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'One of the most fascinating questions
in the physiclogy of reproduction cen-
cerns the process whereby the
hypothalamo-hypophyseal apparatus
differentiates during fetal or early
postnatal life to eventuate after
puberty either in the steady "tonic”
secretion of gonadotropin characteris-
tic of the male or in the complex
cyclic seeretion characteristic of the

female’

J.W. Everett (1968)






VOORWOORD

1838 i gen belangrijk jaartal in de geschiedenis van het
experimenteel—-endoerinologisch onderzoek naaqr de ocorzaak van geslachts-—
verschillen bij soogdieren. In dat jaar werd definitief afgerekend met
het door Steinach's werk ingeburgerde “dee varn 'sex hormone antagonism’
als corzaak van deze verschillen; Pfeiffer ontdekte aan de hand van
cvariumtransplantaten 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 dierem identiek primordium gedurende
e¢en kritische ontwikkelingsfase verschillendé organiserende
factoren tnwerken.

Bekendheid met dergelijke kritische ontwikkelingsfasen en de
organiserende factoren heeft het mogelijk gemaakt om enerszijds diep—
gaand inaicht in de mogelijke diversitelt van mantfestatie van geslachts-—
verschillen te verkyijgen, 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, 18 het tnztcht in de feitelijke gebeurtenissen,
welke zich in de kritische ontwikkelingsfase hiervan afspelen, weinig
gevorderd. '

Als mogelijke oorzaak zou hiervoor kunnen worden aongemerkt, dat
het door Pfeiffer gebruikte model, de op verschillende leeftijden
gecastreerde momelijke rat, al spoedig vrijwel geheel vervangen werd
door een verondersteld equivalent ; de vrowwelijke rat, die
in de neonatale levensfase al dan niet ‘vermannelijkt' werd door
injectis van testosteron-propionaat.

Onderzocht werd, in hoeverre deze veronderstelde equivalentie ge—
valideerd kon worden door een vergelijkende studie van regulatie van
ovulatie en luteale activiteit in op verschillende leeftijd gecastreerde
mannelifke ratten en neonataal al dan niet "vermarmelijkte’ vrowwelijke
ratten. Neomataal gecastreerde mannelijke ratten bleken naast overeen—
komsten ook duidelifk hervkenbare verschillen te vertonen met vrouwelifke
ratten in regulatie van ovartumactiviteit; 'vermannelijkte ‘vrowwelijfke
ratten verschilden in alle bestudeerde aspecten van regulatie van luteale

aetivitelt van op volvassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratien.






LIJST VAN APKORINGEN

CZ3 : centraal zenuwstelsel

POA : de area preoptica in het centrgle zemawstelsel
VMN : de ventro-mediale hyprothalamus

AME : de mediale amygdala

ECS~P0A : elekirochemische stimulatie van de areaq precptica
ECS-AME : elektrochemische stimilatie van de medicle amygdala

ES-VMN : elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus

32 : maomelijke dieven

09 ¢ vrouwelijke dieren

(R)-ratten : ratten van de R-stam (albino)
(RU)-ratten : (ER x §U)Fl hybride ratien ('hooded')
NC-33 : neonataal gecastreerde marnelijke ratten

AC-33 : op volwassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratten met
een ovartumtransplantaat

TP-99 : vrowwelijke ratten, die op de vijfde levensdag een injectie
mat 1250 ng TP kregen

TP : testosteron propionaat
0B : vestradiolbenzoaat

HCG : humaan chorion-gonadotropine

CL : corpus luteum ¢.q. corpora lutea

LQ : lordose-quotiént, d.w.s. het percentage der keven, dat op een
mount'{e.q. mount+thrust, intromissie, ejaculatie) gereageerd
wordt met lordese-gedrag






ALGEMENE INLEIDING

GESLACHTSVERSCHILLEN IN REGULATIE VAN GONADE-ACTIVITEIT BIJ DE RAT

De activiteit 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 bekernd, dat de dagelijkse wisselin-
gen van licht en donker een belangrijke factor bij regulatie van
gonade-activiteit zijn in het uitwendige milieu. Onder de factoren
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 gonaden geproduceerde sterold-
hormonen.

(1) Hypothalamische 'releasing factor' vormt de schakel tussen het
centrale zenuwstelsel {(CZS) en de hypofyse. Via 'releasing
factor' cefent het CZ8 bij uitstek ziijn invliced uit op de gonade-
activiteit.
(2) Hypofysair gonadotropine is de hormenale factor bif 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 bioclogisch werkingsspectrum {(Fevold et al., 1933):
de hormonen werden aangsduid als luteiniserend hormoon (LH) en
follikelstimulerend hormeon (FSH). De discussie over het al dan niet
bestaan van twee verschillende scorten gonadotropine is nog steeds
niet tot een einde (Schwartz & McCormack, 1972). Aangezien dit onder-
scheid voor het onderwerp van dit proefschrift niet relevant is, =mal
over het algemeen slechts van ‘gonadotropine' worden gesproken.
(3) De door de gonaden geproducserde stercidhormonsn hebben onder
andere een belangrijke functie bij de regulatie van secretie van
gonadotropine, onder inviced waarvan zij echter op hun beurt cok weer
worden afgescheiden. Dit verschiinsel wordt algemeen aangeduid als de

'feedback-werking' van geslachtshormonen {Moore & Price, 1932).



Gonaden van mannelijke en vrouwelijke dieren ontstaan wzarschijnlijk
uit een identiek primordium. Hun aectiviteit in volwassen toestand vertoont
echter grote verschillen, zoals:
~—  de gonaden van vrouwelijke dieren produceren over het aslgemeen
kleine aantallen geslachtscellen tegelijkertijd; de gonaden van
mannelijke zoogdieren produceren over het algemesn grote zantallen
geslachtscellen tegelijkertijd;

—= de gonaden van vrouwelijke zmoogdieren kunnen, athankelijk van hun
toestand, kwalitatief overwegend cestrogene hormeonen produceren, of
progestercn; de gonaden van mannelijke zocogdieren produceren over-
wegend slechts androgene geslachtshormonen;

de gonaden van vrouwelijke zoogdieren wvertonen 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 manneliike zoogdieren vertonen geen

scortgelijke cyclische veranderingen.

De twee eerstgenocemde verschillen worden bepaald door verschillen
in de gonaden zelf. Met het laatstgenocemde wverschil iIs het echter anders
gesteld: transplantatie-experimenten wezen ult, dat de cyclische ver-
anderingen in ovaria in vrouwelijke dieren tenminste bij de zgn. spontaan
ovulerende dieren, mede tot stand kwamen door extra-ovarigle 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
gecastreerde mannelijke cavia's resp. ratten. Goodman maakte duidelijk,
dat dit uitblijven geen aspecifiek gevolg was van de transplantatie
zelf, aangezien transplantaten in gecovariéctomeerde vrouwelijke ratten
wel cyclische veranderingen in activiteilt vertconden. CGoodman conclu-
deerde, dat mannelijke en vrouwelijke dieren verschillend waren met
betrekking tot de factoren van extra~ovarigle aard, die verantwoordeliik

waren voor cyclische ovariumactiviteit.



De meningen liepen uiteen, wat de 2ard van deze factor{emn) ken zijn.
Goodman (193Y%) veronderstelde, dat de hypofyse wvan mannelijke ratten
niet in staat was een plotseling verhcogde bloedspiegel van 'gonad acti-
vating substance' te realiseren. Een dergelijke, pleotseling verhoogde
afgifte werd in vrouweliike ratten voor cvulatie verantwoordelijk geacht.
Pfeiffer (19356) veronderstelde daarentegen, dat uitblijven van ovulatie
in mannelijke ratten berustite op de onmogelijkheid voor de hypofyse om
fluteinizer' 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 experimenten van Smelser en Gocdman boden slechis een beperkte
mogelijkheid om inzicht te verkrijgen in de oorzaak van dit verschil
tussen mannelijke en vrouwslijke dieren. Smelser (1933) veronderstelde,
dat het verschil rechtsireeks samenhing met verschillen in genetische
constitutie van mannelijke en vrouwelijke dieren. Goodman (1934) gaf
echter een veel vruchtbaarder denkrichting aan met de veronderstelliing,
dat het verschil bepustte op een verschil in ontwikkeling van mannelijke
en vrouwelijke dieren en dat inzicht in dit geslachtsverschililende
ontwikkelingsproces wellicht verkregen kon worden uit experimenten met
op vroege leeftijd gecastreerde mannelijke ratten.

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 ondepzoek 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 blologische basis van

. geslacht en geslachtsverschillen. Het was nilet nedig om hiervoor inge-
wikkelde kwalitatieve en kwantitatieve bepalingen van hormenen te doen,

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

Geodman's idee, dat uitblijven van owvulatie in mannelijke ratten
berustte op een cntwikkelingsverschil wan mannelijke en vrouwelijke
ratten, werd bewaarheid door Pfeiffer (1938). Deze auteur beschreef nl.,
dat cyclische veranderingen ir ovariumactiviteit in gecastreerde
mannelijke ratten w&l op konden treden, als de castratie van deze dieren
maar vlak na de geboorte had plaatsgevonden. Dat cyclische cvarium-—

activitelt bij deze dieren op kon treden werd geconcludeerd uit



morfelegische gegevens: follikelrijping en vorming van corpora

luteq (CL) traden in ovariumtransplantaten in neonataal gecastreerde
manneiijke ratten (NC-33 )} op gelijke wijze op als in ovaria bij
vrouwelijke ratten; daarentegen bevatten ovariumtransplantaten in op
volwassen leeftijd gecastreerde mannelijke ratten (AC-J3 )} voortdurend
slechts follikels en noocit CL, overeenkomstig Goodman's gegevens.

Pfeiffer (1836) kwam zldus tot de conclusie, dat de afwezigheid
van cyclische ovariumactiviteit in AC-3¢ berustte op een effect van
de testes in de neonatale levensfase en dat deze afwezigheid derhalve
niet rechtstreeks berustte op een geslachtswverschil in genetische
constitutie. In een eerdere publikatie (Pfeiffer, 1935) had hij reeds
melding gemaakt van het feit, dat deze conclusie ook geéxtrapoleerd
kon worden naar vrouwelijke ratten. Deze dieren vertoonden immers
het 'mannelijk patroon' van ovariumactiviteit, gekenmerkt door
afwezigheid van cyclische ovulatie en CL-vorming, na neonatale testis-—
implantatie.

De eerstgencemde publikatie van Pfeiffer (19358) is het begin
geweest van een grote stroom publikaties, waarin getracht is het
ontwikkelingsproces van het geslachtsverschil ten aanzien van ovulatie
te analyseren. Er lijken diverse oorzakén aanwezlg 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 ontwikkelingsprcces voor andere geslachisverschillende ontwik-
kelingsprocessen; (4) wellicht niet in het minst het feit, dat het
inzicht ondanks de enocrme hoeveelheid werk nog nauwelijks verder ge-
vorderd is dan het ten tijde van Pfeiffer was (Brown-Grant, 19713
Johnson, 1971).

Met betrekking tot (3) kan worden vermeld, dat reeds Pfeiffer (1935}
ontdekte, dat de ontwikkeling van het ovulatiemechanisme geen op
zichzelf staand proces was. Hij beschreef, dat vrouwelijke ratten na
necnatale testisimplantatie op volwassen leeftijd niet alleen een
afwiikend ovulatiemechznisme hadden, maar cok geen normaal vrouwelijk

bronstgedrag vertconden.

De resultaten van Pfeiffer bleken overigens een toevalstreffer.

Juist bij ratten met hun korte zwangerschapsduur speelt de ontwikke-



ling van geslachtsverschillen zich ten dele neg na de geboorte af en is
derhalve met eenvoudige middelen experimenteel te beinviceden. Slechts
bij enkele andere zoogdiersoorten bleken de bevindingen aan ratten op
soortgelijke, eenvoudige wijzen verkrijghaar: mulzen(Barraclough &
Leathem, 1254; echter wellicht slechts stamafhankelijk: Peters & Sgren-
sen, 1971) en hamsters (Swanscn, 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, 1871). Simpele
ingrepen in de neonatale levensfase hebben niet eenzelfde effect als
bij ratten (koe, hond en varken: Zimbelman, 1966; vhesusaap: Traleoar
et zl., 1972). Van weer andere zoogdieren, waarbij de vrouwelijke
dieren niet spontaan, maar reflecteorisch ovuleren na copulatie
(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.

Regulatie van gonade-activiteit vertcont meer geslachtsverschil-
len, welke mede door extragonadale factoren bepaald worden. Cnder
invloed echter van het vele onderzoek over het ovulatiemechanisme
zijn deze op de achtergrond geraakt {Johnson, 1972). Toch 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). Tecen gevoeliger bepalingsmethoden voor
gonadotropine ter beschikking waren gekomen, kon worden aangetoond, dat
niet alleen hypofysegehalten, maar ook 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 hier 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 gonadectomile

verdween.



Omtrent de factoren, die dit tweede geslachtsverschil in gona~
dotropineproduktie en -afgifte bepalen op volwassen leeftiid, valt
weinig met zekerheid te zeggen. Experimenten van Johmson (1971; 1972)
wijzen uit, dat necnatale testishormonen, dan wel substitutie hiervan
door neonatale injectie van testostercon-propicnaat (TP), geen in-
vloed hebben op de ontwikkeling van dit geslachtsverschil. Andere
factoren dan die, welke het ontwikkelingsproces van het ovulatie-

mechanisme bepalen, lijken derhalve van beslissende betekenis.

Een derde geslachtsverschil met betrekking tot regulatie van
gonade-activiteit van de rat werd vastgesteld door Zeilmaker (1962
19632).Deze auteur beschreef geslachtsverschillen ten aanzien van de
regulatie van prolactine; dit hormoon is bij de rat het lutectrope
hormoon bij uitstek. Regulatie van luteale activiteit in AC-38 bleek
in een aantal opzichten verschillend van die in normale vrouweliike
ratten: met name kon geen equivalent van 'pseudozwangerschap' her-
kend worden. Soortgelijke experimenten als uitgevoerd met AC-3d werden
ook uitgevoerd met vrouwelijke ratten, die op de vijfde levensdag
een injectie met 1250 pg TP hadden gekregen (Zeilmaker, 1964), Onder
invleced van een dergelijke injectie iz de aanleg van het ovulatie-
mechanisme 'vermannelijkt! (Barraclough, 1961). Het blesk dat regula-
tie van luteale activiteit in dergelijke zgn. TP—gg enerzijds verschilde
van die van normale vrouwelijke ratten en anderziids overeenkomsten
vertoonde met die van AC-4d . Geconcludeerd werd, dat de ontwikkeling
van een 'vrouwelijk' dan wel 'mannelijk’ type regulatie van luteale
activiteit bepaald werd docr de nscnatale aanwezigheid van 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

cvulatiemechanisme.



ASPECTEN VAN BE GESLACHTSVERSCHILLENDE CNTWIKKELING VAN HET COVULATIE-
MECHANISME BIJ DE RAT

Uit de in het voorgaande beschreven experimenten van Pfeiffer en
Goodman werd een concept ontwikkeld ten aanzien van de manier, waarcp
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 <dentieke aanleg van het ovulatiemechanisme
aanwezig is. Deze aanleg kan zich in de neonatale levensfase in &&n
van twee verschillende richtingen oatwikkelen: daarom wordt deze
aanlsg verondersteld bipotentiéel te zijn.

In de vroege neonatale fase wordt onherroepelijk besliist in
welke van de twee richtingen de aanleg zich mal ontwikkelen: daarom
wordt deze fase als die van irreversibele differentigtie 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 vrowwelijke 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 cyelische ovulatie en Cl-vorming op; in geval-van de
mannelijke eindfase wordt nwoit cyclische ovulatie en CL~vorming
waargenomen,

Veel onderzoekers nz 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 (13836} 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



dit effect realiseerden.

In dezelfde tijd, waarin Pfeiffer zijn waarnemingen deed, werd in
Amsterdam vastgesteld, dat testes van volwassen stieren een steroidhor-
moon produceerden, dat in zeer sterke mate 'androgene’ effectenAhad: dit
hormoon werd testosterom genoemd (David et al., 1935; David, 1935 a,b).
Dit hermoon lesk kwalitatief &n kwantitatief het belangrijkste hormoon,
dat door de testes werd geproduceerd. Mt hormoon kon reeds spoedig
na de ontdekking door chemische synthese op eenveoudige wijze in zuivere
vorm verkregen worden {Butenandt & Hanisch, 1935).

Al spoedig bleek, dat necnatale injecties van testosteron -in
zuivere vorm ofwel veresterd met proplonzuur, waardoor het sen lang-
duriger werking verkreeg en in welke vorm het zeer veel wordt toegepast
(Astwood, 1866 )~ecenzelfde effect hadden op de aanleg van het ovulatie-
mechanisme in vrouwelijke ratten als necnatale testisimplantatie

(Pfeiffer, 1335; Bradbury, 1940 en 18u4l; Wilson et al., 1941).

Figuur 1 : de ontwikkeling van gealachtsverachillen in het ovulatie-
mechanisme bij de rat (Pfeiffer, 1936).

PRENATAAL NEONATAAL VOLWASSEN
fase van de iden- fase van irrever- geslachtelijk
tieke, bhipotentiBle sibele differentiatie gedifferentiderde
aanleg zindfase

+ testes meefiiee geen ovulatie;
of substitutie 'mannelijke’
eindfase
- testes mmelfipm- Cyclische ovulatie
of substitutie 'vrouwelijke’?
eindfase

Het bleef voorlepig een technisch onoverkomelijk probleem om aan
te tonen, dat neonatale testes inderdaad testosteron producesrden. De
beschikbare meetmethoden waren niet gevoelig genoceg om hoeveelheden
als door deze testes geproduceerd, ook maar kwalitatief aan te

te tonen.



In eerste instantie werd het probleem toen op andere wijze
benaderd; men trachtte met behulp van histochemische technieken de
ganwezigheid van voor steroidsynthese bencdigde enzymen vast te stel-
len en door onderzcek van zangeboden, radicactief 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 aanwezlg 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 cone
cludeerden, dat de omstandigheden voor stercidsynthese 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 omzeftingssnelheid 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 nog hoog; op latere postnatale dagen
was de omzettingssnelheid laag evenals gedurende de rest van de pre-
puberale periode. Geconcludeerd werd, dat festisweefsel met name in
de laatste fase van de zwangerschap en in de eerste postnatale fase
androgenen, waaronder testosteron, kén produceren.

Bovengencemde waarnemingen duidden azan, dat in de late zwanger-
schapsperiode en in de eerste postnatale dagen de mogelijkheid van secre-
tie van androgenen door de testes aanwezig was. Het feitelijke bewijs
van deze secretie werd geleverd door Resko et al. (1988): deze
auteurs bepaalden blosdspiegels van androgenen in mannelijke ratten
gedurende de gehele postnatale, prepuberale periode. Testosteron was
zowel in het blced als in de testes op de dag van geboorte in rela-
tief hoge concentratie aanwezig. De ceoncentratie nam onmiddellijk na
dag 1 af tot lage waarden, die gedurende de gehele prepuberale
periode verder werden waargenomen; vanaf de dertigste dag nam de
concentratie in bloed en testes geleidelijk toe naar de bij volwassen
dieren gevonden waarden,

Er werden gedurende de gehele pericde geen meetbare hoeveelheden
androsteendicn in het bloed gevonden; in de festes was dit androgeen
cp de dag van geboorte in geringe hoeveelheid aantconbaar.

Geconcludeerd werd, dat testosteron kwantitatief het belangrijkste

androgeen was, dat door necnatale testes werd afgescheiden.
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Op grond van bovengencemde waarnemingen kan het waarschiinlijk
geacht worden, dat testosteron het secretieprodukt is van de neonatale
testes, dat 'vermannelijking' van de aanleg van het ovulatiemechanisme
in mannelijke dieren bewerkstelligt.

8inds kort is de vraag in de belangstelling gekomen, of testoste-
ron als zodanig de hier bestudeerde vermannelijking bewerkstelligt, of
dat een metabollet van testosteron het sigenlijke agens is.

De reden van deze belangstelling ligt in het felt, dat dihydro-
testosteron -dat in een aantal doelwitorganen wellicht de actisve vorm
van testosteron is {Bruchcovsky & Wilson, 1968)- niet als substitutie
van de testes gehruikt bleek te kunnen worden om vermannelijking van
de zanleg van het ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten te bewerk-
stellipen (McDonald, 1971; McDonald % Doughty, 1972). Testostercn
daarentegen kon zeer wel als substitutie voor de neonatale testes
gebruikt worden {(Bradbury, 194l1).

Tevens bleek, dat het ‘vermannelijkend' effect van neonatale
testosteron~injectie Iin vrouwelijke ratten voorkomen kon worden, indien
tevoren een anti-oestrogene stof was gelnjiceerd (injectie met MER-25:
McDonald & Doughty, 1872). Het ligt voor de hand te veronderstellen,
dat omzetting van testosteron in een ocestrogene 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' werking van neonatale
oestrogene hormonen kan worden begrepen (cestrogenen uit het ovarium
vrijgemaakt onder invliced van gonadotropine-injectie: Bradbury 2
Gaensbauer, 1939; subcutaan geinjiceerd ocestradicl-benzozat: Gorski,
1966; Iintracerebraal geimplanteerd ocestradicl-benzoaat: sSutherland &

Gorski, 1972).

De omvang van de periode van irreversibele differentiatie van

de aanleg van het ovulatiemechanisme.

Uit de onderzoekingen van Goodman (1834) en Pfeiffer (19353 1936)
werd geconcludeerd, dat de aanwezigheid van testisweefsel gedurende
de prepuberale pericde voldoende was om een definitieve, irreversibele
vermannelijking van de aanleg van het covulatiemechanisme 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 8 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 viiftiende levensdag gefindigd was.

Barraclough (1981) stelde vast, dat cen &Zmmalige injectie wvan
1.25 mg TP op de vijfde levensdag voldoende was, om de aanleg van het
ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten te 'vermannelijken'. Een
dergelijke injectie was sterk verminderd of in het geheel niet effec-
tief na de tiende levensdag. Fen &&mmalige injectie van 1 mg TP in
NC-d3 -castratie op dag 1- voor de tiende levensdag., had een 'vermanne-
1ijkend' effect op de aanleg van het ovulatiemechanisme in deze
dieren {(Adams Smith & Peng, 1%67; Ladosky 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 vén prenatale injecties van TP. In experi-
menten waarin aan zwangere ratten een grote hoeveelheid TP werd
toegediend, bleek de aanleg van het ovulatiemechanisme in het vrouwslijk
nakomelingschap niet te zijn vermannelijkt (Swanson & Van der Werff
ten Bosch, 1964b3;Kincl & Magqueo, 1965); het ingespoten TP had over
het algemeen wél een duidelijk vermannelijkend effect op de externe
genitaliz van deze dieren. In experimenten, waarin TP rechtstreeks in
de foetussen werd ingespoten, bleek de aanleg van het ovulatiemechanis-
me van vrouwelijke nakomelingen w8l te zijn vermanneliikt (Swanson
& Van der Werff ten Bosch, 1965), Door de vermoedelijk lange werkings-
duur wvan TP is het echter moeilijk wvast te stellen op welk tijdstip
na de injectie het effect op het ovulatiemechanisme werd gereali-
seerd (Gorski, 1968).

Injectie van TP op de dag van geboorte bleek zeer effectief in
vermannelijking van de zanleg van het ovulatiemechanisme {(Swanson &

Van der Werff ten Bosch, 1364b).
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 hovengenoemde 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 ovulatiemscha-

nigme te bewerkstelligen.

Aangezien een &énmalige injectie van TP op dag 5 reeds voldoende
is om de aanleg van het ovulatiemechanisme van vrouwelijke ratten en
NC-dg te vermannelijken (Barraclough, 1961; Ladosky et al., 1969},
is deidelijk, dat vermannelijking van deze aanleg optreedt ook indien
bleotstelling aan necnatale 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 cof TP, nodig
om vermannelijking van de aanleg van het ovulatiemechanisme te be-

werkstelligen.

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

Een drietzl onderzoekers heeft gedetailleerde gegevens beschre-
ven omtrent het optreden van CL-vorming in ovariumtransplantaten
in mannelijke ratten, die op verschillende tijdstippen na de geboorte
warer gecastreerd. Hun gegevens zijn verzameld in tabel 1,

Uit deze gegevens blijkt, dat CL-vorming kan worden waargenomen
als castratie binnen % dagen na de geboorte heeft plaatsgevonden. Op-
vallend echter is hierbij het grote verschil tussen de resultaten,
beschreven door Harris {(geen CL-vorming na castratis op dag 3) en
die beschreven door de beide andere auteurs (wél CL-vorming na castra-
tie op dag 3).

Het is echter moeilijk een betrouwbare uitspraak te doen omtrent
de betekenis wvan deze verschillen. Daar is bijv. het feit dat Yazaki
geen proefdieren van ingeteelde stammen gebruikte, waardoor afstotings-

reacties van subcutane ovariumtransplantaten tot de mogelijke oorzaken
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van de aanleg van het ovulatiemechanisme in mannel ratten plaats-

vindt onder invliced van de secretis van testishormonen gedurende de
serste drie dagen. De eerder besproken gagevens van resko et al. {(1968)

wezen uit, dat de secreterische activitelt van de testes op de eerste

|t

levensdag verreweg het hoogst was. Het ligt dan ock wvoor de hand te
veronderstellen, dat de vermanneiijkimg zich grotendeels reeds op de
eerste levensdag voltrekt. Aldus bezien 1s de door Harris {1963,

1864 a,b} geopperde veronderstslling, dai blootstelling van de aanleg

van het ovulatiemechanisme aan de werking van testishormonen gedurende
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24 uur veldoende is om deze te 'vermannelijken', een gerechtvaardigde

benadering.

2. Onderzoek naar de werkingsduur van exogeen geinjecteerd testo-
steron, nodig om vermannelijking van de aanleg van het cvula-
tiemechanisme te bewerkstelligen.

Alhcewel het moellijk is om een goede uitsprazk te doen omtrent
de werkingsduur van een &énmalige injectie van TP, zijn er aanwijzingen
dat de werkingsduur van een &&nmalige injectie van 1.5 mg tot 15 dagen
kan zijn (Jacobsohn & Norgren, 1965). Het lijkt daarom niet zinvel bij
het onderzoek naar de minimasal bencdigde werkingsduur experimenten te
betrekken waarin een hoeveelheid van 1.25 mg TP werd ingespoten (tal-
loze studies sinds Barraclough, 1961}.

Aral & Gorski (1968 b) beschreven, dat vermanneliijking verkregen
kon worden door een &&mmalige injectie van 30 ug TP op de vijfde
levensdag. Bij gelijktijdige toediening van een anestetische dosis
barbituraat werd dit effect van 30 ug TP verhinderd. Uit het feir,
dat het effect van TP weer wél 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 wvan
30 ug TP op het ovulatiemechanisme met barbituraat niet op dezelfde,
genvoudige wijze herhaalbaar (Sutherland % Gerski, 1972). De
conclusie uit het bovengencemde 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 &Znmalige
injectie van 30 ug TP te verhinderen, mits deze stof binnen 6 uur na
TP werd toegediend (Arail & Gorski, 1968 a). De auteurs concludeerden
opnieuw, dat de minimaal henodigde werkingsduur van neonataal testo-
steren 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 ovulatiemechanisme tot gevolg had. Dit stemde oversen met eer-
dere waarnemingen dlenaangaande van Kinecl et al. (1965). Alhoewel gege-
vens aangaande de werkingsduur van een dergelijke hoeveelheid testo-
steron contbreken, leek het de auteurs onwaarschijnlijk dat deze slechts
enkele uren bedroeg.

De conclusie uit bovengenocemde twee benaderingen 1ijkt te ziijm,
dat de minimale werkingsduur van neonatale testishormonen temnminste 8

en vermoedelijk niet meer dan 24 uur bedraagt.

Het substraat, waar de vermannelijkende werking van testishormonen op

de aunleg van het ovulatiemechanisme wordt ge&ffectuserd.

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 vermanneliiking 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 Tevold et al. (1933) onderscheiden gonadotrope hormonen, te
weten 'luteinizer', in de bloedbaan af te geven.

Deze mening bleef gehandhaafd totdat het onder invlced van aller-
lei werk bleek {(Harris, 19u8), dat de hypofyse in zijn functioneren
in hoge mate afhankelijk was van het CZS: het CZ5 kon geacht worden
om, via het portaalvatensysteem tussen de eminentia mediana en hypofyse-
voorkwzb, het functioneren van deze laatste in belangrijke mate te
beheersen,

Dat inderdzad niet de hypofyse zelf, maar veeleer de besturing
van de hypofyse door het CZS het substraat van de vermannelijkende wer—
king van necnatale 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. necnataal met TP behandelde vrouwelijke rat, werd gezet.

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

in normale vrouwelijke ratten onder adekwate experimentele omstandig-
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POA W i

Figuur 2 : Schemgtische weergave van dendrigten in de area pre-
optica (POA) en nucleus ventromedialis (VMH) van mem-—
nelijke en vrowwelijke ratten

{ utt: Ratsman & Field, 1372)

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

1. Het aantal uitsteeksels per dendriet is groter in VMH dan in
POA; dit gaat voor zowel mannelijke als vrouwelijke digren op.

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

u. In VMH komen weinig synaptische contacten van amygdaloide
oorsprong voor op dendrietschachten; in POA komt ongeveer de
helft van deze contacten tot stand op de dendrietschachten.
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heden tot ovulatie aanleiding kon geven, senzelfde effect teweeg kon
brengen in TP—QQ. Deze laatste dieren dienden dan echter tevoren met
progesteron ite worden ingespoten; deze injectie werd nocdzakelijkx geacht
om de aanwezigheid van een voor ovulatie voldoende hoeveelhelid gonado-
tropine in de hypofyse tot stand te brengen {Barraclough, 1961).

Deze experimenten wezen uit, dat de voor ovulatie benodigde
overdracht van informatie uit het CZS naar de hypofyse in TP—$2 door
kunstmatige stimulatie wel tot stand ken worden gebracht, maar onder
‘nztuurlijke' omstandigheden noeoit voorkwam.

Uit verder onderzoek werd geconcludeerd, dat de corzaak van dit
onder natuurlijke omstandigheden achterwege blijven van ovulatie in
TP—$2 gelegen was in effecten van neonataal TP op neuronen in de
zgn. area preoptica in het CZS (Barraclough, 1966, 1967 Gorski, 1966).
Een belangrijke basis voor deze veronderstelling was gelegen in het
feit, dat necnataal tosgediend TP vooral een verhogend effect had
op de drempelwaarde van inductie van cvulatie door kunstmatige
stimulatie van de areq preoptica; drempelwazarden verder In de rich-
ting van de- hypofysesteel (i.c. in de medichasale hypothalamus) leken
onder invloed van neonataal TP nauwelijks veranderd.

In latere onderzoekingen echter, waarin naast elektrische ook
zgn. 'elektro-chemische' stimulatie (Everett & Radford, 1981) werd
toegepast, bleek deze selectieve drempslwaarde-verhogende werking van
neonataal gelnjecteerd TP niet herhaalbaar {Quinn, 1966: inductie van
ovulatie in ovariumtransplantaten in op volwassen leeftijd gecastreerde
mannelijke ratten door elektrochemische stimulatie van de arsza pre—
optica; Terasawa et al., 1969 en Everett et al., 1970: bij TP—QQ). Er
werd dan ook verondersteld (Moll & Zeilmeker, 1966; Quinn, 1988;
Everett, 1969), dat niet zozeer intrinsieke eigenschappen van de
area precptica onder invloed van neonatale testishormonen werden
veranderd, maar dat veeleer de afferente structuren van de
area precptica het substraat van de werking van necnatale testis-
hormonen vormden.

Dat wellicht de afferente structuren van de agrea preoptica ge-
slachtsverschillend georganiseerd waren, heeft onlangs een morfologische
ondersteuning gekregen. Elektronenmicroscopisch onderzoek wees uit
dat axoneindigingen in de area preoptica bij manneliike dieren op ande-
re wijze contact maakten met dendrieten van neuronen van de areq

precptica dan bij vrouwelijke dieven (fig. 2: Raisman § Field, 1971;
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1972). Een dergelijk verschil deed zich niet voor in de nueleus ventro-
medialis. Een publikatie is in voorbereiding, waarin werdt aangetoond,
dat TP—$$ een area preoptica vertonen als mannelijke dieren en ﬁC—S&
een als vrouwelijke dieren (Raisman, pers. meded.).

Er ziin nog meer experimentele gegevens, die het idee ondersteunen,
dat de afferente structuren naar de grza precptica geslachtsverschillende
eigenschappen hebben. Arai (1971) heschreef, dat elektrochemische sti-
mulatie van de mediale amygdala bij vrouweliike ratten gevolgd kon wor-
den door ovulatie. Dezelfde stimulus bleek echter niet effectief in
TP-oo of AC-33 . De amjgdala staan via de strige terminales in nauw
contact met o.a. de areq presptica (Cowan et al., 1865; Heimer & Nauta,
1969)., In andere experimenten was aannemelijk gemaakt, dat het ovulatie-
inducerend effect van stimulatie van de amygdala via de strige termi-
nales tot stand kwam {Velzsco & Taleisnik, 1969).

Het 1ijkt echter niet waarschijnlijk, dat de vermannelijken-
de werking van necnatale testishormonen op de aanleg van het ovulatie-
mechanisme ultsluitend bestaat uit een werking op de afferente structuren
van de areq precptica. De area preoptica zelf immers, in samenhang met
de hypothalamus maar gescheiden van de rostrail en dorsaal binnen-
komende affersntie, is nog in staat om de afgifte van een ovulatoire
hoeveelheid gonadotropine uit de hypofyse tot stand te brengen
(Kéves & Halasz, 1970;Ksasjager, 1970). Het 1lijkt onwaarschijnliijk,
dat dezelfde ingreep in het CZIS van TP*gQ -welke dieren ncoit spentaan
ovuleren~ gevolgd zou worden door spontane ovulaties. Het ligt dan ook
voor de hand te veronderstellen, dat ock binnen een aldus gemaakt
'preoptisch-hypothalamisch eiland ! geslachtsverschillen,'die verband
houden met de-inductie van ovulatie,aanwezig ziin. De
conelusie dringt zich dan ook op,dat het preoptisch-hypothalamische
complex, en in het bijzonder het preoptische deel daarvan (Halasz 2
Pupp, 1965; Kdves & Halasz, 1970; Barraclough, 1966, 1987,; Gorski,

1966; Kaasjager, 1870) eveneens substrzat van de werking wvan neo-

natale testishormonen op het cvulatiemechanisme vormt.

Bzschrijving van het geslachtsverschil met betrekking tot het optraden
van cvulatie in esnvoudiger meetbare grootheden zoals produktie en/of
secretie van gonadotropine na behandeling met geslachtshormemen.
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Azn de in voorgaande experimenten gehanteerde methoden kleeft een
aantal bezwaren:
1. Bii gebruik van ovulatie en/of CL~vorming in ovaria of ovariumtrans-

plantaten als criterium voor een 'mannelijk’ of ‘'vrouwelijk' type
ovulatiemechanisme,'kunnen effecten van neonatale ingrepen pas op veel
latere leeftijd bestudeerd worden. Aangetoond is, dat effecten van
neonatazl toegediend TP reeds in de prepuberale periocde 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 het ovulatiemechanisme: resultaten
van onderzoek van dit criterium bij vrouwelijke ratten op verschillende
postpuberale leeftijden konden uiteenlopen {Swanson & Van der Werff
ten Bosch, 196ua).
3. Het interpretatiekader van waarnemingen asn ovulatie is gering

en zal met name niet tot buiten de ovariumfysiolcogie reiken. Het
is derhalve niet goed mogelijk de implicaties van wijzigingen in de
neonatale fase in de ontwikkeling wvan de aanleg van het ovulatiemecha-
nisme te begrijpen in het milieu waarin de 'vermannelijking' cnder
normale omstandigheden plaatsvindt, i.c. in mannelijke dieven. Esnvou-
dige transplantatie-experimenten, als met ovaria mogelijk zijn, zijn
bij de huidige stand van techniek met testes niet mogelijk (Lee et al.,

1871, Gittes et al., 1972; Altwein et al., 1972).

Aan een aantal van deze bezwaren kan mogelijkerwiis tegemoet ge-
treden worden, indien de effecten van necnatale ingrepen in de ont-
wikkeling van het ovulatiemechanisme uitgedrukt kunnen worden in groot-
heden,waarvan de betekenis voor andere situaties van regulatie van
gonade~-activiteit wellicht eenvoudiger begrijpbaar is. Met name 1s
getracht effecten van injectie van geslachtshormonen op secretile van
gonadotropine in gegonadectomeerde mannelijke en vrouwelijke dieren te
analyseren.

Deze benadering werd gelntroduceerd door Taleisnik en diens mede-
werkers. Zij beschreven (Caligaris et al., 1966; Taleilsnik et al., 1969},
dat in geovariéctomeerde vrouwelijke ratten na progesteron-injectie
verhoogde secretie van gonadotropine kon worden waargenomen, als de
dieren 3 dagen tevoren met cestradiocl-benzoaat of TP waren ingespoten.

De verhoogde secretie van gonadotropine werd verkregen in de vroege
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namiddag, ongeacht het tijdstip, waarcp de injectie wvan progesteron had
plaatsgevonden. De verhoogde afgifte van gonadotropine vertoonde op deze
wijze wat betreft patroon en tijdstip een nauwe overeenkomst met de
mede cnder Invlced van geslachtshormonen optredende ovulatoire afgifte
van gonadotropine op pro-oestrus.

Er werd geen verhoogde afgifte van gonadotropine waargenomen bij
AC-32 na voorbehandeling met cestradiolbenzoaat en progesteron. Het leek
er aldus op, dat de verhoogde secretie van gonadotropine in verband
stond met de aanwezigheld van een 'vrouweliik' type ovulatiemechanisme.
NC-34 echter vertoonden eveneens géén verhoogde afgifte van gonado-
tropine; uit cerder gencemde experimenten was daarentegen duldeliik
geworden, dat dergelijke dieren wél een 'vrouwelijk' type ovulatie-
mechanisme bezaten. In latere experimenten van dezelfde auteurs
(Taleisnik et gl., 1971) werd echter beschreven, dat bij herhaling
van bovengenoemde experimenten, en met gebruikmaking van gevoeliger
meetmethoden voor gonadotropine, NC-3@3 wél verhoogde secretie van
gonadotropine vertoonden, zij het in mindere mate dan vrouwelijke
dieren.

fenzelfde benadering werd toegepast door Neill (1972) op de
secretie van prolactine. De auteur beschreef 'prolactin-surges' in
geovariéctomeerde vrouweliike ratten na behandeling met cestradiol-
benzoaat.Deze 'surges' konden niet wverkregen worden op gelijke wijze
bij AC-d3 of TP_$$ ; daarentegen traden w&l 'surges' op bij 50%

van de onderzochte NC-&38 .

De experimenten tonen aan, dat het mogelijk is om geslachts-
verschillen te bepalen in secretie van gonadotropine na voorbehandeling
met geslachtshormeonen. De bovengencemde resultaten kunnen in nauw ver-
band gebracht worden met aan- of afwezigheid van spontane ovulatie in
ovariumweefsel., De eenduidigheid van de verkregen gegevens laat echter

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

Uit het voorgazande moge duidelijk zijn, dat reeds veel on-
derzoekers de geslachtsdifferentiatie van het ovulatiemechanisme
hebben bestudeerd.Het totale resultaat van hun inspanningen is
een grote hoeveelheid informatie zangaande 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 gencemde werk van Raisman & Field (1971, 1872).
De volgende uitspraak van Brown-Grant in een recent artikel geeft
de relativiteit van het tot nog toe bereikte inzicht kermachtig
weer: ...In what way, other than by the purely operaticnal 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 andrcgenic hormone during the neonatal period 7 This guestion
should serve to restore a sense of proportion about what has been
accomplished so far by any of us' (Brown-Grant, 1971).

Nauwkeurige bestudering van de beschikbare litteratuur wijst
zelfs ult, dat de bovengencemde ' cyclic ovulation of .... a male
rat castrated at birth' slechts oppervlakkig is vastgesteld, nl.
over het algemeen aan de hand van de amnwezigheid van CL in ovarium-
transplantaten bij zutopsie (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 S5-daags cyclische ovariumactiviteit - zo-
als algemeen blj vrouwelijke ratten voovrkomt- bii NC-Jddmet ovarium-
transplantaten beschreven.

Het is in de laatste jaren duidelijk geworden, dat onderhouden
van cyclische ovulatie van de functie van meer factoren in het CZ8 af-
hankelijk is dan het optreden van ovulatie alleen: na deoorsnijding
van de rostrale en dorsale afferentie van het preoptisch-hypothala-
mische complex wordt geen regelmatige cycliciteit meer waargencmen,
terwijl dsarentegen ovulatie nog wel op kan treden { Kdves & Halasz,

1970; Kaasjager, 1970; Butler & Donovan, 19713 Wildschut, 1972)1
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Het lijkt de moeite waard te onderzoeken, cf 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 regelmatige, cyeclische ovariumactiviteit.

Daartoe zal in HOOFDSTUK 4 worden onderzocht, of ovariumtransplan-
taten in NC~J¢ regelmatige Y4/5-daags cyclische veranderingen onder—
gaan; daarbij zal ook worden nagegaan, of de afgifte van de voor
ovulatie bencdigde hoeveelheid gonadotropine omstreeks hetzelfde tijd-
stip cp de dag van preo-ocestrus geschiedt als bij normale vrouwelijke
ratten (Everett, Sawyer & Markee, 1949}.

Aangezien waarnemingen aan getransplanteerd vaginaweefsel een
belangrijke informatiebron bij de experimenten vormen, zal allereerst
de validiteit van dergelijke gegevens worden onderzocht. Daartce
zal de morfologie van getransplantesrd vagina-weefsel in cyclische
vrouwelijke ratten en AC-3& met een ovariumtransplantaat worden be-
studeerd (HOOFDSTUK 3).

De in de algemene inleiding gencemde experimenten van Zeilmaker
(1962; 19633 1964) maakten aannemelijk, dat de necnatale levensfase
van ratten ook een fase van irreversibele djfferentiatie was in de
ontwikkeling van regulatiemechanismen van luteale activiteit. Uit
diverse experimenten is bekend, dat het owvulatiemechanisme enepzijds,
en regulatiemechanismen van luteale activiteit anderzijds, in nauwe
relatie tot elkaar staan, alhoewel ze op hypothalamisch niveau ook
gescheiden kunrnen worden { Zeilmaker, 19653 Everett & Quinn, 1966;
Arai, 1969; Carrey & Taleisnik, 1970 }.

In HOOFDSTUK 5 en 6 zzl worden nagegaan, of het op grend van de

experimenten van Zeilmaker opgestelde concept van de geslachtsdiffe-
rentiatie van regulatie van luteale activiteit gevalideerd kan worden.
Tevens zal worden onderzocht, hoe de mogelijke relatie is tussen de
geslachtsdifferentiatie van het ovulatiemechanisme en die van regu-
latiemechanismen van luteale activiteit.

Daartoe gullen kenmerken van regulatie van luteale activiteit bij
NC-33& , AC-48 en TP—QQ met elkaar vergeleken worden.

Tenslotte zal in HOOFDSTUK 7 een aspect van de uitkomsten van
hoofdstuk 3 nader worden uitgewerkt, nl. dat cyclische ovulatie in
NC-34 reeds kort na ovariumimplantatie ophoudt. Dit vérs&hijn—

sel was eerder beschreven door Yazaki {1960} en Harris {1964).
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Er zal worden nagegaan, welke factoren op het ophouden wvan cyclische
cvariumactiviteit een belangrijke invliced hebben.
Daartoe zal cyclische ovariumactiviteit in NC-&3 onderzocht worden

onder diverse experimentele omstandigheden.
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HOOFDSTUK 3 :  GETRANSPLANTEERD VAGINAWELFSEL ALS INDICATOR
VAN OVARTUMACTIVITEIT

INLEIDING

Gedurende de eerste decennia van deze eeuw werd ontdekt dat de
oasstrus-cyclus van dieren als cavia (Stochkard & Papaniceolacu, 1917),
muis {Allen, 1922} en rat (Long & Evans, 1922) op eenvoudige wijze
kon worden gevolgd aan de hend van het wmicroscopisch aspect van
uitstrijken van de vagina. De samenstelling van de populatie van cel-
len, die door het uitstrijken van het epithzliale oppervlal van de
vagina werd verwijderd, verandsrde gedurende de cyclus op karakteris-
tieke wijze.

Het bleek, dat met name de oestrus-cycius van de rat van korte
duur was en een strakke regelmaat vertoonde ( Long & Evans, 1922}).
Het werd aldus mogeliik om op basis van vagilna-uitstrijken betrouw-—
bare uitspraken te doen omirent de toestand en de te verwachten cnt-
wikkelingen in activiteit van het ovarium; derhalve kon het effect
van allerlei experimentele ingrepen op verwachte ontwikkelingen nauw-
keurig worden vastgesteld. Het is wellicht wvoornameliijk op basis wvan
deze simpele techniek dat een groot aantal onderzoekers een gedetail-
leerd inzicht in de regulatiemechanismen van de cestrus-cyclus van
de rat heeft weten op te bouwen; de 'timing' van diverse factoren
voorafgaande aan de ovulatie is hiervan een fraai voorbeeld (Everett
& Sawyer, 1949; Everett, 1961). Ook 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 verschillen in micros-
copisch aspect van vagina-uitstrijken maakten Long & Evans (1922) on-
derscheid tussen 5 cyclusstadia, die in duur varieerden van & tot 57
uur. Het 1s echter sen algemeen gebruikelijke laboratorium-routine
geworden om cyclus—dagen in plaats van -stadia te onderscheiden.

Door de hoge mate van voorspelbaarheid (80% en meer: Schuiling, 19723

persconlijke waarmeming) van komende ontwikkelingen is het dagelijks
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op ongeveer hetzelfde tijdstip meken van ultstrijken voldcende om de

cycius nauwkeurig te vervolgen. Er bestaan tussen ae laboratoria ge-

ringe verschillen omtrent de benceming van de aldus verkregen cyclus-
dagen. Wij zullen ons houden aan de in tabel 2 weergegeven terminclo-
gie.

De veranderingen in de cytologie van dagelijkse vagina-uitstrij-
ken gedurende de S-daagse cyclus worden waarschijnlijk vooral be-
paald door veranderingen in bloedspiegels van ocestrogene ovarium-
hormonen. De aanwezigheid van deze hormonen manifesteert zich in pro-
liferatie en cornificatie van het vagina-epitheel en het verschiinen
van vocrnamelijk kernhoudende epitheelcellen op de pro-cestrusdag
en verhcornde cellen cp de oestrusdag. Afwezigheld van oestrogene
hormonen is wellicht de belangrijkste ccrzazk van de epitheelafbraak
en de aanwezigheid wvan leukocyten gedurende de diocestrusdagen
(Barker & Walker, 1966). Er worden slechts geringe hoeveelheden pro-
gestaron 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 cytclogie 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—vorﬁing
niet gepaard gingen met het verschijnen van leukocyten in het va-
gina-epitheel of in uitstrijken fazaki, 1959, en Zeilmaker, 1962 :
geen leukocytenpenetratie in getransplanteerd vaginawesefsel na in-
ductie van CL-vorming in ovariumtransplantaten in AC-34 ; Barraclough
& Fajer, 1968 ; geen leukocytaire uitstrijken na inductie van ovulatie
en CL-vorming in TE_$95 Ladosky et al.,1969: constante vaginale verhoor-
ning bij cyclische ovariumactiviteit in necnatasl geovariéctomeerde
vrouwelijke ratten met ovariumtransplantaten). In andere experi-
menten werd waargenomen, dat leukocytalre uitstrijken niet altijd
samengingen met het optreden van ovulatie en/of vorming van CL
{Pfeiffer, 1934:cyclische vaginale veranderingen zonder cyclische
CL-vorming na implantatie van ovaria van neonatale ratten in ge-

ovarigctomesrde volwassen vrouwelijke ratten; Everett, (1939),



Taebel 2 : Enkele veelvuldly gehunteerde begrippen aangaande de ovariumeyclus van de rat

Dag wvan de cyclus | karakteristiek karakteristiek kenmerk wvan  vagina-epitheel
kenmerk in het in situ transplantaat transplantaat
nummer benaming ovarium {uitstrijk) (uitstriik) (morfologie)

0 cestrus | postovulatoire, gecornificeerde gecornificeerde gecornificeerde
hemerrhagische cellen cellen cellen
follikels;
odcyten in de tuba
1 dicestrus-1 bascfiele CI, zeer veel intacte zeer veel intacte kernhoudende,
meestal met leukocyten en leukocyten en jdikwijls blazige
centrale holte blazige, kernhou- blazige, kernhou- |epitheelcellen
dende epitheel- dende epitheel~ %
cellen cellen
2 dioestrus-2 | grote basofiele vervloeide leuko- zeer veel intacte,kernhoudende,
i tot eosinofiele CL cyten; wisselende maar ook ver- dikwijls blazige
i | ! hoeveelheid epi- vlceide leuko's; jepitheelcellen
i } I theelcellen blazige, kernhou-
! i ' | dende epitheel-
! ! ; ; cellen
3 ldicestrus-3 ! begin van luteclyse:!: vervlceide leuko's,i kernhcudende gecomificeerde
i { in eosinofiele CL ' weinig epitheel- | epitheelcellen cellen op proli-
i cellen; soms mucus | | fererend epitheel
[ pro-cestrus i vettige degeneratie! Xkernhoudende l gecornificeerde gecornificeerde
i van grote, eosino- | epitheelcellen I cellen cellen op sterk
ii flele CL J ontwikkeld epitheel

L . . . .
microscoplische morfologie wvan het epitheiiale oppervlak van onder het
nierkapsel getransplanteerd vaginaweefsel

ke
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Bradbury { 1841), en Mandl, (1961): leukocytaire uiltstrijken in ano-
vulatoire ratfen; Sterm et al., 1965: leukocytaire ultstrijken na far-
macglogische  behandeling van TP-oo ; Malven & Francis, 1959: een
tweede vaginale cyclus na eenmalige inductie van ovulatie in TP-9¢ &
Brown—-Grant & Raisman, 1972: leukocytaire uitstrijken na allerleil
operatieve ingrepen). Bij mulzen tenslotte werd beschreven, dat
neonatale behandeling met cestrogene hormonen het vagina-epitheel
ongevoelig maakte voor veranderingen in bloedspiegels van geslachts-
hormonen {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 (Yazmaki, 1952 en 1960;
Zeilmaker, 1963; Harris, 1964; Kawashima, 1%64; Flerko et al., 1967}.

In experimenten met AC-33 met ovariumtransplantaten (Yazaki, 1859;
Zeilmaker, 1963) bleek het getransplanteerde vagina-epitheel voortdu-
rend gecornificeerd. Dit stemde overesn met de waarnemingen, dat in
ovariumtransplantaten in dergelijke dieren veocrtdurend slechts folli-
kelrijping en nooit cvulatie of CL-vorming optrad (Goodman, 1934).

In experimenten met NC—dd met ovariumtransplantaten vertoonde het e-
pitheel van vaginatransplantaten naast perioden met cornificatie ock
perioden met leukocyten-penetratie (Yazaki, 1960; Harris, 1964; Kawa-
shima, 1964; Flerko et al., 1967).Cycli van vergelijkbare regelmaat
als bij 99 werden echter niet waargenomen.

In experimenten met mannelijke ratten met in situ vaginaweefsel als
gevolg van prenatale en necnatale behandeling met het anti-androgesn cy-
proteron,werden na castratie en ovariumimplantatie weliswaar cyclische
vaginale veranderingen waargenomen, maar regelmatige cyclicls -
teit trad ook hier niet op {(Neumann et al., 1970a ).

Het is bij bovengenoemde experimenten moeilijk uit te maken of
het ontbreken vean regelmatige vaginale cycliciteit duidt op ontbre- -
ken van regelmatige cycliciteit in de ovariwi-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-
viteit onder experimentele omstandigheden af kan wijken van die onder
normale omstandigheden. Aangezien in de loop var de in latere hoofd- .
stukken te beschrijven experimenten dagelijkse uitstrijken van getrans-
planteerd vagina-weefsel een zeer belangrijke rol gaan vervullen, lijkt =

het gewenst azllereerst de morfologies en uitstriiken van getransplan-—
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teerd vaginaweefsel te bestuderen in relatie tot normale ovarium-

activiteit.

MATERIAAL EN METHODEN

Transplantatie van vaginaveefsel onder de abdominale huid

De hele of halve, nog gesloten vagina van een prepuberzle, vrou-
welijke rat werd onder de abdominale huid van de recipiént gebracht,
Na 10-20 dagen werd de huid boven 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 ma=~
ken.

Ben scortgelijke techniek werd het eerst beschreven door Martins
{1932) en is later door een eantal auteurs toegepast bij muizen
{Gardner & Argyris, 1956; Gibbs & Browning, 1960} en ratten (Yazaki,
1959 en 1960; Harris, 1984).

Transplantatie van vaginaweefsel onder het nierkapsel

Een klein stukje vaginawand van een prepuberale vrouwelijke rat,
ter grootte van ongeveer 1 mm2, werd onder het nierkapsel gebracht. De
cellagen, die onder invleced van ovariumhcrmonen in het epithellale
oppervlak gevormd en vervolgens afgestoten worden, blijven onder het
nierkapsel zanwezig; 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 hermonale invloeden, waaraan het
vagina-epitheel gedurende de periode van Implantatie blootgesteld
was geweest.

Deze techniek werd serder toegepast door o.a. Zeilmaker (1962},
Kawashima (196%) en Flerko et al. (1967).

Vaginatransplantaten werden bestudeerd in 5-daags cyeclische
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vrouwwelijke ratten en AC~dd . Bij de laatstgenoemde dieren werd ovu-
latie en CL-vorming geinduceerd door ECS-POA. (Zie Materiaal en Metho-

den: Hoofdstuk 4}.

RESULTATEN

exp.1 Dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten onder de
abdominale huid

Bij 7 cyeclische vrouwelijke ratten werden S5-daags cyclische ver-
anderingen waargenomen in uiltstrijken van onder de abdominale huid
getransplanteerd vaginaweefsel. De cytologie van het transplantaat
vertoonde een enigzins anders cyclus?atroon dan die van de im situ va-
gina van dezelfde dieren. Op de derde dicestrusdag waren ultstrijken
van de in &ttw vagina over het algemesn leukocytair of muceus; de
uitstrijken van het vaginatransplantaat vertoonden over het algemeen
slechts kernmhoudende epitheelcellen. Op de pro-cestrusdag bevatten
uitstrijken van de 7 s7tu vagina over het algemeen slechts kernhou-
dende epitheelcellen, uitétrijken van het vaginatransplantaat slechts

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

Bij AC~33 met een ovariumtransplantaat werd ononderbroken corni-
ficatie waargenomen, zoals op grond van de ovariummorfologie verwacht
mocht worden {(Goodman, 1934) en zoals ook eerder werd beschreven (Ya-

zaki , 1959}, Vanaf de tweede dag ma ECS-POA waren ultstrijken ge-
durende 2-5 dagen leukocytair; daarna trad opnieuw ononderbroken cormi-
ficatie op. Onderzeek van ovariumtransplantaten in deze dieren wees

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

exp. 2 Mieroseopisch onderzoek van onder het nierkapsel getransplan—
teerd vagina-epitheel

Bij cyelische vrowwelijke ratten vertoonden deorsneden door de
van het wagina-epitheel afgestoten c¢ellagen 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 s-daags cyclische, vrowwe-
lijke rat.

Het transplantaat werd verwijderd op de cestrusdag. Cp de

foto zijn boven het vagina-epitheel (onder op de foto

zichtbaar) afwisselend brede handen met gecornificeerde cellen
-gevormd telkens op dicestrus-3, pro-ocestrus en cestrus-

en smalle banden met kernhoudende cellen -gevormd op

dicestrus-1 en -2- =zichtbaar. Opvallend is het totaal ont-

breken van tekenen van leukocytenpenetratie tijdens de

vroege diocestrusfase.

In de oudere afgestoten lagen met kernhoudende epitheelcellen

(op de foto naar boven) zijn de celkermen pyknotisch.
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Flguur 4 : Getransplanteerd

vaginaweefsel onder
het nierkapsel ven een 5—daags
cyclische, vrouwwelijke rat.
Terwijl een deel van het vagina-
epitheel tekenen vertocont 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 ocudere lagen kernhoudende

cellen waren de celkermen 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 {m gity vagina
en in het boven beschreven transplantaat cnder de abdominale huid
werd op geen der dagen van de cyclus leukogytaire infiltratie in het
vagina-epitheel gevonden. Twee afwijkingen wvan dit ' 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 wvagina-epitheel bleef
dan slechts een ongeordende massa cellen aanwezig, met hier en daar
samenhangende schilfers verhoornde cellen;

b. soms vertconde een vaginatrans-

plantaat niet eenzelfde beeld
langs het gehele epitheliale oppervlak. Zoals weergegeven in fig.u
kon het voorkomen, dat een gedeelte van het vagina-epitheel gui-
delijke tekenen vertocnde van cyclische veranderingen, terwijl een

ander deel slechts uit gemucificeerde cellen bestond.

Bij AC-3& met een ovariumtransplantaat vertoonden doorsneden door
de van het vagina-epitheel afgestoten cellagen opeenvelgingen van
gecornificeerde cellen. Bij vaginatransplantaten, die 5-8 dagen na
ECS~FCA waren verwljderd, was de voortdurende cornificatie onder-
broken door een smalle band, bestaande uit 2-5 cellagen kernhoudende
blazige cellen. leukocytenpenetratie in het epitheel, zoals waargenc-
men Was in het vaginatransplantaat onder de abdominale huid was hier

niet aanwezig.
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DISCUSSIE

§1 Dagelijkse witstrijken van vaginatransplantaten onder de
abdominale huid.

De waarnemingen met cyclische vrowwelijke ratien tonen aan, dat
cyclische veranderingen in ovariumactiviteit gevolgd kunnen worden
aan de hand van dagelijkse uitstrijken van getransplanteerd vagina-
weefsel. De vaginale cyclus van het transplantaat heeft echter een
enigzins ander verlocp dan die van de in gfitu vagina: terwijl bij
het transplantaat kernhoudende celleﬂ als teken van cestrogene sti-
mulatie reeds op deg 3 van de cyclus overheersen, in de uitstriik
is dit bij de im situ vagina pas op dag 4% het geval.

Een uitstrijkpatrocn met cverheersend kernhoudende epitheelcel-
len op dag 3 van de cyclus komt owverigens bij 5-daags cyclische
ratten ock ondepr normale omstandigheden vwoor (Nequin & Schwartz,

1897 1; Kaasjager, 1971; wiidschut, 1872). Het feit echter dat in
bovengencemd experiment de cyclus van het vaginatranplantaat ver-
schilde van die van de 4n sifu vagina foont aan, dat getransplanteerd
vaginaweefsel anders reageert op gslijke hormenale omstandigheden

dan in s¢tu vaginaweefsel.Het uitstrijkpatroon . van de vaginatrans-
plantaten onderstreept enerzijds dat de produktie van cestrogene
hormenen in 5-daags cyclische ratten reeds op dag 2 van de cyclus be~
gint, zoals dit ook bij 4-daags cyelische dieren het geval is

(Nequin & Schwartz, 1971; Brown-Grant et al., 1871) en anderszijds
dat de door niet-functionele CL geproduceerde hoeveelheden pro-
gesteron niet anders dan gering kumnen zijn (Uchida et al ., 1969).
Als belangriike hoeveelheden geproduceerd zouden worden, dan zou dit
tot mucificatieverschijnselen van het vagina-epitheel aanleiding
moeten geven {(Barker & Walker, 1366}. Het vervroegd verschijinen

van tekenen van oestrogene stimulatie in uitstrijk en microscopische
morfologie van epitheel van getransplanteerd vaginaweefsel zou @en

aanwijzing kunnen zijn, dat getransplanteerd vaginaweefssl gevoeliger
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is voor cestrogene hormonen dan in Situ vaginaweefsel. Uit een
experiment, waarin de gevosligheid van getransplanteerd en in situ
vaginaweefsel werd vergeleken voor exogene cestrogene hormeonen, werd
echter het tegengestelde resultaat verkregen (Gardner & Argyris, 1956).
Het 1ijkt niet mogelijk om op basis van de boven verkregen gegevens

hieromtrent zinveolle uitspraken +te doen.

Uitstrijken van AC-3& met een ovariumtransplantaat bevatten
slechts gecornificeerde cellen. In overeenstemming hiermee werden ncoilt
CL in ovariumtransplantaten aangetroffen. ECS-PCA gaf aanleiding tot
leukocytaire uitstrijken gedurende 2-5 dagen vanaf de tweede dag
ng ECS-POA. In gevallen, waarin ECS-POA gevelgd werd deor CL-vorming,
mocht dit effect verwacht worden, aangezien de tweede dag na ECS-POA
de eerste dag van de dicestrusfase van de deor ECS-POA gelnduceerde
'eyelus' representeerde. De korte periode met onderbreking van vaginale
cornificatie duldde overigens aan, dat door ECS-POA geinduceerde CL
geen functicnele activitelt vertconden, in overeenstemming met soort-
gelijke waarnemingen van Zeilmaker {(1962; 1963). Leukocytaire uit-
strijken traden echter ock op, als ECS-PCA niet door Cl-vorming in de
ovariumtransplantaten werd geveolgd. Een verklaring wvocr dit verschijn-
sel zou kunnen zijn, dat EC5-POA weliswaar geen ovulatcire hoeveelheid
gonadotropine uit de hypofyse vrijmaakte, maar wel sen voldoende grote
hoeveelheid om de hypofyvse-cvarium balans te verstoren en daarmee
wellicht de voortdurende afgifte van oastrogene follikelhormonen te
onderbreken. Aangezien vaginale cornificatie alleen aanwezig blijft
bij voortdurende stimulatie door oestrogene hormonen (Bafker & Walker,
1966), kan een dergelijke verstoring zich gemakkelijk manifesteren in

onderbreking van de vaginale cornificatie door leukoecytaire uitstrijken.

§ & Microscopisch onderzoek van onder het wmierkapsel getrans-

planteerd vagina-epithesl

In cyclische vrowvelijke ratten resulteerden cyclische verande-
ringen in ovarlumactiviteit in de vorming van afwisselend brede banden
met gecornificeerde cellen en smalle banden met kernhoudende cellen.
Het grote aantal cellagen, dat gedurende dag 3, 4% en 0 van de cyclus

werd afgestoten, laat zich gemakkelidik verklaren op grond van de
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prolifererende en cornificerende werking van de in die dagen aanwezige
cestrogene 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 felt, dat gedurende deze
twee dagen slechts weinig ovariumhormonen in het bloed aanwezig

ziin.

Het meest opvallende verschijinsel was de totale afwezigheld van
leukocytenpenetratie in het vaginale epitheel gedurende de gehele
cyclus. Aangezien leukocytenpenetratie wel werd gezien gedurende de
cyclus in dagelijkse uitstrijken van het transplantaat onder de
abdominale huid, moet geconcludeerd worden, dat de transplantatie
zelf niet tot afwezigheld van leukocytenpenetratie gedurende de cyclus
leidde. Deze leukocytenpenetratie wordt derhalve blijkbaar niet uit-
sluitend vercorzaakt door hormonale factoren, maar is mede afhanke-
lijk van lcokale omstandigheden.

Het feit tenslotte, dat verschillende delen van het epitheel
van een vaginatransplantaat onder hetl 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-34 met ovariumtransplontaten 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 leukocytenpenetratis 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 getramsplanteerd va-
ginaweefsel voordoen onder invlieced van veranderingen in ovariumactivi-
teit, zijn niet exact gelijk aan die van in stéu vaginaweefsel. Het
zal in nieuwe experimentele omstandigheden voortdurend nodig zijn om

de relatie tussen ovariumactiviteit en gencemde indicators vast te stellen.
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HOCFDSTUK 4 : CYCLISCHE OVARIUMACTIVITEIT IN NC-8¢

INLEIDING

Verscheidene auteurs hebben de vondst van Pfeiffer (1936) beves-
tigd, dat spontane CL-vorming in ovariumtransplantaten in mannelijke
ratten verkregen kan worden, als deze dieren kort 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 kom ook worden verkregen na
prenatale en neonatale behandeling van mannelijke patten met cypro-
teron{-acetaat) ,gevolgd door castratie op dag 10 {Neumann et al.,
1970a}.

Dat Cl-vorming cyclisch gebeurde, werd geconcludeerd ult dage-—
lijkse waarnemingen en kleurenfoto's van in de oogkamer geplaatste
ovariumtransplantaten (Harris, 1864), cyclische wveranderingen in ge-
transplanteerd vaginaweefsel {Yazaki, 1960; Harris, 1964) of <In situ
vagina-weefsel (Neumann et zl. 1370b) en cyclische veranderingen in
optreden van reacties van vrouwelijk bronstgedrag
In geen van deze gevallen echter werd de voor noprmale vrouwslijke
ratten karakteristieke, regelmatige 4 en/of S-daagse cycliciteit be-
schreven.

Bovengenoemde waarnemingen hebben het door Pfeiffer (18936) gein-
troduceerde concept van de geslachtsdifferentiatie wvan het ovulatie-
mechanisme. {fig. 1) in wezen onaangetast gelaten (Neumann et al., 1870b)

Er zijn echter in de leop van de jaren waarnemingen aan vrouwelijke
ratten beschreven, die doen twijfelen aan de bipotentidle aard van
de oorspronkeliik identieke aanleg van het ovulatiemechanisme. Segal
& Johnson (1958) beschreven bij vrouwelijke ratten die neonataal met
100 yg TP waren behandeld, een overgangsvorm tussen het 'mamneliik’ en
‘vrouweliik' type ovulatiesmechanisme. Een aantal dieren vertocnde
namelijk weliswaar het voor het mannelijke type karakteristieke uit-
blijven van ovulatie, maar ovulatie kon wel optreden na copulatie;
een dergeliike reactie werd als een kenmerk van het ‘vrouwelijk' type

ovulatiemechanisme beschouwd. De door hen aangevecerde verklaring
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voor deze waarneming was, dat wellicht een gedeelte van het necna-
taal toegediende TP uit de injectieplaats was weggelekt, zocdat het
TP slechts gedeeiteliik actief kem zijn geweest, te weinig om ver-
mannelijking van het ovulatiemechanisme volledig tot stand te brengen.

Gopski & Barraclough {19€3) beschreven, dat een &8mmalige injec—
tie van 5pg TP bij vrouwelijke ratten op dag 5 slechts bij een ge-
deelte van de dieren vermannelijking van het ovulatiemechanisme tot
gevolg had. Swanson & van der Werff ten Bosch (1964a) beschreven, dat
vrouwelijke ratien, die op dag & een injectie met Sug TP hadden ge-
kregen, vlak na de puberteit allen cyclische ovariumactivitelt ver-
toonden en fertiel waren, maar dat dezelfde dieren op een leeftijd
van 21 weken anovulatoir en infertiel waren geworden. Het leek erop,
dat het effect van de necnataal toegediende kleine dosis, TP zich pas
met een zekere latentietijd manifesteerde: dasrom werd dit verschijn-
gel het 'incomplete or delayed early androgen syndroms' (Van der
Werff ten Bosch et al., 1971) gencemd. Het is door verscheidene au-
teurs bevestigd (Gorski, 1968; Aral & Gorski,l968c; Luttge & Whalen,
1970, Arai, 1971). Het werd gelntasrpreteerd als een tussenvorm in
de organisatie van het ovulatismechanisme, waarbij slechts gedurende
cen korte pericde ovulaties op konden treden.

Zoals reeds eerder werd beschreven, 1lijkt het zannemeliik dat de
testes van ratten reeds in de prenatale periode androgenen procucersn;
deze androgenen hebben in deze pericde wzarschijnliik een bicle -
gische betekenis, ni. bij de differentiatie van de inwendige genita-
lia (Jost, 1870).Fasgeboren mannelijke ratten verschillen derhalve
met betrekking tot bleotstelling aan androgene hormonen van pasge-
boren vrouwslijke ratten. Mogelijkerwiis hebben prenatale en vroeg-
postnatale androgenen esn effect gehad op het zich ontwikkelende owvula-
tiemechanisme.

Er zijn experimenten beschreven, waaruit tot verschillen tus-—
sen neonataal gscastresrde mannelijke ratten en vrouwelijke ratten
onder invleed van perinatale androgenen geconcludeerd is (Levine &
Mullins, 1967) resp. zou kunnen worden (Grady et al., 1965; Taleisnik
et al., 1969 en 1971; Heill 1972).levine & Mullins { 1967) beschreven
dat eenzelfde dcsis TP, toegediend in d¢ neonatale pericde aan vreou-
welijks of necnataal gecastrzerde manneliike ratien, bij deze laatste

een ingrijpender effect had op reacties van bronstgedrag na Lormonale
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voorbehandeling op volwassen leeftijd; het verschil werd verklaard
door aan te nemen, dat het exogene TP in de manneliike vatten cumu-
latief werkte op het effect van de endogeen aanwezige androgenen.
Reeds Pfeiffer (1936) had aangetoond dat de ontwikkeling van het me~
chanisme van regulatie van vrouwelijk bronstgedrag in nauwe relatie
stond tot de ontwlkkeling van het ovulatiemechanisme.

Grady et al. {1963) beschreven grote verschillen in vrouwelijk
bronstgedrag tussen NC-33 en vrouwelijke ratten na toediening van
gelijke hoeveelheden geslachtshormonen.

Taleisnik et al. (1969 en 18971} beschreven verschillen in secretie
van gonadotropine na toediening van geslachtshormonen bij vrouwelijke
ratten en NC-38 .

Neill (1972) beschreef dat slechts 50 % van de door hem onderzoch-
te NC-d& een prolactine-‘surge' vertoonden na injectie van cestradiol-
benzoaat; deze reactie werd bij alle onderzochte vrouweliike 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 grond van het bovenstaande werden twee vragen in het volgende
bestudeerd:
1. vertoont de activiteit van ovariumtransplantaten in NC-38 een re-
gelmaat, welke vergelijkbaar is met die van ovariumactivitelt in
normale vrouwelijke ratten ? Deze regelmaat zal cnderzocht worden ten
aanzien van: cyclusduur (exp. 1,8 en 3), aantal ovulerende follikels
per cyclus (exp., 4) en verloop van preocessen, die ovuldtie bij vrouwe-
lijke ratten aanzetten en begeleiden (exp. 5 en 6).
2. 1is het mogelijk aan ovariumactiviteit in NC-44 aspecten te her-
kennen die duilden op effecten van perinataal door de testes gepro-
duceerde androgenen ? Hiertoe zal ovariumactiviteit op verschillende

tijdstippen na ovariumimplantatie worden bestudeerd (exp. 7,8 en 8).
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MATERIAAL EN METHODEN

Proefdieren

Voor deze experimenten werden Iingeteelde ratten gebruikt. De die-
ren waren van een van de Wistar-stam afgeleide R-stam (witte ratten) of
(QR X 6U)Fl hybride dieren. U-ratten waren lichtbruin gevlekt ('hoodéd‘).
De RU-dieren vertocnden 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 Iingevoerd;
aldaar zijn de R- en U-stam reeds meer dan 80 generaties ingeteeld.

Cen =zantal kenmerken van ovariumactiviteit in R- en RU_?% iz in
het onderstaande verzameld; in laters experimenten zal regelmatig een
vergelijking worden gemaakt tussen kenmerken van ovariumactiviteit van

(R)- en (RU)NC~#3 en overeenkomstige vrouwelijke dieren.

(R)-o0 (RU}—%
ovariumactiviteit minder dan 50% regel- minstens 85 % regel-
op een leeftijd matig 5-daags cyclisch; matig 5-daags eyclischg
van 3-6 maanden geen andere regelmatige geen andere regelumatige
cycluspatronen ..... (1) cycluspatronen ..... (23
ovariumactiviteit ongeveer 50 % van de overgang van regelmatige
op een leeftiid cycll met luteale acti- cycliciteit naar persis~
van 12-18 maanden viteit ('spontane pseu- tente cestrus ...... (3)
dozwangerschappen').(2)
aantal eleren per 1.4 (=--) ....(1) 11.7 (10 - 14) ..... (2)
ceyclus (spreiding)
aantal CL per ———— i1.8 ( 9 - 15) ..... (2)
cyclus (spreiding)
informatiebronnen: (1) Welschen, pers. meded.

(2} pers. waarn.
(3) Zeilmaker, 1959

Zwangere dieren werden enige dagen voor de verwachte partus apart
gezet in een macrolombak ( L x b x h : 38 x 25 x 16 cm); gedurende de

eerste week na de geboorte werd de nestgrootte gereduceerd tot 8. Het
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spenan van de jongen geschiedde op dag 21-25; vanaf die tijd werden
de dieren met % of 5 bhijeen In soortgelijke bakken gehouden.

De temperatuur in de proefdierruimten was 20 - ZHOC; de Jucht-
vochtigheld 50 - 680 %. De dieren werden hlootgesteld aan 14 uur
licht (TL-buizen) en 10 uur donker per etmaal; het midden van de don-
kere periode viel samen met middernacht.

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

standard laboratory diet) en kraanwater.

Neonatale castratie

Pasgeboren mannelijke ratten werden van de moeder weggehaald en
onder koude-anaesthesie, zoals beschreven door Clark {1935 a,b) en
Pfeiffer (1936} gecastresrd. 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 cveriges nestgenoten teruggeplaatst.

De mortaliteit als geveolg van de operatie variéerde van 10 tot
30 %. Extra mortaliteit ten gevolge van weigeren door de moeder de
jongen weer op te nemen, werd nlet 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 ovariumtransplontatie

Op een leeftijd van 30-150 dagen werd het ovarium van een pre-
puberale vrouwelijke rat onder het nierkapsel van de linkernier ge-
bracht. Len 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.
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Mieroseoptsch onderzoek.

Voor histologisch onderzoek weiden organen gefixeerd in 5% formaline
of Bouirn's Pixatie-cplossing. Coupes van 3 of 10 ﬁ werden —in serie of
1 op 10- opgeplakt en gekieund met haematoiyline en ecsine.

Het aanmtal follikels In ovaria of ovariumtransplantaten, dat ovu-
leerde 3fwel per cyclus éfwel kunstmatig na ECS-POA werd bepaaid aan’

de hand van seriecoupes van deze organen.

Kuantificering van vrowwelijk bronstgedrag

Vrouwelijk bronstgedrag van NC-&F werd geobserveerd in halfcirkel-
vormige, hoge kooien, die van boven open waren en van voren afgedekt
met glas. In ledere kcoi werd &&n NC-8 samen met &6n intacte manneliike
rat gecbserveerd. Als kuwantitatieve index van vrouweliijk bronstgedrag
werd het Lordeose-Quotiént {(LQ) bepaald: daartoe werd gedurende de pericde
van 10 mounts, al dan niet gepaard gaande wmet ‘pelvic thrusts', door
de intacte mannelijke ratten of ten hoogste 10 minuten het percentage

van de keren bepaald, dat de NC-85 een lordose-vreactie vertoonden.

Elektrochemische stimulatie van de area preoptica (ECS-POA} éf
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 sterectactisch instrument, waarna
een gelijkstroom {elektrode = anode) gedurende enige tijid werd decor-
geleid. De resulterende ijzerafzetting rondom de nist-geiscleerde
aelektrodepunt in het herzenweefsel wordt verondersteld een stimule-
rend effect op de neurcnen ter plaatse te hebben (Everett & Radford,
1961).

De rat werd zodanig in het sterectactisch instrument geplaatst,
dat de cobpdinaten van de betreffende hersendelen volgens de atlas

van de Groot (195%) bepzald konden worden.
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De codrdinaten van de area precptica bleken enigzins afwijkend te
zijn van die, welke in veornoemde atlas zijn aangegeven., Gebruikt werd:
veor-achter + 7.7 mmj onder-boven - 1.3 mmj links-rechts 0.8 mm. De
voor de stimulatie gebruikte stroomsterkte bedroesg in het algemeen
0.1 mA, welke gedurende 90 sec., werd doorgeleid. De resulterende laesie
bevond zich cver het algemeen tussen de conmissurg anterior en het
chiasma opticum; het steekkanaal van de elektrode perforeerde meestal
de commigsura anterior.

Als codrdinaten voor de mediale amygdala werden gebruikt: voor -
achter + 5.0 mmy onder-boven - 2.8 mm; links-rechts 3.5 mm. De vocr
stimulatie gebruikte stroomsterkte bedroeg meestal 1 mA, 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 diemcephalon,en midden in het gebied, waarin de striq ter-

minglis eindigde.

RESULTATEN

gxp.1 Dagelijkse vagina-uitstrijken van (RUINC-3S

Bij 27 (RUINC-3E werd 30 tot 60 dagen na de geboorte een ovarium
geimplanteerd. 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 uitstriik was bij 3 / 27 dieren het begin
van een 12 - 15 dagen durende pericde met vaginale mucificatie. Vol-
gend op deze pericde kwamen 5-daagse cyclische veranderingen in dage-
1ijkse 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)}: cpeenvolgingen van 3
dagen met leukocyten-vrije uitstrijk en 2 dagen met leukocytaire uit-
strijk.

Na een beperkt aantal {38-20) voornamelijk 5-daagse cycli gedurende
24 maanden na implantatie van het ovarium, hielden de cyclische ver-
anderingen in dagelijkse uitstrijken op. Er werden dan nog slechts

uitstrijken met gecornificeerde cellen verkregen.

Geconcludeerd wordt, dat (RUINC-g3@ na implantatie van vagina- en ova-
riumweefsel gedurende een beperkte periode cyclische veranderingen in
vagina-uitstrijken vertonen, gevolgd door permanente vaginale cormifi-

catie.

exp.2 Dagelijkse vagina~witstrijfken van (RINC-33

Bij 30 (RINC-3F werd 30 -~ 40 dagen na de geboorte een ovarium ge-
implanteerd. Dagelijkse uitsirijken van de vagina-transplantaten werden
gemaakt vanaf 10 - 14 degen 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 uitstriik was bij
27 van de 30 dieren het begin van een 20 - 26 dagen durende periocde
met vaginale mucificatie; bij de overige 3 dieren was deze het begin
van een S5-daagse cyclus.

Na deze eerste 'cyclus' traden 5-daagse cycli en langdurige peri-
cden met vaginale mucificatie in onregelmatige afwisseling op. Uit de
grogp van 30 (RINC-33 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 periocde

met permanente vaginale cornificatie bedroeg 3.5 - 14 maanden,
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Geconcludeerd wordt, dat (R)NC-34 na implantatie van ovarium- en
vaginaweefsel S5-daagse cyclische veranderingen in dagelijkse vagina-
uitstrijken kunnen vertonen. Daarnaast komen bij deze dieren veelvul-
dig langdurige perioden met vaginale mucificatie voor. Na een beperkt
zantal cyeli treedt bij deze dieren, evenals dat bij (RUMNC-3SF het

geval bleek te zijn, permanente vaginale ccrnificatie op.

exp.3 Correlatie van vagina~uitstrijken en ovariuwmmorfologie

Om te cnderzceken, 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)INC-33
-- gedurende langdurige perioden met vaginale mucifi-
catie -{RINC-3g -
-~ gedurende pericden van permanente vaginale cornifi-
catie -(RU) en (RINC-32 -
telkens tenminste 8 ovariumtransplantaten verwijdenrd.

Zoals blijkt uit fig.5 konden veranderingen in vagina-uitstrijken
en ovariummorfologie gedurende de 5—daégse cyclus exact aan elkaar ge-
correleerd worden. De veranderingen in ovariummorfologie gedurende de
5-daagse cyclus in NC-d34 bleken geheel vergelijkbaar met de cyclische
veranderingen irn ovariummeorfeologie in normale vrouwelijke ratten.

Gedurende perioden met langdurige mucificatie vertconden ovarium-
transplantaten &&n generatie CL (fig.p), 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 zozls aangetroffen tijdens pseudo-
zwangerschap in normale vrouwelijke ratten (Long & Evans, 1922; Roth-
child, 1965). In hoofdstuk 5 zal hierop nader worden ingegaan,

Gedurende rerioden met permanente vaginale cornificatie werden
slechts follikels in allerlei stadia van ontwikkeling en regressie
zangetreffen (fig.7). In die ovaria, welke binnen twee weken na de
laatste vaginale cyclus waren verwijderd, waren restanten van CL aan-

wezig.



L5

vagina 0.1 mm
ovarium 0.25 mms

+

Figuur 5 a - n : De relatie tussen het microscoprech aspect van getrans—
planteerd vagina- en cvariwmseefsel in 5-daags cyeclische
=33 .



Ovarium—- en vaginatransplantaten werden uit S5-daags cyclische
NC-23 op de verschillende dagen van de cyclus verwiiderd; het tijdstip
van verwijdering was voeor alle, hier weergegeven transplantaten tussen
15.00 en 16:00 uur.

5 a,b De eerate dag met gecornificeerde vagina-uitstrijk (pro-cestrus).
Het vagina-epitheel is maximaal ontwikkeld. Het ovarium vertoont

grote follikels (diameter tot 850 u) met niet-geriipte odcyten: &én

ervan is in fig. b weergegeven. De in de voorgaande cyclus gevormde CL

vertonen verschijnselen van luteolyse.

5 e,d De tweede dag met gecornificeerde vagina-uitstrijk {(osstrus).
Bijna alle gecornificeerde cellen zijn van het vagina-epitheel

afgestoten; enkele leukoeyten zijn in de onder het oppervlak gelegen

cellagen zichtbaar. Het ovarium vertoont post—ovulatoire follikels en

gerijpte odcyten {(zie verder & k-n).

& e,f TDe eerste dag met leukocytaire vagina-uitstrijk (dicestrus-1}.
Veel leukocyten ziin 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 geriipte

odcyt zangetroffen.
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5 g,h De tweede dag met leukocytaire vagina-uitstrijk (dioestrus-23}.
Er zijn enkele leukocyten in de oppervlakkige epitheellagen

aanwezlg. Het ovarium bevat esn generatle grote, basofiele tot eosinc-

fiele CL; de CL van de vorige cyclus zijn geatrofiZerd. Een nieuwe ge-

neratie follikels wordt zichtbazar.

& 1,7 De dag met kernhoudende epitheelcellen in de vagina-uitstrijk
(dioestrus-3).

Tekenen van cornificatie zijn in het preolifererende vagina-epitheel

juist onder de oppervlakte zichtbaar. De nieuwe generatie follikels

groeit snel uit. In de jongstgevormde CL zijn de eerste tekenen van

iuteolyse zichtbaar.

5 k-m  Op de cestrusdag kunnen gerijpte odcyten zowel binnen (I,%)

als buliten (k,m} de postovulatoire follikels worden aangetrof-
fen. Het percentage van de odcyten, dat buiten de follikels kon worden
aangetroffen, was erg variabel { 0 - 80 %] oversenkomstig soortgelijke
waarneningen aan ovariumtransplantaten in S-daags cyeclische, vrouwelijke
ratten {Welschen, 1971].




vagina 0.1 mm
ovarium 0.23 mm

Figuur 6 : Ovariumveefsel en vagina—epitheel in (R)NC-33 gedurende
langdurige perioden met gemucificeerde vagina—uitetrijk.

Het vagina-epitheel is enkele cellagen dik en bestaat uilt een paar lagen

kubisch epitheel met daarop een laag muceuze cellen. In het ovarium is

een generatie grote, eosinefiele CL aanwezig en follikels in diverse ont=-

wikkelingsstadia. Van oudere generaties CL zijn slechts atrcfische restan-
ten zichtbaar.

TR

0.25 mm

Figuur 7 : Ovariumseefsel in NC-33 gedurende 'persistente cestrus’' na
een periode met cyelische ovariwmactivitelt.

Het ovarium bevat follikels in allerlei stadia van ontwikkeling en
atresie.
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Geconcludeerd wordt, dat ultstrijken van vagina-transplantaten en
morfelogie van ovariumtransplantaten in NC~dd exact aan elkaar gecor-
relesrd kunnen worden. Ovariumtransplantaten in (RUINC-38 ondergaan
S~daagse cyclische veranderingen, welke in morfelogisch opzicht nauw
vergeliikbaar zijn met de cyeclische veranderingen in ovaria van norma-—
le (RU)-gg . Ovariumtransplantaten in (R)NC-dd vertonen naast 5-daag-
se cyclische veranderingen ook langdurige perioden met grote, persis-

terende CL; normale (R}-9¢ vertonen slechts 5-dazgse cyclische ova-
viumactiviteit. Cyclische ovariumactiviteit houdt in NC-3& na esn ge-
ring aantal cycli op; de ovaria vertonen dan slechts follikelontwikke-
ling. Dit beeld is ook aanwezig in ovariumtransplantaten in AC-33&
(Goodman, 1934}.

exp.4 Het aantal follikels dat per eyelus cvuleert

De ovariumcyclus van vrouwelijke ratten wordt, evenals die van de
meeste vrouwelijke zoogdieren, gekemmerkt door de 'wet van de constante
aantallen follikels' (Lipschiitz, 1928}. Deze wet houdt in, dat per cy-
clus een bij benadering constant aantal follikels ovuleert. Deze wet
gaat ock op, als een gedeelte van het ovariumweefsel verwiljderd is
('compensatoire ovulatie') of indien slechts getransplanteerd ovarium-
weefsel aanwezig is (Welschen, 1371).

Om te onderzosken, of cyclische ovariumactiviteit in NC-338 even-
eens gekenmerkt werd door een constant aantal per cyclus ovulerende fol-
likels, werden in ovariumtransplantaten uit cyclische KC~d¢ de aan-
tallen pre~ of postovulateire follikels en/of CL, die volgens morfolo-
gische karakteristieken tot eenzelfde generatie behoorden, geteld. Zo-
als weergegeven in tabel 3 bleek.dit aantal weliswasr constant maar
hoger dan dat,algemeen bekend en waargencmen bij vrouwelijke ratten.

Om dit verschil nader te onderzoeken werd de grootte bepaald van
het aantal follikels dat na ECS-POA bij TP-go of AC-@¢ tot CL werd
getransformeerd, en op grond daarvan geacht kon worden tot eenzelfde
‘generatie’ te behoren. Zoals weergegeven in tabel 3 bleek het
aantal in TP—gg niet verschillend van dat., gevonden bid normale vrouwe-
lijke ratten; het azntal in AC-d3 was ook constant, doch gelilk aan

dat eerder gevonden bij NC-g& .
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Tabel 3 : Aantal follikels per genmeratie ® in ovariuwmweefeel in
diverse typen mammelijke en vrowwelijke dieren.

aantal aantal S.E.M.
dieren follikels
per
generatie

vrowselijke ratten
met in situ ovaria

normale {RU) -go g 12.6 0.53

"geandrogeniseerde" ¥

(RU) -g0 13 12.7 0.50

(RU} -go onder

constante belichting 9 10.9 0.60
vrowselijke ratten
met ovariumtransplantaten

neonataal geovaridcto-

meerde (RU) -~po 7 13.5 0.98

V"geandrogeniseerde"

{(RU) -go0 £ 13.7 0.83
mannelijke ratten met
ovartuntransplantaten.

(RU)NC =338 i0 16.6 0.60

(R)BC -23 10 i5.4 0.76

(RUJAC -39 18 17,4 0.45

aantal follikels per generatie = aantal follikels/CL per cyclus
in spontaan ovulerende dieren.

= aantal CL, gevormd na ECS-POA in
niet-spontaan covulerende dieren.

(23
1250 uwg TP op dag 5
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Geconcludeerd waordt, dat in cyclische NC-dd een constant aantal
follikels per cyclus tot CL wordt getransfermeerd; dit aantal is
heger dan het ovéreenkomstige aantal In normale vrouwelijke ratten.
Uit dit gegeven en de aantallen follikels, die tegelijk tot CL kunnan
worden getrahsformeerd in TP“QQ en AC-3g , wordt geconcludeerd dat
het aantal in cvaria of ovariumtransplantaten rijpende follikels ge-
slachtsverschillend is en niet afhankelijk van neomatale blootstelling

aan testishormonen of TP.

exp. § Een 'kritische periode' voor de afgifte van de ovulatoire
hoeveelheid gonadotropine

Aangezien bij vrouwelilke ratten de ovulatoire gonadotropine-
afgifte uit de hypofyse op karakteristieke uren in de vroege namiddag
van de dag van pro-cestrus plaatsvindt (gedurende de zgn. 'kritische
uren' - Everett, 1961), werd onderzocht in hoeverre cyclische ovarium-
gctiviteit in NC-33 eveneens gekenmerkt werd door 'kritische uren'
voor de afgifte van ovulatoire hormonen.

Daarteoce werd allereerst , overeenkomstig een procedure beschreven
door Everett & Quinn (1866) het effect onderzocht van verdoven van
cyclische (RUINC~33 op verschillende tijdstippen van de namiddag van
pro-cestrus met Nembutal (33 mg per kg lichaamsgewicht). Een ongestoord
cyclusverloop na deze ingreep werd uitgelegd als teken, dat het verdoven
geen invloed had gehad op de ovulatolre 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
ovalatie; verdoven om 17.00 uur had in de meeste gevallen geen effect
op ovulatie.

In een tweede experiment werd van (RU)- en (RINC-33 de odeyt-
morfologie in preovulatoire resp. postovulatoire follikels onderzocht
cp verschillende tijdstippen van de dag van pre-oestrus en cestrus.
Tsafriri & Kraicer (1972) en Vermeiden & Zeilmaker (1973) beschreven
histologische veranderingen in deze odcyten, 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 verschijnselsn van ofcytrijping -i.c. metafase-II chromoscmen=
aanwezig In alle odcyten op de cestrusdag, welke binnen en bulten de
postovulatoire follikels werden aangetroffen (cf, fig. 5 k-n). Op de
dag van pro-oestrus verschenen verschijnselen van odcytrijping na

16,00 uur in de preovulatoire follikels.

Tabel ¢ : Effect van injectie van nembutal ® op vergehillende tijd-
stippen op de dag van pro-cestrus op de vaginale cyclus in
cyelische NO-33

tijdstip van injectie 13.00 17.00
met nembutal uuy uur

vaginale cornificatie
met 1 dag verlengd 8 3

geen verandering van
de vaginale cyclus 1 8

* a3 mg MHa-pentobarbital per kg lichaamsgewichi;
intraperitoneaal geinjecteerd.

Geconcludeerd wordt ult deze experimenten, dat de afgifte van de
avulatoire hoeveelheid gonadetropine om 17.00 uur over het algemeen
reads heeft plaatsgehad, terwijl dit om 13.00 uvur nog niet het geval is.
Deze resultaten wijzen derhalve op het bestaan van, tenminste ongsveer,

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



Tabel 5 :

Morfologie van odcyten in ovariumtransplantaten itn NC —-23
op verschillende tijdstippen van de dag van pro-cestrus
en oestrus.

aantal obcytmorfologie
dieren nucleolus = nucleolus
intact verdwenen
pro-oestrus
10 - 11 uur 7 7 0
pro-oestrus
13 - 15 wur 3 3 Q
pro-oestrus
16 ~ 17% uur & 4 2
pro-cestrus
224 uur 1 0 1
oestrus £+
10 - 23 uur 12 0 12
% : nucleclus aapwezig tot 2 3 4 uur na afgifte

van ovulateire gonadotropinen.

&% : alle 12 vertoonden het chromoscmenpatroon van
metafase-II, tenminste B uur na afgifte van
ovulatoire gondotropinen wverschijnend.
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NC-4¢ als in normale vrouwelijke ratten voor de ovulatoire gonado-

tropine~afgifte uit de hypofyse.

exp.8 Observaties van vrouwelijk bronstgedrag van cyclische NC- 33

Een drietal aspecten van vrouwelijk bronstgedrag in NC-38 werd

bestudeerd:

§.1. Perioden in de ovariumcyclus, waarin vrouweliik bronstgedrag
verkregen kon worden.

5.2. Het vrcegste tijdstip cp de dag van pro-ocestrus, waarop
bronstgedrag verkregen kon worden en de duur van de pericde,
gedurende welke dit gedrag aangehouden kon worden.

6.3, Effecten van vrouwellik bronstgedrag op de secretie van gona-

dotropine.

6.1. Bronstgedrag kan bij vrouwelijke ratten onder adekwate hormonale

omstandigheden geactiveerd worden. Leng & Evans (1922) stelden vast,
dat gedurende de cyclus de hormonale omstandigheden alleen gedurende de
pro-ocestrus- en vroege ocestrusfase adekwaat waren.

Om te onderzoeken op welke dagen van de cyclus van NC-33 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 mannelijke ratten in observatiskooien geplaatst. Zowel (RUINC-33

mat uitsluitend S~daagse cycliciteit als (R)NC-@g& , die de in ex-
periment 2 beschreven langdurige pericden met vaginale mucificatie ver-
toonden, werden onderzocht.

De resultaten staan weesrgegeven in tabel 6: ult de waarnemingen
blijkt, dat vrouwelijk bronstgedrag vrijwel uitsluitend werd waargeno-
men bij testen op de dag van pro-cestrus. Gedurende dergelijke test-pe~
rioden vertoonden de NC-2d alle hekende aspecten van vrouwelijk bronst-
gedrag zoals 'hoppling', 'darting', 'ear-wiggling' en lordose. Op de
andere dagen van de cyclus werden dergeliike gedragingen niet gezien;

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

NC-34 slechts op de dag van pro-oestrus kan worden geactiveerd.

Tabel 6 : Receptief gedrag bij cyelische NC=33 bij onderzoek op ver-
schillende dagen van de ovariéle cyclus.

dag van de 12 15 totaal

cyclus (RINC-4J3 (RUINC-ad

pro-oestrus 25 / 27° 33 /35 58 / 62

oestrus 1/ 18 0/ 28 1/ 46

dicestrus-1 0/ 16 0/ 30 0/ u6

dicestrus-2 o/ 24 o/ 32 0/ 56

dicestrus-3 o/ 15 o/ 25 0/ w0

langdurige

vaginale

mucificatie o/ 20 000 ------ 0/ 20
%

aantal tests met receptief gedrag / totaal
aantal tests

6.2 Bij 5-daags cyclische vrouwslijke ratten is het vroegste tijdstip
op de dag van pro-oestrus, waarop reacties van bronstgedrag ver-

kregen kumnen worden, ongeveer 14.00 uur (Schwartz, 1969; Redgers, 1971).
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Tabel 7 : Lordose-quotiénten vam 7 NC-33 bij observaties in de na-
middag van pro-cestrus.

Groep A # Groep B *
obser- rat nr. rat nr.
vatietijd 9086 933 741 750 907 930 932
16 uur
21 89 4] 100 0 25 50
17 wur
100 100 100 100 60 70 83
18 uur
100 100 100 100 77 67 100
19 yur
100 100 100 100 100 90 100
20 uur
100 100 . 100 100 100 77 100
21 uur
100 100 100 100 100 63 100
22 uur
100 100 10¢ 100 100 56 100
23 uur
100 100 100 100 94 13 100
24 uur
? Groep A. : 2 dieren werden gedurende 10 minuten per uur bij
een intacte mannelijke rat geplastst en hun ge-
dragingen werden geregistreerd.
Groep B. : S dieren werden vanaf 16 u. voortdurend bij in-

tacte mannelijke dieren geplaatst en 10 minuten
per uur geobserveerd.



57

De duur van de pericde in de pro-oestrus- en oestrus-fase, waarin der-
gelijke reacties verkregen kunnen worden, wordt geschat op 12 - 18 uur
{(Kuehn & Beach, 1983).

Om te cnderzoeken, vanaf welk tijdstip en gedurende hoe lange pe-
riode vrouweliik bronstgedrag bij cyclische NC-33 geactiveerd ken worden
werden 7 {(RUMC-33 in de namiddag van pro-cestrus vanaf 16.00 uur
&fwel gedurende 10 min. per uur bij intacte mannelijke dieren geplaatst
en gechserveerd (2 dieren; tabel 7a) &fwel vanaf 16.00 uur vocrtdurend
bij intacte mannelijke dieren gelaten en gedurende 10 min. per uur ge-
cbserveerd (5 dieren; tabel 7 b).

Bi3j 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 lcop 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 aammerkelijk gedaald.

Geconcludeerd wordt, dat de periode, waarin reacties van bronst-
gedrag verkregen kunnen worden op de dag van pro-oestrus bij cyclische (RU)-
NC-44 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 centrals zenuwstelsel be-
reiken, spelen bij het tot stand komen van luteale activiteit door de
copulatiestimulus een beslissende rol {Kollar, 1953). Cok na door-
snijding van de nervus pelvicus zijn echter nog effecten van de copu-
latiestimulus op secretie van gonadotropine aantcenbaar (Spies et al.
1971; Spies & Niswender, 1971} alhoewel luteale activatie achterwege
blijft. .

Het dagelijks testen van 5~daagse cyelische (RUINC-33 op reacties
van bronstgedrag, zoals in 6.1 beschreven, had geen invlced op het 5-
daags cyclische patroon van ovarium-activiteit. De duur van blootstel-

ling aan de activiteiten van intacte mannelijke dieren varieéerde in de
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boven (6.1 en 6.2) beschreven onderzcekingen van 10 min. tot 8 uur of
een hels nacht. Het aantal geobserveerde mounts door de intacte
mannelijke ratten in de onder 5.2 beschreven proeven, bedroeg meer
dan 200 !

Het dagelijks testen van (R)NC-3& had echter wél invloed op

het patroon van ovariumactiviteit van deze dieren. Zozls aangegeven in

Tabel 8 : Langdurige perioden met vaginale mueificatie bij 12 (RINC-3¢
en dagelifke onderzoek van receptief gedrag

Véér de Ingaande gedu- Na de
cnderzoek- rende de onder- onderzoek -
periode zoekperiode periode

Aantal) perioden

met vag. mucif. 24 2 49

Aantal S5-daagse

cycli 28 u3 au

Ratio 1.2 21.5 ‘ 1.9

tazhbal B8 vertconden deze in de pericde voorafgaand aan en volgend op de
dagelijkse testen regelmatig de in exp. 2 gencemde, langdurlge perioden
met vaginale mucificatie; gedurende deze testen bleven dergeliike
pericden echter achterwsge en werd ultsluitend 5-daagse cyclleciteit

WaArgenomen.

Geconcludeerd wordt, dat reacties van bronstgedrag in 5-daags
cyclische (RUJNC-33 geen effect hebben op het patroon van ovariumacti-

vitelt in deze dieren., Bij (RINC-g5 1iiken de reacties van
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bronstgedrag het optreden van langdurige perioden met vaginale muci-

ficatie te voorkomen.

exp.7 Ovariumactiviteit in NC-38 op verschillende tijdstippen na

ovariuntransplantatie

Zoals beschreven in exp. 1,2 en 3, hield cyclische ovariumacti-
viteit in NC-33 na een beperkt aantal cycli op. De duur van deze pe-
riode bedroeg 2-4 maanden bij (RUINC-J3 met uitsluitend 5-daagse cy-
cliciteit, 3.5 - 14 maanden bij (RINC-Z3 .die naast 5-daagse cyclici-
teit ook langdurige pericdenmet vaginale mucificatie vertconden.

Om te onderzoeken of de transplantaat-conditie van het ovarium in
NC~3d verantwocrdelijk was voor het vroegtijdig cphouden wan cyclische
ovariumactiviteit in deze dieren, werd de activiteit van soortgelijke
transplantaten conderzocht in 7 neonataal geovariéctomeerde vrouwelijke
(RU)~dieren.

Bij al deze 7 dieren traden in de locp van 7 maanden na ovarium -
implantatie tenminste 35 cycli op: microscopisch onderzoek van de
transplantaten na deze pericde wees uilt, dat de vaginale cycli van de-
ze dieren inderdaad tot het moment van autopsie door cyclische ovarium-
activiteit veroorzaakt werden. De gemiddelde grootte van &én generatie

CL in dezé transplantaten bedroeg 13.5 (tabel 3).

Geconcludeerd wordt, dat het cphouden van cyclische ovariumacti-
viteit in NC-8¢ nilet primair veroorzaakt wordt door aan de transplan-
taatconditie van het ovariumweefsel inherente factoren. Het ligt dan
ock voor de hand dat het verocrzaakt wordt door een aan NC-&@ inheren-

te factor.

exp.8 Inductie van CL-vorming in anovulatoir geworden NC-33

Cyclische vrouwslijke ratten kurmen onder vele omstandigheden ano-
vulatoir worden, zoals door ouderdom (Mandl, 1961; Aschheim, 1966), door
cen bijzondere genetische constitutie (Everett, 19u40), door censtante

belichting (Dempsey 2 Searles, 19u3; 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 zoals progesteron-behandeling,
copulatie, ECS-POA en ECA-AME. Soms werd daarbij gevonden {Greer, 1353;
Aschheim, 1966; Clemens et al., 1989) dat &&mmalige inductie van ovu-
latie voldoende was om cyelische ovariumactiviteit voor tenminste enige
tijd te herstellen.

Het effect van bovengencemde stimuli op ovariumactiviteit in ano-
vulatoir geworden NC-43 werd in dit en het volgende experiment onder-

zocht,

Bij 6 (RUINC~33 werd LCS-POA toegepast; bij alle dieren was 4-7
dagen na de stimulus zen generatie niet functionele CL in de ovarium-
transplantaten aanwezilg. Op grond van dagelijkse uitstrijken van het
vagina-transplantaat en morfologie van deze CL werd geconcludeerd,
dat degze CL door ECS-POA waren geinduceerd. Het gemiddelde aantal CL
bedrceg 12.5.

Bij & andere dieren werd ECS-AME tcegepast; 5/6 vertoonden CL -
vorming in de ovariumtransplantaten na deze stimulus.

Bij 14 (RUINC-g3 werd een &&nmalige 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 cok
laparotomie - werd een tweede, scortgelijke injectie 10 dagen later
gegeven. Ult het verloop van dagelijkse vaginz-uitstrijken na de injec-
tie en histologisch onderzeek 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 é onderzochte
dieren in sen langdurige pericde met vaginale mucificatie; dit duidde
aan, zcals in hoofdstuk 5 besproken zazl worden, dat de door injectie
van progesteron geinduceerde CL functioneel actief waren. Het gemiddel~
de aantal CL in 3 ovariumtransplantaten bedroeg 14. De door progesteren
gelnduceerde CL-vorming werd bij de 5 overige dieren gevolgd door

een korte periode met hernieuwde cyclische ovariumactiviteit,

Geconcludeerd wordt, dat anovulateire NC-d& CL-vorming kunnen
vertonen onder invlced van stimuli, die in diverse typen anovulateire,
vrouwelijke ratten inductie van ovulatie tot gevolg hebben. Een een-
malige injectie van progestercn kam resulteren in de forﬁing van CL,

die functioneel actief worden.
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Eenmalige inductie van CL-verming in anovulatcire NC-@3 kan het

optreden van hernieuwde cyclische ovariumactiviteit tot gevolg hebben.

exp.9 Observaties van vrouwelijk bronstgedrog van anovulatoire NC-34d

Vrouwselijke ratten, die anovulatoir geworden waren onder invlced
van constante belichting, ovulesrden 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, 1370).

Om te onderzoeken of vrouwelijk bronstgedrag bij anovulatoire
NC-4d geactiveerd kon worden, en of dergelijk bronstgedrag een effect
had op de secretie van gonadotropine, werden 13 (RU)- en (RINC-33
(leeftijd 6~9 mnd) bij intacte 3¢ geobserveerd., Er waren sinds het
begin van de anovulatoire periode bij de NC-d& 11 - 35 dagen verlopen.
Alle dieren vertoonden vrouweliijk bronstgedrag; dit gedrag hield ge-
durende de gehele observatiepericde van 30 - 60 min. aan.

Bij 10 /13 dieren vertconde de vagina-uitstrijk op de tweede dag
na deze test een leukocytair beeld; dzarna traden S-daagse cyclische
veranderingen op. Microscopisch onderzoek van 3 ovariz, 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 hoeverve de 'copulatiestimulus' fungeerde
als 'trigger' van een endogeen afgiftemechanisme van een ovulatoire
hoeveelheld gonadotropine, dan wel de afgifte van gen stimulus-afhanke-
lijke dosis gonadotropine bewerkstelligde - in welk laatste peval de
stimulus tenminste 30 minuten aanwezlg zou moeten zijn {Everstt &
Sawyer, 1953; Vermeiden & Zellimaker, 1973) - werden 6 ancvulatolre (RU)-
NC-g¢ gedurende 3-5 minuten samen met intacte mannelijke ratten ge-
observeerd. Alle dieren vertoonden bronstgedrag: bij alle dieren trad

CL-vorming en cyclische ovariumactiviteit cp na deze test.
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Geconcludeerd wordt, dat bronstgedrag bij anovulatoire NC-gg in
de eerste weken na het begin van de anovulatoire periode geactiveerd
kan worden; blijkbaar zijn de door het 'peolyfolliculaire' ovarium ge-
produceerde cestrogene hormonen voldoende om deze activering rwogeliik
te maken.

De 'copulatiestimulus’ blijkt bij anevulatolre NC-33 als trigger
van een afgiftemechanisme van een ovulatoire hoeveelheid gonadotropine
te kunnen fungeren.

Na eemmalig geinduceerde CL-vorming kunnen anovulatoire NC-33

weer cyclische ovariumactivitelt vertonen.

DISCUSBIE

Een aantal aspecten van de boven beschreven experimenten zal in
het volgende hesproken worden zan de hand van de twee vragen, welke
aan het einde van de inleiding van 4it hoofdstuk werden geformuleerd.

Een overzicht van de te bespreken punten 1s weergegeven in tabel 9.

§ 1 C(Cyelische ovariuwmactiviteit in NO-38

Dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten in {RUINC-33
en (R)NC-33 toonden aan, dat 5-daagse vaginale cycll in dergelijke
dieren voorkwamen, resp. veor konden komen, Vijfdaagse vaginale cyeli
bleken te corresponderen met S~daagse ovarium-cycli. Heét behoort blijk-
baar tot de mogelijkheden van het regulatiemechanisme van ovariumac-
tiviteit in NC-3d om cycli van voorspelbare regelmaat, in duur ge-
lijk aan die van vrouwelijke stamgenoten, te conderhouden. Het is in
dit verband wellicht interessant na te gaan of NC-d8 van een stam,
waarvan de vrouwelijke dieren over het algemeen 4-daagse cycli verto-
nen, eveneens 4-daags cyclisch zijn.

(R)NC-23 vertoonden naast 5-daagse cycliciteilt echter ook lang-
durige pericden met vaginale mucificatie en persisterende CL in de
ovarijumtransplantaten. In hoofdstuk 3 te bespreken experimenten wezen
uit, dat de persisterende CL gedurende dergelijke perioden functio-
neel actief waren, dat wil zeggen, zodanige hoesveelheden progesteron

produceerden, dat ovulatie en 5-daagse cycliciteit verhinderd werden.
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stuk 4 aan de orde worden gesteld.

verzicht van de onderwerpen, die in de discussie bij hoofd-

@

Tabel 9 :
§ experi-
menteri
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3 5,6
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Vrouwelijke (R)-ratten vertconden op een leeftijd van 3-6 maanden
5-daagse cycliciteit; op een leeftijd van 12-18 maanden vertoonden ze
echter behalve viifdaagse cycliciteit ook perioden met spontane lute-
ale activitelt.Het leek er derhalve op dat (RI)NC-J4 een patroon van
ovariumactiviteit vertoonden, dat nauwe overeenkomst vertoonde met
oude {R)—gg , meer dan met jong-volwassen (R)ﬂgg . 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-48 nader worden toegelicht.

Opvallend is, dat de twee, van moederszijde nauw verwante
groepen NC-34 een kwalitatief verschillend patrcon van ovariumactivi-
teit vertoonden. De gegevens van Yazaki (1960), Harris (1964) en Lados-
ky et al. (1969) wijzen ercp, dat de door hen hestudeerde NC-33 slechts
korte cyell zonder luteale activiteit vertoonden. Daarentegen wijzen
gegevens van Henzl et al. (1971) - namelijk de door hen beschreven
ovariummerfologie en de hoge bloedconcentratie van progesteron - erop,
dat spontane luteale activering bij hun NC-4& eveneens voorkwam. Het
lijkt er derhalve op, dat cyclische ovariumactiviteit in NC-33 met
betrekking tot luteale activiteit kan verschillen van die van normale

vrouwellike ratten.

§ 2 Fen grotere 'generatie’ follikels in ovariumtransplantaten in
NC-33
Telling van het aantal follikels, dat in ovariumtransplantaten
in NC~@d per cyclus tot CL werd getransformeerd, wees uit dat dit
aantal congtant was. Het was echter significant hoger dén dat, wat
algemeen bekend bij vrouweliike ratten wordt waargenomen. Nader onder-
zoek van de grootte van een 'generatie' follikels in vrouwelijke rat-
ten onder verschillende reproductieve omstandigheden wees uit, dat dit
aantal veoortdurend gellijk bleef aan dat van normale vrouwelijke rat-
ten. Daarentegen blesk de grootte van een generatie follikels in ova-
piumtransplantaten in NC~3d gelijk aan die in AC-d8 . Geconcludeerd
ward, dat de grootte van een generatie fcllikels in ovariumweefsel
bij vrouwelijke of mannelijke dieren geslachtsverschillend is, en
niet beinvlcoed wordt door de aanwezigheid van necnatale testishormo-
nen of substitutie daarvan met TP. Een gelijkluyidende conclusie werd
bereikt ten aanzien van hypofysegehalten (Gans & De angh, 1963;
Johnson, 1971) en bloedsplegels {Johnson, 1972) van FSH uit onderzcek



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 ovariumweefsel (CGreenwald, 1962; Welschen, 1972).

Regulatie van foliikelrijping wordt toegeschreven aan de werking
van het 'tonic system' voor regulatie van ovariumactiviteit, dat name-
lijk alle aspecten, behalve cyclische ovulatie regelt (Barraclough,
1966). Voornoemde 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 'tonic system' niet in de
perinatale periode onder invloed van de aanwezigheld van testishormo-
nen {ef. Johnson, 1972).

Het is op basis van bovengencemde gegevens slechts in beperkte mate
mogelijk om aan te dulden gedurende welke ontwikkelingsfase en onder
invlced 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), liijkt vanzelfsprekend; het probleem is echter, hoe
dit genetisch verschil in de loop van de ontwikkeling tot expressie
komt.

Aangezien diverse ingrepen in de neonatale (TP-behandeling, cas-
tratie, ovariéctomie) of volwassen (constante belichting) pericde het
bovengenocemde geslachtsverschil niet deden verdwiinen, 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 werden, dat het op grond van bovengencemde
experimenten niet mogelijk is om uit te maken, of dit in het (ZS dan

wel in de hypoefyse gezocht dient te worden.

§ 3 FEen 'kritische periode’ bij N0-3& op de dag ven pro-cestrus
Het bestuderen van afgifte van een ovulatcire hoeveelheid gonado-
tropine in dieren met alleen getransplanteerd ovariumweefsel, is
niet eenvoudig, omdat het bestudeerd eindpunt, ovulatie d.w.z. folli-

kelsprong,in ovariumtranspliantaten dikwijls niet voorkomt. Ock na in-
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jecteren van grote hoeveelheden gonadotrope hormonen blijven odcyten
in ovulatoire follikels achter. Er zijn aanwijzingen dat het niet op-
treden van ovulatie in ovariumtransplantaten niet primair veroorzaakt
wordt door deficiénte stimulatie door gonadotrcpine maar door lokale,
aan de transplantaatconditie van het ovarium eigen, factoren (Welschen,
1971). Het lijkt aldus gerechtvaardigd om de decor ons gebrulkte ,indi-
recte criteria voor vaststellen van afgifte van ovulatoire gonadotro-
pine - namelijk dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten en
ofeytrijping - te handhaven.

De waarnemingen van exp.5 toonden aan, dat in cyclische NC-3g
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 vrosgste tijdstip later ligt dan dat bij normale
5-daagse cyclische vrouwelijke ratten (Schwartz, 1969); het is echter
vroeger dan dat voor UY-daagse cyclische vrouwelijke ratten (Reodgers,
1970).

Een redeiijke schatting van de duur van de cyclische bronstperiocde
was op basls van de verkregen uitkomsten nilet mogelijk; de verkregen
minimale duur van & uur is nog ver verwijderd van de schattingen van
de totale duur van 12-19 uur, welke door diverse auteurs voor normnale
vrouwelijke ratten zijn gemaakt (Blandau et al., 1941; Kuehn & Beach,
1963; Eckstein & Zuckerman, 1985).

Bij (RUINC-48 leidde vrouwelijk bronstgedrag, hoe lang ook aan-
gehouden, niet tot onderbreking van S5-daags cyclische o%ariumactivi—
teit. Aangezien mechanismen voor activatie van CL in NC~83 aanwezig
zijn, zoals in hoofdstuk 5 besproken zal worden, moet worden aangeno-
men dat dergelijke mechanismen door dit bronstgedrag niet worden ge-
activeerd. Lutezle activatie onder invlced 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 deoorgesneden (Kollar, 1953). Het ligt voor de hand te
veronderstellen, dat het uitblijven van luteale activatie onder in-
vliced van bronstgedrag van NC-&3 samenhangt met het ontbreken van
een M §1ftu cervix en vagina bij deze dieren, waardecor stimulatie van

de nervus pelvicus niet optreedt bij bronstgedragingen.
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Bij (RINC- &8 had dagelijks testen van bronstgedrag tot gevolg
dat de langdurige perioden van vaginale mucificatie en persisterende
CL in de ovariumtransplantaten uitbleven. Het leek er derhai#e op,
dat luteale activatie, waarmee bovengencemde verschiinselen samen-
hingen, door dit gedrag werd voorkomen. Spies & Niswender (1971) be~
schreven, dat bronstgedrag bij cyclische vrouwelijke ratten na bila-
terale deorsniiding van de nervusg pelvicus, weliswaar geen afgifte van
prolactine ;en daardoer luteale activatie - verocrzazakte, maar wel ge-
volgd werd door afgifte van FSH en LH. Het zou derhaive kunnen bete-
kenen dat luteale activatie bij (RINC-3& samenhangt met specifiéke 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 cyclische ovariwnactiviteit im NC-33

Het relatief vroeg ophouden van cyclische ovariumactivitelt in

NC-Jd werd eerder eveneens beschreven door Yazaki (1860) en Harris
(1964}, Uit de morfologie van ovariumtransplantaten welke op verschil-
lende tijden na transplantatie uit NC-83 waren verwijderd, concludeer-
de Cambell (1966) eveneens dat een dergeliik proces op meest treden.
Schindler & Wagner (1969) beschreven zeer langdurige cyclische ovari-
umactiviteit in NC-3& met ovariumtransplantaten, doch gaven geen ova-
riummorfologische details.

Ophouden van cyclische ovariumactiviteit in vrouwelljke ratten
kan cp verscheidene manieren bewerkstelligd worden: deoor constante be-
lichting (Browman, 1937), laesies v&6r 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, 1861; Aschheim, 1964) somtijds
echter al op een leeftijd van + 150 dg. (Everett, 1939). In dieren met
alleen getransplanteerd ovariumweefsel kan cyclische ovulatie cphou-
den tengevolge van een slechte conditie van het transplantaat (Everett,
1961; Anderson et al., 1963). In onze experimenten met NC-33 leek
een slechte toestand van het getransplanteerde ovariumweefsel als di-
rekte aanleiding veoor het cphouden van cyclische ovariumactiviteit on-
aannemeliik, aangezien cyclische ovariuhactiviteit in neonataal geova-
ri8ctomeerde vrouwelijke ratten gedurende een veel groter aantal cyeli
aanhield. Bovendien hield cyelische ovariumactiviteit in (RINC-8& tot

meer dan een jaar san, ondanks het gering aantal cycli. De leeftijd
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van de NC-34 leek niet de beperkende factor. Terwijl alle {(RU)INC-a@3
waarin ovariumtransplantatie op een leeftijd wvan 30-60 dagen had plaats-
gevonden opgehouden hadden met cyclische ovariumactiviteit cp een leef-
tijd van 170 dagen, kon implantatie van een ovarium op latere leeftijd
nog gevolgd 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,1984a) doet vermoeden, dat het vroegtijdig ophouden van cy-
clische ovariumactiviteit in neonataal gecastreerde mannelijke ratten
wellicht verband houdt met de in de algemene inleiding gencemde 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 (RUINC-34 en die in vrouwelijke ratten , welke

op dag 5 een injectie met 10 ng TP hadden gehad (Gorski, 1969). Wel-
licht zou gesteld kunnen worden, dat de perinatale testishormenen in
NC-33 een effect hebben op het ovulatiemechanisme, dat ongeveer

equivalent 1s met dat van 10 ug TP op dag 5 aan vrouwelijke ratten.

§ & Cyelische ovariumactivitett in ancvulatoir geworden NC-33

Het bleek mogelijk met diverse stimulide afgifte van een ovula-

toire hoeveelheid gonadotropine in anovulateoir geworden NC-&4
tot stand te brengen. De aldus experimenteel tot stand gebrachte ser-
ste ovulatie werd in een aantal gevallen gevolgd door hernleuwde
spontane, cyclische ovariumactiviteit. Deze resultaten bevestigen het
in de vorige paragraaf beschreven vermeceden, 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 progestercn, functionele activiteit vertoonden.
Injectie van progesteron in anovulatoire vrouwelliike ratten ~ waarin
anovulatie werd vercorzaakt door hypothalamuslaesies (Greer, 1953) of
een stamkenmerk was (Everett, 1540} - 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 gevelg (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). Aangaande
het mechanisme van luteale activatie door progesteron in het laatste
geval maakte Everett (1963) waarschijnliik, 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 geveoeligheld werd met name verondersteld
voor mechanische stimulatie van cervix en vagina.

In eerdere experimenten (exp.8) bleek duidelijk dat stimulatie
van het genitale gebied, zoals wellicht gebeurde tijdens 'copulatie!
van bronstige NC-38 met intacte 84, geen luteale activatie veroor-
zaakte. Verder werd inductie van ovulatie en CL-vorming in anovula-
toire NC-33 op andere wijze dan door injectie met progesteron niet
gevolgd deoor luteale activatie,

Het lijkt dan ook aannemelijk, dat luteale activatie na induc-
tie van ovulatie met progestercon een specifiek effect van progestercn
is, dat niet door verhoogde gevoelipheld voor exteroceptieve stimuli
veroorzaakt wordt. Dit experiment ondersteunt dan ook veeleer de ver-
onderstelling, dat progestercn een bevorderende werking heeft 6p de af-
gifte van prolactine (Alloiteau, 1982; Zeilmaker, 1985; Everett, 1968),
dat op zijn beurt verantwoordelijk is voor initiatie van lutea-

le activiteit.

Een copmerkelijk resultzat van experiment 9 was, dat de
'copulatiestimulus' bij anovulatoire NC-dd als trigger kon fungeren
van de afgifte van een ovulatoire hoeveelheid gonadotropine . Aange-
zien, zoals in experiment 6 werd geconcludeerd,'copulatie'’ van NC-&8
niet gepaard gaat met specifieke genitale stimulatie, 1ijkt 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 eyeclische vrouwelijke ratten na doorsnijding
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van de nervus pelvicus weliswaar nlet pseudozwanger worden na copula-
tie, maar wel verhoogde afgifte van FSH en LH verionen.

Cyclische vrouwelijke ratten kunnen eveneens reflectorisch cvu~
leren onder invlced van de copulatiestimulus {(Everett, 1952); anovu-
latoire vrouweliijke ratten ook, voor zover de anovulatoire conditie
het gevolg is van constante belichting (Dempsey & Searles, 1343), of
van necnatale 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 onderzecchte (RUINC-JF ({gwanson & van
der Werff ten Bosch, 1964; Everett, 1967; Zarrow & Clark, 1968; Kaira
& Sawyer, 1%70; Hardy, 1970). Fet is dan ook niet uitgesloten’dat
verschillende mechanismen aan ovulatie na 'copulatie' bij NC~338 en

vrouwelijke ratten ten grondslag liggen.

SAMENVATTING

1. NC-3d4 kunnen 5-daags cyclische ovariumactivitelt vertonen, ver-
gelijkbaar met die in vrouwelijke ratten. Op de dag van pro-ces-

trus is er een 'kritische periocde' voor de afgifte van ovulatoire go-

nadotropine ; deze periode beslaat ongeveer dezelfde uren als die in

vrouwelijke ratten.

2. NC-dd van de (R)stam vertonen naast 5-daags cyclische ovarium-
activiteit ook langdurige perioden met luteale activiteit. In

dit opzicht vertoont ovariumactiviteit in (RINC-323 een nauwere over-~

eenkomst met die in seniele (R)—QQ dan met die In jong-velwassen

(R)*QQ

3. Gedurende ledere cyclus wordt bij NC-44& een groter 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 wvan dit

geslachtsverschil ligt wellicht in de prenatale levensfase.
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4. Cyclische ovariumactiviteit houdt in NC-34 na een beperkt aan-
tal eycli op. In ovariumweefsel in anovulatoire NC-34 kan her-
nieuwde cyclische ovariumactiviteit worden verkregen door diverse ex-—

perimentele ingrepen.

5. De verschillen in ovariumactiviteit van NC-34 en normale vrouwe-
lijke ratten, gencemd onder 2 en Y4, houden wellicht verband met
de perinatale blootstelling van NC-&¢ aan testishormonen; onder in-
vliced van deze hormonen is het ovulatiemechanisme wellicht gefixeerd
geraakt in eesn toestand tussen die van normale mannelijke en vrouwe-

1lijke ratten.

HOOFDSTUK 5 : REGULATIE VAW LUTEALE ACTIVITEIT IN NC-3d

INLEIDING

De CL van 5-daags cyclische, vrouwelijke ratten zijn 'niet -
functicneel' dat wil zeggen : zij produceren niet voldoende proge-
steren 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 activitelt vertonen. Dergellijke perioden met
lutezle activiteit worden 'pseudozwangerschap' genoemd {Long & Fvans,
1922). Pseudozwangerschap kan onder invloced van verscheidene stimuli
verkregen worden. De cudste, 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 hypofysewsefsel, gedurende tenminste de eerste da-
gen na ovulatie (Alloiteau, 1958); raéerpine-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 dor-
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somedlale hypothalamus van vrouwellijke ratten (Everett & Quinn, 1966)
en andere.

Opvallend in al deze experimenten was, dat de duur van de pseudo-
zwangerschap vrijwel onafhankelijk was van de wijze, waarcp deze werd
geInduceerd, en voortdurend 13-15 dagen bedroceg.

De duur van perioden van pseudozwangerschap kon evenwel verlengd
worden door uterusextirpatie, inductie van deciducomverming 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 bovengencemde stimuli voor induc~
tie van luteale activiteit werd door Zeilmaker (19623 19633 196L4) en
Zeilmaker et al. (1967} onderzocht bij AC-84 en TP-gg.

De onderzoekingen toonden aan, dat injectie van reserpine acti-
vatie van kunstmatig gelnduceerde CL tot gevelg had. De activering
hield aan zolang als reserpine werd ingespoten; injectis van ressrpine
had nooit de initiatie van een periode van constante duur met luteale
activiteit tot gevolg. CL-activatie werd eveneens waargenomen onder
invlced van door ectopisch hypofysewsefsel geproduceerd prolactine;
de luteale activiteit leek bij voortdurende aanwezigheid van hypofyse~
weefsel gedurende onbeperkte tijd aan te houden. Verwlideren van de
ectopilsche hypofyse had onmiddellijk sphoudern van luteale activiteit
in AC-@8 tot gevolg; het effect wian deze Ilngreep bij TP-go was moei-
1iik te interpreteren.

Mechanische stimulatie van cervix en vagina van TP-¢¢ had geen
induetie van luteale activitelt tot gevolg, alhcewel de dieren tij-
dens het stimuleren w8l duidelijke reacties in gedrag (i.c. lordose)
vertoonden (Zeilmaker, 1964). .

Elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus van
TP-po 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 'vrouweliik' type zich ontwikkelde bij afwezigheid
van neonatale testisfunctie of substitutie hiervan en een 'mannelijk!'

type bij aanwezigheid van een dezer factoren en (3) dat necnatale dif-
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ferentiatie met betrekking tot ovulatlie in nauw verband stond met neo-
natale differentiatie met betrekking tot regulatie van luteale acti-
viteit.

Deze veronderstelling werd ondersteund door recente sxperimenten
van Neill (1972). Deze auteur beschreef een 'surge mechanism' van se-
cretie van prolactine, welk hormoon bij ratten het luteotrope hormeoon
bij uitstek is. Dit mechanisme kon in geovariéctomeerde vrouwelijke
ratten geactiveerd worden door exogeen geinjecteerd OB. Een dergelijk
'surge mechanism' kon op gelijke wijze geactiveerd worden in NC~-d8 3
daarentegen kon het niet worden geactiveerd in geovariéctomeerde TP-g9
en in AC- 348 .

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 veor het ovulatiemechanisme.

Een impliciete aanname in een dergelijk schema is, dat NC-@g@
van de geslachtsverschillende aspecten van luteale activitelt het
'vrouwelijk' type zouden vertonen onder de juiste experimentele om-
standigheden.

Om de validiteit van deze aanname te cnderzoeken, werd getracht
om kenmerken van regulatie van luteale activiteit in NC-3@ te defi-

niéren.

MATERTAAL EN WMETHODEN

De proefdieren en hun omstandigheden, alsmede de uitvoering van
necnatale castratie en implantatie van ovarium- en vaginaweefsel,

waren hetzelfde als beschreven in hoofdstuk .

Ectopische implantatie van hypofyseweefsel en verwijdering van het
ectopisch hypofysetransplantaat.

De gehele hypcefyse van een volwassen mannelijke of vrouwelijke
donor werd onder het nierkapsel gebracht. Bij AC-33 werd de ecte-

pische hypofyse tegelijkertijd met het ovariumtransplantaat inge-
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bracht. Bij NC-J&8 werd de operatie uitgevoerd, als dagelijkse vagina-
uitstrijken hadden aangetcond, dat de dieren spontaan cyclische
ovaritmactiviteit vertoonden.

Het hypofysetransplantaat werd verwljderd door het met een
irjidectomieschaartije los te knippen van het omringende nierkapsel en
vervolgens met een pincet te verwijderen. Bloeding 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 reiatief grote blecedvaten zichthaar, die de bloedvoorziening
van de getransplanteerde hypofyse verzorgden.

Bij autopsie werd onderzocht, of het transplantaat volledig
was verwijderd; daartoe werd het nierweefsel onderzocht op eventuele

resten onder een binoculair-microscoop.

Elektrische stimulatie van de ventromediale hypothalamus (ES-VMN)

Een bipolaire, concentrische elektrode werd met behulp van
genl stereotactisch instrument zodanig in de hersenen geplaatst, dat
de punt zich in de ventromediale hypothalamus bevond. De gebruikte

codrdinaten volgens het systeem van De Groot (1959) waren:

voor-achter : + 6.0 mm
onder~boven : schedelbasis + 0.5 mm
links-rechts : 0.3 mm.

Bij autopsie werd de Iokalisatie van de elektrode onderzocht aan
de hand van micrascopische preparaten van de hypothalamus.

De stimulus bestond uit rechthoekige, bifasische pulsen, afkomstig
ult een specizal 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 u& pulshocgte), als eerder effectief bleken om
bij vrouwelijke ratten pseudozwangerschap te induceren { Everett &

Quinn, 1966; pers. waarn.).
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Criteria voor luteale activiteit

De velgende kenmerken werden karakteristiek geacht voor luteale
activiteit:

Mueificatie van uiltstrijk en epithesl van getransplantesrd vagina-

weefsal

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,
1986).

Mucificatie van getransplanteerd vagina-weefsel na 3 dagelijkse

injecties van 25 ug OB

Als OB wordt geinjecteerd zal vagina-weefsel gaan prolifereren
en cornificeren; bij aanwezigheid van progesteron wordt het cornifi-
cerende effect verhinderd en treedt uitgebreide mucificatie op. Deze
test voor luteale activiteit werd door verscheidene auteurs In di-
verse experimentele omstandigheden toegepast (Astwood, 1941; Everett,
19563 Zeilmaker, 1964; Rothchild, 1985),.

Aarwezigheid van grote, eosinofiele CL in ovariumtransplantaten

bij afweaigheid van morfologische tekenen van 5-daagse aycli-

sche cvariumactivitert.

De veranderingen in ovariumtransplantaten gedurende de 5-daagse
cyclus met niet-functionele CL werden eerder beschreven. Uitgangépunt
voor dit criterium van luteale activiteit zijn de waarnemingen, ver-
richt aan niet-functionele en functicmele CL door Long & Evans (1922).

Deeiducomuorming in getransplanteerd uterusweefsel.

De vorming van deciducmen wordt algemeen gebruikt als meest spe-
cifieke indicator van luteale activiteit. In oriénterende experimen-
ten werd getracht deciducomvorming te verkrijgen in getransplanteerd
uterusweefsel in vrouwelijke dieren. De resultaten waren echter niet
eenduidig. Derhalve leek het niet mogelijk deciducomvorming in getrans-—
planteerd uterusweefsel te gebruiken als kenmerk van luteale activi-

teit in mannelijke dieren.
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Duur van een fase met Luteals activitelt

De duur van een fase met luteale activitelt werd berekend door
telling van het aantal dagen vanaf dicestrus-l (= dag 1) tot en met
de eerstvolgende dag met geheel of gedeeltelijk gecornificeerde uit-

strijk, geveolgd deor een uitstrijk met leukocyten.

RESULTATEN

exp.1 Spontane luteale activiteit iIn (RINC-3S

Onderzoek van dagelijkse uitstrijken van vaginatransplantaten
van alle {(in totaal 80} onderzochte cyclische (RINC-gd wees uit, dat
naast 5-daagse cycli ook intervallen met vaginale mucificatie voor-
kwamen tussen opvelgende covulaties. Bij sommige dieren kwamen derge-
1lijke intervallen slechts incidenteel voor, bij andere dieren werden
slechts incidenteel 5-daagse cycli waargenomen.

De microscopische morfolegie van vaginaz-epitheel
gedurende pericden 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 grote, eosincfiele CL; de diameter van deze CL was
groter (tot 1,5 mm) dan die van CL tijdens de 5-daagse cyclus (tot 1.0
mm). Naast deze grote CL waren meestal restanten van CL van oudere
generaties zichtbaar. Tekenen van recente of op handen zijnde ovula-
tie werden nimmer waargencmen. De periode met vaginale mucificatie
werd be€indigd met het verschijnen van kernhoudende en/of verhoornde
epitheelcellen in de ultstriik, 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 &f preovulatoire &f ovulatoire follikels te bevatten alsmede te-

kenen van luteclyse in de grote, eosinofisle CL. Drie ovaria, welke
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Figuur 8 a,b : Getransplanteerd vagina-weefsel in (RINC-33 gedurends
langdurige perioden met gemucificeerde vagina-ultstrijk
en na voorbehandeling met 3 = 25 ug OB.

8,a De injectlies met 0B werden gegeven vanaf de l6e dag met gemuci-

T ficeerde uitstrijk na de laatstwaargenomen ovulatie. Het onder

inviced van OB geproliferecerde vagina-epitheel 1s volledig verhoornd;

dit duidt ercp, dat de in het ovarium zanwezige CL slechts weinig
progesteron produceren.

8,0 De injectiss met OB werden gegeven vanaf de Be dag met gemucifi-
ceerde uitstriik na de laatstwaargenomen ovulatie. Het onder
invlced van OB geprolifereerde vagina-epitheel (vergelijk de toestand
van onbehandelde dieren zoals weergegeven in figuur 6) blijft gemuci-
ficeerd; dit duidt op progestercnproduktie door de in het ovarium

aanwezige CL.
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waren verwijderd op de onmiddelliik volgende dag met leukocytaire
uitstrijk, vertoonden basofiele CL als op dag 1 van de 5-dazagse cy-
clus. Het leek waarschiinlijk , dat uitstrijken met kernhoudende en/
of wverhoornde 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 ug OB gegeven
vanaf 6-12 dagen na ovulatie; bij geen van deze dieren was het vagina-
epitheel 72 uur na de serste injectie verhoornd; bij microscopisch

onderzoek toonde het uitgebreide mucificatie (fig.8). 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.8). Het lijkt aannemelijk, dat vagi-
nale mucificatie van (R}NC-38 tenminste in de eerste fase samenhangt
met productie van progesteron.

De gemiddelde duyur wvan 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~-Jd naast 5-daagse cyclische ova-
riumactiviteit ook perioden van constante duur met luteale activiteit
vertonen; aldus vertcnen (RINC~3J met ovariumtransplantaten een ver-
schijnsel, dat deoet denken aan spontane pseudozwangerschap van vrouwe-
lijke ratten; de gemiddelde duur van deze 'pseudozwangerschap’ bij
NC-34 is echter dubbel zo lang als die van normale vrouwelijke rat-

ten,

exp.2 Luteale activiteit in NC-33F na ectopische dmplantatiz van

hypofyseweefsel

Allereerst werd ovariumactiviteit bestudeerd na ectopische im-
plantatie van hypofyseweefsel bij 8 cyclische (RU)NC-34 en 5 (R)NC-
34 : deze laatste dieren hadden in de periode, voorafgaznd aan hy-
pofyse-implantatie, reeds spontane luteale activiteit vertoond, als

beschreven in exp. 1.
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% .
Tabel 10 : De duur van Luteale fasen in NC-J8 onder diverse
experimentele omstandigheden,

aantal duur

dieren in dagen
(R)NC-Jd met spontane &8 )88
luteale activiteit 13 26.0 (2.5)
(RINC-83 met ectapische 5 20 28.8 (8.0)
hypofyse
(RUINC-3¢ met ectopische g *® 2001 (8.7)
hypofyse
(RUINC-33 , waarvan de ecto-
pische hypofyse 6-10 dagen na 3 9.6 (0.4)
ovulatie weprd verwijderd
(R)NC-33 na ES-VMN B 25.5 (3.0}
anovulatoir geworden (RUINC-&3 8 25.2 (2.3)

na inductie van ovulatie
en Cl-vorming met progesterom

L : :
duur van luteale fase = periode tussen opvolgende ovulaties

er werden per dier meerdere luteale fasen gemeten (3-8 per dier)

ped standaardafwijking van de duur in dagen
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Bij geen van deze dieren trad na implantatie van de hy-
pofyse nog 5-daags cyclische ovariumactiviteit op. Ovarium- en vagina-
morfologie van 6 dieren tijdens perioden met mucificatie van dagelijk-
se vagina-ultstrijken, duldde op aanwezigheid wvan luteale activiteit,.

Langdurige perioden met vaginale mucificatie werden onderbroken
door korte fasen met leukocytenvrije uitstrijken, zoals op pro-cestrus
en oestrus, gevolgd door leukocytenrijke uitstrijken, zoals gedurende
de dicestrusdagen van de 5-daagse cyclus (tabel 2). Aan de hand van
ovariymmerfologische gegevens van 4 dieren werd vastgesteld, dat der-
gelijke uitstrijken duildden op de voraing van een nieuwe generatie CL
en regressie van de voorafgaande generatie. De gemiddelde duur van de
pericden tussen cpeenvolgende ovulaties bedroeg bij de (RUINC-3& 20.1
dg, bij de (R)NC-J3 28.8 dg {(tabel 10). De spreiding in de duur was
voor beide groepen relatief groot, nl. 30 %.

Yervolgens werd bij 7 zndere (RUINC-33 het effect bestudeerd
van verwiidering 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 bovengencemde 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 ommiddellijk ophouden van luteale activiteit tot gevolg. De va-
gina~-uitstrijken van deze dieren tcoonden op de derde dag na de in-
greep een 'pro-ocestrus'-beeld, op de vierde sen '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; daarnzs volgden eveneens 5-daagse cyclische veranderin-

gen{tabel 10).

Geconcludeerd wordt, dat cyclische NC-34 opeenvolgende fasen met
luteale activitelt kunnen vertonen bij aanwezigheid van ectopisch hy-
pofyseweefsel. De sprelding in de duur van dergelijke luteale fasen
is echter relatief groot.

De aanwezigheid van ectopisch hypofysewsefsel gedurende de eep-
ste dagen na ovulatie in cyclische (RUINC-3& 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 gitu hypofyse.
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exp.3 ‘Copulatiestimulus' en luteale aetiviteit in N(-3S

Zoals reeds eerder beschreven {hoofdstuk 4; exp. 6.3) werd bronstge-
drag van cyclische (RUINC-33 nooit gevolgd door onderbreking van de
5-daags cyclische ovariumactiviteit: bronstgedrag leidde niet tot
luteale activiteit bij deze dieren.

Bij (RI)NC-38 , die spontaan luteale activiteit vertoonden, leid-
de bronstgedrag tot het uithlijven van deze luteale activiteilt {(tabel
8).

Bij anovulatoir geworden NC-3d wvan belde groepen kon bronstge-
drag leiden tot herniewde CL-vorming in de anovulatolve ovaria; lu~
teale activatie trad onder deze omstandigheden niet op (hoofdstuk 4

exp.9).

Geconcludesrd wordt, dat bronstgedrag van cyclische NC-3d niet
leidt tot luteale activering. De resultaten met {RINC-&3 +tonen aan,
dat bronstgedrag eerder het optreden van luteale activiteilt ver-

hindert.

exp.4 Effect van ES-VMN op de ocestrus-dag op ovaviumaetiviteit in
NC-3g

Cm te onderzoeken, of luteale activiteit kon worden geinduceerd
door ES-VMN van cyclische NC-3@ , werd deze stimulus gegeven aan
(R)NC-34 op de ocestrus-dag. Voor deze proef werden slechts dieren ge-
bruikt, die in de pericde ommiddellijk voorafgaand aan het experi-
ment, minstens twee 5-daagse cycli achter elkaar hadden vertoond. De
cestrus~dag werd gekozen, omdat vrouwelijke dieren op deze dag het
meest gevoelig zijn voor allerlei stimuli, die luteale activiteit te-
weeg kunnen brengen {Everett, 1964L)}. ES-VMN werd dcor luteale activi-
teit gevolgd bij 6/8 dieren; schijnstimulatie werd gevolgd door lu-
teale activitelt bij 1/6 disren. De aldus geinduceerde luteale fase

hield gedurende gemiddeld 25.5 dg aan {(tabel 10).

Geconcludeerd wordt, dat ES-VMN bij NC-34 luteale activiteit
kan induceren; deze lutesle activiteit houdt aan gedurende eenzelfde

periode, als waargenomen in vovrafgaande experimenten.
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exp. 5 Luteale activiteit in anovulatoir geworden (RUINC~3&

Zoals beschreven in hoofdstuk ¥ (exp. 1~3) treden enige tijd na
ovariumimplantatie in NC-g34 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 follikelriiping 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 &énmalige injectie van 2.5 mg
progesteron in anovulatoire (RUINC-3S (hoofdstuk Y4; 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 (RUINC-3¢ niet gepazrd gaat met ingrijpende
veranderingen in het mechanisme, dat de duur wvan luteale fasen in

NC-dg hepaalt.

DISCUSSIE

§ 1 FEen "vrowwelijk type’ regulatie van luteale activiteit in NC-gg 7

Bovengenoemde experimenten tonen aan, dat regulatie van luteale
activiteit in NC-34 met ovariumtransplantaten vrouwelijke kemmerken
vertoont met betrekking tot de volgende aspecten:

a. Constante duur van luteale fasen onder verschillende experi-
mentele omstandigheden.

De gemeten variatiecoéfficiénten in 4 van de 6 in tabel 10 weer-
gegeven proefgroepen bedroeg minder dan 12 %. Slechts bij voortdurende
aanwezigheid van ectopisch hypofysewesefsel was het resultaat verschil-
lend en werd de variatieco@fficiént meer dan 30 %. Dit laatste resul-
taat is verschillend van dat, verkregen onder scortgelijke experimen-

tele omstandigheden in vrouwelijke ratten (Alloiteau, 1958; Quilligan
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& Rothchild, 1950).

b. Inductie van een fase met luteale activiteit van gedefineerde
duur cnder invloed van de aanwezigheid van ectopisch hypofyse-
weefsel gedurende de eerste tijd na ovulatie.

Aangezien luteale activiteit in ratten afhankelijk is van voortduren-

de stimulatie van CL deoor prolactine (Everett, 1956; Zeilmaker &

Carlsen, 1962), mcet het cnderhouden van luteale activiteit na extir-

patie van de ectopische hypofyse veroorzaakt worden door prolactine-

secretie door de tn situ hypofyse. Deze kan blijkbaar onder invlced
van de werkzaamheid van de ectopische hypofyse gedurende de esrste da-
gen na ovulatie een afgiftepatroon van gonadotropine gaan verteonen,
zoals normaal bij luteale activiteit optreedt. Hetzelfde verschijnsel
werd waargenomen bij vrouwelijke ratten (Allciteau, 1958)3 na extir-
patis van ectopisch hypofyseweefsel in AC-44 houdt luteale activi-

teit onmiddellijk op (Zellmaker, 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-zwangsrschap te initidren

(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, 1955) kon worden waarge-
ncmen, In het boven beschreven experiment werd geen poging ondernomen
om enerzijds de mogelijke specificiteit van lokalisatie van de elek-
trode in de VMN te onderzoeken, anderzijds om ock het verschijnsel

'delayed pseudcpregnancy' te verkrijgen.

Als zodanig is dit resultaat dan ook slechts een summiere aanduiding

van een 'vrouwelijk type' effect van ES-VMN in NC-&§ . Het resultaat

staat echter in duidelijk contrast met resultaten van soortgelijke
experimenten in TP-pp (Zeilmaker et al., 1987) en AC-38 (hoofdstuk

5).

d. Afwezigheid van inductie van luteale activiteit door bronstge-
drag, als dit gedrag niet tevens leldt 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 gen normale

(¢ en d: transversale doorsnede] en een neonataal gecastreerde

(a en b: Longitudinale doorsnede) mannelifke 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 leeftiid van beide dieren ongeveer 6 mnd.).
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het -tot stand komen van de ejaculatie-reflex {Aronscn & Cooper, 1968},
deze afferente prikkels worden naar het CZS geleid via de nervus dor-
sqlis penis, welke via de mervus pudendus nasr het ruggemerg loopt.
Aangezien bij NC-J3 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 glane het CZS bereiken.
Aldus is het niet aannemelijk, dat 'copulatie'! wvan NC-&8 tot
specifieke stimulatie leidt van zenuwen die ofwel bi] vrouwelijke

(nevvus pelvicus) ofwel bij mannelijke (nervus dorsalis penis) dieren

een belangrijke rol spelen bij inductie van pseudozwangerschap (Kollar,

1953} resp. ejaculatie (Aronson & Cooper, 1958},

&, De duur van luteale fasen leek echter een aan NC-3F eigen ken-
merk te zijn.

Deze duur bleek gemiddeld ongeveer tweemaal zo lang als de duur van

pseudozwangerschap in normale vrouwelijke ratten. Pericden met lute-

ale activiteit van 27-31 dg, als beschreven in exp. 2, komen bij

vrouwelijke ratten nauwelijks voor {Bruce, 1858; Rothchild, 1960;

Takahashi & Suzuki, 1971). In een studie, waarin ononderbroken lute-

ale activiteit gedurende 34 dagen werd beschreven, verkregen door ver-

lengde lactatie (Canivenc & Mayer, 1953}, werd waarschiinlijk onvol-
deende 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-4d verantwoordelijk kunnen zijin:

1. de afwezigheld van uterusweefsel; de duur van pseudezwangerschap

in gehysterectomesrde vrouwellijke ratten bedraagt 18-25 dg (An-
derscn et al., 1967);

2. de transplantaatconditie van het ovarium; het is beschreven, dat
de duur van pseudozwangerschap in vrouwelljke ratten met slechts
getransplanteerd ovariumweefsel over het algemeen langer is dan
die van normale ratten (Anderson et al., 1967);

3. het groter aantal CL, dat per cyclus in NC-&3 wordt gevermd.

Voor deze laatste aanname zijn echter geen experimenteel getoetste argu-

menten aan te voeren, De duur van pseudozwangerschap in normale

vrouwelijke ratten 11{kt onafhankelijk van - toevallige - variaties

in de aantallen CL; unilaterale ovariectomie in het begin van pseudo-
zwangerschap heeft geen effect op de duur van de pseudozwangerschap

(De Geeef, in voorber.).
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Op grond van bovenstaande gegevens lijkt het megelijk om het ver-
schil in de duur van luteale activiteit bij NC-&3 en bij normale
vrouwelijke ratten terug te brengen tot bovengencemde factoren; geen
van deze factoren lijkt primair te maken te hebben met condities van
regulatiemechanismen binnen het CZS,

Het 1lijkt verantwoord om te concluderen, dat NC-384 een 'vrouwe=

1ijk" type regulatiemechanisme hebben van de duur van luteale activi-

telt.

§ 2 Initiatie en onderhoud van luteale cetiviteilt

Luteale activiteit, aangezet door de aanwezigheid van een ecto-
pische hypofyse gedurende de eerste dapgen na ovulatie (exp.2) of deor
ES-VMN, hield gedurende de zan NC-JF eigen periode van 20 - 30
dagen aan. Deze experimenten tonen aan, dat, als initiatie wvan luteale
activiteit door sen exogene stimulus eemmaal heefi plaatsgevonden het
verschijnsel door endogene interactie van CZS, hypofyse en ovarium in
stand gehouden kan worden. De exogene, initiérende stimulus is slechts
gedurende een beperkte pericde vereist.

Soortgelijke resultaten werden verkregen met dergelijke experimenten
in vrouwelliike ratten (Alloiteau, 1958; Everett & Quinn, 1966). Daar-
entegen bleek bij experimenten met AC-38 (Zeilmaker, 1363), dat de
exogens stimulus van luteale activiteit voortdurend asanwezig moest
zijn om luteale activiteit In stand te houden; een end?geen mechanis-
me om luteale activitelt te onderhouden kon niet worden aangetoond.

Resultaten met vrouwelijke ratten wezen uit, dat de initiérende
stimulus van luteale activiteit wellicht niet altijd via hetzelfde
mechanisme luteale activiteit induceerde. Terwijl biiv. injectie van
progesteron {Rothchild & Schubert, 1363) of reserpine (Barraclough &
Sawyer, 1959) slechts op bepaalde dagen van de cyclus tot luteale ac-
tiviteit leidde, blesk ES-VMN pedurende 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 activitelt aanleliding geven (Zeilmaker,
1365). In al deze gevallen blijft pseudozwangerschap gedurende 13-

15 dagen onderhouden.
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Het is dus mogelijk, dat er voor Initiatie en onderhoud wan lute-
ale activiteit verschillende mechanismen zijn en dat een uniform 'on-
derhoudsmechanisme' deor een van de 'Initiatiemechanismen' op gang
kan worden gebracht.

In verband met bovengencemde inductie van luteale activiteit bij
NC-38 door ES-VMN is het wellicht van belang op te merken, dat in de
gekozen preoefopzet 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, zcuden het onderhouds-
mechanisme eveneens kunnen activeren, waardoor een ongeveer 26 dagen
durende luteale fase verschiint. Het 1lijkt werselijk het probleem
nader te onderzoeken aan de hand van het model van de 'delayed pseudo-
pregnancy ' {Zeilmaker, 1965), waarmee het beter mogelijk lijkt het
mechanisme van initiatie en onderhoud van luteale activiteit te schei-

den (Quinn & Tverett, 1867; Everett, 1868).

§ 3 OSpontane luteale aqctivitett in (R)NC-3¢@

In de discussie van hoofdstuk 4 werd gesuggereerd, dat spontane
luteale activiteit bij (RINC-&& samenhing met de werking van perina-
tale testishormonen in deze dieren. Dere verconderstelling zal hier
nader worden toegelicht.

Het verschijinsel 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 (las~
sies resp. tumoren - Richter, 1957). In beide gevallen lijkt verho-
ging van de bloedspiegel van prolactine tengevolge van gehele resp.
gedeeltelijke hypothalamus-hypofyse ontkeppeling 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 spoatane pseudozwangerschappen bleek bij sommige stammen van rat-
ten op te treden tussen een periode met normale cyelischs ovariumacti-
viteit en polyfolliculaire anovulatie. Anders dan de in bovenstaande
alinea gencemde dieren vertonen seniele.gg naast pseudozwangerschappen

ook S-daagse cycli (pers.waarn.),bovendien kan een kortdurende ingreep
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- eenmalige injectie met ergocornine - het verschijnsel van spentane
pseudozwangerschappen veor lange tijd deen verdwijnen (Aschheim, 1966}).
Het 1ijkt dan ook niet waarschijnliik, dat aan spontane pseudozwanger-
schappen wan seniele vrouwelijke ratten een permanent verhocogde secre-
tie van prolactine ten grondslag ligt. Het mechanisme kan zeer ver-
schillend zijn van dat, waardoor spontane pseudczwangerschappen in
dieren met hypothalamuslaesies of hypofysetumoren veroorzaakt worden
(zie ool par.2, hieraan voorafgaand). .

Aangezien seniele vrouwelijke ratten naast pseudozwangerschappen
ook 5-daagse cycll 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 verlcpen
en dat resulteert in het ontstaan van &fwel niet-functionele &fwel
functionele CL.

Een concrest voorbeeld van een dergelijke factor zou kunnen zijn,
dat variatie in de voor ovulatie afgegeven hoeveelheid gonadotropine
gevolgen kan hebben op de beschikbaarheld van voor ovulatie geschikte
follikels, 5 dagen later; het is aangetoond, dat de ovulatie-induce-
rende gonadotropinen een belangrijke rol wvervullen in de rijping van
follikels voor de esrstvolgende ovulatie (Welschen, 1972). Het lijkt
waarschijnlijk, dat de hoeveelheid gonadotropine , welke in jong-
volwassen gp op de namiddag van pro-ocestrus veor ovulatle wordt afge-
scheiden, groter is dan de minimaal noodzakelijke (Labhsetwar, 1870).
Het is mogelijk, dat de aldus gecrederde 'veiligheidsmarge' kleiner
wordt bij ouderdeom, bijv. ten gevolge van verminderde peactiviteit
van het CZS-hypofyse-systeem (Labhsetwar, 1967). Bij sen kleinere
'veiligheidsmarge’ zouden relatief kleine variaties in de hoeveelheid
gonadotropine relatief grote veranderingen in effect op het ovarium
tot gevolg kunnen hebben.

In hoofdstuk 4 werd beargumentesrd, dat het covulatiemechanisme
van NC-4d reeds partidel vermannelijkt is onder invloed van perina-
tale testishormonen, Deze partiéle vermannelijking manifesteerde zich
op het niveau van het ovariumtransplantaat in vroeg ophouden van cy-
ciische ovariumactiviteit. Het zou kunnen zijn, dat deze partiéle ver-
mannelijking zich op het niveau van de afgifte van gonadotropine ma-
nifesteerde in verlaging van de voor ovulatie afgegeyen_hoeveelheid
gonadotropine . Op deze wijze zouden NC-33 dan ook een intermediaire

positie innemen tussen normale vrouwelijke ratten (grote hoeveelheid
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voor ovulatie afgegeven gonadotropine ) en AC-34 met een ovariumtrans-
plantaat (geen voor ovulatie afgegeven gonadotropine ). In experimen~
ten met vrouwelijke ratten in constante belichting, waarbij cyclische
ovariumactiviteit evensens na korte tijd ophoudt, werd een verlaging
van de hoeveelheid voor ovulatie afgescheiden gonadotropine inderdaad
waargenomen (Lawton & Schwartz, 1967; Daane & Parlow,.197l).

Een dergelijke verlaging van de voor ovulatie afgegeven hoeveel-
heid gonadotropine zou zich overigens stamafhankelijk kunnen manifes~
teren in een korte pericde met 5-daagse cyclische ovariumactiviteit,
(RUINC-3¢ , of in het optreden van luteale activiteit naast &-daagse
cycliciteit,(R)NC-33 . Opvallend is, dat (RU)—QQ en (Ri-g¢ in de
seniele levensfase een overeenkomstig verschil in cvariumactiviteit
vertonen (zie Materiaal en Methoden bij hoofdstuk ).

Het iswellicht interessant te vermelden, dat Pfeiffer {(1936)
pseudozwangerschapachtige verschijnselen waarnam bij een aantal
vrouwelijke ratten, die ondanks neonatale testisimplantatie toch nog

cyclische ovariumactiviteit op volwassen leeftijd vertoonden.

§ 4 Luteale agotiviteit in anovulatoir geworden NC-33

Exp. 5 wees uit, dat anovulatcir geworden NC-33 nog luteale

fasen van voor NC-gg kenmerkende duur konden onderhouden. Klaarblijke-
1ijk had het mechanisme, verantwcordelijk veor het onderhoud van lu-
teale activiteit gedurende deze gedefiniéerde pericde, geen verander-—
ingen ondergaan, parallel aan de veranderingen in het ovulatiemecha-
nisme.

Aangezien echter, zoals werd beschreven in hoofdstuk 4 (exp. 8
en 9), anovulateire NC~3d hermieuwde oyclische ovariumactiviteit
kunnen vertonen, lijken ingrijpende veranderingen in het ovulatieme-
chanisme als corzaak van anovulatie nilet waarschijnliik.

Duidelijk is dan ook, dat de toestand van anovulatie in bovenge-
noemde NC~dd verschillend is van die van AC-3¢ : in deze dieren is
het niet mogelijk cyclische ovariumactiviteit te verkrijgen (Goodman,
1834; Quinn, 1966}, noch onderhoud van luteale activitelt gedurende

een gedefinigerde pericde {Zeilmaker, 1963).
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SAMENVATTING

1. NC-&3 kunnen onder verschillende experimentele omstandigheden
fasen met luteale activiteit vertonen; de duur van dergelijke lu~
teale fasen is constant en ongeveer tweemaal die van pseudczwangerschap
bij normale vrouweliike ratten. Het veprschil wordt wellicht veroor-
zaakt door (1} de afwezigheid van uterusweefsel in NC-33 ; (2} de
transplantaatconditie van het ovarium; (3) het groter 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 initiéren, die na weghalen van de

stimulus door het In situ CZS-hypofyse-systeem wordt onderhouden.

3. In de twee bovengenoemde opzichten vertoont luteale activiteit
in NC-23 nauwe gelijkenis met die in normale vrouweliike ratten

en verschillen met die in AC-4&43

4. (RINC-32 vertonen naast S5-daagse cycliciteit ook perioden

met spontane luteale activiteit na ovariumimplantatie. De spon-
tane luteale activiteit houdt wellicht verband met gedeeltelijke
'vermannelijking' van de aanleg van het ovulatiemechanisme in de

perinatale levensfase.

5. Ancvulatoir geworden NC-&@d kunnen luteale fasen van voor NC-338
karakteristieke duur vertonen. Anovulatie van NC-&3 wverschilt in

dit opzicht van anovulatie in AC-38
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HOCEDSTUK & : REGULATIE VAN LUTEALE ACTIVITEIT IN AC-3d EN TP-9@

INLEIDING

Regulatie van luteale activitelt in NC~8& (vorige hoofdstuk)} ver-
schilde in een aantal opzichten van luteale activiteit in AC-dd (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 mecha-
nismen van regulatie van luteale activiteit eveneens sprake zou zijn
van: (1) een ongedifferentiferde aanleg in de prenatale fase, die zich
(2) onder invloed van testishormonen of substitutie daarvan in de neo=
natale fase tot een (3) eindfase, welke van die in normale vrouwelijke
dieren verschilt (vergelijk fig. 1),ontwikkeldes.

Een cnmiddeilijke gevolgtrekking uit deze veronderstelling is,
dat TP-¢o , analoog aan de situatie van het ovulatiemechanisme (Brad-
bury, 1941), een 'mannelijk type’ regulatie van luteale activitelt
moeten vertonen.

Er doet zich een aantal problemen voor, waardoor het meoeilijk is
om deze gevolgtrekking experimenteel te verififren. Zo heeft afwezig-
heid van luteale activatie na cervicale stimulatie van TP-go {Zeil-
maker, 1964) ulteraard geen equivalent in AC-38

Zeilmaker (1964} beschreef verder, dat verwijderen van ectopisch
hypofyseweefsel bij TP-gp gedurende perioden met luteale activiteit
niet onmiddellidk gevolgd werd door hernieuwde vaginale cornificatie.

In esrdere experimenten met AC-33¢ (Zellmaker, 1963) was dit verschijn-
sel wél opgetreden. Het verschil tussen TP-29 en AC~33 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~pg ; de experimenten werden niet gedaan met
AC~dd . ES-VMN is bij normale vrouwelijke ratten wellicht een speci-
ficke manier om luteale activiteit te induceren (Quinn & Everett, 1967).

Everett et al. (1970) beschreven stamverschillende blcoedspiegels
van prolactine in TP-py . Prolactinesecretie komt in TP-gp waar-
schijnlijk tot stand onder invlced van de blootstelling

van de hypofyse aan oestrogene ovariumhormonen (Chen & Meites, 1970).



g2

Behalve stam-specifiek is het optraeden van prolactinesecretie in Tngg
wellicht ook afhankelijk van de duunr van blootstelling aan oestrogene
ovariumhormonen (Aschheim, 1962) en daardocr van de leeftiid. Aangezien
AC—d3 over het algemeen binnen 4 weken na ovariumimplantatie voor de
experimenten werden gebruikt is het niet aannemelijk, dat de duur van
blootstelling van de disren aan oestrogene ovariumhormonen voldoende
geweest zou kunmnen zijn om eveneens tot prolactinesscretie aanleiding te
geven.

Tn hoofdstuk 4 werd beschreven, dat het aantal CL per ‘'generatie’
in TP—gg kleiner is dan dat van AC-Jd¢ . Er zijn aanwijzingen, dat de
bloedspiegel van progestercn tijdens pseudozwangerschap in vrouweliike
dieren afhankelijk is van het aantal CL (Chatterjee & Harper, 1970;
de Greef, in voorber.). Het lijkt niet uitgesloten, dat verschillen in
bloedspiegels wvan progesteron tussen TP-QQ en AC-33 een weerslag hebbhben
op luteale activiteit in deze dieren.

Om te onderzoeken, of TP—QQ een 'mannelijk type' regulatie van
luteale activiteit vertonen, zal in eerste instantie worden getracht
dit 'mannelijk type' nader te definiéren. Vervolgens zal lutezle activi-
teit In AC-38 en TP—gg in een aantal experimentele omstandigheden
worden vergeleken. Onderzocht zal worden, in hcoeverre de bovengenoemde
verschillen tussen TP-gg en AC~-3& in regulatie van Juteale activiteit

tot uiting komen.

MATERTAAL EN METHODEN {zie hoofdstuk 2 +/m 5).

RESULTATEN

Exp. 1 Aetiviteilt van door ECS-POA geinduceerde CL im (RUJAC-33

De activiteit van CL, welke onder invlced van ECS5-POA in ovarium-
transplantaten in AC-338 werden gevermd, werd onderzocht aan de hand
van de morfologie van deze CL en van eveneens getransplanteerd vagina-
weafsel op verschillende tijdstippen na ECS-POA. Het onderzoek werd
gedaan met 38 AC-&JF ; ECS-POA werd bij ieder van de dieren gevolgd door

de vorming van terminste 12 CL {(cf, tabel 3).
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Dagelijkse uitstrijken var vaginatransplantaten wezen ult, dat de
permanente cornificatie van het vagina-epitheel vanaf de tweede dag na
ECS-PUA onderbroken werd voor de duur van 2 tot 5 dagen. De
vagina-uitstrijken. vertoonden gedurende die dagen een beeld als Dij
vrouwelijke ratten gedurende de divcestrus-fase {(tabel 2). Na deze

onderbreking trad opnieuw ononderbroken cornificatie op.

Tabel 11 : Structurele luteclyse van (L, die door ECS-FOA in 'ovarivm-
transplantaten in AC-J0 zijn geinduceerd.

tijd sinds aantal luteolyse-stadia
ECS-POA in dieren s
dagen 0 1 2 3

2 10 1Q
3 8 8
4 6 1 3 2
5 9 4 5
7
B 5 e 3
9

* - . .
de luteclyse-~stadia werden zan de hand van microscopisch
onderzosk als volgt gedefiniderd

stadium 0 ¢ geen tekenmen van structu-
rele luteclyse aanwezig.
1 : kleine haarden aanwezig van

luteinecellen met pykno-
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.

Microscoplsch onderzoek van onder het nierkapsel getransplanteerd

vaginaweefsel, dat 5 of mesr dagen na ECS~POA werd verwijderd, wees uit,
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Figuur 10 a~d : Structurele luteolyse van CL, welke onder inviced van
ECS-P0O4 in ovariumtransplantaten in AC-23 werden gevormd.

De overiumtransplantaten werden 3 (8,a), 4 (8,b), 5 (8,¢) en 6 {8,4)

dagen na ECS-POA uit de AC-JF verwijderd. Na 3 dagen zijn geheel op-

gevilde, bascfiele 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 inductle van ovulatie in opvallende mate vergelijkbaar

met dat van luteolyse van niet-functionele CL in $$ of WC-3g (fig. 5).
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dat de continue afgifte van slechts verhcornde cellen aan het opper-
vlak wvan het vaginale epitheel onderbroken was door 2-5 lagen met
kernhcudende 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 vanaf 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-3¢ worden gevormd, geen functionele activiteit vertonen.
De CL lijken structurele luteolyse te ondergaan volgens een definigers
baar patroen, dat nauwe overeenkomst met dat van niet-functionele CL
in 5-daags cyclische vrouwelijke ratten vertcont. De waarnemingen
doen vermoeden, dat het karakteristieke luteolyse-patroon van niet-
functionele CL in grote trekken onafhankelijk is van de mogelijkheld
tot spontane afgifte van ovulatoire hormenen.

Scortgelijke waarnemingen werden verricht bij TP-go ; ECS-POA
werd bij ieder dier door de vorming van 10 of 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-
PCA werden onderzocht, wees uit dat de structurele luteolyse nog nilet
was begonnen (tabel 12}; daarentegen werd deze w8l aangetroffen in

alle 3 ovaria, welke 9 dagen na ECS-POA werden onderszocht.

Geconcludeerd wordt, dat luteolyse wan CL, die in TP—QQ gevormd
woerden onder invloced 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-J33 . Met name 1ijkt
het erop, dat de luteclyse vertraagd verloopt in vergelijking met de
andere gevallen. De verhoogde prolactine-productie, welke in TP-go,
stamafhankelijk, kan worden waargenomen (Everett et al. 1970}, zou

hiervoor verantwoordeliik kunnen zijn.
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Tabel 12 : Structurele luteolyse in TP-99 en AC-33 0P verschil=
lende tijdstippen na ECS~POA.

tijd sinds
ECE-POA in TP-90 AC- 3¢
dagen T
4 0/6" 576
5 G /oy /9
9 3/ 13 5/5

¥ aantal dieren met structurele luteslyse in de door
EC5-POA geinduceerde CL / aantal onderzochte dieren

Fxp. 2 Luteale activitelt onder imvlcad van ectopisch hypofyseweefsel

Luteals activiteit bij voortdurends aanwezigheid van ectopisch
hypofyseweefsel werd bestudeerd bij 18 AC-8¢ , waarbij ECS-POA gevolgd
werd door de vorming van temminste 12 CL.

Bij alle dieren werd de permanente vaginale cornificatie vanaf de
tweede dag na ECS-POA verbroken; na enkele dagen met 'dicestrus'-uit-
strijken van het vaginale epltheel trad mucificatie van dergelijke
ultstrijken op.

De pericde met vaginale mucificatie eindigde meestal tamelijk
abrupt met het verschijnen van grote hoeveelheden kernhoudende epitheel-
cellen gedurende 1 dag, gevelgd door permanente cornificatie. Micros-
coplsch onderzoek van 6 ovaria gedurende de perioden met hernisuwde
cornificatie wees uit, dat de CL in regressie waren en dat hernieuwde
follikelontwikkeling ruimschoots aanwezlg was; ECS-POA gedurende deze
periode werd gevolgd door de vorming van een nieuwe generatie CL: bi]

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
EC3-POA tot de eerste dag, waarop hernieuwde volledige cormificatie
van de vagina-uitstrijk werd waargenomen. De aldus bepaalde duur van de
luteale fasen bij.bovengenoemde dieren was erg variabel en bedroceg

17 - 51 dagen; de mediane duur bedroeg 34 dagen (tabel 13).

Tabel 13 : Duwr van luteale f‘czserfs in eyclicche virowwelijke patten,
TP-gu en AC-32 onder Tmvloed van een ectopisch
gefmplanteerde hypofyse, afkomstig van een volwassen donor.

aantal duur van de luteale fasen

dieren - ‘ax
mediaan spreiding

cyclische 3 16 4 - 17

%
TF-QQ 18 28 14 - meer
dan 35
AC-33 18 34 17 - 51
L
AC-33 3 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 getransplanteerd.

Om te onderzoeken of de vaginale mucificatie verband hield met de
produktie van grote hoeveelheden progesteron door de CL werden aan &
dieren 3 dagelijkse injecties met 25 pg OB gegeven vanaf 7-1% 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 3u4~45 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 1ijkt
derhalve aannemelijk, dat cornificatie na OB-injecties cok optreedt,
indien nog geringe luteale activitelt aanwezig is.

Om te onderzoeken of de duur van de luteale fasen bij AC-38 af-
hankelijk was van de hoeveelheid gelmplanteerd hypofyseweefsel, werd
de boven verkregen duuwr vergeleken met die van dieren waarbij slechts
een halve hypofyse onder het nierkapsel was geImplanteerd. De duur
van de luteale fase was bij alle 5 onderzochte dieren veel korter dan

in de bovengencemde groep (tabel 13).

Geconcludeerd wordt, dat ectopisch hypofyseweefsel luteale ac-
tiviteit bij AC-3¢ 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 hoeveelheld 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 grote hoeveelheld gelnjecteerd OB tegen te gaan.

De duur wan luteale fasen, werd onder soortgelijke experimentele
cemstandigheden bestudeerd bij 18 TP-¢g 3 ECS-POA had de vorming van
tenminste 10 CL tot geveolg.

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-88 - bedroeg van 14 tot meer dan 35 dagen; de mediane duur he-

droeg 28 dagen (tabel 13).

Geconcludeerd wordt, dat luteale activiteit onder invlced van ecto-
pisch hypofysewsefsel in TP-gp minder lang aanhoudt dan in AC-33 .
Wellicht houdt dit verband met het kleinere aantal CL, dat in TP-29
na EC3-POA wordt gevormd {tabel 3).
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Exp. 3 Effect van het verwijderen van ectopisch hypofyseweefsel

op luteale agetiviteit

Om te onderzoeken, of het in gitu CLS-hypefyse-systeem lu-
teale activiteit, gelnduceerd door ectopisch hypofyseweefsel, kon
onderhouden, werd de ectopische hypofyse op verschillende tijdstip~
pen na ECS-POA bij 11 AC-83 wverwijderd (tabel 14}. Aan de hand van
dageliijkse vagina-uitstrijken kon worden vastgesteld, dat verwijderen
van de ectopische hypofyse onmiddellijk ophouden wvan luteale activi-
teit tot gevolg had. Het uitstrijkpatroon - 'pro-cestrus' op de derde,
'cestrus' wvanaf de vierde dag na de ingreep - is hetzelfde als ver-
kregen na onderbreking van luteale activitelt in vrouwelijke ratten
met ergocornine (Zeilmaker & Carlsen, 1962).

Schijnoperatie leidde niet tot ophouden van luteale activiteit

bij 4 dieren.

Geconcludeerd wordt, dat het onderhoud van luteale activitelt in
AC-33 bij aanwezigheid van ectopisch hypofyseweefsel geheel afhanke~
1ijk is van de werkzaamheid van de ectopische hypofyse; het <n situ~
CZS-hypofyse-systeem wordt niet onder inviced van Iuteale activiteit

geactiveerd tot langdurige secretie van prolactine.

Extirpatie van de ectopische hypofyse bij TP-gg¢ binnen 10 dagen
na ECS-POA werd niet onmiddellijk gevolgd door ophouden wvan luteale
activiteit (tabel 14). Na extirpatie op de zesde dag na ECS~PODA kon,
met behulp van 3 dagelijksé injecties met 25 pg OB, de secretie van
progestercn tot een week na de ingreep worden aangetoond (4 dieren).

De luteale activiteit hield evenwel onmiddellijk op, als de ecto-
Pische hypofyse 16-13 dagen na ECS-POA werd verwiiderd (tabel 14)}.
Rekening moet hierbij echter gehouden worden met het feit, dat na een
periode van 16~19 dagen bij een gedselte 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-g¢ na extirpatie van de ectopische hypofyse gedu-
rende pericden met luteale activiteit. Anders dan in bovengencemd ex-

periment kon hij echter geen persisterende luteale activiteit aanto-
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nen; het uitblijven van vaginale cornificatie werd volgens hem ver-

porgaakt door de geringe gonadctrope potentle van de hypofyse van

TPgg

Tabel 14

TP~o3 en AC-:*

Effect van verwijderen van de ectopische hypofyse of
injectie van ergocorning op luteale activiteit in

11 ac-3d verwijderen van luteale activiteit
sctopische hypofyse stopt onmiddellijk
6 - 19 dagen na
ECS-POA
4 OAC-g2 schijnoperatie luteale activiteit
6 -~ 7 dagen na houdt aan
ECS-POA
18 TP-gg verwljderen van luteale activiteit
' ectopische hypofyse houdt tot b - 11 dagen
& ~ 10 dagen na na de ingreep aan
ECS-POA
L TP—QQ verwijderen van luteale activiteit
ectopische bypofyse stopt onmiddellljk
16 - 19 dagen na
ECS-POA
5 TP-oo schijnoperatie luteale activiteit
+F
& - 7 dagen na houdt aan
ECS-POA
5 TP-go 1 mg ergocornine luteale qotivitett

ingreep

& - 7 dagen na
ECS-POA

effect

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 vercnderstelling te onderzosken, werd luteale
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activiteit bij aanwezigheld van ectopisch hypofyseweefsel in 5
TP-9g afgebroken door ergocornine. Aan deze dieren werd 6-7 dagen na
ECS-POA een &émnmalige injectie met 1 mg ergocornine gegeven.

Bij alle 5 dieren vertoonde de vagina-uitstriik drie dagen la-
ter een ‘pro-cestrus’-beeld en copnificatie vanaf de vierde dag na
injectie; derhalve werd mu hetzelfde beeld verkregen als na extirpatie

van de ectopische hypofyse bij AC-J4¢

Geconcludeerd wordt, dat luteale activifteit in TP-og, geInduceerd
door ectopisch hypofyseweefsel, onderhouden kan worden docr het m
gitu CZ8-hypofyse systeem, tenminste in de eerste 10 dagen na ECS-POA.

Dit zou wellicht veroorzazkt kunnen worden, doordat de im situ
hypofyse geactiveerd wordt tot secretie van prolactine onder invlced
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-gg , zoals reeds eerder bij exp. 1  genoemd.

Exp. 4 Effect van ES-VMN in AC-33

Om te onderzoeken of ES-VMN in AC-&3 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 activiteilt doocr een ectopische hypofyse, welke 48 uur na ECS-
POA werd geimplanteerd.

De merfologie van CL werd bestudeerd bij 22 AC-88 , waarbij ECS-
POA de vorming van tenminste 12 CL tot gevolg had. ES-VMN werd 24 uur
na LCS-POA gegeven, derhalve ten opzichte van ovulatie op hetzelfde
tijdstip als waarop ES-VMN in eerdere experimenten (hoofdstuk 5; exp.
4) aan NC-J3 werd gegeven. De CL-morfologie werd 5-8 dagen na ECS-
POA bestudeerd en vergeleken met die van diesren, welke geen ES~VMN
hadden gekregen (tabel 11).

Bij 6/22 dieren vertconden 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 lutec-
lyse wvan door ECS-POA gefnduceerde CL kan leiden. Aangezien structu-
rele luteclyse mede onder invloed van gonadeotropine tot stand komt,
{(Desclin, 19%8) iz het niet duidelijk of dit uitstel van luteolyse
het gevolg is van activering van CL door prolactine of van veranderin-
gen  1in secretie van gonadotropine onder invlced van ES-VMN. Getracht

werd om dit in een tweede experiment nader te analyseren.

Uitgangspunt veor 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, biijv.
door middel van een &&nmalige injectie met ergocornine (Zeilmaker &
Carlsen, 1962) doet ze geheel ten gronde gaan.

Het werd op grond van exp. % mogelijk geacht, dat ES-VMN bij
AC-38 tot kortstondige luteotrope stimulatie leidde. Dan zou ook ver~
wacht mogen worden, dat het met ES-VMN gedurende langere tijd na ECS-
POA mogeliik was om luteale activiteit deoor implantatie van een ecto-
pische hypofyse te onderhouden dan zonder ES-VMN of met alleen schijn-
stimulatie.

Bij 22 AC-3& werd ECS-POA gevelgd door de vorming van tenminste

12 CL. Vierentwintig uur na ECS-PLA werd Bfwel ES-VMN gegeven (12
dieren}, &fwel schijn-ES-VMN (8 dieren), &fwel geen stimulatie (2
dieren). Achtenveertig uur na ECS-PQA werd bii alle dieren een hypo-~
fyse onder het nierkapsel aangebracht.
Aan de hand van dagelijkse uitstrijken na deze operatie en ovarium-
morfologische gegevens bilj autopsie werden drie verschillende reac-
ties op de .experimentele procedure onderscheiden (tabel 15).

Het resultaat, verkregen in de gestimuleerde groep dieren was

niet verschillend van dat, verkregen in de controlegroep (tabel 15).

Gecconcludeend wordt, dat ES-VMN bij AC-dd , gegeven 24 uyur na
de inductie van CL-vorming door ECS~POA, sen uitstel teweeg kan breng-
en in de structurele luteolyse, Het 1lijkt echter niet waarschijnliijk,
dat deze uitgestelde regressie veroorzaakt wordt door luteotrope sti~

mulatie als gevolg van ES-VMN,
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Tebel 15 : Activering van (L in ovariumtransplantaten tn AC-35 door
ectopiseh hypefyseweefsel, dat 48 uur na ECS-POA wordt
geimplanteerd; effect van ES-VMH, 24 uur na ECS-FOA.

. ¥
Cl-activiteit onder invleed van
ectopische hypofyse:

T+t + 4]
ES-VMN 4 /12 5/ 12 3/ 12
schijn E5-VHN 2/ 10 77/ 10 1/ 10

of geen operatie

# luteale activiteit werd als volgt geklassificeerd:
+++ 1 B of meer dagen na implantatie van de ectopische hypofyse
veroorzaakten 3 dagelijkse injecties met 25 ng OB geen
cornificatie van evensens geimplanteerd vagina-epitheel.

+ 1 bovengencemde procedure veroorzaakts wel cormificatie van
gelmplanteerd vagina-epitheel, maar de CL vertonen op dat
moment nog geen structurele luteolyse.

0 : 10-14 dagen na ECS-POA ziin nog slechts atrofische CL
in de ovariumtransplantaten aanwezigs; vagina-uitstrijken
waren vanaf 6 - & dagen na ECS-POA opnieuw gecornificeerd.

DISCUSSIE

5§ I Nadere definiéring van het 'mamelijk type' rvegulatie van luteale

activitelt

Uit de boven beschreven experimentern kunnen de velgende kenmerken
van regulatie van luteale activiteit bij AC-34 worden afgeleid:
a. CL, die na ECS-FOA worden gevormd, vertonen geen luteale activi-
telt; de structurele luteclyse verloopt temminste in grote trekken
zoals die van nist-functionele CL in normale vrouwelijke ratten en

S-daags cyclische NC-g3 .
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b. Luteale activiteit, geinduceerd en onderhouden door ectopisch
hypofyseweefsel, kan zeser lang aanhouden; de duur van dergelijke
pericden met luteale activiteit is in sterke mate athankelijk van
de hoeveelheid ectopisch gelmplanteerd hypofyseweefsel. De periode
van luteale activitelt vertoont geen kenmerkende duur.
Daarentegen houdt luteale activiteit in wnormale vrouwelijke
ratten onder verschillende experimentele omstandigheden gedurende een

pertode met kenmerkende duwr aan.

a. Onderhoud van luteale activiteit in AC-3F is afhankelijk wvan de

voortdurende werkzaamheld 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 gronde; de dan in het ovariumweefsel aanwezige follikels kunnen
onder invloed van een adekwate, exogene stimulus een nieuwe generatie
CL vormen.

Daarentegen blijft bij vrowwelijke ratten bij voortdurende aan—
wezigheld van een excgene, luteotrope stimulus een endogeen mechanisme
werkzaam, dat met regelmatige intervallen luteolyse, ovulatie en

nieuwe CL-vorming bewerkstelligt.

d. Het is waarschijnliik niet mogelijk om door middel van stimulatie
van het CZS inductie van luteale activitelt te bewerkstelligen.
Daarentegen Kan Iluteale activiteit verkregen wordeh door elek-

trische stimulatie van gen groot deel van de hypothalams bij vrouwe-

1ifke rattewn.

ad a.

Dat CL, geinduceerd in ovariumtransplantaten in AC-44 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-uitstriiken resp. mor-
fologie van onder het nierkapssl getransplanteerd ovariumweefsel.

Exp. 1 in dit hoofdstuk maakte echter duideliik, dat de CL niet al-
lesn geen luteale activiteit vertoonden, maar cok dat ze wél een

luteolysepatroon vertoonden, dat tenminste in grote trekken overeen-
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kwam met dat van niet-functiomele CL in ncrmale vrouwelijke ratten.
Deze waarnemingen rechtvaardigen wellicht de uitspraak, dat de
regulatie van luteclyse van niet-functicnele 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 ovulatcire gonadotropine-afgifte gecorreleerd
kunnen worden,in de luteolyse van niet-functionele CL, maar dit betreft
een detall -nl. verschillen in accumulatie van lipoid materiaal in de
luteinecellen~ in de loop van de dag van pro-cestrus, 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 gedefiniderd worden. In AC-~JS
wordt luteale activiteit niet gedurende een periocde met kenmerkende
duur onderhouden en het is niet mogeliik een endogeen mechanisme te
activeren van onderhoud van luteale activiteit. Deze beide verschillen
in regulatie van luteale activiteit tussen AC-dd en g9 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 lactatiestimulus (Alloiteau, 1962; Donovan & Harris,
19663 Gala, 1970; Takahashi & Sugzuki, 1971; Zarrow et al., 1973).

Er zijn mogelijkerwijs echter stamverschillen, daar Zeilmaker (13985)
beschreef, dat pseudozwangerschap geIinduceerd ken worden na lactatie
gedurende slechts twee dagen. Gezlen echter de gegevens der overige
auteurs, zou het regulatiemechanisme van Iuteale activiteit in AC-3&
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-48 . Dezelfde
ingreep leidde wel tot luteale activering bij normale vrouwelijke rat-
ten {Everett & Quinn, 1968) en bij NC-dg (hoofdstuk 5, exp. 4). Dit
resultaat ondersteunt de veronderstelling, dat het effect van ES-VMN op
luteale activitelt geslachtsverschillend is en afhankelijk van de neo-

natale aanwezigheld van testishormonen (Zeilmaker et al., 1%67).
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Het 1ijkt mogelijk, dat ES-VMN bij vrouwelijke ratten als speci-
fieke, initiérende 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
invlced van deze stimulus. Als dit inderdaad het geval mocht zijn, dan
moet uit bovenstaande waarnemingen in AC-3¢ geconcludeerd worden, dat
ES-VMN bij deze dieren niet tot afgifte van lutectroop hormeon leidt.
Dit zou impliceren, in aansluiting op eerdere experimenten (hoofdstuk 4;
exp. 4), dat geslachtsverschillen met betrekking tot regulatie van
gonadotropinesecretie ock binnen de hypothalamus aanwezig zijng derge-
lijke wverschillen behoeven zich dus in het geheel niet te beperken
tot verschillen binnen de arec precptica.

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,
1966); het geslachtsverschil met betrekking tot secretie van prolac-
tine, wazrin de ventromediale hypothalamus mogelijkerwijs een belang-
rijke reol bij gzou kunnen spelen, blijft blijkbaar ook bij exogene

gtimulatie bestaan.

§ 2 Relatie tussen neonatale differentiatie van het ovulatie-

machanisme en mechanismen van regulatie van luteale activiteit.

De in hoofdstuk 5 en 6 beschreven exparimenten bevestigen, dat
een aantal aspecten van regulatie van luteale activiteit géslachts-
verschillen vertoont (Zeilmaker, 1963). Het 1ijkt zannemelijk, 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-
mechatiisme en in de bovenbeschreven aspecten van regulatie van luteale
activiteit twee manifestaties zijn van een enkel gebeuren, dat zich in
de necnatale perlcde heeft afgespesld, of dat ze manifestaties zijn
van twee verschillende gebeurtenissen in de neonatale periode.

De experimenten van hoofdstuk 5 en & tonen aan, dat de neonatale
differentiatie van de zanleg van het ovulatiemechanisme en de differen-

tiatie van regulatiemechanismen van luteale activitelt zowel in de



107

ti7d (nl. de necnatale levensfase), als wat betreft het ggems (nl. hor-
monen ult de neonatale testes} nauw met elkaar verbonden zijn.

Er zijn ook aanwiijzingen, dat beide differentiatieprocessen watl
betreft de plaats van werking ( nl. de area preoptica ) met elkaar
verwant zijn. Het bleek namelijk, dat onderbreking van de verbindin-
gen tussen de area precoptica en de hypothalamus niet alleen het
optreden van ovulatie verder verhinderde, maar ook activering van
luteale functie door copulatie en onderhoud van door copulatie
gelnduceerde luteale activiteit (Arai, 1969; Carrer & Taleisnik, 1970).

De aard van de processgen, ten aanzien waarvan in beide gevallen
de differentiatie optreedt, 1ijkt echter uiteen te lopen. Inductie van
ovulatie en inductie van luteale activiteit lijken in die zin met
elkaar vergelijkbaar, dat zij beide ommiddellijke 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 ovariumactivitelt 1lijkt de regulatie van dergelijke
'tonische' processen veeleer gelckaliseerd te zijn buiten die plaatsen,
welke een specifieke betekenis bij inductie van ovulatie hebben (Bar-
raclough, 1966). Recente gegevens dulden er echter op., dat onderhoud van
luteale activiteit wellicht niet afhankelijk is van continue secretie
van prolactine, maar van dagelijks gegenereerde 'surges' van prolactine
(Freeman & Neill, 1972). In een andere studle 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 preopiicg 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: aldus
1ijkt de mogeliikheid aanwezig,dat onderhouden van luteale activiteit
afhankelijk is van een gelijksoortig proces als dat, waarvan cyclische
ovulatie afhankelijk is.

Differentiatie van het ovulatiemechanisme en differentiatie van
regulatie van luteale activiteilt vertonen derhalve met elkaar duidelijke
verwantschap met betrekking tot £4jd vaﬁ differentiatie, agens van de
differentiaqtie, plaats van werking van het agens en Karakter van het
differentiérende proces. Het lijkt verantwoord te veronderstellen,

dat deze differentiatieprocessen in feite twee manifestaties zijn van



108

£én gebeuren in de neonatale levensfase.

§ 3 FEen 'mamnelijk type' regulatie van luteale activiteit in TP-09 ?

Ofschoon het antwoerd op grond van het gestelde in bovenstaande
paragraaf bevestigend zou moeten zijn, blijkt het moeilijk dit antwoord
cp basis van de verkregen gegevens te geven.

De experimenten toonden immers aan, (a) dat luteale activiteit
in TP—gg onder inviced van ectopisch hypofyseweefsel gedurende een
kortere periode werd onderhouden dan in AC-33 en (b) dat luteale
activiteit onderhouden kon worden, ook na verwijdering van de ecto-
pische hypofyse.

De geringere duur wvan luteale fasen in TP—gg zou echter wellicht
kunnen samenhangen met het geringere aantal CL, dat in deze dieren
gevormd werdt na ECS-POA, vergeleken met AC-8J {tabel 3). Ten aanzien
van (b) 1ijkt het, mede op grond wvan de resultaten in experiment 1,
niet waarschijnlijk dat prolactinesecretie onder invlced van de lute-
ale activiteit werd getriggerd; het heeft er veeleer de schijn van, dat
in deze TP—gg 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—gg en ES-VMN evenmin (Zeilmaker, 19643 Zeilmaker et al., 1967).

Het lijkt dan ook verantwoord te concluderen, dat TP—$$ gen
'mannelijk type' regulatie van luteale activiteilt vertonen; de speci-
fieke situatie echter in deze dieren, te weten Spontané prolactine-
secretie en ‘een kleiner aantal CL dan in AC-38 , zorgt er voor dat
dit 'mannelijk type' zich niet onder alle experimentele omstandigheden

als zodanig manifesteert.

SAMENVATTING

1. CL, welke door ECS-POA in ovariumtransplantaten in AC-dd ziin
geInduceerd, vertonen spontaan geen luteale activiteit; de
structurele luteolyse van deze CL verloopt tenminste in grote trekken

op gelijke wijze als in cyclische vrouwelijke ratten.
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2. Op verscheldene wijzen kan functionele activitelt van door ECS-PCA
geinduceerde CL in AC-3¢ tot stand gebracht worden. ES-VMN is

echter geen effectieve stimulus om luteale activiteit te induceren.

3. Lutezle activiteit in AC-&3 , onderhouden door ectopisch hypo-
fyseweefsel, houdt gedurende een niet-gedefinieerde pericde aang
de duur van deze periode is in sterke mate afhankelijk van de hoeveel-
heid ectopisch aanwezig hypofyseweefsel.
Luteale activiteit conder invlced van ectopisch hypofyseweefsel
wordt waarschijnlijk uitsluitend cnderhouden door prolactine uit de
ectoplsche hypofyse en houdt derhalve onmiddellijk op na verwijdering

van de ectopische hypofyse.

b, De onder 2. en 3. gencemde kemmerken van luteale activitelt in
AC~d3 =ziin verschillend van die in normale vrouwelijke ratten.

Deze verschillen ziin waarschijnlijk een manifestatie van hetzelfde ef-

fect van neonatale testishormonen als de afwezigheid van spontane ovu-

latie in ovariumtransplantaten in deze dieven.

S. TP—QQ hebben een 'mannelijk typé‘ regulatie van luteale activi-
teit. In experimentele situaties kan deze hoedanigheid echter
verslulerd worden doordat enerzijds de grootte van een generatie CI in

TP—$2 kleiner is dan die in AC=g& , en anderziijds TP“QQ spontane

prolactineproduktie kunnen vertonen.
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HOOFDSTUK 7 : VERGELIJKING VAN HET OVULATIEMECHANTSME VAN AC-dg MET
DAT VAN ANOVULATOIRE NC-gg

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 Zrreverstbele 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 covulatie in wrouwelijke ratten van een hepaalde stam reeds
op vroege leseftiid stopte (Everett, 19339). Ophouden van cyclische
ovariumactiviteit bleek een algemeen veoorkomend verschijnsel te zijn
in oude {'seniele') wvrouwelijke ratten (Wolfe et al., 1940; Mandl, 1961;
Aschheim, 1964/65; Zeilmaker, 1969; Clemens et al., 1969). Dergeliijke
'seniele’ vrouwelijke ratten vertoonden eenzelfde ovariummorfologile
als TP—gg: ovulatie kon bij dergelijke dieren op verscheidene wijzen
worden geInduceerd {(Aschheim, 1966; Clemens et al., 1969). Dergelijke
dieren konden na A8mmalige inductie van ovulatie cpniesuw cyclische
ovulatie vertonen {Aschheim, 18966; 1970).

Swanson & Van der Werff ten Bosch (1%64a) beschreven, dat vrouweliike
ratten, die neonatzal met een kleine dosis TP waren behéndeld, na de
puberteit gedurende een korte periode cyclische ovariumactiviteit ver-
toonden. De duur van deze periode was omgekeerd evenredig met de ‘hoe-
veelhelid neonataal gelnjecteerd TP; na injectie van 50 ug TP of meer
werd in het geheel geen cyclische ovariumactiviteit meer waargenomen.

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 irreverstbele differentiatie van de aanleg van het
ovulatiemechanisme in de neonatale levensfase.

Swansen & Van der Werff ten Bosch(196%a) en Van der Werff ten

Bosch et al, (1271) 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 Zdentieke
aanleg van het ovulatiemechanisme in mannelijke en vrouwelijke dieven.
Verondersteld werd, dat deze identieke aanleg zich cop twee manieren

kon ontwikkslen tot een in mannelijke en vrouwelijke dieven identieke
eindfase: deze eindfase werd dan gekenmerkt door afwezigheid van sponiane
ovulatie. Cyclische ovulatie zou derhalve mogelijk zijn tot op het

moment, waarop de eindfase in de ontwikkeling was bereikt.

Figuur 12 : Het ovulatiemechanisme van ratten in verschillende levens—
fasen, volgens Swanson & Van der Werff tem Bosch (1564).

PRENATAAL NECONATAAL VOLWASSEN 'SENTEL'
fase van fase van potentiéle fase van langzame identieke
identieke versnelling van veroudering bij eindfase
aanleg 'veroudering’' cyclische ovarium-

activiteit

+ testes of
hoge dosis TP

geen testes en
lage dosis TP

&

geen testes of

]
: I—

5

N/

& s . . .
kortdurende cyclische ovulatie b langdurige cyclische ovulatie

‘ De eindfase kon in deze modelvoorstelling &fwel snel in de neonatale
ievensfase bereikt worden onder invlced van testishormonen, c.g. injectie
van TP; Hfwel langzaam in de velwassen levensfase onder invloed van
cyclische ovariumactiviteit, c.q. blootstelling aan cestrogene hormonen
(Kawashima, 1960).

In deze veronderstelling zijn de effecten van neonatale testis-

hormonen op het ovulatiemechanisme derhalve dezelfde als die van cycli-
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sche ovulatie op volwassen leeftiid; deze laatste affecten komen

echter in een veel langzamer tempo tot stand. Een kortdurende periode
met cyclische ovariumactiviteit, zoals waargenomen na neonatale injectie
van 5 ug 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 invlced van sen voor vermannelijking subliminale
dosis TP en gedeeltelijk in de volwassen levensfase onder invliced van
een korte pericde met cyclische ovariumactiviteit (figuur 12).

In de volgende experimenten zal getracht worden de veoorncemde
veronderstelling te toetsen; met name zal worden nagegaan welke factoren
een rol spelen bij het ophouden van cyclische ovariumactiviteit in
NC-d3 ; nagegaan zal worden, in hoeverre dergelijke factoren waarschijn-
1ijk in het CZS gelokaliseerd zijn, zoals dat met effecten van neonataal

TP het geval is (exp. 1-4).

Een onmiddelliijke gevolgtrekking uit het bovengencemde model is,
dat het ovulatiemechanisme van anovulatoir geworden NC-44 gemeenschap-
pelijke kenmerken moet hebben met het ovulatiemechanisme van AC-&3
die afwijkend zijn van die in normale vrouwslijke ratten. Dit zal wor-
den onderzocht door het effect te analyéeren van progesteroninjectie,
EC3~AME en van eenmalige inductie van ovulatie in AC-73 en anovulatoir
geworden NC-2¢ , Van progesteroninjectie en ECS~AME is in het verleden
gebleken, dat bij dieren met een 'vrouwelijk type' ovulatiemechanisme
wEl, bij dieren met een 'mannelijk type' niet ovulatie en CL-vorming
daar het gevolg van kan zljn (Zellmaker, 1366; Barraclough, 1966; Bunn
& Everett, 1957; Arai, 1971). Eenmalige inductie wan owulatie in
anovulatoire. dieren met een 'vrouwelljk type' ovulatiemechanisme kan
door meerdere ovulaties gevolgd worden (Aschheim, 1%66), bij dieren

met een 'mannelijk type' niet (Yazmaki, 1959).

MATERTAAL EN METHODEN

De experimentele technieken, welke bij deze experimenten werden

gebruikt, werden reeds in vorige hoofdstukken beschreven.
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RESULTATEN

exp. 1 De duur van de pericde met cyclische ovariumactiviteit in

RC-33 met twee verschillende typen van ovariuwmactivitelt.

De duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit werd onder-
zocht bij NC-34 met Sfwel uitsiuitend 5-daags cyclische ovariumactivitelt,
bfwel met luteale activiteit naast 5-daags cyclische ovariumactiviteit.

Zoals reeds besproken in hoofdstuk 4 (exp. 1-3) hiel& ayelische
ovariumactiviteit bij 15 (RUINC-3F met uitsluitend 5-daags cyclische

ovariumactiviteit gedurende 2-4 maanden aan; daarentegen hield deze

Tabel 16 : Duur van de periode met cyclische ovariumactiviteit in
C-33 in relatie tot optreden van luteale activiteit.

duur in aantal aantal
maanden cycli luteale
fasen
15 (RU)NC-g38
met uitslui-
tend 5-daagse z 4 8 20 0
¢cyeliciteit
13 (RU)NC-33
met luteale
fasen onder in- dzzez ———- -—==
vlced van ectopisch
hypofyseweefsel
24 {R)NC-33
met sSpontane 3.5 - 14 10 - 22 1 -1z

luteale fasen

bij 24 (RINC-g& , waarin ook spontane luteale activiteit voorkwam,
gedurende 33-14 maanden aan. In beide groepen was het aantal cycli in

deze periocden van zeer verschillende lengte ongeveer gelijk (tabel 18).
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Verondersteld zou kunnen worden, dat het optreden van anovulatis
in (R)NC-33 vooral werd ultgesteld ten gevolge wvan het cptreden van
luteale activitelt bij deze dieren. Om deze veronderstelling te toetsen
werd de duur van de periode met cyclische ovariumactiviteltr onderzocht
bij 13 (RUINC-3¢ , waarin opvolgende fasen met luteale activiteit
voorkwamen onder invloed van ectoplsch hypofyseweefsel. Twaalfl van deze
dieren vertconden 4 maanden na ovarium-implantatie nog cyclische
ovariumactiviteit (tabel 16).

Vervolgens werden gegevens van die 6 (R)NC-dF , waarbij de
duur van de periode met cyclische ovariumactiviteilt het kortst was
geweest, vergeleken met overeenkomstige gegevens van die & dieren, waarbij

cyclische ovariumactiviteit het langst had aangehcuden. De vergelijking

Tabel 17 : VYergelijking van gegevens omtrent de duur van de pericde
met cyclische ovariumactiviteit van (RINC-33.

gemiddelde gemiddeld gemiddeld
duur in aantal aantal
maanden cycli luteale fasen

de & (RINC-33

met de kortste 4 11 2

pericde

de & (RINC-33

met de langste 12 17 10

periode

verschil in maanden 8 1 7

wees uit (tabel 17), dat verlenging van de periode met cyclische
ovarivmactiviteit in (R)NC-&& wvoornamelijk het gevolg was van foename

van het aantal luteale fasen.

Geconcludeerd wordt, dat het aantal ovulaties in cyclische NC-34
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Figuur 11 : Ovariummorfologie op dicestrus-1 van

een 'anovulatoire cyclus' in NO-33 .
Op de foto is &&n van de 13 in het ovarium zanwezige
atretische follikels afgebeeld, alsmede atrofigrende
CL, welke in de vorige cyclus werden gevormd. In de
follikel bevindt zich nog een niet-gerijpte odcyt: de
mucleolusmembraan ('germinal vesicle') is zichtbaar
in de kern. Onder de cumulus cophorus is een groepje
gelutelniseerde thecacellen zichthaar.



beperkt is. Dit aantal 1ijkt tamelijk onafthankeliik van de duur van het

interval, waarmee ovulaties op elkaar volgen.

exp.? Ovariwmorfologie van NO-33 in relatie met de overgang van

cyclische ovariumgctivitelt naar anovulatie.

Dagelijkse vagina-uitstrijken van zowel (RU)~ als (RINC-8& wezen
uit, dat de overgang van vaginale cycliciteit nazar permanente cornifi-
catie meestal plotseling,onherroepelijk en in ieder geval niet voor-
spelbaar plaatsvond. Het was dan ook nilet mogelijk om op basis van
vagina-uitstrijken ovaria te selecteren van dieren, die in de overgangs-
fase van cyelische 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 aanwezlg dan nauwkeurige
bestudering van alle in de loop der experimenten verzamelde ovarium-
transplantaten van NC-J8 . 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 (RUINC-3F was de totale duur
van de periode met cyclische ovariumactiviteit gering en de kans wel-
licht aanwezig, dat ovaria Jjuist in de overgangsperiode naar anovulatie
verwljderd waren.

Analyse van meer dan 100 transplantaten wees uit, dat verreweg de
meeste geen verschijnselen vertoonden, die afweken van het in hoofd-
stuk Y4 beschreven normale patroon voor ovarlummorfolegie van cyclische
en anovulatoire NC-84 . Aldus werd het aan dagelijkse vagina~uitstrijken
verkregen vermoeden bevestigd, dat de overgang van cyclische ovariumac-
tiviteit naar anovulatie een plotselinge overgang meoest zijn.

Er waren echter 9 ovaria, die een van het normale patroon af-
wijkend beeld vertoonden. De cvaria waren afkomstig van (RU)- en (R)NC-¥S
op de ocestrusdag (2 %), eerste dlcoestrusdag {4 x) en tweede dicestrus-
dag (3 ). In plaats van postovulatoire follikels, resp. pasgevormde
CL, was een 'generatie' atretische follikels aanwezig {figuur 11},
gekenmerkt door een atrofiérende granulosawand en -tenminste op de
cestrusdag~ door de aanwezigheid van niet-gerijpte odecyten.

Atresie van follikels was in geen van deze 8 ovaria gedurende |
de vorige cyclus opgetreden: de morfologie van CL wees uit, dat

normale transformatie naar niet-functionele CL had plaatsgevonden. QOok
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bij geen der andere ovariumtransplantaten was dergelijke atresle in

de veerlaatste cyclus opgetreden.

Geconcludeerd wordt, dat ovariumtransplantaten in NC-d4 een
laatste 'cyclus' kunnen eondergaan, waarin atresie van een generatie
follikels optreedt in plaats van transformatie naar CL. Deze laatste
Teyelus' gaat waarschiinliik tenminste in een aantal NC-3F onmid-

dellijk aan anovulatie vooraf.

exp.3 Cyclische ovariumactivitelt na ovariumimplantaiie op
vergchillende leeftijden.

Om te onderzosken, of de leeftiid van NC-Jd bij ovariumimplantatie

van invloed was op het optreden van cyclische ovariumactivitelt, werden

Tabel 18 : Cyelische ovariumactiviteit in NC~33 na overiwn—
implantatie op verschillende leeftijden.

{RUINC-32 (RINC-23

leeftijd bij 2
implantatie 59 / 65 39 / 39
30~30 dagen

leeftiid bij
implantatie 13 / 38 22 / 43
120-240 dagen

leeftijd bij
implantatie 2/ 20 -—-=
240-360 dagen

& . . . P
aantal dieren met spontane cyclische ovariumactiviteit / 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 minder dan de helft van de
dieren spentane cyclicitelt waargencmen (tabesl 18).
Ook werd bij deze dieren de duur van het interval bestudeerd

tussen ovariumimplantatie en eerste ovulatie (tabel 19). Bij

Tabel 18 : Duwr van de periode tussen ovartunimplaniatie en eerste
ovulatie in (RUJ- en (R)NC--7 in relatie tor de leeftijd
bij ovariumimplantatie.

aantal leeftijd bij duur 12 - 1@ duur 20 - u5°
dieren implantatie dagen dagen
in dagen
36 (RU)INC-dg 30 - 90 36 / 36 0/ 36
13 {RUINC-33 120 ~ 360 23 / 23 0/ 23
26 (RINC~3g 30 - 60 25 / 28 1/ 26
22 (RINC-33 120 - 2u0 9/ 22 13/ 22

* ha us dagen werden dergelijke observaties gestaakt.

(RUJINC-33 bleek dit interval onafhankelijk van de leeftljd Li] implan-
tatie en bedroeg 12-19 dagen. Bij (R)NC-3F daarentegen was het inter-
val langer bij 13/22 dieren, waarbij implantatie op =en leeftijd van
meer dan 100 dagen was ultgevoerd: de duur van deze pericde 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 ovarium-
activiteit te onderhouden. Ovulatie en Cl-vorming werd bij 11 dieren
esnmalig geinduceerd met 10 eenheden HCG. Bij 9/11 werd deze eerste

ovulatie gevolgd door een periode met cyclische ovariumactivitelt.
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Geconcludeerd wordt, dat veroudering van NC-J3 een invlced heeft
op het optreden van cyclische ovariumactiviteit na ovarlumimplantatle.
Veroudering van (RINC-33 heeft ook een invlced op de duur van het
interval tussen ovariumimplantatie en serste ovulatie bij deze dieren.
Niet—spontaaﬁ ovulerende dieren kunnen echter wil cyclische ovarium-
activiteit onderhouden, als ovulatie é8nmalig onder invlced van exogene

stimulatie tot stand wordt gebracht,

exp.4 Cyclische ovartumactivitelt na langdurige voorbshandeling met

cestradicl-benzoaat.

Aan 33 (RINC-g¢ werd gedurende 6 - 9 weken 25-50 ug OB per week
gegeven. Aan 27 controledieren werd alleen het oplosmiddel van OB gege-
ven. De leeftijd van de dieren bij het 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 stimulatie.

Bij alle dieren werd 2 - 5 weken na de lastste injectie esen
ovarium geImplanteerd. Cyclische ovariumactiviteit werd bij 1u/27
controledieren waargenomen en slechts bij 5 /33 met OB behandelde
dieren,

Om té onderzoeken, of niet-spontaan ovulerende, met 0B vﬁorbehan—
delde dieren cyclische ovariumactiviteit konden onderhouden, werd het
effect onderzocht van &&mmalige inductie van ovulatie in deze dieren.
Ovulatie kwam bij alle 6 onderzochte dieren tot stand onder invlced
van reacties van bronstgedrag, die de dieren bij hlootstelling aan
stimulus- 34 vertoonden. Deze eerste, aldus geinduceerde ovulatie

werd bij alle 6 dieren gevolgd door cyclische ovulatie.

Geconeludeerd wordt, dat langdurige voorbehandeling van NC-&gJ
de.kans verkleint, dat deze dieren na implantatie van een ovarium
cyclische ovulatie zullen vertonen. Niet-spontaan ovulerende dieren
kunnen echter wel cyclische ovulatie onderhouden, als ovulatie door

exogene stimulatie &fnmalig tot stand is gebracht.
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exp.5 Vergelijking van het ovulatiemechanisme van AC-33 met dat van

anovulatoir geworden NC- 33

5.1 FPEffect van &&nmalige injectie van 2.5 mg progesteron.

Het effect van een &%nmalige injectie met progesteron werd onder-
zocht blj 14 anovulatolre NC-38 en 25 AC-83 . Bij afwezigheid van
CL-vorming onder invliced van deze injectie werd een tweede injectie 8 -
10 dagen na de eerste gegeven.

Injectie van progesteron werd bij 8 /14 NC-&84 en bij 0 /25 AC-&d

gevolgd deor CL-vorming.

5.2 Effect van ECS-AME.

Het effect van ECS-AME werd onderzocht bij 12 anovulatoire NC-Jd
en 6 AC-33@ .Unilaterale stimulatie leidde bij 10/12 NC-34 tot CL-vor-
ming en bij 0 / & AC-&d

5.3 EIffect van &€mmalipge inductie wvan ovulatie.

Zozls esrder beschreven was £&nmalige inductie van ovulatie in
anovulatoire NC-dd wvoldoende om een periode met cyclische ovulatie
te initiéren.

Eenmalige inductie van CL-vorming bij AC-34 met behulp wvan HCG

of door ECS-POA werd nooit gevolgd door nieuwe ovulaties.

Geconcludeerd wordt, dat het ovulatiemechanisme van anovulatoire
NC-g& verschilt van dat van AC-dd met betrekking tot het effect van
progesteron, ECS-AME en met betrekking tot de megelijkheid van onder-

houden van cyclische ovariumactiviteit.

DISCUSSIE

§ 1 . Aard en mogelijke lokulisatie van de factoren, die de duur van

de periods met cyelische ovariumactiviteit in NC-3& bepalen.

Een drietal factoren bleek een belangrijke invlced te hebben op
het optreden, c.q. voortzetten van cyclische ovariumactiviteit:

(1) het aantal voorafgaande cycli, (2) voorbehandeling met OB en (3) de
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leeftijd bij ovariumimplantatie.
(1) het aantal veoorafgaande cycli.

Waarnemingen aan cyclische ovariumactiviteit in NC-dg met en zon-
der luteale fasen suggereerden, dat het aantal cyecli in deze dieren con-
stant was; de duur van de pericde met cyclische ovariumactiviteit bleek
langer, als de duur van de periode tussen opvolgende ovulaties ten gevol-
ge van luteale activiteit langer was. Dit verschijnsél zou verklaard
kunnen worden door aan te nemen, dat per ovulatie zodanige veranderingen
in het regulatiemechanisme van cyclische ovarlumactiviteitr worden
teweeggebracht, dat de omstandigheden voor het optreden van volgende
ovilaties minder worden. Aangezien het regulatiemechanisme van cyclische
ovulatie in normale vrouwelijke ratten waarschijnlijk een hoge overtollig-
heidsgraad bezit {Brown-Grant 1871), is het niet ncodzakeliik, 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 ziin, dat op zeker
moment een grens wordt overschreden, voorbij welke onderhoud van cy-
clische ovariumactiviteit niét meer mogelijk is.

Gorski (1968) visualiseerde een dergelijke vercndersteliing in
necnataal met een kleine dosis TP behandelde vrouwelijke ratten. Hij
stelde, dat dergelijke dieren nog slechts een beperkte 'ovulatie-
capaciteit’' hadden, die door achtereenvolgens optredende ovulaties
geleldeliik, doch systematisch zou worden ultgeput. Anders auteurs
hanteerden een soortgelijke veoorstelling van zaken (Kikuyama & Kawa-
shima, 1966; Arai, 1971). Op grond van experimenten van Kawashima
(1960) werd bovendien gesuggereerd, dat ocestrogene ovariumhormonen het
eigenlijke 'uitputtende' agens waren. Opvallend was overigens, dat
ovulaties in dergelijke dieren &fwel met de normale, strakke 4/5-daagse
regelmaat plaatsvonden Sfwel in het geheel niet (Gorskil, 1968; exp. 2
hoofdstuk 7 }.'Uitputting' van de ovulatiecapaciteit lesk derhalve
een zeser systematisch, geordend gebeuren, in tegenstelling tot hetgeen
eerder was gesuggerserd {Gorski & Barraclough, 1963).

Dat het aantal cycli en nlet 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 ovariumactivitelt
in nullipare ratten, die nooit luteale activiteit hadden docrgemaakt,

eerder ophield dan in multipare ratten, die langdurige pericden met
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Tuteale activiteit gedurende zwangerschap en lactatie hadden doorge-
maakt.

Dat blootstelling aan ovariumhormonen en niet slechts verocudering
de limiterende factor was, bleek uit waarnemingen, dat (RUINC-JE na
ovariumimplantatie op esn 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) voovbehandeling met 0B.

In bovengenoemde experimenten van Kawashima (1860}, Kikuyama &
Kawashima (1965) en Arai (1971) werd gesuggereerd, dat ovariumher-
monen bij uitstek het 'uitputtende' agens waren van 'ovulatiecapaciteit’.

Het resultaat van experiment % ondersteunt deze Idee slechts
ten dele., HMet aantal met 0B 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 cestrogene
hormonen gedurende 20 cycli {(0OB-injecties gedurende 56-77 dagen effec-
tief; ocestrogene hormonen per cyclus 3 dagen aanwezig). Het maximaal
waargenomen aantal cycli in NC-22 , waarbij ovariumimplantatie op
vroege leeftijd werd uitgevoerd, bedroeg 22 (tabel 16). Voorts was
slechts 50 % van de dieren van de coatrolegroep spontaan cyclisch. In
het licht van de door Kawashimz e.a. geopperde veronderstelling was
het dus minder verwacht, dat nog 5/33 met OB behandelde dieren spontaan
cyclische ovariumactiviteit vertoonden. Tevens bleek, dat nist-spontaan
cyclische dieren toch nog cyclische ovariumactiviteit konden onder-
houden, als &vulatie &8nmalig door exogene stimulatie werd geinduceerd.

Het lijkt dan ook niet waarschijnliik, dat blootstelliﬁg aan
oestrogene hormonen de limiterende factor bij uitstek is van cyclische
ovariumactiviteit in NC-@d . Andere factoren moeten in dit ophouden e-
veneens een belangrijke rol spelen.

(3) de leeftijd bij implantatie.

Experiment 3 wees uilt, dat cyclische ovariumactiviteit in NC-dd
minder voorkwam, als ovariumimplantatie pas op latere leeftijd ge-
gchiedde. Blijkbaar werden bij veroudeving van de dieren, ook zonder
de aanwezigheid van ovariumweaefsel, de omstandigheden voor inductie
van ovulatie minder gunstig. In de ‘bestaande litteratuur omtrent de re-

latie van veroudering en cyclische ovariumactivitelt
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in ratten werd dit effect van vercudering op ovariumactiviteilt nog
nist beschreven. Harris (1964) concludeerde uit experimenten, die
echter niet op vergelijkbare schaal werden ultgevoerd, dat de leeftiid
bij implantatie geen effect had op het optreden van cyclische ovarium-

activitelit in NC-3¢&

Mogaelijke lokalisatie van bovengencemds limiterende factoren van cy~
clische ovariumactiviteit in NC-33

Opmerkelijk was, dat in de lazstste experimenten niet-spontaan
ovulerende dieren wél cyclische ovulatie en Cl-vorming koﬁden onder-
houden, als ovulatie &&nmalig door exogene stimulatie was geInduceerd.
Het lesk er op, dat het ovulatiemechanisme in dergelijke dieren wel
in staat was om cyclische ovariumactiviteit te onderhouden, maar dat
het mechanisme in de periode vé6r exogene stimulatie niet werd ge-
activeerd. Aangezien het ovulatiemechanisme na de geinduceerde ovu-
latie wél werd gesctiveerd, zou veronderstald kunnen worden dat het
secretiepatroon van ovariumhormonsn na de geinduceerde ovulatie
voldoende was om het ovulatiemechanisme te activeren, terwijl de
continue secretie van oestrogene hormonen door het 'polyfolliculaire'
ovarium vb6r de geinduceerde ovulatlie hiertoe niet voldoende was.

Met name zou vercndersteld kunnen worden, dat in de omstandigheden
na de geinduceerde ovulatie de hormoonsecratie van de niet-functionele
CL, die vddr ovulatie ten enemmale ontbrak, van kritiek belang was
voor het induceren van de volgende ovulatie.

Het is aannemelijk gemaakt, dat degenererende CL op de cchtend
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-
1ijk progesteron- bij inductie van ovulatie een rol spelen (Zellmaker,
1966; Feder et al., 1971; Nequin & Schwartz, 1971).

Het lijkt niet senvoudig om cen 'primaire ocorzaak' vast te
stellen voor een dergelijke klaarblijkelijk falende interacties tyssen
bij inductie van ovulatie betrokken elementen in NC-&3 . Bovenstaande
argumenten doen vermoeden, dat het ovarium zelf bij deze falende in-
teractie van beslissende betekenis kan zijn, nl. door de afwezigheid
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 CZ38, moals gesuggereerd werd door Aschhelm (1384/65).
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Daarin onderscheidt zich dan ook anovulatie als 'ouderdomsverschijn-
sel' van anovulatie na neonatale blootstelling aan testishormonen; van
dit laatste 1s overtuigend aangetoond, dat het 'primaire falen' zich

wél op het nivaau van het CZS afspeelt.

§ 2 : Mogelijfke loop van gebeurtenissen bij het ophouden van

eyclische ovariumactivitelt in NC-383

Dagelijkse vagina-uitstrijken van HC~g3 wezen uilt, dat de over-
gang van cyclische ovariumactiviteit naar anovulatie pleotseling en
cnherroepeliik was. De onvoorspelbaarheld van het optreden van anovula-
tie mazkte een omslachtige procedure nocodzakeliik om na te gaan, of
wellicht verschiinselen in de ovariummorfologle gecorreleerd konden
worden met het naderend optreden van anovulatie,

De 9 ovaria met een generatie atretische follikels in plaats van
pestovulatoire follikels of pasgevormde CL, maakten waarschiinlijk de
laatste 'ecyclus' voorafgaand aan anovulatie door. Het valt uit deze
gegevens uiteraard niet te zeggen, of bij alle dieren een dergelijke
'eyclus' voorafgaand aan anovulatie oplzal treden.

Het 1ijkt aannemelijk,'dat de 'ecyclus' met atretische follikels
een 'mislukte ovulatiecyclus' is, welke vercorzaskt wordt, doordat een
te geringe hoeveelheld gonadotropine voor ovulatie wordt afgescheiden.
De redsn voor deze aanname is gelegen in het felt, dat preovulatoire
follikels onder inviced van blootstelling aan een subovulatoire hoeveel-
heid, exogeen toegediend gonadotropine atretisch kunnen worden (Ver-
meiden, ongepubl.). Bovendien zijn verscheidene gevallen in de littera-
tuur beschreven, waarin atresie van een gehele generatie preovulatoire
Follikels geassociserd kan worden met blootstelling azan een subovula-
toire hoeveelheld gonadetropine (Wolfe et al., 1940: 'anovulatolre
cycli' in seniele vrouwelijke ratten; Everett, 1967: atresie van een
generatie preovulateire foliikels bij 50 % van de onderzochte dieren
na copulatie; bij de overige 50 % had copulatie geleid tot ovulatie;
Quinn & Everett, 1967: atresie wvan 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 verwachte tijdstip van inductie van ovulatie

bij eyelische, san constant licht blootgestelde vrouwelljke ratten),
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Atresie van een generatie follikels onder invloced van een subovula-
toire hoeveelheid gonadotropine onderscheidt zich van een dergelijk pro-
ces bij follikelveroudering: terwijl in de gencemde experimentele situ-
aties atresie optresdt op een verwacht tijdstip van ovulatie, treedt
atresie als cuderdomsverschijnsel pas verscheidene dagen na het verwachte

moment van ovulatie op (Everett & Sawyer, 1950).

Het zou dan cck kunnen zijn, dat anovulatie van NC~3& een aanvang
neemt, als deoor een samenloop van omstandigheden een voor inductie van
ovulatie onveldoende hoeveelheid gonadotropine wordt afgeécheiden. Bit
heeft follikelatresie tot onmiddellijk gevolg. Een verder verwijderd
gevolg is, dat bij de voorbereiding van het activeren van het ovulatie-
mechanisme voor de velgende 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 wvan activering van het ovulatiemechanisme heeft dan
het optreden van de anovulatoire conditile met permanente vaginale corni-

ficatie automatisch tot gevolg.

§ 3 : Vergelijking van het ovulatiemechanisme van AC~38 en

anovulatoire NC-38 .

De resultaten van experiment 5 toonden aan, dat het ovulatie-
mechanisme van anovulatoire NC-3& kwalitatief niet verschillend was
geworden van dat van vrouwelijke ratten in een van de bestudeerde
reacties; de corspronkelijk aanwezige verschillen met dat van AC-384
waren blijkbaar gebleven. Deze experimenten doen dan ook geenszins ver-
moeden, dat blootstelling van het ovulatiemechanisme in de volwassen
levensfase aan ovariumhormonen eenzelfde effect heeft als bloctstel-
ling aan testishormonen in de neonatale fase.

- Veeleer lijkt het ovulatiemechanisme van NC-3d4 blijvend verschil-
lend van dat van AC-8¢  de tecestand van anovulatie in NC-33 wordt
waarschijnlijk door andere factoren vercorzaakt dan die bij AC- 38
De tcestand van anovulatie in NC-&g do&t zich voor als die, waarbij
door het ontbreken van goed samenspel tussen leder voor zich compe-
tente elementen voor cnderhouden van cyclische ovariumactiviteit in

CZ8, hypofyse en ovarium,ovulatie achterwege blijft. Er is
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daarentegen overtuigend aangetoond, dat het CZS onder invleced van bloot-
stelling aan testishormonen in de neonatale levensfase blijvend incom-

petent wordt om cyclische ovulatie te onderhouden.

SAMENVATTING

1. Er zidjn waarschijnliik verscheidene limiterende factoren voor het

optreden c.q. onderhouden van cyclische ovariumactiviteilt in NC-g4
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, <©.q. voort zal gaan, hangt waarschijnlijk af van een

moeilijk te definiéren complex van factoren.

2. Aan het cophouden van cyclische ovulatie in NC- d2 gaat waarschijn-
1lijk een 'anovulatoire cyclus' vooraf: hierin treedt atresie van

een generatie follikels op in plaats van transformatie naar CL. Dit

verschijnsel komt waarschiinlijk tot stand doordat een te geringe

hoeveelheid gonadeotropine voor ovulatie wordt afgescheiden.

3. Het ovulatiemechanisme van anovulatoire NC-I3 vertoont
kwalitatief geen verschil met dat van vrouweliike ratten met be-
trekking tot het effect van progssteron, ECS-AME en eenmalige inductie
van ovulatie. Deze waarnemingen ondersteunen de veronderstelling, dat
de neonatale levensfase van ratten een fase van irreversibele differen—
tiatie is. Ancvulatie als'ouderdomsverschiinsel' van ratten wordt
vermoedelijk vercorzaakt door gebrekkig samenspel tussen de'bij induc-

tie van ovulatie betrokken elementen in CZS, hypofyse &n ovarium.
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SUMMARY

The main purpose of the experiments described in this thesis was
to collect some defailed data concerning sexual differentiaticn 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 glven. The literature concerning five aspects of this pro-
cess is reviewsd: (1) testosterone as the possible effective agent of
neonatal testes for 'masculinizatioen' of gonadetropin secretion;

(2} the duration of the neonatal 'ecritiecal peried' for differentiation
of gonadotropin secretion; (3) the minimal pericd of exposure to
neonatal testicular function which is effective for establishing the
'male pattern' of gonadotropin secretiony (4) the site of action of
neonatal testostercne, and (5) more recent metheds of establishing

sexual differences in gonadotropin secretion.

In chapter £ the two aims of this thesis were formulated. The
first was tec gain insight into details of ovarian activity in neonatally
castrated male rats (NC-males); the second was to gather information con-
cerning sexual differentiaticn 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 4®m &ifu 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, hybrid
animals. The results were as follows:
1. (RU)NC-males showed S-day cyclic ovarian activity similar to

that seen in RU-females. The ovulatory quota of gonadeotropin was
released during the same 'critical hours' at pro-cestrus as in female

rats.
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2. (R)NC-males showed 5-day cycles:; however, very long periocds
characterized by vaginal mucification and persisting carpora
lutea (CL) in the ovarian grafts alsc occurred. By contrast normal
R-females only showed 5~day cycles.
3. 4 greater number of follicles was transformed intc CL per cycle
in NC-males than in normal females. The number of follicles per
'generation' 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 under 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: (&) absence
of uterine tissue in NC-males; (b) the grafted conditicn of the ovary
and {c¢) the greater number of CL, formed per cycls in ﬁC—males.
2. Stimuli of short duration -such as electrical stimulation of the
veniromedial hypothalamus or presence of ectopis pituitary tissue
during the first days afrer covulation- initiated a luteal phase,
persisting ungil long after removal of the stimulus. Probably those
short stimull triggered a 'maintenance-mechanism' of luteal activity.
3. The findings 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 Zelilmaker (1363;1964) was supported,
n, (R)NC-males showed spontaneous luteal activity after ovarian

implantation in addition to 5-day c¢yclic ovarian activity. This
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type of ovarian activity was alsc found in senile (R}-females. Possibly

the spontansous 'pseudopregnancy’ in (R)NC-males was related to sub-

optimal organizaticn of the mechanism by which ovulatien 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 § an attempt was made to analyse in more dgtail the
regulation of luteal activity in AC~males and in female rats, treated
neonatally with 1250 ug testostercne-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 stimulaticn 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 cyelic

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. i
2. Luteal activity could not be induced in AC-males by electrical
stimulation of the ventremedial 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 ectepie
piltuitary tissue, stopped ilmmediately after extirpation of the ectopic
pituitary graft.

Luteal activity in TP-females, maintained by an egqual amount of
ectopic pituitary tissue as in AC-males, 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 pericd after extirpation of the ectopic pituitary graft.

b, The differences in luteal activity between AC-males and TP-females

menticned 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 'male pattern' 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 cccurrencs

of cyclic ovulation in HNC-males iz limited. Among these factors
were: exposurg to cyclic ovarian activity, exposure to ocestrogen and
ageing. Whether or not in a given situation cyclic ovarian activity
would occcur {(or continue) might be dependent on a poorly defined
complax of factors.
2. It seemed that cyclic ovarian activity in NC-males ended with

the occcurrence of one anovulatory cycle in which atresia of a
whole generation of follicles ocourred instead of ovulation and trans-
formgtion to CL.
3. It seemed difficult to establish a cause of cessation of cyelic

ovarian activity in NC-males. It seemed likely that absence of
ovulation in these znimals was due to defective interplay between
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 inability to support cyclic ovarian fupctien,

Parts of this thesis were published in Endocrinclogy : 91 (1972) 389
and 92 (1973) 674. Abstracts of papers, presented in Domburg (The
Netherlands) and Ccpenhagen appeared in J. Endocr.t8 (1970) 1lxii resp.
Acta Endeocr. (Kbh) suppl 155 (1971) 24.
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