 op volwassen
leeftijd gecastreerde ATD-ratten en 6 op volwassen leef~-
tijd gecastreerde controles, het lordosegedrag na in-—
spuiting met cestradiolbenzoaat en progesteron bestu-
deerd. Alle 8 ATD-dieren waren goed receptief. Vrijwel
iedere beklimming door het 'stimulus'-mannetje werd door
de ATD-rat beantwoord met een lordose. Deze waarneming
is vastgelegd in het lordose-guotiént {aantal lordoses/

aantal beklimmingen, x 100) dat vari&erde tussen de 72
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en 100. Daarentegen werd geen receptief gedrag bij de
controle-dieren waargencmen. Om na te gaan of de ATD-
ratten in staat waren om cyclisch gonadotrofinen uit te
scheiden, werden bij 10 ATD-ratten tussen 30 en 60 dagen
na de geboorte de testikels verwijderd. Tegelijkertijd
werd bij deze dieren een ovarium onder het nierkapsel en
een stukije vaginaweefsel in de buikhuid gebracht. Uit
de uitstrijkjes die dagelijks van het vaginaweefsel ge-
maakt werden bileek, dat het ovarium niet cyclisch func-
tioneerde. Dit werd bevestigd in de histologie van de
ovaria, die tussen 30 en 45 dagen na implantatie werden
uitgeprepareerd. Uit deze resultaten blijkt dat manne-
lijke ratten die na de gehoorte op de bhoven beschreven
wijze met ATD worden ingespoten, op velwassen leeftijd
wel vrouwelijk paringsgedrag kunnen vertonen, maar niet
in staat zijn om cyclisch gonadotrofinen uit te schei-
den. Dit laatste kon naar conze mening het gevelg zijn
van een onvoldoende remming van de oestradiolvorming
goor het ATD. Daarom besloten wij ATD in siliconen rub-
ber bhuisjes onder de huid van pasgeboren ratten te im-
planteren, om een voortdurend hoge ATD-concentratie in
het plasma teweeg te brengen. Bij 3 dagen cude ratten
nmet ATD-buisjes onder de huid was ongeveer 500 ng ATD
per ml plasma aanwezig. Omdat ATD de radioimmunologi-
sche bepaling van testosteron stoorde, was het ncodzake-
lijk bii de bepaling van testosteron dunne laag chroma-
tografie toe te passen om testosteron volledig wvan ATD
te scheiden. De hoeveelheid testostercn in het plasma
of de testikels van 3 dagen oude mannelijke ratten bleek
niet significant te verschillen van de waarden bii niet
behandelde ratten (tabel 6.4}. Negen met ATD behandelde
dieren en 6 controle-dieren kregen op dag 30 een ovarium
en een stukje vaginaweefsel geimplanteerd. Tegelijker-—
tijd werden de siliconen rubber buisjes verwijderd. Op
dag 55 werden 7 ATD-dieren (2 dieren werden niet getest)

en 6 controle-~dieren &&n nacht bij intacte vrouweliijke
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Tabel 6.4. Effecten van vroege implontatie van androsta—1,4,6-
trien—3,17-dion (ATD) bij mamnelijke ratten.

testikel- dieren met testosteronconcen-— ATD-concen—
gewicht ovariéle tratie op dag 3 tratie op
op dag 55 cycli plasma testikel dag 3
tussen dag in plasma
55 en 85 (ng/ml) (ng/q) {ng/ml)
ATD- 270 + 80 5% 2,1 + 0,5 386 + 210 520 + 70
ratten {(n=2) {n=9) (n=6) {(n=6) {n=5)
controle-~ 1040 + 20 0 0,9 + 0,4 530 + i44 0
ratten (n=6) (n=6) (n=8) (n=8} (n=3)

*p<0,05, Student's t-test,

Gegevens van Vreeburg, Van der Vaart en Van der Schoot, 1%877.

ratten in proestrus gebracht om hun vruchtbaarheid vast
te stellen. De volgende dag werden hun testikels wver-
wijderd en gewogen. Het testikelgewicht was bij beide
groepen gelijk. Vijf van de zeven ATD-ratten en alle 6
controles bleken vruchtbaar. Na verwijdering wvan de
testikels werd in 5 van de 9 ATD-dieren een regelmatige
5-daagse cyclus in het vaginaweefsel waargenomen. Bij
de contrcle-ratten werden geen cycli gezien. De zojuist
beschreven experimenten laten zien dat bij pasgeboren
mannelijke ratten de vermannelijking van de hersenen kan
worden tegengegaan met ATD. Uit de normale testosteron-
concentratie in de testikel en in het plasma tijdens de
behandeling met ATD volgt, dat de ATD-werking niet tot
stand komt door onderdrukking van de testikel-activiteit,
en dat het waargenomen effect waarschijnlijk een gevolg
was van de remming van de oestradiolvorming in de herse-~
nen. Lieberburg et al. (1977} hebben vastgesteld &at na

toediening van ATD aan pasgeboren ratten veel minder (+
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6 maal) oestradiol in de celkernen van de hersenen aan-
wezig was dan bij de controle-dieren. De hoeveelheid
testosteron en dihydrotestosteron in de celkernen was
daarentegen hetzelfde in de ATD-behandelde dieren en de
controle~dieren. Hieruit volgt dat bij mannelijke rat-
ten na de geboorte het vermogen tot vrouwelijk parings-
gedrag en cyclische gonadotrofinensecretie verdwijnt
onder invleoed van ocestrogenen en dat testosteron en zijn
S5a-gereduceerde metabolieten in dit proces geen rol van

betekenis spelen.

6.5. Samenvatting

Bij mannelijke ratten is het paringsgedrag afhanke-
liik van oestradiol. In aanwezigheid van ocestradiol
geeft dihydrotestosteron een verdere stimulatie wvan dit
gedrag. Terwijl cestradicol waarschijnlijk alleen in het
centrale zenuwstelsel werkt, komen de effecten van dihy-
drotestostercon zowel via de hersenen als via de penis
tot stand.

Na castratie kan door toediening van testosteron de
stijging in de gonadotrofinenconcentratie in het plasma
worden tegengegaan. Dit effect wordt door testosteron
zelf of door dihydrotestosteron vercorzaakt. In de her=-
senen uit testosteron gevormd oestradiol werkt wellicht
de door testostercn of dihydrotestosteron verccrzaakte
gonadotrofinenremming tegen.

Bij mannelijke ratten verdwiint vlak na de geboorte
onder invloed van testosteron het vermogen om op volwas-
sen leeftijd ovulaties in een geimplanteerd ovarium te-
weeg te brengen. In dezelfde periode gaat bij deze
dieren ook de mogelijkheid verloren om later vrouweliijk
paringsgedrag te vertonen. Het verlies van deze eigen-
schappen wordt waarschijnlijk wveroccrzaakt door oestradi-

0l dat in de hersenen uit testosteron wordt gevormd.
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SAMENVATTING

In vele weefsels en organen die door testesteron
beinvloed worden, wordt testosteron omgezet in S5a-gere-
duceerde metabolieten en oestrogenen. In dit proef-
schrift is de betekenis van deze omzettingen voor de e-
pididymis en bepaalde hersenfuncties beschreven.

Voor de rijping van de spermatozo€n en het behoud
van hun fertiliserend vermogen in de epididymis, zijn
androgenen noodzakelijk (hoofdstuk 2). De epididymis
van de rat wordt zowel door het perifere bloed als door
de vloeistof die via de ductuli efferentes het lumen van
dit orgaan binnenkomt, van androgenen voorzien (hoofd-
stuk 3). Hoewel testosteron in het perifere bloed en in
de ductuli efferentes-vloeistof kwantitatief het belang-
rijkste androgeen is, werd in de cellen en de luminale
vlioceistof van de epididymis een hogere concentratie van
dihydrotestosteron dan van testosteron gevonden. Dit
is waarschijnlijk een gevolg van het feit dat in de epi-
didymis, een orgaan dat een hoge Sa-reductase-activiteit
heeft, androgeenbindende eiwitten met een hoge affini-
teit wvoor dihydrotestosteron voorkomen {hoofdstuk 4).
Bij gecastreerde ratten, die dihydrotestcsteron toege-
diend kregen, bleven de in de epididymis aanwezige sper-
matozoén de maximaal mogelijke tijd (+ 28 dagen) vrucht-
baar. Intacte dieren die met zoveel dihydrotestosteron
behandeld werden dat hun testikulaire testosteronproduk-
tie verwaarloosbaar klein geweest moet zijn, bleven 36
dagen vruchtbaar. Hieruit volgt dat hun nakomelingen
ontstaan zijn uit spermatozog&n die gerijpt zijn nadat
met de dihydrotestostercnbehandeling begonnen was. Uit
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bovenstaande waarnemingen en het feit dat na teoediening
van radicactief testosteron dihydrotestosteron kwantita-
tief het bkelangrijkste steroid in de celkernen van de
epididymis was, volgt dat de epldidymisfunctie van de
intacte rat docor dihydrotestosteron geregeld wordt.

In de hersenen van de rat ontstaan uit testosteron
Sa~gereduceerde metzbolieten en cestrogenen (hoofdstuk 5).
In de hypofyse en de verschillende hersengebieden die wij
onderzochten werd verzadigbare oestradiolbinding aangetroli-
fen. Bij nader onderzoek van de hypcfyse en de hypotha-
lamus kon daar de aanwezigheid van cytoplasmatische
ocestradioclreceptoren vastgesteld worden. De oestradiol-
receptoren die in de hersenen van de mannelijke rat voor-
komen zijn waarschijnlijk alleen van fysiologisch belang
in die gebieden, waar omzetting van testosteron in oe~
stradiol kan plaatsvinden. De omzetting van testosteron
in dihydrotestosteron en de binding van deze androgenen
bleken in alle hersengebieden die men onderzocht, aanwe-
zig te zijn.

Bij gecastreerde ratten die alleen met dihydrotes-
tostercon werden behandeld, werd geen parindsgedrag waar-
genomen (hoofdstuk 6). Werd naast dihydrotestostercn
oestradiol toegediend, dan keerde dit gedrag terug. Uit
dit experiment en de in hoofdstuk 5 vermelde gegevens
betreffende de vorming en binding van oestradiol in her-
senweefsel volgt dat het mannelijk paringsgedrag van de
rat afhankelijk is van cestradiol. In aanwezigheid wvan
dit oestrogeen stimuleert dihydrotestosteron dit gedrag
door effecten op de hersemnen en de penis.

Bij gecastreerde mannelijke ratten werd een zeer
sterke toename in de gonadotrofinen-onderdrukkende wer-
king van testosteron gezien, wanneer een remmer (ATD)
van de ovestradiclvorming werd toegediend. Dit experi-
ment, in combinatie met de waarneming dat toediening
van dihydrotestosteron een krachtige remming van de gona-
dotrofinensecretie geeft, duidt erop dat het in de herse-
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nen uit testosteron gevormde oestradicl eerder de gona-
dotrofinensecretie stimuleert dan remt.

Met het doel de betekenizs wvan de cestradiolvorming
in de zich ontwikkelende hersenen te onderzoeken, werd
ATD aan pasgeboren manneliik ratten toegediend. De op
deze wijze behandelde dieren bleken op volwassen leef-
tijd in staat te zijn zich voort te planten. Bovendien
vertoonden zij na toediening van ocestradiol en progeste-
ron normaal vrouwellijk paringsgedrag. Bij een aantal
van deze ratten kwamen ovulaties voor in de onder het
nierkapsel geimplanteerde ovaria. Het feit dat het toe-
gadiende ATD waarschijnlijk wel een effect had op de
hoeveelheid ocestradiol maar niet op de hoeveelheid tes-
tosteron of dihydrotestosteron in de zich ontwikkelende
hersenen, leidt tot de conclusie dat de bovengencemde
aspecten van de geslachtsdifferentiatie bij mannelijke
ratten tot stand komen onder invloed van uit testosteron
gevormd ocestradiol.



SUMMARY

In many tissues and crgans that are influenced by
testosterone, this stercid is converted into Sa-reduced
metabolites and ocestrogens. In this thesis the signi-
ficance 0f this metabolism for the function of the epi-
didymis and of the brain is described.

Androgens are reguired for the maturation of
spermatozoa and for the maintenance of their fertilizing
potency in the epididymis (chapter 2). The epididymis
of the rat receives androgens via both the peripheral
circulation and the fluid that enters the ilumen of this
organ from the ductuli efferentes (chapter 3). Although
testosterone is gquantitatively the major androgen in pe-
ripheral blood and in ductuli efferentes filuid, the
cells and the lumiral fluid of the epididymis were found
to contain higher concentrations of dihydrotestosterone
than of testostercne. This probably reflects the fact
that the epididymis can convert testostercne to dihydro-
testosterone and that it alsc contains androgen binding
proteins with a high affinity for dihydrotestosterone
{chapter 4}. Castrated rats treated with dihydrotesto-
sterone remained fertile for 28 days, which has been
shown to be the maximal duration of fertility following
ligation of the corpus epididymidis. Intact animals
that were given high doses of dihydrotestosterone, so
that testicular production of testostercne was suppress-
ed, remained fertile for 36 days. This implies that
their offspring must have come from spermatozoa that had
matured after dihydrotestostercne administration had be-
gun. From these observations, and from the fact that
dihydrotestostercne is guantitatively the major steroid
in epididymal cell nuclei after administration of radio-

active testosterone, it is clear that epididymal functicn
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in intact rats is controlled by dihydrctestosterone.

In the rat brain testostercone is converted into 5a-
reduced metabolites as well as oestrogens {chapter 5).
The pituitary and various brain regions examined were
found to contain cestradiol-binding proteins.

Closer examination of the pituitary gland and the hypo-
thalamus revealed the presence of cytoplasmic oestradiol
receptors in these structures. The oestradicl receptors
that occur in the male rat brain are probably of physio-
logical significance only in those areas where testoste-
rone can be converted inte cestradiol. Conversion of
testosterone to dihydrotestosterone and binding of these
androgens has been shown by cothers to occur in all brain
areas.

Castrated rats treated with dihydrotestosterone on-
ly displayed no mating behaviour (chapter 6). When
cestradiol was given along with dihydrotestosterone,
then mating behavicur recurred. From this experiment
and from the data on formation and binding of cestradiol
toc brain tissue discussed in chapter 5, it seems clear
that male mating behavicur in the rat is dependent on
oestradiol. In the presence of this oestrogen, dihydro-
testosterone further stimulates mating behavicur by act-
ing both in the brain and the penis.

In castrated male rats the ability of testosterone
toc inhibit gonadotrophin secretion was greatly enhanced
by the concurrent administration of 1,4,6-androstatri-
ene—-3,17-dione (ATD), a substance which inhibits the
formation of cestradicl from testosterone. The result
of this experiment, in conjunctiocon with the observation
that dihydrotestosterone strongly inhibits gonadotrophin
secretion, indicates that the ocestradiol formed in the
brain from testosterons may normally stimulate rather
than inhibit gonadotrophin secreticn.

In order to study the significance of oestradicl
formation in developing brain, ATD was administered to
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newborn male rats. Such animals were able to copulate
and reproduce in adulthood. However, they also display-
ed normal feminine mating behaviour after appropriate
doses of oestradiol and progesteron. In a number of
these animals ovulations occurred in covaries that had
been grafted under the kidney capsule. The fact that
ATD probably lowered the concentration of cestradicl

in the developing brain without affecting the concen-
tration of testosterone and dihydrotestostercone leads
to the conclusion that the defeminization of the neural
mechanisms which control gonadotrophin secretion and
sexual behaviour in male rats depend on the conversion
of testosterone to ocestradiol.
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NAWCORD

De androgenen testosteron en dihydrotestosteron ko-
men in bijzonder lage concentraties in het lichaam voor.
Wanneer aan het water van een zwembad een vingerhoedje
testosteron zou worden toegevoegd, dan zcu bij een ge-
lijkmatige verdeling de concentratie van dit hormoon in
het water ongeveer gelijk zijn aan de concentratie van
testosteron in het bloed van mannen. Het zal duidelijk
zijn dat de bepaling van zulke lage steroidconcentraties
bijzondere technieken vereist. Ik mag mij dan ock geluk-
kig prijzen dat Henk wvan der Molen mij gedegen onderwiis
in de tecentertijd gangbare gaschromatografische testoste-
ronbepaling heeft willen geven.

Met veel plezier denk ik terug aan de tijd, waarin
ik samen met Henny Welffensperger en Jenny Harms ieder
gaschromatogram van epididymis-extracten de gaschromato-
graaf afkeek. Toen enkele jaren later de afdeling bio-
chemie II coverschakelde op radicimmunologische steroid-
bepalingen, konden wij wederom gebruik maken van hun er-
varingen. Marja Ooms en Carla van de Kamp hebben met
deze methode een aantal van de in dit proefschrift ver-
melde getallen geproduceerd.

Hormoongevoelige weefsels kunnen op lage steroid-
concentraties reageren doordat zij de beschikking hebben
over receptoren die met een hoge affiniteit steroiden
kunnen binden. Wanneer de menselijke tong net zulke ge-
voelige receptoren zou bezitten voor testosteron als de
hormoongevoelige weefsels, dan zouden zwemmers het bo-
vengencemde vingerhoedje testosteron in het zwembad kun-
nen proeven. Bij het aantonen van steroidreceptoren
zijn de adviezen van Eppc Mulder en de vaardigheid van
Peter Schretlen van grote betekenis geweest.

De keuze van de in dit proefschrift beschreven on-



109

derwerpen is niet alleen gemaakt omdat zij mij interes-
seerden, maar ook omdat deze onderwerpen mij in de
gelegenheid stelden samen te werken met Jaccbh Aafjes en
Michael Baum. Terugkijkend op de tijd die ik in de af-
deling endocrinolegie, groei en wvoortplanting heb
doorgebracht, realiseer ik nij dat ik vrijwel altijd
met plezier gewerkt heb, en dat dit in belangrijke mate
te danken is zan mijn promotor Keocos van der Werff ten
Bosch.
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