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HOQCFDSTUK 1

INLEIDING
1-1. HISTORISCHE INLEIDING,
1-1.1. Ontdekking en functie van het corpus luteum.

Het ceorpus luteum, door Vesalius als eerste in 1555 vermeld,
werd door Reinier de Graaf (1641-1673) in 1673 nauwkeurig beschreven
(273). Marcello Malpighi (1628-1694) gaf aan deze ovaridle structuur
de nog steeds in gebruik zijnde naam: corpus luteum (273).

Het corpus luteum is een structuur in het ovarium die uit de
gesprongen follik@l* cntstaat na het vrijkomen van de eicel uit deze
follikel (ovulatie). Het corpus luteum heeft een beperkte levensduur
en is van groot belang voor de regulatie van diverse processen van de
voortplantingscyclus van het vrouwelijke zoogdier, Na de beschriiving
van het corpus luteum door Vesalius en De Graaf heeft het tot
omstresks het begin van de 20% eeuw geduurd voordat inzicht werd ver-
kregen in de functie van het corpus luteum. In 1897 stelde Beard (35)
dat het corpus luteum tijdens zwangerschap het optreden van een ovula-
tie voorkomt: "In all mammals cvulation during gestation is either
abortive or suppressed; and this is neceesary, for a normal ovulation
during gestation would lead to abortion. The corpus luteum ig probably
a contrivance for the suppression or rendering abortive of ovulation
during gestation'. Beard deed deze uitspraak omdat hij had opgemerkt
dat ovulatie optrad na de aanvang van de degeneratie van het corpus
luteum. Tn 1898 kwam Prenant op grond van histologische waarmemingen
aan het corpus luteum tot de conclusie dat deze structuur een klier

met inwendige secretie moest zijn (250). Prenant veronderstelde dat de

*Bij een aantal zoogdierspecies komen accesscire corpora lutea voor en
deze ontstaan behalve uit gesprongen follikels ook uit atretische

follikels (zie 12 en 214)}.



afscheidingsproducten van het corpus luteum een rol zouden spslen bij
het veoorkomen van bijvoorbeeld menstruatie en abortus, In 1898 nam
Zschokke waar dat bij de koe na de paring een corpus luteum ontstond
en =~ zolang dit aanwezig was- geen ovulatie optrad; na het verwij-
deren van de corpora lutea begonnen de follikels te groeien (348),
Deze waarnemingen van Zschokke waren in feite reeds een experimenteel
bewijs wvoor het door Beard gestelde, dat het corpus luteum het
optreden van een ovulatis voorkomt (35).

De betekenis van het corpus luteum voor de innesteling van de
eicel en voor het imstandhouden van de zwangerschap werd voor het
eerst in 1907 zangetoond decor Fraenkel & Cohn (110) en door Magnus
(133), Deze auteurs beschreven dat het verwijderen van de corpora
lutea aan het begin van de zwangerschap bij het koniin een einde
mazkte aan de zwangerschap (110, 193). Wamneer een dergelijke operatie
echter na dag 20 van de zwangerschap werd uitgevoerd, dan bleef de
zwangerschap behouden (193). In 1907 ontdekte Loeh dat bij de cavia
een tumorachtige groel optrad in de uterus wanneer het endometrium van
de uterus 2 tot 8 A 9 dagen na de ovulatie mechanisch geprikkeld werd
(182). Door de corpora lutea te verwijderen kon Loeb (182) laten
zien, dat de aanwezigheid van deze structuren nocdzazkelijk was voor
het optreden van een dergelijke tumorachtige groel in de uterus. Deze
tumorachtige groei in de uterus, ontstaan na mechanische prikkeling
van de uterus, wordt deciduoom gencemd en kan beschouwd worden als
het moederlijke deel van de placenta. Bouin & Ancel (48) toonden in
1210 aan dat ook voor de vorming van een deeiducom bij het konijn de
aanwezigheid van de corpora lutea noodzakelijk is.

De tot nu teoe besproken experimentele gegevens tonen asn, dat de
aanwezigheid van het corpus luteum noodzakelijk is voor de inmesteling
van de elcel, voor de vorming van het moederlijke deel van de
placenta, voor het instandhouden van de zwangerschap en voor het
voorkomen van de cvulatie. In 1970 en 1911 publiceerde Leoeb (183, 184)
gegevens waarult bleek dat bij de cavia na het verwijderen van de
corpora lutea ovulatie vervroegd was opgetreden. Andere auteurs (74,

231, 232) herhaalden deze experimenten en bevestigden de waarnemingen
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van Loeb (183, 184). Ock bij andere zoogdiersocorten werd aangetoond
dat het corpus luteum een remmende werking had op het optreden van de
ovulatie (79, 233). Fylogenetisch bezien kan gesteld worden, dat de
primaire functie van het corpus luteum het remmen van de ovulatie is.
Tmmers blj buideldieren, een subklasse van de zoogdieren, gekenmerkt
door het ontbreken van een placenta, bezit het corpus luteum slechts
een anti-ovulatoire werking.

De waarneming dat het optreden van een ovulatie verhinderd wordt
door het corpus luteum, leidde tot experimenten waarbij werd nagegaan
of ock met extracten van corpora lutea het optreden van ovulaties
kon worden voorkomen. In 1914 beschreven Pearl & Surface (235) dat Dbij
de kip na het toedienen van een suspensie van gedroogde corpora lutea
van koeien het aantal gelegde eleren verminderde. De pogingen om met
waterachtige extracten van corpora lutea de ovulatie bij de rat (68)
en bij de cavia (185) te remmen, hadden echter geen succes. Naast
deze twee negatieve rapporten in 1817-1918, werden in de twintiger
jaren positieve waarnemingen gepubliceerd voor de rat, cavia en het
koniin (119, 139, 148, 183, 234)., Deze positieve resultaten werden
bereikt door gebruik te maken van extracten, verkregen door cor-
pora lutea met organische oplosmiddelen te extraheren. Deze waar-
nemingen hebben geleid tot de isclatie en identificatie van het
hormoon van het corpus luteum, Vier onafhankelijke groepen van onder-
zoekers publiceerden in 1934 de structuur van dit hormoon: Allen &
Wintersteiner, Butenandt & Westphal, Hartmann & Wettstein, en Slotta,
Ruschig & Fels (5, 55, 141, 280). Na een gezamelijke publicatie in
1935 van drie van deze groepen (6) werden de aanvankelijke benamingen
progestin (Allen) en Lutecsteron (Butenandt, Slotta) gewijzigd in

progesteron.

1-1.2. Regulatie van de ovariumfunctie door de hypofyse.

In 1927 werd door Smith (296) en door Zondek & Aschheim (3u4)

aangetoond dat de groei wvan de follikels in het ovarium veroorzaakt



wordt door stoffen uit de hypofyse. Smith (286) liet zien dat hypofy-
sectomie bij de rat tot een atrofie van de ovaria leidde. Indien

hij aan gehypofysectomeerde vrouweliike ratten dagelijks intramuscu-
lair hypofysetransplantaten gaf, zag hij dat de follikels in de ovaria
gingen groeien (296). Zondek & Aschheim (344} implanteerden stukjes
hypofysevoorkwab in juveniele muizen, waarna follikelontwikkeling,
bronstgedrag en soms cvulatie werd gechbserveerd. In 1928 vonden Evans
% Simpson (B5) dat alkalische hypefyse-extracten luteinisatie (d.1.
het preoces waarbij de corpora lutea gevormd worden) vercorzaakten.

De waarnemingen van Smith (296) en Evans & Simpscn (85) leidden tot
het postuleren van twee afzonderlijke hypofysaire gonadotrofe hor-
monen {21, 322, 323, 345}, Het ene hypcfysaire gonadotrofe hormcon
zou de groei van de ovariéle follikels bewerkstelligen, terwijl het
andere gonadotrofine een luteinisersnde werking zou bezitten. In het
begin van de dertiger jaren rapporteerden sen aantal groepen van
cnderzoekers dat zij twee fracties uit de pars distalis van de hypo-
fyse verkregen hadden (86, 105, 306}, 28n met follikelstimulerende
werking (FSH) en de andere met luteiniserende werking (LH). Nu werd
bewezen geacht dat er inderdaad twee afzonderlijke gonadotrofinen
moesten zijn, die afzonderlijke functies zouden vervullen bij de
regulatie van de ovariumwerking. Greep (133} plzatste echter vraag-
tekens bij deze bewering en ook recent werk betreffende hormonen uit
de hypothalamus doet twijfelen aan de juistheid van bovenstaande be-
wering. Immers, de werking van de hypofyse wordt gereguleerd door het
centrale zenuwstelsel en wel voornamelijk door de hypcthalamus., De
hypothalamische stimulatie van de hypofyse wordt bewerkstelligd door
de afgifte van hormonen door de hypothalamus die, na afgegeven te zijn
in de eminentia mediana, via de portale bloedvaten in de pars distalis
van de hypofyse komen. Ook de hypofysaire afgifte van gonadotrofe
hormonen wordt gestimuleerd door een hormoon uit de hypothalamus
(202, 225), Nu blijkt dat zelfs met de meest zuivere preparaten,
verkregen uit extracten van de hypothalamus, altijd esen afgifte van
LH en FSH wordt verkregen (270). FEen ander argument tegen het bestaan

van twee afzonderlijke, gescheiden gonadotrofinen is dat de synthese
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van gonadotrofe hormenen waarschijnlijk maar in &&n celtype van de
hypofyse geschiedt (219). Aan de andere kant blijkt dat met chemische
en immunologische technieken twee afzonderlijke gonadetrofe hormonen
aantoonbaar zijn (278). Voor een uitvoerig overzicht van de argumenten
pro en contra het bestaan van twee afzonderlijke, gescheiden hypofy-
saire gonadotrofe hormonen wordt verwezen naar een overzichtsartikel
van Schwartz & McCormack (278). In dit proefschrift zullen LH en FSH
als afzonderlijke hormonen beschouwd worden. De reden hiervoor is dat
de docr ons gebruikte radio-immunclegische bepaling voor LH en FSH
(zie hoofdstuk 2} geijkt is op twee gezuiverde hypofysaire extracten,
88n met vrijwel uitsluitend LH-werking en het andere met vrijwel
uitsluitend FSH-werking.

Bij de rat blijkt een derde gonadotrofine hetrokken te zijn bij
de regulatie van de ovariumfunctie. Nadat het corpus luteum gevormd
is door de aanwezigheid van LH, is een ander hormoon uit de hypofyse
nodig voor het instandhouden van de functie van het corpus luteum bij
de rat. In zijn klassiek geworden publicatie uit 1941 beschreef
Astwood (23) een aantal experimenten waarin aangetoond werd dat de
functie wvan het corpus luteum in gehypofysectomeerde ratten niet met
gezuiverde LH~ en FTSH-preparaten gehandhaafd kon worden. Indien aan
hypofyselcze ratten echter een ander, uit schapenhypefysen geisoleerd,
hormoon werd gegeven, bleek de werking van het corpus luteum gehand-
haafd te blijven (23)., Dit uit schapenhypofyses geisoleerde hormoon
noemde Astwood "luteotrophin'. In hetzelfde jaar, 1941, werd door
Evans c.s. (87) aangetoond dat prolactine (ock wel lactogeen hormoen
genoemd) in staat was de functie van het corpus luteum te onderhouden.
Evans c.s. (87) behandelden gehypofysectomeerde ratten 10-11 dagen met
diverse stoffen, op de Ue of 5e dag van de behandeling werd de uterus
getraumatiseerd en aan het einde van de behandeling werd nagegaan of
deciducmen aanwezig waren. Alleen de dieren die met prolactine waren

behandeld, en ni&t de hypofyseloze dieren die LH, FSH, nog! of pus?

lhumaan choricn-gonadotrofine, wordt uit urine van zwangere vrouwen
g » 8

geisoleerd en bezit voornamelijk een LH-achtige werking

Zpregnant mare seyum, een pgonadotrofine dat uit serum van drachtige

paarden wordt geisoleerd; bezit voornamelijk een FSH-achtipe werking
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hadden gekregen, hadden deciduomen. Het bleek later dat het door
Astwood (23) gebruikte "luteotrophin' en het prolactine, gebrulkt
docor Evans c.s. (87), identiek waren (zie 321)}. Later onderzcek

iiet zien dat de luteotrofe werking van prolactine slechts heperkt
was tot een aantal species, zoals rat, muis en hamster (zie 13u4}.
Prolactine blijkt een hormeon te zijn met vele activiteiten (zie 224).
Bij alle zoogdierscorten is prelactine betrokken bij de melkklier-

cntwikkeling en de lactatie.
1~2. DE VOORTPLANTINGSCYCLUS VAN DE VROUWELIJKE RAT.
1-2.1. Inleiding.

De voortplantingscyclus is een regelmatig terugkerende keten van
gebeurtenissen bij het volwassen vrouweliike dier (96). Deze keten
van gebeurtenissen is gericht op het laten voortbestaan van de soort.
Bij zoogdieren is de voortplantingscyclus een zeer complex gebeuren,
daar verschillende gebeurtenissen synchroon of vlak na elkaar ver-
lopen. Eén van deze gebeurtenissen is de ovulatie. Rondom ovuiatie
voltrekken zich, ten nauwste met de ovulatie samenhangende,
wijzigingen. Een aantal hiervan, zoals bronstgedrag en de verande-
ringen van de tubae, uterus en vagina-epitheel, zijn betrekkelijk
simpel waar te nemen. In een monografie over de cestrusayclus van
de rat hebben Long & Evans (187} reeds in 1922 een gedetailleerde
beschrijving van deze veranderingen gegeven. Onder laboratoriumom-~
standigheden vertoont de volwassen vrouwelijke rat met regelmatige
tussenpozen (4 - $ dagen) cestvusgedrag, en ultsluitend tijdens
de betreffende pericde is het vrouwtje bereid te paren. Verder
blijkt uit het werk van Long & Evans (187) dat het epitheel wvan
de vagina bij de rat karakteristieke weranderingen ondergaat tijdens
de oestruscyclus. Deze veranderingen zijn terug te vinden in het cel-
beeld van vagina-uitstrijkjes, waardoor de oestruscyclus van de rat
op een senvoudige wijze te volgen is (187, 274}. De navolgende stadia
kunnen met behulp van de vagina-ultstrijkijes tijdens de ocestruscyclus

onderscheiden worden: 2 - 3 di-ocestrusdagen, 1 pro-oestrusdag en

1h



1 cestrus dag. Wanneer de ratten onder laboratoriumcmstandigheden
worden gehouden, begint het bronstgedrag aan het einde van de pro-
cestrusmiddag en eindigt het aan het begin van de cestrusmiddag.
Everett ¢.s. (91) lieten zien dat, bi] constante lichtomstandigheden,
de ovulatie bij de rat altijd vroeg op de oestrusdag plaatsvindt.
Dit betekent, dat de ovulatie binnen de pericde van het bronstgedrag
valt. Naast de veranderingen van het vagina-epitheel zijn er tiijdens
de cestruscyclus ock veranderingen van de uterus en tubae waar te
nemen (zie 187).

Bij de ovulatie bij de rat komen er gemiddeld 10 - 12 gerijpte
obcyten vrij {zie 315). De gesprongen follikels worden corpora
lutea en binnen 48 uur na de ovulatie hebben deze nieuw gevormde
corpera lutea reeds een maximaal volume bereikt (47, 73). Na de
follikelsprong en het vrijkomen van de gerijpte ofeyt (zie 310)
groeien bloedvaten vanuit de theca interna de granulosalaag in en
vormen tussen de gramulosacellen een netwerk van bloedvaten {32).
Anders dan bij vele andere zcogdiersoorten worden de corpora lutea
bij de rat niet functioneel tijdens de cestruscyclus. Men spreekt
daarom wel van de inactieve corpora lutea wvan de cestruscyclus van
de rat, waarmee bedceld wordt dat de corpora lutea van de oestrus-
cyclus geen groel van progesteronafhankelijke deciduomen in een ge-
traumatiseerde uterus veroorzaken (187). De corpora lutea van de
cestruscyclus beginnen een aantal dagen na de ovulatie te degenereren
(73}, Vindt echter paring plaats of wordt de cervix uteri tijdens
de bronst gestimuleerd (187), dan gaan de corpora lutea progesteron
produceren en secerneren. Deze corpora lutea worden wel geactivesrde
corpora lutea gencemd en blijven langer in het ovarium zichtbaar
dan de corpora lutea van de oestruscyclus. In tegenstelling tot de
situatie bij de rat, wvolgt bij de meeste zoogdiersoorten, waaronder
de mens, na de ovulatie altijd een luteale of progravide fase. De
luteale fase van de rat is gekenmerkt door de afwezigheid van ovula-
ties en bronstpericden. Bij de rat worden tijdens de luteale fase
vagina-uitstrijkjes met leucocyten waargenomen (187). Na een fertiele

paring volgt een zwangerschap met een lengte van 21 - 23 dagen.



Blijft - door paring met een steriele rat - de bevruchting echter
uit, dan wordt een luteale fase van 12 - 14 dagen geconstateerd.
Laatstgenocemde pericde van luteale activitelt wordt pseudozwanger-
schap of pregravide fase gencemd. Pseudozwangerschap wordt ock waar-
genomen na mechanische stimulatie van de cervix uteri op pro-oestrus
en/of cestrus (187).

De laatste 10 - 15 jaren zijn gevoelige methoden voor de bepa-
ling van hormonen ontwikkeld (zie 208, 210 en hoofdstuk 2). Deze
metheden hebben het mogelijk gemaakt onderzoek te verrichten naar
hormocnfluctuaties tijdens de voortplantingscyclus. Deze onderzoe-
kingen, tezamen met morfologische conderzoekingen, hebben geleid tot
een goede beschrijving van. de gebeurtenissen tijdens oestruscyclus,
zwangerschap en pseudozwangerschap van de rat. Voor een goed begrip
van de gebeurtenissen tijdens ocestruscyclus, zwangerschap en
pseudozwangerschap bij de rat zal nu een bespreking hiervan volgen.
Er zal vooral aandacht geschonken worden aan de regulatie van de
activiteit van het corpus luteum. Daarnaast zullen een aantal aspec-—

ten van de cestruscyclus van de rat besprcken worden.
1-2.2. De oestruscyclus van de rat.
1-2.2.1. Follikelontwikkeling tijdens de ocestruscyclus.

De volgende gebeurtenissen zijn waar te nemen in het ovarium
van de rat tijdens de cestruscyclus:
(1) follikelgroeis
(2) odeytrijping, ovulatie en luteinisatie van de gesprongen follikel.
Mandl & Zuckermann (198) beschreven dat tijdens de oestruscyclus
vooral het aantal follikels met een diameter groter dan 350 um
{overeenkcmende met een volume van > 200 x 10.5 ums) sterk veranderde.
Later onderzoek bevestigde dit (242, 314). Bij ratten die een
S5-daagse cyclus hebben, is het volgende patrocon in de follikelont-
wikkeling te onderkennen (zie ook 315): op de pro-cestrusdag begint
esen nisuwe groep follikels te greeien; hierdoor neemt vanaf de pro-

oestrusdag het aantal follikels met een volume wvan > 200 x 105 um3
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teoe; door deze groel bereiken op de tweede di-cestpusdag 10 - 12
follikels een volume van > 500 x 105 ﬁma, en van deze follikels
wordt aangenomen dat zij verder uitgroeien en uiteindelijk op de
vroege ochtend van de oestrusdag zullen springen (zie 315); de rest
van de follikels die op de pro-ocestrusdag zijn gaan groeien, maar
op de tweede di-cestrusdag kleiner zijn dan 500 x 105 ums, degene-
reert (315). De morfologische gebeurtenissen in de pre-ovulatoire
follikels voorafgaande aan de ovulatie, zijn uitvoerig beschreven
door c.a. Osman (230) en Vermeiden (310},

Reeds uit het werk van Smith (296) is gebleken dat de hypofyse
nodig is voor een volledige Ffollikelontwikkeling. Naast de hypo-
fysaire hormonen spelen ovariumhormonsn een rol bij de regulatie
van de cyclische groel van de follikels in het ovarium (149). In
dit proefschrift zal een bespreking van de hormoonspiegels in relatie
tot de follikelontwikkeling gegeven worden. Een gedetailleerde hespre-—
king van de directe en de indirecte invloeden van hormonen op de
follikelontwikkeling valt echter buiten het bestek van dit proef-
schrift, maar is uitvoerig beschreven in het proefschrift van Welschen

(315) en in een overzichtsartikel van Schwartz (279).
1-2.2.2. Hormoonspiegels tijdens de ocestruscyclus.

In vele publicaties worden de fluctuaties van &&n of meerdere
hormonen tijdens de cestruscyclus besproken (zie 275). Recent zijn
twee publicaties verschenen waarin de veranderingen van de hypofyse-—
hormonen LH, FSH en prclactine en de ovariumhormonen cestradiol en
progesteron tijdens de 4-daagse cyclus in het bloed van de rat gede-
tailleerd worden beschreven (53, 292). In hoofdstuk 3 zullen de resul-
taten van een onderzoek bij een 5-daagse ocestruscyclus besproken
worden.

De hormoonspiegels tijdens een Y-daagse oestruscyclus zijn
weergegeven in Fig. 1-1, en kunnen als volgt samengevat worden:

LH - De LH-concentraties stijgen gedurende de middag van de pro-

oestrus. Deze stijging is om 15 uur aantoonbaar en maximale
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Fig. 1-1. Concentraties van LH, FSH, prolactine, progesteron (P) en
vestradicl-178 (E2} in het serum van ratten met een 4-daagse cyclus.
Deze figuur is gebaseerd op recent onderzoek van Butcher c.s. {(ref. §3)

en Smith c.s. (ref. 292). %ie tekst voor een nadere toelichting.



waarden worden laat op deze middag bereikt. Aan het einde van
de pro-cestrusdag ziin de LH-concentraties weer op het niveau
van de pro-cestrusechtend. De stijging van de LH-concentraties
op de pro-cestrusmiddag wordt veelal de pro-cestrus LH-piek
genoend.

FSH - De FSH-concentraties stiigen in de loop van de middag van pro-
oestrus. Net als de LH-stijging is de earste tcename van de FSH-
concentraties om 15 uur waarneembaar. Maximale FSH-waarden
worden bereikt aan het einde van de lichtperlode van de pro-
oestrusdag. Oock op de cestrusdag worden nog verhoogde FSH-
concentraties in het serum gevonden. Een verschil met de LH-piek
is dat de PSH-piek twee toppen heeft.

Prolactine - Op de pro-ocestrusdag wordt een stijging van de prolac-
tineconcentraties vastgesteld. De stijging van de prolactine-
concentraties begint eerder dan die van LH en FSH. Reeds om 11
uur worden verhoogde prolactineconcentraties gevonden en maxi-
male waarden worden om 15 - 17 uur bereikt. Op de ochtend van
de cestrusdag zijn de prolactineconcentraties weer laag.

In het verdere verlcop van de cyclus blijven de LH-, FSH- en prolac-

tineconcentraties relatief constant.

Progesteron - Tijdens de cestruscyclus worden twee progesteronpieken
waargencmen. De ene piek wordt gevonden tijdens de di-oestrus
van de cyclus; de andere piek, die hogere maximale waarden
bereikt, wordt cp de pro-cestrusdag gemeten. Op de pro-oestrus-
middag worden om 15 uur verhcogde progesteronconcentraties ge-
vonden. Mazimale waarden worden tussen 17 en 21 uur gevonden;
op de cestrusochtend zijn de progesteronconcentraties weer laag.

Qestradicl-178 - De hoeveelheid oestradiol-178 in het bloed neemt na
de eerste di-oestrusdag geleidelijk toe. Omstreeks de vroege
middag van de pro-oestrusdag wordt een maximale cestradiolcon-
centratie waargenomen. Hierna daalt de cestradiolconcentratie

vrij snel.
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1-2.2.3. Verband tussen hormonale veranderingen tijdens de oestrus-

cyclus.,

Op de pro-cestrusdag vindt een stijging van ILH, PSH en prolac-
tine plaats. De stijging van deze 3 hormonen uit de hypofyse veroor-
zaakt belangrijke veranderingen in het ovarium. Eliminatie van de
LH-piek verhindert het optreden van odeytrijping, ovulatie en
luteinisatie van de granulosacellen (308), maar heeft geen invloed
op de follikelentwikkeling gedurende de volgende cyclus (320). FSH
daarentegen is niet van belang voor de ovulatie, maar wel voor de
ontwikkeling van een nieuwe groep follikels (320). Tot nu toe is van
prolactine niet beschreven dat het wvan betekenis is voor het optreden
van de ovulatie en de follikelontwikkeling, maar het is waarschijnlijk
wel betrockken bij de structurele luteolyse (zie hiervoor 2-3.4.) van
de corpora lutea (197, 330).

Er behoeft nauwelijks meer aan getwijfeld te worden dat de
stijging van de cestradioclconcentraties verantwoordelijk is woor de
afgifte van de pro-cestruspieken van LH, IFSH en prolactine. Voor deze
bewering pleiten de volgende argumenten:

(1) de sterke stiiging van cestradiol-178 veorafgaande aan de stij-
ging van LH, FSH en prolactine op de pro-ocestrusdag;

(2) het uitblijven van de LH-, FSH- en prolactinepieken na ovaricto-
mie (276), toedienen van een oestrogeen-antagonist (287) of anti-
lichamen tegen ocestradiol-17f (104, 221} op de tweede di-cestrus-
dag van de Y4-daagse oestruscyclus;

(3) het induceren van LH-, FSH- en prolactinepiekern in geovaridcto-
meerde ratten door behandeling met ocestrogenen (99, 277);

(4) de teegenomen gevoeligheid van de hypofyse voor LH-RH (LH -
releasing hormone) na cestrogeenbehandeling (106},

Bij het derde argument dient opgemerkt te worden dat ook progesteron

in met cestrogenen voorbehandelde, geovariZctomeerde dieren een LH-

piek kan induceren (99, 277). Dit zou erop kunnen wijzen dat proges-
teron verantwoordelijk is voor de Inductie van de LH-piek tijdens de
oestruscyclus. In dit verband kan opgemerkt worden dat toediening van

progesteron onder bepaalde omstandigheden het optreden van ovulatie
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kan vervroegen {zie 343)}. Echter, de lage concentraties van proges-
teron voor de LH-piek (53, 207, 208, 275, 292) maken het onwaar-
schijnlijk dat progesteron verantwoordelijk is voor de inductie van

de LH-piek tijdens de cyclus. Eventueel zou progesteron wel belangriik
kunnen zijn voor de hoogte van de gonadotrofinenpieken.

Uit Fig. 1-1 blijkt dat de pro-oestruspiek van FSH twee toppen
heeft. In de vorige alinea werd aannemelijk gemaakt dat ocestradicl-
178 de stimulus voor de afgifte van FSH op de pro-ocestrusmiddag is.
Het is echter niet aannemeliik dat cestradiol-17B de verlengde af-
scheiding van FSH vercorzaakt (immers, de oestradiolconcentratie is
dan reeds laag - zie Fig. 1-1). Er zijn daarentegen aanwijzingen dat
de verlengde afscheiding van FSH het gevolg is van de aanwezigheid
van testosteron. Werden dieren met een antiserum tegen testosteron
behandeld, dan was het tweede deel van de FSH-piek niet meer aan-
toonbaar (116). Dit wordt gesteund door onderzoek waaruit bleesk, dat
testosteronspiegels tijdens de tweede di-oestrusdag en de pro-oestrus-
dag verhoogd waren (80).

De cestradiolconcentraties stijgen vanaf de eerste di-cestrusdag.
Uit het werk wan Falck (102) en Short (288) blijkt, dat de theca-
cellen cestrogenen kunnen synthetiseren. Falck (102) toonde aan dat
bij de rat progestercn ult de granulcsacel nodig was voor cestroge-
nenproductie in de thecacel. Short (288) kwam op grend van zijn waar-
nemingen tot de conclusie dat in de thecacellen van het paard alle
enzymen aanwezig zijn, noodzakeliik voor de synthese van oestrogenen.
Dit werd later bevestigd door in viire (62) en in vive (337) werk,
waarbij ook het paard als proefdier werd gebruikt. De interstitiéle
cel van de rat iIs evensens een bron van ocestrogenen (102, 251). De
stimulus voor de stijging van de oestradiclconcentratie tijdens de
di~oestrusperiode is waarschijnlijk LH. Deze bewering 1s gebaseerd
op de waarneming dat toediening van een antiserum tegen LH op de
middag van de tweede di-ocestrusdag, de van cestradiol-178 afhankelijke
gebeurtenissen op de pro-oestrusdag blokkeert (83, 112). Behandeling
van de dieren met antiserum tegen FSH blokkeerde deze gebeurtenissen

echter niet (277). Op de pro-oestrusmiddag wordt een snelle daling
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van de cestradiolconcentraties waargenomen (53, 158, 208, 2392).

Deze daling is waarschiinlijk het gevelg van de stijging wvan LH op

de pro-oestrusmiddag, waardoor het ovarium progesteron in plaats

van oestrogenen pgaat synthetiseren. Een argument hiervoor is dat

de toename van de ovarifle progesteronsecretle op de pro-ocestrus—
middag het directe gevolg is van de stijging van de LH-concentratie
(154, 303). Een ander argument voor het bovenstaande kan ontleend
worden aan het werk van Butcher c.s. (54). Deze auteurs lieten zien
dat na het voorkomen wvan het optreden van de LH-pick op de pro-
cestrusmiddag door nembutalbehandeling (zie hierveoor 92} de ocestra-
diolconcentratie langzamer omlaag ging en de progesteronconcentratie
slechts een weinig verhoogd was (54). Verder blijkt uit im vitro werk
bij de rat dat de cestrogeensynthese op pro-cestrus maximaal is, en
dat na toevoegen van LH aan het incubatiemedium de cestrogeensynthese
afneemt (65).

In Fig. 1-1 is aangegeven dat de progestercnconcentraties tege-
lijkertijd met de LH-concentraties stijgen, hetgeen bij eigen onder-
zoek ook gevenden werd (207). Bij het onderzoek waarop Fig. 1-1
gebaseerd werd (53, 292) en het eigen conderzoek (207} werden bloed-
monsters met tussenpozmen van 2-3 uur verzameld. Het is daarom
moellijk na te gaan welk van deze 2 hormonen het eerste stijgt op de
pro-oestrusmiddag. Bij frekwenter meten bleek echter dat de LH-
stijging altijd aan de progestercnstijging voorafging (249). Andere
auteurs schter namen een geringe stijging in de perifere progeste-
ronconcentraties waar vb6r het begin van de LH-piek (120, 180, 200).
Deze toename in het bloed.zou vercorzaakt worden deoor de progesteron-
secretie uit de bijnier. Of dit verschil, gevonden in het wverloop van
de progesteronconcentraties, fysiologisch is en bijvoorbeeld niét
toegeschreven moet worden aan de methode van bloed afnemen, valt
moeilitk na te gaan. Het is echter een feit dat een dergeliijke
vroege stijging niet wordt waarpgenomen indien blcedmonsters worden
verkregen na decapitatie (53, 292).

Zoals hierboven werd vermeld, neemt de ovariile progesteron-
secretie pas toe na de stijging van de LH-concentraties {154, 200,

303}. Als mogelijke bron voor de ovarifle progesteronsynthese op de
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pPro-oestrusmiddag komen zowel de thecacellen als de granulosacellen
in aanmerking. Voor de thecacellen van het paard zijn er zowel met

in vive (337) als met im vwitro (62) experimenten asnwijzingen ge-
vonden dat deze cellen progesteron kunnen synthetiseren. Productie
van progesteron door de granulosacellen van follikels werd aange-
toond voor het varken bij <m vitro experimenten (43) en voor het
paard met m vivo (337) en tn vitro (61) experimenten. Het is nu de
vraag of het door de granulosacellen gesynthetiseerde progesteron

wel in de perifere circulatie terecht komt. Immers de granulosacellen
van de follikel zijn vrijwel niet omgeven door bloedvaten. Het is dus
mogelijk dat de door de granulosacellen geproduceerde progesteron
voornamelijk in de follikelvlcelstof komt. Een argument hisrvoor

kan ontieend worden aan het werk van Friedrich e.s. (114): zij

maten in de follikelvloelstef van Graafse follikels van de mens een
duizenden malen hogere progesteronconcentratie dan in het plasma.

De tijdens de di-cestruspericde gevonden verhoging van de
progesteroncencentraties is waarschijnlijk het gevolg van een ver-
hoogde ovariéle progesteronsecretie (27, 142, 303, 333). Met behulp
van lipidekleuringen (zoals Soedan III en de Schultz cheolesteroltest)
heeft Everett (90) de veranderingen in de corpora lutea tijdens de
oestruscyclus nagegaan. De hoeveelheid vet nam toe tijdens di-oestrus
en bereikte een maximum aan het eind van deze periode. Tijdens de
pro-cestrus zag hij een tijdelijke vermindering wvan de hoeveelheid
vet. Guraya (138) kon deze laatste waarneming echter niet bevestigen.
Beide auteurs (90, 138) vonden dat na ovulatie de hoeveelheid lipide
in de corpora lutea van de vorige cyclus toenam. Deze waarnemingen
stemmen goed overeen met de gegevens over de progesteronsecretie:
verminderd aantoonbaar cholesterol (Schultz-test), wanneer de corpora
lutea tijdens de oestruscyclus progesteron produceren (27, 142, 303,
3233).

De luteale progesteronproductie tijdens de di-oestrusperiocde is
autoncom. Immers, hypofysectomie op de cestrusdag veranderde noch de
progesteronproductie door het ovarium (303) noch de perifere proges—

tercnconcentraties (ongepubliceerde waarnemingen van McLean - zie
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Discussie vanm 292) gedurende di-cestrus. Dit maakt het onwaarschijn-
1idk dat de bijnier de toename in de progesteronconcentraties gevon-
den tijdens di-ocestrus zou veroorzaken. Er is echter onderzoek gerap-
porteerd waaruit geconcludeerd kan worden dat de biinier wel aanzien-
lijk zou bijdragen tot de perifere progesteronconcentraties tijdens
de cyclus (200, 284). Bij dit onderzoek werd bloed uit de bijnier-
cof ovarium-vene van verdocfde dieren verkregen. Men moet echter
bedenken dat het canuleren op zich al cen maximale stresstoestand
van het dier veroccrzaakt. Op deze wijze wordt derhalve niet de bij-
drage van de bijnier aan het plasmaprogestercn op een bepaald tijd-
stip van de cyclus gemeten, maar veeleer de maximale steroidpreoductie
van de bijnier cp het moment van canulatie.
De gebeurtenissen en de interacties tussen de verschillende
hormonen tijdens de ocestruscyclus in ratten die onder constante
omstandigheden worden gehouden, kunnen als volgt worden samengevat:
(1) vanaf de pro-cestrusdag groei van een nieuwe groep follikels,
waardoor de cestradiolconcentraties vanaf de eerste di-oestrusdag
gaan stijgens;

(2) de stijging van de cestradiolconcentraties werdt deor LH vercor-
zaakt;

(3) de stijging van de oestradiclconcentraties leidt tenslotte tot
de LH-, FSH- en prolactinepieken op de pro-ocestrusdag;

(4) door de stijging van de LH~concentraties op de pro-cestrusmiddag
gaat het ovarium progesteron in plaats van oastrogenen produceren;

(5) de LH-piek induceert obcytrijping, ovulatie en luteInisatie;

(8) de FSH-piek induceert de groei wvan een nisuwe groep follikels;

(7) de prelactinepiek induceert structurele luteolyse van de bestaande
groep corpera lutea;

{8) de nieuw gevormde corpora lutea produceren, cnafhankelijk van de

hypofyse, een gevinge hoeveelheid progesteron tijdens di-oestrus.
1-2.3. De luteale fase van de rat.

Bij de navolgende bespreking blijven de wveranderingen van de hor-

moonsplegels tijdens de luteale fase van de rat vrijwel bulten
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beschouwing. De reden hiervoor is, dat het eigen onderzoek betrek-
king had op deze hormonale veranderingen en deze komen derhalve uit-

voerig aan bod in het experimentele gedeelte van dit proefschrift.

1-2.3.1. Inleiding.

In de voorafgaande bespreking werd vermeld dat luteinisatie
(d.i. de ontwikkeling wan het corpus luteum uit de gesprongen
follikel) deor de LH-piek gelnduceerd wordt (309). Het is nog steeds
niet duidelijk of het corpus luteum bij de rat alleen uit geluteini-
seerde granulosacellen bestaat of dat ook geluteiniscerde thecacellen
deel uitmaken van het corpus luteum. Bij een aantal zcogdierspecies,
waaronder de mens (71) en de koe (78), is het mogelijk bij een vol-
groeid corpus luteum luteiIne cellen gevormd uit thecacellen en uit
granulosacellen van elkaar te onderschelden. Dit 1s niet mogelijk bij
de rat (84). Er zijn echter bij de rat met behulp van het electronen-
microscoop wel verschillen tussen de cellen in de periferie en in het
centrum van het corpus luteum tijdens de zwangerschap gevenden (84}.
De perifere cellen zouden dan uit thecacellen ontstaan kunnen zijn.
Long (188), wiens waarnemingen op dag 2 van de zwangerschap beginnen,
zag echter noch met het lichtmicroscoop noch met het electronen-—
microscoop verschillen tussen de luteIne cellen. Pederson heeft met
lichtmicroscopisch onderzcek gevonden dat de gelutelniseerde theca-
cellen in het corpus luteum van de rat reeds 36 uur na ovulatie niet
meer te conderscheiden waren van de gelutelniseerde granulosacellen
(237). Guraya (138) beschrijft echter dat de thecacellen reeds op
de eerste di-~cestrusdag gedegenereerd zouden zijn, zodat uit deze
studie (138) geconcludeerd kan worden dat het corpus luteum van de
rat alleen uit geluteIniseerde granulosacellen bestaat.

Zoals bij de bhespreking van de oestruscyclus werd medegedeeld,
produceren de corpora lutea van de cyclus slechts gedurende korte tijd
progesteron. Tijdens zwangerschap en pseudozwangerschap echter produ-
ceren de corpora lutea bij de rat gedurende sen langere tijd proges-
teron (121, 142, 240, 318). Na de zwangerschap treedt een post-partum

ovulatie op. Vindt geen paring plaats na de partus dan treedt toch
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een pseudozwangerschap op. Tijdens deze lactatiepseudozwangerschap
worden geen ovulaties noch bronstgedrag geconstateerd. Reeds eerder
werd vermeld dat zowel tijdens zwangerschap als pseudczwangerschap
een verlengde di-ocestruspericde wordt waargenomen.

Het is gebruikeliik, bij de rat 4 soorten corpora lutea te on-
derscheiden. Dit onderscheid is gebaseerd op de endocriene toestand:
1. corpora lutea van de oestruscyclus;

2. corpora lutea van de pseudozwangerschap;

3. corpora lutea van de zwangerschap;

4. corpora lutea van de lactatie(pseudo)zwangerschap.

ad 1. De corpora lutea van de ocestruscyclus zijn de kleinste wvan de

4 gencemde soorten, en zlj bereiken een gemiddelde diameter wan 1,1
mm. Een nieuwe groep van 10 - 15 corpora lutea wordt nz iedere owvula-
tie gevormd. Bimnen 48 uur na de ovulatie hebben deze corpora lutea
reeds een maximaal volume bereikt en zij behouden dit volume enkele
dagen (47, 73). Na de volgende ovulatie vermindert de grootte eerst
snel, waarna zij langzaam degenereren (47). Na twee oestruscycli is
deze groep van corpora lutea uit het ovarium verdwenen.

ad 2. De corpora lutea van de pseudozwangerschap worden na iedere
ovulatie gevermd indien steriele copulatie of cervicale stimulatie
heeft plaatsgevonden tijdens de bronstperlode. Deze corpora lutea zijn
iets groter {gemiddeld 1, 2 - 1, 3 mm) dan de corpora lutea van de
oestruscyclus (209). Ock zijn de cellen van de corpora lutea van de
pseudozwangerschap groter dan die van de oestruscyclus. In vergelij-
king met de corpora lutea van de oestruscyclus bevatten de cellen

van het corpus luteum van de pseudozwangerschap (8%, 188):

- een geringere hoeveelheid lipide;

- goed ontwikkelde mitochondria met tubulaire cristae;

- een electronendichtere intramitochondriale matrix;

- veel glad endoplasmatisch reticulum.

De corpora lutea van de pseudozwangerschap produceren gedurende onge-
veer 10 dagen een aanzienlijke hoeveelheid progesteron (142)., Deze
corpora lutea van de pseudozwangerschap induceren de ontwikkeling

van het lobulo-alveolaire systeem van de melkklieren en maken de greei

van een deciduccm in een getraumatiseerde uterus mogelijk (187).
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ad 3. De corpora lutea van de zwangerschap kunanen beschouwd worden
als corpora lutea van de pseudozwangerschap die echter gedurende
langere tijd progesteron produceren (142). Het is gebleken dat de
progestercnspiegels in het bloed tijdens de serste helft van de
zwangerschap en tijdens de pseudozwangerschap vrijwel gelijk zijn
(240). Aan het einde van de pseudozwangerschap dalen de progesteron-
concentraties, terwijl de corpora lutea van de zwangerschap ook 10 -
12 dagen na de ovulatie progesteron blijven produceren (142, 240).
Dit komt doordat tijdens de tweede helft van de zwangerschap een pla-
centair Ilutectrofine de corpora lutea stimuleert (238). In de tweede
helft van de zZwangerschap gaan de cellen van de corpora lutea verder
ultgroeien (187, 209), waardoor de corpora lutea een gemiddelde
diameter van 1,9 mm bereiken. Het uitgroeien van de corpora lutea
manifesteert zich door hogere progestercncencentraties in het bloed
in de tweede helft van de zwangerschap (240).

ad 4. Bij de rat treedt een post-partum ovulatie op. De corpora lutea
van de zwangerschap degenereren na de post-partum ovulatie en de
nisuwe groep corpora lutea gaat een aanzienlijke hoeveelheid proges-
teron produceren (136) wanneer de moeder gaat lacteren. De corpera
lutea bereiken een gemiddelde diameter wvan 1,6 mm. De lactatiepseudo-
zwangerschap duurt 20 - 30 dagen en de lengte van de lactatiepseudo-
zwangerschap wordt onder andere bepaald door het aantal zogende
Jongen: verwijderen van de jongen verkort de lengte van de pseudo-
zwangerschap (261). De lactatiezwangerschap verschilt van de normale

zwangerschap doordat ultgestelde implantatie optreedt (zie 339).

1-2.3.2. Correlatie tussen de functionele toestand van het corpus
Iuteum en de activiteit van het enzym 20a-hydroxysteroid-

dehydrogenase.

Het functionele corpus luteum is een metastabiel systeem. Een
tijdelijke remming van het functioneren kan snel irreversibel worden
waardoor luteclyse optreedt. Wiest en zlijn medewerkers hebben aange-
toond dat de activitelt van het in de corpora lutea gelocaliseerde

enzym 20c-hydroxysteroiddehydrogenase (25) een zeer goede indicatie
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is voor de functionele toestand van het corpus luteum. Allereerst
toonde Wiest aan (324) dat 20a-dihydroprogesteron het belangrijkste
omzettingsproduct van progesteron in het corpus luteum van de rat is.
Verder bleek dat 20u-dihydroprogesteron geen belangrijke progesta-
tieve activiteit had (327). Lage 20a-hydroxysterciddehydrogenase
activiteit bleek karakteristiek te zijn voor functionele corpora
lutea, terwijl een toename van de activiteit samenging met het op-
treden van luteolyse (326). Op grond van deze gegevens stelde Wiest
dat 'progesterone reduction to Z0w-dihydroprogesterone constitutes

a physiological mechaniem by which the progestational potensy of
ovarian secretions is regulated, ond initiation of enayme activity
eoryelates, directly or indivectly, with the beginning of luteal
involution™ (143, zie ook 178). De vraag kan echter gesteld worden
of progestercn misschien zelf een repulerende werking heeft op de
activiteit van 20c-hydroxysterciddehydrogenase. Enige aanwijzingen
hiervoor zijn gegeven door Veomett en Daniel (308), die beschreven
dat eerst een daling van de progesteronconcentraties werd waargenomen
bij lacterende zwangere ratten en vervolgens een verandering in de ac-
tiviteit van 20a-hydroxysteroiddehydrogenase. Fuchs en Mok (115} von-
den dat de activiteit van 20a-hydroxysteroiddehydrogenase in het ova-
rium wvan zwangere ratten toenam na behandeling met prostaglandine an'
Gelijktijdig toedienen van progesteron voorkwam deze activiteitstoena-
me (115), zodat ook in dit experimenteel medel progestercn misschien

een regulerende werking had op de activiteit van dit enzym.
1-2.3.3. Luteotrofe hormonen.
1-2.3.3.1. Inleiding.

Het functicneren van de corpora lutea is in het algemeen af-
hankelijk van stimulatie door hormonen. Dergelijke hormonen worden
luteotrofe hormonen gencemd. Er zijn weinig zoogdiersoorten beschreven
waarbij zowel structuur als functie van het corpus luteum door &&n
luteotroof hormoon gehandhaafd wordt (zie 134). Meestal is er sprake

van een lutectroof complex, dat wil zeggen dat meerdere hormonen
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nocdzakelijk zijn voor functie en structuur van het corpus luteum.

Tot nu toe zijn er twee zoogdierscorten beschreven die blijkbaar
geen hypofysaire hormonsn nodig hebben voor het functicneren van het
corpus luteum. Voor het varken werd gevonden dat het verwijderen van
de hypofyse na de ovulatie niet interfereerde met de vorming en de
functie van de corpora lutea tijdens de cyclus {206). Bij de cavia is
de aanwezigheid van de hypofyse na de ovulatie slechts 2 tot 3 dagen
nodig voor het functioneren van het corpus luteum tijdens de cyclus
{4, 146). Tijdens de zwangerschap bij de cavia is de placenta echter
wel nodig voor het normaal functioneren van het corpus Iuteum. Bij de
rat is de aanwezigheild van de hypofyse beslist noodzakelijk voor de
veorming van de corpora lutea, echter de geringe productie van proges-—
teron door de corpora lutea tijdens de cestruscyclus is niet afhanke-~
1ijk van de hypofyse (292, 303}. Waarom de corpora lutea van het
varken en van de cavia voor het functioneren geen gonadotrofinen nodig
hebben is moeilijk te verklaren. Het is echter wel bekend dat het ver-
wijderen van de eicel ult de preovulatoire follikels wvan het keonijn
leidt tot luteInisatie van deze follikels (82). Deze gelutelniseerde
follikels produceren net zoveel progestercn als de corpora lutea van
een pseudozwanger koniin (82), mear de progesterconproductie houdt
slechts 5 dagen aan. Uit de resultaten van deze publicatie (82) kan
geconcludeerd worden dat geen gonadetrofinen nodig zijn woor luteIni-
satie, en dat in de preovulateoire follikel de eicel de lutelnisatie
voorkomt. Voor de rat werd beschreven dat in een kweek van granulosa-
cellen luteInisatie werd voorkomen wanneer eicellen aanwezipg waren
(222). Daarentegen, werd echter voor de rat gevonden dat luteinisatie
kan optreden ondanks de aanwezigheid van een, weliswaar geriipte,
ofcyt in de follikel (309).

Bij de bespreking van lutectrofe processen is het van belang een
onderscheid te maken tussen morfologie en steroidproductis van het
corpus luteum. Bij de rat zijn dit waarschijnliik twee gescheiden
fenomenen. De corpora lutea van de oestruscyclus produceren weinig
progesteron, hoewel corpora lutea van normale structuur zanwezig ziin.

Worden de corpora lutez van de cestruscyclus gestimuleerd met

29



prolactine dan worden zij functioneel (20). Na hypofysectomie blijven
niet-lytische corpora lutea bestaan, die echter geen progesteron meer
produceren (130). Worden prepuberale ratten na het opwekken van een
superovulatie door behandeling met PMS en HCG gehypofysectomeerd, dan
neemt de functie van de corpora lutea (im vitro synthesze van proges-
teron) en het gewicht van de corpora lutea af {18). Behandeling met
prolactine herstelde wel de #Zm vitro progesteronsynthese, maar voor-
kwam niet de daling van het gewicht van de corpora lutea (18).

Zoals reeds werd opgemerkt, zijn er meestal meerdere hormonen
noodzakelliik voor handhaven van de functie en structuur van het
corpus luteum. Dit is cok het geval bij de rat (zie 301) en in de na-
volgende bespreking zullen de hormonen waarvan bekend is dat zij een

luteotrofe werking bezitten, behandeld worden.
1-2.3.3.2. Luteotrofe werking van prolactine.

Bij de rat is prolactine een luteotroof heormcon. Toedienen van
prolactine aan gehypofysectomeerde ratten bleek de luteale functies
te handhaven (194%). Wanneer azan gehypofysectomeerde ratten dagelijks
3f ratteprolactine 3f schapeprolactine met dezeifde biclogische acti-
viteit werd gegeven, bleek dat ratteprolactine de luteale functie
voor een langere tijd kon handhaven (191). Dit is wellicht te ver-
klaren door aan te nemen dat in de ratten die met schapeprolactine
behandeld werden, antilichamen tegen het schapeprolactine onistaan.

Everett toonde aan dat na transplanteren van de hypofyse onder
het nierkapsel de corpora lutea functicneel werden (S4). Het functio-
neel zijn van de corpora lutea in deze dieren met een hypofyse-auto-
transplantaat werd getest decor % dagen na het transplanteren van de
hypofyse de uterus te traumatiseren. Dit leidde in vele gevallen tot
het ontstaan van deciduomen in deze uteri (94). Later beschreef
Everett (85) een aantal experimenten waaruit blijkt dat corpora lutea
in de dieren met een hypofyse-autotransplantaat tenminste 3 maanden
lang functioneel blijven. Uit deze experimenten concludeerde Everett
dat het hypofysetransplantaat continu prolactine produceerde waardoor

corpora lutea functioneel werden en bleven. Deze conclusie werd in
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vele studies bevestigd (zie 264).

Prolactine is het enige hypofysehormoon dat in staat iz de
luteale activitelt in gehypofysectomesrde ratten te handhaven (72,
88). Noch LH, noch FSH, alleen of tezamen, ziin in staat de luteale
functie bij de rat te onderhouden (281). Prclactine alleen iz echter
niet veldoende voor het in stand houden van de zwangerschap bij rat-
ten die aan het begin van de zwangerschap gehypofysectomeerd
werden; wordt naast prolactine ook oestron (of in plaats hiervan LH
of FSH) gegeven, dan blijft het dier zwanger (2, 128, 190). Ock bij
pseudozwangere ratten met deciduomen is gebleken dat prolactine het
belangrijkste luteotrofe hormoon is; het tevens toedienen van LH of
F8H kan de progesteronconcentraties in het plasma van gehypofysecto-
meerde ratten verhogen (301). De ultrastructuur van de cellen wvan
functicnele corpora lutea van gehypofysectomeerde ratten die met
prolactine behandeld werden, lijkt sterk op die van cellen van de
corpora lutea van intacte zwangere ratten {(84).

Ock uilt experimenten met ergot—alkaloiden is gebleken dat de
aanwezigheid van prolactine zeer belangrijk is voor het functioneren
van de corpora lutea bij de vat. Enkele ergot-alkaloiden, zoals
ergotoxine, ergocornine en bromo-ergokryptine (CB 154}, remmen de
hypofysaire prolactine-afgifte (223, 329, 338). Een eemnmalige toedie-
ning van ergotoxine voorkwam de vorming van progesteron-afhankeliike
deciduomen (285). Ook is het mogelijk met ergotoxine een eind te
maken aan de zwangerschap (286).

De werking van prolactine is niet volledig bekend. Bewezen is
dat prolactine de activiteit van het 20u-hydroxysterolddehydrogenase
remt: chronische toediening van prolactine aan gehypofysectomeerde
ratten veorkemt de inductie van dit enzym (18, 183, 173). Tot nu toe
zijn vrijwel geen directe, acute werkingen van prolactine op de
steroidogenese aangetoond (zie 38, 268), zoals die wel voor LH werden
gevonden (16). Wel is bekend dat langdurige behandeling met prolac-
tine de concentratie aan veresterd cholesterol in de testis van gehy-
pofysectomeerde muizen verhoogt (29). Behrman c.s. (36) toonden aan
dat prolactine in staat is hoge activiteiten van de enzymen choles-

terolestersynthetase en cholesterolesterase te handhaven bij een
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gehypofysectomeerde rat. Ook werd beachreven dat prolactine bij de

rat de omzetting van progesteron vermindert (19). Verder heeft prolac-
tine een effect op het metabolisme van lipiden en de vorming van
cholesterclesters in het ovarium van de rat (16). Recent werd aan-
getoond dat prolactine het santal receptoren voor LH op de corpora
lutea van de rat doet toenemen (135, 150). Dit betekent dat prolac-

tine het corpus luteum gevoeliger voor LH kan maken.
1-2.3.3.3. Lutestrofe werking van de placenta.

Bij zoogdieren cntstaat na de implantatie van de blastocyst in
de uterus een placenta. De placenta bestaat ult een moederlijk en
een foetaal deel (zie 153). Het moederlijk deel van de placenta wordt
gevormd uit het endometrium van de uterus. Naast de inwerking van de
foetale trofcblast op het endometrium van de uterus, kan een op het
moederlijk deel wvan de placenta gelijkende structuur worden verkregen
door op een geschikt tijdstip de uterus mechanisch te prikkelen (168,
182, 187). Deze structuur wordt deciducom genocemd en kan, net als de
placenta, slechts ontstaan wanneer voldoende progesteron aanwezlg is.

Als de hypofyse voor de 12e dag van de zwangerschap bij de rat
verwijderd wordt, dan eindigt de zwangerschap vroegtijdig; na de 1Ze
dag is de hypofyse niet meer nodig voor de zwangerschap (238).
Pencharz & Long (238) concludeerde uit deze experimenten dat de pla-
centa de functie van de hypofyse in de 2e helft van de zwangerschap
kon overnemen. Met placentaire extracten van 12 dagen ocude ratten
bleek het mogelijk te zijn zwangerschap te handhaven in op dag 6 van
de zwangerschap gehypofysectomeerde ratten (24). De vorming van
deciduomen bleek in gehypofysectomeerde ratten megelijk te zijn
wanneer de dieren dagelijks met placentair extract werden ingespoten
(22). Dit beteckent dat de placenta Of progesteron Of een luteotroof
hormoon produceert. Daar placentaire extracten niet in staat waren
deciduomen in gehypofysectomeerde, geovariectomeerde ratten te hand-
haven (22) moet geconcludeerd worden dat de placenta een luteoctroof
hormoon produceert. Dit wordt gesteund door waarnemingen van Wiest

(325} dat in de placenta geen belangrijke hoeveelheid progesteron
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aanwezlg is. In een bio-assay voor prolactine {druivenkropassay - zie
57) werkt placentair extract op eenzelfde wijze als prolactine (257).
Het placentair lutsctroof hormoon bij de rat is volgens Linkie &
Niswender een glycoproteine met een molecuulgewicht van 25000 - 50000
(180). Rokertson & Friesen isoleerden echter Y4 eiwlitten uit de ratte-
placenta, die elk een prolactine-achtige werking haddern (260). Kort
na de implantatie van de blastocyst in de uterus is lutectrofe werking
van de placenta aantocnbaar (7, 332), en in het serum is met biclo-
gische bepalingen een maximale concentratie van het placentalre luteo-
trofe hormoon op dag 12 van de zwangerschap aantoonbaar (161, 201).
Het is aamnemelijk dat het luteotrofe placentaire hormoon in
ieder geval door het foetale deel van de placenta gesynthetiseerd
wordt. Zeilmaker toonde aan dat ectopisch trofoblastweefsel van de
muls luteotrofe werking bezat (341); het toedienen van ergocornine
aan nuizen met ectopisch trofoblastweefsel maakte geen eind aan de
door het trofoblastwesfsel geinducesrde pseudozwangerschap (342).
Averill c.s. {24) en Kisch & Shelesnyak (164) implanteerden hetx
moederlijke deel van de placenta in ratten aan het begin van de
zwangerschap en vonden dat deze implantaten het afbreken van de
zwangerschap door hypofysectomie (24) of ergocorninebehandeling (164)
verhinderden. Deze waarnemingen suggereren dat het moederlijke deel
van de placenta een luteotroof hormoon produceert. Het Is echter zeer
moeiliik een wolledige scheiding tussen het moederlijke en het Ffoetale
deel van de placenta van de rat te verwezenlijken, zodat niet uitge-
sloten kan worden dat de transplantaten van het maternale deel van
de placenta verontreinigd waren met het foetale deel. Voor deze ver-
onderstelling pleit dat het implanteren van deciduomen in ratten aan
het begin van de zwangerschap niet verhinderde dat de zwangerschap
door ergocorninebehandeling afgebroken werd (164). In oversenstemming
hiermee vond Waynforth (312) dat het verwijderen van de foeten en het
foetale deel van de placenta bij de rat het volume van de corpora
lutea verminderde. Bovenstaande gegevens laten zien dat het twijfel-
achtig is of het moederlijke deel van de placenta in staat is de
functie van de corpora lutea te handhaven. Aan de andere kant moet

gesteld worden dat na de inductie van deciduomen de pseudozwangerschap

33



bij de pat verlengd iz, en dat de mate wvan verlenging afhankelijk Is
van het aantal deciduomen (307). Ook werd aangetoond dat de maximale
ovariéle progesteronproductie tijdens pseudozwangerschap hoger was

bij de aanwezigheid wvan deciduomen (142), Blijkbaar kan het moederlij-
ke deel van de placenta wel de functie van de corpora lutea bij een
intacte rat belnvlceden. Na het toediemen van ergocormine aan pseudo-
zwangere ratten met deciduomen werd door Kisch & Shelesnyak (184)
waargenomen dat de ratten na 2 - 3 dagen ovuleerden. Gibori o.s. (117)
namen echter waar dat na ergocorninebehandeling het langer duurde
vocrdat een pro-oestrus- of cestrus~uitstriik werd gevonden in pseu-
dozwangere ratten met deciduomen, dan in de pseudozwangere controle-
ratten. Verder bleek dat de progesteronspiegels in het plasma 24 uur
na de injectie met ergocornine hoger waren in de pseudozwangers ratten
met deciduomen, dan in de pseudozwangere controle-ratten. Gibori c.s.
(117) concludeerden uit hun experimenten dat deciduomen een luteoctrofe
werking bezaten. Het is echter wel duidelijk dat deciduomen niet in
staat zijn zlleen de functie van de corpora lutea bij de rat te hand-

haven, terwijl de foetale placenta dit wel kan (164, 341, 342).
1-2.8.3.4. Luteotrofe werking van LH.

Er is experimenteel bewijs dat LH de functie van het corpus
luteum bij de rat kan beinvloeden: afhankelijk van de experimentele
omstandigheid kan LH luteotroof of luteolytisch zijn (zie voor dit
laatste paragraaf 2.3.4.2.).

Hypofysectemie op dag 8 of 9 van de zwangerschap veroorzaakt het
afbreken van die zwangerschap. Wanneer na hypofysectomie LH wordt
gegeven tot dag 12 van de zwangerschap dan blijft het dier in ieder
geval tot dag 15 zwanger (9, 215). Het toedienen van een antiserum
tegen LH tussen dag 7 en dag 10 van de zwangerschap vercorzaakt een
sterke daling van de ovariéle progesteronproductie, gevolgd door
abortus (255). Bij de dieren die met antiserum tegen LH behandeld
waren, eindigde de zwangerschap ook wanneer prolactine, placentaire
extracten of oestrogenen gegeven werden. Progestercn kon echter het

effect van de behandeling met het antiserum teniet doen. Eenmalige
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behandeling met antiserum tegen LH op dag 14 van de zwangerschap
heeft geen invleced op het handhaven van de zwangerschap, hoewel wel
verhoogde concentraties van cholesterol en cholesterclester en een
lets verlaagde productie van progesteron en 20a~dihydroprogesteron
gevonden werden (216).

Recent zijn nog een aantal publicaties verschenen waarin de
effecten van antiserum tegen LH op de activiteit van het corpus
luteum bij zwangere en pseudozwangere ratten beschreven werden.
Yoshinaga c.s. (335) beschreven dat tijdens lactatiepseudozwanger-
schap de ovari&le progestercn- en 20a-dihydroprogesteronproductie
alleen op dag 7, maar niet op dag 3 of dag 15, verminderd waren na
een 2-daagse behandeling met een antiserum tegen LH. Een half uur
na het toedienen wvan LH (25 pg S-14) werd een verhoogde afgifte van
progesteron door het ovarium op dag 7 en op dag 15 gevonden (335).
Het dagelijks geven van antiserum tegen LH van dag 0 tot en met dag
3 3f van dag & tot en met dag 7 van pseudozwangerschap of zwanger-
schap verhinderde de vorming van deciduomen respectievelijk het im-
planteren van de blastocyst (199). Wanneer naast het antiserum tegen
LH dagelijks progesteron werd gegeven, werd het effect van de behan-
deling met het antiserum slechts gedeeltelijk wvoorkemen; hieruit
kan geconcludeerd worden dat de "antiserumblckkade™ ook na het stop-
zetten van de antiserumtoediening blijft bestaan (198). In tegenstel-
iing tot het effect op de luteale functie tijdens zwangerschap, pseu-
dozwangerschap en lactatiepseudozwangerschap, blijkt antiserum tegen
LH geen effect te hebben op de luteale activiteit blj pseudozwangere,
gehypofysectomeerde vatten met een hypofyse-autotransplantaat (192).
Hoewel de progestercnsplegel in het serum van deze pseudozwangere
vatten niet veranderde door de behandeling met het antiserum (192)
bleek wel dat de hoeveelheid veresterd cholestercl in het ovarium
van deze ratten afnam na behandeling met antiserum tegen LH (248).

Rothchild en medewerkers hebben nagegaan welke hormonen nedig
zijn voer de functie van het corpus luteum bij de zwangere rat (213)
door op verschillende dagen tijdens zwangerschap ergocornine of anti-
serum tegen LH te geven. Uit deze experimenten werden de vclgende

conclusies getrokken: tijdens de zwangerschap zijn 3 stadia in de
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regulatie van de functie van het corpus luteum te onderscheiden,

te weten:

1. tot en met dag 7 is prolactine het belangrijkste luteotrofe hor-
mocn (zie ook 285);

2. van dag 7 tot dag 12 is zowel LH als placentair hormocn nodig voor
de functie van het corpus luteum;

3. na dag 11 is alleen de placenta nocdzakelijk voor de functie van
het corpus luteum.

Ock werd deor Rothchild c.s. (265) nagegaan welke hormonen nodig
zijn voor het functiocneren van het corpus luteum tijdens pseude-
zwangerschap. Dit bleek afhankelijk te ziin van het type pseudo-
zwangerschap. Bij pseudczwangere ratten met deciduomen en bij pseudoc-
zwangere ratten waarbij de uterus tijdens de bestudeerde pseudo-
zwangerschap verwiiderd werd, blijkt voor de functie van het corpus
luteum vanaf dag 8 van de pseudozwangerschap LH nodig te zijn.
Tijdens een gewone pseudezwangerschap, tijdens een pseudcozwangerschap
in langdurig gehysterectomeerde ratten, en tijdens lactatiepseudo-
zwangerschap blijken de corpora lutea geen LH nodig te hebben. Deze
conclusie is gebaseerd op de waarneming dat het geven van antiserum
tegen LH zelfs op dag 10 geen significant effect had op de duur van
de luteale fase. Waardcor corpeora lutea van de rat afhankelijk worden
van LH is niet duidelijk (265).

Ford & Yoshinaga (109} bevestigden dat toedienen van een anti-
serum tegen LH de progesteronconcentraties tijdens de gewone pseudo~
zwangerschap niet veranderde. De pseudozZwangerschap, zcals die
beoordeeld werd aan vagina-uitstrijkjes, bleek echter 5 dagen ver-
lengd te zijn na de antiserumbehandeling. De progesteronconcentratie
bleek echter laag te zijn tijdens deze pericde van 5 dagen, zodat het
gebruikte antiserum blijkbaar interfereerde met het optreden van de
ovulatie (109). Dit illustreert dat gegevens van experimenten waarbij
antisera ingespoten werden, uiterst voorzichtig geInterpreteerd dienen
te worden. Wanneer antiserum tegen LH aan chronisch gehysterectomeerde
dieren werd gegeven op dag 1% van de pseudozwangerschap werd een dui-
delijke verlaging van de progestercnconcentraties in het plasma

gevonden (143). Blijkbzar worden ook de corpora lutea van chronisch
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gehysterectomeerde ratten afhankelijk wan LH. Dit laatste werd niet
door Rothchild e.s. {265) gevonden omdat 2ij alleen op de dagen 8,
g of 10 van de pseudozwangerschap antiserum tegen LH gaven aan de
chronisch gehysterectomeerde dieren. Daarom kan verwacht worden dat
waarschijnlijk ook tijdens lactatiepseudozwangerschap de corpora

lutea afhankelijk van LH worden.

1-2.3.4. Luteolyse.

1-2.3.4.1. Inleiding.

Het corpus luteum is een endocrien orgaan met een beperkte le-
vensdyur. Het beBindigen wvan de functie en de degeneratie van het
corpus luteum wordt luteclyse genoemd. Er wordt gewoonlijk onderscheid
gemaakt tussen functionele en structurele luteolyse (186). De term
functionele luteolyse wordt gebruikt om aan te geven dat een verande-
ring in het steroldmetabolisme van het corpus luteum is opgetreden,
waardoor de progesteronproductle sterk verminderd is. Tijdens de
functicnele luteclyse bij de rat wordt een toename van de activiteit
van het enzym 20a-hydroxysteroiddehydrogenase waargencmen (326). De
activitelt van 20u-hydroxysterociddehydrogenase kan op eenvoudiges
wijze gemeten worden door im vitro de omzetting van radiocactief pro-
gesteron naar 20e-dihydroprogesteron te meten. De activiteit van dit
enzym I1s daarom een goed bruikbare test voor het optreden van functio-
nele luteolyse.

Structurele lutecolyse is de morfologische regressie van de corpo-
ra lutea, en volgt na de functionele luteolyse (196). De eerste veran-
dering die waargencmen wordt bij de structurele luteolyse is het
zichtbaar worden van lipidedruppeltjes in de cellen van het corpus
Iuteum (50). Andere veranderingen tijdens de structurele luteolyse
zijn een toename van de activiteit van lysosomale enzymen {181), een
zwelling van de mitochondria en regressie van glad endoplasmatisch
reticulum (84, 188) in de luteale cellen. De corpora lutea worden
geInfiltreerd door macrofagen en de luteale cellen verdwijnen. De lu-

teale cellen worden tenslotte geleidelijk vervangen door fibroblasten.
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Bij de volgende bespreking zal voornameliik aandacht geschonken
worden aan de functionele luteolyse. De factoren die een rol spelen
bij de functionele luteolyse zijn nog onvoldoende bekend. Wel is
waarschijniijk dat bij de rat zowel hypofyse als uterus de activi-

teit van de corpora lutea beinvloeden.
1-2.3.4.2. Luteolytische werking van hormonen uit de hypofyse.

Voor het functioneren van het corpus luteum bij de rat is een
vrijwel voortdurende stimulatie van luteotrofe hormonen nodig.
Daarom zal een tekort aan luteotroof hormeon leiden tot het afbreken
van de luteale activiteit. Echter, de hormonen met een luteotrofe
werking - voornamelijk prolactine, en daarmaast LH - zijn ook aan
het einde van de luteale fase nog meetbaar (111, 319, zie ook
hoofdstuk 3). Dit maakt het niet aannemelijk dat luteclyse verocr-
zaakt wordt door het uitblijven wvan luteotrofe stimulatie.

Evans c.s. (87) vonden dat, indlen prelactinebehandeling werd
uitgesteld tot 1 of 2 dagen na hypofysectomie, prolactine niet luteo—
troof was, maar structurele luteolyse vercorzaakte. Hoewel het waar-
genomen effect werd toegeschreven aan de LH-verontreiniging in het
gebruikte prolactinepreparaat (87), suggercerde Desclin (75) dat
prolactine de structurele luteolyse bij de gehypofysectomeerde rat
vercorzaskte. De veronderstelling van Desciin bleek juist te zijn
aangezien ook luteolyse gelnduceerd kon worden met prolactineprepa-
raten die geen LH bevatten (291, 194), Prolactine is ock in de
cestruscyclus belangrijk veor de structurele lutsclyss. Er treedt
namelijk geen structurele luteolyse op wanneer de prolactinepiek op
de pro-cestrusdag voorkomen wordt door het toedienen van ergocornine
(330). Werd prolactine gegeven aan ratten vlak na de partus dan ver-
minderde zowel het gewicht van het ovarium als de diamster van de
corpora lutea (195). Ook het zogen van jongen versnelde de structu-
rele luteolyse bij post-partum ratten (187). Uit deze waarnemingen
kan geconcludeerd worden dat prolactine onder bepaalde omstandigheden
een snelle degeneratie kan bewerkstelligen van luteaal weefsel, dat

op het moment van prolactinetoediening waarschijnlijk slechts weinig
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progesteron produceert.

Greep c¢.s. (132) lieten zien dat een (ruw) LH-preparaat een
snelle degeneratie van de corpora lutea veroorzaakte in de gehypo-
fysectomeerde rat. Lactatiepseudozwangerschap en een luteale fase,
welke laatste onderhcouden wordt door esn hypofyse-autotransplantaat,
worden beide gekenmerkt door lage LH-spiegels (108, 140, 204). De
verlengde luteale fase bij deze dieren kan dus het gevolg zijn van
de lage LH-concentraties in het bleed. Bij een luteale fase die
door een hypofyse-autotransplantaat onder het nierkapsel werd onder-
houden, resulteerde een l0-daagse behandeling met LH in een ver-
minderde grootte van de corpora lutea (264). Tevens was bij deze
dieren de progesteronproductie sterk verminderd na de LH-behandeling,
terwijl de 20q-dihydroprogesteronconcentratie verhoogd was (176).
Het injiceren van LH een half uur vH&r het verzamelen van het ovarigle
veneuze bloed, veroorzaskte een daling in de progesteronproductie
(334). Deze experimenten laten zien dat LH onder bepaalde omstandig-
heden luteolytisch kan zijn.

Na een gedurende lange tijd toedienen van oxytocine of vaso-
pressine werd structurele luteclyse opgemerkt in ratten waarbl] de
luteale activiteit werd gehandhaafd dcor een hypofyse-autotransplan-
taat (103, 289). Hausler & Malven {145) konden deze waarneming
echter niet bevestigen, misschien doordat zij de vatten met een
hypofyse-autotransplantaat slechts gedurende een korte pericde met
oxytocine of wasopressine behandelden. De waarnemingen van Quilligan
% Rothchild (252) laten zien dat de hypofyse van groot belang is
voor het proces van de luteclyse. Bij ratten die een extra hypofyse
onder het nierkapsel hadden werd na iedere ovulatie een pseudo-
zwangerschap vastgesteld; dit is te verklaren wanneer men bedenkt
dat het hypofysetransplantaat continu prelactine produceert zodat de
na de ovulatie ontstane corpora lutea geactiveerd worden door het
aanwerige prolactine. De pseudozwangerschap in deze dieren duurde,
ondanks een voortdurende prolactine-afgifte door het hypofysetrans-
plantaat, 12 dagen (252). Dit betekent dat onder deze omstandigheden

de hypofyse imn situ een luteolytische werking ultoefende,
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1-2.3.4.3. Luteolytische werking van de uterus.

Tn 1923 beschreef Loeb (186) dat het verwijderen van de uterus
(hysterectomie) in een verlenging van de lutsale fase bij de cavia
resulteerde. Ook bij andere zoogdiersoorten werd een verlenging
van de luteale fase na hysterectomie waargenomen; primaten vormen
echter hiercop een uitzondering (14}.

Bij de rat heeft hysterectomie geen invliced op de lengte wvan
de oestruscyclus (24%4), maar de duur van de pseudozwangerschap is
wel verlengd na hysterectomie (14). Deze gegevens en het werk van
Schomberg (271) doen veronderstellen dat de uterus een luteclytische
factor produceert. De lengte van de pseudozwangerschap in gehys-
terectomeerde ratten werd verkort door het transplanteren van
uterusweefzgel, dat afkomstig was van ratten die in oestrus waren
(147). Verwijderen van het endometrium uit de uterus verlengde de
duur van de pseudozwangerschap (311), terwijl de duur van de pseudo-
zwangerschap verkort was na het injiceren van suspensies (43) of
extracten (77) van het endometrium. Uit deze waarnemingen kan gecon-
cludeerd worden dat het endometrium een luteclytische factor produ-
ceert. Bij de rat is nog niet bekend welke factor dit is en op
welke wijze deze factor luteolyse induceert.

In de afgelopen 7 - 8 jaar werd in toenemende mate gesuggereerd
dat prostaglandines de luteolytische factor uit de uterus zouden
zijn. De asnleiding hiertoe was de waarnmeming bij een aantal dier-
soorten dat na het toedienen van prostaglandines de luteale fase
werd afgebroken (247). Er is bewijs dat prostaglandines betrokken
zijn bij de luteolyse bij het schaap (203), de cavia (44) en het
rund (245). Bij het scheap werden experimenten gedaan waaruit ge-

concludeerd werd dat prostaglandine T . S8 luteolytisch hormoon

uit de uterus was dat lokaal op het oiarium zou inwerken (203).

Deze lokale werking zou tot stand kemen door een 'countercurrent
transfer mechanism" , wat inhoudt dat prostaglandine F2a rechtstrecks
uit de uterc-ovariumvene in de ovariumarterie terechtkomt. McCracken
c.s. {203) kwamen c.a., tot deze hypothese omdat de ovariumarterie

op het oppervlak van de utero-ovariumvene loopt en scheiding van de
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ovariumarterie van de utero-ovariumvene het optreden van de regressie
van het corpus luteum op het verwachte tijdstip verhindert (28). In
een tweetal publicaties van Coudert en medewerkers over luteolyse

bij het schaap (89, 70) werden de experimenten van McCracken c.s.
(203) niet bevestigd. De resultaten van Coudert c.s. (89, 70) wijzen
niet op zen locale werking van de uterine luteolytische factor op

het ovarium en deze auteurs twijfelen er dan cok aan dat prostaglan-—
dine an een direct en lecaal luteolytische werking bij het schaap
zou hebben.

Daar het tcedienen van prostaglandine F, aan de pseudozwangere

rat de pseudozwangerschap deet afbreken doorQZen verlaging van

zowel de progesteronconcentraties in het bloed als in het ovarieel
veneus bloed {37, 246) zouden ook bij de rat prostaglandines uilt de
uterus betrokken kunnen zijn bij de luteclyse. Wanneer echter in het
bloed prostaglandines gemeten werden tijdens de pseudozwangerschap,
kon slechts een geringe stijging van de F prostaglandines en geen
stijging van de E prostaglandines op dag 7 van pseudozwangerschap
worden aangetoond (268). Werd bloed ult de uterusvene verzameld, dan
werd een matige stijging van F prostaglandines, maar geen stijging
van de E prostaglandines gevenden op dag 9 van pseudozwangsrschap
{59, 313).

Wanmeer bij de rat prostaglandine an hetzelfde zou zijn als de
luteolytische factor uit de uterus, dan moet verwacht worden dat de
luteolyse na toedienen van prostaglandine qu op eenzelfde wijze ver-
loopt als die bij een onbehandeld dier. Na prostaglandine F2a behan-
deling wordt een toename van de activiteit van 20c-hydrozysteroidde-
hydrogenase (115, 227, 300) en een vermindering van de progesteron-
synthese (37, 246) gevonden. Echter, morfologisch zijn er verschillen
te zien tussen corpora lutea bij de luteolyse aan het eind van de

zwangerschap en de door prostaglandine T a geinduceerde luteolyse

2
(227). Verder kan verwacht worden dat, wanneer prostaglandine Fou
identiek zou zijn aan de luteclytische factor, cen remmer van de

prostaglandinesynthese een verlenging van de luteale fase zou bewerk-

stelligen. Hoewel toedienen van een prostaglandinesyntheseremmer esen
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zekere verlenging van de pseudozwangerschap vercorzaakte (175),
werd geen verlenging gevonden zoals dle in gehysterectomeerde dieren

wordt waargenomen.

1-3. HET EIGEN ONDERZOEK.

Uit het voorafgaande is gebleken dat veel onderzoekers gewerkt
hebben aan de regulatie van de functie van het corpus luteum. Door
de cyclische veranderingen van het ovarium wijzigen ook andere orga-
nen in structuur. Hierdoor is bij de rat op vrij eenvoudige wijze
goed gedefinieerd materiaal te verkrijgen en kan voorspeld worden
wanneer een gebeurtenis zal plaatsvinden. Verder is van belang dat,
toen ons onderzoek begon, goede en betrouwbare technieken voor de
bepaling van geringe hoeveelheden hormonen beschikbaar kwamen. Dit
laatste maakte het mogelijk een aantal, nog niet opgeloste, vraag-
stukken betreffende de regulatie van de functie van het corpus luteum
bij de rat te bestuderen. Als model werd de pseudozwangere rat geko-
zen, aangezien de functie van het corpus luteum dan alleen door de
hypofyse gereguleerd wordt, en niet, zoals bij de zwangere rat, door
hypofyse en placenta. Ons onderzoek was in de eerste plaats erop
gericht een goede beschrijving te geven van de veranderingen van het
ovarium en van de hormoconspiegels tijdens de pseudozwangerschap
(HOOFDSTUK 3). Gehoopt werd op deze wmanier een beter inzicht te
verkrijgen inzake de regulatie van de functie van het corpus luteum en
het uitblijven van ovulatie tijdens pseudozwangerschap. Verder zou
een dergelijk onderzoek misschien enig inzicht kunnen verschaffen
in het proces van de luteolyse. Daarcm werd tevens nagegaan welke
de veranderingen in de hormoonspiegels tijdens pseudecswangerschap in
de gehysterectomeerde en de deciducomdragende rat waren (HOOFDSTUK 5).
Aangezien zowel hysterectomie als de inductie van de vorming van
deciduomen door het traumatiseren van de uterus tot een verlengde
pseudozwangerschap leiden, bieden beide laatste modellen een goede
mogelijkheld de factoren te bestuderen die het wverlengen wvan de

pseudozwangerschap vercorzaken.
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Bij de cyclische rat leidt het verwijderen van &&n cvarium tot
zowel een morfologische als een functionele compensatiereactie van
het achterblijvende ovarium. In HOOFDSTUK % worden experimenten be-
schreven waarbij nagegaan werd of een dergelijke reactie ook voor
corpora lutea tijdens pseudozwangerschap bestaat. Hiertoe werden op
verschillende dagen tijdens pseudozwangerschap corpora lutea wver-
wijderd en werden de veranderingen in de hormconspiegels en in de
ovariummerfologie na deze operatie bestudeerd. Deze experimenten
zouden derhalve nader inzicht geven in de relatie tussen hypofyse
en de corpora lutea.

Cervicale stimulatie op pro-oestrus of cestrus leidt tot een
stijging van de prolactineconcentraties waardoor een activatie van
de pas gevormde corpora lutea plaatsvindt (295). Onder bepaalde
experimentele omstandigheden is het mogelijk een uitgestelde pseudo-—
zwangerschap te induceren, waarmee bedceld wordt dat na de stimulus
niet de bestzande, maar de nog te vormen corpora lutea geactiveerd
worden. Zeilmaker (340) suggereerde dat de stimulus een periode van
prolactine~afgifte vercorzaakt die cngeveer 8 dagen duurt en indien
nieuwe corpora lutea ontstaan in deze pericde van 8 dagen, zullen
deze corpora lutea door de verhoogde prolactinespiegels geactiveerd
worden. Dit nu werd getoetst door de prolactinespiegels te meten bij
dieren waarbij een uitgestelde pseudozwangerschap gelnduceerd werd
(HOOFDSTUK 8).

Luteolyse bij de rat is een nog niet opgelost probleem. In dit
verband kan een uitspraak van Young uit 1961 geciteerd worden (336):
"In future studies onm the duration of the functional span of corpora
lutea, the possibility of luteotrophic and luteoclytic mechanisms
should be considered. Few problems in reproductive and clinical
endocrinclegy seem to have been as resistant to clarification™
In EOOFDSTUK 7 zullen een aantal experimenten beschreven worden,
waarbij getracht werd enkele aspecten van de luteolyse bij de rat
te karakteriseren. Dit werd gedaan door pseudezwangere ratten met
een aantal hormonen te behandeslen, en het effect van deze hormonen

op de luteale activiteit te bestuderen.
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HOOFDSTUK 2

MATERIAAL EN METHODEN

In dit hoofdstuk worden de materialen en methoden, gebruikt
tijdens het gehele onderzoek, beschreven. Afwijkingen of aanvullingen

worden bij de desbetreffende experimenten wvermeld.
2-1. Proefdieren.

De proefdieren waren (R x U)Fl bastaardratten. Zowel de R-
stam als de U-stam zijn ingeteelde stammen. Dit betekent dat een
orgasn van een R, U of (R x U) dier naar een (R x U) dier getrans-
planteerd kan worden zonder dat het orgaan afgestoten wordt. De lengte
van de ocestruscyclus is voornamelijk 5 dagen, met 6-daagse cycli als
meest voorkemende uitzondering (275). Spontaan kemen cycll van 4 dagen
vrijwel niet voor. Echter na pseudozwangerschap worden vrijwel altijd
4-daagse cycli waargenomen.

De dieren werden in stallen gehouden waarin zowel temperatuur
(22 - 24 Q) als verlichting (1% uur licht, 10 uur donker) automatisch
geregeld werden. De dieren kregen standaard laboratoriumdieet van
Hope Farms en leidingwater ad IZbitum. Vagina-uitstrijkjes werden 6
maal per week tussen 08.00 en 10.00 uur gemzakt. Alleen dieren met ten-
minste 2 achtereenvolgende 5-daagse cycli werden voor de proeven ge-
bruikt.

In de meeste gevallen werd pseudozwangerschap bij een vrouwtje
geinduceerd door het vrouwtje op de avond van pro-cestrus bij een
gevasectomeerd mannetje te plaatsen. Bij} de rat kan op eenvoudige
wijze vastgesteld worden of paring heeft plaatsgevonden, daar =en
deel van het ejaculaat in de vagina verhardt tot eem z.g. copulatie-
prop (187). De volgende dag (d.i. de ocestrusdag of dag 0 van de
pseudozwangerschap) werd gekeken of het vrouwtje een dergelijke copu~
latieprop in de vagina had. In sen azantal experimenten werd pseudo-

zwangerschap geinduceerd door electrische stimulatie (50 Hz, 120 uA)
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van de cervix uteri op de pro-ocestrusmiddag en nogmaals op de
cestrusmiddag. Met de laatste methode wordt in vrijwel 100% van de
gevallen een pseudozwangerschap waargencmen (319). De lengte van de
pseudozwangerschap werd bepaald door het aantal dagen tussen oestrus
en de eerste metcestrus van de volgende cyclus te tellen. Een rat

met een duidelijk verlengde di~cestrus (vagina-uitstrijkjes) werd
peeudozwanger genoemd, tenzi] gemeten progesteronconcentraties lieten

zien dat dit niet zo was.
2-1.1. Operatieve ingrepen.

De operaties werden onder nist-steriele, doch schone omstandig-
heden uitgeveerd. Het instrumentarium werd voor gebruik met een 2%
halamide-oplossing gereinigd. De dieren werden onder ethernarcose

geopereerd,
2-1.1.1. Ovarigctomie.

Na het maken van een laterale incisie werd een ligatuur tussen
het ovarium en de uterus aangebracht, Hierna werd het ovarium verwij-
derd. Bloeding werd tot een minimum beperkt en zorg werd gedragen de
uterus niet aan te raken. Spilerlaag en huid werden afzonderlijk ge-

hecht, respectievelijk gekramd.
2-1.1.2. Het veprwijderen van de laatstgevormde groep corpora lutea.

Na het maken van een laterale ineisie werd de bursa ovarica
gecpend, waarna in het ovarium een aantal of alle corpora lutea
werden gecauteriseerd met hoogfrequente stroom (gebruikt apparaat:
Erbetom F,, fabrikant: Erbe Elektromedizin, Tibingen, Duitsland).

De laatstgevormde groep corpora lutea kan herkend worden door grootte,
ligging aan de oppervliakte, apex folliculi en hyperaemische uiteriijk.
Het mantal na de cauterisatie intact gebleven corpora lutea werd be-
paald in histologische preparaten van ovaria verkregen op de eerste

di-oestrusdag na pseudozwangerschap.
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2-1.1.3. Hysterectomie.

Na een mediane incisie werd de uterus, inclusief de er omheen
liggende bloedvaten, boven de cervix uteri afgeklemd met een arterie-
klem. Onder de tubae werden ligaturen aangebracht, waarna de uterus
tussen de arterieklem en de lipaturen losgeknipt en verwijderd werd.
Ongeveer 1 minuut later werd de arterieklem weggshaald. De gevolgde
methode beperkte het bloeden tot een minimum. De spierlaag en de huid

werden afzonderlijk gehecht, respectievelijk gekramd.
2-1.1.4. Hypofysectomie,

Met een Hoffman-Reiter hypofysectomie-apparast (H. Neuman & Co.,
Skokie, Illinois, U.S.4.) werd de hypofyse via de gehoorgang uit de
sella turcica weggezogen. Na hypofysecteomie kregen de dieren fysiolo-
gische zoutoplossing te drinksn. Na afloop van het experiment werd
nagegaan of de hypofyse geheel verwijderd was. Hiertoe werden het
schedeldak en de hersenen verwijderd. Onder een bincculaire loupe
werd de sella turcica nauwkeurig gelnspecteerd op hypofyseresten.

De gegevens van een dier werden niet gebruikt, indien hypofyseresten

gevonden werden.
2-1.1.5, Inductie van de vorming van deciduomen.

Tussen 09.C00 en 14.0C uur op dag 4 van pseudozwangerschap werden
de uterushorens met een pincet over de gehele lengte gekneusd. In alle
gevallen werd 4 - 7 dagen later nagegaan of deze behandeling van de

uterus tot vorming van deciduomen had geleid.

2-1.1.6. Transplantatie van een hypofyse of een cvarium onder het

nierkapsel.

Nadat het receptordier onder narcose was gebracht, werd sen

laterale incisie gemaakt. Vervolgens werd de nier voorzichtig buiten
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het lichaam gebracht zonder de bloedvaten van de nier te beschadigen.

Yerder werd de nier voortdurend vochtig gehouden met fysioclogische
zoutcplossing, Nadat zij gedood was, werden van een donorrat de
hypofyse of de ovaria verwijderd. Ovaria voor de transplantatie wer-
den van 28 dagen oude ratten genomen, omdat deze ovaria na het
transplanteren goed aanslaan en nog geen corpora lutea bevatten.

Het ovarium werd vrijgeprepareerd van vetweefsel, bursa en tuba.
Hierna werd het ovarium of de hypofyse onder het nierkapsel van de

receptor gebracht met horlogemakerspincetten.
2-1.2. Het verzamelen van bloed.

Bloed werd afgenomen door de ratten, meestal tussen 09.00 en
11.00 uur, licht met ether te verdoven waarna in de orbitale plexus
geprikt werd met een afgebroken haematocrietbuisje (dcorsnede 1,3 -
1.4 mm}. Van iedere rat werd 0,5 - 1,0 ml bloed verzameld. De bloe-
ding werd gestopt deor na het verwijderen van het haematocrietbuisije
enige tijd een gaasje tegen het cog van de rat te drukken. Binnen 2
minuten na het verwijderen van het dier uit de kool werd het bloed
verzameld. Soms werd bloed verzameld na decapitatie. Deor het bloed
op te vangen in buisjes waaraan 1 druppel heparine (5000 eenheden/
ml) was toegevoegd, werd voorkomen dat het bloed ging stollen. Het
gehepariniseerde bloed werd gecentrifugesrd en het plasma werd bij
-18° ¢ bewaard. Niet-gehepariniseerd bloed werd gedurende 12 - 20

uur bij 2 - 4° ¢ bewaard.
2-1.3. Histologische procedures.

Het ovariumweefsel werd in de fixatievloeistof volgens Bouin
gefixeerd. ¥a het inbedden in paraffine werden 10 pym coupes gesne-
den. De coupes werden met haematoxyline en eosine gekleurd.

2-2. Hormocnbepalingen.

Tiidens ons onderzcek werden de volgende hormonen bepaald:
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progestercn, LH, FSH, prolactine en oestradiol-178. Progesteron werd
aanvankelijk bepaald met een competitieve eiwitbinding (121, 156),
maar in een later stadium van het onderzoek werd een radio-immuno-
logische bepaling voor progesteron gebruikt (158). De andere hormonen
werden alle met een radio-immunologische bepaling gemeten. Alle
mensters werden tenminste in duplo bepaald, en meestal werden ver-

schillende volumina van een monster genomen veoor de bepaling.
2-2.1. Competitieve eiwitbinding.

In het lichaam zijn sterciden messtal gebonden aan eiwitten.
De interactie tussen het stercid en het eiwit is reversibel.
Belangrijk voor de binding is de specificitsit (welke steroiden
worden door het eiwit gebonden?), affiniteit (bindingssterkte) en
de capaciteit (aantal bindingsplaatsen) van het eiwit voor het te
binden molecuul (meestal ligand gencemd). Er zijn vele methoden om
de binding van stercoiden aan eiwitten te meten. Hiervan zijn dialyse,
electroforese, elwitprecipitatie en ligandprecipitatie deor middel
van norit of florisil voorbeelden {218)}.

Bij de mens komt het corticostercidbindend globuline (CBG) voor.
Dit globuline bindt niet alle steroiden in dezelfde mate (218). CBG
bindt vooral corticosteroiden, progesteron en l7a-hydroxyprogesteron.
De binding tussen het CBG en het steroid is reversibel, en Murphy
c¢.s. (217) maakten hiervan gebruik om een bepaling voor sterciden te
ontwikkelen. Het principe van deze bepaling is als volgt: Aan een
constant te houden hoeveelheid CBG, dat bindingsplaatsen heeft voor
een steroid (8), wordt radicactief steroid (S®) toegevoegd. Het zal
duidelijk zijn dat maximale binding bereikt wordt wanneer alle bin-
dingsplaatsen verzadigd zijn. Wanneer nu een toenemende hoeveelheid
S wordt toegevoegd, zal de hoeveelheid S* gesbonden aan het CBG,
afnemen. Wanneer onder geconditioneerde omstandigheden wordt gewerkt,
zal de afname wan het aan CBG gebonden S* cen maat zijn veoor de hoe-
vealheld toegevoegd S. De gebonden en de niet-gebonden steroidmele-
culen worden bijvoorbeeld door eiwitprecipitatie, door dialyse of

door wegvangen van het vrije steroid met norit of flerisil van elkaar
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gescheiden. Door het uitzetten van de hoeveelheid gebonden s® tegen
de toegevoegde hoeveelheid S wordt een curve, zecals is weergegeven
in Fig. 2-1, verkregen. Deze ijkecurve kan nu gebrulkt worden om de

hoeveelheid S in een monster te

- bepalen. Tmmers, de heeveelheid S
% in dat monster zal een bepaalde
% hoeveelheid radicactief S* wvan het
E CBG verdringen, en van de ijkecurve
8 kan nu de hoeveelheid S in het
g betreffende monster afgelezen wor-
” den.
Len nadeel van het gebruik wvan

CBG bij de bepaling wvan bijvoor-
toegevoegde hoeveelheid S 1019 progesteron is, dat CBG niet
in voldoende mate specifiek iIs

Fig. 2-1. Bindingscurve. Zie voor progesteron. Dit betekent dat
tekst voor verklaring. na extractie van steroiden uit het
biclogische monster, progesteron
uit dit extract gelsoleerd dient te worden met behulp van bijvoorbeeld
dunnelaagchromatografie. De door onz gevelgde methode voor de proges-—
teronhepaling werd uitveerig beschreven door de Jong & wvan der Molen

(156). In Tabel 2-1 zijn gegevens over de bruikbaarheid wvan deze
methode vermeld.

2-2.2. Radic-immunologische bepaling van steroiden en geonadotrofinen.

De radio-immunclogische bepaling berust op hetzelfde principe
als de competitieve eiwitbinding. Een radio~immunologische bepaling
werd voor het eerst door Berson & Yalow (39) gebruikt voor het meten
van insuline. In plaats van natuurlijk voorkomende eiwitten met bin-
dende eigenschappen wordt echter gebruik gemaakt van antilichamen,

opgewakt tegen sterold~eiwitconjugaten of gonadotrofinen.
2-2,2.1. Radio-immunclogische bepaling van progesteron.

Gebrulk werd gemazkt van in koniinen opgewekte antilichamen
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Tabel 2-1. Nauwkeurigheid, precisie en gevoeligheid

van een bepaling voor progesteron met de

competitieve eiwit-binding.

ng progesteron ng progestercn n vgriatie-
toegevoegd gemeten coéfficient

0 0,2 + 0,1" 30 50,0

3 2,9 + 0,4 6 13,8

5 5,2 + 0,8 16 15,4

10 9,2 + 1,4 9 15,2

15 15,1 + 1,3 5 8,6

30 28,6 + 2,4 12 8.4
monster Srogesteron (na/ml) T codtricient

1 15,3 + 2,2 8 14,4

2 21,7 + 3,0 8 13,8

3 32,5 + 2,5 10 7.7

a

standaardafwijking 100%

gemeten hoeveelheid

b gemiddelde + standaardafwijking

Tabel 2~2. Nauwkeurigheid, precisie en gevoeligheid

van een radic-immunologische bkepaling

voor progesteron.

pg progesteron P9 progesterocn variatie-
toegevoegd gemeten n coéfficient™
0 7,1 + 7,07 43 98,6
25 23,9 + 5,0 16 20,9
50 50,6 + 4,4 18 8,7
5 77.1 + 9,8 21 12,6
160 102,5 + 10,8 46 9,6

2 standaardafwijking 100%
gemeten hoeveelheid

gemiddelde + standaardafwijking



tegen een llo~bydroxyprogestercnhemisuccinaat bovine serum albumine
complex {158). Voor gegevens over dit antiserum en de methode van de
bepaling wordt verwezen naar de publicatie van de Jong, Baird & van
der Mclen (158). De bruikbaarheid van de bepaling is in Tabel 2-2
vermeld. In 59 plasmamonsters werd progestercn zowel met de competi-
tieve eiwitbinding als met de radico-immunologische methode bepaald:
tussen de waarden verkregen met beide methoden blijkt een goede

positieve correlatie te bestaan (Fig. 2-2}. Om een indruk te krijgen

RIA

100 7
90 4
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70 -

60 o

progesteron {(ng/ml)

50
40 -
304
20 -

10 —

CEB

T T T T T T L T ! ¥
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100

progesteron {ng/ml)

Fig. 2-2. Vergelijking tussen twee bepalingsmethoden voor
progesteron (competitieve eiwit-binding -CEB- en een radio-
immunclogische bepaling -RIA-). In 59 mensters, verkregen
van prepuberale en velwassen vrouweliike ratten, werd
progesteron bepaald met beide methoden. De regressielijn van
¥y over x is y= 0,%0x + 4,64, De verkregen correlatiecofffi-
ciént bedraagt 0,32,

van de reproduceerbaarheid van de radio-immunclegische bepaling voor
progesteron werd in een serie monsters met een tussentijd van 8 masan-
den tweemaal progesteron bepaald. De gegevens zijn in Fig. 2-3 samen-
gevat, en uit deze figuur blijkt dat de reproduczerbaarheid van de

gebruikte methode hehoorlijk is.
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Fig. 2-3. Reproduceerbaarheid van de radio-immunologische
bepaling voor progestercn., In 57 monsters werd met de radio-
immunoclogische bepaling zowel in augustus 1973 als in april
1874 progesteron bepaald. De regressielijn van y over T is

y= 0,8% + 4,36, De verkregen correlatiecoéfficiént is 0,95.

2~2.2.2. Radieo-immunclogische bepaling wvan LH en ISH.

Antisera die door het immuniseren van keonijnen met NIH-LE 517
en NIH-FSH 89 verkregen waren door Uilenbroek en Dullaart, werden
gebruikt bij de radio-iwmmunclogische bepaling voor LH en FSH (319).
NIAMDD-rat-LH I-1 en NIAMDD-rat-FSH I-1 werden volgens de methode van
Greenwcod c.s. (129), met enige modificaties (305), gemerkt met radio-
actief jodium. Als standaarden werden NIAMDD-rat-LH RP-1 en NIAMDD-
rat-FSH RP-1 gebruikt. Voor de precipitatie van het antiserum-ligand
complex werd een tweede antilichaam gebruikt. De gevolgde procedure
is uitveerig beschreven door Ullenbroek (305). Voor gegevens over de
bruikbaarheid van de LH- en de FSH-bepalingen wordt verwezen naar een

publicatie van Welschen c.s. (319). De in dit proefschrift vermelde
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gegevens voor LH en FSH werden meestal door Dr. J. Dullaart (afd.

Anatomie) bepaald.

2+~2.2.3. Radio~immunologische bepaling van prolactine.

Prolactineconcentraties werden bepaald volgens de methede van
Kwa, van der Gugten & Verhofstad (170). Een prolactinepreparaat,
gelsoleerd uit hypofysetumoren (171}, werd zowel als standaard als
voor de jodering gebruikt. De gevolgde procedure is uitvoerig beschre-
ven dooy van der Gugten & Verstraeten (137). Gegevens over de bruik-

baarheid van de prolactinebepaling zijn vermeld in Tabel 2-3.

Tabel 2-3. Nauwkeurigheid, precisie en gevoeligheid
van een radio~immunologische bepaling

voor ratteprolactine.

monster Trotnetine (ng/mi) n cobtticient?
i 2,9 + 1,1° 5 37,9
2 24,0 + 2,7 8 11,3
3 13,4 + 2,2 8 4,5
4 84,0 + 5,0 3 6,0
5 97,6 + 4,6 10 1,7

sepum van gehypofysectomeerde ratten

standaardafwijking
gemeten hoeveelheid x 1004

gemiddelde + standaardafwijiking

2-2.2.4. Radio-immunclogische bepaling van oestradicl-178.

Voor deze bepaling werd gebruik gemazkt van een antiserum, cpge-
wekT tegen een vestradicl-178-5-{0-carboxymethyl)-oxime bovine serum
albumine complex (100). De gevolgde procsdurs en de bruikbaarheid
werden in detail beschreven door de Jong, Hey & van der Molen (157).

De in dit proefschrift vermelde oestradiclgegevens werden door
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Dr. F.H. de Jong (afd. Biochemie II) bepaald.

2-3. Gebruikte statistische toetsen.

De verkregen resultaten werden met de t-test volgens Student of
met de parametervrije toets van Wilcoxon statistisch bewerkt. Ver-
schillen tussen 2 experimentele groepen werden als significant be-
schouwd als de 2~zijdige overschrijdingskans < 0,05 was. Voor het ana-
lyseren van de gegevens over een bepaalde periode van twee experimen-
tele groepen werd een 2-factoren variantie-analyse gebrulikt.

In dit proefschrift worden de resultaten in de meeste gevallen

als gemiddelden + standaardfouten gegeven.
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HOOFDSTUK 3

HORMOONSPIEGELS EN FOLLIKELONTWIKKELING TIJDENS
PSEUDOZWANGERSCHAP EN CYCLUS BIJ DE F%AT*‘t

3-1. Inleiding.

Ovulaties en brenstgedrag komen niet voor tijdens pseudo-
zwangerschap bij de rat. Als mogelijke verklaring, stelde Everett (97)
dat tijdens pseudozwangerschap de verhoogde progesteronconcentraties
de tonische afgifte van gonadotrofe hormonen verminderen, waardoor
ovulaties uitbleven. Een enigszins andere verklaring werd gegeven
door Rothchild (263) door te stellen dat de verhoging van de perifere
progesteronspiegels de pre-ovulatoire groel van follikels en de af-
gifte van ovulatolre hoeveelheden gonadetrofinen zou voorkomen. De
veronderstelling dat tijdens pseudozwangerschap de pre-ovulatecire
groel van de follikels geremd is, wordt gesteund door de waarneming
dat, in vergelijking met cyclische dieren, bij pseudozwangere ratten
de ovulatiereactie na toedienen van HCS verminderd is (60, 258).

Na inductie van pseudczwangerschap is een voortdurende prolac-
tine-afgifte noeodzakelijk wvoor het in stand houden van de proges-—
tercnproductie door het corpus luteum. Dit blijkt uit de waarneming
dat een eenmalige injectie met ergotoxine, een remmer van de hypo-
fysaire prolactine-afgifte (329, 338}, de vorming van {progestercn-
afhankelijke) deciducmen tijdens pseudozwangerschap verhinderden

(285). Werd echter prolactine overdag gemeten, dan werd slechts aan

*Dit hoofdstuk is voor het groctste deel gebaseerd op gegevens uit de

velgende publicaties:

- Welschen, Osman, de Greef, Uilembroek & de Jong. J. Endocrinol. S4:
87, 1975 (ref. 319);

- Meijs-Roelofs, Uilenbrcek, de Greef, de Jong & Kramer. J. Endocri-
nol. 67: 275, 1975 ( ref. 207);

- de Greef & Zellmaker. Endocrinclogy 98: 305, 1978 (ref. 123).
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het begin van de pseudozwangerschap een stijging van de perifere pro-
lactinespiegels waargenomen (11, 33, 42, 254, 331).

Teneinde nader inzicht te verkrijgen in de hormonale gebeurte-
nissen tijdens pseudozwangerschap, werden naast de follikelontwikke-
ling de perifere concentraties van progesteron, LH, FSH, prolactine
en cestradiol-178 tijdens de pseudoczwangerschap in de rat gemeten.
Ter vergelijking werden ook de veranderingen in de concentraties van

deze hormenen en de follikelontwikkeling tijdens de cyclus bepaald.
3-2. Materiaal en Methoden.

In plaats van (R x U) F, ratten werden bij de experimenten 1 en

2, vatten van de R-stam gebriikt. Deze ratten werden onder socortge-
lijke omstandigheden gehouden als de (R x U) F. ratten.
Experiment 1.

De gebruikte R-ratten wogen 170 - 220 gram. Pseudozwangerschap
werd geinduceerd door electrische stimulatie van de cervix uteri. Op
verschillende dagen van de pseudozwangerschap werd bloed afgenomen
tussen 12.30 en 14.00 uur. Na decapitatie werden ovaria en uteri ver-
wijderd en gewogen. Van de ovaria werden histologische preparaten
gemaakt. In deze preparaten werden de diameters van de antrale folli-
kels gemeten; hieruit werden de volumina van de antrale follikels
berekend (317). Op grond van de gegevens van vagina-uitstrijk, ge-
wicht van de uterus en ovariumhistologie werd een onderscheid gemaakt
tussen dieven waarvan op pro-cestrus of cestrus aan het einde van de
pseudczwangerschap of op de eerste di-ocestrusdag na pseudozwangesr-
schap bloed verzameld was. De dieren waarvan op de eerste di-oestrus-
dag na pseudozwangerschap bloed was afgenomen, werden niet verder
beschouwd.

Als aanvulling werd ook van cyclische ratten eemmeal bloed afpe-
nomen en wel om L14.00 uur op di-oestrus-1 (D-1), di-cestrus-2 {D-2)
of di-cestrus-3 (D-3), om 12.00 of 19.00 uur op pro-cestrus (P) en om
12,00 uur op ocestrus (0). Na bloed afnemen en decapitatie, werden
de ovaria en uteri verwijderd en gewcgen. Van de ovaria werden histe-
logische preparaten gemaakt om hierin de volumina van de antrale fol-

likels te meten. De op deze wijze verkregen gegevens van de cestrus-
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cyclus, dienden als referentie voor die van de pseudozwangerschap.

In de verkregen bloedmensters werd de concentratie van LH, FSH,
progesteron en oestradicl-17f bepaald. De in dit experiment gemeten
hormoonspiegels tijdens de cyclus verschillen weinig van die van het
meer uitgebreide experiment 2. Daarom zullen deze gegevens niet apart
vermeld worden in dit hoofdstuk, maar zij zijn wel vermeld in de
oorspronkelijke publicatie (319).

In een aanvullend experiment werden 15 I.U. HCG ingespoten op
dag 2, 4 of 6 van pseudozwangerschap om 15.00 uur. Na 24 uur werd
het aantal ova in de tuba geteld.

Experiment 2.

Tijdens verschillende dagen van de ocestrus-cyclus werd bloed
afgenomen om 15.00 uur, en van iedere rat werd slechts &&n bloed-
monster verzameld. De bloedmonsters die verkregen werden tijdens
di-ocestrus, waren afkomstig van jonge ratten, waarvan bloed tijdens
di-cestrus tussen de eerste en tweede ovulatie verzameld was. De
bloedmonsters die op pro-cestrus en cestrus afgencmen werden, waren -
afkomstig van volwassen dieren. Op pro-cestrus en cestrus werd op
verschillende uren bloed afgencmen waarbij wvan ledere rat &&nmaal
bloed afgenomen werd.

In de bleoedmonsters werden de concentraties van LH, I'SH, proges-
tercn en cestradiol-178 bepaald.

Experiment 3.

Tijdens de cyclus en de pseudozwangerschap werd van (R x U) Fl
ratten bloed verzameld op verschillende tijdstippen. Van iedere rat
werd 2 tot 4 maal blced afgenomen waarbilj temminste 1 dag verstreek
tussen opeenvolgende keren bloed verzamelen. In de monsters werd
prolactine bepaald.

Hoewel men zich dient te realiseren dat de gegevens afkomstig
z1ljn van twee rattenstammen en dat de bloedmonsters niet op hetzelfde
uur werden verzameld, geeft de combinatie van deze drie experimenten
toch een indruk van perifere concentraties van LH, FSH, progesteron
en oestradicl-178, en follikelontwikkeling tijdens cyclus en pseudo-

zwangerschap van de rat.
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3-3. Resultaten.

3-3.1. Prolactinespiegels in het serum tijdens cyclus en pseudo-

zwangerschap.

Tijdens de cyclus werden, met uitzondering van de pro-ocestrus-
middag, gemiddelde prolactineconcentraties van 20 - 40 ng/ml gemeten

(Fig. 3-1). Op de pro-oestrusmiddag werd een stijging van de
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= 100+
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cyclusdayg
0 1 2 3 8 9

pseudozwangerschapsdag

Fig, 3-1. Prolactineconcentraties in het serum van cyclische (o—a)
en pseudczwangere (o— o) ratten. Het zantal dieren bedraagt 4-12, De

zwarte blokken geven de donkere periode aan (19.00-05,00 uur).

prelactineconcentratie van 13.00 uur af geconstateerd en maximale
waarden (155 ng/ml) werden om 15.00 uur gemeten. Op de oestrusdag
bedroegen de prolactineconcentraties weer 20 - 40 ng/ml.

Na inductie van pseudozwangerschap werd de prolactinepiek op
pro-oestrus gevolgd door een verhoging van prolactinecencentraties op
de oestrusdag. Tijdens het verdere verlocp van de pseudozwangerschap
werden dagelijks twee prolactinepiecken gemeten en wel &&n tijdens de
overgang van licht naar donker (19 uur piek) en ££€n aan het einde van
de donkerpericde (3 uur piek). Ock op dag 9 werden deze prolactine-~

pleken nog waargenomen (Fig. 3-1).
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3-3.2. Progesteronspiegels in het plasma tijdens cyclus en pseudo-

zwangerschap.

Tijdens de di-ocestrusperiode in de cyclus werd tijdens de
tweede di-cestrusdag een verhoogde progesteronconcentratie gemeten,
Progesteronconcentraties stegen opnieuw op de pro-oestrusmiddag (Fig.
3-2).

Tijdens pseudozwangerschap werd een significante stijging vanaf
dag 3 waargenomen. Op dag 6 en dag 8 werden maximale progestercncon-
centraties (90 ng/ml) gemeten en na dag 8 daalden de perifere proges-

teronconcentraties.

3-3.3. LH- en FSH-spiegels in het serum tijdens cyclus en pseudo-

zwangerschap.

Tijdens de di-cestrusperiode van de cyclus bleven de LH- en FSH-
concentraties in het serum vrijwel onveranderd (Fig. 3~2). Op de pro-
oestrusmiddag werd zowel een LH- als een FSH-piek gemeten. Op de
cestrusochtend waren de FSH-concentraties nog verhoogd, terwijl de
LE-waarden weer op het ultgangsniveau waren teruggekeerd.

Tijdens de pseudozwangerschap veranderden de LH~concentraties
weinig op de dagen 1 - 3, waarna op de dagen 4 - 10 in het algemeen
lagere LH-concentraties werden gevonden. Na dag 10 steeg de concen-
tratie van het LH in serum weer. FSH-concentraties in het serum waren
op dag 1 significant hoger dan gedurende de volgende dagen. Tussen
dag 2 en dag 8 van de pseudozwangerschap bleven de FSH-concentraties
constant, terwijl de waarden op dag 10 en dag 12 significant lager
waren, Voor de kritische periode op pro-cestrus aan het einde van de
pseudczwangeréchap waren de FSH-spiegels gelijk azan die van de dagen
2 - 8.
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Fig. 3-2, Concentraties van progesteron, LH, FSH en ocestradiol-178 in het bloed
van cyclische (= 5; e——a) en pseudczwangere (n= %4-7; o— o) ratten.

Progesteron-, LH- en FSH-concentraties zijn gegeven als gemiddelden + standaard-
fout, terwijl van de vestradiolconcentraties de mediane waarden zijn vermeld. De
op de cestrusdag na de pseudozwangerschap vermelde waarde van cestradiol~178 is
waarschiinliik te hoog aangezien bij het samengevoegde bloed van vier ratten een

bloedmonster van een rat in pro-ocestrus gevoegd was.

3-3.4, Destradiolspiegels in het plasma tijdens cyclus en pseudo-

zwangerschap.

Tijdens de cyclus werden hogere cestradiolconcentraties op
di~oestrus-3 en op pro-ovestrus gemeten. Ben waarde van ongeveer B0
pg/ml werd om 15.00 uur op de pro-cestrusmiddag gemeten, waarna een
snelle daling van de cestradiolconcentraties werd gevonden (Fig.
3-2).

De cestradiolconcentraties in het plasma waren de eerste 8 tot
10 dagen van de pseudozwangerschap laag (1 - 3 pg/ml); na dag 10
stegen de concentraties en bereikten op de pro-ocestrus aan het einde

van de pseudozwangerschap een waarde van cngeveer 60 pg/ml.
3-3.5. Ovarium- en uterus-gewicht tijdens pseudozwangerschap.

Het gemiddelde gewicht van de ovaria veranderde niet gedurende
pseudozwangerschap. Daarentegen nam het uterusgewicht van dag 1 (170
mg/100 g lichaamsgewicht) tot dag 8 (143 mg/l00 g lichaamsgewicht)

af. Na dag 8 nam het gewicht van de uterus weer toe.
3-3.6. Follikelontwikkeling tijdens cyclus en pseudozwangerschap.

De antrale follikels zijn in Fig. 3-3 verdeeld over de volume-
kiassen 200 - 499, 300 - 299 en > 1000 x 105 uma, en worden respec-
tievelijk als kleine, middelgrote en grote follikels aangeduid. Tij-

dens de cyclus nam het aantal middelgrote en grote follikels wvan
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Fig.3-3, Het aantal antrale follikels in verschillende vclumeklassen in het

rechterovarium van de rat tijdens de S-daagse cyclus en de pseudozwangerschap
3

(open koloumen: 2Z00-459 x ]05 wm 3 gestreepte kelommen: 500-899 x 105 uma;

gestippelde kolommen: > 1000 x 105 um3). Tevens zijn atretische follikels met

gen volume wan 200 x 105 ;.ml:3 of meer aangegeven (zwarte kolommen).
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oestrus tot pro-oestrus toe, terwijl in deze periode het aantal
kleine follikels afneemt. Het aantal atretische follikels (> 200 x
105 uma) was op de tweede di-oestrusdag het grootst.

Gedurende de eerste twee dagen van de pseudozwangerschap nam
het aantal middelgrote en grote fellikels toe. Slechts geringe veran-
deringen werden waargenomen van dag 3 tot dag 8 in het aantal folli-
kels. Op de dagen 10 en 12 nam het aantal kleine fellikels af. Op de
pro-cestrusdag aan het einde wvan de pseudozwangerschap was het aantal
grote follikels sterk toegenomen.

Wanneer 's middags om 15.00 uur op de dagen 2, 4 of & van de
pseudozwangerschap 15 I.U. HCG werden toegediend, werden na 2% uur
respectievelijk 6,9 + 0,8 {n = 7; 7 van de 8 ratten ovuleerden),

4,6 + 0,6 (n = 8; 8 van de 9 ratten ovuleerden) en 2,8 + 0,4 (n = 7;

7 van de 10 ratten ovuleerden) eicellen in de tuba gevonden.
3-4. Discussie.

Daar de gegevens van de cyclus en de pseudozwangerschap, cp de
prolactine~ en de follikelontwikkeling-gegevens na, niet verkregen
werden in &&n experiment, mogen de gegevens voor cyclus en pseudo-
zwangerschap slechts in globale zin met elkaar vergeleken worden.
Onze gegevens van de hormocnspiegels tijdens de cyclus komen echter
goed overeen met de gedetailleerde studies van Smith c.s. (292),
Butcher c.s. (53) en Migley jr. c.s. (208).

Reeds aan het begin van de pseudozwangerschap werden twee dage-
1ijkse prolactinepieken in het serum van de ratten waargenomen.

Deze resultaten bevestigen het werk van Butcher c.s. (52) en Freeman
c.s. (113) dat liet zien dat bij zwangere en pseudozwangere ratten
dagelijks twes prolactinepiecken aanwezig zijn. Verhoogde afgifte

van prolactine aan het begin van de (pseudo)zwangerschap is zeer
waarschijnlijk de stimulus voor de activatie van de corpora lutea
(295). Bishop c.s. (42) en Alonso en Deis (10) vonden dat stimulatie
van de cervix uteri een verhoging van de prolactineconcentraties ver-
corzaakte (zie ook Fig. 3-1). Nadat de nervi pelvici waren doorgesne-

den werd geen pseudozwangerschap meer gelnduceerd door stimulatie wvan
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de cervix uteri (56; J. Lodder, ongepubliceerde waarnemingen}, waar-
bij de verhoging van de prolactineconcentraties eveneens achterwepge
bleef (297)}.

De progestercnconcentraties waren vanaf dag 3 van de pseudo-
zwangerschap sipnificant hoger dan op de dagen 1 en 2 van de pseudo-
zgwangerschap en maximale waarden werden op dag © en dag 8 bereikt.

Na dag 8 daalden de progesterconconcentraties geleidelijk. Door ver-
schillende auteurs werd een dergelijk progesteronprofiel tijdens
pseudozwangerschap beschreven (31, 121, 240). Uit de studie van Smith
c.s. (292), waarbij aan het begin van de pseudozwangerschap iedere

2 uur bloedmonsters werden verzameld, blijkt, dat wvanaf de ochtend
van dag ? van de pseudozwangerschap de progesteronspiegels in het
serum stijgen.

Het uitblijven van ovulatie tijdens pseudozwangerschap zou een
gevolg kunnen zijn van een door progesteron vercorzaskte verlaagde
tonische gonadotrofinensecretie (97). Gedurende de eerste 8 dagen
van de pseudozwangerschap verandert de PSH-concentratie evenwel niet
(Fig. 3-2), maar het gevonden FSH-profisl verschilt enlgszins van wat
door andere auteurs werd beschreven (42, 179, 254). Echter, de be-
schikbare gegevens (42, 179, 254; deze studie) leveren geen overtui-
gend bewiis dat de FSH-concentraties de eerste 8 & 10 dagen van de
pseudozwangerschap duidelijk wijzigen. Uit een aantal studies, waarbij
ook onze studie, blijkt wel dat LH-concentraties enigszins verlaagd
zijn wanneer progesteronconcentraties hoog zijn (33, 42, 51, 179, 211,
254). De gevonden LH- en FSH-concentraties tijdens pseudozwangerschap
geven een experimentele basis aan de veronderstellingen van Everett
(97) en Rothchild (263), dat tijdens pseudozwangerschap de gonadotro-
finenspiegels zodanig beinvlced worden docr de hoge progestercnconcen-
traties, dat de pre-ovulatoire groei van follikels geremd wordt en
geen ovulatoire hoeveelheld LH uit de hypofyse vrijkomt.

De follikelontwikkeling gedurende de pseudozwangerschap ver-
schilde na dag 3 met die tijdens de cyclus. Het aantal follikels in
de verschillende volumeklassen bleef tijdens pseudozwangerschap rela-
tief constant en hetzelfde werd door Greenwald (127) voor de zwangere

rat gepvapporteerd. Wanneer 15 I.U. HCG werden toegediend om 15.00 uur

64



op dag 2, 4 of 6 van de pseudozwangerschap dan werd een ovulatie-
reactie van respectievelijk 50, 30 of 10% gevonden. De ovulatie-
reactie wordt berekend door het gemiddeld aantal, na de behandeling
met HCG, gevonden eicellen in de tuba te delen door het gemiddeld
aantal middelgrote en grote follikels (> 500 x 1O5 um:3 - zie Fig.
3-3). Eenzelfde behandeling met HCG tijdens di-ocestrus van de cyclus
resulteert in een ovulatlereactie van 100% (317). Reeds eerder was
beschreven dat, t.o.v. cyclische dieren, de ovulatieresactie na HCG-
toediening tijdens pseudozwangerschap verminderd is (60, 258).
Mogelijk wordt dit vercorzaakt deor een onvoldoende hormonale sti-
mulatie van de groeilende follikels. Hierbij kan gedacht worden aan de
verminderde LH-secretie, maar anderzijds is het mogelijk dat de ver-
minderde cvulatiereactie vercorzaakt wordt door de toegenomen hoeveel-
heid progesteron of prolactine.

Cnze waarnemingen en literatuurgegevens leiden tot het navolgende
beeld van de pseudozwangerschap. Na inductie van pseudezwangerschap
stijgen de prolactineconcentraties, hetgeen leidt tot het activeren
van de corpora lutea (zie 295). De corpora lutea gaan vanaf dag 2
van de pseudozwangerschap in toenemende mate progestercn secerneren.
De toegenomen perifere progestercnconcentratie verlaagt de LH-concen-
tratie in het serum (zie ook 125), maar heeft nauwelijks inviced op
de I'SH-concentratie. Door de verlaagde LH-concentratie groeien de
follikels niet uit tot pre-ovulatolire follikels. Tevens is de ovulatie-
reactie na toediening van exogene gonadotrofinen verminderd. Daar de
follikels niet uitgroeien tot pre-ovulatoire follikels, blijft de
perifere cestradiolconcentratie laag, wat leidt tot een afname van
het uterusgewicht. Na dag 8 dalen de progesteronspiegels door het
optreden van irreversibele luteclytische processen (31). Aangezien
op dag 9 het voor de pseudozwangerschap kenmerkende prolactine-afgifte-
patroon nog werdt waargenomen, is het onwzarschijnlijk dat een gebrek
aan prolactine luteolyse verocrzaakt. Door de daling van de progeste-
ronspiegel neemt de LH-concentratie toe (Fig. 3-2), terwijl na dag
11 tevens beide pieken van prolactine verdwijnen (294:; hoofdstuk 5).
De verhcogde LH-concentraties veroorzaken een groei van de follikels,

waardoor de oestradiclconcentraties stijgen. Het stijgen van de
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perifere oestradiolconcentraties is de vermoedelijke corzaak van de
tijdelijke daling in de perifere I'SH-concentraties. Tenslotte
bereikt de concentratie van cestradiol-~17f in de ecirculatie een
dermate hoge waarde, dat een ovulatoire hoeveelheid LH uit de
hypofyse vrijkomt.

Het bovenstaande kan dienen wveor het formuleren van kenmerken
waaraan een rat moet voldoen om als pseudozwanger beschouwd te worden.
Het meest karakteristiek zijn de veranderingen van de prolactine-
en progesteronconcentraties. In de praktijk wordt echter in de meeste
gevallen aangenomen, dat een rat pseudozwanger is indien een dulde-
1ijk verlengde di-cestrus, beocordeelt aan vagina-uitstrijikies,

geconstateerd wordt.

3-5. Samenvatting.

In dit hecofdstuk worden de gemeten veranderingen van de perifere
hormoonceoncentraties en van de follikelontwikkeling tijdens pseudo-
zwangerschap bij de rat beschreven. Ter vergelijking werden ook
cyclische ratten bestudeerd.

Pseudezwangerschap onderscheidde zich van de cyclus, door: een
verlengde di-cestrusperiode, een uitblijven van pre-ovulatoire folli~-
kelgroei, verhcogde progestercnconcentraties, lage oestradiolconcen-
traties, lage LH- en FSH-concentraties en, tenslotte, het dagelijks
optreden van twee prolactineverhogingen.

Onze waarnemingen en literatuurgegevens leidden tot het navol-
gende beeld van de pseudozwangerschap:

- na inductie van pseudozwangerschap ontstaat tweemaal per dag een
verhocgde prelactinespiegel, en deze verhoogde prolactineconcen-
traties zijn de ocrzask van de hoge progesteronconcentraties tijdens
pseudozwangerschap;

- de hoge progestercnconcentraties verlagen de LH-concentraties, maar
hebben geen effect op de FSH-concentraties;

- door de lage LH-concentraties groeien de follikels niet uit en
blijven de oestradiolconcentraties laag:

- de lage cestradiolceconcentraties zijn niet voldoende voor de afgifte
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van een ovulatolre hoeveelheid LH;

na dag 8 van pseudozwangerschap dalen de progesterconconcentraties,
waardoor waarschijnlijk de LH-concentraties stijgen;

de afname van de progesteronconcentraties gaat samen met het wver—
dwijnen van beide prolactinepieken;

de stijging van de LH-concentraties is waarschijnlijk de oorzazk
van het uitgroelien van follikels en van de stijging van de oestra-
diolconcentraties aan het einde van de pseudozwangerschap;

de gestegen oestradiolconcentraties verocorzaken mogelijk de tijde-
lijke daling van de FPSH-concentraties en zullen tenslotte in de

afgifte van een ovulatoire hoeveelheid ILH resulteren.
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HOOFDSTUK 4

HORMOONSPIEGELS EN FOLLIKELONTWIKKELING BIJ DE
PSEUDOZWANGERE RAT NA HET VERWIJDEREN VAN
CORPORA LUTEA®

u-1. Inleiding.

Na het verwijderen van een ovarium uit een rat tijdens de cyclus
wordt een compensatiereactie waargenomen in het overgebleven ovarium
(241): het gewicht neemt toe, terwijl bij ovulatie uit het achter-
blijvende ovarium vrijwel hetzelfde aantal eicellen vrijkomt als
eerder uit beide ovaria voor de operatie.

Ock na eenzijdige ovarifctomie tijdens pseudozwangerschap nam
het achtergebleven ovarium duidelijk in gewicht toe (64). Tijdens
zwangerschap leidt eenzijdige ovariéctomie binmen 5 dagen tot sen
tocename van het aantal antrale follikels in het overgebleven cvarium,
terwiil tevens bij de post-partum ovulatie een compensatoire ovulatie
(10-1% ova uit &&n ovarium) opgemerkt werd (64). In tegenstelling
tot de follikelgroel na eenzijdige ovarictomie, bleek een uitgroei
van de corpora lutea niet voor te komen (64). Een functionele com-
pensatie van de Zn stiu blijvende corpora lutea na verwijdering van
een ovarium blijft echter tot de mogelijkheden behoren.

Daarom werden de veranderingen van de progesteronconcentraties
in het bloed na verwijderen van corpora lutea door eenzijdige
ovariéctomie of door cauterisatie op verschillende dagen van de pseu-
dozwangerschap gemeten. Tevens werd nagegaan wat de wijzigingen van de
gonadotrofinenconcentraties en de follikelontwikkeling na eenzijdige

ovariéctomie op dag 1 van de pseudozwangerschap waren.

*Dit hoofdstuk is gebaseerd op gegevens uit de volgende publicaties:
- de Greef & Zeilmaker. Endocrinclogy 95: 565, 1974 (pef., 121);
- de Greef, Dullaart & Zeilmaker. J. Endocrinol. B6: 248, 1875

(ref. 122).
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4-2, Materiaal en Methodemn.

4-2.1, Progestercnconcentraties in het blced van pseudozwangere ratten

en het effect van het verwijderen van corpora lutea.

Tijdens pseudozwangerschap werd eenzijdige ovariéctomie of
schijnoperatie 's middags uitgevoerd. Verdere reductie van het aan-
tal corpora lutea werd verkregen door na eenzijdige ovariéctomie een
aantal corpora lutea in het ovarium Zr situ te cauteriseren.

Tijdens de pseudozwangerschap werd 3 tot 8 maal bloed verzameld
van ledere rat. Per rat werd 0,5 ml bloed afgenomen en tussen opeen-
velgende malen bloed verzamelen verstreek tenminste 1 dag. Op de
eerste di-oestrusdag na pseudczwangerschap werden de ratten opgeofferd
en de ovaria gefixeerd. In &&n experiment werd eenzijdige cvaridctomie
of schljnoperatie op dag 0 van pseudozwangerschap verricht en van
de dieren werd bloed verkregen na decapitatie op dag 5, 6, 7 of 8.

In de verkregen monsters werd progesteron bepazld met een competi-
tieve eiwitbinding. In een aanvullend experiment werd op dag 2 van
de pseudozwangerschap eenzijdige ovarigctomie of cauterisatie van de
corpora lutea uitgevoerd. Op dag 4 werd &&n uterushoorn getraumati-
seerd en op dag 8 werden getraumatiseerde en niet-getraumatiseerde

hoorns gewogen.

4-2,2. Genadotrofinenspilegels en follikelontwikkeling bij de pseudo-

zwangere rat na eenzijdige ovariéctomie.

Pseudozwangerschap werd geInduceerd door steriele copulatie. Om
15.00 wir op dag 1 van de pseudozwangerschap werd het linkerovarium
verwijderd, terwijl de controle-ratten een schijnoperatie cndergingen.
Op de dagen 1-7 werd bleoed verzameld en in de sera werd met behulp
van radio-immunclogische bepalingen de concentratie van progesteron,
FSH, LH en prolactine gemeten. Van een aantal geopereerde en controle~
dieren werd op dag 5 gedurende 15 minuten veneus bleed van het linker-
ovarium vepzameld. Na verdoven met nembutal (33,3 mg/kg lichaamsge-

wicht) werd op de volgende wijze bloed verzameld (101): na het aan-
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brengen van ligaturen om de venen van de linkerbiinier en linkernier,
werd in de venz jugularis 0,2 ml heparine (5000 eenheden/ml) gespo-
ten; hierma werd een spitse glazen canule in de ovariumvene ge-
bracht, waarna het ovarig€le bloed opgevangen werd in een gekoeld
buisje; tijdens de canulatieperiode werd het diler op temperatuur
gehouden met een infrarcodlamp, terwijl het dier tevens afgedekt
werd met gaasjes die vechtig gehouden werden met fysiologische zout-
oplessing. In deze monsters werd progesteron bepaald. In een aanvul-
lend experiment werd 24, 48 of 72 uur na eenzijdige ovariéctomie

of schijnoperatie het rechterovarium verwijderd en gefixeerd. Het
aantal en de grootte van de antrale follikels in deze ovaria werd
bepaald iIn histologische preparaten. Een aantal ratten werd 24, 48
of 72 uur na de operatie op dag 1 behandeld met 15 I.U. HCG. De

volgende dag werd het aantal eicellen in de tuba geteld.
4-3. Resultaten.

4-3.1. Progestercnconcentraties in het bloed van pseudozwangere rat-

ten en het effect van het verwijderen van luteaal weefsel.

4-3.1.1. Progesteronconcentraties in het bloed tijdens pseudo-

zwangerschap.

De lengte van de pseudczwangerschap was na cervicale stimulatie
14,3 + 0,4 dagen en na steriele copulatie 14,5 + 0,3 dagen. Ult Fig.
4-1 blijkt dat zowel cervicale stimulatie als steriele copulatie
leiden tot een identiek progesteronprofiel tijdens pseudozwanger-
schap. Daarom werden de gegevens verkregen met beide methoden van
pseudozwangerschapsinductie gecombineerd in de navolgende experi-

menten.

4~3.1.2. Progesteronconcentraties in het bloed na eenzijdige ovarigc-

tomie op dag 0, 3 of 8 van de pseudozwangerschap.

Na eenzijdige ovariéctomie op dag O van de pseudozwangerschap

T0
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Tabel 4«1. Het aantal en de diameters van de corpora iutea en de
gemiddelde lengte van de pseudeczwangerschap na eenzijdige ovariéctomie

op dag G0, 3 of 8 van pseudozwangerschap.

behandeli lengte van de pseudo- aantal diameter van de aantal
enandeling zwangerschap in dagen corpora lutea corpora lutea {in mm) dieren
geen 14,6 + 0,3 12,4 + 6,5 1,12 + o,01* 10
eenzijdige
ovarigctomie
op dag:
o 13,5 + 0,2 6,3 + 0,4 1,17 + 0,02 9
3 14,3 + 0,3 6,9 + 0,3 1,11 + 0,02 9
8 14,0 + 0,3 7,0 + 0,9 1,14 + 0,03 5

* de diameters van de corpora lutea werden gemeten
op de eerste diocestrusdag na de pseudozwangerschap
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Fig. u-1, Progesterchconcentraties in het hloed van pseudozwangere
ratten. Pseudozwangerschap werd geInduceerd door steriele copulatie

(n® 10; o—a) of door stimulatie van de cervix uteri (n= 5; o—o).

werden lagere progesteronconcentraties gemeten dan bij de controle-

dieren (Fig. 4-2a). Het verwijderen van é&n ovarium op dag 3 leidde

binnen enkele uren tot een significante daling van de progestercn-

concentraties, terwiijl cok op de pseudozwangerschapsdagen %, 5 en 7

lagere progesteronconcentraties gevonden werden (Fig. 4-2b}. Na ecen-

zijdige ovariBctomie op dag 8 werden geen verschillen tussen de pro-

gesteronconcentraties van geopereerde dieren en controledieren gevon-

den {Fig. 4-2c). Uit Tabel 4-1 blijkt dat eenzijdige ovariZctomie

vrijwel geen effect heeft ¢p de lengte van de pseudozwangerschap en

op de maximale diameter van de corpora lutea.

72

Fig. 4-2. Progesteronconcentraties in het bloed van pseudozwangere
ratten na eenzijdige ovaridctomie (oo} of schijn-operatie
(#—a) op de middag van dag € (Fig. 4-2a; n= g}, wvan dag 3
(Fig. 4-2b; n= 9} of van dag 8 (Fig. 4-2g; n= 6} van pseudo-
zwangerschap. De pijl geeft het tijdstip van operatie aan.

* beze waarden zijn significant verschillend van die van dieren

met EBn ovarium,



)
o
~

(Tu/buj

T
(=}
n

uoxaisaboxd

4-2b

100+

)
1A

{Tw/bu} uoaazssboad

B4

4-2c

15

1004

T
p=
un

(Tu/Hbu) uolajysaboad

04

pseudozwangerschapsdag

73



De gemiddelde progesteronconcentraties gemeten in bloedmonsters
verkregen na decapitatie op dag 5, 6, 7 of 8 van de pseudozwanger-
schap zijn weergegeven in Tabel 4-2. Het vergelijken van Fig. 4-2a
en Tabel 4-2 laat zien dat na beide manieren van bloed verzamelen
gelijke progestercnconcentraties werden gemeten. Geconcludeerd kan
worden dat blijkbaar het meerdere malen bloed verzamelen van &&n dier

geen invlced heeft op de progesteronconcentratie in het bloed.

Tabel 4-2. Progesteronconcentraties in bloed verkregen na
decapitatie van pseudozwangere ratten. De ratten hadden op
dag 0 van de pseudozwangerschap een eenzijdige ovariéctomie

of een schijn-cperatie condergaan.

behandeling aantal progestercnconcentraties (ng/ml bloed) op dag:
op dag 0 dieren
5 3 7 8
schijin- .
operatie 6 78 + 10 88 + 3 79 % 7 58 + 4
eenzijdige
ovari&ctomie 8" 38+ 57 52 + 42 43 + 8P 42 + 5

* aantal dieren dat iedere dag opgeofferd werd

a;b significant verschillend van de controle-dieren (a: P< 0,005; b: P< 0,01)

4-3.1.3., Progestercnconcentraties in het bloed na cauterisatie van

corpora lutea op dag 1 of dag 2 van pseudozwangerschap.

Cauterisatie van corpora lutea op dag 1 van pseudozwangerschap.

In 4 ratten bleef slechts &2n corpus luteum intact, en in deze
ratten eindigde pseudozwangerschap. Ha een door deze ingreep vercor-
zaakte ocestruscyclus van 5 dagen werd in deze ratten een uitgestelde
pseudozwangerschap‘ met een lengte van 9,8 + 0,8 dagen geconstateerd.

In 11 dieren bleven 2 corpora lutea intact na cauterisatie. In 6 van

*zie ook hoofdstuk 1 en hoofdstuk 6.
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deze ratten werd de pseudozwangerschap door de operatie afgebroken

en ook in deze dieren werd een uitgestelde pseudozwangerschap met een
lengte van 9,8 + 1,0 dagen vastgesteld. Tijdens de uitgestelde pseudo-
zwangerschap werd op de dagen 4, 5 en 6 bloed afgenomen. De op deze
dagen gemeten progesteronconcentraties waren respectievelijk 63 + 6,
68 + 5 en 39 + 10 ng/ml (n = 6). Na afloop van de ultgestelde pseudo-
zwangerschap werden 11,0 + 0,7 corpora lutea in het overgebleven
evarium geteld, hetgeen op een compensatoire covulatie wijst. Wanneer
tenminste 3 corpora lutea intact gelaten werden na cauterisatie
bleven de dieren pseudozwanger. De gegevens van dit experiment zijn
vermeld in Tabel 4-3. Uit Tabel 4-3 blijkt dat het verwijderen van
corpora lutea tot een verlaagde progesteronconcentratie gedurende
pseudozwangerschap leidt en dat de duur van de pseudozwangerschap,
zoals beoordeeld werd aan vagina-uitstrijkjes, bij de dieren met

2 - 4 intacte corpora lutez enigszins verkort was.

Cauterisatie van corpera lutea op dag 2 van pseudosmwangerschap.

Bij 10 ratten werd &&n corpus luteum intact gelatem na cauteri-
satie; hierdoor eindigde bij 9 ratten de pseudozwangerschap, en na de
door de operatie geinduceerde oestruscyclus werd bij 7 van deze 9
ratten een uitgestelde pseudozwangerschap (lengte $,5 + 1,0 dagen)
geconstateerd. Van 6 ratten bleven 2 corpora lutea intact. Bij 2 van
deze 6 ratten eindigde pseudozwangerschap en werd een uitgestelde
pseudozwangerschap met een lengte van respectievelifk 10 en 11 dagen
waargenomen. Na de uitgestelde pseudozwangerschap werden 12,1 + 1,3
corpora lutea (n = 9) geteld in het overgesbleven cvarium.

Zonder uitzondering werd pseudozwangerschap voltooid bij dieren
die 3 of 4 intacte corpora lutea hadden. De gegevens van dit experi-
ment zijn vermeld in Tabel 4-4. Ook bij dit experiment bleek dat
tijdens pseudozwangerschap de progesteronconcentraties in het bloed
verlaagd waren na cauterisatie. Verder blijkt uit deze tabel dat de
duur van de pseudozwangerschap iets verkort was in de dieren met 2 of
3 intacte corpora lutea. Uit de gegevens over de diameters van de
corpora lutea {zie Tabel 4-3 en Tabel 4-4)} blijkt dat na cauterisatie
de overgebleven corpora lutea niet groter werden. Tabel 4-5 laat zien
dat naast de progestercnconcentraties in het bloed ook de gewichten

van deciduomenbevattende uterushoorns proporticneel zijn met het aantal
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Tabel 4-3., Lengte van de pseudozwangerschap, maximale diameters van de corpora lutea
en progestercnconcentraties in het bloed tijdens pseudozwangerschap na verwijdering
van corpora lutea op dag 1 van pseudozwangerschap.

aantal intacte aantal progesteronconcentraties {ng/ml} op dag: lengte van de diameter van de
corpora lutea dieren . pseudozwanger- corpera lutea
4 5 6 7 a schap in dagen {(in mm)

2 57 19 +1 22+2 27+2 254+ 3 21 %2 11,4 + 0,5° 1,16 + o,03"

3 7 26 +3° 32+4% 30+3 28+ 3 24 +4 12,3 + 0,69 1,19 + 0,04

1 4 34+ 27 374 2° 3443 32+ 2 28 4 1° 12,7 + 0,3 1,09 + 0,07

5 2 - 43 +5 59 +5 474+ 1 3341 13,5 + 0,7 1,13 + 0,02

12,8 + 0,6"" 4 62 + 6% 69 + 5% 83 + 5% 89 + 10° 67 & 8° 14,0 + 0,4 1,09 + 0,02

* de diameters van de corpora lutea werden gemeten
op de eerste dioestrus dag na de pseudozwangerschap

t in zes andere dieren met twee corpora lutea eindigde de pseudozwangerschap

t controle-disren

a:b significant verschillend van dieren met twee corpora lutea (a: P< 0,005 b: P< 0,01)

2, significant verschillend van de controle-dieren (c: P< 0,025; d: P< 0,05}
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Tabel 4-4. Lengte van de pseudczwangerschap, maximale diameters van de corpora lutea
en progesteronconcentraties in het bloed tijdens pseudozwangerschap na verwijdering

van corpera lutea op dag 2 van pseudozwangerschap.

aantal intacte aanta} progesteronconcentraties (ng/ml} ecp dag: lengte wvan de diameter van de
corpera lutea dieren pseudozwanger= corpora lutea
4 s & schap in dagen {in mm}
+ b +
2 4 24 + 1 26 + 2 26 + 1 11,5 + 0,8 1,13 + 0,04
3 7 35+ 2% 36+ 20 35+ 2% 11,2 + 0,6° 1,21 + 0,04
4 2 43 + 5 45 + 10 48 + 4 12,5 + 0,7 1,16 + 0,03
13,1 + 0,4 5 79 +5° 85+ 9% 8§ + 8° 13,4 + 0,2 1,12 + 0,02
+

de diameters van de corpora lutea werden gemeten
op de eerste dicestrusdag na de pseudozwangerschap

* in twee andere dieren met twee corpora lutea eindigde de pseudozwangerschap
controle-dieren
a significant verschillend van dieren met twee corpora lutea (P< 0,005)

significant verschillend van de contrele-dieren (P< 0,01)



Tabel 4-5. Het gewicht van getraumatiseerde uterushoorns op dag g na

verwijdering van corpora lutea op dag 2 van pseudozwangerschap.

behandeling aantal aantal intacte uterusgewicht in mg

op dag 2 dieren corpera lutea getraumatiseerde hoorn cont¥ole hoorn
cauterisatie 7 3 288 + 17 159 + 6
eenzijdige
ovaridctomie 10 6,7 + 0,4 418 + 147 151 + 6
schijin- +
operatie 13 13,2 + 0,5 589 + 34 147 + 6

* significant verschillend van dieren met drie corpora lutea (P< 0,005)

corpora lutea.

4-3.2. Gonadotrofinenconcentraties in het serum van de pseudozwangesre
ratten en follikelentwikkeling tijdens pseudozwangerschap na

eenzljdige ovariéctomle op dag 1.

Van pseudozwangere ratten werd op dag 1 van de pseudozwanger-
schap é&n ovarium verwijderd. De controle-dieren ondergingen op dag 1
een schijnoperatie. De lengte van pseudozwangerschap was 14,3 + 0,3
dagen bij de controle-ratten en 13,5 + 0,5 dagen bij de dieren met
&én ovarium. Het aantal nieuw gevormde corpora lutea na pseudozwanger-
schap was respectievelijk 12,4 + 1.4 en 12,7 + 1,2.

Progesteronconcentraties in het serum van de pseudozwangere
ratten zijn in Fig. 4~3 vermeld. Weer bleek dat na eenzijdige ova-
riéctomie lagere progesteronconcentraties aanwezig waren. De op dag
5 van pseudozwangerschap gemeten progesteronafgifte door het linker-—
ovarium was significant hoger bij dieren met &&n ovarium (15,0 + 0,89
pg/uar/ovarium; n = 6} dan bij de controle-dieven (12,5 i_O,HS ug/uur/
ovarium; n = 6)}. Tussen beide groepen dieren bestond geen verschil in
de hoeveelheid bloed, verzameid uit de ovariumvene (8,7 + 1,3 ml/uur,
respectievelijk 8,9 4 1,7 ml/uur) .

De LH-ccncentraties in het serum van dieren met €&n ovarium waren

T8
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Fig. 4-3. Progesteronconcentraties in het serum van pseudozwangers
ratten na eenzijdige ovaridctomie (n=6; zwarte kolommen) of schijn-
operatie (n=5; open Kolommen) op dag 1 van pseudozwangerschap. De
pijl geeft het tijdstip van cperatie aan (15.00 wur). Van de ratten
werd tussen 10.00 en 11,00 uur bloed afgenomen. ® Deze waarden zijn
significant verschillend van die van de controle-dieren (dag 3:

P< 0,05; dag 4: P< 0,005; dag 5 en 6: P< 0,025},
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Fig. 4-4. LH-concentraties in het serum van pseudozwangere ratten

na eenzijdige ovarifctomie {n= 6, op dzg 4 n= 10; zwarte kolommen)
of schijn-cperatie (n= 5, op dag 4 n= 10; open koleommen) op dag 1

van pseudozwangerschap. De pijl geeft het tijdstip van cperatie

aan (15.00 uur). Op dag 1 werd om 20.00 uur bloed afgenomen, terwijl
op de andere dagen tussen 10.00 en 11,00 uur bleoed verzameld werd,

® Deze waarden zijn significant verschillend van die van de contrcle-

dieren (dag 3 en 4: P< 0,025),
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Fig. 4-5. FSH-concentraties in het serum van pseudozwangere ratten

na eenziijdige ovarifctomie (n= 6, op dag % n= 105 zwarte kolommen)

of schijn-operatie (n= 5, op dag 4% n= 10; open kolommen) op dag 1

van pseudozwangerschap. De pijl geeft het tijdstip van operatie aan
(15.00 uur). Op dag 1 werd om 20.00 uur bloed afgenomen, terwiil op
de andere dagen tussen 10.00 en 11.00 uur bloed verzameld werd.

® Deze waarden ziin significant verschillend van die van de controle-~

dieren (dag'! en 4: P< 0,005, dag 5: P< 0,025; dag 6 en 7: P< 0,05).

op de dagen 3 en 4 van pseudozwangerschap hoger dan in controle-
dieren (Fig. 4-4). Vijf uur na het verwijderen wvan %&n ovarium werd
een stijging van de FSH-concentraties in het serum waargenomen (Fig.
4-3). Ook op de dagen 4-7 van pseudozwangerschap bleken de FSH-concen-
traties in het serum van pseudozwangere ratten met &&n ovarium hoger
te zijn. Het verwijderen van &&n ovarium tijdens pseudozwangerschap
leidde tot een geringe verhoging van de prclactineconcentraties 18 en
36 na de operatle (Fig. 4-6).

De verdeling van het aantal antrale follikels over drie volume-
klassen en de ovulatiereactie na het toedienen wvan 15 I.U. HCG zijn
weergegeven in Tabel 4-6. Uit deze tabel blijkt dat reeds 24 uur na
het verwijderen van &&n ovarium het aantal middelgrote follikels in

het overgebleven ovarium was toegenomen. Verder geeft deze tabel weer,
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Fig. 4-6. Prolactineconcentraties in het serum van pseudozwangere ratten
na eenzijdige ovarifctomie (n= 6; zwarte kolommen) of schijn-operatie

(n= 5; open kolommen) op dag 1 wvan pseudozwangerschap. De pijl geeft het
tijdstip van operatie aan (15.00 uur). Het tijdstip van bloed afnemen is
crder de kolommen aangegeven. ® Deze Waarden zijn significant verschillend

van die van de controle-dieren (dag 2: P< 0,025; dag 3: P< 0,05).

dat door het toedienen van HCG eenzelfde ovulstieresactie werd teweeg-

gebracht in beide groepen dierven.
4-4. Discussie.

Het is duidelijk dat een reductie van het aantal corpora lutea
tijdens pseudozwangerschap tot een daling van de progesterconconcen-
traties in het bloed leidt, In een twestal publicaties (81, 226} werd
onlangs bevestigd dat de progesteronconcentratie in het bloed af-
hangt van de hoeveelheid aanwezig luteaal weefsel, Onze waarneming
dat eenzijdige ovaridctomie op dag 0, 1 of 3 van de pseudoczwanger-

Schap tot een verlaagde progesteronconcentratie leidt, houdt in, dat
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Tabel 4-6. Het aantal follikels aanwezig in verschillende volumeklassen in het
rechterovarium en de ovulatie-reactie na het toedienen van 15 IU HCG op dag 2, 3
of 4 van pseudozwangerschap aan ratten die op dag } van pseuwdozwangerschap een
eenzijdige ovarléctomie of een schijn-operatie hadden ondergaan.

behandeling dag van de aantal follikels in de volumeklasse (pm¥x10%) aantal eicellen na
op dag 1 pseudozwangerschap behandeling met
200-499 500-999 > 1400 15 IU HCG

senzijdige 2 16,0 + 1,4 3,0 + 0,77 - t5)* 3,1+ 0,6 (7
ovariéctomie T+ -

3 B,8 + 0,4 10,4 + 0,6 0,8 # 0,3 (5) 3,5+ 1,0 (&)

4 7,8 + 1,8 9.8 +0,8T 1,64+ 0,9 (5 1,7 % 6,6 (6}
schijn- 2 14,3 + 2,2 5,3+ 0,7 - (4) 4,6 £ 0,9 (7)
operatie

3 10,5 + 1,1 5,8 + 0,4 0,3+ 0,2 (5) 3.2 + 1,1 (6}

4 9,0 + 0,6 5,3 + 0,3 0,3 + 0,1 (5) 1,7 + 0,6 (6)

.t

significant verschillend van controle-dieren {t: P< 0,05; t+t: P< 0,005)

+ s
aantal dieren



de overgebleven corpora lutea niet of nauwelijks reageren met een
verhoogde progesteronproductie.

De overgebleven corpora lutea vertonen dus vrijwel geen functio-
nele compensatiereactie. Deze conclusie 1s gebaseerd op de veronder—
stelling dat de progesteronconcentraties in het bloed een goede maat
vormen, voor de luteale progesteronproductie. Een tweetal argumenten
pleiten vbbr deze veronderstelling: 1) na eenzijdige ovariéetomie
op dag 0 of dag 1 van pseudozwangerschap is de progesteronconcen-
tratie in het serum 60% van die van de controledieren; in op dag §
verzameld ovaridel veneus blced blijkt de fotale progesteronproductie
in de experimentele dieren 60% te zljn van die in controledieren;

2} verder is gebleken dat de verdwijningssnelheid van progesteron
uit het hloed van de rat onafhankeXijk is van de endocriene toestand
van de rat {239). Derhalve lijkt de conclusie gerechtvaardigd dat
eenzijdige ovariéctomie niet tot een functionele compensatiereactie
van de overgebleven corpora lutea leidt. De Tabellen 4-1, 4-3 en 4-4
bevestigen de waarneming van Chatterjee en Greenwald (64), dat een~
zijdige cvariéctomie of cauterisatie van een aantal corpora lutesa
evenmin tot een morfologische compensatiereactie van de overgebleven

corpora lutea leidt.

Na het verwijderen van &&n ovarium op dag 8 van de pseudozwanger-

schap werd geen daling van de progesteronconcentraties in het bloed
waargenomen. Hierult zou geconcludeerd kumnen worden dat de proges-
teronproductie door de corpora lutea in de dieren met &&n cvarium
verhoogd zou zijn. Er zijn echter enige aanwijzingen dat de bijnier
aan het eind van de pseudozwangerschap aanzienlijk bijdraagt aan de
progesteronconcentraties in het bloed (31). Na het verwijderen van
de bijnieren cp dag 8 van pseudozwangerschap werden lagere proges-
teronconcentraties in het plasma waargencmen dan bij de controle-
dieren, maar de duur van de pseudeczwangerschap veranderde njet (de
Greef, ongepubliceerde waarneming).

Werd siechts &n corpus luteum intact gelaten dan werd in 93%
van de dieren (n = 14) de pseudozwangerschap onderbroken. Wanneer na
cauterisatie 2 intacte corpora lutea overbleven eindigde in 47% wvan

de dieren (n = 17) de pseudozwangerschap, terwijl alle dieren met
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3 of meer corpora lutea pseudezwanger bleven. Ock voor zwangere ratten
werd beschreven dat tenminste 2 - 3 corpora lutea nedig zijn voor

het in stand houden van de zwangerschap (162, 167). Smalstig c.s.
(291) rapporteerden dat tenminste 7 - 10 cerpora lutea nodig waren

om de pseudozwangerschap in de rat te laten voortduren. De verschillen
tussen onze waarnemingen en die van Smalstig ¢.s. berusten waarschijn-
1lijk op verschillen in de methode om de corpora lutea te verwijderen:
Smzlstig c.s, onderbroken gedurende enige tijd de bloedtoeveer naar
het ovarium om de corpora lutea uit het ovarium te kunnen knippen.

Ondanks de lage progesteronconcentraties bleek, dat de di-ces-
trusperiode aanhield bij de dieren die tenminste 2 - 3 corpora lutea
hadden. Hieruit blijkt, dat de hoogte van de progesteronconcentratie
in het bloed niet de belangrijkste factor is die de lengte van de
pseudozwangerschap bepaalt. In onze studie bleek, dat eenzijdige
ovarictomie aan het begin van pseudozwangerschap geen effect had
op de lengte van de pseudozwangerschap. Daarentegen rapporteerden
Chatterjee & Harper (63) dat pseudozwangerschap eindigde na een-
zijdige ovariéctomie aan het begin van een docr reserpine gelnduceer-
de pseudozwangerschap. Dit berust waarschijnlijk op het felt dat er
verschillen bestaan tussen pseudozwangerschappen die door cervizsti-
mulatie of door reserpinebehandeling geinduceerd worden (165].

Na het verwijderen van een aantal corpora lutea werd geen com-
pensatiereactie van de overgebleven corpora lutea opgemerkt. Het
uitblijven van een reactie betekent dat &f de progesteronproductie
van achterblijvende corpora lutea niet of nauwelijks toeneemt &f dat
na het verwijderen van een aantal corpora lutea een toename van de
gonadotrofe stimulatie achterwege blijft. Uit het experiment beschre-
ven in paragraaf 4-3.2. blijkt dat na eenzijdige ovariectomie de
concentratie van hypofysaire hormonen in het serum toeneemt. Hieruit
kan geconcludeerd worden dat, ondanks een verhcging van de gonadetro-
finen in het bleoed, de activiteit van de corpora lutea slechts in
geringe mate verhoogd kan worden tijdens pseudozwangerschap.

Het verwijderen van &&n ovarium verocorzazkt een stijging van de
LH- en FSH-concentraties in het serum. Tijdens de ocestruscyclus van
de rat hebben een aantal auteurs 8f met een biologische bepaling (38,

243) &6f met een radio-immunologische bepaling (151, 256, 318) LH-
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en FSH-concentraties gemeten na eenzijdige ovariBctomie. Uit deze
metingen kan geconcludeerd worden dat vooral de ISE-concentraties

in het serum na de verwijdering van £&n ovarium stijgen. Ook bij
zwangere ratten leidde de vermindering van het aantal ccrpora lutea
op dag 6 van de zwangerschap tot een toename van de FSH-concentraties
in het serum (226). Uit de gegevens van Tabel 4-~6 blijkt dat reeds

24 uur na het verwijderen van het cvarium op dag 1 van pseudozwanger-
schap het aantal middelgrote follikels was toegenomen in het over-
gebleven ovarium. Deze groel is wasrschijnlijk de oorzaak van de
compensatoire ovulatie na de pseudozwangerschap.

Een mogelijke verklaring wvoor het optreden van een compensatoire
follikelgroei na eenzijdige ovariéctomie is, dat in het bloed de con-
centratie van ovari&le sterciden enipe tijd verlaagd is, waardoor de
afgifte van gonadotrofinen toeneemt. Deze vermeerdering leidt dan tot
compensatoire follikelgroei, compensatoire ovulatie en normalisatie
van de gonadotrofinenconcentraties. De gegevens van een aantal publi-
caties (38, 84, 316) en de in dit hoofdstuk beschreven experimenten
zijn in overeenstemming met deze verklaring. Enige voorzichtigheid
dient echter in acht genomen te worden aangezien de mogelijkheid be-
staat dat naast de hoeveelheid, ock de biologische activiteit van de
gonadotrofinen verandert na het verwijderen van &&n ovarium. Zo is
bijvoorbeeld gebleken dat FSH uilt een aantal molecuulsoorten bestaat
(46, 236} en het is ock aangetoond dat in geovariéctomeerde apen
voornamelijk de grote FSH-moleculen voorkomen, welke een langere
biologische halfwaardetijd hebben (2368).

Welschen & Dullaart (318) concludeerden uit hun studie dat
FSH verantwoordelijk is voor de compensatoire fellikelgroel na een-
zijdige ovari&ctomie in cyclische dieren. Zij baseerden deze conclu-
sie op de waarneming dat reeds 5 uwur na de esnzijdige cvariéctomie
de FSH~concentraties verhoogd waren. Ook in het experiment beschreven
bij H4=3.2. werd 5 uur na eenzijdige ovarigctomle esn stijging van de
FSH-concentraties waargencmen. BDerhalve is aannemelijk dat, ook in
de pseudozwangere rat, de toename van de FSH-concentraties na een-

zijdige ovaridctomie de compensatoire follikelgroei initieert.
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4-5, Samenvatting.

In dit hoofdstuk worden de gemeten veranderingen van de hormoon-
spiegelis en van de follikelontwikkeling, na het verwijderen van cor-
pora lutea tijdens pseudozwangerschap, beschreven. De beschreven ex-—
perimenten hadden tot doel een mogelijke compensatieresactie wan de
corpora lutea tijdens pseudozwangerschap te bestuderen.

In vergelijking met de progesteronconcentraties van de controle-
dieren, hadden ratten na eenzijdige ovari&ctomie op dag 0 van pseudo-
zwangerschap lage progesteronspiegels tijdens pseudozwangerschap.
Eenzijdige ovariectomie op dag 3 vercorzazkts een snelle daling van
de progesteronconcentraties en tijdens het vervolg van de pseudo-
zwangerschap bleven de spiegels laag. Eenzijdige ovariBctomie op
dag 8 leidde echter niet tot significante verschillen. De duur van
de pseudozwangerschap en de diameters van de corpora lutea verander—
den niet na senzijdige ovariéctomie.

Het effect van het verwijderen van corpora lutea door cauteri-
satie van de corpora lutea op dag 1 of dag 2 van pseudozwangerschap
was afhankelijk van het aantal intact gelaten corpora lutea. Indien
slechts &&n corpus luteum intact werd gelaten, dan eindigde de pseu-
dozwangerschap bij vrijwel alle dieren, en werd door een uitgestelde
pseudozwangerschap gevolgd. Bij de dieren die twee intacte corpora
lutea behielden, eindigde de pseudozwangerschap in 47% van deze
dieren. Ook bii deze dieren werd een ultgestelde pseudozwangerschap
waargenomen. De andere 53% van de ratten bleef pseudozwanger ondanks
lage progesteronspiegels. De ratten die tenminste 3 Intacte corpora
lutea behielden, bleven, zonder uitzondering, pseudozwanger na de
operatie.

Na eenzijdige ovariéctomie op dag 1 van pseudozwangerschap wer-—
den significant hogere LH-concentraties gevonden op dag 3 en 4. Ook
werd een significante stijging van de FSH~concentraties gevonden en
wel 5 uur na de cperatie. Ook op de dagen 4 - 7 werden, in verge-
lijking met de controle-dieven, verhoogde I'SH-concentraties geconsta-
teerd. Een toename van de prolactinespiegels werd 18 en 36 uur na de
eenzijdige ovaridctomie geobserveerd. Het aantal middelgrote antrale

follikels in het ovarium was reeds 2% uur na de operatie toegenomen.
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De volgende conclusies werden uit deze experimenten getrokken:
progesteronspiegels tijdens pseudczwangerschap zijn properticneel
aan het aantal corpora lutea;
bij de pseudozwangere rat leidt het verwijderen van corpora lutea
niet tot een morfologische compensatiereactie;
na eenzijdige ovarigctomie wordt esen stijging van de gonadotrofe
hormonen waargenomen, maar deze stijging veroorzaskt slechts een
zeer geringe toename van de progesteronproductie door de achter-—
gebleven corpora lutea;
een snelle stijging van de FSH-concentraties na eenzijdige ovaride-
tomie is waarschijnlijk wverantwoordelijk voor de compensatoire
follikelgroei;

2 - 3 intacte corpora lutea zijn nodig voor het handhaven van de

pseudozwangerschap.
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HOOFDSTUK 5

HORMOONSPIEGELS TIJDENS PSEUDOZWANGERSCHAP BIJ DE
GEHYSTERECTOMEERDE EN DE DECIDUOOMDRAGENDE RAT*

5-1. Inleiding.

De periocde gedurende welke het corpus luteum van de rat proges-
teron produceert wordt mede bepaald door de uterus en de placenta.

Na implantatie van de blastocyst aan het begin van de zwangerschap
vormt een deel van het endometrium van de uterus het moederlijke deel
van de placenta. De aanwezigheid van de placenta verlengt de periode
van verhocgde luteale progesteronproductie (211), hetgeen cok gecon-
stateerd wordt nadat de uterus op dag % van pseudozwangerschap ge-
traumatiseerd is om deciduomen te induceren (240}.

Ook na verwijdering van de uterus (hysterectomie)} is in een groot
aantal dierscorten de lengte van de luteale fase van de cyclus toege-
nomen {14). De verlenging van de luteale fase na hysterectomie werd
voor het eerst door Loeb in 1923 beschreven bij de cavia (186). Hys-
terectomie leidt niet tot een verlengde cyclus van de rat (244), maar
de duur van de pseudozwangerschap is wel toegenomen na hysterectomie
{14, 49). Ondanks vele onderzoekingen is nog steeds niet duidelijk op
welke wijze de uterus invlced ultoefent op het functioneren van de
corpora lutea bij de rat. Omdat de pseudozwangerschap verlengd is na
hysterectomie werd gepostuleerd dat de uterus een luteolytische factor

afscheidt (271). De verlenging van pseudozwangerschap in dieren met

*Dit heofdstuk is voor een deel gebaseerd op gegevens uit de volgende

publicaties:

- de Greef, Dullaart & Zeilmsker. Endeccrinology 28: 1228, 1976 (ref.
124);

- de Greef, Dullaart & Zeilmaker. Eur. J. Obstet. Gynec. Reprod. Biol.
(ter perse) (ref. 126).
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deciduomen wordt toegeschreven aan een luteotrefe werking van het
deciducom (117, 1u4).

In dit hoofdstuk worden experimenten beschreven waarbij de
effecten van hysterectomie en de vorming van deciduomen op het
functioneren van het corpus luteum en op de gonadotrofinenconcen-
traties tijdens pseudozwangerschap nader bestudeerd werden. Met
deze experimenten werd getracht een beter inzicht te verkrijgen
in de processen die tot de verlengde pseudozwangerschap na hyste-

rectomie of vorming van deciduomen leiden.
5-2. Materiaal en Methoden.

Met uitzondering van &&n experiment (zie paragraaf 5-3.3.) werd
hysterectomie op een leeftijd van 6 - 8 weken ultgevoerd. De dieren
werden op een leeftijd van 3 - 7 maanden gebruikt voor de experimen-
ten, Pseudozwangerschap werd geinduceerd door steriele copulatie,
Tijdens pseudozwangerschap werd van de dieren tussen 09.00 en 10.00
uur bloed verzameld. Van ieder dier werd tijdens pseudozwangerschap
2 - 4 maal een bloedmonster afgenomen, en temminste 2 dagen verstre-
ken tussen de opeenvelgende keren bloed afnemen.

Na inductie van de vorming van deciduomen op dag 4 van pseudo-
zwangerschap werden van de dieren met deciduomen en van de controle-
dieren 2 -~ 3 bleedmonsters afgenomen gedurende de rest van de pseudo-
zwangerschap en tenminste 2 dagen verstreken tussen de opeenvolgende
keren bloed afnemen. Tussen dag 8 en 11 werden de dieren onder ether-
narcose gebracht om de aanwezigheid van deciduomen te kunnen vast-
stellen. In alle gevallen bleek dit het geval te zijn. Ook bij de
controle-dieren vond een laparotomie plaats. Fen aantal deciducom-
dragende dieren en controle-dieren werden op dag 7 van de pseudo-
zwangerschap gehypofysectomeerd. Van iledere rat werd driemaal bloed
verzameld: &&n monster vlak voor hypofysectomie en twee monsters
6, 12, 18, 24, 36 of 48 uur na de operatie.

In de verzamelde bloedmonsters werd met radic-immunclogische

bepalingen LH, FSH, prolactine en/of progesteron bepzald.
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5-~3, Resultaten.

5-3.1. De lengte van de pseudozwangerschap bij intacte en gehysterec-
tomeerde ratten met een onder het nierkapsel getransplanteerd

ovarium.

De lengte van pseudozwangerschap was 13,8 + 0,3 dagen in & in-
tacte vatten en 20,9 + 0,6 dagen in 8 gehysterectomeerde dieren. Na
de pseudozwangerschap werd een ovaprium van een prepuberale rat onder
het nierkapsel gebracht. Tien dagen later werden de cvaria in situ
verwijderd en na twee weken werden de dieren opnieuw pseudozwanger
gemaakt. De lengte van deze pseudozwangerschap, in stand gehouden
door het ovariumtransplantaat, was 15,0 + 0,3 dagen in de dieren met
een uterus en 18,8 + 0,7 dagen in de dieren zonder uterus. In beide
groepen dieren werd tussen de lengte van de eerste pseudozwangerschap
en de lengte van de tweede pseudozwangerschap geen significant ver-

schil gevonden.

5-3.2. Hormoonspiegels bij intacte en gehysterectomeerde pseudo-

zwangere dieren.

De veranderingen van de progesteronconcentraties in het plasma
waren de eerste 8 - 10 dagen van de pseudozwangerschap hetzelfde voor
de intacte en de gehysterectomeerde dieren (Fig. 5-1). Na dag 8§ ver-
minderde de preogesteronconcentratie in de intacte dieren, terwijl deze
in de gehysterectomeerde dieren tot dag 18 - 20 verhoogd bleef. Het
aantal en de maximale diameter van de corpora lutea op dag 6 van
pseudozwangerschap van Intacte en gehysterectomeerde dieren wver-
schilden niet: in 10 intacte dieren werden 11,8 + 0,3 corpora dutea
gevonden met een maximale dlameter van 1,11 + 0,20 mm, terwijl in 13
gehysterectomeerde dieren 12,2 + C,5 corpora lutea met een maximale
diameter van 1,13 + 0,05 mm gevonden werden.

FSH-concentraties in het serum werden alleen op de dagen 2, 5, 8
en 11 van de pseudezwangerschap gemeten. De resultaten (Tabel 5-1)

vertonen geen significante verschillen tussen intacte en gehysterecto-
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Fig. 5-1. Progesteronconcentraties in het serum van intacte
{n= 6, echter op de dagen 4-8 n= 10; e —-e) en gehysterecto-
meerde (n= 6, echter op de dagen 4-8 nz 14; e—a) pseudo-
zwangere ratten. Na dag 10 waren de progesteronconcentraties
in intacte ratten lager dan in gehysterectomeerde ratten
(£ test: dag 11 P< 0,05; dagen 12-16 P< D,005).
Tabel 5-1. FSH-concertraties in het serum van intacte
{n=8) en gehysterectomeerde (n=9) pseudozwangere
dieren.
dag van de pseudozwangerschap
2 5 8 11
;‘;;x;e 117,6 + ¢,3% 80,6 + 3,4 97,3 + 4,8 78,1 + 5,8
gehysterecto- 149 3 4 12,4 90,1 + 5,8 89,2 + 4,7 80,0 + 3,8
meerde dieren sz ' U = =

* ng FSH RP-i/ml serum
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meerde pseudozwangere dieren. LH-concentraties in het serum werden
van dag 2 tot en met dag 8 van de pseudozwangerschap gemeten (Fig.

5-2)}. In deze periode werden in de gehysterectomeerde dieren signifi-
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Fig. 5-2. LH-concentraties in het serum van intacte
(open kolemmen) en gehysterectomeerde (zwarte kolom-
men) pseudozwangere ratten. Het aantal dieren is
boven de kolommen aangegeven. Op de dagen 2-7 waren
de gemeten LH-concentraties bij de gehystersctomesrde
dieren significant lager dan die bij de intacte
ratten {t test: dag 2 P< 0,05; dagen 4, 6 en 7

P< 0,025; dagen 3 en & P< 0,005; variantie-analyse:
dagen 2-7 F< 0,005).

cant lagere LH-concentraties gevonden dan in de intacte dieren.
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5~3.8. Progesteron- en LH-concentraties in het serum van pseudozwange-~
re dieren na het verwijderen van de uterus cp dag 2 van pseu-

dozwangerschap.

Op de middag van dag 2 van pseudczwangerschap werd van 24 dieren
de uterus verwijderd, terwijl 28 controle-dieren een schijncperatie
cndergingen. De lengte van de pseudozwangerschap bij deze acuut ge-
hysterectomeerde dieren was 21,6 + 0,7 dagen en bij de controle-dieren
13,4 + 0,2 dagen. De cop de dagen 2 - 8 van pseudogwangerschap waar-
genomen progesteron- en LE-concentraties tonen geen verschillen tussen
de progesteronconcentraties in het serum van de twee groepen dieren
(Fig. 5-3), maar acute hysterectomie leidde echter wel tot lagere LH-
concentraties in het serum (Fig. 5-4; variantie-analyse dag 2 - 8:

P < 0,01).

100 -

50

progesteron (ng/ml}

10

pseudozwangerschapsdag

Fig. 5-3. Progestercnconcentraties in het serum
van pseudozwangere ratten na het verwijderen van
de uterus (zwarte kolommen) of na schijn-operatie
(open kolommen) op dag 2 van pseudozwangerschap.

Het zantal dieren is boven de kolommen aangegeven.
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Fig. 5-4%. LH-concentraties in het serum van pseudozwangere
ratten na het verwijderen van de uterus (zwarte kolommen)
of na schijn-operatie (open kolommen) op dag 2 van pseudo-
zwangerschap. Het aantal dieren is boven de kolommen aan-
gegeven. Op de dagen 3-5 en 8 waren de LH-concentraties
bij gehysterectomeerde ratten lager dan bij de intacte
ratten (% test: dag 3 P< 0,02%; dagen 4 en 5 P< 0,05;
dag 8 P< 0,005; variantie-analyse: dagen 2-8 P< 0,01},

5-3.4. LH-concentraties in het serum van intacte en gehysterecto-

meerde ratten na ovarigctomie.

Van 13 intacte en 12 gehysterectomeerde dieren werden de ovaria
op een willekeurige dag van de cyclus verwijderd. Van ieder dier werd
1, 2 en 3 weken na de operatie tussen 09.00 en 11.0C uur bloed afge-
nomen. Ocok werd onmiddellijk voorafgaand aan de operatie bloed ver-
zameld van 8 intacte en 8 gehysterectomeerde ratten. In de verzamelde
sera werd LH bepaald, en het bleek dat na ovariéctomie lagere LE-
concentraties voorkwamen in de gehysterectomeerde dieren dan in de

dieren met een uterus (Fig. 5-5). Uit dit experiment en de beide
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Fig. 5-5. LH-concentraties im het serum van
ratten met intacte uteri (open kolommen) en
van gehysterectomeerde ratten (zwarte kolom-
men) na het verwijderen van de cvaria. Het
aantal dieren is boven de kolommen aangegeven.
Na ovariéctomie werden bij de gehysterecto-
meerde ratten lagere LH-concentraties gemeten
dan bij de ratten met uteri (¢ test: week 1

P< 0,05; week 2 en 3 P< 0,005).

voorafgaande kan geconcludeerd worden dat het verwijderen van de

uterus tot een verminderde tonische LH-afgifte leldt.

5-3.5. LH-concentratiss in het serum van intacte en gehysterecto-

meerde ratten tijdens de pro-ocestrusmiddag.

In dit experiment werd nagegaan of naast de tonische LH-afgifte
ook de LH-piek op pro-ocestrus invloed ondervond van het wel of niet
aanwezig zijn van de uterus. Daartoe werden van zowel 3 - 4 als 6 - 7
maanden oude dieren op de pro-ocestrusmiddag 2 blcedmonsters afgencmen.
De gebruikte dieren hadden alle regelmatige 5-daagse cycli. Op de
ocestrusdag werd gecontroleerd of de dieren, waarvan bloed afgencmen

was op pro-cestrusmiddag, geovuleerd hadden; alleen in de sera van de
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dieren waarbij dit het geval was {+ 95%) werd LH bepaald. De resul~

taten van dit experiment ziljn in Fig. 5-6 weergepeven: zowel vorm
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Fig. 5+6. LH-concentraties in het serum van intacte (o—o) en
gehysterectomeerde (e—e) ratten op de middag van pro-oestrus
{n= 7-18). Tussen intacte en gehysterectomeerde ratten werden

geen significante verschillen gevonden. LH-concentraties waren
echter significant hoger bij de 3-4 maanden oude ratten dan bij

de 6-7 maanden oude ratten (variantie-analyse: P< 0,005).

als hoogte van de LH-~piek zijn eender bij de intacte en de gehyste-
rectomeerde ratten. Verder wvalt op dat in 3 - 4 maanden cude dieren
de maximale LH-concentraties in het ssrum op de pro-~oestrusdag hogenr

zijn dan bij de dieren van 8 - 7 maanden cud.

5.3.6. Hormoonspiegels in het serum van pseudozwangere ratten na de

vorming van deciducmen.

Op dag 4 van pseudezwangerschap werden beide uterushoorns ge-
traumatiseerd, en als controle-groep werden dieren gebruikt die een
schijnoperatie ondergingen. De lengte van de pseudozwangerschap was

14,0 + 0,2 dagen (n = 27) in de controle-dieren en 22,1 + 0,4 dagen
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in de dieren met deciduomen {n = 34). Deze verlengde pseudozwanger-
schap was een gevolg van de voortgezette activitelt van de corpora
lutea na de inductie van de deciducmen, zcals uit de progesteron-

concentraties (Fig. 5-7) blijkt. Tevens blijkt uit deze figuur dat
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Fig. 5-7. Progesteronconcentraties in het serum van pseudozwangere
ratten na schijn-operatie (open kolommsn} of inductie van de vorming
van deciduomen (gestreepte kolommen) op dag 4 van pseudozwangerschap.
Het aantal dieren is boven de kolommen aangegeven. Vanaf dag 7 werden
hogere progesteronconcentraties gemeten bij de dieren met deciduomen
(t test P=< 0,005).

de maximale progesteronconcentraties in het serum van deciducomdragen-
de pseudozwangere dieren hoger waren dan in de controle-dieren. Tabel
5-2 laat zien dat de maximale diameters van de corpora lutea van de
twee groepen dieren op de dagen 7, ¢ en 11 van pseudozwangerschap niet
significant verschilden.

De gemsten LH-concentraties in het serum van beide groepen dieren
zijn weergegeven in Fig. 5~8. Tot dag 8 bleven de LH-concentraties In

de controle-dieren vri] constant (20 - 30 ng LH RF - 1/ml), waarna een
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Tabel 5-2. Diameters en aantal van de corpora lutea in het rechterovarium en het

gewicht van de uteri op de dagen 7, ¢ en 1l na inductie van deciduomen op dag 4.

behandeling dag van de aantal diameter van de gewicht van de aantal
op dag 4 pseudozwangerschap corpora lutea corpora lutea {in mm) uterus {in mgq) dieren
schijn-
operatie 7 5,5 % 1,2 1,09 + 0,04 343 + 28 4

9 7,4 + 0,6 1,08 + 0,02 318 + 31 5

11 6,0 + 0,9 1,16 + 0,02 407 + 36 4
inductie van 7 6,0 + 0,5 1,13 + 0,02 1378 + 44 5
deciduomen

9 7,8 +1,0 1,11 + 0,02 2930 + 105 5

11 6,9 + 0,9 1,i8 + 0,02 4263 + 320 4
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Fig. 5-8. LH-concentraties in het serum van pseudozwangere ratten
na schijn-cperatie {open kolommen) of Inductie van de vorming van
deciducmen (gestreepte kolommen) op dag % van pseudozwangerschap.
Het aantal dieren is boven de kolommen aangegeven., Op dag 7 en
vanaf dag 10 werden bij dieren met deciducmen signiflcant lagere
LH-concentraties gevonden (t test: dag 7 en 17 P< 0,025; dag 10
P< 0,05; dagen 13-16 P< 0,005).

stijging van de LH-concentraties tot 40 ng RP - 1/ml aan het einde van
de pseudozwangerschap optrad. Een verhoging wvan de LH-concentraties
in de deciducomdragende dieren werd pas na dag 16 van pseudozwanger-
schap opgemerkt. Uit I'ig. 5-8 blijkt verder dat de LH-concentraties
in het serum van de deciducomdragende dieren lager zijn dan in de
controle-dieren; tot aan dag 10 zijn deze werschillen echter alleen op
dag 7 significant.

De gegevens over de FSH-concentraties in het serum van deciduoom—
dragende dieren en controle~dieren zijn vermeld in Fig. 5-8. Het bleek

dat de FSH-concentraties tijdens pseudozwangerschap weinig veranderen.
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Fig. 5-9. FSH-ceoncentraties in het serum van pseudozwangere patten
na schijn-operatie (open kolommen) of inductie van de vorming van
deciduomen (gestreepte kolommen) op dag 4 van pseudozwangerschap.
Het aantal dieren is beoven de kolommen aangegeven. Op dag 10 van
pseudozwangerschap waren de FSH-concentraties in het serum van de
controle-dieren lager dan in de deciduomen-dragende dieren (¢ test
B< 0,025).

Alleen op dag 10 werden verlaagde FSH-concentraties gevonden in het
serum van de controle-dieren (P < 0,025 in vergelijking met deciduocom-
dragende dieren). Bij de deciducomdragende dieren werd op dag 20 van
pseudozwangerschap een iets verlaagde FSH-concentratie in het serum
gevonden; deze afname was echter niet significant wverschillend van
de waarden gevonden tijdens de voorafgaande periode.

Om 03.00 en 19.00 uur werden hoge prolactineconcentraties geme-
ten (Fig. 5-10). Tot 19.00 uur van dag 11 van de pseudozwangerschap
werden tussen de 2 groepen geen verschillen in het patroon en de
waagrden van prolactine geconstateerd. Bij de controle-dieren werd
echter vocr het laatst een verhoging van de prolactinesplegels geme-

ten om 03.00 uwur op dag 11 van pseudozwangerschap. Bij de deciducom-—
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Fig. 5-10. Prolactineconcentraties in het serum van pseudozwangere ratten
na schijnwoperatie (open kolommen) of inductie van de vorming van decidu-
omen {gestreepte kolommen) op dag 4 van pseudozwangerschap. Het aantal
dieren is boven de kolommen aangegeven, terwijl onder de kolemmen het
tijdstip van bloed verzamelen gegeven is. Bij de controle-dieren werd de
laatste prolactine-verhoging op dag 17 om 03.00 uur waargenomen, terwijl
op dag 6 beide prolactine-pieken nog aanwezig waren bij de dieren met

deciduomen.

dragende dieren werden ock nog op dag 16 zowel de verhoging om 03.00

zls om 12.00 uur opgemerkt.

§5~3.7. Progestercnconcentraties in het plasma van deciducomdragende
dieren en controle~dieren na hypofysectomie op dag 7 van pseu~
dozwangerschap.

Deciducomdragende dieren en controle-dieren werden om 12.00 uur
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op dag 7 van pseudozwangerschap gehypofysectomeerd om na te gaan of
het deciducom mogelijk een Iluteotrofe stof zou produceren. Vlak voor
hypofysectomie, en 6, 12, 18, 24, 36 en 48 uur na hypofysectomie werd
bloed afgenomen. Zoals uit Fig. 5-11 blijkt vercorzaakte hypofysecto~
mie sen aanzienlijke daling van de progesteroncencentraties in het

plasma van beide groepen dieren. Uit Fig. 5-11 blijkt verder dat de
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Fig. 5-11. Progesteronconcentraties in het serum van
controle-dieren en deciduoom-dragende dieren na hypo-
fysectomie op dag 7 van pseudozwangerschap. Het zantal
dieren is boven de kolommen aangegeven. Bij de controle-
dieren werden tot en met 36 uur na hypofysectomie

lagere progesteronconcentraties gemeten dan in de

dieren met deciduomen (¢ test: 0-24 uur P< 0,003; 36
uur P< 0,00).

daling wvan de progesteronconcentraties minder abrupt was in de dieren
met deciduomen dan in de controle-dieren.

Door hypofysectomie verminderde ook het gewicht van de getrauma-
tiseerde uterus (vergeliik Tabel 5-2): 48 en 96 uur na hypefysectomie

was het gewicht van de getraumatiseerde uteri 1133 + 72 mg {(n = 4),
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respectievelijk 487 + 49 mg (n = 5).
S-%., Discussie.

Uit hun experimenten concludeerden Butcher c.s. (26}, dat in de
rat de uterus een voornamelijk lokale luteclytische werking bezit.
Na eenzijdige hysterectomie werd wel een verlenging wvan de pseudo-
Zwangerschap waargenomen wanneer het contralaterale ovarium werd
weggencmen, maar niet wanneer het ipsilaterale ovarium werd verwij-
derd (26). Ook na het doorsnijden van verbindingen tussen ovarium en
uterus werd bij de rat een verlenging van de pseudozwangerschap waar-
genomen (26, 229; J. Lodder, ongepubliceerde waarnemingen). Een ver-
lenging van de pseudozwangerschap trad vooral op wanneer de uterus-
arterie vlakbij de tuba werd doorgesneden (229). De verlenging werd
zowel opgemerkt wanneer de doorsnijding plaatsvond tijdens de pseu-
dozwangerschap als ook wanmeer enkele weken voor de inductie van de
pseudozwangerschap de verbindingen tussen uterus en ovarium verbro-
ken werden (229; J. Lodder, ongepubliceerde waarnemingen). Wanneer
van een rat beide ovaria onder het nierkapsel (13) of in de abdominale
musculatuur (30) werden gebracht, werd een enigermate verlengde
pseudozwangerschap waargenomen. Bartosik & Szarowski (30) constateer-
den echter dat het celbeeld in de vagina-uitstrijkjes aan het einde
van de pseudozwangerschap meer geleek op pro-oestrus dan op di-
cestrus. In onze studie (zie 5-3.1.) werd evenwel geen significante
verlenging van de pseudozwangerschap gevonden wanneer &&n ovarium
onder het nierkapsel werd gebracht. Uit dit experiment en de boven-
genoemde experimenten (13, 30} kan misschien gekonkludeerd worden
dat de luteolytische werking van de uterus voornamelijk systemisch is,
hoewsl locale invlceden niet mogen worden uitgesloten (zie ook 26,
229).

Tijdens pseudezwangerschap verschilden de maximale progesteron-
concentraties niet in de intacte -of controle-, gehysterectomeerde
en acuut-gehysterectomeerde dieren, hoewel de verwijdering van de
uterus wel tot een verlengde activitelt van de corpora lutea leidde
zoals uit de gemeten progesteronconcentraties is gebleken. De proges-

tercngegevens van de controle-dieren en acuut-gehysterectomeerde dieren
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uit onze studie bevestigen die van andere auteurs (145, 240). Daaren-
tegen rapporteerden Pepe & Rothchild (240) dat tijdens pseudozwanger-
schap in gehysterectomeerde dieren hogere maximale progesteronconcen-
traties voorkwamen dan in intacte dieren. Gezien een toename van de
grootte van de corpora lutea gedurende de zwangerschap (203) samen-
gaat met een vermeerdering van de progesteronconcentraties (211), kan
misschien de afwezigheid van een verschil in de maximale diameter wvan
de corpora lutea van intacte en de gehysterectomeerde ratten (zie
5-3.2.) erop wijzen, dat ook de maximale activiteit van de corpora
lutea van deze twee groepen gelijk is. Aan de andere kant werd
evenmin een verschil in de maximale diameter van de corpora lutea
van contrele en deciducomdragende ratten gevonden, terwijl wel
hogere progestercnconcentraties in het serum van de deciducomdragen-
de ratten gemeten werden (zie 5-3.6.).

Er werd geen verschil in de FSH-concentraties in het serum ge-
vonden tussen intacte en gehysterectomeerde ratten. De LH~concentra-
ties in het serum van gehysterectomeerde en acuut-gehysterectomeerde
dieren waren echter lager dan in het serum van Intacte ratten.
Morishige & Rothchild (zie discussie 265) vonden ook dat de LH-
concentraties in gehysterectomeerde dieren lager waren dan in de
intacte dieren. Een andere studie, waarbij LH tijdens pseudozwanger-
schap in het serum van intacte en acuut-gehysterectomeerde ratten
gemeten werd, is die van Bast en Melampy (33). fangezien geen sta-
tistische evaluatie van de verkregen resultaten door Bast & Melampy
(33) werd gegeven, kan door ons niet nagegaan worden of er bij die
studie al dan niet verschillen gevonden werden tussen intacte en
acuut-gehysterectomeerde dieren op dag € en op dag 8 van pseudo-
zwangerschap. Verdere gegevens van Bast & Melampy hebben alle betrek-
king op de periode na dag 9 van pseudozwangerschap en de dan optre-
dende verschillen in de LH-concentraties tussen intacte en gehyste-
rectomeerde dieren zijn waarschijnlijk het geveolg van verschillen in
progesteronapiegels (zie hoofdstukken 3 en 7).

Na ovarifctomie werden in pgehysterectomeerde dieren lagere LH-
concentraties gevonden dan bij disren die wel een uterus hadden. Dit

wijst erop dat de verminderde LH-concentraties in het serum van de
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gehysterectomeerde, geovarifctomeerde dieren niet het gevolg ziijn
van een veranderde terugkoppeling van ovariumsteroiden op de hypeo-
fyse.

In hoofdstuk 1 werd reeds vermeld dat er aanwijzingen zijn dat
LH bij de rat luteolytisch is. LH induceerde zowel functionele als
structurele luteolyse in gehypofysectomeerde ratten met een hypofyse-
autotransplantaat onder het nierkapsel {145, 176, 264). Yoshinaga
c.s. (334) vonden dat LH een acute daling van de ovariéle progesteron-
productie in de pseudozwangers rat veroorzaakte, en Bishef c.s. (41)
concludeerden dat LH een reductie van de ovariéle progesteronproduc-—
tle in de pseudozwangere rat bewerkstelligde. Aangezien LH onder
bepaalde omstandigheden luteolytisch is, kan de verlenging van de
pseudozwangerschap na hysterectomie mogelijk het gevolg zijn van
de wverlaagde LH-spiegels in de gehysterectomeerde rat. Deze sugges-—
tie werd voor het eerst door Silbiger & Rothchild (289) geformu-
leerd, maar het idee werd later verworpen toen bleek dat met een
biologische bepaling wvoor LH geen verschil aantoonbaar was tussen
de hypofysaire concentraties van LH bij intacte en gehysterectomeser-
de dieren (B67).

Wanneer een verminderde perifere LH-spiegel essentieel is voor
de verlenging van de pseudozwangerschap mag verwacht worden dat ook
in deciducomdragende dieren lagere LH-concentraties voorkomen dan
bij intacte dieren gedurende de pseudozwangerschap. De in Fig. 5-8
weergegeven LH-concentraties in het serum van contrcle en deciducom-
dragende dieren laten zien, dat de gemiddelde  LH-concentraties op de
dagen 6 - 10 wvan pseudozwangeréchap inderdaad enigszins lager ziin
bij de deciduocmdragende dieren dan bij de controle-dieren. Echter,
de verlenging wvan pseudozwangerschap wordt ook wel toegeschreven aan
een door de deciduomen geproduceerd luteotroof hormoon (117, 144).
Aangezien de maximale progesteronconcentraties in het serum van de
deciducomdragende dieren significant hoger zijn dan die in het serum
van pseudozwangere controle-dieren (zie ook 266) is het mogelijk dat
deciduomen gedurende een zekere tijd een luteotroef hormoon produ-
ceren. Uit Fig. 5-11 blijkt dat na hypofysectomle de daling van de

progesteronconcentraties in het plasma van deciducomdragende dieren
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minder abrupt was dan bij de contrele-dieren. Ook deze gegevens
pleiten ervoor dat deciduomen enige luteotrofe werking bezitten.
Echter, de deciduomen alleen kunnen de activiteit wan het corpus
luteum in een gehypofysectomeerd dier niet handhaven. Ons experiment
steunt het experiment van Giberi c.s. (117), die vonden dat 24 uur
na ergocorninebehandeling de progesteronconcentraties in het plasma
van declduocmdragende dieren duideliijk hoger waren dan in het plasma
van intacte ratten. Echter, in beide groepen dieren werd de pseudo-
zwangerschap afgebroken na de ergocorninebehandeling (117).

Bij de deciducomdragende dieren kan de verlenging van de pseudo-
zwangerschap toegeschreven worden aan de luteotrofe werking van het
deciducom, terwijl de verlengde pseudozwangerschap in gehysterecto-
meerde dieren misschien het gevolg is van de verlaagde LH-concentra-
ties. In twee andere soorten van pseudozwangerschap kan aannemelijk
gemazkt worden dat de verlaagde LH-concentraties in het serum tijdens
die pseudozwangerschappen verantwoordelijk kunnen zijn voor de ver-
lenging van de luteale fase. Wanneer na de inductie van pseudozwanger-
schap de hypofyse verwijderd en daarnz onder het nierkapsel gebracht
wordt, blijven de corpora lutea tenminste enige maanden lang proges-
teron produceren (3, 95, 192, 248). Tijdens deze luteale fase worden
zeer lage LH-concentraties in het serum gemeten (205), en het toe-
dienen van LH induceert in deze dieven luteolyse (145, 176, 264).

Het tweede type pseudozwangerschap, waarop boven gedosld werd, is de
lactatiepseudozwangerschap. Tijdens lactatiepseudozwangerschap, welke
eenn duur van 20 tot 30 dagen heeft, worden lage LH-concentraties in
het serum gemeten (108, 189). Dit zou vercorzaakt worden door de
zoogstimulus (108, 261l}. Pe verlenging van de pseudozwangerschap bij
de lacterende ratten en de gehypofysectomesrde hypofyse-autotrans-
plantaat dieren steunt derhalve de bewering dat bij de rat LH als

een luteolytisch hormoon beschouwd moet worden. Eenm verlengde pseudo-
zwangerschap welke wordt waargenomen na hysterectomie op dag 8 of 9
(289) valt echter moeilijk te rijmen met het idee dat wverlaagde LH-
concentraties in het serum de corzaak zouden zijn van de verlengde
pseudozwangerschap in de rat. Verder inzicht zou worden verkregen wan-
neer de LE-concentraties in het serum van gehysterectomeerde dieren

enigszins verhoogd zouden worden door het toedienen van LH. Dagelijkse
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toediening van schape-LH aan gehysterectomeerde dieren gaf geen
significante verkorting van de pseudozwangerschap, maar wel een
daling van de progesteronconcentraties in het serum (zie hoofdstuk
7: 7-3.4%.). Dit wijst erop dat LH alléén niet het luteolytische
hormoon is in de rat. Ondersteld moet wel worden dat de hypofyse wel
een rol moet spelen tidjdens de luteolyse; immers ock in gehysterecto-
meerde dieren en in dieren met een extra hypofyse (252} wordt luteo-
lyse waargenomen.

In vele studies is aangetoond dat tijdens pseudczwangerschap
en zwangerschap twee dagelijkse prolactinepieken aanwezig zijn (34,
52, 113, 123, 152, 205, 294). Recent werd beschreven dat beide pieken
verdwenen wanneer functionele luteolyse werd waargencmen (29%) en
de pegevens in Fig. 5-10 bevestigen dit: nadat de progesteronconcen-
traties dalen, verdwijnen beilde prclactinepieken in de controle-
dieren. In de deciduocomdragende dieren worden beide pieken ook nog op
dag 16 gemeten. Blijkbaar is een verhoogde progesteronspiegel nedig
voor de afgifte van prclactine. Dit werd reeds serder gesuggereend
door Rothchild {261, 2562) en Alloiteau (8). Bewiijs voor het gestelde
dat progesteron een positieve invloed heeft op de prolactine-afgifte,
zou verkregen kunnen worden door na dag 8 van pseudozwangerschap in
controle~dieren de progesteronceoncentraties hoog te houden door toe-

diening van progesteron.

5-5. Samenvatting.

In dit hoofdstuk worden de gemeten hormoonspiegels bij gehyste-
rectomeerde en deciduocmdragende pseudozwangere ratten beschreven.
Het doel van deze experimenten was, na te gaan waardoor hysterectomie
en de vorming van deciducmen tot een verlengde pseudozwangerschap
leidden.

Tot aan dag 10 van pseudozwangerschap werden geen verschillen
gevonden tussen de progesterconconcentraties van intacte en gehyste-
rectomeerde ratten. Bij de intacte ratten daalden de progestercn-
concentraties na dag 8, maar bij de gehysterectomeerde ratten werden

verhoogde progesteronconcentraties geconstateerd tot aan dag 18 - 20.
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De FSH-concentraties van de intacte ratten verschilden niet van die
van de gehysterectomeerde ratten. De LE-concentraties, echter, waren
bij de gehysterectomeerde ratten lager dan bij de intacte ratten.

Bij dieren, waarblj de uterus op dag 2 van pseudozwangerschap ver-
wijderd werd (acute hysterectomie), werden ook lagere LH-concentra-
ties gevonden dan bij dieren, die een schijnoperatie ondergingen.
Tussen acuut-gehysterectomeerde dieren en controle-dieren werden geen
verschillen in de progesteronconcentraties gezien, Na ovariéctomie
werden lagere LH-concentraties gevonden hij gehysterectomeerde ratten
dan bij ratten met een uterus. Daarentegen had het wel of niet aan-
wezig zijn van de uterus geen invloed op de LH-piek tijdens de pro-
oestrusmiddag. Zowel bi] intacte als bij gehysterectomeerde dieren
veranderde de duur van de pseudozwangerschap niet indien de pseudo-
zwangerschap slechts dcor een ovariumtransplantaat onderhouden wend.

Na traumatisatie van de uterus op dag % van pseudozwangerschap
werden hogere progesteronconcentraties gemeten op de dagen 7 en 8
dan bij controle-dieren. Verder bleven de progesteronspiegels bij
de deciducomdragende ratten gedurende een langere periode hoog dan
bij de controle-ratten. Tot en met dag 8 werden lage LH-concentraties
gemeten bij de controle-ratten, waarnma een stijging werd waargenomen.
In ratten met deciduomen werden, in vergelijking'met de controle-
dieren, op de dagen 6 -~ 10 lagere LH-concentraties gevonden en de
stijging van de LH-concentraties werd pas na dag 16 gezien. De FSH-
concentraties varieerden weinig bij beide groepen ratten, en uit-
sluitend op dag 10 werd een daling van de FSH-concentraties gecon-
stateerd bij de controle-dieren. Bij beide groepen ratten werden dage-
lijks twees prolactinepieken gezien. De laatste verhoging van de pro-
lactineconcentraties werd bij de controle-~dieren op dag 11 waarge-
nomen. Beide prolactinepieken waren echter nog op dag 16 aanwezig bij
de deciducomdragende dieren.

Om na te gaan of deciduomen een luteotrofe werking hebben, werd
de hypofyse op dag 7 verwijderd. Bi] beide groepen ratten werd een
zeer duidelijke afname van de perifere progesteronconcentraties ge-
constateerd. Deze afname verliep bij de deciducomdragende dieren

echter duidelijk langzamer.
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0p grond van deze experimenten komen wij tot de volgende con-
clusies:

- de verlenging van de luteale fase door hysterectomie of vorming wvan
deciduomen berust waarschijnlijk op verschillende mechanismen;

- hysterectomie vercorzaakt, op een nog onbekende manier, esen ver-
minderde LH-afscheiding door de hypofyse;

- de verlengde pseudozwangerschap bij de gehysterectomeerde dieren
kan misschien het gevelg zijn van de verlaagde LH-concentraties,
maar het bestaan van een luteolytische factoer uilt de uterus mag
ook niet uitgesloten worden;

- hysterectomie heeft geen invloced op de maximale progesteronconcen-
traties tijdens pseudozwangerschap;

- deciducmen hezitten enige luteotrofe werking, en het is waarschijn-
1ijk hieraan te danken dat de pseudozwangerschap verlengd is bij
dieren met deciduomen;

~ de aanwezigheid van deciduomen kan echter niet voorkomen dat de
corpora lutea ophouden met het preoduceren wvan progesteron indien de
hypofyse verwijderd is;

- functionele luteolyse gaat gepaard met het verdwijnen van beide

prolactinepieken.
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HOOFDSTUK &

PROLACTINE EN UITGESTELDE PSEUDOZWANGERSCHAP
BlJ DE RAT

6-1. Inleiding.

Het stimuleren van cervix uteri van een rat tijdens pro-cestrus
of oestrus leidt tot activatie van de recent gevormde corpora lutea.
Wanneer de stimulatie van de cerviz uteri op de tweede di-cestrusdag
van de 4-daagse cyclus geschledt, dan worden de corpora lutea van die
cyclus niet geactiveerd. Pas na het optreden van een nieuwe ovulatie
wordt een pseudozwangerschap waargenomen (131). Aangezien deze pseu-
dozwangerschap nlet direct na de stimulus optreedt, maar pas nadat
een ovulatie heeft plaatsgevonden, wordt deze pseudozwangerschap een
uitgestelde pseudozwangerschap genoemd. Ultgestelde pseudozwanger-
schap werd cok geconstateerd na electrische stimulatie van de hype-
thalamus op de tweede di~cestrusdag bij 4-daagse cyclische ratten
(253). Voorts werd bii ratten die in constante oestrus waren (89), of
bij ratten waarvan de spontane ovulatie geblokkeerd was door toedie-
nen van pentobarbital (93, 98), na paring een pseudozwangerschap waar-
genomen die voorafgegaan werd door een cestruscyclus. Het afbreken
van pseudozwangerschap (zie hoofdstuk 4) of zwangerschap (166) door
het verwijderen van de corpora lutea wordt veelal gevolgd, na een
cvulatie, door een nieuwe, ultgestelde pseudozwangerschap. In Fig.
6-1 is het bovenstaande schematisch samengevat.

Zeilmzker (340) toonde aan dat in ratten met een exrtra ovarium
onder het nierkapsel, het verwijderen van de ovaria ©n sttu op de dag

na copulatie een oestruscyclus induceerde, die gevolgd werd door een

#

Dit hoofdstuk is conder meer gebaseerd op gegevens van de volgende
publicatie:

- de Greef & Zeilmaker, Endocrinology 28: 305, 1976 {(ref. 123},
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Fig. 6-1. Schema van de verschillende manieren om uitgestelde pseudozwangerschap

bij de rat te induceren. Voor verdere gegevens wordt naar de tekst verwezen, Ter

vergelijking zijn ook de uitstrijkpatronen tijdens cyclus en pseudozwangerschap

gegeven.



uitgestelde pseudozwangerschap {(zie Fig. 6-1). Deze uitgestelde
pseudozwangerschap wordt dus alleen door het ovariumtransplantaat in
stand gehouden. Wanneer de ocestruscyclus {of experimentele cyclusg)
verlengd werd tot 7 of meer dagen door de ovarla im situ op een later
tijdstip dan op de cestrusdag na copulatie te verwijderen werd geen
ultgestelde pseudozwangerschap meer waargenomen (340), en Zeilmaker
concludeerde ult dit experiment dat copulatie een periode van pro-
lactine-afgifte induceerde die ongeveer 8 dagen duurde. Indien cor-
pora lutea in deze periode cntstaan, worden deze corpora lutea deor
de verhoogde prolactineconcentraties geactiveerd, zodat deze de cor-
pora lutea van pseudozwangerschap worden (zie hoofdstuk 3).

In dit heofdstuk worden experimenten beschreven waarbij de
hypothese van Zeilmaker (340) getoetst werd. Hiertoe werd op drie
verschillende wijzen een uitgestelde pseudozwangerschap geInduceerd
en prolactine werd tijdens de experimentele cyclus en het begin van
de uitgestelde pseudozwangerschap gemeten. Verder werd nagegaan of
het meerdere malen bleoed afnemen van &&n dier effect had op de

prolactinespiegels.

§-2. Materiaal en Methoden,

6-2.1, Het effect op de prolactinespiegels van meerdere malen bloed

afnemen bij individuele ratten.

Nagegaan werd of het meerdere malen bloed afnemen van &&n dier
effect had op de prolactineconcentraties in het serum. Hiertoe werden
36 ratten pseudozwanger gemaakt en over zes groepen verdeeld. Van zes
dieren werden cp dag 2, 4 en 6 om 03.00 uur bloed verzameld (groep 1},
terwijl op dezelfde dagen van zes dieren tussen 10.00 en 11.00 uur
bloed werd afgenomen (groep 2). Op dag 4 en 6 werd om 03.00 uur bloed
verzameld van zes dieren (groep 3) en van een andere groep van zes
dieren (groep %) tussen 10.00 en 11.00 uur. Tenslette werd op dag 6
van zes dieren om 03,00 uur bloed afgenocmen (groep 5) en van zes

andere dieren tussen 10.00 en 11.00 uur (groep 6).



6-2.2. Inductie van uitgestelde pseudozwangerschap.

Nadat de dieren door steriele copulatie pseudozwanger waren
gemaakt, werd op drie manieren getracht een uitgestelde pseudo-
zwangerschap te induceren:

i. verwijderen van alle recent gevormde corpora lutea op dag 2 van
pseudozwangerschap door cauterisatie (zie ook hoofdstuk )i

2. verwijderen van de ovaria in situ op dag 0 van pseudozwangerschap
van dieren met een extra ovarium onder het nierkapsel;

3. toedienmen wan 1 mg ergocorninehydrogenmaleTnaat (ECC) op dag 1 van
pseudozwangerschap; toediening van 1 mg ECC aan pseudozwangere
ratten veroorzaakt nl. een drastische daling van de progesteron-—
concentraties in het bloed (Fig. 6-2), waardoor de pseudozwanger-
schap eindigt.

In alle gevallen eindigde de gelnduceerde pseudozwangerschap wanneer

één van de boven beschreven methoden werd gebruikt. Het optreden wvan

een uitgestelde pseudozwangerschap werd vastgesteld aan de hand van
dagelijkse vagina-ultstrijkjes. Op grond van de uitstrijkgegevens wer-
den de dieren heringedeeld in dieren waarbij een uitgestelde pseudo-
zwangerschap werd waargenomen en in dieren die cyelisch bleven. Van
ieder dier werden 2 tot 4 bloedmonsters afgenomen gedurende de expe-
rimentele cyclus en tijdens het begin van de uitgestelde pseudo-
zwangerschap of tijdens de op de experimentele cyclus volgende cestrus-
cyclus. Tussen de opeenvolgende keren bloed afnemen verstreken ten-
minste 2 dagen. In de monsters werd prolactine gemeten. Van een aantal
dieren werd ook op de dagen 4 - 8 van uitgestelde pseudczwangerschap
bloed verzameld. In deze monsters werd progesteron gemeten met behulp

van de radio-immunclogische bepaling.

£§~3. Resultaten.

6~3.1. Het effect op de prolactineconcentraties in het bloed van meer-

dere malen bloed afnemen bij individuele ratten.

Van pseudozwangere ratten werd 1, 2 of 3 keer bloed afgencmen. De
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Fig. 6-2, Progesteronconcentraties in het plasma van pseudozwangere
ratten na injectie van 1 mg ergocoernine-hydrogenmalelnaat op dag %
van pseudozwangerschap. Het aantal dieren is in de figuur aangegeven.

Van iedere rat werd driemsal bloed afgencmen in de pericde van 48 uur.

resultaten (Fig. 6-3) laten zien dat het meerdere malen bloed afnemen
vrijwel geen effect heeft op de prolactineconcentraties in het serum.
Uit de gegevens die in hoofdstuk 3 gepresenteerd zijn is gebleken dat
tijdens pseudozwangerschap de prolactineconcentraties in het serum

hoog =zijn om 03.00 en 139.00 wur. In de hierma beschreven experimenten
werd daarcm voornamelijk bloed verzameld om 03.00 en 18.00 uur. Dit

betekent, dat wanneer de prolactinepieken in de tijd verschuiven door

de experimentele omstandigheden, dit niet bemerkt werd.
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Fig. 6-3. Het effect van meerdere malen bloed afnemen op
de prolactineconcentraties in het serum van pseudozwargere
ratten. Van de dieren werd eenmaal (n= 6; zwarte kolommen),
tweemaal (n= 6; gestreepte kolommen) of driemaal (n= 6;
open kolommen) bloed afgencmen tijdens de pseudozwanger-
schap. Het schema van bloed verzamelen is onder 6-2.1.

vermeld.

6-3.2. Prolactineconcentraties v86r en na de verwijdering van de cor-

pora lutea op dag 2 van pseudozwangerschap.

Van 127 pseudozwangere dieren werden alle recent gevormde cor-

pora lutea verwijderd op dag 2 van pseudozwangerschap tussen 16.00 en
17.00 uur.

Hierdeor werd in alle dieren de pseudozwangerschap afge~

broken en werd na 3,1 + 0,1 dagen een pro-oestrusuitstrijk waarge-
nomen. Na deze experimentele cyclus werd in 61 dieren een uitgestelde
pseudczwangergchap geconstateerd. De duur van de uitgestelde pseudo-
zwangerschap was 9,9 + 0,2 dagen (spreidingsbreedte & - 14 dagen). De
andere dieren bleven cyclisch na de experimentele cyclus. De lengte
van de eerste cyclus na de experimentele eyclus was 4,2 + 0,1 dagen.
Na de inductie van de pseudozwangerschap werden hoge prolactine~

concentraties in het serum gevonden om 03.00 en 19.00 uur (Fig. 6-4).
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Fig. 6-4, Prolactineconcentraties in het serum van pseudozwangere ratten na
het verwijderen van alle recent gevormde corpera lutea op dag ? van pseudo-
zwangerschap. De pijl geeft het tijdstip van operatie aan, Open kolommen ver-
tegenwoordigen de gemeten prolactineconcentraties bij de dieren die uitgesteld
pseudozwanger werden, terwijl de gestreepte kolommen de prolactineconcentraties
aangeven van de dieren die cyclisch bleven na luteéctomie. Het aantal dieren

is boven de kolommen aangegeven.

uur

uitstrijk patroon



Na verwijdering van de corpora lutea verdwenen echter de hoge waarden
om 19,00 uvur. Tot aan de cestrusdag van de experimentele cyclus wer-
den geen verschillen gevonden in de prolactineconcentraties om 03.00
of 19.00 uur tussen de dieren die uitgesteld pseudozwanger werden

en degene die cyclisch bleven. Bij de dieren die cyclisch bleven ver-
dwenen de hoge waarden om 03.00 uur geleidelijk en zij werden 7 - 9
dagen na de copulatie niet meer waargenomen. In de dieren die uitge-
steld pseudozwanger werden, waren de prolactineccncentraties op de
cestrusdag van de experimentele cyclus verhoogd, en van deze dag af
werden zowel om 03.00 als 19.00 uur verhocgde prolactineconcentra-

ties opgsmerkt.

6-3.3. Prolactineconcentraties in het serum na de verwijdering van
de ovaria th situ op dag 0 van pseudozwangerschap bij dieren

met een ovariumtransplantaat onder het nierkapsel.

Voor dit experiment werden 46 dieren met een extra ovarium onder
het nierkapsel gebruikt. Na de verwijdering van de ovaria in situ op
dag 0 van de pseudozwangerschap tussen 15.00 en 16.00 uur werd bij 7
dieren een verlengde cestrusperiode waargenomen. De gegevens van
deze dieren worden verder niet meer beschouwd. De ovarige dieren wver-
toonden een experimentele cyclus met een duur van 4,9 + 0,1 dagen.
Een ultgestelde pseudozwangerschap werd waargenomen in 23 dieren.
Deze uitgestelde pseudozwangerschap duurde 11,2 + 0,3 dagen {sprei-
dingsbreedte 6 - 15 dagen). De overige 16 dieren hadden alle een i~
daagse cyclus na de experimentele cyclus-

De gegevens van de prolactineconcentraties in het serum na het
verwijderen van de ©»m sitw ovaria zijn In Fig. 6-5 vermeld. Evenals
in het vorige experiment werd tijdens de experimentele cyclus geen
verhoging van de prolactineconcentraties om 19.00 uur waargenomen.
Tot de cestrusdag van de experimentele cyclus werden geen verschillen
in prolactineconcentraties waargenomen tussen de dieren die uitge-
steld pseudozwanger werden of de dieren die cyclisch bleven. Op de
volgende dagen verminderden de prolactineconcentraties in de dieren

die cyclisch bleven, terwijl in de dieren met een uitgestelde pseudo-
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Fig. B-5. Prolactineconcentraties in het serum van pseudcezwangere
ratten na het verwijderen van de ovaria in sffu uit ratten met

een juveniel ovarium onder het nierkapsel. De operatie werd op

dag 0 van pseudozwangerschap uitgevoerd. Open kolommen geven de
gevonden prolactinespiegels bij ratten die uitgesteld pseudozwanger
werden, terwijl de gestreepte kolommen de prolactineconcentraties
bij dieren die cyelisch bleven zangeven. Het aantal dieren is

boven de kolommen aangegeven. De pijl geeft het tijdstip van
cperatie aan,

zwangerschap hoge prolactineconcentraties gevonden werden op 03.00

en 19.00 uur.

6~3.4. Prolactineconcentraties in het serum na toediening van 1 mg

ergocorninehydrogenmaleinaat op dag 1 van pseudozwangerschap.

Ergocorninehydrogenmaleinaat (ECO) werd gegeven aan 92 dieren



tussen 18.00 en 19.00 uur op dag 1 van pseudozwangerschap. Deze be-
handeling maakte een eind aan de pseudozwangerschap bij alle dieren.
De lengte van de experimentele cyclus was 5,5 + 0,1 dagen. Bij 9
dieren werd een verlengde ocestrusperiode waargencmen. Na de expe-
rimentele cyclus werden 49 dieren pseudozwanger. De lengte van deze
uitgestelde pseudozwangerschap was 13,5 + 0,2 dagen {spreidings-
breedte 11 - 15 dagen). Vierendertig dieren bleven cyclisch na de
experimentele cyclus en bij alle dieren was dit een 4-daagse cyclus.
Na de behandeling met ECO was zowel de verhoging om 03.00 als
om 19.00 uwur afwezig tot de pro-ovestrusavend van de experimentele
cyclus (Fig. 6-6). Vanaf de oestrusdag van de experimentele cyclus
werden beide prolactineverhogingen weer gevonden in dieren die uit-

gesteld pseudozwanger werden.

6-3.5. Progesteronconcentraties in het serum tijdens uitgestelde

pseudozwangerschap.

Bij een beperkt aantal dieren werd cp dag % - 7 van de uitgestel-
de pseudozwangerschap progestercon bepaald. Relatief lage progesteron-
concentraties werden gevonden wanneer de duur van de pseudozwanger-
schap tussen de 5 en 9 dagen was. Hogere progesteronconcentraties
werden gemeten wanneer de ultgestelde pseudozwangerschap 10 of meer
dagen duurde. De gegevens, samen met die van een normale pseudo-

zwangerschap, staan vermeld in Tabel 6-1.
6-4. Discussie.

Uit het experiment beschreven in paragraaf 6-3.1. blijkt, dat
het meerdere malen bloed zfnemen van een rat vrijwel geen effect
heeft op de prolactineconcentraties in het serum. Door een aantal
auteurs werd beschreven dat wanneer prolactineconcentraties laag zijn
deze stijgen als de rat in een toestand van stress werd gebracht deor
bijv. etherverdoving (212, 220, 298). Dit zcu kunnen betekenen dat de
basale preolactinewzarden die door ons gemeten werden te hoog zouden

zijn. Aan de andere kant werd door Wuttke em Meites (328) gevonden

119



150 1 3 9
13 1 10
{ 1 mg ergocornine i
— { hydrogenmaleincat 4
£
2, :
~ 100 A
@
£ E
G
u ]
B ]
a.
50
1 4 PR
] 4801263141358 é 10 % é
3 19 3 19 3 9 3 19 3 wur
D D P o D D  DofP uilstijk patroon
experimentele cyclus vitgestelde pseudozwangerschap

of cestrus-cyclus

Fig. 6-6. Prolactineconcentraties in het serum van pseudozwangere
ratten na het toediensn van ! mg ergocernine-hydrogenmalelnaat op
dag 1 van pseudozwangerschap. Open kolommen geven de prolactine-

waarden van de dieren die uitgesteld pseudozwanger werden, texwijl
de gestreepte kolommen de prolactineconcentraties aangeven van de
dieren die cyclisch bleven. Het aantal dieren is boven de kolommen

daangegeven., De pijl geeft het tijdstip van de behandeling aan.

dat de prolactineconcentraties in het serum van ratten, die korte tijd
(een halve minuut) biootgesteld waren aan etherdamp, vrijwel hetzelfde
waren als die van ratten die onmiddelliik mna het verwijderen uit de
kool gedecapiteerd waren.

Docr ons werden 3 methoden gebruikt om uitgesstelde pseudozwanger-
schap te induceren. Na het beéindigen van de pseudozwangerschap werd,
na een experimentele cyclus, in ongeveer de helft van de dieren een
uitgestelde pseudozwangerschap geconstateerd. Eén van deze methoden

was het geven van 1 mg ECC. Zoals reeds in hoofdstuk 1 vermeld, is
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Tabel 6~1. Progesteronconcentraties in het serum van ratten waarvan
op de dagen 4-7 van normale of van uitgestelde pseudezwangerschap
bloed afgencmen was.

dag wvan de normale pseudozwangerschap uitgestelde pseudozwangerschap
pseudozwangerschap duur 6-9 dagen dunr > 10 dagen
1 82,1 + 4,27 aoptt 43,0 + 3,8 () 72,8 + 4,5 {5)

5 78,8 + 4,8 (10} 47,5 + 6,8 (6} 75,7 £ 4,3 (6

6 80,4 + 4,7 (10} 57,3 + 3,67 (5) 82,7 + 5,1 (8
7 72,4 + 4,0 (10) 46,7 + 5.6% (5) 58,7 3,4% (5}

* ng progesteron/ml

+ s
aantal dieren

ab significant verschillend van waarden tijdens

normale pseudozwangerschap (a: P< 0,0054 b: P< 0,05)

ECO een stof die de afgifte van het luteotrofe hormoon prolactine
uit de hypofyse sterk remt (329, 338). Wanneer wij echter een ander
ergot-alkaloid, 2-Br-a-ergokryptinemethaansulfonaat (CB 154, Sando=z),
injiceerden (30 dieren; 1 mg/dier), dan werd nocit een uitgestelde
pseudozwangerschap cpgemerkt, hoewel de behandeling wel tot een af~
breken van de pseudozwangerschap leidde. Dit gegeven illustreert dat
er verschillen in het werkingsspectrum van deze ergot-alkaloiden
bestaan, zoals reeds eerder aangetoond werd deoor Fliickiger & Wagner
voor implantatie en lactatie bij de rat (107).

De duur van de uitgestelde pseudozwangerschap varieerde van
6 - 15 dagen. Wanneer een verlengde di-cestrusperiode wordt waar-
genomen bestaat de mogelijkheid dat dit geen periode van luteale akti-
viteit is (zie bijv. 109). Onze waarnemingen over de progestercncon-
centraties tijdens de ultgestelde pseudozwangerschap pleiten echter
wel voor het bestaan van een luteale fase. Tijdens esn uitgestelde
pseudozwangerschap van korte duur werden echter relatief lage proges-
teronconcentraties gemeten., Deze kort durende uitgestelde pseudo-
zwangerschap werd alleen waargencmen bij dieren waarvan alle recente

corpora lutea verwijderd en na verwijdering van de ovaria in &itu, bij
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dieren met een extra ovarium. IZchter niet bij de dieren die met ECO
behandeld werden. Het is mogelijk dat het cvarium tijdens de trans-
plantatie of cauterisatie op esn zodanige wijze beschadigd werd,
dat een normale functie van het corpus luteum niet mogelijk was.

Bij de meeste dieren die cyclisch bleven na de experimentele
cyclus, werd een 4-daagse cyclus waargenomen. Ook de cyclus na de
pseudozwangerschap van dieren die normaal gesproken een 5-daagse
cyclus vertonen, is meestal uU-daags (228, 275).

Na het cauteriseren van alle recente corpora lutea of na de ver-
wijdering van de ovaria im situ van dieren met een ovariumtransplan-
taat werd om 19.00 uur geen verhoging van de prolactineconcentratie
meer geconstateerd. De verhoging van de prolactineconcentraties om
03.00 uur bleef echter bestaan. Freeman c¢.s. (113) beschreven dat
cok na ovari&ctomie op dag O van de pseudozwangerschap de 19.00 uur
prolactinepiek verdween, terwijl de 03.00 uur piek bleef bestaan.
Blijkbaar is de 18.00 uur prolactinepiek stercidafhankelijk en de
03.00 uur piek niet. Smith & Neill {(293) lieten zien dat na cervicale
stimulatie van langdurig ovariumloze en biinlerloze dieren alléén
een 03.00 uur prolactinepiek geInduceerd werd. Samenvattend kan der-
halve gesteld worden dat cervicale stimulatie of copulatie 2 dage-
lijkse prolactinepieken induceert, en dat alleen de nachtelijke
prolactinepiek ook zonder de aanwezigheid van steroiden afgescheiden
wordt. Dat de beide prclactinepieken tijdens de pseudezwangerschap
cnafthankelijk gereguleerd worden blijkt ook uit het werk van McLean
% Nikitovitch-Winer (205).

De gegevens van Ireeman c¢.s. (113) en de gegevens gepresenteerd in
dit hoofdstuk, steunen de hypothese van Zeilmaker (340), dat na copula-
tie gedurende ongeveer 8 dagen prolactine afgescheiden werdt, waardoor
in deze pericde nieuw gevormde corpora lutea geaktiveerd kunnen worden.
Het ig echter niet duidelijk om welke reden in slechts S0 - 60% van
de dieren een uitgestelde pseudozwangerschap wordt vastgesteld, hoewel
bij alle dieren tijdens de experimentele cyclus om 03.00 uur verhoogde
prolactineconcentraties werden waargenomen. Het iIs megeliik dat de na
de experimentele cyclus gevormde corpora lutea niet alle reageren op

de verhoogde prolactinespiegels. Een andere mogelijkheid zou kunnen
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zijn dat de mate van sexuele aktiviteit van de steriele mannelijke
ratten, gebrulkt om de pseudozwangerschap te induceren, van belang
is voor het omtstaan van de uitgestelde pseudozwangerschap.

In een publicatie van Beach c.s. (34) worden gegevens gepresen-
teerd over de prolactineconcentraties bij 4-daags cyclische ratten
na elektrische cervicale stimulatie op de tweede di-ocestrusdag van
de oyclus. Cok bij deze dieren wordt een ultgestelde pseudozwanger-
schap waargenomen (34, 131). Tot de ochtend van de cestrusdag na het
einde van de experimentele cyclus werden echter geen verschillen
gevonden in de prolactineconcentraties bij controle Y-daags cyclische
dieren en ratten waarbij de cervix cp de tweede di~cestrusdag gesti-
muleerd was {34). Deze resultaten komen goed overeen met die, welke
verkregen werden bij de met ECO behandelde dieren. Als mogelijke
verklaring voor het optreden van de uitgestelde pseudozwangerschap
neemen Beach c¢.s. (34), dat de stimulus gegeven op de tweede di-
cestrusdag als het ware latent blijft en zich pas na de vorming van
nieuwe corpora lutea manifesteert. Zoals reeds vermeld werd, is deze
verklaring gebaseerd op de afwezigheid van prolactinepieken na de
cervicale stimulatie. Aangezien geen verhoogde preolactineconcentra-
ties werden gemeten vd6r het optreden van de uitgestelde pseudozwanger-
schap bij het experiment van Beach c.s. (34%) en bij cnze dieren na
toediening van ECO, kan men betwijfelen of de wverhocgde prolactine-
concentraties tijdens de experimentele cyclus, zeoals die in dit
hoofdstuk beschreven zijn, van betekenis zijn voor het optreden van

de uitgestelde pseudozwangerschap.
6-5. Samenvatting.

In dit hoofdstuk worden de gemeten prolactinespiegels voor en
na het eindigen van de pseudozwangerschap beschreven. Het ocgmerk
van deze experimenten was, na te gaan of prolactine betrokken is bij
het optreden van uitgestelde pseudozwangerschap.

Pseudozwangerschap werd geinduceerd door steriele copulatie.
Drie verschillende manieren werden gebruikt om uitgestelde pseudo-

zwangerschap te induceren:
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1. verwijderen van alle recent gevormde corpora lutea op dag 2 van
pseudozwangerschap;

2. verwijderen van de ovaria in situ van dieren met een ovariumtrans-
plantaat onder het nierkapsel op dag 0 van pseudozwangerschap;

3. toedienen van 1 mg ergocorninehvdrogenmaleinaat (EC0) op dag 1
van pseudozwangerschap.-

In alle gevallen eindigde de pseudozwangerschap wanneer &8n van deze

methoden gebruikt werd. De pseudozwangerschap werd door een experi-

mentele cyclus gevolgd en bij de helft van het aantal dieren volgde

hierna een uitgestelde pseudozwangerschap.

Na de inductie van pseudozwangerschap werden dageliiks twee
prolactinepieken vastgesteld. Na het verwijderen van de ovaria in
situ van dieren met een ovariumtransplantaat of het verwijderen van
de recent gevormde corpora lutea werd de prolactinepiek om 19.00 uur
niet meer waargencmen. De prolactinepiek om 03.00 uur bleef echfer
aanwezlg. Na het toedienen van 1 mg ECO werden beide pieken niet
meer peconstateerd. Tot aan de ocestrusdag aan het eind van de expe-
rimentele cyclus werden geen verschillen van prolactinespiegels
vastgesteld tussen dieren die uitgesteld pseudozwanger werden of
die cyclisch bleven. Bij de dieren die cyclisch bleven na het befin~-
digen van de pseudozwangerschap door het verwijderen wvan corpora lutea
of de ovaria ©n situ, verdwenen de prolactinepieken om 03.00 uur
langzaam en zij waren niet meer aanwezig 7 - ¢ dagen na de copulatie.
Bij de dieren echter die na de experimentele cyclus uitgesteld pseu-
dozwanger werden, waren beide prolactinepieken weer sanwezig van dag
0 van uitgestelde pseudozwangerschap af.

Wanneer de uitgestelde pseudozwangerschap 6 - 9 dagen duurde,
werden in vergelijking met de normale pseudozwangerschap, relatief
lage progesteronconcentraties gemeten. Wanneer de uitgestelde pseu-
dozwangerschap echter 10 dagen of langer duurde, werden progesteron-
waarden gevonden die gelijk waren aan die van een normale pseudo-
zwangerschap.

Uit de experimenten kan noch gecencludeerd worden, noch kan ont-~
kend worden, dat verhoocgde prolactinespiegels tijdens de experimen-
tele cyclus essentieel zijn voor het optreden van een ultgestelde

pseudozwangerschap.
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HOOFDSTUK 7

HORMOONSPIEGELS BlJ PSEUDOZWANGERE RATTEN
BEHANDELD MET MEDROXYPROGESTERONACETAAT,
LH, LH-RH OF OESTRADIOLBENZOAAT

7-1. Inleiding.

In hoofdstuk 3 werden de hormoonspiegels tijdens de pseudo-~
zwangerschap beschreven. Gevonden werd, dat er een relatie hestend
tussen progesteron~ en LH-concentraties in het bloed. Wanneer pro-
gesteronconcentraties in het plasma toenamen, daalden de LH-concen-—
traties In het serum. Verder werd gevonden dat, aan het einde van
de pseudozwangerschap een gelijktijdige stijging van de basale LH-
concentraties en een daling van de progesteroncencentraties optrad.
Blijkbaar bestaat er in de pseudozwangere rat esen negatieve corre-
latie tussen progesteron- en LH-concentraties. Een dergelijke relatie
tussen progesteron en LH werd ook bij de zwangere rat beschreven
(211). De vraag kan nu gesteld worden of de stijging van de LH-
concentraties noodzakelijk is voor de daling van de progesteron-
concentraties aan het einde van de pseudozwangerschap, met andere
woorden: 1is de stijging van de basale LH-concentraties in het serum
aan het einde van de pseudozwangerschap een conditic sine gua non
voor het optreden van de functionedle luteclyse? Zoals reeds in hoofd-
stuk 1 werd vermeld, wordt onder functionele luteolyse verstaan
"het proces dat tot een verandering in het stercidmetabolisme wvan

de corpora lutea leidt, waardoor de luteale progesteronproductie

*Dit hoofdstuk is voor een deel gebaseerd op gegevens uit de volgende

publicatie:

- de Greef, Dullaart & Zeilmaker, J. Endocrinel. (ter perse)
{ref. 125).
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sterk vermindert" (196}, Bij de rat gzat de functionele luteclyse
gepaard met een toegenomen omzetting van progesteron naar 20a-dihydro-
progesteron (31) als gevolg van een toename van de activiteit van het
enzym 20a-hydroxysteroiddehydrogenase (326). Teneinde na te gaan of
de stijging van de LH-concentraties in het serum wvan belang is voor
de inductie van de functicnele luteclyse werd een progestatieve stof
(medroxyprogestaronacetaat; 6a-methyl-17-acetoxy-pregn-4-een-3,20-
dion) toegediend aan pseudozwangere ratten. Medroxyprogesteronacetaat
is een krachtige, lang werkende ovulatieremmer. De remming van de
ovulatie komt waarschijnlijk tot stand doordat medroxyprogestercn-
acetaat de gonadotrofine-afgifte uit de hypofyse vemt (76, 169, 172,
259). Derhalve mag verwacht worden dat bij ratten die cenmalig met
medroxyprogestercnacetaat behandeld worden, de LH-concentraties laag
blijven. Aangezien er een aanwijzing is dat medroxyprogesteronacetaat
een direct effect heeft op de corpora lutea van het varken (1), werd
deze stof zowel op dag 1 als op dag 3 van de pseudozwangerschap aan
intacte ratten gegeven. Ook aan gehysterectomeerde dieren werd een-
malig medroxyprogestercnacetaat op dag 5 van de pseudozwangerschap
gegeven. Op deze wijze was het mogelijk, na te gaan of een daling
van de progesteronconcentraties altijd een bepaalde tijd na de toe-
diening van medroxyprogesteronacetaat optrad.

In hoofdstuk 5 werd gevonden, dat tijdens pseudozwangerschap de
LH-concentraties in het serum van gehysterectomeerde dieren lager
waren dan die van controle-dieren (zie paragraaf 5-3.2.). In de dis-
cussie van dat hoofdstuk werd de verlenging van de luteale fase bij
de gehysterectomeerde dieren met het (vercnderstelde) luteolytische
effect van LH verklaard. Indien het juist is, dat de verlenging wvan
de pseudczwangerschap bij de gehysterectomeerde dieren veroorzaakt
wordt docr de verlaapgde LH-concentraties, dan zal verwacht kunnen
worden dat behandeling met LH tot een verkorten wvan de pseudozwanger-—
schap bij gehysterectomeerde dieren leidt. In dit hoofdstuk worden esen
aantal experimenten beschreven die tot doel hadden om na te gaan of
LH inderdaad een luteclytische werking bezit.

In dit hoofdstuk wordt verder het effect van het toedienen van

oestradiolbenzoaat op de progesteronspiegels in de pseudozwangerschap

126



beschreven. Bischof c.s. (40, 41) rapporteerden, dat het dagelijks
toedienen van cestradiolbenzoaat in een lage desis (10 - 100 ng
cestradiolbenzoaat/kg lichaamsgewicht) tijdens pseudozwangerschap tot
een duidelijk verminderde ovari&le progesteronproductie op dag 6 wvan
pseudozwangerschap leidde. Daar dit effect van oestradiolbenzoaat niet
werd geconstateerd als gelijktijdlg een antiserum tegen LH werd gege-
ven (41), concludeerden de auteurs dat de behandeling met lage doses
oestradiolbenzoaat tot een verhoogde afgifte van LH leidde. Deze ver-
hoging wvan de perifere LH-concentraties zou luteolytisch zijn, zodat
sen daling van de ovariéle progesteronproductie zou optreden (41).
Daar ook in gehysterectomeerde dieren een verminderde progesteron-
afgifte werd gevonden na het dagelijks toedienen van een lage dosis
cestradiolbenzoaat, lijkt het effect van ocestradiclbenzoaat niet via
de uterus tot stand te komen (41). In dit hoofdstuk wordt de hypothese
van Bischof c.s. (41), dat het effect van oestradiolbenzoaat op de
lyteale progesteronproductie via het verhogen van de LH-afgifte ver-

loopt, getoetst.
7-2. Materiaal en Methoden.

Medroxyprogesteronacetaat (Depo-Provera, Upjohn} werd verdund
met 0,9% NaCl oplossing, waardoor suspensies met 1 of 10 mg medroxy-
progesterconacetaat/0,5 ml werden verkregen. Schape-LH (NIH S8 of S17)
werd opgelost in een 50% oplossing van polyvinylpyrrolidon in aquadest
(w/w). Dit werd gedsan om de opname van LH in het dier te vertragen
(213). Het gebrulkte polyvinylpyrrolidon (K 30 van Fluka) heeft een
moleculair gewicht van ongeveer L0000, De dagelijkse dosis IH (0, 2,
5 of 10 ug) was opgelost in 0,2 ml 50% polyvinylpyrroclidonoplossing.
Oestradiolbenzoaat werd in olie opgelost, en de volgende deoses werden
gebruikt: 0, 5, 20 en 1000 ng oestradiolbenzoaat/0,%1 ml. Alle gebruikte
staffen werden subcutaan ingespoten. Tussen 09.00 en 11.00 nur werden
bloedmonsters van de dieren afgenomen. Ieder dier werd 2 - 4 maal
gebloed, en tenminste 2 dagen verstreken tussen opeenvelgende kKeren

bloed afnemen. In de verkregen sera werden met radic-immunologische
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bepalingen de concentraties van LH, FSH en/of progesteron gemeten.

Het is aannemelijk dat medroxyprogesteronacetaat niet inter-
fereert met de radio~immunologische bepaling voor progesteron aan=
gezien tijdens de bepaling 50 ug medroxyprogestercnacetaat slechts
10% van het radioactieve progesteron van het antiserum verdringt.
Verder werd gevonden dat na het tcedienen van 10 mg medroxyproges-—
tercnacetaat aan geovarifctomeerde ratten de gemeten progesteron-
concentraties in het plasma niet veranderen (n = 8).

In &én experiment werd tijdens pseudozwangerschap 200 pg LH-RH
(Beckman) geinjiceerd in de vena jugularis. De pseudozwangere ratten
werden voor de intraveneuze injectie onder lichte ethernarcose
gebracht. Het gebruikte LH-RH was met fysiclogische zoutoplossing
verdund tot een concentratis van 500 ng/ml. Vlak voor de injectie en
op verschillende tijdstippen na de injectie werd bloed verzameld wvan
de ratten. Van ledere rat werd viermaal bloed afgenomen. In de ver-
kregen monsters werd progesteron gemeten met de radico-Immunclogische
bepaling. Tevens werd LH gemeten in de monsters verkregen vlak voor

de injectie en 15, 30 en 60 minuten na de injectie.
7-3. Resultaten.

7-3.1. FSH-, LH- en progesteron-concentraties in het serum van pseu-
dozwangere ratten na het toedienen van medroxyprogesteronace-

taat op dag 3 van pseudozwangerschap-

Pseudozwangere ratten werden op dag 3 van pseudozwangerschap
tussen 17.00 en 18.00 uur met L of 10 mg medroxyprogestercnacetaat
behandeld. De controle-groep werd subcutaan met 0,5 ml fysiolcgische
zoutoplossing ingespoten. De lengte van de pseudozwangerschap was
13,5 + 0,2 dagen (n = 35} in de controle-ratten. De behandeling met
1 mg medroxyprogesterconacetaat verlengde de periode met di-oestrus-
uitstrijkjes tot 21,4 + 0,3 dagen (n = 38). Wanneer 10 mg medroxy-
progesteronacetaat werd gegeven, werd sen nog langere periode met
leucocyten in de uitstriik gevonden: in alle dieren (n = 37) werden

gedurende de waarnemingsperiode (2 maanden) alleen uitstrijkies met

128



leucocyten gevonden.
Van dag 4 tot dag 10 varizerden de gemiddelde FSH-concentraties
tussen $0 en 110 ng FSH RP-1/ml (Fig. 7-1) en tussen de drie groepen

el k)
E
~
7100
o 80 -
=
i} -
&0
Py
4 -
0

pseudozwangerschapsdag

Fig. 7-1. FSH-concentraties in het serum van pseudozwangere ratten npa behandeling
met fysiologische zoutoplossing (n= §; open kolommen), 1 mg medroxyprogesteron-
acetaat (n= 6; gestreepte kolommen) of 10 mg medroxyprogesteronacetaat (n= 53
zwarte kolommen) op dag 3 van pseudozwangerschap., Tussen de drie groepen werden
geen significante verschillen gevonden. Bij de controle-dieren, echter, waren de

F$H-concentraties op dag 12 lager dan op de dagen B of 10 {¢ test P< 0,05),

dieren werd geen significant verschil gevonden. In de controle-ratten
werden op dag 12 van pseudozwangerschap lagere FSH-concentraties in
het serum aangetroffen dan op de dagen 8 of 10 (P < 0,05}. Bij de met
1 mg medroxyprogestercnacetaat behandelde ratten werden aan het eind
van de di-oestrusperiode (dag 20) gemiddeld lagere FSH-concentraties
gevonden dan op de voorafgaande dagen {dag 16 of 18). Dit wverschil
was echter juist niet signifiecant.

Het LH-profiel tijdens pseudozwangerschap in de eontrecle-ratten
is afgebeeld in Fig. 7-2. Werd aan pseudozwangere ratten medroxypro-
gesteronacetaat gegeven, dan werden lagere LH-concentraties in het
gserum gemeten dan in de controle-dieren (Fig. 7-2); de hoogste dosis

medroxyprogestercnacetaat (10 mg/rat) had meer invlced op de LH-
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Fig. 7-2. LH-concentraties in het serum van pseudozwangere ratten na behandeling
met fysiologische zoutoplossing (open kolommen), 1 mg medroxyprogesteronacetaat
(gestreepte kolommen) of 10 mg medroxyprogesteronacetaat {zwarte kolommen) op
dag 3 van pseudozwangerschap. Het aantal dieren is boven de kolommen aangegeven.
De dieren die met medroxyprogestercnacetaat behandeld waren hadden op de dagen
4-10 lagere LH-concentraties dan de controle-dieren (variantie-analyse: 1 mg

P< 0,05 en 10 mg P< 0,005).

concentraties dan de dosis van 1 mg/rat (variantie-analyse dag 4 - 10:
lmg P < 0,05 en 10 mg P < 0,005 in vergelijking met de waarden van
de controle-ratten). Ken toename van de LH-concentraties in het serum
werd opgemerkt na dag L0 van de pseudozwangerschap in de controle-
dieren, terwijl in de dieren die met 1 mg medroxyprogesteronacetaat
behandeld waren een stijging van de LH-concentraties van dag 18 tot
dag 20 werd gevonden (P < 0,025). Echter, bij de dieren die met 10 mg
medroxyprogesteronacetaat behandeld waren werd geen stijging van de
LH-concentraties waargenomen {Fig. 7-2).

Bij de controle-ratten stegen de progestercncencentraties in het

serum van dag 2 af tot aan dag 5, bleven relatief constant tot en met
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dag 8, en namen na dag 8 van de pseudozwangerschap af (Fig. 7-3).
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Fig. 7-3. Progesteroncencentraties in het serum van pseudozwangere ratten na
behandeling met fysiclogische zoutoplossing (open kolommen}, 1 mg medroxypro-
gestercnacetaat (gestreepte kolommen} of 10 mg medroxyprogestercnacetaat
(zwarte kolommen} op dag 3 van pseudozwangerschap. Het zantal dieren is boven
de kolommen aangegeven. De dieren die met 10 mg medroxyprogestercnacetaat
bebandeld waren hadden op de dagen 4-8 lagere progesteronconcentraties dan de

controle-dieren (variantie-analyse: P< 0,05).

Hetzelfde profiel werd gevonden in de dieren die met medroxyproges-
teronacetaat behandeld waren {Fig. 7-3). Er was geen significant ver-
schil tussen progesteronconcentraties van de controle-dieren en de
dieren die met 1 mg medroxyprogesteronacetaat behandeld waren. Na be-
handeling met 10 mg medroxyprogestercnacetaat werd op de dagen 4 - 8
een geringe, doch significante, daling van de progestercnconcentraties
in het serum t.c.v. de controle-dieren waargenomen (variantie-analyse
P < 0,025).
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7-3.2. Progesteronconcentraties in het serum van pseudozwangere
ratten na toedisnen wan 10 mg medroxyprogestercnacetaat op

dag 1 van pseudozwangerschap.

In dit experiment werd nagegaan of de afname van de progesteron-
preductie door de corpora lutez het geveolg is van een direct effect
van medroxyprogestercnacetaat., Na het toedienen van 10 mg medroxy~-
progestercnacetaat cp dag 1 van pseudozwangerschap werd een vrijwel
identicke progesteronprofiel waargenomen als bij dieren die op dag 3
van de pseudezwangerschap met 10 mg medroxyprogesteronacetaat behan-

deld waren {Fig. 7-4). Dit betekent, dat de afname van de progesteron-
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Fig. ?-4. Progestercnconcentraties in het serum van
pseudozwangere ratten na behandeling met fysiologische
zoutcplossing (open kolommen) of 10 mg medroxypro-
gesteronacetaat (gestreepte kolommen) op dag 1 van
pseudozwangerschap. Het aantal dieren is boven de
kolommen aangegeven, De dieren die met 10 wg medroxy-
progesteronacetaat behandeld waren hadden op de dagen
4-B lagere progesteronconcentraties in het serum dan

de controle-dieren (variantie-analyse: F< 0,01).
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concentraties na dag 8 van de pseudozwangerschap bij de dieren die
met medroxyprogestercnacetaat behandeld werden, blijkbaar niet ge-
relateerd is met het tijdstip van het toedienen van medroxyproges-
teronacetaat. Zoals uit Fig. 7-% blijkt werd ock een geringe daling
van de progestercncencentraties in het serum op de dagen 4 - 8 van
pseudozwangerschap gemeten, wanneer 10 mg medroxyprogesteronacetaat
op dag 1 werd gegeven (variantie-analyse: P < 0,01, in vergelijking

met de waarden van de controle-dieren).

7-3.3. Progestercon- en LH-concentraties in het serum van gehysterec-
tomeerde pseudozwangere ratten na toedienen wvan 10 mg me-

drozyprogesteronacetaat op dag 5 van pseudozwangerschap.

Op dag 5 van de pseudozwangerschap werden gehysterectomeerde
dieren met fysiologische zoutoplossing of met 10 mg medroxyproges-
teronacetaat ingespoten. De lengte van de pseudozwangerschap was 22,7
+ 0,4 dagen (n = 18) bij de controle-dieren, terwijl bij de dieren
die met 10 mg medroxyprogesteronacetaat behandeld waren een di-
oestruspericde van 73,6 + 2,5 dagen (n = 24) waargenomen werd. Op
verschillende dagen van pseudozwangerschap werd bloed afgenomen van
de ratten. Van ledere rat werd 4 maal bloed afgenomen en tussen de
opeenvolgende keren bloed afnemen verstreek 4 dagen.

De LH-concentraties in het serum (Fig. 7-5) tonen dat vanaf dag
16 wan pseudozwangerschap de LH-concentraties bij de controle~dieren
stijgen, terwijl geen stijging van de LH-concentraties werd gezien bij
de dieren dile met 10 mg medroxyprogesteronacetaat behandeld waren.
Verder blijkt uit Fig. 7-5 dat de behandeling met 10 mg medroxypro-
gesteronacetaat tot een verlaging van de LH-concentraties leidt.

Het toedienen van 10 mg medroxyprogesteronacetaat op dag 5 van
pseudozwangerschap aan gehysterectomesrde ratten veranderde het
progestervonprofiel niet (Fig. 7-6). Evenwel, evenals bij de beide
vocrafgaande experimenten, werden echter bHbij dieren die met medroxy-
pregestercnacetaat behandeld waren enigszins lagere progesteroncon-—

centratiss gevonden dan bij de comtrole-dieren.
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Fig. 7-5. LH-concentraties in het serum van pseudozwangere
gehysterectomeerde ratten na behandeling met fysiologische
zoutoplossing {cpen kolommen) of 10 mg medroxyprogesteron-
acetaat (zwarte kolommen) op dag S van pseudozwangerschap.
Het aantal dieren is boven de kolommen aangegeven. De
dieren die met 10 mg medroxyprogestercnacetaat behandeld
waren hadden op de dagen 8-16 lagere LH-concentraties in
het serum dan de contrele-dieren (variantie-analyse:

F< 0,01).

7-3.4, Progesteronconcentraties in het plasma en de lengte van pseu-

dozwangerschap bij intacte en gehysterectomeerde ratten behan-

deld met schape-LH of LH-RH.

Van dag 2 tot en met dag 8 van pseudozwangerschap werd aan ratten
0, 2, 5 of 10 ug LH (S8) per dag gegeven. De lengte van pseudozwanger-
schap was in deze dieren respectievelijk 13,8 + 0,4 (n = 14), 13,3 x
0,3 (n = 12), 12,2 + €,7 (n = 10) en 14,2 + 1,3 (n = 12) dagen. De op
de dagen 4 - 7 van pseudczwangerschap in het serum gemeten progesteron-
en LH-concentraties staan vermeld in Fig. 7-7 en Fig. 7-8. Uit Fig.
7-7 blijkt dat de progestercnconcentraties in het serum verlaagd waren

in geval 2 of 5 ug LH/dag gegeven werd. Ondanks de verlaagde proges-
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teronconcentraties veranderde de gemiddelde lengte van de pseudo-
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Flg. 7-6. Progestercnconcentraties in het serum van
pseudozwangere gehysterectomeerds ratten na behandeling
met fysiclogische zoutoplossing {open kolcmmen) of

10 mg medroxyprogesteronacetasat {zwarte kolommen} op
dag 5 van pseudozwangerschap. Het aantal dieren is
boven de kolommen aangegeven. De dieren die met 10 mg
medroxyprogesterchacetaat behandeld waren hadden op de
dagen B-16 lagere progestercnconcentraties in het serum

dan de controle-dieren {variantie-analyse: P< 0,05).

zwangerschap niet (zie boven).

Een eemmalige intraveneuze injectie van 200 ng LH-RH in intacte

pseudozwangere ratten op de ochtend van dag 5 van pseudozwangerschap

leidde tot een tijdelijke verlaging van de progesteronconcentraties

in het plasma (Fig. 7-9). D¢ na de LH-RH~injectie waargenomen stijging

in het serum van de LH-concentraties staat vermeld in Fig. 7-10.
Er werd geen significante verandering in de lengte van de pseudo-
zwangerschap gevonden na de eenmalige LH-RH~injectie:

1,5 + 0,3 dagen (n = 18); experimentele dieren 14,0 + 0,3 dagen

(n

controle-dieren

14}, Om na te gaan of meerdere malen toedienen van LH-RH invloced
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Fig. 7-7. Progesteronconcentraties in het serum van pseudozwangere
ratten die van dag 2 tot en met dag 8 van pseudozwangerschap dage-
1lijks met 0 ug (open kolommen), 2 ug (gestreepte kolommen), 5 pg
(zwarte kolemmen) of 10 ug (gestippelde kolommen) LH-S8 behandeld
werden. Het aantal dieren is boven de kolommen aangegeven. Bij
dieren die dagelijks met 2 of 5 pg LH-S8 werden behandeld, werden
lagere progesteronconcentraties gemeten dan bij de controle-dieren

(variantieranalyse: dagen 4-7 P< 0,01).

had op de lengte van pseudozwangerschap, werd bij 12 dieren op dag 2
van de pseudozwangerschap om 19.00 uur een canule in de vena jugularis
gebracht. Op de dagen 3, %, 5 en 6 werd 's ochtends en 's avends tus-
sen 09.00 en 10.00 uur fysiologische zoutoplessing (n = 6} of 200 ng
LH-RH {n = 6) intraveneus via de ingebrachte canule toegediend. De
lengte van pseudozwangerschap was 14,2 + 0,2 dagen bij de controle~
dieren en 13,4 + 0,4 dagen bij de dieren die LH-RE gekregen hadden.

Van dag 2 tot en met dag 20 van pseudozwangerschap werd dagelijks
0, 2 of 5 ug schape-LH (S17) toegediend aan gehysterectomeerde dieren.
De behandeling veranderde de lengte van de pseudozwangerschap vrijwel
niet: 22,9 + 1,1 dagen bij de controle-dieren (n = 14), 19,1 + 0,9
dagen bij de dieren die met 2 ng LH/dag behandeld werden (n = 16), en
22,8 + 0,8 dagen bij de dieren waaraan 5 ug LH/dag gegeven werd
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Fig. 7-8. LH-concentraties in het serum wvan
pseudozwangere ratten die van dag 2 tet en met
dag 8 van pseudozwangerschap dagelijks met 0,
2, 5 of 10 ug LH-58 behandeld werden. Per dosis
is de gemiddelde LH-concentratie van dag Y% tot
en met dag 7 weergegeven. Het aantal dieren is

boven de kolommen vermeld.

(n = 18). Van de helft van de dieren van iedere groep werd bloed af-
genomen op dag 5, 11 en 17 van pseudozwangerschap, terwijl van de an-
dere dieren bloed op de dagen 8, 14 en 20 verzameld werd. In de ver-
kregen bloedmonsters werd progesteron bepaald. Uit Fig. 7-11 blijkt
dat een dosis van 2 ug LH/dag tot een verlaagde progestercnspiegel in
het plasma leidde; daarentegen veranderde de progesterconconcentratie
ten opzichte van die van de controle-dieren niet wanneer 5 ug LH/dag
gegeven werd.

Hoewel de behandeling met LH niet leidde tot een significante
verandering van de lengte van de pseudozwangerschap, werden vaak af-
wijkende vagina~uitstrijkjes waargenomen in de met LH behandelde die~
ren. De belangrijkste verandering was dat het aantal cellen toegenomen

was en dat relatief veel gave epitheeclcellen aangetroffen werden in
de ulitstrijk.
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Fig. 7-9. Progestercnconcentraties in het plasma van pseudozwangere ratten
na een intraveneuze injectie met fysiclogische zoutoplossing (n= 7; open
kolemmen) of 200 ng LH-RH (nz 12; gestreepte kolommen) op dag 5 van pseudo-
zwangerschap. Drie en viif uur na de injectie waren de progesteronconcen-
traties bij de met LH-RH behandelde dieren significant lager dan bij de

_ contrele-dieren (% test: P< 0,005).
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Fig. 7-10. LH-concentraties in het plasma van pseudo-
zwangere ratten na een intraveneuze injectie met
fysiologische zouteplossing (n= 7; e——a) of 200 ng

LH-RH (n= 12; e-~-a) op dag 5 van pseudozwangerschap.
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Fig. 7-11. Progesteronconcentraties in het serum van gehysterectomeerde
pseudozwangere ratten die van dag 2 tot en met dag 20 van pseudozwanger-
schap dageliiks met 0 pg {open kolommen), 2 ug {gesStreepte kolommen) of
5 ug (zwarte kolommen) LE-817 behandeld werden. Het aantal dieren is
boven de kolommen aangegeven. Bij dieren die met 2 ug LH-S517 behandeld
werden, waren de progesterciconcentraties lager dan bij de controle-

dieren (variantie-analyse: dagen 8-20 P< 0,028),

7-3.5. Progesteron- en LH-concentraties in het serum van pseudo-
zwangere ratten die van dag 0 tot en met dag 8 van pseudo-

zwangerschap met cestradiolbenzoaat behandeld werden.

Na inductie van pseudozwangerschap werd van dag 0 tot en met
dag 8 aan de ratten dagelijks 0, 5, 20 of 1000 ng cestradiolbenzozat
gegeven. De lengte van pseudozwangerschap was respectievelijk 13,8 +
0,2 (n = 20}, 14,6 + 0,2 (n = 26), 15,2 + 0,3 (n = 18), en 17,3 + 0,4
(n = 18} dagen.

De gemeten progesteronconcentraties in het serum staan vermeld
in Fig. 7-12, terwijl de gevonden LE-concentraties in Fig. 7-13 gege-
ven zijn. Uit Fig. 7-13 blijkt dat oestradiclbenzoaat in alle dose-—

ringen de LH-concentraties in het serum verlaagt, waarbij de dosis van
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Fig, 7-12. Progesteronconcentraties in het serum van
pseudozwangere ratten die van dag 0 tot en met dag 8 van
pseudozwangerschap dagelijks met 0 ng (open kolommen),

% ng {gestreepte kolommen), 20 ng (zwarte kolommen) of
1000 ng (gestippelde kolommen) oestradiolbenzoaat in
olie behandeld werden. Het aantal dieren is boven de
kolommen aangegeven. De dieren die met 5 of 20 ng ocestra-
diolbenzoaat behandeld werden hadden in vergelliiking met
de controle~dieren lagere progesteronconcentraties
(variantie-analyse dagen 4-7: 5 ng/dag P< 0,005;

20 ng/dag P< 0,01),

1000 ng cestradiolbenzoaat/dag het meeste effect had. Verlaagde pro-
gestercnconcentraties tijdens de pseudozwangerschap werden gewvonden

bij de dieren die dagelijks 5 of 20 ng ocestradiolbenzozat ontvingen,
maar bij de dieren die 1000 ng oestradiclbenzoaat/dag kregen, veran-—

derde de progestercnspiegel niet in vergelijking met die van de con-
trele-dieren (Fig. 7-12).
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Fig. 7-13. LH-concentraties in het serum van pseudo-
zwangere ratten die van dag 0 tot en met dag 8 van
pseudozwangerschap dagelijks met 0 ng (open kolommen),
5 ng (gestreepte kclemmen), 20 ng (zwarte kolommen) of
1000 ng (gestippelde kolommen) cestradiolbenzoaat in
olie behandeld werden. Het aantal dieren is boven de
kolommen zangegeven. De dieren die met sestradiclben-
zoaat behandeld werden hadden in vergelijking met de
controle~dieren lagere LH-concentraties (variantie-
analyse dagen 4-7: 5 ng/dag P< 0,05; 20 ng/dag

P< 0,073 1000 ng/dag P< 0,005).

7-4. Discussie.
7-4.1. Medroxyprogestercnacetaat.

De in dit hoofdstuk beschreven experimenten bevestigen de waar-
nemingen van Dickmann (76), dat ratten na behandeling met medroxy-

progesteronacetaat een verlengde periode wvan di-oestrus hebben. Het
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is waarschijnlijk dat in deme periode van di-cestrus geen ovulaties
optreden (172). De uitstrijkgegevens suggereren dat de duur van
luteale activiteit verlengd is na toediening van medroxyprogesteron-
acetaat. OnzZe waarnemingen laten echter zien dat de door medroxy-
progesteronacetaat gelnduceerde verlenging van di-cestrus niet geasso-
cieerd is met een verlengde luteale activiteit.

De stijging van de LH-concentraties in het serum die bij intacte
dieren na dag 10 van de pseudozwangerschap waargenomen wordt, werd
niet op dit tijdstip gezien wanneer de dieren met medroxyprogesteron-
acetaat behandeld waren. Na toedienen van 1 mg medroxyprogesteronace-
taat op dag 3 van pseudozwangerschap werd op dag 20, dit was 2 - 3
dagen vb6r het waarnemen van gecornificeerde cellen in de uitstriik,
een stijging van de LH-concentraties gevonden. Echter na toedienen
van 10 mg medroxyprogestercnacetaat werd geen verhoging van de LH-
concentraties gevonden in de eerste 20 - 22 dagen van de di-oestrus-
periode (zie 7-3,1, en 7-3.3.). Uit de onder 7-3.1., 7-3.2. en 7-3.3.
vermelde experimenten blijkt, dat er geen vaste tijdsrelatie tussen
de toediening van medroxyprogesteronacetaat en de afhame van de proges-
teronconcentraties bestaat tijdens de luteale Ffase. Dit maakt het
onwaarschijnlijk dat medroxyprogesterconacetaat een direct effect op
de corpora lutea heeft.

Ondanks de lage LH-concentraties, gevonden in het serum van de
dieren die met medroxyprogesteronacetaat behandeld waren, trad de
functionele luteolyse —zoals die bepaald werd door het meten van de
progesteronsplegels— voor alle groepen dieren op hetzelfde tijdstip
op. Dit maakt het aannemelijk, dat de functionele luteclyse aan het
einde van de pseudozwangerschap niet afhankelijk is van een stijging
van de LH-concentraties in het serum. Het is vesleer waarschijnlijk
dat de toename van de LH-concentraties aan het einde van de pseudo-~
zwangerschap het gevolg is van de daling van de progesteronconcen-
traties. Deze suggestie werd reeds in hoofdstuk 3 geopperd (zie ook
319). Of het uitblijven van de stijging van de LH-concentraties in
het serum het optreden van de structurele luteolyse vertrasgt is een

nog niet beantwoorde vraag.
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Het toedienen van 10 mg medroxyprogesteronacetaat aan pseudo-
zwangere ratten verlaagde de progesteronconcentraties in het serum
enigermate. Wannesr vrouwen na de ovulatie behandeld werden met
synthetische progestativa (medroxyprogestercnacetaat, norethisteron,
norgestrel of chlormadinon-acetaat) werden ook duidelijk verlaagde
pregestercnconcentraties tijdens de luteale fase waargenomen (155).
De verminderde pregesterconproductie door het corpus luteum na toe-
dienen van een synthetisch progestativum kan veroorzaakt worden deor-
dat het progestativum 8f rechtstreeks cp het ovarium inwerkt &f de
gonadotrofine-afgifte beinvicedt. Na het toedienen wvan HCG werd bii
vrouwen die met norgestrel of norethisteron behandeld werden, een
verhoging van de progesteronconcentraties in het bloed gevonden. Dit
kan als argument gebruikt worden voor de stelling dat de door de
synthetische progestativa veroorzaskte daling van de progesteron-—
spilegels het gevolg is van een daling van de gonadotrofinesplegels.
De observatie, dat medroxyprogestercnacetaat de gonadotrofineconcen-
traties in de urine bij de mens doet dalen (169, 174, 259), onder-
steunt dit idee. De daling van de gonadotrofineconcentraties zou tot
een verminderde progestercnsynthese door het corpus luteum kunnen
leiden. Ook de in dit hoofdstuk beschreven experimenten laten zien
dat de behandeling met medroxyprogesteronacetaat tot een verlaagde
LH-concentratie in het serum van de pseudozwangere rat leidt. Aange-
zien LH een stimulerend effect heeft op de progesteronsynthese bij
de rat (15, 17) pleiten onze resultaten ervoor dat medroxyprogeste-
ronacetaat effect heeft op de progesteromproductie via de LH-afgifte.
De mogelijkheid dat medroxyprogestercnacetaat een direct effect heeft
op de ovariéle progestercnsecretie kan eschter niet geheel uitgesloten
worden (zie 1).

FSH-concentraties in het serum waren niet veranderd na medroxy-
progestercnacetaat toediening. In de contreole-dieren werd een verla-
ging van de FSH-concentraties op dag 12 van de pseudozwangerschap
waargenomen, en ook bij de dieren die met 1 mg medroxyprogestercnace-
taat behandeld waren, werd enige aanwijzing voor een verlaging van de
FSH-concentraties aan het einde van de di-cestrusperiode gevonden.

Zoals reeds in hoofdstuk 3 werd gesuggereerd is het waarschijnlijk,
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dat de waargenomen daling van de FSH-concentraties aan het einde van
de pseudozwangerschap veroorzaakt wordt door een stijging van de con-

centraties van cestradicl-178 in het bloed (zie 319).
7-4.2. Luteolytische effecten van cestradioclbenzcaat en LH.

Werd aan pseudozwangere dieren dagelijks cestradiolbenzoaat toe-
gediend, dan daalden de progestercnconcentraties in het serum bij de
doses van 5 en 20 ng oestradiolbenzoaat/dag, terwijl 1000 ng cestra-
diclbenzoaat/dag vrijwel geen effect had op de progesteronconcentra-
tieg. Zoals reeds in de inlelding vermeld werd, zagen Bischof c.s.
{40, 41) dat dagelijks toedienen van lage doses oestradiclbenzcaat
tot een verlaagde ovaridle progesteronproductie op dag & van de pseu-
dozwangerschap leidde. Daar dit verschiinsel ook in gehysterectomeerde
dieren werd gevonden (41), moet geconcludeerd worden dat het gesigna-
leerde effect van cestradiolbenzoaat niet via een verhoogde productie
van de luteolytische facter uit de uterus verlcopt. Door Bischof c.s.
{41) werd gevonden dat het luteclyische effect van cestradiolbenzoaat
kan worden voorkomen door het gelijktijdig toedienen van een antiserum
tegen LH. Hieruit werd door desze auteurs geconcludeerd dat de lage
dosering van oestradiclbenzoaat een verhoging van de perifere LH-
spiegels bewerkstelligde waardoor de ovariéle progesteronproductie
verminderde. Aangezien in ons experiment bij de met vestradiolbenzcaat
behandelde dieren verlaagde LH-cencentraties in het serum gevenden wer-
den, zijn onze gegevens niet in overeenstemming met de verklaring van
Bischof c.s. (41). Op welke wijze het gebruikte antiserum tegen LH dan
wel een stijging van de ovarigle progestercnafgifte induceert in de
met lage doses oestradicolbenzoaat behandelde dieren is niet duidelijk.
Het is evenwel toch meogelijk dat de interpretatie van Bischof c¢.s. (41)
Juist is, namelijk dat lage doses ocestradiclbenzoaat een wverhoging wvan
de LH-concentraties veroorzaken. Het is mogelijk dat een dergelijke
positieve feed-back van oestradiol-178 op de LH-spiegels alleen 'smid-
dags asntoonbaar is: proeven van Legan & Karsch (177) laten zlen dat
bij geovariBctomeerde dieren die een implantaat met ocestradiol-178
kregen (bereikte ocestradiolconcentratie: 100 pg/ml), de LH-concentra-

ties alleen 's middags verhocgd ziin.
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7-4.3., Mogelijke verklaringen voor de luteolytische werking van oes-

tradiclbenzoaat en LH.

Onze gegevens betreffende het dageliiks toedienen van cestradicl-
benzoaat kunnen op tenminste 3 manieren verklaard worden. In de eer-
ste plaats is het mogelijk dat cestradiol een direct luteotroof effect
heeft, waardocr cestradiocl rechtstrecks de luteale progesteronproduc-
tie zou bevorderen. Naast deze directe luteotrofe werking heeft oes-
tradiol~178 een remmende werking op de afgifte van LH (zie bijv. 278).
Een verlaging wvan de LH-spiegel kan de progesteronproductie door de
corpora lutea doen verminderen (15, 17). Men kan zich voorstellen dat
de directe lutectrofe werking van cestradiol en de daling wvan de LH-
spilegels elkaar compenseren, zodat toch een normale hoeveelheild pro-
gesteron door de corpora lutea geproduceerd wordt.

Ock bij de tweede verklaring wordt aan cestradiol een tweeledige
werking toegekend. Naast het effect op de luteale progesteronproductie
via het uitcefenen van een remmende invlced op de IH-afgifte, zal cen
voldoend hoge concentratie van cestradiol de prolactine-afgifte doen
toenemen (zie 278). Deze verhoging van de prolactineconcentratie in
het bloed zal dan tot een stimulatie van de ovarifle progesteronpro-
ductie kunnen leiden, waardoor het effect van de verlaging van de LH-
concentratie in het blced teniet wordt gedaan. Uit Fig. 7-13 blijkt
echter dat de LH-concentraties in het serum nauwelijks wverlaagd zijn
wanneer pseudczwangere ratten dagelijks met 5 ng cestradiclbenzoaat
behandeld werden. Deze dogis veroorzaakt echter wel een sterke daling
van de progesteronspiegels (zle Fig. 7-12). Dit maakt het niet waar-
schiinlijk dat de luteclytische werking van ocestradiclbenzoaat via
invloed op de hypofysaire LH-afgifte verlcopt. Dit houdt tevens In dat
de twee bovengenocemde verklaringen waarschiinliik niet juist zijn.

Als derde verklaring kan het volgende dienen: oestradicl heeft
gen rechtstreekse werking op het corpus luteum van de vat; in lage
concentraties remt ocestradiol de progesteronsynthese van het corpus
luteum, terwijl hoge doseringen een luteotrofe werking bezitten. Het
is de vraag of er experimentele gegevens zijn die deze verklaring

cndersteunen of althans aannemelijk kunnen maken. Voor een luteotrofe

1kLs



werking van oestrogenen zijn aan de literatuur enige argumenten e ont-
lenen (45, 118, 282, 283, 304):; echter, de mogelijkheid dat ocestra-
dicl luteotrcof is door het vrijmaken van LH of prolactine uit de hy-
pofyse kan niet uitgesloten worden. Tot nu toe is &én artikel ver-
schenen dat duidelijk heeft gemaakt dat cestradiol onder bepaalde
omstandigheden een directe luteotrofe werking bij de rat heeft:
Takayama & Greenwald (302) hypofysectomeerden em hysterectomesrden
ratten op dag 12 van de zwangerschap, hetgeen tot een drastische ver-
mindering van de progesteronconcentratie in het plasma leidde; het
dagelijks tcedienen van grote doses cestrogenen voorkwam de daling van
de progesteronconcentratie in het plasma, terwijl dagelijke behande-
ling met prolactine, LH, FSH of de combinatie van deze hormonen de
afname van de progestercnconcentratie niet kon wvoorkomen. Uit het
bovenstzande kan geconcludeerd worden dat oestrogenen, in ieder geval
na dag 12 van de zwangerschap, een luteotrofe werking in de rat bezit-
ten.

Tot nu toe zijn echter geen experimenten beschreven waaruit ge-
concludeerd kan worden dat oestradicl, mits aanwezig in een lage con-
centratie, een directe luteolytische werking heeft op het corpus luteum
van de rat. Het onder 7-3.5. beschreven experiment kan misschien als
argument hiervoor gebruikt worden. Immers, =en dosisz van 5 ng cestra-
diclbenzoaat/dag verlaagde de progestercnconcentraties in het serum
aanzienlijk, waarbij slechts een gering effect op de LH-concentraties
werd geconstateerd. Ock na het dagelijks toedienen van 2 ug schape-LH
werd een verlaging van de progesteronconcentraties in het serum van
intacte en gehysterectomeerde patten gevonden (Fig. 7-7 en 7-11). Deze
verlaging van de progesteronspiegels kan verklaard worden docr aan te
nemen dat de behandeling met LH de oestradiclsynthede in het ovarium
deed toenemen; een lage dosis LH vercorzaakt dan een geringe stijging
van de ocestradiolconcentraties, terwijl hogere doses LH een grotere
toename van de oestradiolconcentraties bewerkstelligden. Het zal dui-
delijk zijn dat alleen door het meten van de ocestradiolceoncentraties
het bovenstaande geverifieerd kan worden. Of oestradicl-178 werkelijk
een direct effect heeft op de progesteronsynthese van het corpus luteum
van de rat kan nagegaan worden deor te bestuderen of ook tijdens pseu-

dozwangerschap in gehypofysectomeerde ratten met een hypofyse—auto-
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transplantaat ocestradiol-178 een effect heeft op de corpera lutea.
Hoewel tot nu toe nog geen experimenten beschreven ziin waaruit blijkt
dat cestradiol-178 een directe luteclytische werking heeft op het cor-
pus luteum van de rat, werd cnlangs echter gerapporteerd dat cestra-
diol-178 de progesteronsynthese in gelsoleerde granulosacellen van

het varken duidelijk verminderde (272).
7-4.4%. Luteolyse bij de rat.

Mocht ocestradiol-178 ook een direct effect hebben op de proges-
tercnsynthese van het corpus luteum van de rat, dan kan gesteld wor-
den dat de stijging van de cestradiclconcentraties in het ovarium aan
het einde van de pseudozwangerschap van groot belang is voor de dm~
ductie van de lutesolyse. Immers een geringe verhoging van de cestra-
dioleconcentraties in het corpus luteum zal dan tot een verminderde
progesteronsynthese leiden. Het zal moeilijk zijn om zan te tonen dat
ecen stijiging van de cestradiolconcentraties in het ovarium de aan-
leiding zal =zijn voor de luteolyse. Een mogelijkheid is het remmen
van de oestradiolsynthese in het ovarium, wat gedaan kan worden door
dieren met de aromatiseringsremmer androst-1,4,6-trieen-3,17-dion te
behandelen, Van deze stof is bekend dat het de omzetting van andros-
teendion naar oestradicl-178 vrijwel volledig vemt (66, 280), zodat
met behulp van deze stof nagegaan kan worden of cestradiol-178 inder-
daad de luteolyse initieert. Een andere mogelijkheld is het gedetail-
leerd bestuderen van de veranderingen van de hormoonconcentraties
rondom het tijdstip van de luteolyse. Een dergelijke studie, waarbij
een groot aantal hormonen gemeten zou moeten worden, is nog niet
beschreven. Tot nu toe zijn slechts studies gedaan waarbij meestal
eenmaal per dag verschillende hormonen gemeten worden. In Fig. 7-14
iz een samenvatting van de resultaten van een aantal studies gegeven.
De veranderingen in de hormeonconcentraties die In deze figuur weer-—
gegeven zijn, kunnen als volgt beschreven worden:

1. door een activiteitstoename van het 20c-~hydroxystercoiddehydrogenase
na dag 8 van pseudozwangerschap neemt de hoeveelheid door het cor-

pus luteum gesynthetiseerde progesteron af, terwijl de hoeveelheid
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gesynthetiseerde 20a~dihydroprogestercn toeneemt;

2. de verminderde perifere concentratie aan progesteron vercorzaakt
van dag 9 af een stijging van de LH-concentratie in het bleoed,
als gevolg waardoor de oestradiolconcentratie in het bloed zal
stijgen;

3, door het verminderen van de progesteronceoncentraties in het bloed
verdwiinen mogelijk c¢ok beide prolactinepieken vanaf dag 11;

4. de toegenomen hoeveelheid oestradiol-178 in het bloed verocrzaakt
een kort durende daling van de FSH-concentraties en induceert mis-
schien de synthese van prostaglandines in de uterus (zie 58, 267).

Bij het aandachtig bestuderen van Fig. 7-1% zal duideliik zijn dat

de belangriike hormonale veranderingen vrijwel geliiktijdig op dag @

en 10 plaatsvinden. Zolang geen gedetailleerde studie is gedaan, kan

geen uitspraak gedaan worden welke verandering de keten van gebeur-
tenizsen initieert die leldt tot de dood van het corpus luteum. Duide-
1ijk is wel dat de stijging van de LH~-spiegels niet de daling van de
progesteronconcentraties vercorzaken (zie hoofdstuk 5), Een andere
factor die niet vergeten moet worden is dat het corpus luteun in ver-
schillende stadia verschillende hormonale stimulatie behoeft (zie
hoofdstuk 1). Een goede kennis van de hoeveelheid en soort van de
receptoren van het corpus luteum is een absolute noodzaak voor het
begrijpen van de waarschijnlijke hormoonbehceften van het corpus
luteum. Slechts wanneer een totaal en gedetallleerd overzicht beschik-
baar is van de veranderingen in de hormoonspiegels en van de verande-
ringen van de preceptorpopulaties zal het mogelijk zijn een verantwoord

model voor de luteolyse bij de rat te maken.

Fig. 7-14. Veranderingen van de concentraties van progesteron, 20a-dihydro-
progesteron (20a-DHP}, cestradiol-178 (E2), FSH, LH, prolactine en prosta-
glandines (PG) en van de activiteit van het enzym 20a-hydroxysteroiddehydro-
genase (200-CH-SDH) aan het einde van de pseudozwangérschap bij de rat.

De enzymactiviteit is gegeven als mU/mg eiwit. Deze figuur is gebaseerd op
het werk van Bartosik & Szarowski {ref. 31), Bast & Melampy {ref, 33),
Castracane & Shaikh (ref. 59}, Saksena c.s. (ref, 268), Weems c.s. (ref. 313),

Welschen c.s. {ref. 319) en eigen werk. Voor toelichting wordt naar de tekst
VerwezZen.
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7-5. Samenvatting.

In dit hoofdstuk worden de gemeten hormoonspiegels bij pseudo-
zwangere ratten, behandeld met medroxyprogesteronacetaat, LH, LH-RH
of ocestradiolbenzoaat, beschreven. Met deze experimenten werd getracht
nader inzicht te krijgen in het proces van de functicnele luteclyse.
Op dag 3 van de pseudozwangerschap kregen ratten een Injectle
met 1 of 10 mg medroxyprogestercnacetaat en tijdens het vervelg van
de pseudozwangerschap werden FSH-, LH- en progesteron-concentraties
zowel bij de behandelde als contrcle-ratten gemeten. ¥a behandeling
met medroxyprogesteronacetaat werd sen verlengde periode met leuco-
cytaire vagins-ultstrijkjes geconstateserd. De FSH-concentraties van
de dieren die met medroxyprogesteronacetaat waren behandeld, ver-
schilden niet met die van controle~dieren. Bij de controle-dieren
werd op dag 12 van pseudozwangerschap een geringe daling van FSH-con-
centraties gezien. Het progesteronprofiel verschilde niet bij de
behandelde en de onbehandelde ratten. Dit betekent dat de functionele
luteolyse bij alle dieren op hetzelfde moment optreedt. Bij de dieren
die met 10 mg medroxyprogestercnacetaat behandeld waren, werden echter
enigszins verlaagde progesteronconcentraties gemeten. Bij controle-
ratten namen de LH-concentraties af van dag 2 tot aan dag 5 en zi]
bleven lzag tot dag 10 van de pseudozwangerschap; na dag 10 stegen
de LH-concentraties weer. Een dergelijke stijging van de LH-concen-
traties werd pas op dag 20 gezien bij de ratten die met 1 mg medroxy-
progesteronacetaat behandeld waren, maar zulk een toename van de LH-
concentraties werd niet geobserveerd bij ratten die met 10 mg medroxy-
progesteronacetaat behandeld waren. Geliike progesteronprofielen
werden ock waargenomen wanneer medroxyprogestercnacetaat op dag 1 van
pseudozwangerschap aan intacte ratten of op dag 5 van pseudozwanger—
schap aan gehysterectomserde ratten werd gegeven. Uit deze experimen-
ten werd geconcludserd dat de stijging wvan LH aan het eind van pseudo-
zwangerschap niet de functionele luteolyse verocrzaakt. Uit onze expe-
rimenten blijkt dat de stijging van de LH-concentraties aan het eind
van pseudozwangerschap waarschijnlijk wordt verccrzaakt deor de afname

van de hoeveslheid progesteron in het bloed.



Aangezien er aanwijzingen zijn dat LH betrokken is bij de functio-
nele luteolyse (zie hoofdstuk 5), werd LH dagelijks aan intacte en
gehysterectomesrde ratten tijdens pseudozwangerschap gegeven. Een da-
gelijkse dosis van 2 of 5 ug schape-LH, gegeven aan intacte pseudo-
zwangere ratten, deed de progesteronconcentraties in het bloed ver-
minderen. De progesteronspiegels veranderden echter niet indien dage-
1ijks 10 ug LH werd toegediend. Ook bij gehysterectomeerde dieren kon
een dergeliik verschijnsel worden aangetoond: 2 ug LH/dag veroor-
zaakte een daling van de progesteronconcentraties, terwijl 5 ug LH/
dag duidelijk minder effect had. Verder werd gevonden dat het intra-
veneus toedienen van 200 ng LH-RH tot een kort durende verlaging
van de progesteronconcentraties leidde. Hoewel zowel behandeling met
LH &ls met LH-RH tot een verminderde progesteronproductie van de
corpora lutea leidde, hadden deze behandelingen geen effect op de
duur van de pseudozwangerschap.

Ook het dagelijks geven van lage doses cestradiclbenzoaat
{5 of 20 ng/dag) leidde tot een verminderde perifere progesteron-
concentratie. Dagelijkse behandeling met 1000 ng cestradiclbenzoaat
had, in vergelijking met de controle-dieren, geen effect op de con-
centraties van progestercn in het bleed. Evenmin als bij de behande-
ling met LH of LH-RH, leidde behandeling met ocestradiolbenzoaat tot
een verkorting wvan de pseudozwangerschap.

Daar zowel dagelijkse toediening van lage doses LK als van lage
doses oestradiolbenzozat tot een verlaging van de progesteronconcen-
traties tijdens pseudozwangerschap leidde, is het mogelijk dat het
effect van beide hormonen door eenzelfde mechanisme tot stand komt.
Bij de discussie wordt daarom besproken cp welke mogelijke manier(en)
LH en cestradioclbenzoaat de daling van de progesteronconcentraties
tijdens pseudozwangerschap kunnen bewerkstelligen. Het waargencmen
luteolytisch effect van cestradiclbenzoaat kan misschien betekenen
dat een stijging van de cestradiclconcentraties in het ovarium aan
het eind van de pseudezwangerschap van belang is voor het begin van
luteolyse. Tot nu toe is er echter geen experimenteel bewijs voor

deze bewering.
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HOOFDSTUK 8

SUMMARY

The experiments described in this thesis are mainly concerned
with the regulation of luteal function in the rat. The general intro-
duction (CHAPTER 1) consists of two parts: 1. a historical intreduc-
tion describing the first experiments on the discovery of the function
of the corpus luteum, and on the role played by the pitulitary gland in
ovarium function; 2. a review discussing several aspects of the repro-
ductive oyele in the rat. The following toplcs have been reviewed in
the second part of chapter 1: 1. the development of the follicles,
the levels of various hormones, and the relationships between these
hormeones and follicular development during the cestrus cycle of the
rat; 2. regulation of luteal function in the rat (activity of luteal
Z0o~hydroxysteroid dehydrogenase, luteotrophic hormones, and luteoly-
sig). Furthermore, the objective of our investigations i= given. In
CHAPTER 2, the general technicues used during the investigations are
described.

The observed Ffollicular development and the measured concentra-
tions of LH, FSH, proclactin, progesterone, and oestradicl-178 in the
cipculation of pseudopregnant rats are described in CHAPTER 3. For
compariscn, data for the 5-day cycle are also given. During the oes-
trus cycle an increase in the number of large antral follicles was
seen from the first di-oestrous day onwards, and this growth was accom-
panied by a rise in plasma cestradicl-178 concentrations of LH, FSH,
prolactin, progestercone and cestradiol-178 were recorded. Another
increase of progesterone was found on the second day of diocestrus,
but during diocestrus low levels of LH, FSH, and prclactin were measu-
red. Pseudopregnancy, however, was characterized by: a prolonged
dicestrus, an absence of full maturation of the follicles, low oestra-~
diol-178 levels, elevated progesterone concentrations, LH concentra-
tions below that of dicestrus of the cycle, low FSH-concentrations,
and finally, the occurrence of two daily surges of prolactin.

On the basis of cur data and data from the literature, it is
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suggested that the folleowing interactions exist in the pseudopregnant

rat:

- after induction of pseudepregnancy two daily surges of prolactin a
are present, and the elevated prolactin concentrations are the cause
for the activation of the corpora lutea (progesterone synthesis!);

- the high progesterone concentrations present result in decreased
LH concentrations, but have no effect on FSH levels;

- the low LH levels are neither sufficient to cause full maturation
of the follicles nor to stimulate ocestradicl-178 secretion to the
levels required for induction of the ovulatory surge of LH;

- after day 8 of pseudopregnancy a decrease, in a yet unknown way,
of progesterone levels ig observed, which probably causes the in-
crease in the LH concentrationsy

- luteal regression is also accompanied by the disappearance of both
prolactin surges;

- the increased LH concentrations are likely the cause of the preovu-
latory growth of the follicles and of the elevation of the oestra-~
diel-178 concentrations towards the end of pseudopregancy;

- the increased cestradiol-17B8 concentration is perhaps the cause of
the temporary decrease of FSH levels, and will eventually result in
the release of an ovulatery surge of LH.

In CHAPTER 4, the effects of the removal cf corpora lutea by uni-
lateral ovariectomy (ULQ) or by luteectomy were studied. In this way
it was pessible to study a possible compensatory reacticon of the cor-
pora lutea during pseudopregnancy. In comparison with progestercne
levels in the sham-operated animals, pseudopregnant animals had, follo-
wing ULO on day O of pseudopregnancy, low progesterone levels during
pseudopregnancy. ULO on day 3 induced within hours a fall in proges-—
tercne concentrations and the levels remained low during the remainder
of pseudopregnancy. By contrast, ULO on day 8 did not lead to signi-
ficant changes in progesterone levels. Neither the duration of pseu-
dopregnancy nor the diameter of the corpeora lutea was influenced by
ULO. The removal of corpora lutea by cauterization on days 1 or 2 had
different effects depending on the number of intact corpora lutea left

in situ. The removal of 21l but one corpus luteum caused termination
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of pseudopregnancy in nearly all animals, and this was followed by a
"delayed pseudopregnancy”. In animals with 2 corpora lutea pseudo-
pregnancy was ended in 47% of the animals, and pseudopregnancy was
followed in these animals by a '"delayed pseudopregnancy'. In the
rest of the animals with 2 intact corpora lutea pseudopregnancy was
continued but very low progestercne concentrations were present in
these animals. Animals possessing 3 - 5 intact corpora lutea pe-
mained pseudcpregnant in spite of low progesterone levels. After ULO
on day 1, progestercne concentrations remained low as compared with
contyrol values but the progestercne secretion per ovary was increased
slightly. After ULO, LH concentrations were significantly increased
on days 3 and 4 pf pseudepregnancy. FSH cencentrations were signi-
ficantly increased 5 h after operaticon and again on days 4 - 7 of
pseudopregnancy when compared with sham-operated control-rats. Increa-
sed prolactin levels were chserved 18 an 36 h after ULO. The number
of medium-sized follicles had Increased already 24 h after ULO.

The following conclusions were drawn from these experiments:

- progesterone levels during pseudopregnancy arve proporticnal to the
number ¢f corpora lutea;

- in the pseudopregnant rat removal of luteal tissue does not lead
to morphological compensatory reaction of the remaining corpora
lutea,

- after ULO progesterone secreticn by the corpora lutea can be in-
creased to only a limited degree by the increased release of gona-
dotrephins;

~ a rapid increase in FSH concentrations after ULO Is probably res-
pongible for the initiation of the compensatory follicular growth;

- 2 - 3 intact corpora lutea are needed for the maintanance of pseu-
dopregnancy.

CHAPTER 5 describes the effects of hysterectomy and decidualiza-
tion on the peripheral conecentraticns of LH, FSH, prolactin and pro-
gestercne. No significant differences in progestercne concentrations
between intact and long-term hysterectomized rats were observed until
day 10 of pseudopregnancy. In intact rats, progesterone comcentrations

declined after day 8, but in the hysterectomized rats they remained
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elevated until days 18 - 20, Ho differences between TSH concentrations
were found betwsen intact and long-term hysterectomized rats, but LH
concentrations were lower than those in intact rats on days 2 - 7 of
pseudopregnancy. When hysterectomy was performed on day 2 (acute hys~
terectomy) lower LH concentrations were found in comparizon with
sham-operated rats. No differences in progesterone concentrations
were found between acutely hysterectomized and sham-operated controls
on days 3 - 8. Following ovariectomy, lower LH concentrations were
found in leng-term hysterectomlzed rats than in rats with an uterus.
In contrast to its effect on tonic LH secretion, hysterectomy had no
influence on the surge of LH during the afternoon of pro-oestrus. In
both intact and long-term hystersctomized rats the duration of pseu-
dopregnancy was not altered after transplantation of an immature ova-
ry under the kidney capsule and removal of the ovaries im situ. After
decidualization, higher progesterone concentrations were observed on
days 7 and 8 than in sham-operated controls, and furthermore, in
deciduomata~bearing animals elevated progestercne levels were observed
until day 17. In contrel rats LH concentrations were low until day 8,
thereafter an increase was observed. In deciduomata-bearing animals
somewhat lower LH concentrations were observed on days & - 10, and
the increase in IH was found after day 16. In both groups of rats,
serum FSH concentrations varied between 130 and 180 ng FSH RP-1/ml and
cnly on day 10 of pseudopregnancy lower FSH concentrations were found
in the sham-operated animals. In contrcl rats as well as in deciduo-
mata-bearing rats two daily prolactin surges weve cbserved, and in
comtyrol rats the last cccurring elevation was observed on day 11.
However, in rats bearing decidual tissue both prolactin surges were
still present on day 156. In order to detect a possible luteotrophic
action of decidual tissue, hypophysectomy was performed on day 7. A
drastic decline in progesterone levels was observed in both control
rats and deciduomata~bearing rats. However, the decrease in progeste-
rone levels was less abrupt in deciduomata-bearing rats.

From these experiments with intact, hystersctomized and deciduo-

mata-bearing rats, the following conclusicns are drawn:
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-~ the effects of hysterectomy or decidualization on prolongation of
pseudopregnancy are probably based on different mechanisms;

~ hysterectomy results via a yet unknown mechanism in a decreased
LH secpetion by the pituitary gland;

- the prolongation of pseudopregnancy observed in hysterectomized rats
may be caused by these low LH cencentrations, but the inveclvement
of an uterine luteolytic factor can not be excluded;

- hysterectomy has no Influence on the maximal progesterone concen—
trations during pseudopregnancy;

- decidual tissue has some luteotrophic action in the rat, and this
action iz perhaps responsible for the prolongation of pseudopreg-
nancy following decidualization;

- decidual tissue, however, lacks the ability to maintain luteal
funetien in hypophysectomized rats;

-~ luteal regression is followed by the disappearance of both daily
prolactin surges.

The peossible involvement of prolactin in the cccurrence of
delayed pseudopregnancy was investigated in experiments described

in CHAPTER 8. Three different methods were used to induce delayed

pseudopregnancy, i.e.: 1. removal of all recent corpora lutea on

day 2 of pseudopregnancy; 2. removal of the ovaries <m situ from

ovarian graft-bearing animals on day 0 of pseudopregnancy; 3. admi-
nistraticn of 1 mg ergocornine hydrogenmaleinate (ECQ) on day 1 of
pseudopregnancy. These procedures ended pseudopregnancy and in 50 -

60% of the rats a delaysd pseudopregnancy was observed after the

induced experimental cycle. After sterile copulation two daily pro-

lactin surges were observed. Removal of the cvaries Zn gitu (from
ovarian graft-bearing animals) or recently formed corpora lutea (from
non-grafted rats) caused the disappearance of the prolactin peak at

19.00 h, without affecting the occurrence of the 03.00 h peak. Both

prolactin peaks disappeared following administration of ECO. Until

the day of oestrus at the end of the experimental cycle, no differen-
ces in prolactin levels at 03.00 or 19.00 h were observed betwesen the
animals becoming delayed pseudopregnant and those remaining cyclie.

In the latter animals, the elevations at 03.00 h decreased slowly in
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luteectomized or ovariectomized rats, and were no longer present 7 - 9
days after copulation. In animals becoming delayed pseudopregnant both
prolactin peaks were present from day O of delayed pseudopregnancy. In
comparison to normal pseudopregnant rats, relatively low progestercne
concentrations were found during delayed pseudepregnancy when delayed
pseudopregnancy lasted 6 - 9 days. When delayed pseudopregnancy had

a duration of 10 days or more, normal progesterone concentrations

were found. From these experiments, it can neither be concluded nor
denied that elevated prolactin concentrations are instrumental in the
induction of delayed pseudopregnancy.

The experiments described in CHAPTER 7. concern the effects of
administration of medroxyprogesterone acetate, LH, LH-RH or oestra-
diolbenzoaat to pseudopregnant rats. These experiments were designed
in order to study possible mechanisms Involved in the process of
luteolysis. Pseudopregnant rats were treated early in pseudopreg-
nancy with 1 or 10 mg of medroxyprogesterone acetate (MPA), and FSH,
LH, and progesterone concentrations were determined on days 2 - 20
of pseudopregnancy in treated and control rats. Treatment with MPA
caused a prolongaticn of the periocd with leucocytic vaginal smears.
Injection with MPA on day 3 of pseudopregnancy did not affect the FSH-
concentrations during the subsequent days. On day 12, however, a de-
crease in FSH concentrations was cbserved in the contreol rats. The
progestercne pattern in animals treated with 0, 1 or 10 mg MPA was
not different, i.e. the duration of the activity of the corpora lutea
was similar in all groups; however, 10 mg MPA slightly lowered pro-
gesterone concentrations on days 4 ~ & of pseudopregnancy. In the
centrol rats, LH concentrations decreased from days 2 - 5, and re-
mained low until they increased after day 10 of pseudopregnancy. This
increase was delayed until day 20 in rats treated with 1 mg MPA, and
was not cbserved in the rats treated with 10 mg MPA. Similar proges-
terone profiles were also observed in control and treated rats when
MPA was administered on day 1 of pseudopregnancy in intact rats or
on day 5 of pseudepregnancy in hysterectomized rats. It is argued
that the increase of LH concentrations at the end of pseudopregnancy

is not instrumental in the decrease of peripheral progestercne
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concentraticons, but that this increase in LH concentrations is pro-
bably caused by the decrease of progestercne in the circulation.

Since, as was discussed in chapter 5, it is possible that LH
is invelved in the process of luteclysis, LH was administered daily
to intact and hysterectomized pseudopregnant rats. It was found that
daily doses of 2 or 5 ug ovine LEH given to intact rats suppressed
progesterone concentrations, whereas 10 ug LH/day has no effect on
the progesterone levels. A similar finding was made In hysterecto-
mized rats: 2 pg LH/day causes a decrease in progesterone concentra-
tions, whereas 5 ug LH/day was less effective in this respect. In
addition, the effect of LH-RH administration was studied. When 200 ng
LH-RH were given intravenously to pseudopregnant intact rats on day
5 of pseudopregnancy, a short lasting decrease of the concentrations
of progesterone was cbserved. In beth intact and hysterectomized rats,
however, no significant effect of LH-RH on the duration of pseudo-
pregnancy was seen., A decrease of peripheral progesterone concentra-
tions was found when low doses of oestradioclbenzodte (5 oxr 20 ng/day)
were injected daily (days 0 - 8 of pseudopregnancy), but no effect on
progesterone concentrations was observed when animals were daily trea-
ted with 1000 ng cestradiolbenzoate. As in the case of administration
of LH or LH-EH, treatment with cestradiolbenzoate does not shorten
the duration of pseudopregnancy.

The similarity of the response after daily treatment with low
doses of LH or cestradiolbenzoate is striking, and it was discussed
whether the decrease of progesterons concentrations seen after daily
treatment with LH or ocestradiolbenzoate, could have a similar hasis.
Lack of knowledge about the cause of the decrease chsgerved in proges-
terone levels prevents, however, further speculation. The observed
luteclytic effect of cestradiolbenzoate, could perhaps indicate that
a rise in oestradiol-178 concentrations in the ovary at the end of

pseudopregnancy is of importance in the initiation of luteolysis.
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