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Asikari: Uber die ostrogene Substanz im Reisembryo

Aus dem Biochemischen Institut Okayama

(Vorstand : Prof. Dr. T. Shimizu).

Uber die ostrogene Substanz im Reisembryo
Von
Hidezo Asikari.

Eingegangen am 1. September 1939.

Seitdem die Vaginalschmiermethode bei Nagetieren ( Allen-Doisy-
TestP) als biologischer Test zum Nachweis und zur gquantitativen
Auswertung des weiblichen Sexualhormons weithin verwertet wird,
hat die Chemie der Sexualhormone, insbesondere des weiblichen,
einen groflen Fortschritt gemacht.

Uberraschend ist, da die 6strogene Substanz sowohl im weib-
lichen als auch im mannlichen Organismus vorgefunden wurde?.
Dies scheint darauf hinzudeuten, daf die mannlichen und weiblichen
Sexualhormone von einer oder einigen gemeinsamen Muttersubstan-
zen {Cholesterin®, Gallensaure®, Kortikosteron® u.a.) herstammen
konnten. v

In diesem Sinne ist auch die Tatsache hochinteressant, daf} im
Pflanzenreich, insbesondere in den Bliten, ein brunsterzeugender
Stoff nachgewiesen wurde. Zwar wurde-dieser Thelikinin genannte
Stoff erst im Jahre 1927 von S. Léwe, F. Lange u. E. Spohr® beschrie-
ben und fast gleichzeitig gelang es auch M. Dohrn, Faure, Poll u.
Blotevogel?, aus den Samen und Fruchtanlagen vieler Pflanzen einen
Extrakt (Tokokinin genannt) zu bereiten, der in seiner physiologi-
schen Wirkung durchaus den damals bekannten, Follikelhormon
enthaltenden Auszliigen tiertischen Ursprunges entsprach. Danach
wurde von anderen Autoren mehrfach berichtet, dal die strogenen
Substanzen nicht nur im Pflanzenreich sondern auch im Erdél und
Bitumen u. a.®’ vorkommen.

Im Jahre 1933 endlich gelang es A. Butenandt u. H. Jacobi®, aus
dem Verseifungsrickstand von Palmkernol eine kristallisierende
ostrogene Substanz zu isolieren, die mit dem Ostron aus Schwan-
gerenharn ganz identisch ist. Gleichzeitig wurde von B. Skarzyn-
ski!® aus weiblichen Weidenkatzchen ein Ostriol erhalten, das von
G. F. Marrian'” zuerst aus Schwangerenharn gewonnen wurde.  So-
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mit konnte die Identitit der als Ostron bzw. Ostriol zu bezeichnen-
den &strogenen Substanzen im Pflanzenreich tiberhaupt angenom-
men, aber noch nicht verallgemeinert werden.

In diesem Zusammenhang wurde hier das Ol aus Reisembryonen
untersucht, um die kristallisierende Ostrogene Substanz zu isolieren.
Im Reisembryo_ wurden von Tanaka'® verschiedene Sterine vorge-
funden, von denen, wenn auch in kleiner Menge, Ergosterin nach-
gewiesen wurde, welches eine &éstrogene Wirkung auszutiben ver-
magw).

150 kg Reisembryonen wurden mit 90 %igem Alkohol extrahiert :
der Extrakt (15kg) wurde verseift. Der unverseifbare Anteil zeigte
jedoch bei kastrierten sowie bei infantilen Mausen keine Brunst-
reaktion. Der Seifenanteil wurde, wie unten genau beschrieben
wird, in drei Fraktionen zerlegt: Petrolather-, Benzol- und Alkohol-
fraktion. Die Petrolather- sowie die Alkoholfraktion losten bei
kastrierten sowie bei jungen Mausen keine Brunstreaktion aus, wah-
rend die Benzolfraktion sowohl bei kastrierten als auch bei infantilen
Mausen wohl positive Allen-Doisy-Probe zeigte. Aus dieser Frak-
tion wurde aber keine kristallisierende Substanz erhalten, doch dirfte
diese Fraktion der das Ostron enthaltenden Fraktion des Schwan-
gerenharns entsprechen. So kénnte man wohl annehmen, da8 im
Reisembryo auch eine dem Ostron ahnliche Substanz enthalten ist.

Methodisches und Versuchsmaterial.

A. Fraktionierung des Reisembryodls.

150 kg Reisembryonen wurden mit 90 %igem warmem Alkohol
erschépfend extrahiert, wobei ca. 15 kg Extrakt erhalten wurden. Je
I kg des Extraktes wurde mit je gleicher Menge einer 20%igen al-
koholischen Kalilauge 6 Stunden lang hydrolysiert und unter Ver-
dinnung mit Wasser mehrmals ausgeathert. Auf diese Weise wur-
‘den eine unverseifbare und eine Seifenfraktion erhalten.

1. Unverseifbare Fraktion.

Der Atherextrakt wurde vom Losungsmittel befreit und der
Rickstand (900 g) nach dem Digerieren mit kaltem Methanol aus
Athanol einige Male umbkristallisiert. Das so erhaltene Steringe-
misch, das Gberwiegend aus Sitosterinen bestand, schmolz bei 138°
und zeigte keine Brunstreaktion (Sterinfraktion).

2. Seifenfraktion.
Diese Fraktion wurde unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsaure
erschopfend ausgeathert. Der Extrakt wurde in 80%gem Alkohol
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gelost und mit Petrolather geschiittelt. Aus der Petrolatherfraktion
wurden 90 g salbige Substanz erhalten und als Petrolatherfraktion
wurde mit ihr die Allen-Doisy-Probe ausgefiihrt (Petrolatherfraktion).

Dann wurde die Alkoholschicht einige Male mit Benzol ge-
schiittelt, wodurch Benzol (120 g) und Alkoholfraktion (3 g) erhalten
wurden ; jede Fraktion wurde als Olivenollosung den kastrierten
sowie den infantilen Mausen subkutan injiziert.

B. Brunstreaktion.

Als Brunstreaktion wurde eine Allen-Doisy-Probe nach Zondeck'®
an kastrierten (ca. 20 g Korpergewicht) sowie infantilen Mausen
(nicht mehr als 6¢ Kérpergewicht) verwendet und gleichzeitig kli-
nische Befunde in der Vaginalgegend beobachtet.

Die auszuwertende Fraktion wurde meistenteils in Olivendl-
16sung subkutan zweimal innerhalb von 2 Tagen, die Benzolfraktion
aber einmal taglich in der Zeit von | bis 2 Tagen oder vier- bis
sechsmal innerhalb von 2 Tagen injiziert und die Vollbrunst nach
Butenandt'® bei 75 - 80 % der Versuchstiere gepruft. .

' Die Kastration'®: Die weiblichen Mause (ca. 20 g Korperge-
wicht) wurden vom Riicken aus kastriert und nach 6 Wochen wur-
den die als vollstindig kastriert erwiesenen Miuse zum Versuche
verwendet und mit nichtgeschabtem Weizen, Brot und mit einer
kleinen Menge gebratenen Fleisches gefiittert. Die Farbung der
Abstriche wurde nach Romanowsky-Giemsa ausgefihrt.

Ergebnisse.

1. Kontrolle.
Den kastrierten Mausen wurden 0.1 -0.5 cc Olivenol innerhalb
von 2 Tagen subkutan injiziert.

Tabelle 1. (Kontrolle.)
Injizi Dosi Anzahl Anzahl % der Tiere Dauer
njizierte LJosis der Tiere pro | der Tiere mit mit des Ostrus in
\ee Dosis Vollbrunst Vollbrunst Tagen
0.1 X2 6 — —_ —
0.5 % 2 6 1 16.4 1%
0.1 X2 5 — — —
0.5 %X 2 5 — —_ -

Aus der Tabelle | ersieht man, daBl keine Maus bei Zufuhr von
Qlivensdl allein Vollbrunst gezeigt hat,
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2. Benzolfraktion.

I) bei einmaliger Injektion. 0.045-0.225 cc einer 10%igen Oli-
venollosung wurden einmal den kastrierten Mausen subkutan verab-
reicht. Das Ergebnis ist in der Tabelle 2 kurz zusammengefaft.

Diese Auswertungsreihe zeigt, dafl die Grenzdosis bei 11] ME.
pro Gramm liegt und zwar daf 0.009 g Benzolfraktion in Ollosung
bei einmaliger Injektion bei 80% der Versuchstiere die Vollbrunst-
reaktion auslosen. Dabei wurde Rétung und Offnung der Vaginal-
mundung der Tiere beobachtet.

Fig. 1. Ostrus nach zweimaliger Injektion
mit der Benzolfraktion.

2) bei protrahierter Injektion. 0.002-0.5 cc einer 10-20Y%igen
Olivenollosung wurden 2 bis 6 mal innerhalb von 2 Tagen subkutan
einverleibt. Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich ist, wurde die Wirk-
samkeitszahl bei der 4- und 6-maligen Injektion viel hoher als die
bei einmaliger und zwar liegt die Grenzdosis je bei 125 und 278 ME.
pro Gramm, was gut mit dem Befund von Butenand{'? ibereinstimmt

(Fig. 1-3).

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol 6/iss3/10



Asikari: Uber die ostrogene Substanz im Reisembryo

452 H. Asikari:

Fig. 2. Ostrus nach viermaliger Injektion
mit Benzolfraktion.

Fig. 3. Ostrus nach sechsmaliger Injektion
mit Benzollosung.
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3) bei infantilen Mausen. Den infantilen Mausen, die nicht
Uber 6 g Korpergewicht hatten, wurden 0.5-1.0cc einer 10%igen
Olivenollosung zweimal innerhalb von 2 Tagen subkutan injiziert
und die Gegenwart der ostrogenen Substanz in der Benzolfraktion
auch bei diesem Fall konstatiert, wie in Tabelle 2 gezeigt wird.

Tabelle 2.
Injizierte Anzahl Anzahl % Dauer
]D - der Tiere | der Tiere | der Tiere |des Ostrus| ME. pro Bemerkungen
(os;s pro mit mit in g emerxung
g Dosis  |Vollbrunst|Vollbrunstt Tagen

0.045 5 5 100 22  |cinmalige

Injektion
0.03 5 5 100 33 »

4-1
0.009 6 5 83 111 "
0.009 6 4 66 J — "
2x0.1 3 3 100 5 "
2x0.03 5 4 100 I 16.5 "
2x0.02 5 5 80 25 »
2x0.01 5 4 60 1 50 "
2x0.008 5 2 40 14 —_ »
2x0.005 3 - — - — .
2x0.004 5 — — — — "
2x0.002 5 — — — — "
viermalige
4 x0.004 6 6 100 62.5 Injektion
4x0.002 6 6 100 T5-1 125 "
4x0.0017 6 4 66 - "
4x0.0015 5 2 44 | — ”
sechsmalige
6x0.002 6 6 100 83 Injektion
6x%0.001 6 6 100 164 "
4.1
6x0.0006 5 4 80 278 ”
6% 0.0004 5 3 60 - »
2x%0.1 3 3 100 5 5 infantile Mause
I,
4

2x0.05 3 1 33.3 — »
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Wenn man die ostrogene Substanz in der betreffenden Benzol-
fraktion als Ostron annehmen konnte, so kann man nach dem Ver-
such 1) schatzen, dafl ca. | mg oder mehr Ostron in der gesamten
Benzolfraktion (120 g) bzw. in 150 kg Reisembryonen enthalten ist,
da die Grenzdosis des Ostrons nach Butenandt'® bei 8 -9 Millionen
ME. pro Gramm liegt. Dies zeigt, dal eine Reindarstellung des
Ostrons aus den gebrauchten Reisembryonen fast unméglich ist.

3. Petrolatherfraktion.

0.1 -0.5 cc einer 20 %igen Olivendllésung der Petrolatherfraktion
wurden den kastrierten sowie den infantilen Mausen mittels zwei-
maliger Injektion innerhalb von 2 Tagen subkutan verabreicht. Das
Ergebnis zeigte, dafl diese Fraktion keine &strogene Substanz enthalt

(Tabelle 3).
Tabelle 3.

Iniizierte Anzahl Anzahl 2 Dauer

l]:) : der Tiere | der Tiere | der Tiere |des Ostrus Bemerku

(os)s pro mit mit in em ngen

g Dosis  |[Vollbrunst|Vollbrunst| Tagen
2 %X 0.1 5 1 20 1 kastrierte Mause
2 x 0.02 5 1 25 % "
q

2 % 0.1 10 -_ —_ —_ infantile Miuse
1 X 0.02 5 — — — »

4. Sterinfraktion.

Diese Fraktion wurde genau wie bei der Petrolatherfraktion, den
kastrierten sowie den jungen M3ausen einverleibt. Da diese Fraktion
Ergosterin enthalten soll, so wurde eine positive Allen-Doisy-Probe
erwartet, aber dies war nicht der Fall, wie aus Tabelle 4 ersichtlich
ist. Diese Tatsache konnte dadurch erklart werden, dafl der Gehalt
der Sterinfraktion an Ergosterin nicht ausreichend gewesen ist um
Brunstreaktion auszulésen.

5. Alkoholfraktion.

Diese Fraktion wurde ebenfalls wie vorher den kastrierten sowie
den infantilen Mausen verabreicht und das Ergebnis in Tabelle 5
kurz zusammengestellt. Ostrogene Substanz ist darin nicht nach-
weisbar gewesen.
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Tabelle 4.
.. . Anzahl Anzahl A Dauer
Inljszxe.rte der Tiere | der Tiere | der "fiere des Ostrus
osis pro mit mit in Bemerkungen
(e) Dosis | Vollbrunst|Vollbrunst] Tagen
2 x 0.1 5 1 20 kastrierte Mause
b
2 % 0.02 5 1 20 »
2 xX0.1 5 — -— — infantile Mause
2 X 0.02 5 - - - ”
Tabelle 5.
]
.. Anzahl Anzahl % Dauer |
In[))xzxe:rte der Tiere | der Tiere | der Tqiere des Ostrus:
osis pro mit mit | i Bemerkungen
(e) Dosis |Vollbrunst Vollbrunsti Tagen
2% 0.1 5 1 20 kastrierte Mause
3
2 % 0.02 5 1 20 "
2 x 0.1 5 — —_ — infantile Mause
12X 0.02 5 — — — n
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