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1 0ne of the most fascinating questions 

in the physiology of reproduction con

cerns the process whereby the 

hypothalamo-hypophyseal apparatus 

differentiates during fetal or early 

postnatal life to eventuate after 

puberty either in the steady ntonicn 

secretion of gonadotropin characteris

tic of the male or in the complex 

cyclic secretion characteristic of the 

female' 

J.W. Everett (1969) 





VOORWOORD 

1936 is een belangrijk jaartal in de geschiedenis van het 

experimenteel-endocrinologisch onderzoek naar de oorzaak van geslachts

verschillen bij zoogdieren. In dat jaar werd definitief afgerekend met 

het door Steinachrs werk ingeburgerde idee van 'sex hormone antagonism' 

als oorzaak van deze verschillen; Pfeiffer ontdekte aan de hand van 

ovariumtransplantaten in op verschillende leeftijd gecastreerde manne

lijke ratten een principe~ dat later een zeer algemene geldigheid 

bleek te bezitten bij de ontwikkeling van geslachtsverschillen. 

Volgens dit principe komen geslachtsverschillen tot stand~ doordat 

op een in mannelijke en vrouwelijke dieren identiek primordium gedurende 

een kritische ontwikkelingsfase Verschillende organiserende 

factoren inwerken. 

Bekendheid met dergelijke kritische ontwikkelingsfasen en de 

organiserende factoren heeft het mogelijk gemaakt om enerzijds diep

gaand inzicht in de mogelijke diversiteit van manifestatie van geslachts

verschillen te verkrijgen~ anderzijds om, in proefdieren~ op uitgebreide 

schaal te 'manipuleren' met de ontwikkeling van geslachtsverschillen. 

Ondanks uitvoerige studie van het geslachtsverschil~ waaraan 

Pfeiffer dit principe ontdekte~ namelijk geslachtsverschil in regulatie 

van ovariumactiviteit, is het inzicht in de feitelijke gebeurtenissen, 

welke zich in de kritische ontwikkelingsfase hiervan afspelen~ weinig 

gevorderd. 

Als mogelijke oorzaak zou hiervoor kunnen worden aangemerkt, dat 

het door Pfeiffer gebruikte model, de op verschillende leeftijden 

gecastreerde mannelijke rat, al spoedig vrijwel geheel vervangen werd 

door een verondersteld equivalent de vrouwelijke rat, die 

in de neonatale Zevensfase aldan niet 'vermannelijkt' werd door 

injectie van testosteron-propionaat. 

Onderzocht werd~ in hoeverre deze veronderste~e equivalentie ge

valideerd kon worden door een vergelijkende studie van regulatie van 

ovulatie en luteale activiteit in op verschillende leeftijd gecastreerde 

mannelijke ratten en neonataal aldan niet 'vermannelijkte' vrouwelijke 

ratten. Neonataal gecastreerde manne.lijke ratten bleken-naast overeen

komsten ook duidelijk herkenbare verschillen te vertonen met vrouwelijke 

ratten in regulatie van ovariumactiviteit; 'vermannelijkte'vrouwelijke 

ratten verschilden in alle hestudeerde aspecten van regulatie van luteale 

activiteit van op volwassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratten. 





LlJST VAN A<KORINGEN 

CZS centraal zenuws~eZsel 

POA de area preoptica in het centrale zenuwstelsel 

VMN de ventro-mediale hypothalamus 

AME de mediale amygdala 

ECS-POA 

ECS-AME 

eZektrochemische stinru.Zatie van de area preoptica 

elektrochemische stimulatie van de mediate amygdala 

ES-VMN : elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus 

aa mannelijke dieren 

~~ vrouwelijke dieren 

(R)-ratten : ratten van de R-stam (albino) 

(RU)-ratten : (~R x <5U)F
1 

hybride ratten ('hooded') 

NC-aa neonataal gecastreerde mannelijke ratten 

AC-30 op volwassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratten met 
ee~ ovariumtransplantaat 

TP-~~ vrouwelijke ratten~ die op de vijfde levensdag een injectie 
met 1250 "g TP kregen 

TP testosteron propionaat 

OB oestradiolbenzoaat 

HCG : humaan chorion-gonadotropine 

CL corpus luteum c.q. corpora lutea 

LQ lordose-quotient, d.w.z. het percentage der keren~ dat op een 
'mount'(c.q. mount+thrust, intromissie, ejaculatie) gereageerd 

wordt met lordose-gedrag 
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ALGEMENE INLEIDING 

GESLACHTSVERSCHILLEN IN REGULATIE VAN GONADE-ACTIVITEIT BIJ DE RAT 

De acti vi tei t van gonaden manifesteert zich onder andere in de 

vorming van geslachtscellen en de afgifte van geslachtshormonen. Deze 

activiteit wordt geregeld door tal van factoren in het inwendige en 

in het uitwendige milieu. Het is bekend, dat de dagelijkse wisselin

gen van licht en danker een belangrijke factor bij regulatie van 

gonade-activiteit zijn in het uitwendige milieu. Onder de factoreD 

van het inwendige milieu nemen hormonen een vooraanstaande plaats in 

en wel speciaal (1) hypothalamische 'releasing factor', (2) hypo

fysair gonadotropine en (3) door de g6naden geproduceerde steroid

horrnonen. 

(1) Hypothalamische 'releasing factor' vormt de schakel tussen het 

centrale zenuwstelsel (CZS) en de hypofyse~ Via 'releasing 

factor' oefent het CZS bij uitstek zijn invloed uit op de gonade

activiteit. 

(2) Hypofysair gonadotropine is de hormonale factor bij uitstek, 

waardoor groei, rijping en activiteit van de gonaden wordt be

werkstelligd. Vanaf de eerste tijd, dat deze factor kon worden ge

identificeerd, is gedacht , dat er twee soorten gonadotropine waren 

met ieder een apart biologisch werkingsspectrum (Fevold et al., 1933); 

de hormonen werden aangeduid als luteiniserend horrnoon (LH) en 

follikelstimulerend hormoon (FSH). De discussie over het al dan niet 

bestaan van twee verschillende soorten gonadotropine is nog steeds 

niet tot een einde (Schwartz & McCormack, 1972). Aangezien dit onder

scheid voor het onderwerp van dit proefschrift niet relevant is, zal 

over het algemeen slechts van 1gonadotropine 1 worden gesproken. 

(3) De door de gonaden geproduceerde steroidhormonen hebben onder 

andere een belangrijke functie bij de regulatie van secretie van 

gonadotropine, onder invloed waarvan zij echter op hun beurt ook weer 

worden afgescheiden. Dit verschijnsel wOrdt algemeen aangeduid als de 
1 feedback-werking 1 van geslachtshormonen (Moore & Price, 1932). 
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Gonaden van mannelijke en vrouwelijke dieren ontstaan waarschijnlijk 

uit een identiek primordium. Hun activiteit in volwassen toestand vertoont 

echter grate verschillen, zoals: 

de gonaden van vrouwelijke dieren produceren over het algemeen 

kleine aantallen geslachtscellen tegelijkertijd; de gonaden van 

mannelijke zoogdieren produceren over het algemeen grate aantallen 

geslachtscellen tegelijkertijd; 

de gonaden van vrouwelijke zoogdieren kunnen, afhankelijk van hun 

toestand, kwalitatief overwegend oestrogene hormonen produceren, of 

progesteron; de gonaden van mannelijke zoogdieren produceren over

wegend slechts androgene geslachtshormonen; 

de gonaden van vrouwelijke zoogdieren vertonen cyclische verande

ringen: deze cyclische veranderingen worden ofwel overheerst door 

endogene factoren (zgn. spontane ovuleerders), ofwel door een 

exogene factor, nl. de copulatiestimulus (zgn. reflectorisch ovu

lerende dieren); de gonaden van mannelijke zoogdieren vertonen geen 

soortgelijke cyclische veranderingen. 

De twee eerstgenoemde verschillen worden bepaald door verschillen 

in de gonaden zelf. Met het laatstgenoemde verschil is het echter anders 

gesteld: transplantatie-experimenten wezen uit, dat de cyclische ver

anderingen in ovaria in vrouwelijke dieren tenminste bij de zgn. spontaan 

ovulerende dieren, mede tot stand kwamen door extra-ovariele factoren. 

Dergelijke experimenten werden beschreven door Smelser (1933) en 

Goodman (1934). De experimenten wezen uit, dat cyclische veranderingen 

in ovariumactiviteit uitbleven als ovaria getransplanteerd werden in 

gecastree~de mannelijke cavia 1 s resp. ratten. Goodman maakte duidelijk, 

dat dit uitblijven geen aspecifiek gevolg was van de transplantatie 

zelf, aangezien transplantaten in geovariectomeerde vrouwelijke ratten 

we1 cyclische veranderingen in activiteit vertoonden. Goodman conclu

deerde, dat mannelijke en vrouwelijke dieren verschillend waren met 

betrekking tot de factoren van extra-ovariele aard, die verantwoordelijk 

waren voor cyclische ovariumactiviteit. 
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De meningen liepen uiteen, wat de aard van deze factor(en") kon zijn. 

Goodman (1934) veronderstelde, dat de hypofyse van mannelijke ratten 

niet in staat was een plotselin~ verhoogde bloedspiegel van 'gonad acti

vating substance' te realisereno Een dergelijke, plotseling verhoogde 

afgifte werd in vrouwelijke ratten voor ovulatie verantwoordelijk geacht. 

Pfeiffer (1936) veronderstelde daarentegen, dat uitblijven van ovulatie 

in mannelijke ratten berustte op de onmogelijkheid voor de hypofyse om 
1 luteiniZer' in de bloedbaan af te geven. Dit hormoon was door Fevold 

et al. (1933) als apart soort gonadotropine herkend en verantwoordelijk 

geacht voor ovulatie en luteinisatie. 

De experirnenten van Smelser en Goodman baden slechts een beperkte 

mogelijkheid om inzicht te verkrijgen in de oorzaak van dit verschil 

tussen mannelijke en vrouwelijke dieren~ Smelser (1933) veronderstelde, 

dat het verschil rechtstreeks samenhing met verschillen in genetische 

constitutie van mannelijke en vroUwelijke dieren. Goodman (1934) gaf 

echter een veel vruchtbaarder denkrichting aan met de veronderstelling, 

dat bet verschil berustte op een verschil in ontwikkeling van mannelijke 

en vrouwelijke dieren en .dat inzicht in di t geslachtsverschillende 

ontwikkelingsproces wellicht verkregen kon worden uit experimenten met 

op vroege leeftijd gecastreerde mannelijke ratten8 

Het door Goodman (1934) beschreven extragonadale geslachtsverschil 

in regulatie van ovariumactiviteit bood een uitermate interessant stu

dieobject. Het leek mogelijk om met behulp van eenvoudige technieken 

-nl. morfologisch onderzoek van ovariumweefsel en dagelijkse vagina

uitstrijken ter bepaling van ovariumactiviteit (Long & Evans, 1922)

dieper in te gaan op de ontwikkeling van een geslachtsverschil en zo 

wellicht dieper inzicht te verkrijgen in de biologische basis van 

geslacht en geslachtsverschillen. Het was niet nodig om hiervoor inge

wikkelde kwalitatieve en kwantitatieve bepalingen van hormonen te doen, 

wat bij de toenmalige stand van de techniek geen eenvoudige opgave was. 

Goodman's idee, dat uitblijven van ovulatie in mannelijke ratten 

berustte op een ontwikkelingsverschil van mannelijke en vrouwelijke 

ratten, werd bewaarheid door Pfeiffer (1936). Deze auteur beschreef nl., 

dat cyclische veranderingen in ovarlumactiviteit in gecastreerde 

mannelijke ratten we1 op konden treden~ als de castratie van deze dieren 

maar vlak na de geboorte had plaatsgevonden. Dat cyclische ovarium

activiteit bij deze dieren op kon treden werd geconcludeerd uit 



4 

morfologische gegevens: follikelrijping en vorming van corpora 

Zutea (CL) traden in ovariumtransplantaten in neonataal gecastreerde 

mannelijke ratten (Nc-aa ) op gelijke wijze op als in ovaria bij 

vrouwelijke ratten; daarentegen bevatten ovariumtransplantaten in op 

volwassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratten (Ac-aa ) voortdurend 

slechts follikels en nooit CL, overeenkomstig Goodman's gegevens. 

Pfeiffer (1936) kwarn aldus tot de conclusie, dat de afwezigheid 

van cyclische ovariumactiviteit in AC-dS berustte op een effect van 

de testes in de neonatale levensfase en dat deze afwezigheid derhalve 

niet rechtstreeks berustte op een geslachtsverschil in genetische 

constitutie. In een eerdere publikatie (Pfeiffer, 1935) had hij reeds 

melding gemaakt van het feit, dat deze conclusie oak geextrapoleerd 

kon worden naar vrouwelijke ratten. Deze dieren vertoonden immers 

het 1mannelijk patroon' van ovariumactiviteit, gekenmerkt door 

afwezigheid van cyclische ovulatie en CL-vorming, na neonatale testis

implantatie. 

De eerstgenoemde publikatie van Pfeiffer (1936) is het begin 

geweest van een grate stroom publikaties, waarin getracht is het 

ontwikkelingsproces van het geslachtsverschil ten aanzien van ovulatie 

te analyseren. Er lijken diverse oorzaken aanwezig voor het voortduren 

van onderzoek naar dit ontwikkelingsproces: (1) de schijnbare eenvoud 

van dit geslachtsverschillende ontwikkelingsproces; (2) de belang

rijke functie, nl. ovulatie, ten aanzien waarvan dit geslachtsverschil

lende ontwikkelingsproces optreedt; (3) de implicaties van wijzigingen 

in dit ontwikkelingsproces voor andere geslachtsverschillende ontwik

kelingsprocessen; (4) wellicht niet in bet minst bet felt~ dat het 

inzicht ondanks de enorme hoeveelheid werk nog nauwelijks verder ge

vorderd is dan het ten tijde van Pfeiffer was (Brown-Grant~ 1971; 

Johnson, 1971). 

Met betrekking tot (3) kan worden vermeld, dat reeds Pfeiffer (1935) 

ontdekte, dat de ontwikkeling van bet ovulatiemechanisme geen op 

zichzelf staand proces was. Hij beschreef, dat vrouwelijke ratten na 

neonatale testisirnplantatie op volwassen leeftijd niet alleen een 

afwijkend ovulatiernechanisme hadden, maar ook geen normaal vrouwelijk 

bronstgedrag vertoonden, 

De resultaten van Pfeiffer ble~en overigens een t6evalstreffer, 

Juist bij ratten met hun korte zwangerschapsduur speelt de ontwikke-
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ling van geslachtsverschillen zich ten dele nag na de geboorte af en is 

derhalve met eenvoudige middelen experimenteel te beinvloeden. Slechts 

bij enkele andere zoogdiersoorten bleken de bevindingen aan ratten op 

soortgelijke, eenvoudige wijzen verkrijgbaar: muizen(Barraclough & 

Leathem, 1954; echter wellicht slechts starnafhankelijk: Peters & S¢ren

sen, 1971) en hamsters (Swanson, 1966). 

Bij dieren met een langere zwangerschapsduur spelen de onderhavige 

ontwikkelingsprocessen zich geheel intra-uterien af en zijn derhalve 

veel moeilijker te beinvloeden (cavia: Brown-Grant, 1971). Simpele 

ingrepen in de neonatale levensfase hebben niet eenzelfde effect als 

bij ratten (koe, hand en varken: Zimbelman, 1966; rhesusaap: Treloar 

et al., 1972). Van weer andere zoogdieren, waarbij de vrouwelijke 

dieren niet spontaan, maar reflectorisch ovuleren na copula tie 

(konijn, fret, hermelijn, kat en andere) zijn geen experimenten 

beschreven, die erop duiden dat een soortgelijk geslachtsverschil ten 

aanzien van het optreden van ovulatie aanwezig is. 

Regulat·ie van gonade-activi tei t vertoont meer geslachtsverschil

len, welke mede door extragonadale factoren bepaald worden. Onder 

invloed echter van het vele onderzoek over het ovulatiemechanisme 

zijn deze op de achtergrond geraakt (Johnson, 1972). Tach was reeds 

voor de tijd van Goodman en Pfeiffer bekend, dat de hoeveelheid, in 

hypofyses aanwezig gonadotropine geslachtsverschillend was (Evans & 

Simpson, 1929) en dat dit verschil niet geheel afhankelijk was van 

verschillen in de gonaden, aangezien het na gonadectomie 

bleef bestaan (Hill, 1933). Toen gevoeliger bepalingsmethoden voor 

gonadotropine ter beschikking waren gekomen, kon worden aangetoond, dat 

niet alleen hypofysegehalten, maar oak bloedspiegels van gonadotropine 

geslachtsverschillend waren en dat dit verschil niet van uitsluitend 

verschillen in de gonaden afhankelijk was (Gans, 1959; van Roy & 

van Rees, 1961). 

Clark (1935 a,b) beschreef, dat de hoeveelheid gonadotropine 

in de hypofyse van prepuberale mannelijke dieren kleiner was dan 

die in prepuberale vrouwelijke dieren; de situatie was bier dus juist 

het tegenovergestelde van die bij volwasSen dieren (Evans & Simpson, 

1929). Het verschil in prepuberale dieren leek echter veroorzaakt te 

worden door verschillen in de gonaden, aangezien het na gonadectomie 

verdween. 
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Omtrent de factoren, die dit tweede geslachtsverschil in gona

dotropineproduktie en -afgifte bepalen op volwassen leeftijd, valt 

weinig met zekerheid te zeggen. ExperimenteD van Johnson (1971; 1972) 

wijzen uit, dat neonatale testishorrnonen, dan wel substitutie hiervan 

door neonatale injectie van testosteron-propionaat (TP), geen in

vloed hebben op de ontwikkeling van dit geslachtsverschil. Andere 

factoren dan die, welke het ontwikkelingsproces van het ovulatie

mechanisrne bepalen, lijken derhalve van beslissende betekenis. 

Een derde geslachtsverschil met betrekking tot regulatie van 

gonade-activiteit van de rat werd vastgesteld door Zeilmaker (1962; 

1963a).Deze auteur beschreef geslachtsverschillen ten aanzien van de 

regulatie van prolactine; dit hormoon is bij de rat het luteotrope 

hormoon bij uitstek. Regulatie van luteale activiteit in AC-aa bleek 

in een aantal opzichten verschillend van die in normale vrouwelijke 

ratten: met name kon geen equivalent van 'pseudozwangerschap' her-

kend worden. Soortgelijke experimenten als uitgevoerd met AC-dd werden 

ook uitgevoerd met vrouwelijke ratten, die op de vijfde levensdag 

een injectie met 1250 ~g TP hadden gekregen (Zeilmaker, 1964). Onder 

invloed van een dergelijke injectie is de aanleg van het ovulatie

mechanisme 'vermannelijkt' (Barraclough, 1961). Het bleek dat regula

tie van luteale activiteit in dergelijke zgn. TP-~~ enerzijds verschilde 

van die van normale vrouwelijke ratten en anderzijds overeenkomsten 

vertoonde met die van AC-06. Geconcludeerd werd, dat de ontwikkeling 

van een 'vrouwelijk' dan wel 'mannelijk' type regulatie van luteale 

activiteit bepaald werd door de neonatale aanwezigheid v~n testis

hormonen of TP. De ontwikkeling van geslachtsverschillen in regulatie 

van luteale activiteit vertoonde derhalve in dit opzicht een nauwe 

overeenkomst met de ontwikkeling van geslachtsverschillen in het 

ovulatiernechanisrne. 



7 

ASPECTEN VAN DE GESLACHTSVERSCHILLENDE ONTWIKKELING VAN HET OVULATIE

MECHANISME BIJ DE RAT 

Uit de in het Voorgaande beschreven experimenteD van Pfeiffer en 

Goodman werd een concept ontwikkeld ten aanzien van de manier, waarop 

geslachtsverschillen in het ovulatiemechanisme bij de rat tot stand 

komen. Dit concept is schematisch weergegeven in figuur 1. 

Verondersteld wordt, dat er in de prenatale fase een in mannelijke 

en vrouwelijke ratten identieke aanleg van het ovulatiemechanisrne 

aanwezig is. Deze aanleg kan zich in de neonatale levensfase in €€n 

van twee verschillende richtingen ontwikkelen: daarom wordt deze 

aanleg verondersteld bipotentieel te zijn. 

In de vroege neonatale fase wordt onherroepelijk beslist in 

welke van de twee richtingen de aanleg zich zal on~ikkelen: daarom 

wordt deze fase als die van irreversibele differentiatie aangeduid, 

Secretieproducten van de neonatale testes sturen de ontwikkeling van 

de aanleg in mannelijke richting; bij afwezigheid van deze secretie

produkten ontwikkelt zich de aanleg in vrouweZijke richting. 

De hoedanigheid van de eindfase in de ontwikkeling van het 

ovulatiemechanisme manifesteert zich bij aanwezigheid van slechts 

ovariumweefsel als gonade-weefsel. In het geval van de vrouwelijke 

eindfase treedt cyclische ovulatie en CL-vorming op; in geval van de 

mannelijke eindfase wordt nooit cycZische ovulatie en CL-vorming 

waargenomen. 

Veel onderzoekers na de jaren 1934-36 hebben getracht de details 

van dit ontwikkelingsschema te analyseren. Een aantal vorderingen van 

dit onderzoek zal in het volgende nader worden besproken. 

De aard van de secretieprodukten van de neonatale testes~ die de 

ontwikkeling van de aanleg van het ovulatiemechanisme in mannelijke 

richting bewerkstelligen. 

Alhoewel Pfeiffer (1936) duidelijk aantoonde, dat de testes in 

de neonatale levensfase van de rat de vermannelijking van de aanleg 

van het ovulatiemechanisme bewerkstelligden, waagde hij zich in zijn 

publikaties niet aan enige uitspraak over de wijze, waarop de testes 



8 

dit effect realiseerden. 

In dezelfde tijd, waarin Pfeiffer zijn waarnerningen deed, werd in 

Amsterdam vastgesteld, dat testes van volwassen stieren een steroidhor

moon produceerden, dat in zeer sterke mate 'androgene 1 effecten had: dit 

hormoon werd testosteron genoemd (David et al., 1935; David, 1935 a,b). 

Dit horrnoon leek kwalitatief €n kwantitatief het belangrijkste hormoon, 

dat door de testes werd geproduceerd. H:t hormoon kon reeds spoedig 

na de ontdekking door chemische synthese op eenvoudige wijze in zuivere 

vorm verkregen worden (Butenandt & Hanisch, 1935). 

Al spoedig bleek, dat neonatale injecties van testosteron -in 

zuivere vorm ofwel veresterd met propionzuur, waardoor het een lang

duriger werking verkreeg en in welke vorm het zeer veel wordt toegepast 

(Astwood, 1966)-eenzelfde effect hadden op de aanleg van het ovulatie

mechanisme in vrouwelijke ratten als neonatale testisimplantatie 

(Pfeiffer, 1935; Bradbury, 1940 en 1941; Wilson et al., 1941). 

Figuur 1 de on~ikkeling van geaLachtavePaahillen in het ovulatie

mechanisme bij de rat (Pfeiffer, 1936}. 

PRENATAAL 

fase van de iden
tieke, bipotentiele 

aanleg 

rf< 

NEONATAAL 

fase van irrever
sibele differentiatie 

VOLWASSEN 

geslachtelijk 
gedifferentieerde 
eindfase 

+ testes ~ geen ovulatie; 
of substitutie 'mannelijke' 

eindfase 

testes __...... cyclische ovulatie 
of substitutie 'vrouwelijke' 

eindfase 

Het bleef voorlopig een technisch onoverkomelijk probleem om aan 

te tonen, dat neonatale testes inderdaad testosteron produceerden. De 

beschikbare rneetmethoden waren niet gevoelig genoeg om hoeveelheden 

als door deze testes geproduceerd, ook maar kwalitatief aa~ te 

te tonen. 
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In eerste instantie werd het probleern toen op andere wijze 

benaderd; men trachtte met behulp van histochemische teChnieken de 

aanwezigheid van voor steroidsynthese benodigde enzymen vast te stel

len en door onderzoek van aangeboden, radioactief gemerkte 'precursors' 

de activiteit van deze enzymen te bepalen. 

Niemi & Ikonen (1963) toonden aan, dat gedurende de eerste post

natale dagen zeer veel Leydig-cellen in de testes aanwezig waren, die 

voor steroidsynthese benodigde enzymen bevatteh. Dit aantal nam in de 

daarop volgende periode snel af om pas vanaf dag 30 geleidelijk aan weer 

toe te nemen tot de bij volwassen dieren aangetroffen grootte. Zij con

cludeerden, dat de omstandigheden voor steroidsynthese in de testes 

gedurende de eerste levensdagen optimaal waren. 

Noumura et al. (1966) namen waar, dat testisweefsel van ratten in vitro 

vanaf de vijftiende zwangerschapsdag progesteron in testosteron en 

androsteendion om kon zetten. De omzettingssnelheid bereikte een maxi-

male waarde met testisweefsel, dat verkregen was van dieren op de 

achttiende zwangerschapsdag. De omzettingssnelheid van testisweefsel 

van de eerste postnatale dag. was nag hoog; op latere postnatale dagen 

was de omzettingssnelheid laag evenals gedurende de rest van de pre

puberale periode. Geconcludeerd werd, dat testisweefsel met name in 

de laatste fase van de zwangerschap en in de eerste postnatale fase 

androgenens waaronder testosteron, k6n produceren, 

Bovengenoemde waarnemingen duidden aan, dat in de late zwanger

schapsperiode en in de eerste postnatale dagen de mogelijkheid van secre

tie van androgenen door de testes aanwezig was. Ret feitelijke bewijs 

van deze secretie werd geleverd door Reske et al. (1968): deze 

auteurs bepaalden bloedspiegels van androgenen in mannelijke rattan 

gedurende de gehele postnatale~ prepuberale periode. Testosteron was 

zowel in het bleed als in de testes op de dag van geboorte in rela-

tief hoge concentratie aanwezig. De concentratie narn onmiddellijk na 

dag 1 af tot lage waarden, die gedurende de gehele prepuberale 

periode verder werden waargenomen; vanaf de dertigste dag narn de 

concentratie in bleed en testes geleidelijk toe naar de bij volwassen 

dieren gevonden waarden. 

Er werden gedurende de gehele periode geen meetbare hoeveelheden 

androsteendion in bet bloed gevonden; in de testes was dit androgeen 

op de dag van geboorte in geringe hoeveelheid aantoonbaar. 

Geconcludeerd werd, dat testosteron kwantitatief het belangrijkste 

androgeen was, dat door neonatale testes werd afgescheiden. 
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Op grand van bovengenoemde waarnemingen kan het waarschijnlijk 

geacht worden, dat testosteron het secretieprodukt is van de neonatale 

testes, .dat 'verrnannelijking' van de aanleg van het ovulatiemechanisme 

in mannelijke dieren bewerkstelligt. 

Sinds kart is de vraag in de belangstelling gekomen, of testoste

ron als zodanig de bier bestudeerde vermannelijking bewerkstelligt, of 

dat een metaboliet van testosteron het eigenlijke agens is. 

De reden van deze belangstelling ligt in het feit, dat dihydro

testosteron -dat in een aantal doelwitorganen wellicht de actieve vorm 

van testosteron is (Bruchovsky & Wilson, 1968)- niet als substitutie 

van de testes gehruikt bleek te kunnen worden om vermannelijking van 

de aanleg van het ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten te bewerk

stelligen (McDonald, 1971; McDonald & Doughty, 1972). Testosteron 

daarentegen kon zeer wel als substitutie voor de neonata1e testes 

gebruikt worden (Bradbury, 1941). 

Tevens bleek, dat het 'vermannelijkend' effect van neonatale 

testosteron-injectie in vrouwelijke ratten voorkomen kon worden, indien 

tevoren een anti-oestrogene stof was geinjiceerd (injectie met MER-25: 

McDonald & Doughty, 1972). Het ligt voor de hand te veronderstellen, 

dat omzetting van testosteron in een oestrogene metaboliet onderdeel 

van de 'vermannelijkende' werking van neonataal testosteron kan zijn. 

Dit idee lijkt in zoverre aantrekkelijk, dat het een interpre

tatiekader biedt, waarin de 'vermannelijkende 1 werking van neonatale 

oestrogene hormonen kan worden begrepen (oestrogenen uit het ovarium 

vrijgemaakt onder invloed van gonadotropine-injectie: Bradbury & 

Gaensbauer, 1939; subcutaan geinjiceerd oestradiol-benzoaat: Gorski, 

1966; intrac~ebraal geimplanteerd oestradiol-benzoaat: Sutherland & 

Gorski, 1972). 

De omvang van de periode van irreversibele differentiatie van 

de aanleg van het ovulatiemechanisme. 

Uit de onderzoekingen van Goodman (1934) en Pfeiffer (1935; 1936) 

werd geconcludeerd, dat de aanwezigheid van testisweefsel gedurende 

de prepuberale periode voldoende was om een definitieve, irreversibele 

vermannelijking van de aanleg van het ovulatiemechanisme te bewerkstel

ligen. 
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Wilson et al. (1941) toonden aan, dat deze vermannelijking eveneens 

verkregen kon worden door middel van injecties van TP, indien deze in

jecties (2.5 mg TP per keer) eenmaal per twee dagen gegeven werden van

af dag 6 tot 35. Tevens werd vastgesteld, dat er geen vermannelijking 

optrad, als de injecties vanaf dag 15 werden gegeven. 

De concluSie was, dat de fase van irreversibele differentiatie 

op de vijftiende levensdag geeindigd was. 

Barraclough (1961) stelde vast, dat een €€nmalige injectie van 

1.25 mg TP op de vijfde levensdag voldoende was, om de aanleg van bet 

ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten te 'vermannelijken'. Een 

dergelijke injectie was sterk verminderd of in het geheel niet effec

tief na de tiende levensdag. Een ~enmalige injectie van 1 mg TP in 

NC-aa -castratie op dag 1- voor de tiende levensdag, had een 'vermanne

lijkend' effect op de aanleg van het ovulatiemechanisme in deze 

dieren (Adams Smith & Peng, 1967; Lado"sky et al., 1969). 

De conclusie was, dat de fase van irreversibele differentiatie 

van de aanleg van het ovulatiemechanisme in mannelijke en in vrouwe

lijke dieren omstreeks de tiende levensdag eindigde. 

Om te onderzoeken, wanneer de differentiatiefase een aanvang nam, 

werd het effect bestudeerd van prenatale injecties van TP. In experi

menten waarin aan zwangere ratten een grate hoeveelheid TP werd 

toegediend, bleek de aanleg van het ovulatiemechanisme in bet vrouwelijk 

nakomelingschap niet te zijn vermannelijkt (Swanson & Van der Werff 

ten Bosch, 1964b;Kincl & Maqueo, 1965); het ingespoten TP had over 

het algemeen w~l een duidelijk vermannelijkend effect op de externe 

genitalia van deze dieren. In experimenten, waarin TP rechtstreeks in 

de foetussen werd ingespoten, bleek de aanleg van het ovulatiernechanis

me van vrouwelijke nakomelingen wel te zijn vermannelijkt (Swanson 

& Van der Werff ten Bosch, 1965 ). Door de vermoedelijk lange werkings

duur van TP is het echter moeilijk vast te stellen op welk tijdstip 

na de injectie het effect op het ovulatiemechanisrne werd gereali

seerd (Gorski, 1968). 

Injectie van TP op de dag van geboorte bleek zeer effectief in 

verrnannelijking van de aanleg van het ovUlatiernechanisrne (Swanson & 

Van der Werff ten Bosch, 1964b). 

Uit deze waarnemingen werd geconcludeerd, dat de fase van irre

versibele differentiatie omstreeks het tijdstip van geboorte een 
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aanvang neemt. 

Beide bovengenoemde conclusies tesamen doen derhalve veronderstel

len, dat de omvang van de neonatale fase van irreversibele differentia

tie ongeveer 10 dagen lang is. 

De minimale werkingsduur van de secretieprodukten van de neonatale 

testes~ nodig om vermannelijking van de aanleg van het ovulatiemecha

nisme te bewerkstelligen. 

Aangezien een eenmalige injectie van TP op dag 5 reeds voldoende 

is om de aanleg van het ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten en 

NC-aa te vermannelijken (Barraclough, 1961; Ladosky et al., 1969), 

is duidelijk, dat vermannelijking van deze aanleg optreedt oak indien 

blootstelling aan neonatale testishormonen of TP slechts gedurende 

een gedeelte van de differentiatiefase optreedt. 

Op de twee volgende manieren heeft men getracht inzicht te 

verkrijgen in de minimale werkingsduur van testishormonen of TP, nodig 

om vermannelijking van de aanleg van het ovulatiemechanisme te be

werkstelligen. 

1. Onderzoek naar de relatie tussen het tijdstip van castratie 
van neonatale mannelijke ratten en het optreden van CL-vorming 
in later ingebrachte ovariumtransplantaten. 

Een drietal onderzoekers heeft gedetailleerde gegevens beschre

ven omtrent het optreden van CL-vorming in ovariumtrans~lantaten 

in mannelijke ratten, die op verschillende tijdstippen na de geboorte 

waren gecastreerd. Hun gegevens zijn verzameld in tabel 1. 

Uit deze gegevens blijkt, dat CL-vorming kan worden waargenomen 

als castratie binnen 4 dagen na de geboorte heeft plaatsgevonden. Op

vallend echter is hierbij het grate verschil tussen de resultaten, 

beschreven door Harris (geen CL-vorming na castratie op dag 3) en 

die beschreven door de beide andere auteurs (wel CL-vorming na castra

tie op dag 3). 

Het is echter moeilijk een betrouwbare uitspraak te doen omtrent 

de betekenis van deze verschillen. Daar is bijv. het feit dat Yazaki 

geen proefdieren van ingeteelde stammen gebruikte, waardoor afstotings

reacties van subcutane ovariumtrans·plantaten tot de mogelijke oorzaken 
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van zijn relatief povere resultat:en gereKend J<::unnen worden. Harris 

daarentegen gebruikte weliswaar oak ratte::: van niet-ingeteelde stammen~ 

~aar pla2tste de transplantate~ ~ntra-oculair: het oog is voor derge-

li.jke ·cransplantat:ie-experimenten een bevoorrechte plaats door he1: 

relatief ontbreken van afstotingsreacties (?s.rkes & Deanesley~ 1966). 

Tcibet " ; Retatie tussen. de dag van castratie (dag V2"l- geboorte ::. dag .,, ) 
en CL-vo1'T((I:.ng in later i.nqeb:rachte ova:riv.mt:rar•spZ.antaten 
b·i.j man:aetijke mtten (Utteratuu:t'qeqevensJ -

dag V&."'l :.'azaki Harris Gorski 
castr-atie i, l96D) ( " 1 904-}b (1966) 

* ·f 2C 32 35 

' " ; "1::: 

3 9 / 30 ~ E. j s 
io '+7 

c:. l ~' 

3 I 0 I 50 ;;;) 

I: 

rc, - 10 -1 D '3 

"' aantal dieren. met CL I aantcl onderzochte diere;n 

Ui t deze resultaten kan worden geconcludeerd ,_ dat T.rermannelijking 

van de aanleg van het ovulatiemechanisme in mar,ne2.ijke ratten plaats

vindL onder invloed van de secretie van testishormonen gedurende de 

eerste drie dagen, De eerder besproken gegevens van ?:esko et al. ( 1968) 

wezen uit, dat de secretorische ac·civiteit van de tes-ces op de eerste 

levensdag verreweg het hoogst vJas. Het ligt dan oak vcor de hand te 

veronderstellen~ da-c de vermannelijklng zich grotendeels reeds op de 

eerste levensdag voltrek·c. Aldus bezien is de door Harris {1963~ 

1964 a,b) geopperde veronderstelling~ dat blootsLelling van Qe aanleg 

van het ovulatiemechanisme aan de Herking van ~estishormonen gedurende 
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24 uur voldoende is om deze te 1vermannelijken', een gerechtvaardigde 

benadering. 

2. Onderzoek naar de werkingsduur van exogeen geinjecteerd testo
steron, nodig om vermannelijking van de aanleg van het ovula
tiernechanisrne te bewerkstelligen. 

Alhoewel het moeilijk is om een goede uitspraak te doen omtrent 

de werkingsduur van een eenmalige injectie van TP, zijn er aanwijzingen 

dat de werkingsduur van een eenmalige injectie van 1.5 mg tot 15 dagen 

kan zijn (Jacobsohn & Norgren, 1965). Het lijkt daarom niet zinvol bij 

het onderzoek naar de minimaal benodigde werkingsduur experimenten te 

betrekken waarin een hoeveelheid van 1.25 mg TP werd ingespoten (tal

laze studies sinds Barraclough, 1961). 

Arai & Gorski (1968 b) beschreven, dat vermannelijklng verkregen 

kon worden door een eenmalige injectie van 30 ~g TP op de vijfde 

levensdag. Bij gelijktijdige toediening van een anestetische dosis 

barbituraat werd dit effect van 30 ~g TP verhinderd. Uit het feit, 

dat het effect van TP weer we1 kon worden waargenomen, indien de 

dosis barbituraat 12 uur na TP werd gegeven, concludeerden zij, dat 

de minimaal benodigde werkingsduur van TP- ongeveer 12 uur moest zijn. 

In latere experimenten bleek verhinderen van het effect van 

30 ~g TP op het ovulatiemechanisme met barbituraat niet op dezelfde, 

eenvoudige wijze herhaalbaar (Sutherland & Gorski, 1972). De 

conclusie uit het bovengenoemde experiment kan dan ook slechts met 

reserve gehanteerd worden. 

De minimaal benodigde werkingsduur werd nog op andere wijze be

studeerd. Het-bleek dat cyproteron-acetaat -een stof die de werking 

van testosteron in diverse eindorganen verhindert (Neumann et al., 

1970a)- in staat was de vermannelijkende werking van een eenmalige 

injectie van 30 J..lg TP te verhinderen, mits deze stof binnen 6 uur na 

TP werd toegediend (Arai & Gorski, 1968 a). De auteurs concludeerden 

opnieuw, dat de minimaal benodigde werkingsduur van neonataal testo

steron slechts enkele uren bedroeg. 

Deze laatste conclusie werd aangevochten door Alklint & Norgren 

(1971). Deze auteurs namen waar~ dat twee, gelijktijdig toegediende 

injecties van 1.5 mg onveresterd testosteron op de vijfde levensdag 

slechts bij een gedeelte van de dieren vermannelijking van de aanleg 
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van het ovulatiernechanisme tot gevolg had. Dit stemde overeen met eer

dere waarnemingen dienaangaande van Kincl et al. (1965). Alhoewel gege

vens aangaande de werkingsduur van een dergelijke hoeveelheid testo

steron ontbreken, leek het de auteurs onwaarschijnlijk dat deze slechts 

enkele uren bedroeg. 

De conclusie uit bovengenoernde twee benaderingen lijkt te zijn, 

dat de minimale werkingsduur van neonatale testishorrnonen tenminste 6 

en vermoedelijk niet meer dan 24 uur bedraagt. 

Het substraat~ waar de vermanneLijkende werking van testishormonen op 

de aanZeg van het ovulatiemechanisme wordt geeffectueerd. 

Denkend in termen van de door Moore & Price (1932) voorgestelde 

interrelatie tussen hypofyse en ovarium ter verklaring van adekwate 

regulatie van ovariumactiViteit, lag het voor Pfeiffer (1936) voor de 

hand te veronderstellen, dat de hypofyse het substraat vormde, waar 

neonatale testishormonen de vermannelijking van de aanleg van het 

ovulatiemechanisme effectueerden. Naar zijn mening bestond de vermanne

lijking hierin dat de hypofyse niet meer in Staat was €€n van twee 

door Fevold et al. (1933) onderscheiden gonadotrope hormonen, te 

weten 'luteinizer', in de bloedbaan af te geven. 

Deze mening bleef gehandha~fd totdat het onder invloed van aller

lei werk bleek (Harris, 1948), dat de hypofyse in zijn functioneren 

in hoge mate afhankelijk was van het CZS: het CZS kon geacht worden 

om, via het portaalvatensysteem tussen de eminentia mediana en hypofyse

voorkwab, het functioneren van deze laatste in belangrijke mate te 

beheersen. 

Dat inderdaad niet de hypofyse zelf, maar veeleer de besturing 

van de hyp~fyse door het CZS het substraat van de vermannelijkende wer

king van neonatale testishormonen vormde, werd vervolgens aangetoond 

door middel van hypofyseverwisseling (Harris & Jacobsohn, 1952; Segal & 

Johnson, 1959). Het bleek, dat cyclische ovariumactiviteit in vrouwe

lijke ratten na hypofysectomie opnieuw kon optreden, als op de plaats 

van de oorspronkelijke hypofyse de hypofyse van een mannelijke rat, 

resp. neonataal met TP behandelde vrouwelijke rat, werd gezet. 

Uit latere experimenteD bleek, dat stimulatie van het CZS, die 

in normale vrouwelijke ratten onder adekwate experimentele omstandig-
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POA VMH 

Schematisehe weergave van dendrieten in de area pre

optica (POA) en nucleus ventromedialis (VHH) van man

nelijke en vrouwetijke ratten 

uit: Raisman & FieLd~ 1972) 

Op de dendrieten zijn uitsteeksels aanwezig (zwarte bolletjes). 
Synaptische contacten met axon-eindigingen van amygdaloide 
(zwarte driehoekjes) en niet-amygdaloide (witte driehoekjes} 
oorsprong zijn aanwezig op de schachten en op de uitsteeksels 
van de dendrieten. 
Opvallend is: 

1. Het aantal uitsteeksels per dendriet is grater in VMH dan in 
POA; dit gaat voor zowel mannelijke als .vrouwelijke d~ren op. 

2. !n_P~A_h~b~e~~£u~e~iik~~i~r~n_o~g~v~e£ !w~e~a~l_z£v~e! 
~~d£i~t~i!s!e~k~e!s_a!s_m~n~e!ilk~~i~r~n. 

3. Bij mannelijke zowel als vrouwelijke dieren is een aanzienlijk 
deel van de axon-eindigingen, die synaptisch contact maken op 
dendrietuitsteeksels, van amygdaloide oorsprong. 

4. In VMH komen weinig synaptische contacten van amygdaloide 
oorsprong voor op dendrietschachten; in POA komt ongeveer de 
helft van deze contac~en tot stand op de dendrietschachten. 
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heden tot ovulatie aanleiding kon geven, eenzelfde effect teweeg kon 

brengen in TP-~~· Deze laatste dieren dienden dan echter tevoren met 

progesteron te worden ingespoten; deze injectie werd noodzakelijk geacht 

om de aanwezigheid van een voor ovulatie voldoende hoeveelheid ganado

tropine in de hypofyse tot stand te brengen (Barraclough, 1961). 

Deze experimenteD wezen uit, dat de voor ovulatie benodigde 

overdracht van informatie uit het CZS naar de hypofyse in TP-~~ door 

kunstmatige stirnulatie wel tot stand kon worden gebracht, maar onder 
1natuurlijke 1 omstandigheden nooit voorkwam. 

Uit verder onderzoek werd geconcludeerd, dat de oorzaak van dit 

onder natuurlijke omstandigheden achterwege blijven van ovulatie in 

TP-~~ gelegen was in effecten van neonataal TP op neuronen in de 

zgn. area preoptioa in het CZS (Barraclough, 1966, 1967; Gorski, 1966). 

Een belangrijke basis voor deze veronderstelling was gelegen in het 

feit, dat neonataal toegediend TP vooral een verhogend effect had 

op de drempelwaarde van inductie van ovulatie door kunstmatige 

stirnulatie van de area preoptica; drernpelwaarden verder in de rich

ting van de·hypofysesteel (i.e. in de mediobasale hypothalamus) leken 

onder invloed van neonataal TP nauwelijks veranderd. 

In latere onderzoekingen echter, waarin naast elektrische ook 

zgn. 'elektro-chemische' stimulatie (Everett & Radford, 1961) werd 

toegepast, bleek deze selectieve drempelwaarde-verhogende werking van 

neonataal geinjecteerd TP niet herhaalbaar (Quinn, 1966: inductie van 

ovulatie in ovariumtransplantaten. in op volwassen leeftijd gecastreerde 

rnannelijke ratten door elektrochernische stimulatie van de area pre

optica; Terasawa et al., 1969 en Everett et al., 1970: bij TP-~~). Er 

werd dan ook verondersteld (Moll & Zeilrnaker, 1966; Quinn, 1966; 

Everett, 1969), dat niet zozeer intrinsieke eigenschappen van de 

area preoptica onder invloed van neonatale testishorrnonen werden 

veranderd, maar dat veeleer de afferente structuren van de 

area preoptica het substraat van de werking van neonatale testis

hormonen vormden. 

Dat wellicht de afferente structuren van de area preoptica ge

slachtsverschillend georganiseerd waren, heeft onlangs een morfologische 

ondersteuning gekregen. ElektronenmicrosCopisch onderzoek wees uit 

dat axoneindigingen in de area preoptica bij mannelijke dieren op ande

re wijze contact rnaakten met dendrieten van neuronen van de area 

preoptica dan bij vrouwelijke dieren (fig. 2: Raisrnan & Field, 1971; 
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1972). Een dergelijk verschil deed zich niet voor in de nucleus ventra

medialis. Een publikatie is in voorbereiding, waarin wordt aangetoond, 

dat TP-oo een area preoptica vertonen als mannelijke dieren en NC-dd 
++ 

een als vrouwelijke dieren (Raisman, pers. meded.). 

Er zijn nog meer experimentele gegevens, die het idee ondersteunen, 

dat de afferente structuren naar de area preoptica geslachtsverschillende 

eigenschappen hebben, Arai {1971) beschreef, dat elektrochemische sti

mulatie van de mediale amygdala bij vrouwelijke ratten gevolgd kon wor

den door ovulatie. Dezelfde stimulus bleek echter niet effectief in 

TP-~~ of AC-dd . De amygdala staan via de striae terminates in nauw 

contact met o.a. de area preoptica (Cowan et al., 1965; Heimer & Nauta, 

1969). In andere experimenten was aannemelijk gemaakt, dat bet ovulatie

inducerend effect van stimulatie van de amygdala via de striae termi

nates tot stand kwam (Velasco & Taleisnik, 1969). 

Het lijkt ecbter niet waarscbijnlijk, dat de vermannelijken-

de werking van neonatale testisbormonen op de aanleg van bet ovulatie

mecbanisme uitsluitend bestaat uit een werking op de afferente structuren· 

van de area preoptica. De area preoptica zelf irnmers, in samenhang met 

de hypothalamus maar gescheiden van de rostraal en dorsaal binnen

komende afferentie, is nog in staat om de afgifte van een ovulatoire 

hoeveelheid gonadotropine uit de hypofyse tot stand te brengen 

(KOves & Halasz, 1970;Kaasjager, 1970). Het lijkt onwaarschijnlijk, 

dat dezelfde ingreep in bet CZS van TP-~~ -welke dieren nooit spontaan 

ovuleren- gevolgd zou worden door spontane ovulaties. Het ligt dan oak 

voor de hand te veronderstellen, dat oak binnen een aldus gemaakt 

'preoptisch-hypothalamisch eiland' geslachtsverschillen, die verband 

houden met de-inductie van ovulatie,aanwezig zijn. De 

conclusie dringt zich dan ook op,dat bet preoptisch-hypothalamiscbe 

complex, en in bet bijzonder bet preoptische deel daarvan (Halasz & 

Pupp, 1965; K6ves & Halasz, 1970; Barraclough, 1966, 1967; Gorski, 

1966; Kaasjager, 1970) eveneens substraat van de werking van neo

natale testishormonen op het ovulatiemechanisme vormt. 

Beschrijving van het gesZachtsverschil met betrekking tot het optreden 

van ovulatie in eenvoudiger meetbare grootheden zoals produktie en/of 

secretie van gonadotropine na behandeling met geslachtshormonen. 
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Aan de in voorgaande experimenteD gehanteerde methoden kleeft een 

aantal bezwaren: 

1. Bij gebruik van ovulatie en/of CL-vorming in ovaria of ovariurntrans-

plantaten als criterium voor een 1rnannelijk 1 of 1 vrouwelijk' type 

ovulatiemechanisme, kunnen effecten van neonatale ingrepen pas op veel 

latere leeftijd bestudeerd worden. Aangetoond is, dat effecten van 

neonataal toegediend TP reeds in de prepuberale periode waarneembaar 

zijn (Uilenbroek & Van der Werff ten Bosch, 1972). 

2. Ovulatie en/of CL-vorming is geen eenduidig criterium voor 

het vaststellen van een 'vrouwelijk' of 'mannelijk' type van de 

eindfase van de ontwikkeling van bet ovulatiemechanisme: resultaten 

van onderzoek van dit criterium bij vrouwelijke ratten op verschillende 

postpuberale leeftijden konden uiteenlopen (Swanson & Van der Werff 

ten Bosch, 1964a). 

3. Het interpretatiekader van waarneffiingen aan ovulatie is gering 

en zal met name niet tot buiten de ovariumfysiologie reiken. Het 

is derhalve niet goed mogelijk de implicaties van wijzigingen in de 

neonatale fase in de ontwikkeling van de aanleg van het ovulatiemecha

nisme te begrijpen in het milieu waarin de 'vermannelijking' onder 

normale omstandigheden plaatsvindt, i.e. in mannelijke dieren. Eenvou

dige transplantatie-experimenten, als met ovaria mogelijk zijn, zijn 

bij de huidige stand van techniek met testes niet mogelijk (Lee et al., 

1971; Gittes et al., 1972; Altwein et al., 1972). 

Aan een aantal van deze bezwaren kan mogelijkerwijs tegemoet ge

treden worden, indien de effecten van neonatale ingrepen in de ont

wikkeling van het ovulatiemechanisme uitgedrukt kunnen worden in groot

hederi,waarvan de betekenis voor andere situaties van regulatie van 

gonade-activiteit wellicht eenvoudiger begrijpbaar is. Met name is 

getracht effecten van injectie van geslachtshormonen op secretie van 

gonadotropine in gegonadectomeerde mannelijke en vrouwelijke dieren te 

analyseren. 

Deze benadering werd geintroduceerd door Taleisnik en diens mede

werkers. Zij beschreven (Caligaris et al., 1966; Taleisnik et al., 1969), 

dat in geovariectomeerde vrouwelijke ratten na progesteron-injectie 

verhoogde secretie van gonadotropine kon worden waargenomen, als de 

dieren 3 dagen tevoren met oestradiol-benzoaat of TP waren ingespoten. 

De verhoogde secretie van gonadotropine werd verkregen in de vroege 
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namiddag, ongeacht het tijdstip, waarop de injectie van progesteron had 

plaa~sgevondeu. De verhoogde afgifte van gonadotrapine vertoonde op deze 

wijze wat betreft patroon en tijdstip een nauwe overeenkomst met de 

mede onder invloed van geslachtshormonen optredende ovulatoire afgifte 

van gonadotropine op pro-oestrus. 

Er werd geen verhoogde afgifte van gonadotropine waargenomen bij 

AC-8~ na voorbehandEling met oestradiolbenzoaat en progesteron, Het leek 

er aldus op, dat de verhoogde secretie van gonadotropine in verband 

stand met de aanwezigheid van een 'vrouwelijk' type ovulatiemechanisrne. 

NC-06 echter vertoondeneveneens geen verhoogde afgifte van ganado

tropine; uit eerder genoemde experimenten was daarentegen duidelijk 

gewo~1en, dat dergelijke dieren w€1 een 'vrouwelijk' type ovulatie

mechanisme bezaten. In latere experimenten van dezelfde auteurs 

(Taleisnik et al., 1971) werd echter beschreven, dat bij herhaling 

van bovengenoemde experimenten, en met gebruikmaking van gevoeliger 

meetmethoden voor gonadotropine, NC-aa w€1 verhoogde secretie van 

gonadotropine vertoonden, zij het in mindere mate dan vrouwelijke 

dieren. 

Eenzelfde benadering werd toegepast door Neill (1972) op de 

secretie van prolactine. De auteur beschrcef 'prolactin-surges' in 

geovariectomeerde vrouwelijke ratten na behandeling met oestradiol

benzoaat.Deze 'surges' konden niet verkregen worden op gelijke wijze 

bij AC-60 of TP-~~ ; daarentegen traden w€1 'surges' op bij 50% 

van de onderzochte NC-00 . 

De experimenteD tonen aan, dat het mogelijk is om geslachts

verschillen te bepalen in secretie van gonadotropine na voorbehandeling 

met geslachtshormonen. De bovengenoemde resultaten kunnen in nauw ver

band gebracht worden met aan- of afwezigheid van spontane ovulatie in 

ovariumweefsel. De eenduidigh~id van de verkregen gegevens laat echter 

nog te wensen over. 
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HOOFDSTUK 2 MOTIVERING VAN HET EIGEN ONDERZOEK 

Uit het voorgaande mage duidelijk zijn, dat reeds veel on

derzoekers de geslachtsdifferentiatie van het ovulatiemechanisme 

hebben bestudeerdoHet totale resultaat van hun inspanningen is 

een grate hoeveelheid informatie aangaande dit differentiatie

proces, zonder dat dit echter in de kern - in het CZS - wordt ge

troffen. Wellicht het enige werk, dat de kern rechtstreeks bena

dert, is het eerder genoemde werk van Raisman & Field '( 19.71, 197 2) o 

De volgende uitspraak van Brown-Grant in een recent artikel geeft 

de relativiteit van het tot nog toe bereikte inzicht kernachtig 

weer: ~ .• In what way, other than by the purely operational defini

tion that, if we transplant an ovary, cyclic ovulation ensues can 

we distinguish between the brains of a female rat or a male rat 

castrated at birth and those of an intact male or a female treated 

with androgenic hormone during the neonatal period? This question 

should serve to restore a sense of proportion about what has been 

accomplished so far by any of us 1 (Brown-Grant, 1971) ~ 

Nauwkeurige bestudering van de beschikbare litteratuur wijst 

zelfs ui t, dat de bovengenoernde 1 cyclic ovulation of •.•• a male 

rat castrated at birth' slechts oppervlakkig is vastgesteld, nl. 

over het algemeen aan de hand van de aanwezigheid van CL in ovarium

transplantaten bij autopsie (Adams Smith & Peng, 1967; Gorski, 1966 

e. a.), met daarbij soms gegevens van uitstrijken of morfologie 

van vagina-epitheel (Yazaki, 1960; Harris, 1964; Kawashima, 1964; 

Flerko et al., 1967; Neumann et al., 1970a) .In geen dezer publikaties 

wordt regelmatige 4 en/of 5-daags cyclische ovariumactiviteit - ze

als algemeen bij vrouwelijke ratten voorkomt- bij NC- r3r3 met ovarium

transplantaten beschreven. 

Het is in de laatste jaren duidelijk geworden, dat onderhouden 

van cyclische ovulatie van de functie van meer factoren in het CZS af

hankelijk is dan het optreden van ovulatie alleen: na doorsnijding 

van de rostrale en dorsale afferentie V&l het preoptisch-hypothala

mische complex wordt geen regelmatige cycliciteit rneer waargenomen, 

terwijl daarentegen ovulatie nog wel op kan treden ( KOves & Halasz, 

1970; Kaasjager, 1970; Butler & Donovan, 1971; Wildschut, 1972). 
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Het lijkt de moeite waard te onderzoeken~ of het door Pfeiffer 

(1936) opgestelde concept van de geslachtsdifferentiatie slechts 

geldt ten aanzien van het optreden van ovulatie alleen, dan wel of 

het concept toegepast kan worden op het gehele regulatiemechanisme 

van regelrnatige, cyclische ovariurnac~iviteit. 

Daartoe zal in HOOFDSTUK 4 worden onderzocht, of ovariumtransplan

taten in NC-~~ regelrnatige 4/5-daags cyclische veranderingen onder

gaan; daarbij zal oak worden nagegaan, of de afgifte van de voor 

ovulatie benodigde hoeveelheid gonadotropine ornstreeks hetzelfde tijd

stip op de dag van pro-oestrus geschiedt als bij normale vrouwelijke 

ratten (Everett, Sawyer & Markee~ 1949). 

Aangezien waarnemingen aan getransplanteerd vaginaweefsel een 

belangrijke informatiebron bij de experimenteD vorrnen, zal allereerst 

de validiteit van dergelijke gegevens worden onderzocht~ Daartoe 

zal de morfologie van getransplanteerd vagina-weefsel in cyclische 

vrouwelijke ratten en AC-Sd' met een ovariumtransplantaat worden be

studeerd (HOOFDSTUK 3). 

De in de algemene inleiding genoemde experimenten van Zeilmaker 

(1962; 1963; 1964) maakten aannemelijk, dat de neonatale levensfase 

van ratten oak een fase van irreversibele differentiatie was in de 

ontwikkeling van regulatiemechanismen van luteale activiteit. Uit 

diverse experimenten is bekend, dat bet ovulatiemechanisme enerzijds, 

en regulatiemechanismen van luteale activi tei t anderzij ds, in nauwe 

relatie tot elkaar staan, alhoewel ze op hypothalamisch niveau oak 

gescheiden kunnen worden ( Zeilmaker, 1965; Everett & Quinn, 1966; 

Arai, 1969; Carrer> & Taleisnik, 1970 ). 

In HOOFDSTUK 5 en 6 zal worden nagegaan, of het op ·gr>ond van de 

experimenten van Zeilmaker opgestelde concept van de geslachtsdiffe

rentiatie van r>egulatie van luteale activiteit gevalideerd kan worden. 

Tevens zal worden onderzocht, hoe de mogelijke r>elatie is tussen de 

geslachtsdifferentiatie van het ovulatiemechanisme en die van regu

latiemechanismen van lute ale acti vitei t~ 

Daartoe zullen kenmerken van regulatie van luteale activiteit bij 

NC-O'S , AC- a a en TP-~~ met elkaar vergeleken worden. 

Tens lotte zal in HOOFDSTUK 7 een aspect van de ui tkomsten van 

hoofdstuk 3 nader worden uitgewerkt, nl. dat cyclische ovulatie in 

NC-0'0' reeds kart na ovariumimplantatie ophoudt. Dit versChijn-

sel was eerder beschreven door Yazaki (1960) en Harris {1964). 
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Er zal worden nagegaan, welke factoren op het ophouden van cyclische 

ovariumactiviteit een belangrijke invloed hebben. 

Daartoe zal cyclische ovariumactiviteit in Nc-aa onderzocht worden 

onder diverse experirnentele omstandigheden. 
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GETRANSPLANTEERD VAGINAWEEFSEL ALS INDICATOR 

VAN OVARIUMACTIVITEIT 

:tNLEIDING 

Gedur<onde de eerste de~ennia van cl.eze eeuw werd ontdekt dat de 

oestrus-cyclus van dieren a.ls cc..via ( Stod,ard & P.J.panicolacu, 1917), 

mui.s (Allen, 1922) en rat (Long & Evans, 1922) op eenvoudige wijze. 

kon Harden gevolgrl aan de hand va.c het m i.cJ:>oscopisch aspect van 

ui tstrij ken van de 'Tagina. De samenstell Lng van de ;>opulatie van eel

len, die door het uitstrijke:r_ van het epitheliale oppervlak van de 

vagina werd ven>1ij derd, veranderde gedurende de cyclus op karakteri.s

tieke wij z,:. 

Het bleek, dat rr,et name de oestrus-cycJ u:; var. d~:: rat van korte 

duur was en een strakke regelmaat vertoonde ( Long & Evans, 1922). 

Het werd aldus mogelijk om op basis van vagina-uitstrijken betrouw

bare uitspraken te doen omtrent de toestand en de te verwachten ont

wikkelingen in activiteit van het ovarium; derhalve kon het effect 

van allerlei experimentele ingrepen op verwachte ontwikkelingen nauw

keurig worden vastgesteld. Het is wellicht voornamelijk op basis van 

deze simpele techniek dat een groat aantal onderzoekers een gedetail

leerd inzicht in de regulatiemechanismen van de oestrus-cyclus van 

de rat heeft weten op te bouwen; de 1 timing 1 van diverse factoren 

voorafgaande aan de ovulatie is hiervan een fraai voorbeeld (Everett 

& Sawyer, 1949; Everett, 1961). Oak nu nog is het maken van dagelijk

se vagina-uitstrijken een zeer belangrijke techniek bij het ovarium

fysiologisch onderzoek. 

De cytologie van vagina-uitstrijken ondergaat een aantal abrupte 

veranderingen gedurende de cyclus. Op basis van verschillell in micros

copisch aspect van vagina-uitstrijken maakten Long & Evans (1922) on

derscheid tussen 5 cyclusstadia, die in duur varieerden van 6 tot 57 

uur. Het is echter een algemeen gebruikelijke laboratorium-routine 

geworden om cyclus-dagen in plaats van -stadia te onderscheiden. 

Door de hoge mate van voorspelbaarheid (80% en meer: Schuiling, 1972; 

persoonlijke waarneming) van komende ontwikkelingen is het dagelijks 
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op ongeveer hetzelfde tijdstip maken van uitstrijken voldoende om de 

cyclus nauwkeurig te vervolgen. Er bestaan tu~sen de laboratoria ge

ringe verschillen omtrent de benoeming van de aldus verkregen cyclus

dagen. Wij zullen ons houden aan de in tabel 2 weergegeven terminolo

gie. 
De veranderingen in de cytologie van dagelij kse vagina-ui tstrij

ken gedurende de 5-daagse cyclus worden waarschijnlijk vooral be

paald door veranderingen in bloedspiegels van oestrogene ovarium

hormonen. De aanwezigheid van deze hormonen manifesteert zich in pro

liferatie en cornificatie van het vagina-epitheel en bet verschijnen 

van voornamelijk kernhoudende epitheelcellen op de pro-oestrusdag 

en verhoornde cellen op de oestrusdag. Afwezigheid van oestrogene 

horrnonen is wellicht de belangrijkste oorzaak van de epitheelafbraak 

en de aanwezigheid van leukocyten gedurende de dioestrusdagen 

(Barker & Walker, 1966). Er worden slechts geringe hoeveelheden pro

gesteron geproduceerd door niet-functionele CL gedurende de korte 

cyclus (Uchida et al., 1969); als progesteron in grote hoeveelheden 

en gedurende langere tijd wordt geproduceerd, dan worden vagina

epitheel en -uitstrijk muceus (Barker & Walker, 1966) 

Alhoewel de relatie tussen de cytologie van het vagina-epitheel 

en ovariumactiviteit onder normale omstandigheden vrijwel altijd 

het door Long & Evans (1922) beschreven beeld vertoont, kunnen on

der experimentele omstandigheden veranderingen in deze relatie op

treden. 

In diverse publikaties werd vermeld, dat ovulatie en CL-vorming 

niet gepaard gingen met het verschijnen van leukocyten in het va

gina-epitheel of in uitstrijken (Yazaki, 1959, en Zeilmaker, 1962: 

geen leukocytenpenetratie in getransplanteerd vaginaweefsel na in

ductie van CL-vorming in ovariumtransplantaten in Ac-aa ; Barraclough 

& Fajer, 1968: geen leukocytaire uitstrijken na inductie van ovulatie 

en CL-vorming in TP-~~; Ladosky et al.,1969: constante vaginale verhoor

ning bij cyclische ovariumactiviteit in neonataal geovariectomeerde 

vrouwelijke ratten met ovariumtransplantaten). In andere experi-

menten werd waargenomen, dat leukocytaire uitstrijken niet altijd 

samengingen met het optreden van ovulati'e en/of vorming van CL 

(Pfeiffer, 1934:cyclische vaginale veranderingen zonder cyclische 

CL-vorming na implantatie van ovaria van neonatale ratten in ge

ovariEktomeerde volwassen vrouwelijke ratten; Everett, (1939), 



Tabel 2 : Enkele veelvuldig gehanteerode beg:r>ippen aangaande de ovariumoyclus van de roat 

Dag van de cyclus 

J nununer j benaming 

0 oestrus 

dioestrus-1 

I 

2 /dioestrus-2 / 

I I 
I 

3 
' i 
/dioestrus-3 

4 pro-oestrus 

karakteristiek 
kenrnerk in het 

ovariurn 

postovulatoire, 
hemorrhagische 

follikels; 
oOcyten in de tuba 

basofiele CL, 
meestal met 
centrale holte 

grate basofiele 
tot eosinofiele CL 

begin van luteolyse : 
in eosinofiele CL 

.vettige degeneratie \ 
van irate, eosine- i 

fiele CL ) 

karakteristiek 
in situ 

( uitstrijk) 

gecornificeerde 
cellen 

zeer veel intacte 
leukocyten en 
blazige, kernhou
dende epitheel-

cellen 

vervloeide leuko
cyten.; wisselende 
hoeveelheid epi-

thee lcellen 

kenmerk van vagina-epi theel ;p 

transplantaat ttransplantaat 
(uitstrijk) (rnorfologie) 

gecornificeerde gecorn~f~ceerde 

cellen I cellen 

. lk zeer veel ~ntacte i ernhoudende, 
leukocyten en i dikwij ls blazige 

I
. blazige, kernhou- ;epitheelcellen 

dende epitheel- ) 
1 

cellen I 
zeer veel intacte, kernhoudende, 
maar oak ver- idikwijls blazige 
vloeide leuko·' s; I epi theelcellen 

cellen 

i blazige, kernhou- i 
I dende epitheel- I 

vervloeide leuko 1s, kernhoudende .gecornificeerde 
weinig epitheel- epitheelcellen icellen op proli-
cellen; soms mucus !fererend epitheel 

kernhoudende 
epi theelcellen 

gecornificeerde 
cellen 

gecornificeerde 
cellen op sterk 
ontwikkeld epi theel 

9 
microscopische morfologie van het epitheliale oppervlak van onder het 
nierkapsel getransplanteerd vaginaweefsel 

~ 

"' 
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Bradbury ( 1941), en Mandl, (1961): leukocytaire uitstrijken in ano

vulatoire ratten; Stern et alQ~ 1965: leukocytaire uitstrijken na far-

rnacologische behandeling van TP-~~ ; Malven & Francis, 1959: een 

tweede vaginale cyclus na eenmalige inductie van ovulatie in TP-~Q 

Brown-Grant & Raisman, 1972: leukocytaire uitstrijken na allerlei 

operatieve ingrepen). Bij muizen tenslotte werd beschreven, dat 

neonatale behandeling met oestrogene hormonen het vagina-epitheel 

ongevoelig maakte voor veranderingen in bloedspiegels van geslachts

horrnonen (Takasugi, 1954; Gardner, 1959; Takasugi et al., 1962). 

Veranderingen in het epitheel en in uitstrijken van getransplan

teerd vagina-weefsel zijn door diverse auteurs gebruikt als indicator 

van ovariumactiviteit in mannelijke dieren (Yazaki, 1959 en 1960; 

Zeilmaker, 1963; Harris, 1964; Kawashima, 1964; Flerko et aL, 1967)o 

In experimenten met AC-aa met ovariumtransplantaten (Yazaki, 1959; 

Zeilmaker, 1963) bleek het getransplanteerde vagina-epitheel voortdu

rend gecor.nificeerdo Dit stemde overeen met de waarnemingen, dat in 

ovariumtransplantaten in dergelijke dieren voortdurend slechts folli

kelrijping en nooit ovulatie of CL-vorrning optrad (Goodman, 1934). 

In experimenten met NC-66 met ovariumtransplantaten vertoonde het e

pitheel van vaginatransplantaten naast perioden met cornificatie ook 

perioden met leuk6cyten-penetratie (Yazaki, 1960; Harris, 1964; Kawa

shima, 1964; Flerko et al~, 1967).Cycli van vergelijkbare regelmaat 

als bij ~~ werden echter niet waargenomen. 

In experimenten met mannelijke ratten met in situ vaginaweefsel als 

gevolg van prenatale en neonatale behandeling met het anti-androgeen cy

proteron,werden na castratie en ovariumimplantatie weliswaar cyclische 

vaginale veranderingen waargenomen, maar regelmatige cyclici~ 

teit trad ook hier niet op (Neumann et al., 1970a ). 

Het is bij bovengenoemde experimenten moeilijk ui t .te maken of 

het ontbreken van regelmatige vaginale cycliciteit duidt op ontbre

ken van regelmatige cycliciteit in de ovarium-implantaten bij deze die

ren, of dat getransplanteerd vagina-weefsel geen goede indicator is 

voor normale cyclische ovariumactiviteit~ Eerder genoemde experimen

ten wezen uit, dat de relatie tussen vagina-epitheel en ovariumacti-

vi tei t onder experimentele omstandigheden af kan wijken van die onder 

normale ornstandighedeno Aangezien in de loop van de in latere hoofd

stukken te beschrijven experimenten dagelijkse uitstrijken van getrans

planteerd vagina-weefsel een zeer belangrijke rol gaan vervullen, lijkt 

het gewenst allereerst de morfologie en uitstrijken van getransplan-
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teerd vaginaweefsel te bestuderen in relatie tot normale ovarium

activiteit. 

MATERIAAL EN METHODEN 

Transplantatie van vaginaweefsel onder de abdominale huid 

De hele of halve, nag gesloten vagina van een prepuberale, vrou

welijke rat werd onder de abdominale huid van de recipient gebracht. 

Na 10-20 dagen werd de huid hoven en de wand van het inmiddels 'aan

geslagen' en onder invloed van ovariumhormonen snel uitgroeiende 

vaginatransplantaat geincideerd. De randen van de incisie in het trans

plantaat werden zodanig aan de randen van de huidincisie vastgehecht, 

dat een 'vagina-opening' ontstond. Het was mogelijk om hiervan gedu

rende lange tijd -tot meer dan 1 jaar- dagelijkse uitstrijken te rna

ken. 

Een soortgelijke techniek werd het eerst beschreven door Martins 

(1932) en is later door een aantal auteurs toegepast bij muizen 

(Gardner & Argyris, 1956; Gibbs & Browning, 1960) en ratten (Yazaki, 

1959 en 1960; Harris, 1964). 

Transplantatie van vaginaweefsel onder het nierkapsel 

ter 

Een klein stukje vaginawand van een prepuberale vrouwelijke rat, 
2 grootte van ongeveer 1 mm , werd onder het nierkapse·l gebracht. De 

cellagen, die onder invloed van ovariumhormonen in het epitheliale 

oppervlak gevormd en vervolgens afgestoten worden, blijven onder het 

nierkapsel aanwezig; zij worden op het stukje vagina-epitheel opgestapeld 

in dezelfde volgorde, als die waarin ze werden afgestoten. 

Doorsneden van dergelijke opstapelingen van epitheelcellen konden 

een nauwkeurig beeld geven van de hormonale invloeden, waaraan het 

vagina-epitheel gedurende de periode van implantatie blootgesteld 

was geweest. 

Deze techniek werd eerder toegepast door o.a. Zeilmaker (1962), 

Kawashima (1964) en Flerko et al. (1967). 

Vaginatransplantaten werden bestudeerd in 5-daags cyclische 
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vrouwelijke ratten en AC-33 ~ Bij de laatstgenoemde dieren werd ovu

latie en CL-vorming geinduceerd door ECS-POAc (Zie Materiaal en Metho

den: Hoofdstuk 4)c 

RESULTATEN 

exp. 7 Dage~ijkse uitstrijken van vaginatransp!antaten onder de 

ahdominaZe huid 

Bij 7 cyclische VY'OU/;.Jelijke ratten werden 5-daags cyclische ver

anderingen waargenomen in uitstrijken van onder de abdominale huid 

getransplanteerd vaginaweefsel. De cytologie van het transplantaat 

vertoonde een enigzins anders cycluspatroon dan die van de in situ va

gina van dezelfde dieren. Op de derde dioestrusdag waren uitstrijken 

van de in situ vagina over bet algemeen leukocytair of muceus; de 

uitstrijken van het vaginatransplantaat vertoonden over het algemeen 

slechts kernhoudende epitheelcellen. Op de pro-oestrusdag bevatten 

uitstrijken van de in situ vagina over het algemeen slechts kernhou

dende epitheelcellen, uitstrijken van het vaginatransplantaat slechts 

gecornificeerde cellen. Een en ander is weergegeven in tabel 2~ 

Bij AC-30 met een ovariumtransplantaat werd ononderbroken corni

ficatie waargenomen, zoals op grand van de ovariummorfologie verwacht 

mocht worden (Goodman, 1934) en zoals oak eerder werd beschreven (Ya-

zaki lgsg)~ Vanaf de tweede dag na ECS-POA waren uitstrijken ge-

durende 2-5 dagen leukocytair; daarna trad opnieuw ononderbroken corni

ficatie op. Onderzoek van ovariumtransplantaten in deze dieren wees 

uit dat ECS-POA niet in alle gevallen gevolgd was door CL-vorming. 

exp. 2 Microseopisch onderzoek van onder het nierkapseZ getransphm

teerd vagina-epitheel 

Bij cyclische VY'OUl.JJelijke ratten vertoonden doorsneden door de 

van het vagina-epi theel afgestoten cellagen opeenvolgingen van brede 

-meer dan 10 cellagen dikke- banden met kernloze, gecornificeerde 
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Figuur 3 Getransplanteerd vagina-epitheel onder het 
nierkapsel van een 5-daags cyclische~ vrouwe
lijke rat. 

Het transplantaat werd verwijderd op de oestrusdag. Op de 
foto zijn hoven het vagina-epitheel (onder op de foto 
zichtbaar) afwisselend brede banden met gecornificeerde cellen 

-gevormd telkens op dioestrus-3, pro-oestrus en oestrus
en smalle banden met kernhoudende cellen -gevormd op 
dioestrus-1 en -2- zichtbaar. Opvallend is het totaal ont
breken van tekenen van leukocytenpenetratie tijdens de 
vroege dioestrusfase. 
In de oudere afgestoten lagen met kernhoudende epitheelcellen 
Cop de foto naar boven) zijn de celkernen pyknotisch. 
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A 

Figuur 4 : Getransplanteerd 
vaginaweefsel onder 

het nierkapsel van een 5-daags 
cyclische3 vrouwelijke rat. 
Terwijl een deel van bet vagina
epitheel tekenen vertoont van 
cyclische veranderingen (detail 
B), vertoont een ander deel te
kenen van ononderbroken muci
ficatie (detail C). 
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cellen, onderbroken door smalle -2 tot 5 cellagen dikke- banden kern

houdende, meest blazige cellen. In de oudere lagen kernhoudende 

cellen waren de celkernen meestal pyknotisch of gefragmenteerd (fig.3). 

De jongst afgestoten cellagen van het epitheel bestonden uit gecorni

ficeerde cellen op dag 0, 3 en 4 (tabel 2) van de cyclus; het epitheel 

was op die dagen sterk ontwikkeld en vele cellagen dik. Op dag 1 en 

2 (tabel 2) bestonden de jongste cellagen uit kernhoudende cellen; 

het epitheel was dan slechts enkele cellagen dik. 

In tegenstelling tot hetgeen gevonden werd in de in situ vagina 

en in het hoven beschreven transplantaat onder de abdominale huid 

werd op geen der dagen van de cyclus leukocytaire infiltratie in het 

vagina-e pi theel gevonden. Twee afwijkingen van di t ' normale' beeld 

werden regelmatig aangetroffen; a. als het vaginatransplantaat gedu-

rende lange tijd onder het nier

kapsel had gezeten, was de opeenstapeling van achtereenvolgens afge

stoten cellagen dikwijls verstoord. Boven het vagina-epitheel bleef 

dan slechts een ongeordende massa cellen aanwezig, met hier en daar 

samenhangende schilfers verhoornde cellen; 

b. soms vertoonde een vaginatrans-

plantaat niet eenzelfde beeld 

langs het gehele epitheliale oppervlak. Zoals ,,,eergegeven in fig.4 

kon het voorkomen, dat een gedeelte van het vagina-epitheel dui

delijke tekenen vertoonde van cyclische veranderingen, terwijl een 

ander deel slechts uit gemucificeerde cellen bestond. 

Bij AC-22 met een ovariumtransplantaat vertoonden doorsneden door 

de van het vagina-epitheel afgestoten cellagen opeenvolgingen van 

gecornificeerde cellen. Bij vaginatransplantaten, die S-8 dagen na 

ECS-POA waren verwijderd, was de voortdurende cornificatie onder

broken door een smalle band, bestaande uit 2-S cellagen kernhoudende 

blazige cellen. Leukocytenpenetratie in het epitheel, zoals waargeno

men was in het vaginatransplantaat onder de abdominale huid was hier 

niet aanwezig. 
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DISCUSS IE 

§1 Dagelijkse uitstridken van vaginatransvlantaten onder de 

abdominale huid. 

De waarnemingen met cyclisehe vrouweZijke ratten tonen aan, dat 

cyclische veranderingen in ovariumactiviteit gevolgd kunnen worden 

aan de hand van dagelijkse uitstrijken van getransplanteerd vagina

weefsele De vaginale cyclus van het transplantaat heeft echter een 

enigzins ander verloop dan die van de in situ vagina: terwijl bij 

het transplantaat kernhoudende cellell als.teken van oestrogene sti

rnulatie reeds op dag 3 van de cyclus overheersen, in de uitstrijk 

is dit bij de in situ vagina pas op dag 4 bet gevalo 

Een uitstrijkpatroon met overheersend kernhoudende epitheelcel

len op dag 3 van de cyclus komt overigens bij 5-daags cyclische 

ratteu oc~c onder normale omstandigheden voor (Nequin & Schwartz~ 

1971; Kaasjager, 1971; Wildschut, 1972). Het feit echter dat in 

bovengenoemd expe!'iment de cyclus van het vaginatranplantaat ver

schilde van die van de in situ vagina toont aan, dat getransplanteerd 

vaginaW"eefsel anders reagee.rt op gelijke hormonale omstandigheden 

dan in situ vaginaweefsel.Het ui tstrijkpatroon van de vaginatrans

plantaten onderstreept ener,zij ds dat de produk.tie van oestrogene 

hormonen in 5-daags cyclische ratten reeds op dag 2 van de cyclus be

gint, zoals dit ook bij 4-daags cyclische dieren het geval is 

(.Nequin & Schwartz, 1971; Brown-Grant et aL, 1971) en anderszij ds 

dat de door niet-functionele CL geproduceerde hoeveelheden pro

gesteron niet anders dan gering kunnen zijn (Uchida et al • , 1969). 

Als belangrijke hoeveelheden geproduceerd zouden worden, dan zou dit 

tot mucificatieverschijnselen van het vagina-epitheel aanleiding 

moeten geven (Barker & Walker, 1966). Het vervroegd verschijnen 

van tekenen van oestrogene stimulatie. in ui tstrijk en microscopische 

mor>fologie van epitheel van getransplanteerd vaginaweefsel zou een 

aanwijzing kunnen zijn, dat getransplanteerd vaginaweefs~ gevoeliger 
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is voor Oestrogene hormonen dan in situ vaginaweefsel. Uit een 

experiment~ waarin de gevoeligheid van getransplanteerd en in situ 

vaginaweefsel werd vergeleken voor exogene oestrogene hormonen, werd 

echter het tegengestelde resultaat verkregen (Gardner & Argyris, 1956). 

Het lijkt niet mogelijk om op basis van de boven verkregen gegevens 

hieromtrent zinvolle uitspraken te doen. 

Uitstrijken van AC-22 met een ovariumtransplantaat bevatten 

slechts gecornificeerde cellen. In overeenstemrning hiermee werden nooit 

CL in ovariumtransplantaten aangetroffen. ECS-POA gaf aanleiding tot 

leukocytaire uitstrijken gedurende 2-5 dagen vanaf de tweede dag 

na ECS-POA. In gevallen, waarin ECS-POA gevolgd werd door CL-vorming, 

mocht dit effect verwacht worden, aangezien de tweede dag na ECS-POA 

de eerste dag van de dioestrusfase van de door ECS-POA gelnduceerde 
1 cyclus' representeerde. De korte periode met onderbreking van vaginale 

cornificatie duidde overigens aan, dat door ECS-POA gelnduceerde CL 

geen functionele activiteit vertoonden, in overeenstemming met soort

gelijke waarnemingen van Zeilrnaker (1962; 1963). Leukocytaire uit

strijken traden echter oak op, als ECS-POA niet door CL-vorming in de 

ovariumtransplantaten werd gevolgd. Een verklaring voor dit verschijn

sel zou kunnen zijn, dat ECS-POA weliswaar geen ovulatoire hoeveelheid 

gonadotropine uit de hypofyse vrijmaakte, maar wel een voldoende grate 

hoeveelheid om de hypofyse-ovarium balans te verstoren en daarmee 

wellicht de voortdurende afgifte van oestrogene follikelhormonen te 

onderbreken. Aangezien vaginale cornificatie alleen aanwezig blijft 

bij voortdurende stimulatie door oestrogene hormonen (Ba~ker & Walker, 

1966), kan een dergelijke verstoring zich gemakkelijk manifesteren in 

onderbreking van de vaginale cornificatie door leukocytaire uitstrijken. 

§ 2 Microscopisch onderzoek V«a onder het nierkapsel getrans

planteerd vagina-epitheel 

In cyclische vrouwelijke ratten resulteerden cyclische verande

ringen in ovariumactiviteit in de vorming van afwisselend brede banden 

met gecornificeerde cellen en smalle banden met kernhoudende cellen. 

Het grate aantal cellagen, dat gedurende dag 3, 4 en 0 van de cyclus 

werd afgestoten, laat zich gemakkelijk verklaren op grand van de 
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prolifererende en cornificerende werking van de in die dagen aanwezige 

oestrogene hormonen. De vorming van slechts enkele lagen kernhoudende 

cellen op dag 1 en 2 van de cyclus -welke cellen overigens geen teken 

van mucificatie vertoonden- weerspiegelt het feit, dat gedurende deze 

twee dagen slechts weinig ovariumhormonen in bet bloed aanwezig 

zijn. 

Het meest opvallende verschijnsel was de totale afwezigheid van 

leukocytenpenetratie in bet vaginale epitheel gedurende de gehele 

cyclus. Aangezien leukocytenpenetratie wel werd gezien gedurende de 

cyclus in dagelijkse uitstrijken van bet transplantaat onder de 

abdominale huid, moet geconcludeerd worden, dat de transplantatie 

zelf niet tot afwezigheid van leukocytenpenetratie gedurende de cyclus 

leidde. Deze leukocytenpenetratie wordt derhalve blijkbaar niet uit

sluitend veroorzaakt door hormonale factoren, maar is mede afhanke

lijk van lokale omstandigheden. 

Het feit tenslotte, dat verschillende delen van het epitheel 

van een vaginatransplantaat onder het nierkapsel een geheel verschillende 

cytologie konden vertonen (fig. 4), toont aan, dat interpretatie van 

de toestand van het oppervlak van getransplanteerd vaginaweefsel als 

indicator van ovariumactiviteit slechts met voorbehoud mogelijk is. 

De transplantaten in AC-OO met ovariumtranspZantaten vertoonden 

een ononderbroken opeenstapeling van gecornificeerde cellen. Inductie 

van CL-vorming door ECS-POA had bij deze dieren onderbreking van de 

cornificatie door een dunne band kernhoudende cellen tot gevolg. Ook 

hier werd nooit massale leukocytenpenetratie van het vaginale 

epitheel waargenomen. 

SAMENVATTING 

Dagelijkse uitstrijken en het microscopisch aspect van getrans

planteerd vaginaweefsel kunnen worden gebruikt als indicator van 

ovariumactiviteit. De veranderingen, die zich in getransplanteerd va

ginaweefsel voordoen onder invloed van veranderingen in ovariumactivi

teit, zijn niet exact gelijk aan die van in situ vaginaweefsel. Het 

zal in nieuwe experimentele omstandigheden voortdurend nodig zijn om 

de relatie tussen ovariumactiviteit en genoemde indicators vast te stellen. 
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HOOFDSTUK 4 CYCLISCHE OVARIUMACTIVITEIT IN Nc-aa 

INLEIDING 

Verscheidene auteurs hebben de vondst van Pfeiffer ( 1936) beves

tigd, dat spontane CL-vorrning in ovariumtransplantaten in mannelijke 

ratten verkregen kan worden, als deze dieren kart na de geboorte 

zijn gecastreerd (Yazaki, 1960; Harris, 1964; Kawashima, 1964; 

Gorski, 1966; Adams Smith & Peng, 1967; Ladosky et al., 1969; Machida, 

1970; Henzl et aL, 1971). CL-vorming kon oak worden verkregen na 

prenatale en neonatale behandeling van mannelijke ratten met cypro

teron(-acetaat) ,gevolgd door castratie op dag 10 (Neumann et al., 

197Da). 

Dat Cl-vorming cyclisch gebeurde, werd geconcludeerd uit dage

lijkse waarnerningen en kleurenfoto 1 s van in de oogkamer geplaatste 

ovariumtransplantaten (Harris, 1964), cyclische veranderingen in ge

transplanteerd vaginaweefsel (Yazaki, 1960; Harris, 1964) of in situ 

vagina-weefsel (Neumann et al. 1970b) en cyclische veranderingen in 

optreden van reacties van vrouwelijk bronstgedrag 

In geen van deze gevallen echter werd de voor normale vrouwelijke 

ratten karakteristieke, regelmatige 4 en/of 5-daagse cycliciteit be

schreven. 

Bovengenoemde waarnemingen hebben het door Pfeiffer (1936) gein

Troduceerde concept van de geslachtsdifferentiatie vall het ovulatie

mechanisme. (fig. 1) in wezen onaaD.getast gelaten (NeumaTln et al., 197Gb) 

Er zijn echter in de loop van de jaren Haarnemingen aan v:ro.uwelijke 

ratten beschreven, die doen twijfelen aan de bipotentieZe aard van 

de oorspronkelijk identieke aanleg van het ovulatiemechanisme. Segal 

& Johnson (1959) beschreven bij vrouwelijke ratten die neonataal met 

100 ~g TP waren behandeld, een overgangsvorm tussen het 1 mannelijk~ en 

'vrouwelijk 1 type ovulatiemechanisme. Een aantal dieren vertoonde 

namelijk weliswaar het voor het mannelijke type karakteristieke uit

blijven van ovulatie, maar ovulatie kon wel optreden na copulatie; 

een dergelijke reactie werd als een kenmerk van het 'vrouwelijk 1 type 

ovulatiemechanisme beschouwd. De door hen aangevoerde verklaring 
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voor deze waarneming was, dat wellicht een gedeelte van het neona

taal toegediende TP uit de injectieplaats was weggelekt, zodat het 

TP slechts gedeeltelijk actief kon zijn geweest, te weinig om ver

mannelij king van het ovulatiemechanisme valle dig tot stand te brengen~ 

Go.:;>ski & Bal"raclough ( 1963) beschreven, dat een ee1lmalige injec

tie van 51Jg ':..'P bij vrouwelijke ratten op dag 5 slechts. bij een ge

deelte van de dieren vermannelijking van het ovulatiemechan.isme tot 

gevolg l:ad6 Swans or~ & van der Werff ten Bosch ( 1964a) beschreven, dat 

vrouwelij ke ratt.en, die op dag 5 een inj ectie met 5J1g TP ha,.::den ge

kregen, vlak na de pube::.,teit allen cyclische ova::.,iurnactiviteit ver

toondew. en fer•tiel waren, maar dat dezelfde dier-en OJ? een leeftij d 

van 21 weken anovulatoir en infertiel Haren geworden. Het leek erop, 

dat het effect van de neonataal toegediende kleine dos.:.s, TP zich pas 

met een ?.ekere latentietij d manifesteerde: daarom werd di t verschijn

sel het 'ir.complete or delayed early a."1drogen syndr>ome 1 (Van der 

Werff ten Bosch et al., 1971) gence!D.d. Het is door verscheidene. au

tem'S bevestigd (Gorski, 1968; Arai fo~ Gorski,l968c; Luttge & wt.alen, 

1970; Arai, 1971 ). Het J,.!erd geinterpreteerd als een tussenvorm in 

de organisatie van het ovulati-:mechanisme, waarbij slechts gedurende 

een korte periode ovulaties op konden treden. 

Zoals reeds eerder werd beschreven, lijkt het aannemelijk clat de 

testes va."1 ratten reeds in de prenatale perfode androgenen proG.uceren; 

deze androgenen hebben in deze perioC.e wc.arschijnlijk een biola -

gische 'betekeni~, nl. bij de differentia tie van de im.,endige ge.'li ta

lia (,.Jost, i 970) .Fasgeboren mannelij ke ra tten- verschiller~ de1~halve 

met betrekking to·c bloo~stelling aan androgene horrnor.en van pasge

boren vrouwelij ke rotten. Y..ogelijkerwij s hebbE:r:. prenatale en vroeg

postnatale androgemm een effect gehad op het zich ontwikkelende ovula

tiemechanisrne. 

Er zijn experimenten beschreven, waaruit tot verschillen tus-

sen neonataal gecastreerde ·mannelijke ratten en vroUi'ielijke ratten 

onder· invloed van perinatale androgenen geconcludeerd is (Levine & 

Mullins~ 1967) respo zou kunnen wor'den (Grady e·t alo, 1965; Taleis.nik 

et aL, 1969 en 1971; Neill 1972).~evine & Hullins ( 1967) beschreven 

dat eenzelfde dosis TP, toegediend in de neonatale periode aan vrcu

welijke of nec·nataal gecastreerde mannelijke ratt•:::n, bij deze laatste 

een ingrijpender effect had op reacties van bl"onstgedrag na t.ormonale 
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voorbehandeling op volwassen leeftijd; het verschil werd verklaard 

door aan te nemen, dat het exogene TP in de mannelijke ratten cumu

latief werkte op het effect van de endogeen aanwezige androgenen. 

Reeds Pfeiffer (1936) had aangetoond dat de ontwikkeling van het rne

chanisme van regulatie van vrouwelijk bronstgedrag in nauwe relatie 

stand tot de ontwikkeling van het ovulatiemechanisme. 

Grady et al. (1965) beschreven grate verschillen in vrouwelijk 

bronstgedrag tussen NC-dd en vrouwelijke ratten na toediening van 

gelijke hoeveelheden geslachtshormonen. 

Taleisnik et al. (1969 en 1971) beschreven verschillen in secretie 

van gonadotropine na toediening van geslachtshormonen bij vrouwelijke 

ratten en NC-00 

Neill (1972) beschreef dat slechts 50 % van de door hem onderzoch

te NC-00 een prolactine-'surge' vertoonden na injectie van oestradiol

benzoaat; deze reactie werd bij alle onderzochte vrouwelijke ratten ver

kregen. Zoals eerder beschreven, werd in deze laatste gevallen prolac

tine-'surge' in verband gebracht met de vrouwelijke organisatie van het 

ovulatiemechanisme. 

Op grand van het bovenstaande werden twee vragen in het volgende 

bestudeerd: 

1. vertoont de activiteit van ovariumtransplantaten in NC-00 een re-

gelmaat, welke vergelijkbaar is met die van ovariumactiviteit in 

normale vrouwelijke ratten ? Deze regelmaat zal onderzocht worden ten 

aanzien van: cyclusduur (exp. 1~2 en 3), aantal ovulerende follikels 

per cyclus (exp. 4) en verloop van processen, die ovulatie bij vrouwe

lijke ratteD aanzetten en begeleiden (exp. 5 en 6). 

2. is het mogelijk aan ovariumactiviteit in NC-00 aspecten te her

kennen die duiden op effecten van perinataal door de testes gepro

duceerde androgenen ? Hiertoe zal ovariumactiviteit op verschillende 

tijdstippen na ovariumimplantatie worden bestudeerd (exp. ?~8 en 9). 
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MATERIAAL EN METHODEN 

Proefdieren 

Voor deze experimenteD werden ingeteelde ratten gebruikt. De die

ren waren van een van de Wistar-stam afgeleide R-stam (witte ratten) of 

(~R x dU)F1 hybride dieren. U-ratten waren lichtbruin gevlekt ('hooded'). 

De RU-dieren vertoonden bruin-zwarte kleuring volgens een patroon als de 

U-ratten. 

De dieren werden in het laboratorium zelf gekweekt; ze waren daar 

in 1969 vanuit het Antoni van Leeuwenhoek-huis in Amsterdam ingevoerd; 

aldaar zijn de R- en U-stam reeds meer dan 80 generaties ingeteeld. 

Een aantal kenmerken van ovariumactiviteit in R- en RU-~~ is in 

het onderstaande verzameld; in latere .experimenteD zal regelmatig een 

vergelijking worden gemaakt tussen kenmerken van ovariumactiviteit van 

{R)- en (RU)NC-66 en overeenkomstige vrouwelijke dieren. 

ovariumactiviteit 
op een leeftijd 
van 3-6 maanden 

ovariumactiviteit 
op een leeftijd 
van 12-18 maanden 

aantal eieren per 
cyclus (spreiding) 

aantal CL per 
cyclus (spreiding) 

informatiebronnen: 

(R)-oo 
++ 

minder dan 50% regel
matig 5-daags cyclisch; 
geen andere regelmatige 
cycluspatronen ..... (1) 

ongeveer 50 % van de 
cycli met luteale acti
viteit ( 1 spontane pseu
dozwangerschappen').(2) 

(RU)-oo 
++ 

minstens 85 % regel
matig 5-daags cyclisch; 
geen andere regelmatige 
cycluspatronen ..... (2) 

overgang van regelmatige 
cycliciteit naar persis-
tente oestrus ...... (3) 

11.4 (---) .... (1) 11.7 (10- 14) ..... (2) 

11.8 ( 9 - 15) ..... (2) 

(1) Welschen, pers. meded. 
(2) pers. waarn. 
(3) Zeilmaker, 1969 

Zwangere dieren werden enige dagen voor de verwachte partus apart 

gezet in een macrolonbak ( 1 x b x h : 38 x 25 x 16 em); gedurende de 

eerste week na de geboorte werd de nestgrootte gereduceerd tot 8. Het 
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spenen van de jong_en geschiedde op dag 21--25; vanaf die tijd werden 

de dieren met 4 of 5 bijeen in soortgelijke bakken gehouden. 

De temperatuur in de proefdierruimten was 20 - 24°C; de lucht

vochtigheid 50 - 60 %. De dieren werden blootgesteld aan 14 uur 

licht (TL-buizen) en 10 uur danker per etrnaal; het midden van de don

kere periode viel samen met middernacht. 

De dieren hadden ad libitum beschikking over voer (Hope Farms: 

standard laboratory diet) en kraanwater . 

• f,7eonatale castratie 

Pasgeboren mannelijke ratten werden van de moeder weggehaald en 

onder koude-anaesthesie, zoals beschreven door Clark (1935 a,b) en 

Pfeiffer (1936) gecastreerd. Op het moment van castratie waren de 

dieren meestal enige uren oud: melk was reeds zichtbaar in de maag. 

De testes werden verwijderd via een enkele incisie in de ventrocaudale 

buikwand; de incisie werd gehecht met atraumatisch hechtgaren. Als de 

dieren onder een lamp weer op temperatuur gekomen waren, werden ze 

bij de moeder en overige nestgenoten teruggeplaatst. 

De mortaliteit als gevolg van de operatie varieerde van 10 tot 

30 %. Extra mortaliteit ten gevolge van weigeren door de moeder de 

jongen weer op te nemen, werd niet waargenomen. De operatie had geen 

duidelijke invloed op de overlevingskansen: de mortaliteit in groepen, 

welke tot een leeftijd van meer dan een jaar werden aangehouden, was 

nihil. 

Vagina- en ovariumtransplantatie 

Op een leeftijd van 30-150 dagen werd het ovarium van een pre

puberale vrouwelijke rat onder het nierkapsel van de linkernier ge

bracht. Een deel van de vagina van dezelfde donor werd onder de abdo

minale huid geplaatst overeenkomstig de procedure, beschreven in 

hoofdstuk 3. 

Uitstrijken van vaginatransplantaten werden dagelijks gemaakt, 

5 - 6 dagen per week, 's morgens tussen 08.00 en 10.00 uur. 



Microscopisch onderzoek 

Voor histologisch onderzoek werden organen gefixeerd in 5% formaline 

of Bouin 's fixatie-oplossing. Coupes van 5 of 10 1-l werden -in serie of 

1 op 10- opg.eplakt en gekleurd met haematoxyline en eosine. 

Het aantal follikels in ovaria of ovariumtransplantaten, dat ovu

leerde 6fwel per cyclus 6£wel kunstmatig na ECS-POA werd bepaald aan~ 

de hand van seriecoupes van deze organen. 

KWantificering van vrouweZijk bronstgedrag 

Vrouwelijk bronstgedrag van NC-a6 werd geobserveerd in halfcirkel

vormige, hoge kooien, die van boven open waren en van voren afgedekt 

met glas. In iedere kooi werd een NC-6 samen met een intacte mannelijke 

rat geobserveerd. Als kwantitatieve index van vrouwelijk bronstgedrag 

werd het Lordose-Quotient (LQ) bepaald: daartoe werd gedurende de periode 

van 10 mounts~ al dan niet gepaard gaande met 'pelvic thrusts', door 

de intacte mannelijke ratten of ten hoogste 10 minuten het percentage 

van de keren bepaald, dat de NC-aa een lordose-reactie vertoonden. 

Elektrochemische stimulatie van de area preoptica (ECS-POA) of 

mediale amygdala (ECS-AME) 

ECS-POA werd altijd unilateraal uitgevoerd; ECS-AME werd meestal 

unilateraal, soms echter bilateraal uitgevoerd. 

In beide gevallen bestond de procedure uit het inbrengen van een 

stalen elektrode met behulp van een stereotactisch instrument, waarna 

een gelijkstroom (elektrode = anode) gedurende enige tijd werd door

geleid. De resulterende ijzerafzetting random de niet-geisoleerde 

elektrodepunt in het hersenweefsel wordt verondersteld een stimule

rend effect op de neuronen ter plaatse te hebben (Everett & Radford, 

1961). 

De rat werd zodanig in het stereotactisch instrument geplaatst, 

dat de coOrdinaten van de betreffende hersendelen volgens de atlas 

van de Groot (1959) bepaald konden worden. 
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De coOrdinaten van de area preoptica bleken enigzins afwijkend te 

zijn van die, welke in voornoemde atlas zijn aangegeven. Gebruikt werd: 

voor-achter + 7.7 mm; onder-boven- 1.3 mm; links-rechts 0.8 mm. De 

voor de stimulatie gebruikte stroomsterkte bedroeg in het algemeen 

0.1 rnA, welke gedurende 90 sec. werd doorgeleid. De resulterende laesie 

bevond zich over het algemeen tussen de commissura anterior en het 

chiasma opticum; het steekkanaal van de elektrode perforeerde meestal 

de commissura anterior. 

Als co6rdinaten voor de mediale amygdala werden gebruikt: voor -

achter + 5.0 mm; onder-hoven- 2.8 mm; links-rechts 3.5 mm. De voor 

stimulatie gebruikte stroomsterkte bedroeg rneestal 1 rnA, welke geduren

de 20 sec, werd gegeven. De resulterende laesie bevond zich over het 

algemeen geheel rostraal van het ventrale deel van de hippocampus~ven

traal van de tractus opticus in het boven de mediale amygdala gelegen 

deel van het diencephalon,en midden in het gebied, waarin de stria ter

minalis eindigde. 

RESULTATEN 

exp.l Dagelijkse vagina-uitstrijken van (RUJNC-00 

Bij 27 (RU)Nc~oo werd 30 tot 60 dagen na de geboorte een ovarium 

geirnplanteerd. Dagelijkse uitstrijken van de vagina-transplantaten 

werden gemaakt vanaf 10 - 14 dagen na ovariumimplantatie. 

Bij alle ratten bevatten de uitstrijken van de eerste dagen uit

sluitend gecornificeerde cellen. Twaalf tot 18 dagen na ovariumtrans

plantatie traden voor het eerst leukocytaire uitstrijken op. 

De eerste leukocytaire uitstrijk was bij 3 I 27 dieren het begin 

van een 12 - 15 dagen durende periode met vaginale mucificatie. Vol

gend op deze periode kwamen 5-daagse cyclische veranderingen in dage

lijkse vagina-uitstrijken vcor. De overige 24 dieren vertoonden slechts 

5-daagse cyclische veranderingen. De morfologie van de 5-daagse cycli

sche veranderingen in de uitstrijken was over het algemeen gelijk aan 
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die van cyclische vrouwelijke ratten (tabel 2): opeenvolgingen van 3 

dagen met leukocyten-vrije uitstrijk en 2 dagen met leukocytaire uit

strijk. 

Na een beperkt aantal (9-20) voornamelijk 5-daagse cycli gedurende 

2-4 maanden na implantatie van het ovarium, hielden de cyclische ver

anderingen in dagelijkse uitstrijken op. Er werden dan nag slechts 

uitstrijken met gecornificeerde cellen verkregen. 

Geconcludeerd wordt, dat (RU)Nc-aa na implantatie van vagina- en ova

riumweefsel gedurende een beperkte periode cyclische veranderingen in 

vagina-uitstrijken vertonen, gevolgd door permanente vaginale cornifi

catie. 

exp.2 Dagelijkse vagina-uitstrijken van (R)NC-ad 

Bij 30 (R)NC-dd werd 30 - 40 dagen na de geboorte een ovarium ge

implanteerd. Dagelijkse uitstrijken van de vagina-transplantaten werden 

gemaakt vanaf 10 - 14 dagen na de ovarium-implantatie. Uitstrijken be

vatten gedurende de eerste uitstrijkdagen uitsluitend gecornificeerde 

cellen. 

Twaalf tot 23 dagen na ovarium-implantatie traden voor het eerst 

leukocytaire uitstrijken op. De eerste leukocytaire uitstrijk was bij 

27 van de 30 dieren het begin van een 20 - 26 dagen durende periode 

met vaginale mucificatie; bij de overige 3 dieren was deze het begin 

van een 5-daagse cyclus. 

Na deze eerste 'cyclus' traden 5-daagse cycli en langdurige peri

aden met vaginale mucificatie in onregelmatige afwisseling op. Uit de 

groep van 30 (R)NC-dd werden 24 dieren zonder verdere experimentele 

ingrepen gedurende lange tijd dagelijks uitgestreken. Het bleek dat 

na 10- 22 als boven gedefinieerde 'cycli' permanente vaginale corni

ficatie optrad. 

Het interval tussen ovarium-implantatie en begin van de periode 

met permanente vaginale cornificatie bedroeg 3,5 - 14 maanden. 
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Geconcludeerd wordt, dat (R)NC-d'c3' na irnplantatie van ovarium- en 

vaginaweefsel 5-daagse cyclische veranderingen in dagelijkse vagina

uitstrijken kunnen vertonen. Daarnaast komen bij deze dieren veelvul

dig langdurige perioden met vaginale rnucificatie voor. Na een beperkt 

aantal cycli treedt bij deze dieren, evenals dat bij (RU)NC-60 het 

geval bleek te zijn, permanente vaginale cornificatie op. 

exp.3 Correlatie van vagina-uitstrijken en ovariummorfologie 

Om te onderzoeken, hoe cyclische veranderingen in vagina-uitstrij-

ken en ovariummorfologie met elkaar in verband stonden, werden 

op iedere dag van de 5-daagse cyclus -(RU) en (R)NC-d'O -

gedurende langdurige perioden met vaginale mucifi-

catie -(R)NC- r3d'-

gedurende perioden van permanente vaginale cornifi

catie -(RU) en (R)Nc-aa -

telkens tenminste 8 ovariumtransplantaten verwijderd. 

Zoals blijkt uit fig.S konden veranderingen in vagina-uitstrijken 

en ovariummorfologie gedurende de 5-daagse cyclus exact aan elkaar ge

correleerd worden. De veranderingen in ovariummorfologie gedurende de 

5-daagse cyclus in NC-d'd' bleken geheel vergelijkbaar met de cyclische 

veranderingen in ovariumrnorfologie in normale vrouwelijke ratten. 

Gedurende perioden met langdurige mucificatie vertoonden ovarium

transplantaten een generatie CL (fig.6), die een grotere diameter be

reikten (tot 1,5 mm) dan gedurende de 5-daagse cyclus Werd waargenomen 

(tot 1.0 mm.). 

Het vagina-epitheel vertoonde enkele lagen cuboidale cellen met 

daarop een laag muceuze cellen. Zowel ovarium- als vaginamorfologie 

vertoonden een microscopisch aspect zoals aangetroffen tijdens pseudo

zwangerschap in normale vrouwelijke ratten (Long & Evans, 1922; Roth

child, 1965). In hoofdstuk 5 zal hierop nader worden ingegaan. 

Gedurende perioden met permanente vaginale cornificatie werden 

slechts follikels in allerlei stadia van ontwikkeling en regressie 

aange·troffen (fig. 7). In die ovaria, welke binnen twee we ken na de 

laatste vaginale cyclus waren verwijderd, waren restanten van CL aan

wezig. 



Figuur 5 a - n 
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De relatie tussen het mia~oscopisch aspect van getrans
planteerd vagina- en ovariumweefseZ in- 5-daags cyclische 
Nc-aa 
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Ovarium- en vaginatransplantaten werden uit 5-daags cyclische 
NC-d'd' op de verschillende dagen van de cyclus verwijderd; bet tijdstip 
van verwijdering was voor alle, hier weergegeven transplantaten tussen 
15.00 en 16;00 uur. 
~ De eerste dag met gecornificeerde vagina-uitstrijk (pro-oestrus). 

Het vagina-epitheel is maximaal ontwikkeld. Het ovarium vertoont 
grate follikels (diameter tot 850 ~) met niet-gerijpte oOcyten: een 
ervan is in fig. b weergegeven. De in de voorgaande cyclus gevormde CL 
vertonen verschijnselen van luteolyse. 
~ De tweede dag met gecornificeerde vagina-uitstrijk (oestrus). 

Bijna alle gec·ornificeerde cellen zijn van bet vagina-epitheel 
afgestoten; enkele leukocyten zijn in de onder het oppervlak gelegen 
cellagen zichtbaar. Het ovarium vertoont post-ovulatoire follikels en 
gerijpte oOcyten (zie verder 5 k-n). 
~ De eerste dag met leukocytaire vagina-uitstrijk (dioestrus-1). 

Veel leukocyten zijn in het epitheel en in het lumen aanwezig. 
Het ovarium vertoont een generatie basofiele CL, die meestal nog een 
centrale holte vertonen; in deze holte wordt soms een_ gerijpte 
oOcyt aangetroffen. 
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~ De tweede dag met leukocytaire vagina-uitstrijk (dioestrus-2). 
Er zijn enkele leukocyten in de oppervlakkige epitheellagen 

aanwezig. Het ovarium bevat een generatie grate, basofiele tot eosino
fiele CL; de CL van de vorige cyclus zijn geatrofieerd. Een nieuwe ge
neratie follikels wordt zichtbaar. 
~ De dag met kernhoudende epitheelcellen in de vagina-uitstrijk 

(dioestrus-3). 
Tekenen van cornificatie zijn in het prolifererende vagina-epitheel 
juist onder de oppervlakte zichtbaar. De nieuwe generatie follikels 
groeit snel uit. In de jongstgevormde CL zijn de eerste tekenen van 
luteolyse zichtbaar. 

5 k-n Op de oestrusdag kunnen gerijpte oOcyten zowel binnen (l~n) 
als buiten (k~ml de postovulatoire follikels worden aangetrof

fen. Het percentage van de oOcyten~ dat buiten de follikels kon worden 
aangetroffen, was erg variabel { 0 - 80- %1 overeenkomstig soortgelijke 
waarnemingen aan ovariumtransplantaten in 5-daags cyclische, vrouwelijke 
ratten (Welschen~ 1971). 
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Figuur 6 OVariumweefsel en vagina-epitheel in (R)NC-dd gedurende 
langdurige perioden met gemuaificeerde vagina-uitstrijk. 

Het vagina-epitheel is enkele cellagen dik en bestaat uit een paar lagen 
kubisch epitheel met daarop een laag muCeuze cellen. In het ovariurn is 
een generatie grate, eosinofiele CL aanwezig en follikels in diverse ont~ 
wikkelingsstadia. Van oudere generaties CL zijn slechts atrofische restan
ten zichtbaar. 

Figuur 7 : Ovariumweefsel in NC-dd gedurende 1persistente oestrus 1 na 
een periode met cyclische ovariumactiviteit. 

Het ovarium bevat follikels in ~llerlei stadia van ontwikkeling en 
atresie. 
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Geconcludeerd wordt, dat uitstrijken van vagina-transplantaten en 

rnorfologie van ovari~transplantaten in NC-dd exact aan elkaar gecor

releerd kunnen worden. Ovariumtransplantaten in (RU)NC-dd ondergaan 

5-daagse cyclische veranderingen, welke in morfologisch opzicht nauw 

vergelijkbaar zijn met de cyclische veranderingen in ovaria van norma

le (RU)-~~ Ovariumtransplantaten in (R)NC-dd vertonen naast 5-daag

se cyclische veranderingen oak langdurige perioden met grate, persis~ 

terende CL; normale (R)-~~ vertonen slechts 5-daagse cyclische ova

riumactiviteit. Cyclische ovariumactiviteit houdt in NC-dd na een ge

ring aantal cycli op; de ovaria vertonen dan slechts follikelontwikke

ling. Dit beeld is oak aanwezig in ovariumtransplantaten in AC-68 

(Goodman, 1934). 

exp.4 Het aantal follikels dat per cyclus ovuleert 

De ovariumcyclus van vrouwelijke ratten wordt, evenals die van de 

meeste vrouwelijke zoogdieren, gekenmerkt door de 'wet van de constante 

aantallen follikels' (LipschUtz, 1928). Deze wet houdt in, dat percy

clus een bij benadering constant aantal follikels ovuleert. Deze wet 

gaat oak op~ als een gedeelte van het ovariumweefsel verwijderd is 

( 'compensatoire ovulatie 1 ) of indien slechts getransplanteerd ovarium

weefsel aanwezig is (Welschen, 1971). 

Om te onderzoeken, of cyclische ovariurnactiviteit in NC-88 even

eens gekenmerkt werd door een constant aantal per cyclus ovulerende fol

likels, werden in ovariumtransplantaten uit cyclische KC-88 de aan

tallen pre- of postovulatoire follikels en/of CL, die volgens morfolo

gische karakteristieken tot eenzelfde generatie behoorden, geteld. Zo

als weergegeven in tabel 3 bleek dit aantal weliswaar constant maar 

hager dan dat,algemeen bekend en waargenomen bij vrouwelijke ratten. 

Om dit verschil nader te onderzoeken werd de grootte bepaald van 

het aantal follikels dat na ECS-POA bij TP-~~ of AC-86 tot CL werd 

getransforrneerd, en op grond daarvan geacht kon worden tot eenzelfde 

'generatie' te behoren. Zoals weergegeven in tabel 3 bleek het 

aantal in TP-~$ niet verschillend van dat~ gevonden bil normale vrouwe

lijke ratten; het aantal in AC-66 was ook constant, doch gelijk aan 

dat eerder gevonden bij NC-ee 
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ToheZ 3 Aantal follikels per generatie ~ in ovariumweefseZ in 
diverse typen mannelijke en vrouwelijke dieren. 

aantal aantal S.E.M. 
dieren follikels 

per 
genera tie 

vrouwelijke ratten 
met in situ ovaria 

normale (RU) -22 9 12.6 0.53 

"geandrogeniseerde" •• 
(RU) -22 13 12.7 0.50 

(RU) -22 onder 
constante belichting 9 10.9 0.60 

vrouwelijke ratten 
met ovariumtransplantaten 

r.eonataal geovariecto-
meerde (RU) -22 7 13.5 0.98 

"geandrogeniseerde '' 
(RU) -22 9 13.7 0.83 

mannelijke ratten met 
ovariumtransplantaten. 

{RU)NC -.M 10 16.6 0,60 

(R)NC -CJ 10 15.4 0.76 

(RU)AC -30 18 17.4 0.45 

• 
aantal follikels per generatie ; aantal follikels/CL per cyclus 

in spontaan ovulerende dieren • 
•• 

1250 ~g TP op dag 5 
; aantal CL, gevormd na ECS-POA in 

niet-spontaan ovulerende dieren. 
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Geconcludeerd wo;t;dt, dat in cyclis.che NC-d'd' een const,aht aantal 

follikels per cyclus tot CL wordt getransformeerd; dit aantal is 

hager dan het overeenkomstige aantal in normale vrouwelijke ratten. 

Uit dit gegeven en de aantallen follikels, die tegelijk tot CL kunnen 

worden getransformeerd in TP-oo en AC-d'd' 
++ 

, wordt geconcludeerd dat 

het aantal in ovaria of ovariumtransplantaten rijpende follikels ge-

slachtsverschillend is en niet afhankelijk van neonatale blootstelling 

aan testishorrnonen of TP. 

exp. 5 Een 'kritische periode' voor de afgifte van de ovuZatoire 

hoeveeZheid gonadotropine 

Aangezien bij vrouwelijke ratten de ovulatoire gonadotropine

afgifte uit de hypofyse op karakteristieke uren in de vroege namiddag 

van de dag van pro-oestrus plaatsvindt (gedurende de zgn. 'kritische 

uren' -Everett, 1961), werd onderzocht in hoeverre cyclische ovarium

activiteit in NC-0'0' eveneens gek:enmerk:t werd door 'kritische uren' 

voor de afgifte van ovulatoire hormonen. 

Daartoe werd allereerst , overeenk:omstig een procedure beschreven 

door Everett & Quinn (1966) het effect onderzocht van verdoven van 

cyclische (RU)NC-0'0' op verschillende tijdstippen van de namiddag van 

pro-oestrus met Nembutal (33 mg per kg lichaamsgewicht). Een ongestoord 

cyclusverloop na deze ingreep werd uitgelegd als tek:en, dat het verdoven 

geen invloed had gehad op de ovulatoire gonadotropine-afgifte. Het op

treden van een extra dag met vaginale cornificatie werd uitgelegd als 

teken van uitstel van de ovulatoire gonadotropine-afgifte met 24 uur 

(overeenkomstig Everett & Sawyer, 1950). Zoals weergegeven in tabel 4 

leidde verdoving om 13.00 uur in de meeste gevallen tot uitstel van 

ovulatie; verdoven om 17.00 uur had in de meeste gevallen geen effect 

op ovulatie. 

In een tweede experiment werd van (RU)- en (R)NC-0'0' de oOcyt

morfologie in preovulatoire resp. postovulatoire follikels onderzocht 

op verschillende tijdstippen van de dag van pro-oestrus en oestrus. 

Tsafriri & Kraicer (1972) en Vermeiden & Zeilmaker (1973) beschreven 

histologische veranderingen in deze oOcyten, welke exact gecorreleerd 

konden worden met de afgifte resp. met het tijdstip van afgifte van 

de ovulatoire hoeveelheid gonadotropine. Zoals weergegeven in tabel 5 
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waren verschijnselen van oOcytrijping -i. c. meta.fa.se-II chromosomen

aanwezig in alle oOcyten op de oestrusdag, welke binnen en buiten de 

postovulatoire follikels werden aangetroffen (cf. fig. 5 k-n). Op de 

dag van pro-oestrus verschenen verschijnselen van oOcytrijping na 

16.00 uur in de preovulatoire follikels. 

TabeZ 4 Effect van in.;jeetie van nembutal 
3 

op versc:hiUende tijd
stippen op de dag van pro-oestrus op de vaginaZe cyalus in 
oycZisohe NC-03 

tijdstip van injectie 
met nembutal 

vaginale cornificatie 
met 1 dag verlengd 

geen verandering van 
de vaginale cyclus 

13.00 
uur 

8 

1 

17 .oo 
uur 

3 

8 

• 33 mg Na-pentobarbital per kg lichaamsgewicht; 
intraperitoneaal geinjecteerd. 

Geconcludeerd wordt uit deze experimenten, dat de afgifte van de 

ovulatoire hoeveelheid gonadotropine om 17.00 uur over het algemeen 

reeds heeft plaatsgehad, terwijl dit om 13.00 uur nog niet het geval is. 

Deze resultaten wijzen derhalve op het bestaan van, tenminste ongeveer, 

dezelfde 'kritische uren' op de namiddag van pro-oestrus in cyclische 



Tabel 5 

pro-oestrus 
10 - 11 uur 

pro-oestrus 
13 - 15 uur 

pro-oestrus 
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Morfologie van oOayten in ovariumtransplantaten in NC -JO 
op verschillende tiJ'dstippen van de dag van pro-oestr>us 
en oestrus, 

aantal oOcytmorfologie 
dieren nucleolus nucleolus 

intact • verdwenen 

7 7 0 

3 3 0 

16 - 17~ uur 6 4 2 

pro-oestrus 
22~ uur 

oestrus 
10 - 23 uur 

1 0 1 

•• 12 0 12 

• nucleolus aanwezig tot 2 a 4 uur na afgifte 
van ovulatoire gonadotropinen. 

** alle 12 vertoonden het chromosomenpatroon van 
rnetafase-II, tenminste 8 uur na afgifte van 
ovulatoire gondotropinen verschijnend. 
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NC-~a als in normale vrouwelijke ratten voor de ovulatoire gonado

tropine-afgifte uit de hypofyse. 

exp.6 Observaties van vrouweZijk bronstgedrag van ayatische NC-aa 

Een drietal aspecten van vrouwelijk bronstgedrag in NC-aa werd 

bestudeerd: 

6.1. Perioden in de ovariumcyclus, waarin vrouwelijk bronstgedrag 

verkregen kon worden. 

6.2. Het vroegste tijdstip op de dag van pro-oestrus, waarop 

bronstgedrag verkregen kon worden en de duur van de periode, 

gedurende welke dit gedrag aangehouden kon worden. 

6,3, Effecten van vrouwelijk bronstgedrag op de secretie van gona

dotropine. 

6.1. Bronstgedrag kan bij vrouwelijke ratten onder adekwate hormonale 

omstandigheden geactiveerd worden. Long & Evans (1922) stelden vast, 

dat gedurende de cyclus de hormonale omstandigheden alleen gedurende de 

p~o-oestrus- en vroege oestrusfase adekwaat waren. 

Om te onderzoeken op welke dagen van de cyclus van NC-30 reacties 

van vrouwelijk .bronstgedrag verkregen konden worden, werden deze dieren 

dagelijks gedurende twee weken (10 tests) tussen 17.00 en 19.00 uur bij 

intacte manne1ijke ratten in observatiekooien geplaatst. Zowel (RU)NC-00 

met uitsluitend 5-daagse cycliciteit als (R)NC-00 , die de in ex

periment 2 beschreven langdurige perioden met vaginale ~ucificatie ver

toonden, werden onderzocht. 

De resultatenstaan weergegeven in tabel 6: uit de waarnerningen 

blijkt, dat vrouwelijk bronstgedrag vrijwel uitsluitend werd waargeno

men bij testen op de dag van pro-oestrus. Gedurende derge1ijke test-pe

rioden vertoonden de NC-OO alle bekende aspecten van vrouwelijk bronst

gedrag zoals 'hopping', 'darting', 'ear~wiggling' en lordose. Op de 

andere dagen van de cyclus werden dergelijke gedragingen niet gezien; 

de intacte manne1ijke ratten werden over het algemeen geweerd. 
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Geconcludeerd wordt, dat vrouwelijk bronstgedrag bij cyclische 

NC-aa slechts op de dag van pro-oestrus kan worden geactiveerd. 

TaheZ 6 

dag van de 
cyclus 

pro-oestrus 

oestrus 

dioestrus-! 

dioestrus-2 

dioestrus-3 

langdurige 
vaginale 
mucificatie 

Receptief gedrag bij cyclische NC-3& bij ondepzoek op ver
schi "l Zende dagen van de ot'a:t>iiile eye Zus. 

12 15 totaal 
(R)NC-0,3 (RU)NC-O'C 

25 I 27• 33 J 35 sa I 62 

1 I 18 o I 28 1 I 46 

o I 16 o I 30 o I 46 

o I 24 o I 32 o I 56 

o I 15 o 1 25 o I 40 

o I 20 o I 20 

• 
aantal tests met receptief gedrag I totaal 
aantal tests 

6.2 Bij 5-daags cyclische vrouwelijke ratten is het vroegste tijdstip 

op de dag van pro-oestrus, waarop reacties van bronstgedrag ver

kregen kunnen worden, ongeveer 14.00 uur (Schwartz, 1969; Rodgers, 1971). 
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Tabe"l 7 Lordose-quotienten van ? NC-33 bij observaties in de na
middag van pro-oestrus. 

obser-
vatietijd 

16 uur 

17 uur 

18 uur 

19 uur 

20 uur 

21 uur 

22 uur 

23 uur 

24 uur 

• Groep A. 

Groep B. 

Groep A • Groep_ B • 

rat nr. rat nr. 
906 933 741 750 907 930 932 

21 89 0 100 0 25 50 

100 100 100 100 60 70 83 

100 100 100 100 77 67 100 

100 100 100 100 100 90 100 

100 100 100 100 100 77 100 

100 100 100 100 100 63 100 

100 100 100 100 100 56 100 

100 100 100 100 94 13 100 

2 dieren werden gedurende 10 minuten per uur bij 
een intacte mannelijke rat geplaarst en hun ge
dragingen werden geregistreerd. 

5 dieren werden vanaf 16 u. voortdurend bij in
tacte rnannelijke dieren geplaatst en 10 minuten 
per uur geobserveerd. 
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De duur van de periode in de pro-oestrus- en oestrus-fase, waarin der

gelijke reacties verkregen kunnen worden, wordt geschat op 12 - 19 uur 

(Kuehn & Beach, 1963). 

Om te onderzoeken, vanaf welk tijdstip en gedurende hoe lange pe

riode vrouwelijk bronstgedrag bij cyclische NC~&a geactiveerd kon worden 

werden 7 (RU)NC-dd in de namiddag van pro-oestrus vanaf 16.00 uur 

Ofwel gedurende 10 min. per uur bij intacte mannelijke dieren geplaatst 

en geobserveerd (2 dieren; tabel 7a) 6fwel vanaf 16.00 uur voortdurend 

bij intacte mannelijke dieren gelaten en gedurende 10 min. per uur ge

observeerd (5 dieren; tabel 7 b). 

Bij de eerste observatie tussen 16.00 en 17.00 uur behaalden 2/7 

dieren een LQ van 75 of meer; de overige 5 dieren vertoonden slechts 

in geringe mate of in het geheel geen bronstgedrag. In de loop van de 

volgende uren vertoonden echter alle dieren kenmerken van bronstgedrag 

en haalden voortdurend hoge LQ-scores. Aan het einde van de observatie

periode was slechts bij 1 de LQ-score weer aanmerkelijk gedaald. 

Geconcludeerd wordt, dat de periode~ waarin reacties van bronst-

gedrag verkregen kunnen worden op de dag van pro-oestrus bij cyclische (RU)

NC-QO omstreeks 16.00 uur een aanvang neemt. De duur van de periode 

waarin dergelijke reacties aanhielden, bedroeg tenminste 7 uur; de duur 

werd wellicht niet bekort door de voortdurende activiteiten van de in-

tacte mannelijke ratten. 

6.3 Als cyclische vrouwelijke ratten worden gedekt, dan wordt de 5-

daagse cyclische ovariumactiviteit onderbroken doordat luteale 

activiteit optreedt (Long & Evans, 1922). Afferente prikkels van cervix 

en vagina, die via de nervus pelvicus het centrale zenuwstelsel be

reiken, spelen bij het tot stand komen van luteale activiteit door de 

copulatiestimulus een beslissende rol (Kollar, 1953). Ook na door

snijding van de nervus pelvicus zijn echter nag effecten van de copu

latiestimulus op secretie van gonadotropine aantoonbaar (Spies et al. 

1971; Spies & Niswender, 1971) alhoewel luteale activatie achterwege 

blijft. 

Het dagelijks testen van 5-daagse cyclische (RU)Nc-aa op reacties 

van bronstgedrag, zoals in 6.1 beschreven, had geen invloed op het s~ 

daags cyclische patroon van ovarium-activiteit. De duur van blootstel

ling aan de activiteiten van intacte rnannelijke dieren vari€erde in de 
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boven (6.1 en 6.2) beschreven onderzoekingen van 10 min. tot 8 uur of 

een hele nacht. Het aantal geobserveerde mounts door de intacte 

mannelijke ratten in de onder 6.2 beschreven proeven, bedroeg meer 

dan 200 ! 

Het dagelijks testen van (R)NC-30 had echter w€1 invloed op 

het patroon van ovariumactiviteit van deze dieren. Zoals aangegeven in 

Tabet 8 Langdurige perioden met vagina~e mucificatie bij 12 (R)NC-OO 
en dageZijks onderzoek van reaeptief gedrag 

v06r de Ingaande gedu- Na de 
onderzoek- rende de onder- onderzoek-
periode zoekperiode periode 

Aantal perioden 
met vag. mucif. 24 2 49 

Aantal 5-daagse 
cycli 28 43 94 

Ratio 1.2 21.5 1.9 

tabel 8 vertoonden deze in de periode voorafgaand aan en volgend op de 

dagelijkse testen regelmatig de in exp. 2 genoemde, langdurige perioden 

met vaginale mucificatie; gedurende deze testen bleven dergelijke 

perioden echter achterwege en werd uitsluitend 5-daagse cycliciteit 

waargenomen. 

Geconcludeerd wordt, dat reacties van bronstgedrag in 5-daags 

cyclische (RU)NC-aa geen effect hebben op het patroon van ovariumacti

viteit in deze dieren~ Bij (R)NC-aa lijken de reacties van 
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bronstgedrag het optreden van langdurige perioden met vaginale muci

ficatie te voorkomen. 

exp.? OVariumactiviteit in NC-aa op ve~schillende tijdstippen na 

ovariumtransplantatie 

Zoals beschreven in exp. 1J2 en 3, hield cyclische ovariurnacti

viteit in NC-aa na een beperkt aantal cycli op. De duur van deze pe

riode bedroeg 2-4 maanden bij (RU)Nc-aa met uitsluitend 5-daagse cy

cliciteit, 3.5 - 14 maanden bij (R)NC-aa ,die naast 5-daagse cyclici

teit oak langdurige perioden met vaginale mucificatie vertoonden. 

Om te onderzoeken of de transplantaat-conditie van het ovarium in 

NC-aa verantwoordelijk was voor het vroegtijdig ophouden van cyclische 

ovariumactiviteit in deze dieren, werd de activiteit van soortgelijke 

transplantaten onderzocht in 7 neonataal geovari€ctomeerde vrouwelijke 

(RU)-dieren. 

Bij al deze 7 dieren traden in de loop van 7 maanden na ovarium -

implantatie tenminste 35 cycli op; microscopisch onderzoek van de 

transplantaten na deze periode wees uit, dat de vaginale cycli van de

ze dieren inderdaad tot bet moment van autopsie door cyclische ovarium

activiteit veroorzaakt werden. De gemidd~lde grootte van een generatie 

CL in deze transplantaten bedroeg 13.5 (tabel 3). 

Geconcludeerd wordt, dat het ophouden van cyclische ovariumacti

viteit in NC-aa niet primair veroorzaakt wordt door aan de transplan

taatconditie van het ovariumweefsel inherente factoren. Het ligt dan 

oak voor de hand dat het veroorzaakt wordt door een aan NC-aa inheren

te factor. 

exp. 8 Indue tie van CL-vorming in anmm latoir geworden Nc-aa 

Cyclische vrouwelijke ratten kunnen onder vele omstandigheden ano

vulatOir worden, zoals door ouderdom (Mandl, 1961; Aschheim, 1966), door 

een bijzondere genetische constitutie (Everett, 1940), door constante 

belichting (Dempsey & Searles, 1943; Bunn & Everett, 1957), of door 
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laesies in de hypothalamus (Greer, 1953) .. Dergelijke dieren kunnen ovule

ren onder invloed van diverse stimuli zeals progesteron-behandeling, 

copulatie, ECS-POA en ECA-AME. Soms werd daarbij gevonden (Greer, 1953; 

Aschheim, 1966; Clemens et al., 1969) dat eenmalige inductie van ovu

latie voldoende was om cyclische ovariumactiviteit voor tenminste enige 

tijd te herstellen. 

Het effect van bovengenoemde stimuli op ovariumactiviteit in ano

vulatoir geworden NC-dO werd in dit en het volgende experiment onder

zocht. 

Bij 6 (RU)NC-00 werd ECS-POA toegepast; bij alle dieren was 4-7 

dagen na de stimulus een generatie niet functionele CL in de ovarium

transplantaten aanwezig. Op grand van dagelijkse uitstrijken van het 

vagina-transplantaat en morfologie van deze CL werd geconcludeerd, 

dat deze CL doorECS-POAwaren geinduceerd. Het gemiddelde aantal CL 

bedroeg 12.5. 

Bij 6 andere dieren werd ECS-AME toegepast; 5/6 vertoonden CL -

vorming in de ovariumtransplantaten na deze stimulus. 

Bij 14 (RU)NC-&6 werd een eenmalige injectie met 2.5 mg proges

teron gegeven; bij afwezigheid van CL-vorming door deze stimulus 

onderzocht aan de hand van dagelijkse vagina-uitstrijken en soms oak 

laparotomie - werd een tweede, soortgelijke injectie 10 dagen later 

gegeven. Uit het verloop van dagelijkse vagina-uitstrijken na de injec

tie en histologisch onderzoek van 5 ovaria, kon worden afgeleid dat bij 

in totaal 8 van de 14 dieren progesteron de vorming van CL tot gevolg 

had. Deze inductie van CL-vorming resulteerde bij alle 8 onderzochte 

dieren in een langdurige periode met vaginale mucificatie; dit duidde 

aan, zoals in hoofdstuk 5 besproken zal worden, dat de door injectie 

van progesteron geinduceerde CL functioneel actief waren. Het gerniddel

de aantal CL in 3 ovariumtransplantaten bedroeg 14. De door progesteron 

geinduceerde CL-vorming werd bij de 5 overige dieren gevolgd door 

een korte periode met hernieuwde cyclische ovariumactiviteit, 

Geconcludeerd wordt, dat anovulatoire NC-66 CL-vorming kunnen 

vertonen onder invloed van stimuli, die in diverse typen anovulatoire, 

vrouwelijke ratten inductie van ovulatie tot gevolg hebben. Een een

malige injectie van progesteron kan resulteren in de vorming van CL, 

die functioneel actief worden. 
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Eenmalige inductie van CL-vorming in anovulatoire Nc-aa kan het 

optreden van hernieuwde cyclische ovariumactiviteit tot gevolg hebben. 

exp.9 Observaties van vrouwelijk bronstgedrag van anovulatoire NC-aa 

Vrouwelijke ratten, die anovulatoir geworden waren onder invloed 

van constante belichting, ovuleerden na copulatie (Dempsey & Searles, 

1943). Indien de copulatie-stimulus beperkt werd, doordat de vagina 

werd afgedicht en mannelijke ratten na 10 'mounts' werden verwijderd, 

dan trad geen ovulatie op (Hardy, 1970). 

Om te onderzoeken of vrouwelijk bronstgedrag bij anovulatoire 

NC-00 geactiveerd kon worden, en of dergelijk bronstgedrag een effect 

had op de secretie van gonadotropine, werden 13 (RU)- en (R)NC-66 

(leeftijd 6-9 mnd) bij intacte 06 geobserveerd. Er waren sinds het 

begin van de anovulatoire periode bij de NC-66 11 - 35 dagen verlopen. 

Alle dieren vertoonden vrouweolijk bronstgedrag; dit gedrag hield ge

durende de gehele observatieperiode van 30 - 60 min. aan. 

Bij 10 /13 dieren vertoonde de vagina-uitstrijk op de tweede dag 

na deze test een leukocytair beeld; daarna traden 5-daagse cyclische 

veranderingen op. Microscopisch onderzoek van 3 ovaria, 3 dagen na de 

test, toonden aan dat CL-vorming onder invloed van de 'copulatie-sti

mulus' had plaatsgevonden; in deze 3 ovariumtransplantaten waren ge

middeld 13 CL gevormd. 

Om te onderzoeken, in hoeverre de 'copulatiestimulus' fungeerde 

als 'trigger' van een endogeen afgiftemechanisme van een ovulatoire 

hoeveelheid gonadotropine, dan wel de afgifte van een stimulus-afhanke

lijke dosis gonadotropine bewerkstelligde - in welk laatste geval de 

stimulus tenminste 30 minuten aanwezig zou moeten zijn (Everett & 

Sawyer, 1953; Vermeiden & Zeilmaker, 1973) - werden 6 anovulatoire (RU)

NC-00 gedurende 3-5 minuten sarnen met intacte rnannelijke ratten ge

observeerd. Alle dieren vertoonden bronstgedrag; bij alle dieren trad 

CL-vorming en cyclische ovariumactiviteit op na deze test. 
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Geconcludeerd wordt, dat bronstgedrag bij anovulatoire NC-QO in 

de eerste weken na het begin van de anovulatoire periode geactiveerd 

kan worden; blijkbaar zijn de door het 'polyfolliculaire' ovarium ge

produceerde oestrogene hormonen voldoende om deze activering ~ogelijk 

te maken. 

De 'copulatiestimulus' blijkt bij anovulatoire NC-aa als trigger 

van een afgiftemechanisme van een ovulatoire hoeveelheid gonadotropine 

te kunnen fungeren. 

Na eenmalig geinduceerde CL-vorming kunnen anovulatoire NC-OO 

weer cyclische ovariumactiviteit vertonen. 

DISCUSSIE 

Een aantal aspecten van de boven beschreven experimenteD zal in 

het volgende besproken worden aan de hand van de twee vragen~ welke 

aan het einde van de inleiding van dit hoofdstuk werden geformuleerd. 

Een overzicht van de te bespreken punten is weergegeven in tabel 9. 

§ 1 Cyclische ovariumactiviteit in NC-06 

Dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten in (RU)NC-66 

en (R)NC-30 toonden aan, dat 5-daagse vaginale cycli in dergelijke 

dieren voorkwarnen, resp. voor konden komen. Vijfdaagse vaginale cycli 

bleken te corresponderen met 5-daagse ovarium-cycli. Het behoort blijk

baar tot de mogelijkheden van het regulatiemechanisme van ovariumac

tiviteit in NC-66 om cycli van voorspelbare regelmaat, in duur ge

lijk aan die van vrouwelijke stamgenoten, te onderhouden. Het is in 

dit verband wellicht interessant na te gaan of NC-00 van een stam, 

waarvan de vrouwelijke dieren over het algemeen 4-daagse cycli verto

nen, eveneens 4-daags cyclisch zijn. 

(R)NC-06 vertoonden naast 5-daagse cycliciteit echter ook lang

durige perioden met vaginale mucificatie en persisterende CL in de 

ovariumtransplantaten. In hoofdstuk 5 te bespreken experimenten wezen 

uit, dat de persisterende CL gedurende dergelijke perioden functio

neel actief waren, dat wil zeggen~ zodanige hoeveelheden progesteron 

produceerden, dat ovulatie en 5-daagse cycliciteit verhinderd werden. 



Tahe7, 9 

1 

2 

3 

4 

63 

OVerzicht van de onderwerpen~ die in de discussie bij hoofd
stuk 4 aan de orde worden gesteld. 

experi
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1,2,3 

4 

5 ,6 
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8,9 

NC-ea vergelijkbaar 
met normale ~~ 

5-daags cyclische 
ovariumactiviteit 
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( R)NC-d'd' 

'kritische uren' 
voor de afgifte van 
ovulatoire ganado
tropine begin en 
duur van cyclische 
'bronst'; effect van 
bronstgedrag op se
cretie van ganado
tropine 

CL-vorming in ano
vulatoire NC-d'd' na 
ECS-POA, ECS-AME, 
progesteron-injectie 
en bronstgedrag. 
Cyclische ovarium
activiteit na een
malig geinduceerde 
CL-vorming 

NC-aa verschil
lend van ~~ 

langdurige perio
den met vaginale 
mucificatie en 
persisterende CL 
in (R)Nc-ao 

een grater aantal 
follikels wordt 
per cyclus tot CL 
getransformeerd 

ophouden van cy
clische ovulatie 
relatief kort na 
ovariumimplantatie 

luteale activatie 
na inductie van 
CL-vorming met 
progesteron 

bepalende 
factor 
van het 
verschil 

per ina tale 
testishor
monen ? 

prenatale 
testis 

hormonen ? 

per ina tale 
testishor
monen. 
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Vrouwelijke (R)-ratten vertoonden op een leeftijd van 3-6 maanden 

5-daagse cycliciteit; op een leeftijd van 12-18 maanden vertoonden ze 

echter behalve vilfdaagse cycliciteit oak perioden met spontane lute

ale activiteit.Het leek er derhalve op dat (R)NC-00 een patroon van 

ovariumactiviteit vertoonden, dat nauwe overeenkomst vertoonde met 

oude (R)-~~ , meer dan met jong-volwassen (R)-~~ . Op deze overeen

komst met oudere vrouwelijke dieren zal in hoofdstuk 5 nader worden 

ingegaan. Daar zal het mogelijk verband met perinatale testishormonen 

in NC-00 nader worden toegelicht. 

Opvallend is, dat de tv.,ree, van moederszijde nauw verwante 

groepen NC-00 een kwalitatief verschillend patroon van ovariumactivi

teit vertoonden. De gegevens van Yazaki (1960), Harris (1964) en Lados

ky et a1. (1969) wijzen erop, dat de door hen bestudeerde NC-aa slechts 

korte cycli zonder luteale activiteit vertoonden. Daarentegen wijzen 

gegevens van Henzl et al. (1971) - namelijk de door hen beschreven 

ovariummorfologie en de hoge bloedconcentratie van progesteron - erop, 

dat spontane luteale activering bij hun NC-6a eveneens voorkwam. Het 

lijkt er derhalve op, dat cyclische ovariumactiviteit in NC-60 met 

betrekking tot luteale activiteit kan verschillen van die van normale 

vrouwelijke ratten. 

§ 2 Een grotere 1generatie' follikels in ovariumtransplantaten in 

11c-ea 

Telling van het aantal follikels, dat in ovariumtransplantaten 

in NC-ao per cyclus tot CL werd getransformeerd, wees uit dat dit 

aantal constant was. Het was echter significant hager dan dat, wat 

algemeen bekend bij vrouwelijke ratten wordt waargenomen. Nader onder

zoek van de grootte van een 'generatie 1 follikels in vrouwelijke rat

ten onder verschillende reproductieve omstandigheden wees uit, dat dit 

aantal voortdurend gelijk bleef aan dat van normale vrouwelijke rat

ten. Daarentegen bleek de grootte van een generatie follikels in ova

riumtransplantaten in NC-03 gelijk aan die in AC-30 . Geconcludeerd 

werd, dat de grootte van een generatie follikels in ovariumweefsel 

bij vrouwelijke of mannelijke dieren geslachtsverschillend is, en 

niet beinvloed wordt door de aanwezigheid van neonatale testishormo

nen of substitutie daarvan met TP. Een gelijkluidende conclusie werd 

bereikt ten aanzien van hypofysegehalten (Gans & DeJongh, 1963; 

Johnson, 1971) en bloedspiegels (Johnson, 1972) van FSH uit onderzoek 
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van mannelijke en vrouwelijke dieren onder verschillende reproductieve 

omstandigheden. Het lijkt verantwoord om een nauwe relatie te veronder

stellen tussen de bloedspiegels van FSH en de aantallen rijPende fol

likels in ovariurnweefsel (Greenwald, 1962; Welschen, 1972). 

Regulatie van follikelrijping wordt toegeschreven aan de werking 

van het 'tonic system' voor regulatie van ovariumactiviteit, dat name

lijk alle aspecten, behalve cyclische ovulatie regelt (Barraclough, 

1966). Voornoernde waarnemingen zouden aanduiden, dat dit 'tonic system' 

eveneens geslachtsverschillende kenmerken vertoont. Anders echter dan 

die van het 'cyclic system', dat cyclische ovulatie regelt, ontwikke

len zich deze geslachtsverschillen in het 1 tonic system' niet in de 

perinatale periode onder invloed van de aanwezigheid van testishormo

nen (cf. Johnson, 1972). 

Het is op basis van bover;genoemde gegevens slechts in bep:erkte mate 

mogelijk om aan te duiden gedurende welke ontwikkelingsfase en onder 

invloed van welke factoren een geslachtsverschil in het 'tonic system' 

voor regulatie van ovariumactiviteit tot stand kan komen. Dat een ge

netisch verschil aan de basis ligt~ zoals werd gesuggereerd door Gans 

& De Jongh (1963), lijkt vanzelfsprekend; het probleem is echter, hoe 

di t. genetisch verschil in de loop van de ontwikkeling tot expressie 

komt. 

Aangezien diverse ingrepen in de neonatale (TP-behandeling, cas

tratie, ovariectomie) of volwassen (constante belichting) periode het 

bovengenoemde geslachtsverschil niet deden verdwijnen, ligt het voor 

de hand te veronderstellen dat het reeds bij de geboorte aanwezig is 

en zich derhalve in de prenatale fase ontwikkelt. 

Aangaande het substraat van deze geslachtsverschillende ontwikke

ling kan met name gesteld worden, dat het op grond van bovengenoemde 

experimenten niet mogelijk is om uit te rnaken, of ·dit in het CZS dan 

wel in de hypofyse gezocht dient te worden. 

§ 3 Een 'kritische periode' bij NC-aa op de dag van pro-oestrus 

Het bestuderen van afgifte van een ovulatoire hoeveelheid ganado

tropine in dieren met alleen getransplanteerd ovariumweefsel, is 

niet eenvoudig, omdat het bestudeerd eindpunt, ovulatie d.w.z. folli

kelsprong,in ovariumtransplantaten dikwijls niet voorkomt. Ook na in-
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jecteren van grate hoeveelheden gonadotrope hormonen blijven oOcyten 

in ovulatoire follikels achter. Er· zijn aanwijzingen dat het niet op

treden van ovulatie in ovariumtransplantaten niet primair veroorzaakt 

wordt door defid.ente stimulatie door gonad atropine maar door lokale, 

aan de transplantaatconditie van het ovarium eigen, factoren (Welschen, 

1971). Het lijkt aldus gerechtvaardigd om de door ons gebruikte ,indi

recte crit2ria voor vaststellen van afgifte van ovulatoire gonadotro

pine - namelijk dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten en 

oOcytrijping - te handhaven. 

De waarnemingen van exp.S toonden aan, dat in cyclische NC-66 

tenminste ongeveer dezelfde 'kritische uren' gelden voor de afgifte 

van ovulatoire gonadotropinen als in normale vrouwelijke ratten 

(Everett, Sawyer & Markee, 1949). De waarnemingen van het begin van de 

periode, waarin vrouwelijk bronstgedrag verkregen kon worden, doen 

vermoeden dat dit vroegste tijdstip later ligt dan dat bij normale 

5-daagse cyclische vrouwelijke ratten (Schwartz, 1969); het is echter 

vroeger dan dat voor 4-daagse cyclische vrouwelijke ratten (Rodgers, 

1970). 

Een redelijke schatting van de duur van de cyclische bronstperiode 

was op basis van de verkregen uitkomsten niet mogelijk; de verkregen 

minimale duur van 8 uur is nog ver verwijderd van de schattingen van 

de totale duur van 12-19 uur, welke door diverse auteurs voor nor~ale 

vrouwelijke ratten zijn gemaakt (Blandau et al., 1941; Kuehn & Beach, 

1963; Eckstein & Zuckerman, 1965). 

Bij (RU)NC-aa leidde vrouwelijk bronstgedrag, hoe lang ook aan

gehouden, niet tot onderbreking van 5-daags cyclische ovariumactivi

teit. Aangezien mechanismen voor activatie van CL in NC-dd aanwezig 

zijn, zoals in hoofdstuk 5 besproken zal worden, moet worden aangeno

men dat dergelijke mechanismen door dit bronstgedrag niet worden ge

activeerd. Luteale activatie onder invloed van bronstgedrag bij nor

male vrouwelijke ratten treedt niet op, als de nervus pelvicus, die 

de voor luteale activatie belangrijke afferente zenuwen bevat, bila

teraal wordt doorgesneden (Kollar, 1953). Het ligt voor de hand te 

veronderstellen, dat het uitblijven van luteale activatie onder in

vloed van bronstgedrag van NC-dd samenhangt met het ontbreken van 

een in situ cervix en vagina bij deze dieren, waardoor stimulatie van 

de nervus pelvicus niet optreedt b±j bronstgedragingen. 
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Bij (R)NC- c;r!; had dagelijks testen van bronstgedrag tot gevolg 

dat de langdurige perioden van vaginale mucificatie en persisterende 

CL in de ovariurntransplantaten uitbleven. Het leek er derhalve op~ 

dat luteale activatie, waarmee bovengenoemde verschijnselen samen

hingen, door dit gedrag werd voorkomen. Spies & Niswender (1971) be

schreven, dat bronstgedrag bij cyclische vrouwelijke ratten na bila

terale doorsnijding van de nervus pelvicusJ weliswaar geen afgifte van 

prolactine -en daardoor luteale activatie - veroorzaakte, maar wel ge

volgd werd door afgifte van FSH en LH. Het zou derhalve kunnen bete

kenen dat luteale activatie bij (R)NC-dd samenhangt met specifieke af

giftepatronen van FSH en LH bij de inductie van ovulatie en CL-vorming, 

zoals in hoofdstuk 5 besproken zal worden. 

§ 4 Vroegtijdig ophouden van cycZische ovariumactiviteit in NC-0'0' 

Het relatief vroeg ophouden van cyclische ovariumactiviteit in 

NC-ddwerd eerder eveneens beschreven door Yazaki (1960) en Harris 

(1964). Uit de morfologie van ovariumtransplantaten welke op verschil

lende tijden na transplantatie uit NC-O'd waren verwijderd, concludeer

de Cambell (1966) eveneens dat een dergelijk proces op moest treden. 

Schindler & Wagner (1969) beschreven zeer langdurige cyclische ovari

umactiviteit in NC-dd met ovariumtransplantaten, doch gaven geen ova

riummorfologische details. 

Ophouden van cyclische ovariumactiviteit in vrouwelijke ratten 

kan op verscheidene manieren bewerkstelligd worden: door constante be

lichting (Browman, 1937), laesies v66r in de hypothalamus (Hillarp~ 

1949) of neonatale behandeling met een lage dosis TP (Swanson & van der 

Werff Ten Bosch, 1964). Cyclische ovulatie houdt op in de seniele le

vensfase van vrouwelijke ratten (Mandl, 1961; Aschheim, 1964) somtijds 

echter al op een leeftijd van~ 150 dg. (Everett, 1939). In dieren met 

alleen getransplanteerd ovariumweefsel kan cyclische ovulatie ophou

den tengevolge van een slechte conditie van het transplantaat (Everett, 

1961; Anderson et al., 1963). In onze experimenten met NC-dd leek 

een slechte toestand van het getransplanteerde ovariumweefsel als di

rekte aanleiding voor het ophouden van cyclische ovariumactiviteit on

aannemelijk, aangezien cyclische ovariumactiviteit in neonataal geova

riectomeerde vrouwelijke ratten gedurende een veel grater aantal cycli 

aanhie·ld. Bovendien hield cyclische ovariumactiviteit in (R)NC-dd tot 

meer dan een jaar aan, ondanks het gering aantal cycli. De leeftijd 
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van de NC-aa leek niet de beperkende factor. Terwijl alle (RU)NC-dd 

waarin ovariumtransplantatie op een leeftijd van 30-60 dagen had plaats

gevonden opgehouden hadden met cyclische ovariumactiviteit op een leef

tijd van 170 dagen, kon implantatie van een ovarium op latere leeftijd 

noggevolgd worden door een cyclische ovariumactiviteit (hoofdstuk 7). 

Vergelijking van de ovariumactiviteit met die van neonataal met een 

lage dosis TP behandelde vrouwelijke ratten (Swanson & van der Werff 

ten Bosch, 1964a) doet vermoeden, dat het vroegtijdig ophouden van cy

clische ovariumactiviteit in neonataal gecastreerde mannelijke ratten 

wellicht verband houdt met de in de algernene inleiding genoemde peri

natale blootstelling van deze dieren aan testishormonen. Er is een 

frappante overeenkomst in de duur van de periode met cyclische ova

riumactiviteit in de (RU)NC-00 en die in vrouwelijke ratten , welke 

op dag 5 een injectie met 10 ~g TP hadden 5ehad (Gorski, 1969). Wel

licht zou gesteld kunnen worden, dat de perinatale testishormonen in 

NC-00 een effect hebben op het ovulatiemechanisme, dat ongeveer 

equivalent is met dat van 10 ~g TP op dag 5 aan vrouwelijke ratten. 

§ 5 Cyclische ovariumactiviteit in anovulatoir geworden NC-00 

Het bleek mogelijk met diverse stimuli de afgifte van een ovula

toire hoeveelheid gonadotropine in anovulatoir geworden NC-00 

tot stand te brengen. De aldus experimenteel tot stand gebrachte eer

ste ovulatie werd in een aantal gevallen gevolgd door hernieuwde 

spontane, cyclische ovariumactiviteit. Deze resultaten bevesLigen het 

in de vorige paragraaf beschreven vermoeden, dat de conditie van het 

ovariumtransplantaat zelf niet de primaire factor was,' die verant

woordelijk was voor het ophouden van cyclische ovariumactiviteit. 

Een opmerkelijk verschijnsel was, dat CL, geinduceerd door een 

eenmalige injectie met progesteron, functioneie activiteit vertoonden. 

Injectie van progesteron in anovulatoire vrouwelijke ratten - waarin 

anovulatie werd veroorzaakt door hypothalamuslaesies (Greer, 1953) of 

een stamkenmerk was (Everett, 1940) - had wel ovulatie maar geen lu

teale activatie tot gevolg. 
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Injectie van progesteron gedurende de ochtend van pro-oestrus in 

cyclische vrouwelijke ratten kan weliswaar de afgifte van ovulatoire 

gonadotropine induceren (Zeilmaker, 1966), maar heeft eveneens geen 

luteale activatie tot gevolg (Rothchild & Schubert,1963). 

Daarentegen kan luteale activatie door progesteron in cyclische 

vrouwelijke ratten wel verkregen worden, indien de injectie wordt ge

geven op de dag van oestrus (Rothchild & Schubert, 1963). Aangaaride 

het mechanisme van luteale activatie door progesteron in het laatste 

geval maakte Everett (1963) waarschijnlijk, dat progesteron zelf wel

licht niet het actieve agens was, maar exteroceptieve stimuli, waar

voor de ratten onder invloed van progesteron extra gevoelig waren ge

worden. Een verandering van gevoeligheid werd met name verondersteld 

voor mechanische stimulatie van cervix en vagina. 

In eerdere experimenteD (exp.6) bleek duidelijk dat stimulatie 

van het genitale gebied, zoals wellicht gebeurde tijdens 'copulatie' 

van bronstige NC-33 met intacte 03, geen luteale activatie veroor

zaakte. Verder werd inductie van ovulatie en CL-vorming in anovula

toire NC-03 op andere wijze dan door injectie met progesteron niet 

gevo1gd door 1utea1e activatie. 

Het lijkt dan ook aanneme1ijk, dat lutea1e activatie na indue-

tie van ovulatie met progesteron een specifiek effect van progesteron 

is, dat niet door verhoogde gevoe1igheid voor exteroceptieve stimuli 

veroorzaakt wordt. Dit experiment ondersteunt dan ook vee1eer de ver

onderstel1ing, dat progesteron een bevorderende werking heeft op de af

gifte van pro1actine (Al1oiteau, 1962; Zeilmaker, 1965; Everett, 1968), 

dat op zijn beurt verantwoordelijk is voor initiatie van lutea-

1e activiteit. 

Een opmerke1ijk resultaat van experiment 9 was, dat de 

'copulatiestimulus' bij anovulatoire NC-00 als trigger kon fungeren 

van de afgifte van een ovulatoire hoeveelheid gonadotropine . Aange

zien, zoals in experiment 6 werd geconcludeerd, 'copulatie' van NC-QO 

niet gepaard gaat met specifieke genitale stimulatie, lijkt waar

schijnlijk dat 'sexual excitement' (Brooks, 1937) in dit geval een 

voldoende stimulus is voor inductie van ovulatie. Deze veronderstel

ling wordt ondersteund door de eerder vermelde waarnemingen van Spies 

& Niswender (1971) dat cyclische vrouwelijke ratten na doorsnijding 
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van de nervus pelvious weliswaar niet pseudozwanger worden na copula

tie, maar wel verhoogde afgifte van FSH en LH vertonen. 

Cyclische vrouwelijke ratten kunnen eveneens reflectorisch ovu

leren onder invloed van de copulatiestimulus (Everett, 1952); anovu

latoire vrouwelijke ratten oak, voor zover de anovulatoire conditie 

het gevolg is van constante belichting (Dempsey & Searles, 1943), of 

van neonatale behandeling met een kleine dosis TP (Segal & Johnson, 

1959; Ericsson & Baker, 1966). Het heeft er echter de schijn van dat 

ovulatie onder invloed van copulatiestimuli bij deze ratten niet zo 

onmiddellijk gebeurt als bij de onderzochte (FU)NC-dd (swanson & van 

der Werff ten Bosch, 1964; Everett, 1967; Zarrow & Clark, 1968; Kalra 

& Sawyer, 1970; Hardy, 1970). tet is dan oak niet uitgesloten,dat 

verschillende mechanismen aan ovulatie na 'copulatie' bij NC-dd en 

vrouwelijke ratten ten grondslag liggen. 

SA!~SNVATTING 

1. NC-66 kunnen 5-daags cyclische ovariumactiviteit vertonen, ver-

gelijkbaar met die in vrouwelijke ratten. Op de dag van pro-oes

trus is er een 'kritische periode' voor de afgifte van ovulatoire go

nadotropine ; deze periode beslaat ongeveer dezelfde uren als die in 

vrouwelijke ratten. 

2. NC-00 van de (R)stam vertonen naast 5-daags cyclische ovarium-

activiteit oak langdurige perioden met luteale activiteit. In 

dit opzicht vertoont ovariumactiviteit in (R)NC-ao een nauwere over

eenkomst met die in seniele (R)-~~ dan met die in jong-volwassen 

(R)-~~ 

3. Gedurende iedere cyclus wordt bij NC-dd een grater aantal fol-

likels tot CL getransformeerd dan bij vrouwelijke dieren. Het 

aantal, tot eenzelfde 'generatie' behorende follikels in ovarium

weefsel blijkt geslachtsverschillend. De bepalende factor van dit 

geslachtsverschil ligt wellicht in de prenatale levensfase. 
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4. Cyclische ovariumactiviteit houdt in Nc-aa na een beperkt aan

tal cycli op. In ovariumweefsel in anovulatoire NC-aa kan her

nieuwde cyclische ovariurnactiviteit worden verkregen door diverse ex

perimentele ingrepen. 

5. De verschillen in ovariumactiviteit van NC-aa en normale vrouwe-

lijke ratten, genoemd onder 2 en 4, houden wellicht verband met 

de perinatale blootstelling van NC-aa aan testishormonen; onder in

vloed van deze hormonen is het ovulatiemechanisme wellicht gefixeerd 

geraakt in een toestand tussen die van normale mannelijke en vrouwe

lijke ratten. 

HOOFDSTUK 5 REGULATIE VAN LUTEALE ACTIVITEIT IN Nc-aa 

INLEIDING 

De CL van 5-daags cyclische~ vrouwelijke ratten zijn 'niet -

functioneel' dat wil zeggen : zij produceren niet voldoende proge

steron om ovulatie tegen te gaan en de vorming van deciduaweefsel 

mogelijk te maken (Everett, 1961). Functionele activiteit van CL kan 

worden waargenomen tijdens zwangerschap. 

Er zijn echter meer omstandigheden bekend, waaronder CL in vrouwe

lijke ratten functionele activiteit vertonen. Dergelijke perioden met 

luteale activiteit worden 'pseudozwangerschap' genoemd (Long & Evans~ 

1922). Pseudozwangerschap kan onder invloed van verscheidene stimuli 

verkregen worden. De oudste, als zodanig bekende stimuli waren de 

copulatiestimulus, mechanische stimulatie van cervix en vagina, en de 

zoogstimulus (Long & Evans, 1922). Andere stimuli, welke eveneens 

pseudozwangerschap induceerden, waren: elektrische stimulatie van cer

vix en vagina (Shelesnyak, 1931); de aanwezigheid van prolactine secer-

nerend ectopisch hypofyseweefsel, gedurende tenminste de eerste da-

gen na ovulatie (Alloiteau, 1958); reserpine-injectie op dag 4,0 of 

1 van de cyclus in 5-daags cyclische vrouwelijke ratten (Barraclough 

& Sawyer, 1959); elektrische stimulatie van de ventromediale of dar-
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somediale hypothalamus van vrouwelijke ratten (Everett & Quinn, 1966) 

en andere. 

Opvallend in al deze experimenteD was, dat de duur van de pseudo

zwangerschap vrijwel onafhankelijk was van de wijze, waarop deze werd 

geinduceerd, en voortdurend 13-15 dagen bedroeg. 

De duur van perioden van pseudozwangerschap kon evenwel verlengd 

worden door uterusextirpatie, inductie van deciduoomvorming in de 

uterus of verlenging van lactatie. Onder die omstandigheden had de 

pseudozwangerschap een lengte van 18 tot maximaal 26 dagen (Anderson 

et al., 1969; Bruce, 1958; Takahashi & Suzuki, 1971). 

Het effect van een aantal van bovengenoemde stimuli voor indue

tie van luteale activiteit werd door Zeilmaker (1962; 1963; 1964) en 

Zeilmaker et al. (1967) onderzocht bij AC-6d en TP-~~. 

De onderzoekingen toonden aan, dat injectie van reserpine acti

vatie van kunstmatig geinduceerde CL tot gevolg had. De activering 

hield aan zolang als reserpine werd ingespoten; injectie van reserpine 

had nooit de initiatie van een periode van constante duur met luteale 

activiteit tot gevolg. CL-activatie werd eveneens waargenomen onder 

invloed van door ectopisch hypofyseweefsel geproduceerd prolactine; 

de luteale activiteit leek bij voortdurende aanwezigheid van hypofyse

weefsel gedur~~de onbeperkte tijd aan te houden. Verwijderen van de 

ectopische hypofyse hadonmiddellijk ~phouden van luteale activiteit 

in AC-60 tot gevolg; het effect v~n deze ingreep bij TP-QQ was moei

lijk te interpreteren. 

Mechanische stimulatie van cervix en vagina van T~-QQ had geen 

inductie van luteale activiteit tot gevolg, alhoewel de dieren tij

dens het stlmuleren wel duidelijke reacties in gedrag (i.e. lordose) 

vertoonden (Zeilmaker, 1964). 

Elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus van 

TP-~~ leidde niet tot activatie van kunstmatig geinduceerde CL (Zeil

maker et al., 1967). 

Deze resultaten deden vermoeden, (1) dat een aantal aspecten van 

regulatie van luteale activiteit geslachtsverschillend georganiseerd 

waren, (2) dat een 'vrouwelijk' type zich ontwikkelde bij afwezigheid 

van neonatale testisfunctie of substitutie hiervan en een 'mannelijk' 

type bij aanwezigheid van een dezer factoren en (3) d?t neonatale dif-
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ferentiatie met betrekking tot ovulatie in nauw verband stand met neo

natale differentiatie met betrekking tot regulatie van luteale acti

viteit. 

Deze veronderstelling werd ondersteund door recente experimenteD 

van Neill (1972). Deze auteur beschreef een 'surge mechanism' van se

cretie van prolactine, welk hormoon bij ratten het luteotrope hormoon 

bij uitstek is. Dit mechanisme kon in geovariectomeerde vrouwelijke 

ratten geactiveerd worden door exogeen geinjecteerd OB. Een dergelijk 

'surge mechanism' kon op gelijke wijze geactiveerd worden in NC-00' 

daarentegen kon het niet worden geactive_erd in geovari&ctomeerde TP-~~ 

en in AC- 0'0 . 

Aldus kan voor de ontwikkeling van regulatiemechanismen van lute

ale activiteit in de neonatale periode een soortgelijk schema worden 

opgesteld als weergegeven in fig. 1 voor bet ovulatiemecbanisme. 

Een impliciete aanname in een dergelijk schema is, dat NC-ee 
van de geslachtsverschillende aspecten van luteale activiteit het 

'vrouwelijk' type zouden vertonen onder de juiste experimentele om

standigheden. 

Om de validiteit van deze aanname te onderzoeken, werd getracht 

om,kenmerken van regulatie van luteale activiteit in NC-aa te defi

ni€ren. 

MATERIAAL EN METHODEN 

De proefdieren en hun omstandigheden, alsmede de uitvoering van 

neonatale castratie en implantatie van ovarium- en vaginaweefsel, 

waren hetzelfde als beschreven in hoofdstuk 4. 

Ectopische impZantatie van hypofyseweefseZ en verwijdering van het 

ectopisch hypofysetransplantaat. 

De gehele hypofyse van een volwassen mannelijke of vrouwelijke 

donor werd onder het nierkapsel gebracht. Bij Ac-ea werd de ecto

pische hypofyse tegelijkertijd met bet ovariumtransplantaat inge-
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bracht. Bij NC-dd werd de operatie uitgevoerd, als dagelijkse vagina

uitstrijken hadden aangetoond, dat de dieren spontaan cyclische 

ovariumactiviteit vertoonden. 

Het hypofysetransplantaat werd verwijderd door het met een 

iridectomieschaartje los te knippen van het omringende nierkapsel en 

vervolgens met een pincet te verwijderen. Bleeding van het onderlig

gende nierweefsel trad bij een dergelijke operatie nauwelijks op: 

blijkbaar had de getransplanteerde hypofyse weinig vasculaire verbin

dingen met dit nierweefsel. Daarentegen waren in het nierkapsel 

altijd relatief grate bloedvaten zichtbaar, die de bloedvoorziening 

van de getransplanteerde hypofyse verzorgden. 

Bij autopsie werd onderzocht, of bet transplantaat volledig 

was verwijderd; daartoe werd het nierweefsel onderzocht op eventuele 

resten onder een binoculair-microscoop. 

Elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus (ES-~N) 

Een bipolaire, concentrische elektrode werd met behulp van 

een stereotactisch instrument zodanig in de hersenen geplaatst, dat 

de punt zich in de ventromediale hypothalamus bevond. De gebruikte 

coOrdinaten volgens bet systeem van De Groot (1959) waren: 

Bij 

de hand 

De 

uit een 

autopsie 

voor-achter 

onder-boven 

links-rechts 

+ 6.0 mm 

schedelbasis + 0.5 mm 

0.3 mm. 

werd de lokalisatie van de elektrode ohderzocht a an 

van micrascopische preparaten van de hypothalamus. 

stimulus bestond uit rechthoekige, bifasische pulsen, afkomstig 

speciaal voor dit doel vervaardigd instrument. De pulskarakteris-

tieken waren dezelfde (100/sec; 1 msec/puls; 30 sec aan - 30 sec uit 

gedurende 30 min; 100 ~A pulshoogte), als eerder effectief bleken om 

bij vrouwelijke ratten pseudozwangerschap te induceren ( Everett & 

Quinn, 1966; pers. waarn. ). 
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Criteria voor Zuteale activiteit 

De volgende kenmerken werden karakteristiek geacht voor luteale 

activiteit: 

Mucificatie van uitstrijk en epitheeZ van getransplanteerd vagina

weefsel 

De veranderingen in getransplanteerd vagina-weefsel gedurende de 

5-daagse cyclus zonder luteale activiteit werden in hoofdstuk 4 be

schreven. Het optreden van mucificatie kan duiden op de aanwezigheid 

van progesteron, geproduceerd door de functionele CL (Barker & Walker, 

1966). 

MUcificatie van getransplanteerd vagina-weefsel na 3 dagelijkse 

injecties van 25 ~g OB 

Als OB wordt gelnjecteerd zal vagina-weefsel gaan prolifereren 

en cornificeren; bij aanwezigheid van progesteron wordt bet cornifi

cerende effect verhinderd en treedt uitgebreide mucificatie op. Deze 

test voor luteale activiteit werd door verscheidene auteurs in di

verse experirnentele omstandigheden toegepast (Astwood, 1941; Everett, 

1956; Zeilmaker, 1964; Rothchild, 1965). 

Aanwezigheid van grate~ eosinofiele CL in ovariumtransplantaten 

bij afwezigheid van morfologische tekenen van 5-daagse cycli

sche ovariumactiviteit. 

De veranderingen in ovariumtransplantaten gedurende de 5-daagse 

cyclus met niet-functionele CL werden eerder beschreven. Uitgangspunt 

voor dit criterium van luteale activiteit zijn de waarnemingen, ver

richt aan niet-functionele en functionele CL door Long & Evans (1922). 

Deciduoomvorming in getransplanteerd uterusweefsel. 

De vorming van deciduomen wordt algemeen gebruikt als meest spe

cifieke indicator van luteale activiteit. In orienterende experimen

teD werd getracht deciduoomvorming te verkrijgen in getransplanteerd 

uterusweefsel in vrouwelijke dieren. De resultaten waren echter niet 

eenduidig. Derhalve leek het niet rnogelijk deciduoomvorming in getrans

planteerd uterusweefsel te gebruiken als kenmerk van luteale activi

teit in mannelijke dieren. 
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Duur van een fase met luteale activiteit 

De duur van een fase met luteale activiteit werd berekend door 

telling van het aantal dagen vanaf dioestrus-1 (= dag 1) tot en met 

de eerstvolgende dag met geheel of gedeeltelijk gecornificeerde uit

strijk, gevolgd door een uitstrijk met leukocyten. 

RESULTATEN 

exp.1 Spontane Zuteale activiteit in (R)NC-00 

Onderzoek van dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten 

van alle (in totaal 80) onderzochte cyclische (R)NC-Od wees uit, dat 

naast 5-daagse cycli oak intervallen met vaginale mucificatie voor

kwamen tussen opvolgende ovulaties. Bij sornmige dieren kwamen derge

lijke intervallen slechts incidenteel voor, bij andere dieren werden 

slechts incidenteel 5-daagse cycli waargenomen. 

De microscopische morfologie van vaginc-epitheel 

gedurende perioden met vaginale mucificatie werd bestudeerd bij 10 

dieren. Het microscopisch aspect was als dat van vrouwelijke ratten 

tijdens lactatie-pseudozwangerschap (Long & Evans, 1922): enkele ba

sale lagen met cuboidale cellen met daarop een laag muceuze cellen 

(fig.6). De ovariumtransplantaten van dezelfde dieren vertoonden een 

generatie van 13-18 grate, eosinofiele CL; de diameter van deze CL was 

grater (tot 1,5 mm) dan die van CL tijdens de 5-daagse cyclus (tot 1.0 

mm). Naast deze grate CL waren meestal restanten van CL van oudere 

generaties zichtbaar. Tekenen van recente of op handen zijnde ovula

tie werden nimmer waargenomen. De periode met vaginale mucificatie 

werd be€indigd met het verschijnen van kernhoudende en/of verhoornde 

epitheelcellen in de uitstrijk, gevolgd door een leukocytaire uit

strijk (tabel 2). 

Acht ovaria, die verwijderd waren op dagen, dat de vagina-uit

strijk kernhoudende en/of verhoornde epitheelcellen bevatte, bleken 

alle 6£ preovulatoire 6£ ovulatoire follikels te bevatten alsmede te

kenen van luteolyse in de grote, eosinofiele CL. Drie ovaria, welke 
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Figuur 8 a~b Getransplanteerd vagina-weefsel in (R)NC-aa gedurende 
langdurige perioden met gemucificeerde vagina-uitstrijk 
en na voorbehandeling met 3 x 25 ~g OB. 

83 a De injecties met OB werden gegeven vanaf de 16e dag met gemuci-
ficeerde uitstrijk na de laatstwaargenomen ovulatie. Het onder 

invloed van OB geprolifereerde vagina-epitheel is volledig verhoornd; 
dit duidt erop, dat de in het ovarium aanwezige CL slechts weinig 
progesteron produceren. 

8Jb De injecties met OB werden gegeven vanaf de Be dag met gemucifi-
ceerde uitstrijk na de laatstwaargenomen ovulatie. Het onder 

invloed van OB geprolifereerde vagina-epitheel (vergelijk de toestand 
van onbehandelde dieren zoals weergegeven in figuur 6) blijft gernuci
ficeerd; dit duidt op progesteronproduktie door de in het ovarium 
aariwezige CL. 
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waren verwijderd op de onmiddellijk volgende dag met leukocytaire 

uitstrijk, vertoonden basofiele CL als op dag 1 van de 5-daagse cy

clus. Het leek waarschijnlijk , dat uitstrijken met kernhoudende en/ 

of verhoornde epitheelcellen na een periode met vaginale mucificatie 

aangaven, dat een nieuwe ovulatie op handen was, of juist had plaats

gevonden. 

Aan 4 dieren werden 3 dagelijkse injecties met 25 ~g OB gegeven 

vanaf 6-12 dagen na ovulatie; bij geen van deze dieren was het vagina-

epitheel 72 uur na de eerste injectie verhoornd; bij microscopisch 

onderzoek toonde het uitgebreide mucificatie (fig.B). Soortgelijke 

injecties werden aan 4 andere dieren gegeven vanaf 15-19 dagen na 

ovulatie. Bij alle 4 dieren was het vagina-epitheel 72 uur na de 

eerste injectie verhoornd (fig.B). Het lijkt aannernelijk, dat vagi

nale rnucificatie van (R)NC-00 tenminste in de eerste fase samenhangt 

met productie van progesteron. 

De gerniddelde duur van de intervallen tussen opvolgende ovulaties 

werd bij 15 dieren bepaald aan de hand van dagelijkse vagina-uitstrij

ken. Deze gemiddelde duur was 26.0 dagen (tabel 10); de spreiding in 

de duur was 10 %. 

Geconcludeerd wordt, dat (R)NC- 00 naast 5-daagse cyclische ova

riumactiviteit ook perioden van Constante duur met luteale activiteit 

vertonen; aldus vertonen (R)NC-dd met ovariumtransplantaten een ver

schijnsel, dat doet denken aan spontane pseudozwangerschap van vrouwe

lijke ratten; de gemiddelde duur van deze 1 pseudozwang.erschap 1 bij 

NC-dd is echter dubbel zo lang als die van normale vrouwelijke rat-

ten, 

exp.2 Luteale activiteit i~ NC-OO na ectopische implantatie van 

hypofyseweefseZ 

Allereerst werd ovariumactiviteit bestudeerd na ectopische im

plantatie van hypofyseweefsel bij 8 cyclische (RU)NC-00 en 5 (R)NC

Od ; deze laatste dieren hadden in de periode, voorafgaand aan hy

pofyse-implantatie, reeds spontane luteale activiteit vertoond, als 

beschreven in exp. 1. 
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De duur> van luteale fasen "' in NC-aa onder diverse 
experimentele omstandigheden. 

a an tal duur 
dieren in dagen 

(R)NC-cl'cl' met spontane 15 •• 26.0 (2.5)··· 
luteale activiteit 

(R)NC-Od' met ectopische •• 28.8 ( 8. 0) 
hypofyse 5 

(RU}NC-Oci met ectopische 
8 •• 20.1 (6.7) 

hypofyse 

(RU)NC-0'0 , waarvan de ecto-
5 29.6 (0 .4) 

pische hypofyse 6-10 dagen na 
ovulatie werd verwijderd 

(R)NC-d'd' na ES-VMN 6 25.5 (3.0) 

anovulatoir geworden (RU)NC-03 8 25.2 (2 .3) 
na inductie van ovulatie 
en CL-vorming met progesteron 

• duur van luteale fase = periode tussen opvolgende ovulaties 

•• er werden per dier meerdere luteale fasen gemeten (3-8 per dier) 

••• standaardafwijking van de duur in dagen 
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Bij geen van deze dieren trad na implantatie van de hy-

pofyse nag 5-daags cyclische ovariumactiviteit op. Ovarium- en vagina

morfologie van 6 dieren tijdens perioden met mucificatie van dagelijk

se vagina-uitstrijken, duidde op aanwezigheid van luteale activiteit. 

Langdurige perioden met vaginale mucificatie werden onderbroken 

door korte fasen met leukocytenvrije uitstrijken, zoals op pro-oestrus 

en oestrus, gevolgd door leukocytenrijke uitstrijken, zoals gedurende 

de dioestrusdagen van de 5-daagse cyclus (tabel 2). Aan de hand van 

ovariummorfologische gegevens van 4 dieren werd vastgesteld, dat der

gelijke uitstrijken duidden op de vo~illing van een nieuwe generatie CL 

en regressie van de voorafgaande generatie. De gemiddelde duur van de 

perioden tussen opeenvolgende ovulaties bedroeg bij de (RU)NC-66 20.1 

dg, bij de (R)Nc-aa 28.8 dg (tabel 10). De spreiding in de duur was 

voor beide groepen relatief groat, nl. 30 %. 

Vervolgens werd bij 7 andere (RU)NC-66 het effect bestudeerd 

van verwijdering van de ectopische hypofyse kort na ovulatie. De hy

pofyse werd 6-10 dagen na ovulatie verwijderd. Ovulatie werd aan de 

hand van dagelijkse uitstrijken volgens bovengenoemde criteria vast

gesteld. Bij twee van deze dieren (waarbij de hypofyse 6 en 9 dg na 

ovulatie werd verwijderd) had het verwijderen van de ectopische hypo

fyse onmiddellijk ophouden van luteale activiteit tot gevolg. De va

gina-uitstrijken van deze dieren toonden op de derde dag na de in

greep een '~ro-oestrus'-beeld, op de vierde een 'oestrus'-beeld en 

daarna 5-daagse cyclische veranderingen. Bij de vijf andere dieren 

hield de mucificatie van het vagina-epitheel aan tot 27-31 dg na de 

vorige ovulatie; daarna volgdeneveneens 5-daagse cyclische veranderin

gen(tabel 10). 

Geconcludeerd wordt, dat cyclische NC-66 opeenvolgende fasen met 

luteale activiteit kunnen vertonen bij aanwezigheid van ectopisch hy

pofyseweefsel. De spreiding in de duur van dergelijke luteale fasen 

is echter relatief groat. 

De aanwezigheid van ectopisch hypofyseweefsel gedurende de eer

ste dagen na ovulatie in cyclische (RU)NC-66 kan voldoende zijn om een 

langdurige luteale fase te 'triggeren', welke na extirpatie van de 

ectopische hypofyse onderhouden wordt door prolactine-secretie van 

de in situ hypofyse. 
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exp.3 'Copulatiestimulus' en Zuteale aotiviteit in NC-ee 

Zoals reeds eerder beschreven (hoofdstuk 4; exp. 6.3) werd bronstge

drag van cyclische (RU)Nc-aa nooit gevolgd door onderbreking van de 

5-daags cyclische ovariumactiviteit: bronstgedrag leidde niet tot 

luteale activiteit bij deze dieren. 

Bij (R)NC-aa , die spontaan luteale activiteit vertoonden, leid

de bronstgedrag tot het uitblijven van deze luteale activiteit \tabel 

8) . 

Bij anovulatoir geworden NC-aa van beide groepen kon bronstge

drag leiden tot herniewde CL-vorming in de anovulatoire ovaria; lu

teale activatie trad onder deze ornstandigheden niet op (hoofdstuk 4; 

exp.9). 

Geconcludeerd wordt, dat bronstgedrag van cyclische NC-aa niet 

leidt tot luteale activering. De resultaten met (R)Nc-aa tonen aan, 

dat bronstgedrag eerder het optreden van luteale activiteit ver

hindert. 

exp.4 Effect van ES-VMN op de oestrus-dag op ovariumaetiviteit in 
NC-iSiS 

Om te onderzoeken, of luteale activiteit kon worden geinduceerd 

door ES-VMN van cyclische NC-aa werd deze stimulus gegeven aan 

(R)NC-63 op de oestrus-dag. Voor deze proef werden slechts dieren ge

bruikt, die in de periode onmiddellijk voorafgaand aan het experi

ment, minstens twee 5-daagse cycli achter elkaar hadden vertoond. De 

oestrus-dag werd gekozen, omdat vrouwelijke dieren op deze dag het 

meest gevoelig zijn voor allerlei stimuli, die luteale activiteit te

weeg kunnen brengen (Everett, 1964). ES-VHN werd door luteale activi

teit gevolgd bij 6/8 dieren; schijnstimulatie werd gevolgd door lu

teale activiteit bij 1/6 dieren. De aldus geinduceerde luteale fase 

hield gedurende gemiddeld 25.5 dg aan (tabel 10). 

Geconcludeerd wordt, dat ES-VMN bij NC-33 luteale activiteit 

kan induceren; deze luteale activiteit houdt aan gedurende eenzelfde 

periode~ als waargenomen in voorafgaande experimenten. 



82 

exp. 5 Luteale activiteit in anovulatoir geworden (RU)NC-aa 

Zeals beschreven in hoofdstuk 4 (exp. 1-3) treden enige tijd na 

ovariumimplantatie in NC-Sd veranderingen op in de regulatie van 

ovariumactiviteit: cyclische ovariumactiviteit houdt op en een toe

stand ontstaat, die gekenmerkt wordt door permanente cornificatie van 

het vagina-epitheel en optreden van slechts follikelrijping en -atresie 

in het ovariumweefsel. 

Onderzocht werd, in hoeverre deze klaarblijkelijke verandering in 

regulatie van ovulatie gepaard ging met veranderingen in regulatie 

van luteale activiteit. 

Daartoe werd de duur van de periode met luteale activiteit be

paald, welke kon worden verkregen door eenmalige injectie van 2.5 mg 

progesteron in anovulatoire (RU)NC-30 (hoofdstuk 4; exp. 8). De ge

middelde duur van deze fase bedroeg bij 8 dieren 25.2 dagen (tabel 10}. 

Geconcludeerd wordt, dat het ophouden van cyclische ovulatie in 

ovariumtransplantaten in (RU)NC-Oa niet gepaard gaat met ingrijpende 

veranderingen in het mechanisme~ dat de .duur van luteale fasen in 

NC-aa bepaal t. 

DISCUSS IE 

§ 1 Een 'vrouwelijk type' regulatie van luteale activiteit in NC-aa ? 

Bovengehoemde experimenteD tonen aan, dat regulatie van luteale 

activiteit in NC-33 met ovariumtransplantaten vrouwelijke kenmerken 

vertoont met betrekking tot de volgende aspecten: 

a. Constante duur van luteale fasen onder verschillende experi

mentele omstandigheden. 

De gemeten variatieco§ffici§nten in 4 van de 6 in tabel 10 weer

gegeven proefgroepen bedroeg minder dan 12 %. S1echts bij voortdurende 

aanwezigheid van ectopisch hypofyseweefsel was het resultaat verschil

lend en werd de variatiecoefficient meer dan 30 %. Dit laatste resul

taat is verschillend van dat, verkregen onder soortgelijke experimen

tele omstandigheden in vrouwelijke·ratten (Alloiteau 9 1958; Quilligan 
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& Rothchild, 1960). 

b. Inductie van een fase met luteale activiteit van gedefineerde 

duur onder invloed van de aanwezigheid van ectopisch hypofyse

weefsel gedurende de eerste tijd na ovulatie. 

Aangezien luteale activiteit in ratten afhankelijk is van voortduren

de stirnulatie van CL door prolactine (Everett, 1956 ~ ·zeilmaker & 

Carlsen, 1962), moet het onderhouden van luteale activiteit na extir

patie van de ectopische hypofyse veroorzaakt worden door·prolactine

secretie door de in situ hypofyse. Deze kan blijkbaar onder invloed 

van de werkzaamheid van de ectopische hypofyse gedurende de esrste da

gen na ovulatie een afgiftepatroon van gonadotropine gaan vertonen, 

zoals normaal bij luteale activiteit optreedt. Hetzelfde verschijnsel 

werd waargenomen bij vrouwelijke ratten (Alloiteau, 1958); na extir

patie van ectopisch hypofyseweefsel in AC-ee houdt luteale activi

teit onmiddellijk op (Zeilmaker, 1963). 

c. Inductie van luteale activiteit door ES-VMN. 

Uit experimenten met vrouwelijke ratten werd geconcludeerd, dat ES -

VMN bij uitstek geschikt was om pseudo-zwangerschap te initi@ren 

(Everett & Quinn, 1966; Quinn & Everett, 1967). Deze conclusie_ was 

onder andere gebaseerd op het feit, dat na ES-VMN het verschijnsel 

van 'delayed pseudopregnancy' (Zeilmaker, 1965) kon ~arden waarge

nomen. In het boven beschreven experiment werd geen paging ondernomen 

om enerzijds de mogelijke specificiteit van lokalisatie van de elek

trode in de VMN te onderzoeken, anderzijds om ook het verschijnsel 

'delayed pseudopregnancy' te verkrijgen. 

Als zodanig is dit resultaat dan ook slechts een summiere aanduiding 

van een 'vrouwelijk type' effect van ES-VMN in NC-eo . Het resultaat 

staat echter in duidelijk contrast met resultaten van soortgelijke 

experimenten in TP-~~ (Zeilmaker et al., 1967) en AC-00 (hoofdstuk 

6). 

d. Afwezigheid van inductie van luteale activiteit door bronstge

drag, als dit gedrag niet tevens leidt tot stimulatie van affe

rente banen in de nervus pelvicus. 
Bij mannelijke dieren zijn geen uitwendig bereikbare delen van het 

genitaal-apparaat, welke door de nervus pelvicus worden geinnerveerd. 

Afferente prikkels uit de glans penis spelen een belangrijke rol bij 
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Figuur 9 : Doorsneden door de glans penis en het preputium van een normale 
(c end: transversale doorsnede} en een neonataal gecastreerde 

(a en b: longitudinale doorsnede) mannelijke rat. 
Bij de normale rat is het preputium gescheiden van de glans penis; deze 
laatste is bezet met talrijke hoornpapillen, die een belangrijke rol 
spelen bij het tot stand komen van de ejaculatie-reflex; bij de neonataal 
gecastreerde rat is de scheiding tussen het preputium_en de glans penis 
niet tot stand gekomen; op de glans is de eerste aanleg zichtbaar van 
een gering aantal papillae.(De leeftijd van beide dieren ongeveer 6 mnd.). 
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het tot stand komen van de ejaculatie-reflex (Aronson & Cooper, 1968); 

deze afferente prikkels worden naar bet CZS geleid via de nervus dor

salis penis~ welke via de nervus pudendus naar het ruggemerg loopt. 

Aangezien bij NC-.0'0' de glans penis geheel omsloten blijft door het 

preputium~ en op de glans penis geen papillae aanwezig zijn (fig. 9), 

is het onwaarschijnlijk, dat stimuli van de glans het CZS bereiken. 

Aldus is het niet aannemelijk, dat 'copulatie' van NC-0'0' tot 

specifieke stimulatie leidt van zenuwen die ofwel bij vrouwelijke 

(nervus pelvicus) ofwel bij mannelijke (nervus dorsalis penis) dieren 

een belangrijke rol spelen bij inductie van pseudozwangerschap (Kollar, 

1953) resp. ejaculatie (Aronson & Cooper, 1968). 

e. De duur van luteale fasen leek echter een aan NC-33 eigen ken-

merk te zijn. 

Deze duur bleek gemiddeld ongeveer tweemaal zo lang als de duur van 

pseudozwangerschap in normale vrouwelijke ratten. Perioden met lute

ale activiteit van 27-31 dg, als beschreven in exp. 2, komen bij 

vrouwelijke ratten nauwelijks voor (Bruce, 1958; Rothchild, 1960; 

Takahashi & Suzuki, 1971). Ill een studie, waarin ononderbroken lute

ale activiteit gedurende 34 dagen werd beschreven, verkregen door ver

lengde lactatie (Canivenc & Mayer, 1953), werd waarschijnlijk onvol

doende rekening gehouden met gedurende dergelijke perioden optredende 

nieuwe ovulaties (Bruce, 1958). 

Er zijn een drietal factoren, die voor de relatief lange duur 

van luteale activiteit in NC-55 verantwoordelijk kunnen zijn: 

1. de afwezigheid van uterusweefsel; de duur van pseudozwangerschap 

in gehysterectorneerde vrouwelijke ratten bedraagt 18-25 dg (An

derson et al., 1967); 

2. de transplantaatconditie van het ovarium; het is beschreven, dat 

de duur van pseudozwangerschap in vrouwelijke ratten me~ slechts 

getransplanteerd ovariurnweefsel over het algemeen langer is dan 

die van normale ratten (Anderson et al., 1967); 

3. het grater aantal CL, dat per cyclus in NC-52 wordt gevormd. 

Voor deze laatste aanname zijn echter geen experimenteel getoetste argu

menten aan te voeren. De duur van pseudozwangerschap in normale 

vrouwelijke ratten lijkt onafhankelijk van - toevallige - variaties 

in de aantallen CL; unilaterale ovariectomie in het begin van pseudo

z~o'a~gerschap heeft geen effect op de duur van de pseudozwangerschap 

(De Gr·,e·ef, in voorber. ) . 
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Op grand van bovenstaande gegevens lijkt bet mogelijk om bet ver

schil in de duur van luteale activiteit bij NC-00 en bij normale 

vrouwelijke ratten terug te brengen tot bovengenoemde factoren; geen 

van deze factoren lijkt primair te rnaken te hebben met condities van 

regulatiemechanismen binnen het CZS. 

Het lijkt verantwoord om te concluderen, dat NC-00 een 'vrouwe

lijk' type regulatiemechanisme hebben van de duur van luteale activi

teit. 

§ 2 Initiatie en onderhoud van Zuteale activiteit 

Luteale activiteit, aangezet door de aanwezigheid van een ecto

pische hypofyse gedurende de eerste dagen na ovulatie (exp.2) of door 

ES-VMN, hield gedurende de aan NC-00 eigen periode van 20 - 30 

dagen aan. Deze experimenteD tonen aan, dat, als initiatie van luteale 

activiteit door een exogene stimulus eenmaal heeft plaatsgevonden het 

verschijnsel door endogene interactie van CZS, hypofyse en ovarium in 

stand gehouden kan worden. De exogene, .initi§rende stimulus is slechts 

gedurende een beperkte periode vereist. 

Soortgelijke resultaten werden verkregen met dergelijke experimenten 

in vrouwelijke ratten (Alloiteau, 1958; Everett & Quinn, 1966). Daar

entegen bleek bij experimenten met AC-OO (Zeilmaker, 1963), dat de 

exogene stimulus van luteale activiteit voortdurend aanwezig moest 

zijn om luteale activiteit in stand te houden; een end?geen mechanis

me om luteale activiteit te onderhouden kon niet worden aangetoond. 

Resultaten met vrouwelijke ratten wezen uit, dat de initierende 

stimulus van luteale activiteit wellicht niet altijd via hetzelfde 

mechanisme luteale activiteit induceerde. Terwijl bijv. injectie van 

progesteron (Rothchild & Schubert, 1963) of reserpine (Barraclough & 

Sawyer, 1959) slechts op bepaalde dagen van de cyclus tot luteale ac

tiviteit leidde, bleek ES-VMN gedurende de gehele cyclus effectief 

(Everett & Quinn, 1959) evenals cervix-stimulatie (Greep & Hisaw, 

1965); de copulatiestimulus kon zelfs nog zeer lange tijd na de eigen

lijke stimulus tot luteale activiteit aanleiding geven (Zeilmaker, 

1965). In al deze gevallen blijft pseudozwangerschap gedurende 13-

15 dagen onderhouden. 



87 

Het is dus' mogelijk, dat er voor initiatie en onderhoud van lute

ale activiteit verschillende mechanismen zijn en dat een uniform 'on

derhoudsrnechanisme' door een van de 'initiatiemechanismen' op gang 

kan worden gebracht. 

In verband met bovengenoemde inductie van luteale activiteit bii 

NC-Bd door ES-VMN is bet wellicht van belang op te ffierken, dat in de 

gekozen proefopzet de werking van ES-VMN als mogelijke specifieke 

initiator van luteale activiteit moeilijk aan te duiden is; eventuele 

niet-specifieke factoren die ES-VMN begeleiden, zouden het onderhouds

mechanisme eveneens kunnen activeren, waardoor een ongeveer 26 dagen 

durende luteale fase verschijnt. Het lijkt wenselijk het probleem 

nader te onderzoeken aan de hand van het model van de 'delayed pseudo

pregnancy' (Zeilmaker, 1965), waarmee het beter mogeli_jk lijkt het 

mechanisme van initiatie en onderhoud van luteale activiteit te schei-

den (Quinn & Everett, 1967; Everett, 1968). 

§ 3 Spontane Zuteale activiteit in (RJNC-aa 

In de discussie van hoofdstuk 4 werd gesuggereerd, dat spontane 

luteale activiteit bij (R)NC-6d samenhing met de werking van perina

tale testishormonen in deze dieren. Deze veronderstelling zal hier 

nader worden toegelicht. 

Het verschijnsel van opeenvolgende pseudozwangerschappen in plaats 

van 5-daagse cyclische ovariumactiviteit is bij vrouwelijke ratten be

schreven na ectopische implantatie van hypofyseweefsel (Alloiteau, 

1958) en in gevallen van hypothalamus- of hypofyse-dysfunctie (lae

sies resp. tumoren - Richter, 1957). In beide gevallen lijkt verho

ging van de bloedspiegel van prolactine tengevolge van gehele resp. 

gedeeltelijke hypothalamus-hypofyse ontkoppeling de directe aanlei

ding voor de voortdurende luteale activering. 

Spontane pseudozwangerschappen zijn eveneens beschreven bij se

niele vrouwelijke ratten (Mandl, 1961; Aschheim, 1964/65). Een fase 

met spontane pseudozwangerschappen ble~k bij sommige stammen van rat

ten op te treden tussen een periode met normale cyclische ovariumacti

viteit en polyfolliculaire anovulatie. Anders dan de in bovenstaande 

alinea genoemde dieren vertonen seniele -~~ naast pseudozwangerschappen 

oak 5-daagse cycli (pers.waarn. )~bovendien kan een kortdurende ingreep 
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- eenmalige injectie met ergocornine - het verschijnsel van spontane 

pseudozwangerschappen voor lange tijd doen verdwijnen (Aschheirn, 1966). 

Het lijkt dan oak niet waarschijnlijk, dat aan spontane pseudozwanger

schappen van seniele vrouwelijke ratten een permanent verhoogde secre

tie van prolactine ten grondslag ligt. Het mechanisme kan zeer ver

schillend ~ijn van dat, waardoor spontane pseudozwangerschappen in 

dieren met hypothalamuslaesies of hypofysetumoren veroorzaakt worden 

(zie oo;~ par. 2, hieraan voorafgaand). 

Aangezien seniele vrouwelijke ratten naast pseudozwangerschappen 

ook 5-daagse cycli kunnen vertonen, kan verondersteld worden, dat het 

al dan niet optreden van luteale activiteit afhankelijk is van een 

samenspel van factoren, dat van cyclus tot cyclus anders kan verlopen 

en dat resulteert in het ontstaan van 6fwel niet-functionele 6fwel 

functionele CL. 

Een concreet voorbeeld van een dergelijke factor zou kunnen zijn, 

dat variatie in de voor ovulatie afgegeven hoeveelheid gonadotropine 

gevolgen kan hebben op de beschikbaarheid van voor ovulatie geschikte 

follikels, 5 dagen later; het is aangetoond, dat de ovulatie-induce

rende gonadotropinen een belangrijke rol vervullen in de rijping van 

follikels voor de eerstvolgende ovulatie (Welschen, 1972). Het lijkt 

waarschijnlijk, dat de hoeveelheid gonadotropine , welke in jong

volwassen ~~ op de narniddag van pro-oestrus voor avulatie wordt afge

scheiden, grater is dan de rninirnaal noadzakelijke (Labhsetwar, 1970). 

Het is rnogelijk, dat de aldus gecreeerde 'veiligheidsrnarge' kleiner 

wordt bij ouderdorn, bijv. ten gevolge van verrninderde reactiviteit 

van het CZS-hypofyse-systeern (Labhsetwar, 1967). Bij een kleinere 

'veiligheiOsrnarge' zouden relatief kleine variaties in de hoeveelheid 

gonadotropine relatief grate veranderingen in effect op het avariurn 

tot gevolg kunnen hebben. 

In hoofdstuk 4 werd beargumenteerd, dat het ovulatiemechanlsrne 

van NC-dd reeds partieel verrnannelijkt is onder invloed van perina

tale testishorrnonen, Deze partiele vernannelijking rnanifesteerde zich 

op het niveau van het avariurntransplantaat in vraeg ophouden van cy

clische ovariurnactiviteit. Het zou kunnen zijn, dat deze partiele ver

rnannelijking zich op het niveau van de afgifte van gonadotropine rna

nifesteerde in verlaging van de voor ovulatie afgegeven hoeveelheid 

gonadotrapine . Op deze wijze zouden NC-dd dan oak een intermediaire 

positie innemen tussen narmale vrouwelijke ratten (grate hoeveelheid 
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voor ovulatie afgegeven gonadotropine ) en AC-66 met een ovariumtrans

plantaat (geen voor ovulatie afgegeven gonadotropine ). In experimen

ten met vrouwelijke ratten in constante belichting, waarbij cyclische 

ovariumactiviteit eveneens na korte tijd ophoudt, werd een verlaging 

van de hoeveelheid' voor ovulatie afgescheiden gonadotropine inderdaad 

waargenomen (Lawton & Schwartz, 1967; Daane & Parlow, 1971). 

Een dergelijke verlaging van de voor ovulatie afgegeven hoeveel

heid gonadotropine zou zich overigens stamafhankelijk kunnen manifes

teren in een korte periode met 5-daagse cyclische ovariumactiviteit, 

(RU)NC-63 , of in het optreden van luteale activiteit naast 5-daagse 

cycliciteit,{R)NC-JJ . Opvallend is, dat (RU)-~~ en (R)-~~ in de 

seniele levensfase een overeenkomstig verschil in ovariumactiviteit 

vertanen (zie Materiaal en Methaden bij hoafdstuk 4). 

Het iswellicht interessant te vermelden, dat Pfeiffer (1936) 

pseudazwangerschapachtige verschijnselen waarnam bij een aantal 

vrouwelijke ratten, die andanks neonatale testisimplantatie tach nag 

cyclische ovariumactiviteit op volwassen leeftijd vertoanden. 

§ 4 Luteale activiteit in anovulatoir geworden NC-aa 

Exp. 5 wees uit, dat anavulatcir geworden NC-JJ nag luteale 

fasen van voor NC-aa kenmerkende duur kanden onderhouden. Klaarblijke-

lijk had bet mechanisme, verantwoordelijk voor bet onderhaud van lu

teale activiteit gedurende deze gedefinieerde periode, geen verander

ingen ondergaan, parallel aan de veranderingen in bet ovulatiemecha

nisme. 

Aangezien echter, zoals werd beschreven in haofdstuk 4 (exp. 8 

en 9), anovulatoire NC-a8 hernieuwde cyclische ovariumactiviteit 

kunnen vertonen, lijken ingrijpende veranderingen in het ovulatieme

chanisme als oorzaak van anovulatie niet waarschijnlijk. 

Duidelijk is dan oak, dat de toestand van anovulatie in bovenge

noemde NC-a8 verschillend is van die van AC-88 : in deze dieren is 

het niet mogelijk cyclische ovariumactiviteit te verkrijgen (Goodman, 

1934; Quinn, 1966)~ noch onderhoud van luteale activiteit gedurende 

een gedefini€erde periode {Zeilrnaker, 1963). 
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SAMENVATTING 

1. NG-dd kunnen onder verschillende experimentele omstandigheden 

fasen met luteale activiteit vertonen; de duur van dergelijke lu

teale fasen is constant en ongeveer tweemaal die van pseudozwangerschap 

bij normale vrouwelijke ratten. Het verschil wordt wellicht veroor-

zaakt door (1) de afwezigheid van uterusweefsel in NC-dd (2) de 

transplantaatconditie van het ovarium; (3) het grater aantal per 

cyclus gevormde CL. 

2. Een stimulus van korte duur, zoals ES-VMN of de aanwezigheid van 

ectopisch hypofyseweefsel gedurende de eerste dagen na ovulatie 

en CL-vorming, kan een luteale fase initieren, die na weghalen van de 

stimulus door het in situ CZS-hypofyse-systeem wordt onderhouden. 

3. In de twee bovengenoernde opzichten vertoont luteale activiteit 

in NC-,::J'Q nauwe gelijkenis met die in norrnale vrouwelijke ratten 

en verschillen met die in AC- 50' • 

4. (R)NC-35 vertonen naast 5-daagse cycliciteit oak perioden 

met spontane luteale activiteit na ovariumimplantatie. De spon

tane luteale activiteit houdt wellicht verband met gedeeltelijke 

'verrnannelijking' van de aanleg van het ovulatiemechanisme in de 

perinatale levensfase. 

5. Anovulatoir geworden NC-60 kunnen luteale fasen van voor NC-OO 

karakteristieke duur vertonen. Anovulatie van NC-00 verschilt in 

dit opzicht van anovulatie in AC-oo 
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HOOFDSTUK 6 REGULATIE VAN LUTEALE ACTIVITEIT IN AC-aa EN TP-~~ 

INLEIDING 

Regulatie van luteale activiteit in NC-33 (vorige hoofdstuk) ver

schilde in een aantal opzichten van luteale activiteit in AC-aa (Zeil

maker, 1963). Verondersteld zou kunnen worden, dat deze verschillen 

op vergelijkbare wijze tot stand komen als die ten aanzien van op

treden van ovulatie. Dit zou betekenen, dat met betrekking tot rnecha

nismen van regulatie van luteale activiteit eveneens sprake zou zijn 

van: (1) een ongedifferentieerde aanleg in de prenatale fase, die zich 

(2) onder invloed van testishorrnonen of substitutie daarvan in de neo

natale fase tot een (3) eindfase, welke van die in normale vrouwelijke 

dieren verschilt (vergelijk fig. l),ontwikkelde. 

Een onmiddellLjke gevolgtrekking uit deze veronderstelling is, 

dat TP- 22 analoog aan de situatie van het ovulatiemechanisme (Brad-

bury, 1941), een 'mannelijk type' regulatie van luteale activiteit 

moeten vertonen. 

Er doet zich een aantal problemen voor, waardoor het rnoeilijk is 

om deze gevolgtrekking experimenteel te verifieren. Zo heeft afwezig

heid van luteale activatie na cervicale stimulatie van TP-~~ (Zeil

maker, 1964) uiteraard geen equivalent in AC-00 

Zeilmaker ( 1964) beschreef verder, dat verwijderen vc_r. ectopisch 

hypofyseweefsel bij TP-~Q gedurende perioden met luteale activiteit 

niet onmiddelli jk gevolgd werd door hernieuwde vaginale ·cornificatie. 

In ee.rdere experimenten met AC-QQ (Zeilmaker, 1963) was dit verschijn

sel wel opgetreden. Het verschil tussen TP-22 en AC-00 werd geinter

preteerd als een verschil in gonadotrope potentie van de hypofyse. 

Zeilmaker et al. (1967) beschreven, dat ES-VMN niet tot luteale 

activatie leidde bij TP-~~ ; de experimenten werden niet gedaan met 

AC-03 . ES-VMN is bij normale vrouwelijke ratten wellicht een speci

fieke manier om luteale activiteit te induceren (Quinn & Everett, 1967). 

Everett et al. (1970) beschreven s·tarnverschillende bloedspiegels 

van prolactine in TP-22 Prolactinesecretie komt in TP-~2 waar-

schijnlijk tot stand onder invloed van de blootstelling 

van de hypofyse aan oestrogene ovariumhorrnonen (Chen & Meites, 1970). 
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Behalve stam-·specifiek is het opti'eden van prolactinesecretie in TPf~ 

wellicht oak afhankelijk van de duur van blootstelling aan oestrogene 

ovariumhormonen (Aschheim, 1962) en daardoor van de leeftijd. Aangezien 

AC-33 over het algemeen binnen 4 weken na ovariumimplantatie voor de 

experimenten werden gebruikt is het niet aannemelijk, dat de duur van 

blootstelling van de dieren aan oestrogene ovariumhormonen voldoende 

geweest zou kunnen zijn om eveneens tot prolactinesecretie aanleiding te 

geven. 

In hoofdstuk 4 werd beschreven, dat het aantal CL per 'generatie' 

in TP-~~ kleiner is dan dat van AC-33 Er zijn aanwijzingen, dat de 

bloedspiegel van progesteron tijdens pseudozwangerschap in vrouwelijke 

dieren afhankelijk is van het aantal CL (Chatterjee & Harper, 1970; 

de Greef, in voorber.). Het lijkt niet uitgesloten, dat verschillen in 

bloedspiegels van progesteron tussen TP-~~ en AC-00 een weerslag hebben 

op luteale activiteit in deze dieren. 

Om te onderzoeken, of TP-oo een 'mannelijk type' regulatie van 
++ 

luteale activiteit vertonen, zal in eerste instantie worden getracht 

dit 'mannelijk type' nader te definieren. Vervolgens zal luteale activi

teit in AC-00 en TP-~~ in een aantal experimentele omstandigheden 

worden vergeleken. Onderzocht zal worden, in hoeverre de bovengenoemde 

verschillen tussen TP-~~ en AC-53 in regulatie van luteale activiteit 

tot uiting komen. 

MATERIAAL EN METHODEN (zie hoofdstuk 2 t/m 5). 

RESULT A TEN 

Exp. 1 Activiteit van door ECS-POA gei'nduceer>de CL in (RU)AC-03 

De activiteit van CL, welke onder invloed van ECS-POA in ovarium

transplantaten in AC-~0 werden gevormd, werd onderzocht aan de hand 

van de morfologie van deze CL en van eveneens getransplanteerd vagina

weefsel op verschillende tijdstippen na ECS-POA. Het onderzoek werd 

gedaan met 38 AC-00 ; ECS-POA werd bij ieder van de dieren gevolgd door 

de vorming van tenminste 12 CL (cf. tabel 3). 
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Dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten wezen uit, dat de 

permanente cornificatie van het vagina-epitheel vanaf de tweede dag na 

ECS-POA onderbroken werd voor de duur van 2 tot 5 dagen. De 

vagina-uitstrijken vertoonden gedurende die dagen een beeld als bij 

vrouwelijke ratten gedurende de dioestrus-fase (tabel 2). Na deze 

onderbreking trad opnieuw ononderbroken cornificatie op. 

Tabel 11 Strueturele luteolyse van CL~ die door ECS-POA in 'ovarium~ 
transpl.antaten in AC-e,·: zijn getnduceerd. 

tijd sinds aantal luteolyse-stadia 
ECS-POA in dieren 

dagen a• 1 2 3 

2 10 10 

3 8 8 

' 6 1 3 2 

5 9 " 5 

7 
8 5 2 3 
9 

• de luteolyse-stadia werden aan de 
onderzoek als volgt gedefinieerd 

stadium 0 

hand van microscopisch 

geen tekenen van structu
rele luteolyse aanwezig. 
kleine haarden aanwezig van 
luteinecellen met pykno-

1 

tische kernen. 
2 naast haarden van cellen met 

pyknotische kernen ook 
haarden met vettige necrose. 

3 de CL sterk verkleind; naast 
geringe hoeveelheid luteine
cellen veel bindweefsel
cellen. 

Microscopisch onderzoek van onder het nierkapsel getransplanteerd 

vaginaweefsel, dat 5 of meer dagen na ECS-POA werd verwijderd, wees uit, 



94 

Figuur 10 a-d : Structurele luteolyse van CL~ welke onder invloed van 
ECS-POA in ovariumtranspla:ntaten in AC-.::::"3' werden gevom~d. 

De ovariumtransplantaten werden 3 (8 3 a), 4 (8 3 b), 5 (8 3 c) en 6 (8 3 d) 
dagen na ECS-POA uit de AC-d'O verwijderd. Na 3 dagen zijn geheel op
gevulde, basofiele tot eosinofiele CL aanwezig; in latere dagen ver
schijnen steeds grotere luteolysehaarden in het corpus luteum-weefsel. 
Het patroon van verschijnen van deze luteolyse is ten opzichte van 
het moment van inductie van ovulatie in opvallende mate vergelijkbaar 
met dat van luteolyse van niet-functionele CL in ~~ of NC-ao (fig. 5). 
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dat de continue afgifte van slechts verhoornde cellen aan het opper

vlak van bet vaginale epitheel onderbroken was door 2-5 lagen met 

kernhoudende cellen. 

De morfologie van CL op verschillende tijdstippen na ECS-POA 

vertoonde veranderingen, die vergelijkbaar waren met die van niet

functionele CL in de ovaria van 5-daags cyclische vrouwelijke ratten. 

Zoals weergegeven in tabel 11 en fig. 10 trad structurele luteolyse 

van het CL-weefsel ~anaf de vierde dag na ECS-POA bij alle onder

zochte dieren op. 

Geconcludeerd wordt, dat CL, die na ECS-POA in ovariumtransplan

taten in AC-00 worden gevormd, geen functionele activiteit vertonen. 

De CL lijken structurele luteolyse te ondergaan volgens een definieer~ 

baar patroon, dat nauwe overeenkomst met dat van niet-functionele CL 

in 5-daags cyclische vrouwelijke ratten vertoont. De waarnemingen 

doen vermoeden, dat het karakteristieke luteolyse-patroon van niet

functionele CL in grate trekken onafhankelijk is van de mogelijkheid 

tot spontane afgifte van ovulatoire hormonen. 

Soortgelijke waarnemingen werden verricht bij TP-~~ ; ECS-POA 

werd bij ieder dier door de vorming van 10 pf meer CL gevolgd (cf 

tabel 3). De permanente vaginale cornificatie van deze dieren werd 

voor de duur van 6-10 dagen vanaf de tweede dag na ECS-POA onderbro

ken. Microscopisch onderzoek van 10 ovaria, die 4 of 5 dagen na ECS

POA werden onderzocht, wees uit dat de structurele luteolyse nag niet 

was begonnen (tabel 12); daarentegen werd deze wel aangetroffen in 

alle 3 ovaria, welke 9 dagen na ECS-POA werden onderzocht. 

Geconcludeerd wordt, dat luteolyse van CL, die in TP-~~ gevormd 

worden onder invloed van ECS-POA, volgens een patroon verloopt, dat 

verschilt van dat van niet-functionele CL in normale vrouwelijke rat

ten en van door ECS-POA geinduceerde CL in AC-00 . Met name lijkt 

het erop, dat de luteolyse vertraagd verloopt in vergelijking met de 

andere gevallen. De verhoogde prolactine-productie, welke in TP-~~' 

stamafhankelijk, kan worden waargenomen (Everett et al. 1970), zou 

hiervoor verantwoordelijk kunnen zijn. 
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Str>uctureZe ZuteoZyse in TP-?_2 en AC-o>: op verschi.l
Zende tijdstippen na ECS-POA. 

tijd sinds 
ECS-POA in 

dagen 

4 

9 

TP-oo 
++ 

0 1 s• 

0 I 4 

3 I 3 

AC- ,:::c' 

5 I 6 

9 I 9 

5 I 5 

~ aantal dieren met structurele luteolyse in de door 
ECS-POA geinduceerde CL I aantal onderzochte dieren 

Exp. 2 Luteale activiteit onder invloed van eatopisch hypofyseweefsel 

Luteale activiteit bij voortdurende aanwezigheid van ectopisch 

hypofyseweefsel werd bestudeerd bij 18 AC-22 , waarbij ECS-?OA gevolgd 

werd door de vorming van tenminste 12 CL. 

Bij alle dieren werd de permanente vaginale cornificatie vanaf de 

tweede dag na ECS-POA verbroken; na enkele dagen met 'dioestrus'-uit

strijken van het vaginale epitheel trad mucificatie van dergelijke 

uitstrijken op. 

De periode met vaginale mucificatie eindigde meestal tamelijk 

abrupt met het verschijnen van grate hoeveelheden kernhoudende epitheel

cellen gedurende 1 dag, gevolgd door permanente cornificatie. Micros

copisch onderzoek van 6 ovaria gedurende de perioden met hernieuwde 

cornificatie wees uit, dat de CL in regressie waren en dat hernieuwde 

follikelontwikkeling ruimschoots aanwezig was; ECS-POA gedurende deze 

periode werd gevolgd door de vorming van een nieuwe generatie CL: bij 

9 dieren werden gemiddeld 17.9 CL gevormd. 
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De duur van de luteale fasen onder deze experimentele omstandigheden 

werd vastgesteld door telling van het aantal dagen vanaf de dag van 

ECS-POA tot de eerste dag, waarop hernieuwde volledige cornificatie 

van de vagina-uitstrijk werd waargenomen. De aldus bepaalde duur van de 

luteale fasen bij bovengenoemde dieren was erg variabel en bedroeg 

17 - 51 dagen; de mediane duur bedroeg 34 dagen ( tabe-1 13). 

Tabel 1:5 Duur van Z.uteaZ.e fasen* in cyclische vrouwelijke ratten~ 
TP- ~2 en AC-0'3 onder invloed van een eetopisch 
getmplanteerde hypofyse, afkomstig van een volwassen donor. 

aantal duur van de luteale fasen 
dieren mediaan spreiding 

cyclische 
8 

~~ 
16 14 - 17 

TP-~~ 18 28 14 - meer 
dan 35 

AC-OJ 18 34 17 - 51 

AC-,JJ •• 6 10 8 - 12 

• Duur van luteale fasen = duur van de periode tussen opeenvolgende 
ovulaties in normale vrouwelijke ratten
duur van de periode tussen ECS-POA en 
aanvang van hernieuwde permanente vagi
nale cornificatie. 

•• bij deze 6 dieren was slechts de halve hypofyse van een 40 dagen 
oude donor onder het nierkapsel getransplanteeud. 

Om te onderzoeken of de vaginale mr.cificatie verband hield met de 

produktie van grate hoeveelheden progesteron door de CL werden aan 6 

dieren 3 dagelijkse injecties met 25 ~g OB gegeven vanaf 7-14 dagen 

na ECS-POA; bij geen van deze dieren werd het vagina-epitheel ver-
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hoornd; het microscopisch aspect ervan 72 uur na de eerste injectie 

vertoonde meerlagig, gemucificeerd epitheel als in fig.8. Werden daar

entegen de injecties gegeven vanaf 34-45 dagen na ECS-POA (7 dieren), 

dan trad vaginale cornificatie vanaf 48 uur na de eerste injectie op. 

Vaginale mucificatie keerde echter bij 2 dieren enkele dagen later 

terug; de ovariummorfologie van 4 andere dieren wees uit, dat injec

tie van OB niet resulteerde in de vorming van nieuwe CL. Het lijkt 

derhalve aannemelijk, dat cornificatie na OB-injecties oak optreedt, 

indien nag geringe luteale activiteit aanwezig is. 

Om te onderzoeken of de duur van de luteale fasen bij AC-05 af

hankelijk was van de hoeveelheid geimplanteerd hypofyseweefsel, werd 

de boven verkregen duur vergeleken met die van dieren waarbij slechts 

een halve hypofyse onder het nierkapsel was geimplanteerd. De duur 

van de luteale fase Has bij alle 6 onderzochte dieren veel korter dan 

in de bovengenoemde groep (tabel 13). 

Geconcludeerd wordt, dat ectopisch hypofyseweefsel luteale ac

tiviteit bij AC-00 kan induceren en onderhouden. De duur van de 

periode met luteale activiteit bij aanwezigheid van ectopisch hypo

fyseweefsel is erg variabel; de duur blijkt zeer afhankelijk te zijn 

van de hoeveelheid ectopisch geimplanteerd hypofyseweefsel. 

In de eerste weken na ECS-POA wordt voldoende progesteron door de 

functionele CL geproduceerd om cornificatie van vagina-epitheel on

der invloed van een grate hoeveelheid geinjecteerd OB tegen te gaan. 

De duur van luteale fasen, werd onder soortgelijke experimentele 

omstandigheden bestudeerd bij 18 TP-~~ ; ECS-POA had de vorming van 

tenminste 10 CL tot gevolg. 

De duur van de luteale fasen - welke aan de hand van vagina-uitstrij

ken op gelijke wijze kon worden vastgesteld als boven beschreven voor 

AC-d'o - bedroeg van 14 tot meer dan 35 dagen; de mediane duur be-

droeg 28 dagen (tabel 13). 

Geconcludeerd wordt, dat luteale activiteit onder invloed van ecto

pisch hypofyseweefsel in TP-~~ minder lang aanhoudt dan in AC-00 

Wellicht houdt dit verband met het kleinere aantal CL, dat in TP-~~ 

na ECS-POA wordt gevormd (tabel 3-). 
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Exp. 3 Effect van het verwijderen van ectopisch hypofyseweefsel 

op Zuteale aotiviteit 

Om te onderzoeken~ of het in situ CZS-hypofyse-systeem lu-

teale activiteit, geinduceerd door ectopisch hypofys_eweefsel, kon 

onderhouden, werd de ectopische hypofyse op verschillende tijdstip

pen na ECS-POA bij 11 AC-00 verwijderd (tabel 14). Aan de hand van 

dagelijkse vagina-uitstrijken kon worden vastgesteld, dat verwijderen 

van de ectopische hypofyse onrniddellijk ophouden van luteale activi

teit tot gevolg had. Het uitstrijkpatroon- 'pro-oestrus' op de derde, 

'oestrus' vanaf de vierde dag na de ingreep - is hetzelfde als ver

kregen na onderbreking van luteale activiteit in vrouwelijke ratten 

met ergocornine (Zeilrnaker & Carlsen, 1962). 

Schijnoperatie leidde niet tot ophouden van luteale activiteit 

bij 4 dieren. 

Geconcludeerd wordt, dat het onderhoud van luteale activiteit in 

AC-30 bij aanwezigheid van ectopisch hypofyseweefsel geheel afhanke

lijk is van de werkzaamheid van de ectopische hypofyse; het in situ

CZS-hypofyse-systeem wordt niet onder invloed van luteale activiteit 

geactiveerd tot langdurige secretie van prolactine. 

Extirpatie van de ectopische hypofyse bij TP-~~ binnen 10 dagen 

na ECS-POA werd niet onmiddellijk gevolgd door ophouden van luteale 

activiteit (tabel 14). Na extirpatie op de zesde dag na ECS-POA kon, 

met behulp van 3 dagelijkse injecties met 25 wg OB, de secretie van 

progesteron tot een week na de ingreep worden aangetoond (4 dieren). 

De luteale activiteit hield evenwel onrniddellijk op, als de ecto

pische hypofyse 16-19 dagen na ECS-POA werd verwijderd (tabel 14). 

Rekening moet hierbij echter gehouden worden met het feit, dat na een 

periode van 16-19 dagen bij een gedeelte van de niet-geopereerde die

ren de luteale activiteit reeds was opgehouden (tabel 13). 

Zeilmaker (1964) beschreef eveneens uitblijven van vaginale cor

nificatie bij TP-Q~ na extirpatie vari de ectopische hypofyse gedu

rende perioden met luteale activiteit. Anders dan in bovengenoernd ex

periment kon h~j echter geen persisterende luteale activiteit aanto-
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nen; het uitblijven van vaginale cornificatie werd volgens hem ver

oorzaakt door de geringe gonadotrope potentie van de hypofyse van 

TP-oo 
++ 

TaheZ 14 Effect van veruijderen van de ectopische hypofyse of 
injectie van ergocornine op luteale activiteit in 
TP-n en AC-,.:: -'. 

11 AC-30 

18 TP-~~ 

4 TP-n 

5 TP-~~ 

5 TP-n 

ingreep 

verwijderen van 
ectopische hypofyse 
6 - 19 dagen na 

ECS-POA 

schijnoperatie 
6 - 7 dagen na 

ECS-POA 

verwijderen van 
ectopische hypofyse 
6 - 10 dagen na 

ECS-POA 

verwijderen van 
ectopische hypofyse 
16 - 19 dagen na 

ECS-POA 

schijnoperatie 
6 - 7 dagen na 

ECS-POA 

1 mg ergocornine 
6 - 7 dagen na 

ECS-POA 

effect 

luteale activiteit 
stopt onmiddellijk v 

luteale activiteit 
houdt aan 

luteale activiteit 
houdt tot 6 - 11 dagen 
na de ingreep aan 

lutea1e activiteit 
stopt onmiddellijk 

luteale activiteit 
houdt aan 

luteale activiteit 
stopt onmiddellijk 

• deze uitspraak werd gebaseerd op het hernieuwd optreden van perma
nente vaginale cornificatie vanaf de derde dag na de ingreep. 

Om deze laatste veronderstelling te onderzoeken, werd luteale 
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activiteit bij aanwezigheid van ectopisch hypofyseweefsel in 5 

TP-~~ afgebroken door ergocornine. Aan deze dieren werd 6-7 dagen na 

ECS-POA een €€nrnalige injectie met 1 mg ergocornine gegeven. 

Bij clle 5 dieren vertoonde de vagina-uitstrijk drie dagen la

ter een 1pro-oestrus!-beeld en cornificatie vanaf de vierde dag na 

injectie; derhalve werd nu hetzelfde beeld verkregen als na extirpatie 

van de ectopische hypofyse bij AC-dd 

Geconcludeerd wordt, dat luteale activiteit in TP-~~' geinduceerd 

door ectopisch hypofyseweefsel, onderhouden kan worden door het in 

situ CZS-hypofyse· systeem, tenminste in de eerste 10 dagen na ECS-POA. 

Dit zou wellicht veroorzaakt kunnen worden, doordat de in situ 

hypofyse geactiveerd wordt tot secretie van prolactine onder invloed 

van de luteale activering, geinduceerd door de ectopische hypofyse. 

Het zou echter ook mogelijk zijn, dat het onderhouden van luteale 

activiteit berust op de voortdurend aanwezige secretie van prolactine 

bij TP-22 , zoals reeds eerder bij exp. 1 genoemd. 

Exp. 4 Effect van ES-VMN in AC-aa 

Om te onderzoeken of ES-VMN in AC-66 leidde tot luteale acti

vering, werd het effect van ES-VMN onderzocht op (1) CL-morfologie 

op verschillende tijdstippen na ECS-POA en (2) op het onderhouden van 

luteale activiteit door een ectopische hypofyse, welke 48 uur na ECS

POA werd geimplanteerd. 

De morfologie van CL werd bestudeerd bij 22 Ac-aa waarbij ECS-

POA de vorming van tenminste 12 CL tot gevolg had. ES-VMN werd 24 uur 

na ECS-POA gegeven, derhalve ten opzichte van ovulatie op hetzelfde 

tijdstip als waarop ES-VMN in eerdere experimenteD (hoofdstuk 5; exp. 

4) aan NC-66 werd gegeven. De CL-morfologie werd 5-8 dagen na ECS

POA bestudeerd en vergeleken met die van dieren, welke geen ES-·VMN 

hadden gekregen (tabel 11). 

Bij 6/22 dieren vertoonden de CL nog geen morfologische tekenen 

van luteolyse op een tijdstip·, dat die van onbehandelde dieren reeds 

uitgebreide luteolyse vertoonden. Bij de overige 16 dieren werd geen, 

van onbehandelde dieren verschillend luteolysepatroon gevonden. 
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Geconcludeerd wordt, dat ES-VMN tot uitstel van structurele luteo

lyse van door ECS-POA geinduceerde CL kan leiden. Aangezien structu~ 

rele luteolyse mede onder invloed van gonadotro~ine tot stand kornt, 

(Desclin, 1958) is het niet duidelijk of dit uitstel van luteolyse 

het gevolg is van activering van CL door prolactine of van veranderin

gen in secretie van gonadotropine onder invloed van ES-VMN. Getracht 

werd om dit in een tweede experiment nader te. analyseren. 

Uitgangspunt voor dit experiment was, dat CL in ratten voortdu

rende luteotrope stimulatie nodig hebben om actief te blijven (Everett, 

1956); kortstondige onderbreking van de luteotrope stimulatie, bijv. 

door middel van een eenmalige injectie met ergocornine (Zeilmaker & 

Carlsen, 1962) doet ze geheel ten grande gaan. 

Het werd op grond van exp. 4 mogelijk geacht, dat ES-VMN bij 

AC-00 tot kortstondige luteotrope stimulatie leidde, Dan zou ook ver

wacht mogen worden, dat bet ~et ES-VMN gedurende langere tijd na ECS

POA mogelijk was om luteale activiteit door implantatie van een ecto

pische hypofyse te onderhouden dan zonder ES-VMN of met alleen schijn

stimulatie. 

Bij 22 AC-ea werd ECS-POA gevolgd door de vorming van tenminste 

12 CL. Vierentwintig uur na ECS-PUA werd 6fwel ES-VMN gegeven (12 

dieren), 6fwel schijn-ES-VMN (8 dieren), 6fwel geen stimulatie (2 

dieren). Achtenveertig uur na ECS-POA werd bij alle dieren een hypo

fyse onder het nierkapsel aangebracht. 

Aan de hand van dagelijkse uitstrijken na deze operatie en ovarium

morfologische gegevens bij autopsie werden drie verscnillende reac

ties op de .experirnentele procedure onderscheiden (tabel 15). 

Het resultaat, verkregen in de gestimuleerde groep dieren was 

niet verschillend van dat, verkregen in de controlegroep (tabel 15). 

Geconcludeer.d wordt, dat ES-VMN bij AC-dd , gegeven 24 uur na 

de inductie van CL-vorming door ECS-POA, een uitstel teweeg kan breng

en in de structurele luteolyse, Het lijkt echter niet waarschijnlijk, 

dat deze uitgestelde regressie veroorzaakt wordt door luteotrope sti

mulatie als gevolg van ES-VMN. 
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Aetive:ring van CL in ovariumtransp "lantaten in AC- 3,_,' door 
ectopisch hypofyseweefsel, dat 48 uur na ECS-POA wordt 
geimplanteerd; effect van ES-VMN, 24 uur na ECS-POA . 

CL-activiteit onder invloed • van 
ectopische hypofyse: 

+++ + 0 

ES-VMN 4 I 12 5 I 12 3 I 12 

schijn ES-VMN 
2 I 10 7 I 10 1 I 10 of geen operatie 

* luteale activiteit werd als volgt geklassificeerd: 
+++ : 8 of meer dagen na implantatie van de ectopische hypofyse 

veroorzaakten 3 dagelijkse injecties met 25 vg OB geen 
cornificatie van eveneens geimplanteerd vagina-epitheel. 

+ bovengenoemde procedure veroorzaakte wel cornificatie van 
geimplanteerd vagina-epitheel, maar de CL vertonen op dat 
moment nog geen structurele luteolyse. 

0 10-14 dagen na ECS-POA zijn nog slechts atrofische CL 
in de ovariumtransplantaten aanwezig; vagina-uitstrijken 
waren vanaf 6 - 8 dagen na ECS-POA opnieuw gecornificeerd. 

DISCUSSIE 

§ 1 Nadere definiering van het 'mannelijk type' regulatie van luteale 

activiteit 

Uit de boven beschreven experimenten kunnen de volgende kenmerken 

van regulatie van luteale activiteit bij AC-dd worden afgeleid: 

a. CL, die na ECS-POA worden gevorrnd, vertonen geen luteale activi

teit; de structurele luteolyse verloopt tenminste in grote trekken 

zoals die van niet-functionele CL in normale vrouwelijke ratten en 

5-daags cyclische NC-aa 
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b. Luteale activiteit, gelnduceerd en onderhouden door ectopisch 

hypofyseweefsel, kan zeer lang aanhouden; de duur van dergelijke 

perioden met luteale activiteit is in sterke mate afhankelijk van 

de hoeveelheid ectopisch gelmplanteerd hypofyseweefsel. De periode 

van luteale activiteit vertoont geen kenmerkende duur. 

Daarentegen houdt Zuteale activiteit in normale vrouwelijke 

ratten onder verschiZZende experimentele omstandigheden gedurende een 

periode met kenmerkende duur aan. 

c. Onderhoud van luteale activiteit in AC-~0 is afhankelijk van de 

voortdurende werkzaamheid van de exogene, luteotrope stimulus; het 

blijkt niet mogelijk een endogeen mechanisme voor onderhouden van lu

teale activiteit te activeren. 

Zelfs bij continue aanwezigheid van de luteotrope stimulus houdt 

de luteale activiteit niet onbeperkt aan; de CL gaan na verloop van tijd 

ten grande; de dan in het ovariumweefsel aanwezige follikels kunnen 

onder invloed van een adekwate, exogene stimulus een nieuwe generatie 

CL vormen. 

Daarentegen blijft bij vrou0elijke ratten bij voortdurende aan

wezigheid V«a een exogene~ luteotrope stimulus een endogeen mechanisme 

werkzaam~ dat met regelmatige intervallen luteolyse~ ovulatie en 

nieuwe CL-vorming bewerkstelligt. 

d. Het is waarschijnlijk niet mogelijk om door middel van stimulatie 

van het CZS inductie van luteale activiteit te bewerkstelligen. 

Daarentegen kan luteale activiteit verkregen worden door elek

trische stirrrvtlatie van een groat deel van de hypothalarrru.s bi.j vrou.we

lijke ratten. 

ad a. 

Dat CL, gelnduceerd in ovariumtransplantaten in AC-02 geen spon

tane luteale activiteit vertoonden, was reeds eerder beschreven door 

Yazaki (1959) en Zeilmaker (1962): Cl-vorming werd geinduceerd met HCG 

en de waarnemingen verricht aan dagelijkse vagina-uitstrijken resp. mor

fologie van onder het nierkapsel getransplanteerd ovariumweefsel. 

Exp. 1 in dit hoofdstuk maakte echter duidelijk, dat de CL niet al

leen geen luteale activiteit verto<;mden, maar oak dat ze ·wel een 

luteolysepatroon vertoonden, dat tenminste in grate trekken overeen-
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kwam met dat van niet-functionele CL in normale vrouwelijke ratten. 

Deze waarnemingen rechtvaardigen wellicht de uitspraak, dat de 

regulatie van luteolyse van niet-functionele CL primair berust bij het 

'tonic system' (Barraclough, 1966) van regulatie van ovariumactiviteit, 

dat verondersteld wordt geen belangrijke geslachtsverschillen te ver

tonen. Gegevens van Everett (1945, 1947) demonstreren weliswaar ver

schijnselen, die aan de ovulatoire gonadotropine-afgifte gecorreleerd 

kunnen worden,in de luteolyse van niet-functionele CL, maar dit betreft 

een detail -nl. verschillen in accumulatie van lipoid materiaal in de 

lutelnecellen- in de loop van de dag van pro-oestrus, dus in de loop 

van een proces, dat reeds lang voor pro-oestrus een aanvang neemt. 

ad b. en c. 

Ten aanzien van het tweede en derde kenmerk van luteale activiteit 

kan een duidelijk geslachtsverschil gedefinieerd worden. In AC-e~ 

wordt luteale activiteit niet gedurende een periode met kenmerkende 

duur onderhouden en het is niet mogelijk een endogeen mechanisme te 

activeren van onderhoud van luteale activiteit. Deze beide verschillen 

in regulatie van luteale activiteit tussen AC-ae en ~~ waren reeds 

door Zeilmaker (1962, 1963) herkend. 

Bij vrouwelijke ratten werd overigens beschreven, dat luteale 

activiteit ten gevolge van lactatie afhankelijk is van de voortdurende 

aanwezigheid van de lactatiestirnulus (Alloiteau, 1962; Donovan & Harris, 

1966; Gala, 1970; Takahashi & Suzuki, 1971; Zarrow et al., 1973). 

Er zijn mogelijkerwijs echter stamverschillen, daar Zeilmaker (1965) 

beschreef, dat pseudozwangerschap gelnduceerd kon worden na lactatie 

gedurende slechts twee dagen. Gezien echter de gegevens der overige 

auteurs, zou het regulatiemechanisme van luteale activiteit in AC-ed 

vergelijkbaar geacht kunnen worden met dat van door lactatie onder

houden luteale activiteit in vrouwelijke ratten. 

ad.d. 

ES-VMN leidde niet tot luteale activering bij AC-ee . Dezelfde 

ingreep leidde wel tot luteale activering bij normale vrouwelijke rat

ten (Everett & Quinn, 1966) en bij NC-ee (hoofdstuk 5, exp. 4). Dit 

resultaat ondersteunt de veronder3telling, dat het effect van ES-VMN op 

luteale activiteit geslachtsverschillend is en afhankelijk van de neo

natale aanwezigheid van testishormonen (Zeilmaker et al., 1967). 
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Het lijkt mogelijk, dat ES-VMN bij vrouwelijke ratten als speci

fieke, initierende stimulus van luteale activiteit kan fungeren (Quinn & 

Everett, 1967). Omtrent het mechanisme zijn geen gegevens bekend, maar 

het ligt voor de hand om initiatie van luteale activiteit door ES-VMN 

in verband te brengen met verhoogde afgifte van prolactine onder 

invloed van deze stimulus. Als dit inderdaad het geval mocht zijn, dan 

moet uit bovenstaande waarnemingen in AC-aO geconcludeerd worden, dat 

ES-VMN bij deze dieren niet tot afgifte van luteotroop hormoon leidt. 

Dit zou impliceren, in aansluiting op eerdere experimenten (hoofdstuk 4; 

exp. 4), dat geslachtsverschillen met betrekking tot regulatie van 

gonadotropinesecretie oak binnen de hypothalamus aanwezig zijn; derge

lijke verschillen behoeven zich dus in het geheel niet te beperken 

tot verschillen binnen de area preoptica. 

Opvallend is echter,dat het geslachtsverschil binnen de area 

preoptica met betrekking tot inductie van ovulatie verdwijnt, indien 

elektrische of elektrochemische stimulatie wordt toegepast (Quinn, 

1965); het geslachtsverschil met betrekking tot secretie van prolac

tine, waarin de ventromediale hypothalamus mogelijkerwijs een belang

rijke rol bij zou kunnen spelen, blijft blijkbaar oak bij exogene 

stimulatie bestaan. 

§ 2 Relatie tussen neonatale differentiatie van het ovulatie

mechanisme en mechanismen van regulatie van luteale activiteit. 

De in hoofdstuk 5 en 6 beschreven experimenten bevestigen, dat 

een aantal aspecten van regulatie van luteale activiteit geslachts

verschillen vertoont (Zeilmaker, 1963). Het lijkt aannemelijk, dat 

dergelijke geslachtsverschillen op vergelijkbare wijze tot stand komen 

als de geslachtsverschillen in het ovulatiemechanisme (fig. 1). 

Men kan zich afvragen, of de geslachtsverschillen in het ovulatie

mechallisme en in de bovenbeschreven aspecten van regulatie van luteale 

activiteit twee manifestaties zijn van een enkel gebeuren, dat zich in 

de neonatale periode hee~t afgespeeld, of dat ze manifestaties zijn 

van twee verschillende gebeurtenissen in de neonatale periode. 

De experimenten van hoofdstuk 5 en 6 tonen aan, dat de neonatale 

differentiatie van de aanleg van he.t ovulatiemechanisme en de differen

tiatie van regulatiernechanismen van luteale activiteit zowel in de 
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tijd (nl. de neonatale levensfase), als wat betreft het agens (nl. hor

monen uit de neonatale testes} nauw met elkaar verbonden zijn. 

Er zijn ook aanwijzingen, dat beide differentiatieprocessen wat 

betreft de pZaats ~an werking ( nl. de area preoptica ) met elkaar 

verwant zijn. Het bleek namelijk, dat onderbreking van de verbindin

gen tussen de area preoptica en de hypothalamus niet alleen het 

optreden van ovulatie verder verhinderde, maar ook activering van 

luteale functie door copulatie en onderhoud van door copulatie 

geinduceerde luteale activiteit (Arai, 1969; Carrer & Taleisnik, 1970). 

De aard van de processen, ten aanzien waarvan in beide gevallen 

de differentiatie optreedt, lijkt echter uiteen te lopen. Inductie van 

ovulatie en inductie van luteale activiteit lijken in die zin met 

elkaar vergelijkbaar, dat zij beide onmiddellijke reacties van korte 

duur op omgevingsstimuli representeren. Onderhoud van luteale activi

teit echter wekt meer het idee van een langdurig proces. Ten aanzien 

van regulatie van ovariumactiviteit lijkt de regulatie van dergelijke 

'tonische' processen veeleer gelokaliseerd te zijn buiten die plaatsen, 

welke een specifieke betekenis bij inductie van ovulatie hebben (Bar

raclough, 1966). Recente gegevens duiden er echter op, dat onderhoud van 

luteale activiteit wellicht niet afhankelijk is van continue secretie 

van prolactine, maar van dagelijks gegenereepde 'surges' van prolactine 

(Freeman & Neill, 1972). In een andere studie werd aangetoond {Neill, 

1972), dat het mechanisme om 'prolactin-surges' te genereren alleen 

in dieren met een 'vrouwelijk type' ovulatiemechanisme aanwezig was; 

bovendien bleek het optreden van deze 'surges' afhankelijk van de 

aanwezigheid van intacte verbindingen tussen de area preoptiea en de 

hypothalamus. Het zou dus kunnen zijn, dat het onderhouden van luteale 

activiteit slechts mogelijk is bij aanwezigheid van een mechanisme, 

dat in staat is dergelijke plotselinge 'surges' te genereren: ald.us 

lijkt de mogelijkheid aanwezig,dat onderhouden van luteale activiteit 

afhankelijk is van een geZijksoortig proces als dat, waarvan cyclische 

ovu1atie afhankelijk is. 

Differentiatie van het ovulatiemechanisme en differentiatie van 

regulatie van luteale activiteit vertonen derhalve met elkaar duidelijke 

verwantschap met betrekking tot tijd van differentiatie~ agens van de 

differentiatieJ pZaats van werking van het agens en karakter van het 

differentierende proces. Het lijkt verantwoord te veronderstellen, 

dat deze differentiatieprocessen in feite twee manifestaties zijn van 
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een gebeuren in de neonatale levensfase. 

§ 3 Een 'mannelijk type' regulatie van luteale activiteit in TP-oo 
++ 

? 

Ofschoon het antwoord op grand van het gestelde in bovenstaande 

paragraaf bevestigend zou moeten zijn, blijkt het moeilijk dit antwoord 

op basis van de verkregen gegevens te geven. 

De experimenten toor.den immers aan, (a) dat luteale activiteit 

in TP-~~ onder invloed van ectopisch hypofyseweefsel gedurende een 

kortere periode werd onderhouden dan in AC-aa en (b) dat luteale 

activiteit onderhouden kon worden, oak na verwijdering van de ecto

pische hypofyse. 

De geringere duur van luteale fasen in 

kunnen samenhangen met het geringere aantal 

TP-oo zou echter wellicht 
++ 

CL, dat in deze dieren 

gevormd wordt na ECS-POA, vergeleken met AC-aO (tabel 3). Ten aanzien 

van (b) lijkt het, mede op grand van de resultaten in experiment 1, 

niet waarschijnlijk dat prolactinesecretie onder invloed van de lute

ale activiteit werd getriggerd; het heeft er veeleer de schijn van, dat 

in deze TP-~~ een voortdurende secretie van prolactine plaatsvond. 

Voorts is in het verleden aangetoond, zoals in de inleiding werd 

vermeld, dat vaginale stimulatie niet tot CL-activering leidde bij 

TP-~~ en ES-VMN evenmin (Zeilmaker, 1964; Zeilmaker et al., 1967). 

Het lijkt dan oak verantwoord te concluderen, dat TP-~~ een 

'mannelijk type' regulatie van luteale activiteit vertonen; de speci

fieke situatie echter in deze dieren, te weten spontane prolactine

secretie en 'een kleiner aantal CL dan in AC-00 , zorgt er voor dat 

dit 'mannelijk type' zich niet onder alle experimentele omstandigheden 

als zodanig manifesteert. 

SA!1ENVATTING 

1. CL, welke door ECS-POA in ovariumtransplantaten in AC-aa zijn 

geinduceerd, vertonen spontaan geen luteale activiteit; de 

structurele luteolyse van deze CL verloopt tenminste in grate trekken 

op gelijke wijze als in cyclische vrouwelijke ratten. 
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2. Op verscheidene wijzen kan functionele activiteit van door ECS-POA 

geinduceerde CL in AC-~3 tot stand gebracht worden. ES-VMN is 

echter geen effectieve stimulus om luteale activiteit te induceren. 

3. Luteale activiteit in AC-33 , onderhouden door ectopisch hypo

fyseweefsel, houdt gedurende een niet-gedefinieerde periode aan; 

de duur van deze periode is in sterke mate afhankelijk van de hoeveel

heid ectopisch aanwezig hypofyseweefsel. 

Luteale activiteit onder invloed van ect0 pisch hypofyseweefsel 

wordt waarschijnlijk uitsluitend onderhouden door prolactine uit de 

ectopische hypofyse en houdt derhalve onmiddellijk op na verwijdering 

van de ectopische hypofyse. 

4. De onder 2. en 3. genoemde kenmerken van luteale activiteit in 

AC-00 zijn verschillend van die in normale vrouwelijke ratten. 

Deze verschillen zijn waarschijnlijk een manifestatie van hetzelfde ef

fect van neonatale testishormonen als de afwezigheid van spontane ovu

latie in ovariumtransplantaten in deze dieren. 

5. TP-~~ hebben een 'mannelijk type' regulatie van luteale activi

teit. In experimentele situaties kan deze hoedanigheid echter 

versluierd worden doordat enerzijds de grootte van een generatie CL in 

TP-~~ kleiner is dan die in AC-OO 

prolactineproduktie kunnen vertonen. 

en anderzijds TP-~~ spontane 
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VERGELIJKING VAN HET OVULATIEMECHANISME VAN AC-66 MET 

DAT VAN ANOVULATOIRE NC-66 

INLEIDING 

In het door Pfeiffer ontworpen concept van de geslachtsdifferen

tiatie van de aanleg van het ovulatiemechanisme bij de rat werd de neo

natale levensfase als de fase van irreversibele differentiatie aange

duid (figuur 1). De veronderstelling was, dat in deze periode onher

roepelijk werd beslist, of op volwassen leeftijd cyclische ovulatie op 

zou treden of niet. 

Enkele jaren na Pfeiffer's publikatie werd echter beschreven, dat 

cyclische ovulatie in vrouwelijke ratten van een bepaalde stam reeds 

op vroege leeftijd stopte (Everett, 1939). Ophouden van cyclische 

ovariurnactiviteit bleek een algemeen voorkomend verschijnsel te zijn 

in oude ( 'seniele') vrouwelijke ratten (Wolfe et al.~ 1940; Mandl~ 1961; 

Aschheim, 1964/65; Zeilmaker, 1969; Clemens et al., 1969). Dergelijke 

'seniele' vrouwelijke ratten vertoonden eenzelfde ovariummorfologie 

als TP-~~: ovulatie kon bij dergelijke dieren op verscheidene wijzen 

worden geinduceerd (Aschheim, 1966; Clemens et al., 1969). Dergelijke 

dieren konden na eenmalige inductie van ovulatie opnieuw cyclische 

ovulatie vertonen (Aschheim, 1966; 1970). 

Swanson & VanderWerff ten Bosch (1964a)beschreven, dat vrouwelijke 

ratten, die neonataal met een kleine dosis TP waren behandeld, na de 

puberteit gedurende een korte periode cyclische ovariumactiviteit ver

toonden. De duur van deze periode was omgekeerd eve~redig net de ·~oe

veelheid neonataal geinjecteerd TP; na injectie van 50 ~g TP of meer 

werd in het geheel geen cyclische ovariumactiviteit meer waargen~men. 

Na de korte periode met cyclische ovariumactiviteit vertoonden de dieren 

anovulatoire ovaria, karakteristiek voor het door een hoge dosis TP 

veroorzaakte 'early-androgen syndrome'. 

Het is niet gemakkelijk deze waarnemingen in te passen in het 

genoemde concept van irreversibele differentiatie van de aanleg van het 

ovulatiernechanisme in de neonatale levensfase. 

Swanson & VanderWerff ten Bosch(1964a) en VanderWerff ten 

Bosch et al. (1971) probeerden de waarnemingen van Pfeiffer en de 
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bovengenoemde waarnemingen in een ander schema te verenigen (figuur 12). 

Daarin werd eveneens uitgegaan van een in de prenatale fase identieke 

aanleg van het ovulatiernechanisme in mannelijke en vrouwelijke dieren. 

Verondersteld werd, dat deze identieke aanleg zich op twee manieren 

kon ontwikkelen tot een in mannelijke en vrouwelijke dieren identieke 

eindfase: deze eindfase werd dan gekenmerkt door afwe-zigheid va:n spontane 

ovulatie. Cyclische ovulatie zou derhalve mogelijk zijn tot op het 

moment, waarop de eindfase in de ontwikkeling was bereikt. 

Figuur 12 

PRENATAAL 

fase van 
identieke 
aanleg 

Het ovulatiemechanisme van ratten in verschillende levens
f2sen~ volgens SWanson & Van der Werff ten Bosch (1964). 

NEONATAAL 

fase van potentiele 
versnelling van 

'veroudering' 

+ testes of 
hoge dosis TP 

geen testes en 
!age dosis TP 

geen testes of 
TP 

VOL WAS SEN 

fase van langzame 
veroudering bij 
cyclische ovarium-

activiteit 

1 SENIEL' 

identieke 
eindfase 

"'" __ ___,D • _.. '/ 

,---------,•• / 
• kortdurende cyclische ovulatie •• langdurige cyclische ovulatie 

De eindfase kon in deze modelvoorstelling 6fwel snel in de neonatale 

levensfase bereikt worden onder invloed van testishormonen, c.q. injectie 

van TP; 6fwel langzaam in de vclwassen levensfase onder invloed van 

cyclische ovariumactiviteit, c.q. blootstelling aan oestrogene hormonen 

(Kawashima, 1960). 

In deze veronderstelling zijn de effecten van neonatale testis

hormonen op het ovulatiemechanisme derhalve dezelfde als die van cycli-



112 

sche 0 vulatie op volwassen leeftijd; deze laatste effecten komen 

echter in een veel langzamer tempo tot stand. Een kortdurende periode 

met cyclische ovariumactiviteit, zoals waargenomen na neonatale injectie 

van 5 ~g TP, kon verklaard worden door aan te nemen, dat de ontwikkeling 

naar de eindfase in twee gedeelten verlopen kon: gedeeltelijk in de 

neonatale periode onder invloed van een voor vermannelijking subliminale 

dosis TP en gedeeltelijk in de volwassen levensfase onder invloed van 

een korte periode met cyclische ovariumactiviteit (figuur 12). 

In de volgende experimenten zal getracht worden de voornoemde 

veronderstelling te toetsen; met name zal worden nagegaan welke factoren 

een rol spelen bij het ophouden van cyclische ovariumactiviteit in 

NC-30 ; nagegaan zal worden, in hoeverre dergelijke factoren waarschijn

lijk in het CZS gelokaliseerd zijn, zoals dat met effecten van neonataal 

TP het geval is (exp. 1-4). 

Een onmiddellijke gevolgtrekking uit het bovengenoemde model is, 

dat het ovulatiemechanisme van anovulatoir geworden NC-OQ gemeenschap

pelijke kenmerken moet hebben met het ovulatiemechanisme van AC-63 

die afwijkend zijn van die in normale vrouwelijke ratten. Dit zal wor

den onderzocht door het effect te analyseren van progesteroninjectie, 

ECS-AME en van eenmalige inductie van ovulatie in AC-35 en anovulatoir 

geworden NC-C'C Van progesteroninjectie en ECS-AME is in het verleden 

gebleken, dat bij dieren met een 'vrouwelijk type' ovulatiernechanisme 

wel, bij dieren met een 'mannelijk type' niet ovulatie en CL-vorming 

daar het gevolg van kan zijn (Zeilmaker, 1955; Barraclough, 1955; Bunn 

& Everett, 1957; Arai, 1971). Eenmalige inductie van ovulatie in 

anovulatoire.dieren met een 'vrouwelijk type' ovulatiemechanisme kan 

door meerdere ovulaties gevolgd worden (Aschheim, 1966), bij dieren 

met een 'mannelijk type' niet (Yazaki, 1959). 

MATERIAAL EN METHODEN 

De experimentele technieken, welke bij deze experimenten werden 

gebruikt, werden reeds in vorige hoofdstukken beschreven. 



exp. 1 

113 

RESULT A TEN 

De duur van de periode met cycZische ovariumactiviteit in 

NC-aa met twee verschillende typen van ovariumactiviteit. 

De duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit werd onder

zocht bij NC-dd met 6£wel uitsluitend 5-daags cyclische ovariumactiviteit, 

6£wel met luteale activiteit naast 5-daags cyclische ovariumactiviteit. 

Zoals reeds besproken in hoofdstuk 4 (exp. 1-3) hield cyclische 

ovariumactiviteit bij 15 (RU)NC-dd met uitsluitend 5-daags cyclische 

ovariumactiviteit gedurende 2-4 maanden aan; daarentegen hield deze 

Tahel 16 Duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit in 
NC-OJ in relatie tot optreden van luteale activiteit. 

duur in aantal aantal 
maanden cycli lute ale 

fasen 

15 (RU)NC-Q-0 
met uitslui-

2 - 4 9 - 20 0 tend 5-daagse 
Cycliciteit 

13 (RU)NC-Od 
met luteale 

fasen onder in- meer 

v1oed van ectopisch dan 4-

hypofyseweefsel 

24 {R)NC-dd 
met spontane 3. 5 - 14 10 - 22 1 - 12 

luteale fasen 

bij 24 (R)NC-ae waarin ook spontane luteale activiteit voorkwam, 

gedurende 3~-14 maanden aan. In beide gioepen was het aantal cycli in 

deze perioden van zeer verschillende lengte ongeveer gelijk (tabel 16). 
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Verondersteld zou kunnen worden, dat het optreden van anovulatie 

in ( R)NC-Od' vooral werd ui tgesteld ten gevolge van het optreden van 

luteale activiteit bij deze dieren. Om deze veronderstelling te toetsen 

werd de duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit onderzocht 

bij 13 (RU)NC-6cl waarin opvolgende fasen met luteale activiteit 

voorkwamen onder invloed van ectopisch hypofyseweefsel. Twaalf van deze 

dieren vertoonden 4 maanden na ovarium-implantatie nog cyclische 

ovariumactiviteit (tabel 16). 

Vervolgens werden gegevens van die 6 (R)NC-d'd' , waarbij de 

duur van de periode met cyclische ovariurnactiviteit het kortst was 

geweest, vergeleken met overeenkomstige gegevens van die 6 dieren, waarbij 

cyclische ovariumactiviteit het langst had aangehouden. De vergelijking 

TaheZ 1? Vergelijking van gegevens omtrent de duur van de periode 
met cycZische ovariumactiviteit van (R)NC-_1 ,:. 

gemiddelde gemiddeld gemiddeld 
duur in aantal aantal 
maanden cycli luteale fasen 

de 6 (R)NC-3:5 
met de kortste 4 11 2 

peri ode 

de 6 (R)NC-00 
met de langste 12 17 10 
periode 

verschil in maanden 8 7 

wees uit (tabel 17), dat verlenging van de periode met cyclische 

ovariumactiviteit in (R)NC-ea voornamelijk het gevolg was van toename 

van het aantal luteale fasen. 

Geconcludeerd wordt, dat het aantal ovulaties in cyclische Nc~oa 
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Figuur 11 : OVariu.mmorfologie op dioestrus-] van 
een 'anovuZatoire cycZus' in NC-66 

Op de foto is een van de 13 in het ovarium aanwezige 
atretische follikels afgebeeld, alsrnede atrofierende 
CL, welke in de vorige cyclus werden gevormd. In de 
follikel bevindt zich nag een niet-gerijpte oOcyt: de 
nucleolusmembraan ('germinal vesicle') is zichtbaar 
in de kern. Onder de cumulus oophorus is een groepje 
geluteiniseerde thecacellen zichtbaar. 
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beperkt is. Dit aantal lijkt tamelijk onafhankelijk van de duur van het 

interval, waarmee ovulaties op elkaar volgen. 

exp.2 Ovariummorfologie van NC-00 in relatie met de overgang van 

cyclische ovariumactiviteit naar anovulatie. 

Dagelijkse vagina-uitstrijken van zowel (RU)- als (R)NC-00 wezen 

uit, dat de overgang van vaginale cycliciteit naar permanente cornifi

catie meestal plotseling,onherroepelijk en in ieder geval niet voor

spelbaar plaatsvond. Het was dan ook niet mogelijk om op basis van 

vagina-uitstrijken ovaria te selecteren van dieren, die in de overgangs

fase van cyclische ovariumactiviteit naar anovulatie waren. 

Om te onderzoeken, of verschijnselen in ovariummorfologie gecorre

leerd konden worden met een naderend ophouden van cyclische ovarium-

activiteit~ leek geen andere mogelijkheid aanwezig dan nauwkeurige 

bestudering van alle in de loop der experimenten verzamelde ovarium-

transplantaten van NC-00 De gedachte was hierbij, dat het op deze 

wijze wellicht mogelijk was om boven bedoelde verschijnselen te ont

dekken bij toeval: met name immers bij (RU)NC-30 was de totale duur 

van de periode met cyclische ovariumactiviteit gering en de kans wel

licht aanwezig, dat ovaria juist in de overgangsperiode naar anovulatie 

verwijderd waren. 

Analyse van meer dan 100 transplantaten wees uit, dat verreweg de 

meeste geen verschijnselen vertoonden, die afweken van het in hoofd

stuk 4 beschreven normale patroon voor ovariummorfologie van cyclische 

en anovulatoire NC-OO . Aldus werd het aan dagelijkse vagina-uitstrijken 

verkregen vermoeden bevestigd, dat de overgang van cyclische ovariumac

tiviteit naar anovulatie een plotselinge overgang moest zijn. 

Er waren echter 9 ovaria, die een van het normale patroon af

wijkend beeld vertoonden. De ovaria waren afkomstig van (RU)- en (R)NC-ao 

op de oestrusdag (2 x), eerste dioestrusdag (4 x) en tweede dioestrus

dag (3 x). In plaats van postovulatoire follikels, resp. pasgevormde 

CL, was een 'generatie' atretische follikels aanwezig (figuur 11), 

gekenmerkt door een atrofi8rende granulosawand en -tenminste op de 

oestrusdag- door de aanwezigheid van niet-gerijpte o6cyten. 

Atresie van follikels was in geen van deze 9 ovaria gedurende 

de vorige cyclus opgetreden: de morfologie van CL wees uit, dat 

normale transformatie naar niet-functionele CL had plaatsgevonden. Ook 
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bij geen der andere ovariumtransplantaten was dergelijke atresie in 

de voorlaatste cyclus opgetreden. 

Geconcludeerd wordt, dat ovariumtransplantaten in NC-aa een 

laatste 1cyclus 1 kunnen ondergaan, waarin atresie van een generatie 

follikels optreedt in plaats van transformatie naar CL. Deze laatste 

'cyclus' gaat waarschijnlijk tenminste in een aantal NC-&0 onmid

dellijk aan anovulatie vooraf. 

exp.3 Cyclische ovariumactiviteit na ovariumimplantatie op 

verschillende leeftijden. 

Om te onderzoeken, of de leeftijd van NC-00 bij ovariumimplant~tie 

van invloed was op het optreden van cyclische ovariurnactiviteit, werden 

Tabel 18 Cyctische ovariumactiviteit in NC-33 na ovarium
implantatie op verschiltende leeftijden. 

(RU)NC-J~ (R)NC-03 

leeftijd bij 
I 55* implantatie 59 39 I 39 

30-90 dagen 

leeftijd bij 
implantati~ 13 I 36 22 I 43 
120-240 dagen 

leeftijd bij 
implantatie 2 I 20 
240-360 dagen 

•aantal dieren met spontane cyclische ovariumactiviteit I aantal 
onderzochte dieren. 

gegevens van controledieren van alle experimenten verzameld. Het bleek, 

dat cyclische ovariumactiviteit was opgetreden bij vrijwel alle dieren, 

waarbij implantatie op een leeftijd van 30-90 dagen had plaatsgevonden. 
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Na implantatie op oudere leeftijd was bij rninder dan de helft van de 

dieren spontane cycliciteit waargenomen (tabel 18). 

Ook werd bij deze dieren de duur van bet interval bestudeerd 

tussen ovariumimplantatie en eerste ovulatie (tabel 19). Bij 

Tabel 19 

aantal 
dieren 

36 {RU)NC-d'd' 

13 (RU)NC-0'0 

26 (R)NC-oo 

22 (R)NC-Q3 

Duur van de periode tussen ovariumimplantatie en eerste 
ovulatie in (RU)- en (R)NC- '- in relatie tot de leefti,1d 
bij ovariumimplantatie. 

leeftijd bij duur 12 - 19 duur 20 - 45;p; 

implantatie dagen dagen 
in dagen 

30 - 90 36 I 36 o I 36 

120 - 360 23 I 23 o I 23 

30 - 60 25 I 26 1 I 2& 

120 - 240 9 I 22 13 I 22 

• na 45 dagen werden dergelijke observaties gestaakt. 

(RU)NC-dO bleek dit interval onafhankelijk van de leeftijd bij implan

tatie en bedroeg 12-19 dagen. Bij (R)NC-36' daarentegen was het inter

val langer bij 13/22 dieren, waarbij implantatie op een leeftijd van 

meer dan 100 dagen was uitgevoerd: de duur van deze periode kon tot 

meer dan 40 dagen zijn. 

Bij de niet-ovulerende dieren, die permanente vaginale cornificatie 

vertoonden, werd cnderzocht of deze in staat waren om cyclische ovariurn

activiteit te onderhouden. Ovulatie en CL-vorming werd bij 11 dieren 

eenmalig geinduceerd met 10 eenheden HCG. Bij 9/11 werd deze eerste 

ovulatie gevolgd door een periode met cyclische ovariumactiviteit. 
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Geconcludeerd wordt, dat veroudering van NC- (SO' een invloed heeft 

op het optreden van cyclische ovariumactiviteit na ovariumimplantatie. 

Veroudering van (R)NC- aa heeft oak een invloed op de duur van het 

interval tussen ovariurnimplantatie en eerste ovulatie bij deze dieren. 

Niet-spontaan ovulerende dieren kunnen echter w€1 cyclische ovarium

activiteit onderhouden, als ovulatie eenmalig onder invloed van exogene 

stimulatie tot stand wordt gebracht. 

exp.4 Cyclische ovariumactiviteit na langdurige voorbehandeling met 

oestradioZ-benzoaat. 

Aan 33 (R)NC-ao werd gedurende 6 - 9 weken 25-50 .~g OB per week 

gegeven. Aan 27 controledieren werd alleen bet oplosmiddel van OB gege

ven. De leeftijd van de dieren bij bet begin van de injecties was 

100-140 dagen. 

Vaginatransplantaten in met OB behandelde dieren vertoonden tot 

2.5 week na de laatste injectie tekenen van oestrogene stirnulatie. 

Bij alle dieren werd 2 - 5 weken na de laatste injectie een 

ovarium geimplanteerd. Cyclische ovariurnactiviteit werd bij 14/27 

controledieren waargenomen en slechts bij 5 /33 met OB behandelde 

dieren. 

Om te onderzoeken, of niet-spontaan ovulerende, met OB voorbehan

delde dieren cyclische ovariumactiviteit konden onderhouden, werd het 

effect onderzocht van eenmalige inductie van ovulatie in deze dieren. 

Ovulatie kwam bij alle 6 onderzochte dieren tot stand onder invloed 

van reacties van bronstgedrag, die de dieren bij blootstelling aan 

stimulus- 33 vertoonden. Deze eerste, aldus geinduceerde ovulatie 

werd bij alle 6 dieren gevolgd door cyclische ovulatie. 

Geconcludeerd wordt} dat langdurige voorbehandeling van NC-aa 
de kans verkleint, dat deze dieren na implantatie van een ovariurn 

cyclische ovulatie zullen vertonen. Niet-spontaan ovulerende dieren 

kunnen echter wel cyclische ovulatie onderhouden, als ovulatie door 

exogene stimulatie eenrnalig tot stand is gebracht. 
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exp. 5 VergeliJ'king van het ovulatiemechanisme van AC-aa met dat van 

anovu latoir geworden NC- dO , 

5.1 Effect van eenmalige injectie van 2.5 mg progesteron. 

Het effect van een eenmalige injectie met progesteron werd onder-

zocht bij 14 anovulatoire NC-dd' en 25 AC-Od Bij afwezigheid van 

CL-vorming onder invloed van deze injectie werd een tweede injectie 8 -

10 dagen na de eerste gegeven. 

Injectie van progesteron werd bij 8 /14 NC-00 en bij 0 /25 AC-00 

gevolgd door CL-vorming. 

5.2 Effect van ECS-AME. 

Het effect van ECS-AME werd onderzocht bij 12 anovulatoire NC-Od' 

en 6 AC-e;c; .Unilaterale stimulatie leidde bij 10/12 NC-36 tot CL-vor

ming en bij 0 I 6 AC- dO 

5.3 Effect van eenmalige inductie van ovulatie. 

Zoals eerder beschreven was eenmalige inductie van ovulatie in 

anovulatoire Nc-aa voldoende om een periode met cyclische ovulatie 

te ini tieren. 

Eenmalige inductie van CL-vorming bij AC-aa met behulp van HCG 

of door ECS-POA werd nooit gevolgd door nieuwe ovulaties. 

Geconcludeerd wordt, dat het ovulatiernechanisrne van anovulatoire 

NC-00 verschilt van dat van AC-00 met betrekking tot ~et effect van 

progesteron, ECS-AME en met betrekking tot de mogelijkheid van onder

houden van cjclische ovariumactiviteit. 

DISCUSSIE 

§ 1 Aard en mogelijke lokalisatie van de factoren~ die de duur van 

de periode met cyclische ovariumactiviteit in NC-00 bepalen. 

Een drietal factoren bleek een belangrijke invloed te hebben op 

het optreden, c.q. voortzetten van'cyclische ovariumactiviteit: 

(1) het aantal voorafgaande cycli, (2) voorbehandeling met OB en (3) de 



leeftijd bij ovariurnimplantatie. 

(1) het aantal voorafgaande oyoli. 
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Waarnemingen aan cyclische ovariumactiviteit in NC-aa met en zon

der luteale fasen suggereerden, dat bet aantal cycli in deze dieren con

stant was; de duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit bleek 

!anger, als de duur van de periode tussen opvolgende ovulaties ten gevol

ge van luteale activiteit !anger was. Dit verschijnsel zou verklaard 

kunnen worden door aan te nernen, dat per ovulatie zodanige veranderingen 

in het regulatiemechanisme van cyclische ovariumactiviteit worden 

teweeggebracht, dat de omstandigheden voor het optreden Van volgende 

ovulaties minder worden. Aangezien het regulatiernechanisme van cyclische 

ovulatie in normale vrouweli]ke ratten waarschijnlijk een hoge overtollig

heidsgraad bezit (Brown-Grant 1971), is het niet noodzakelijk, dat onder 

minder optimale omstandigheden het onderhouden van 'normale', 5-daagse 

cycliciteit verstoord is. 

Het cumulatieve effect echter van veranderingen, teweeggebracht 

door een aantal ovulaties zou echter zodanig kunnen zijn, dat op zeker 

moment een grens wordt overschreden, voorbij welke onderhoud van cy

clische ovariumactiviteit niet meer mogelijk is. 

Gorski (1968) visualiseerde een dergelijke veronderstelling in 

neonataal met een kleine dosis TP behandelde vrouwelijke ratten. Hij_ 

stelde, dat dergelijke dieren nag slechts ·een beperkte 'ovulatie

capaciteit' hadden, die door achtereenvolgens optredende ovulaties 

geleidelijk, doch systematisch zou worden uitgeput. Andere auteurs 

hanteerden een soortgelijke voorstelling van zaken (Kikuyama & Kawa

shima, 1966; Arai, 1971). Op grand van experimenten van Kawashima 

(1960) werd bovendien gesuggereerd, dat oestrogene ovariumhormonen het 

eigenlijke 'uitputtende' agens waren. Opvallend was overigens, dat 

ovulaties in dergelijke dieren 6fwel met de normale, strakke 4/5-daagse 

regelmaat plaatsvonden 6fwel in het geheel niet (Gorski, 1968; exp. 2 

hoofdstuk 7 ). 'Uitputting' van de ovulatiecapaciteit leek derhalve 

een zeer systematisch, geordend gebeuren, in tegenstelling tot hetgeen 

eerder was gesuggereerd (Gorski & Barraclough, 1963). 

Dat het aantal cycli en niet zozeer de duur van de periode met 

cyclische ovariumactiviteit de beperkende factor was voor voortgang van 

cyclische ovariumactiviteit, werd eveneens gesuggereerd door resultaten 

van Mandl (1961). Deze auteur beschreef, dat cyclische ovariumactiviteit 

in nullipare ratten, die nooit luteale activiteit hadden doorgemaakt, 

eerder ophield dan in multipare ratten, die langdurige perioden met 
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luteale activiteit gedurende zwangerschap en lactatie hadden doorge

maakt. 

Dat blootstelling aan ovariumhormonen en niet slechts veroudering 

de limiterende factor was, bleek uit waarnemingen, dat (RU)NC-00 na 

ovariurnimplantatie op een leeftijd van 200 dagen cyclische ovariumac

tiviteit konden vertonen: in dieren, waarbij ovariumimplantatie op 

een leeftijd van 30 dagen had plaatsgevonden, Was cyclische ovarium

activiteit op een dergelijke leeftijd allang gestopt. 

(2) voorbehandeling met OB. 

In bovengenoemde experimenten van Kawashima (1960), Kikuyama & 

Kawashima (1966) en Arai (1971) werd gesuggereerd, dat ovariurnhor-

monen bij uitstek het 'uitputtende' agens waren van 'ovulatiecapaciteit'. 

Het resultaat van experiment 4 ondersteunt deze idee slechts 

ten dele. Het aantal met OB voorbehandelde dieren, dat cyclische ovarium

activiteit vertoonde, was inderdaad geringer dan het aantal controle

dieren. De duur van blootstelling aan oestrogene hormonen was echter 

tenminste ongeveer gelijk aan de duur van blootstelling aan oestrogene 

hormonen gedurende 20 cycli (OB-injecties gedurende 56-77 dagen effec

tief; oestrogene hormonen per cyclus 3 dagen aanwezig). Het maximaal 

waargenomen aantal cycli in NC-50 waarbij ovariurnimplantatie op 

vroege leefTijd werd uitgevoerd, bedroeg 22 (tabel 16). Voorts was 

slechts 50 % van de dieren van de controlegroep spontaan cyclisch. In 

het licht van de door Kawashima e.a. geopperde veronderstelling was 

het dus minder verwacht, dat nag 5/33 met OB behandelde dieren spontaan 

cyclische ovariumactiviteit vertoonden. Tevens bleek, dat niet-spontaan 

cyclische dieren tach nag cyclische ovariurnactiviteit konden onder

houden, als Ovulatie eenmalig door exogene stimulatie werd geinduceerd. 

Het lijkt dan oak niet waarschijnlijk, dat blootstelling aan 

oestrogene horrnonen de lirniterende factor bij uitstek is van cyclische 

ovariumactiviteit in NC-OO . Andere factoren moeten in dit ophouden e

veneens een belangrijke rol spelen. 

(3) de leeftijd bij implantatie. 

Experiment 3 wees uit, dat cyclische ovariumactiviteit in NC-00 

minder voorkwam, als ovariumimplantatie pas op latere leeftijd ge

schiedde. Blijkbaar werden bij veroude~ing van de dieren, oak zonder 

de aanwezigheid van ovariumweefsel, de ornstandigheden voor inductie 

van ovulatie minder gunstig. In de 'bestaande litteratuur omtrent de re

latie van veroudering en cyclische ovariumactiviteit 
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in ratten werd dit effect van veroudering op ovariumactiviteit nag 

niet beschreven .. Harris (1964) concludeerde uit experimenten, die 

echter niet op vergelijkbare schaal werden uitgevoerd, dat de leeftijd 

bij implantatie geen effect had op het optreden van cyclische ovarium

activiteit in NC-d'd' 

Mogelijke lokalisatie van bovengenoemde limiterende factoren van cy

clische ovariumactiviteit in NC-d'd' 

Opmerkelijk was, dat in de laatste experimenteD niet-spontaan 

ovulerende dieren wel cyclische ovulatie en CL-vorming konden onder

houden, als ovulatie eenmalig door exogene stimulatie was geinduceerd. 

Het leek er op, dat het ovulatiemechanisme in dergelijke dieren wel 

in staat was om cyclische ovariumactiviteit te onderhouden, maar dat 

het mechanisme in de periode v66r exogene stimulatie niet werd ge

activeerd. Aangezien het ovulatiemechanisme na de geinduceerde ovu

latie wel werd geactiveerd, zou verondersteld kunnen worden dat het 

secretiepatroon van ovariumhormonen na de geinduceerde ovulatie 

voldoende was om het ovulatiemechanisme te activeren, terwijl de 

continue secretie van oestrogene hormonen door het 'polyfolliculaire 1 

ovarium v66r de gelnduceerde ovulatie hiertoe niet voldoende was. 

Met name zou verondersteld kunnen worden, dat in de omstandigheden 

na de geinduceerde ovulatie de hormoonsecretie van de niet-functionele 

CL, die v66r ovulatie ten enenmale ontbrak, van kritiek belang was 

voor het induceren van de volgende ovulatie. 

Het is aannemelijk gemaakt, dat degenererende CL op de ochtend 

van pro-oestrus verhoogde secretorische activiteit vertonen, vooraf

gaand aan de ovulatoire hormoonafgifte (Everett, 1945); het zou kunnen 

zijn, dat onder bepaalde omstandigheden dergelijke hormonen -waarschijn

lijk progesteron- bij inductie van ovulatie een rol spelen (Zeilmaker, 

1966; Feder et al., 1971; Nequin & Schwartz, 1971). 

Het lijkt niet eenvoudig om een 'primaire oorzaak' vast te 

stellen voor een dergelijke klaarblijkelijk falende interactie tussen 

bij inductie van ovulatie betrokken elementen in NC-00 . Bovenstaande 

argumenten doen vermoeden, dat het ovarium zelf bij deze falende in

teractie van beslissende betekenis kan Zijn, nl. door de afv..rezigheid 

van CL. Er zijn echter met name vooralsnog geen zwaarwegende argumen

ten aan te voeren, dat het 'primaire falen' zich afspeelt op het 

niveau van het CZS, zoals gesuggereerd werd door Aschheim (1964/65). 
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Daarin onderscheidt zich dan oak anovulatie als 'ouderdomsverschijn

sel' van anovulatie na neonatale blootstelling aan testishorrnonen; van 

dit laatste is overtuigend aangetoond, dat het 'primaire falen' zich 

wel op het niv2au van het czs afspeelt. 

§ 2 MogeliJ'ke loop van gebeurtenissen bi;j het ophouden van 

cyclische ovariumactiviteit in NC-aa 

Dagelijkse vagina-uitstrijken van NC-56 wezen uit, dat de over

gang van cyclische ovariumactiviteit naar anovulatie plotseling en 

onherroepelijk was. De onvoorspelbaarheid van het optreden van anovula

tie maakte een omslachtige procedure noodzakelijk om na te gaan, of 

wellicht verschijnselen in de ovariummorfologie gecorreleerd konden 

worden met het naderend optreden van anovulatie. 

De 9 ovaria met een generatie atretische follikels in plaats van 

postovulatoire follikels of pasgevormde CL, maakten waarschijnlijk de 

laatste 'cyclus' voorafgaand aan anovulatie door. Het valt uit deze 

gegevens uiteraard niet te zeggen, of bij alle dieren een dergelijke 

'cyclus' voorafgaand aan anovulatie op zal treden. 

Het lijkt aannemelijk, dat de 'cyclus' met atretische follikels 

een 'mislukte ovulatiecyclus' is, welke veroorzaakt wordt, doordat een 

te geringe hoeveelheid gonadotropine voor ovulatie wordt afgescheiden. 

De reden voor deze aanname is gelegen in het feit, dat preovulatoire 

follikels onder invloed van blootstelling aan een subovulatoire hoeveel

heid, exogeen toegediend gonadotropine atretisch kunneTI worden (Ver

meiden, ongepubl. ). Bovendien zijn verscheidene gevallen in de littera

tuur beschreven, waarin atresie van een gehele generatie preovulatoire 

follikels geassocieerd kan worden met blootstelling aan een subovula

toire hoeveelheid gonadotropine (Wolfe et al. , 1940: 1 anovulatoire 

cycli' in seniele vrouwelijke ratten; Everett, 1967: atresie van een 

generatie preovulatoire follikels bij 50 % van de onderzochte dieren 

na copulatie; bij de overige 50 % had copulatie geleid tot ovulatie; 

Quinn & Everett, 1967: atresie van een generatie follikels na ES-VMN, 

welke stimulus waarschijnlijk leidt tot geringe afgifte van gonadotro

pine -Clemens et al., 1971-; Lawton & Schwartz, 1967: atresie van een 

generatie follikels op het verwach,te tijdstip van indUctie van ovulatie 

bij cyclische, aan constant licht blootgestelde vrouwelijke ratten). 
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Atresie van een generatie follikels onder invloed van een subovula

toire hoeveelheid gonadotropine onderscheidt zich van een dergelijk pro

ces bij follikelveroudering: terwijl in de genoemde experimentele situ

aties atresie optreedt op een verwacht tijdstip van ovulatie, treedt 

atresie als ouderdomsverschijnsel pas verscheidene dagen na het verwachte 

moment van ovulatie op (Everett & Sawyer, 1950). 

Het zou dan oak kunnen zijn, dat anovulatie van NC-aa een aanvang 

neemt, als door een samenloop van omstandigheden een voor inductie van 

ovulatie onvoldoende hoeveelheid gonadotropine wordt afgescheiden. Dit 

heeft follikelatresie tot onmiddellijk gevolg. Een verder verwijderd 

gevolg is, dat bij de voorbereiding van het activeren van het ovulatie

mechanisme voor de volgende ovulatie degenererende CL ontbreken; zoals 

beargumenteerd in de vorige paragraaf zou het mogelijk zijn, dat derge

lijke CL van kritiek belang zijn bij activering van het ovulatiemechanis

me. Uitblijven van activering van het ovulatiemechanisrne heeft dan 

het optreden van de anovulatoire conditie met perrnanente vaginale corni

ficatie automatisch tot gevolg. 

§ 3 Vergelijking van het ovulatiemechanisme van AC-d'd' en 

anovuZatoire NC-d'd' . 

De resultaten van experiment 5 toonden aan, dat het ovulatie

mechanisme van anovulatoire NC- d'O' kwalitatief niet verschillend was 

geworden van dat van vrouwelijke ratten in een van de bestudeerde 

reacties; de oorspronkelijk aanwezige verschillen met dat van AC-d'd' 

waren blijkbaar gebleven. Deze experimenten doen dan ook geenszins ver

moeden, dat blootstelling van het ovulatiemechanisme in de volwassen 

levensfase aan ovariurnhormonen eenzelfde effect heeft als blootst'el

ling aan testishormonen in de neonatale fase. 

Veeleer lijkt het ovulatiemechanisme van NC-aa blijvend verschil

lend van dat van Ac-aa ; de toestand van anovulatie in NC-aO' wordt 

waarschijnlijk door andere factoren veroorzaakt dan die bij AC- 0'0' . 

De toestand van anovulatie in NC-aa doet zich voor als die, waarbij 

door het ontbreken van goed samenspel tussen ieder voor zich compe

tente elementen voor onderhouden van cyclische ovariumactiviteit in 

CZS, hypofyse en ovariurn,ovulatie achterwege blijft. Er is 
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daarentegen overtuigend aangetoond, dat het CZS onder invloed van bloot

stelling aan testishormonen in de neonatale levensfase blijvend incom

petent wordt om cyclische ovulatie te onderhouden, 

SAME NV ATTING 

1. Er zijn Haarschijnlijk verscheidene limiterende factoren voor het 

optreden c.q. onderhouden van cyclische ovariumactiviteit in NC-aO 

zoals (1) het aantal ovulaties, (2) de duur van de periode van bloot

stelling aan ovariumhormonen en (3) de leeftijd. Of cyclische ovulatie 

op zal treden, c.q. voort zal gaan, hangt waarschijnlijk af van een 

moeilijk te definieren complex van factoren. 

2. Aan het ophouden van cyclische ovulatie in NC- 0'3 gaat waarschijn-

lijk een 'anovulatoire cyclus 1 vooraf: hierin treedt atresie van 

een generatie follikels op in plaats van transformatie naar CL. Dit 

verschijnsel komt waarschijnlijk tot stand doordat een te geringe 

hoeveelheid gonadotropine voor ovulatie '.-<ordt afgescheiden. 

3. Het ovulatiemechanisme van anovulatoi~e NC-30 ve~toont 

kwalitatief geen verschil met dat van vrouwelijke ratten met be

trekking tot het effect van progesteron, ECS-Al1E en eenmalige inductie 

van ovulatie. Deze waarnemingen ondersteunen de veronde~stelling, dat 

de neonatale levensfase van ratten een fase van irreversibeZe differen

tiatie is. Ai1ovulatie als 1 ouderdomsver-schijnsel 1 van ratten wor-dt 

vermoedelijk ver-oorzaakt door gebrekkig samenspel tussen de bij indue

tie van ovulatie betrokken elementen in czs, hypofyse en ovarium. 
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SUMMARY 

The main purpose of the experiments described in this thesis was 

to collect some detailed data concerning sexual differentiation of 

mechanisms regulating the secretion of gonadotropin in the rat. In the 

general introduction (chapter 1) a general survey of the concept of 

this sexual differentiation, based mainly on experiments by Pfeiffer 

(1936), is given. The literature concerning five aspects of this pro

cess is reviewed: (1) testosterone as the possible effective agent of 

neonatal testes for 'masculinization' of gonadotropin secretion; 

(2) the duration of the neonatal 'critical period' for differentiation 

of gonadotropin secretion; (3) the minimal period of exposure to 

neonatal testicular function which is effective for establishing the 

'male pattern' of gonadotropin secretion; (4) the site of action of 

neonatal testosterone~ and (5) more recent methods of establishing 

sexual differences in gonadotropin secretion. 

In chapter 2 the two aims of this thesis were formulated. The 

first was to gain insight into details of ovarian activity in neonatally 

castrated male rats (NC-males); the second was to gather information con

cerning sexual differentiation and the regulation of luteal activity. 

The main technique used in this study was evaluated in 

chapter 3. In this chapter experiments were described which indicated 

that daily smears from vaginal grafts could be used as an indicator of 

ovarian activity; however it was acknowledged that grafted vaginal 

tissue showed some differences from in situ vaginal tissue. The most 

interesting difference was that leucocytes were never present in the 

epithelium of vaginal tissue under the kidney capsule during any stage 

of the ovarian cycle. 

In chapter 4 ovarian activity was studied in NC-males 

of both the R-strain (Amsterdam Wistar-substrain) and (R x U)F
1 

hybrid 

animals. The results were as follows: 

1. (RU)NC-males showed 5-day cyclic ovarian activity similar to 

that seen in RU-females. The ovulatory quota of gonadotropin was 

released during the same 'critical hours' at pro-oestrus as in female 

rats. 
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2. (R)NC-males showed 5-day cycles; however, very long periods 

characterized by vaginal mucification and persisting carpora 

lutea (CL) in the ovarian grafts also occurred. By contrast normal 

R-females only showed 5-day cycles. 

3. A greater number of follicles was transformed into CL per cycle 

in NC-males than in normal females. The number of follicles per 
1 generation 1 in ovarian tissue appeared to be different in male and 

female rats and was independent of neonatal exposure to androgens. 

4. Cyclic ovarian activity in NC-males stopped after a limited 

number of cycles, Anovulatory NC-males showed again cyclic func

tion in the same ovarian graft after several experimental manipulations. 

5. The differences between ovarian activity in NC-males and normal 

females, mentioned ~~der 2. and 4., were probably related to 

perinatal exposure of NC-males to testicular hormones. Under the 

influence of these hormones the mechanism regulating ovulation seemed to 

be organized in a way, which fell between that found in normal female 

and male rats. 

In chapter 5 regulation of luteal activity was studied in NC-males. 

The following results were obtained: 

1. NC-males showed luteal activity under a number of experimental 

conditions. The duration of a luteal phase in NC-males was 

rather constant and about double in length of pseudopregnancy in nor

male female rats. This difference in length might be due to: (a) absence 

of uterine tissue in NC-males; (b) the grafted condition of the ovary 

and (c) the greater ~umber of CL, formed per cycle in NC-males. 

2. Stimuli of short duration -such as electrical stimulation of the 

ventromedial hypothalamus or presence of ectopic pituitary tissue 

during the first days after ovulation- initiac:ed a luteal phase, 

persisting unc:il long after removal of the stir:lUlus. Probably those 

short stimuli triggered a 'mai::ttenance-mechanism' of luteal activity. 

3. The fi"dings under 1. and 2. indicated that luteal activity in 

NC-males showed similarity with luteal activity in normal females. 

The concept of sexual differentiation in the regulation of luteal 

activity suggested by Zeilmaker (1963;1964) was supported. 

4. (R)NC-males showed spontaneous luteal activity after ovarian 

implantation in addition to S~day cyclic ovarian activity. This 
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type of ovarian activity was also found in senile (R)-females. Possibly 

the spontaneous 1pseudopregnancy' in (R)NC-males was related to sub

optimal organization of the mechanism by which ovulation is induced, 

due to perinatal exposure to testicular hormones~ 

5. Luteal phases of normal duration could be induced in NC-males, 

which had become anovulatory after a period of cyclic ovarian ac

tivity. This was not possible in male rats, castrated and implanted 

with an ovary in adulthood (AC-males). 

In chapter 6 an attempt was made to analyse in more detail the 

regulation of luteal activity in AC-males and in female rats, treated 

neonatally with 1250 ~g testosterone-propionate (TP-females). It 

was tried to establish whether or not TP-females would show a 'male 

pattern' of luteal activity. The analysis revealed: 

1. CL, which were formed in ovarian grafts in AC-males after 

electrochemical stimulation of the preoptic area in the brain 

(ECS-POA), did not show functional activity. The pattern of luteolysis 

of these CL was similar to that of 'non-functional' CL in normal cyclic 

female rats. In contrast, CL formed by ECS-POA in TP-females showed a 

different type of luteolysis: the process seemed to be delayed for 

several days. 

2. Luteal activity could not be induced in AC-males by electrical 

stimulation of the ventromedial hypothalamus. In the literature 

(Zeilmaker et al., 1967) it had been reported that this stimulus was 

also ineffective in TP-females. 

3. Luteal activity in AC-males, maintained by ectopic pituitary tis-

sue, persisted during an indefinite period (17-51 days).The 

length of this period was strongly dependent upon the amount of ectopic 

pituitary tissue. Luteal activity in AC-males, maintained by ecto~ic 

pituitary tissue, stopped immediately after extirpation of the ectopic 

pituitary graft. 

Luteal activity in TP-females, maintained by an equal amount of 

ectopic pituitary tissue as in AC-rnales, persisted during a shorter 

period than in AC-males (14-35 days); also no definite duration of luteal 

activity was observed. Luteal activity in TP-females sometimes continued 

for some period after extirpation of the ectopic pituitary graft. 

4. The differences in luteal activity between AC-males and TP-fernales 

mentioned under 1. and 3. were probably related to (a) the sponta-
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neous secretion of prolactin, known to occur in TP-females (Everett 

et al., 1970) and (b) the smaller number of CL, formed after ECS-POA 

in TP-females. It was concluded, that TP-females had~ at least in 

principle, a 1male pattern 1 of luteal activity. 

In chapter 7 factors were analyzed which might contribute to 

cessation of cyclic ovarian activity in NC-males. 

1. There might be a number of different factors by which the occurrence 

of cyclic ovulation in NC-males is limited. Among these factors 

were: exposure to cyclic ovarian activity, exposure to oestrogen and 

ageing. Yfuether or not in a given situation cyclic ovarian activity 

would occur (or continue) might be dependent on a poorly defined 

complex of factors. 

2. It seemed that cyclic ovarian activity in NC-males ended with 

the occurrence of one anovulatory cycle in which atresia of a 

whole generation of follicles occurred instead of ovulation and trans

formation to CL. 

3. It seemed difficult to establish a cause of cessation of cyclic 

ovarian activity in NC-males. It seemed likely that absence of 

ovulation in these animals was due to defective interplay betHeen 

elements of the central nervous system, hypophysis and ovary, involved 

in ovulation. Cyclic ovarian activity was resumed after a number of 

experimental manipulations suggesting that, in principle, the three 

above elements were capable of supporting cyclic ovarian activity. It 

thus seemed that the causes of anovulation were different in NC-males 

and AC-males, with the latter animals being anovulatory because of the 

brain's inab'ili ty to support cyclic ovarian function. 

Parts of this thesis were published in Endocrinology : ~ (1972) 389 

and ~ (1973) 674. Abstracts of papers, presented in Domburg (The 

Netherlands) and Copenhagen appeared in J. Endocr.48 (1970) lxii resp. 

Acta Endocr. (Kbh) suppl 155 (1971) 24. 
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