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Hoofdstuk 1. Inleiding.

De vorming van voortplantingscellen vindt bij meer-
cellige organismen meestal in speciaal daartoe ingerichte
organen, gonaden, plaats. Voortplantingscellen ontstaan
bij vrouwelijke zoogdieren uitsluitend in de embryonale-
postnatale periode, Na deze periode bevat de vrouwelijke
zoogdiergonade een groct aantal rustende voortplantings-
cellen waarvan er voortdurend een aantal docor nog cnbe-
kende oorzaak met de ontwikkeling tot bevruchtbare, rijpe
eicel begint. De rijpe eicel kan na bevruchting aanleiding
geven tot een embryonale cntwikkeling, hetwelk uiteinde-
lijk kan resulteren in een nieuw volwassen individu,
dat op zijn beurt weer voortplantingscellen kan vormen,
Het vermocgen een embryonale ontwikkeling aan te vangen
is het resultaat van een gecompliceerd ontwikkelings-
proces, waarvan een gedeelte in dit precefschrift nader
bekeken wordt.

De rustende wvecortplantingscel wordt omgeven door
een dunne laag cellen die tijdens de ontwikkeling tot
rijpe eicel uitgreoeit tot een blazige met wvloeistof gevul-
de follikel. Na het laatste differentiatieproces, de vol-
tociing van de eerste rijpingsdeling, komt de eicel wvrij.
De follikel springt en de rijpe eicel komt buiten de
gonade terecht waar bevruchting en embryvonale ontwikkeling
plaats kunnen vinden.

Veel van het ontwikkelingsproces tot rijpe, bevrucht-
bare eicel is noyg onbekend. Het is dan ook niet vexrwon-
derlijk dat op velerlei wijzen geprobeerd wordt dit ont-
wikkelingsproces te beschrijven. Getracht wordt om <n
vitre in een kunstmatig milieu de ontwikkeling tot rijpe
eicel, bevruchting en eerste stadia van embryonale ont-
wikkeling te doen plaatsvinden. Is dit eenmaal mogelijk,
dan kan dit op veterinair gebied van grote betekenis

worden. Op snelle wijze is dan bijvocorbeeld door trans-—



plantatie van in vitro bevruchte eicellen van een goed
veerag in gast-moederdieren van een minder ras verbetering
van het veebegtand mogelijk. Op beperkte schaal vindt
reeds transplantatie van embryonen in een vroeyg ontwikke-
lingsstadium plaats bij runderen, waarbij de embrvonale
ontwikkeling in het ontvangende rund wordt voltooid.

Het ¢n vitro doen plaatsvinden van rijping, bewvruch-
ting en eerste stadia van embryonale ontwikkeling lukt,
ondanks vele pogingen, slecht bij menselijke eicellen.

Op korte termijn is er van deze techniek nog niet veel
te verwachten bij de bestrijding van menselijke onvrucht-
baarheid.

Een verstoring van de tijdsrelatie tussen de voi-
tociing van de eerste rijpingsdeling, het vrijkomen wvan de
eicel en de bevruchting, kan een gestoorde embryonale
ontwikkeling tot gevolg hebben (Fugc en Butcher 1966,
Rodman 1971). Een groot percentage van de spontane abor-
tussen bij de mens kan hierop teruggevoerd worden
(Guerrero en Lanctot 1970}.

Kennig van de wijze waarcp rijping van de elcel en
follikelsprong verlopen, van de wijze waarop deze proces-
sen geinduceerd worden en van de relaties tussen eirijping
en follikelsprong met andere processen die zich in de
vrouwelijke gonade afspelen, kan van groot belang zijn
bij de behandeling van onvruchtbaarheid en de preventie
van gestocorde embryonale ontwikkelingen.

Op de afdeling waar dig onderzoek verricht is, wordt
veel onderzoek gedaan met eicellen in pitre. De resultaten
van in vitro en in vive onderzoek kunnen elkaar aanvullen
en samen inzicht geven in de processen welke zich geduren-—
de de rijping van de eicel afspelen. Om deze reden werd
de eicel, de voltooiing van de eerste rijpingsdeling en de
follikel, waarin de eicel zich bevindt, nader bestudeerd.
Dit is gedaan door middel van literatuurstudie en door

middel van experimenteel werk. In de literatuurstudie



wordt de ontwikkelingsgeschiedenis wvan eicel en follikel
beschreven. In het experimentele werk is de meeste aan-
dacht gevestigd op de voltooiing van de eerste rijpings-—
deling en de relatie hiervan met andere processen die

zich gelijktijdig in de wvrouwelijke gonade afspelen.
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Hoofdstuk 2. De eicel. )

2.1. Beknept overzicht van de ontwikkeling wvan de eicel.

Een verzamelnaam voor alle typen mannelijke en
vrouwelijke geslachtscellen is Xiemcel. In het ontwikke-
lingsproces van de kiemcel zijn twee perioden te onder=-
scheiden: een embryonale periode, waarin de kiemcel ont-
staat en een periode tijdens de volwassenheid van het
dier, waarin de kiemcel zich ontwikkelt tot eicel of
zaadcel.

Het begin wvan de embryonale ontwikkeling van de kiem—
cellen verlocpt bij beide geslachten op dezelfde wijze.

De eerste herkenbare geslachtscellen, cerkiemcellen,
bevinden zich in de wand van de dooierzak. Vandaar vindt
migratie naar het gonadegebied plaats. Het aantal cer-
kiemcellen dat in de dooierzakwand ontstaat 1s gering
maar tijdens de migratie neemt het aantal door celdeling
sterk toe. Na aankomst wvan de cerkiemcellen in het
gonadegebied begint dit met de ontwikkeling tot gonade.

Na enkele dagen is reeds te zien of de gonade—aanleg een
ovarium of een testikel wordt. De oerkiemcellen, die zich
in een tocekomsti¢ ovarium bevinden, worden odgonia
genoemd; de oerkiemcellen in een toekomstige testikel
pre-spermatogonia. Door celdeling neemt het aantal obgonia
sterk toe. Na enige tijd, bij de rat ongeveer op de zeven-
tiende dag post conceptum, stoppen de odgoniale delingen,

nadat een begin gemaakt is met de volgende celdeling

De elektronenmicroscopische foto's die in dit hoofd-
stuk zijn opgenomen, zijn gemaakt van coupes van
ovaria van 22 dagen oude RxU ratten. De opnamen werden
gemaakt op de elektronenmicrosccoop van de afdeling

anatcomie.



Leeftijd embryo

in dagen post conceptum

ontwikkelingsstadium kiemcel

10 - 11

Migratie ocerkiemcel van wand docierzak

naar toekomstig gonadegebiled.

14

Onderscheid tussen toekemstig ovarium en
toekomstige testikel mogelijk,

overkiemcelien —p» obgonia.

17

einde oBgoniale delingen

17 -~ 24

Profase eerste rijpingsdeling,
odgonia ~————p-primaire obcyt.

Dag 21 dag van de geboorte.

Leeftijd rat

in dagen na de geboorte

Yanaf de tweede dag tot

de deoed van de rat

Rustende primaire odcyten

—}in dictyoteen
groeiende primaire ofcyten

Vanaf de 36°°% dag

Eerste ovulatie. Voltooiing eerste rijpings-

deling, afsnoering eerste poollichaampje,
primaire odcyt-——psecondaire obcyt,
follikelsprong. Secondaire odcyt komt in
de eileider, bevruchting en afsnoering

tweede poollichaampie.

Figuur 2Z-1, Overzicht van de ontwikkeling van de kiemcel bij de vrou-
welijke rat. Referenties: McAlpine 13955, Beaumont en Mandl 1962. Voor
een overzicht van andere scorten, zie Peters 1971 en Baker 1972a.



{2.2 en 2.9). Deze volgende celdeling is geheel anders
van aard dan de voorafgaande en wordt eerste rijpings-
deling genoemd.

In de kernen van de odgonia condenseren de chromo-
somen. Deze worden zichtbaar als dunne chromatinedraden,
die wvervclgens kort en dik worden. Er vindt paring van de
homologe chromosomen plaats waardoor uitwisseling van
genetisch materiaal tussen de homocloge chromosomen
mogelijk is. De rijpingsdeling wordt niet voortgezet en
de chromosomen worden diffuus. De kern van de kiemcel
krijgt weer het uiterlijk als tijdens een interfase,
de fase tussen twee celdelingen. De eerste stadia van de
profase van de eerste rijpingsdeling zijn voltcoid (2.3).
Bij de rat is dit het geval omstreeks de geboorte. Zodra
in een obgonium de verschijnselen van de eerste rijpings~
deling zichtbaar ziijn, spreekt men van een primaire
odcyt.

Cellen, die van het cvariumepitheel afkomstig zijn,
omgeven de odcyt met een al dan niet gesloten laag platte
cellen. Samen met de odcyt vormen ze een primordiale
follikel (2.4)., Direct na hun ontstaan zijn er reeds
primordiale follikels die met hun ontwikkeling beginnen
(2.5). Bij vrouwelijke zoogdieren vindt nieuwvorming van
kiemcellen na de embryonale periode niet meer plaats.

Bij haar is fcllikelontwikkeling mogelijk zolang er pri-
mordiale follikels ziijn. De voorraad primordiale follikels
is bij de mens congeveer rondom het vijftigste levensijaar
uitgeput (2.10).

De odcyt van de primordiale follikel, de rustende
obcyt, is ongeveer 12u in diameter (2.6). Deze diameter
neemt tijdens de follikelontwikkeling toe tot ongeveer
70u {groeifase van de odeyt, 2.7).

De zich ontwikkelende follikel wordt steeds groter
en vormt een centrale holte {(antrum). Bij de vclwassen

rat kan door endogene afgifte wvan een ovulatoire hoeveel-



heid gonadotrope hormonen de fellikel springen waardoor
de obdcyt vrijkomt (ovulatie). Dezelfde stimulus die de
follikelsprong induceert heeft de hervatting van de eerste
rijpingsdeling tot gevolyg. Er vindt opnieuw condensatie
van de chromosomen plaats. De nog gedeeltelijk aan elkaar
vastzittende homologe chromcscmen worden van elkaar
gescheiden. De helft van het zantal homologe chromosomen
blijft in de odcyt, de andere helft gaat naar het pool-
lichaampje, het delingsproduct van de eerste rijpings-
deling. Na afsnoering van het eerste pooliichaampje
ontstaat in het cytoplasma van de odcyt een kernspoel,
waarin de cvergebleven chromosomen zich in een metafase-
plaat rangschikken. Zonder interfase is de obcyt van de
telofase van de eerste rijpingsdeling overgegaan naar

de metafase van de tweede rijpingsdeling (2.8, 2.8.2).

In dit stadium vindt bij de meeste zoogdieren de follikel-
sprong plaats. De odecyt komt in de eileider en snoert,
indien bevruchting optreedt, het tweede pocllichaampje

af. De splitging van de twee chromatiden, die reeds aan-
wezlg was wordt zichtbaar., De chromatiden gaan uit elkaar,
per chromosconm blijft er &&n chromatide in de odcyt en
komt er &&n in het tweede poollichaampje terecht. De in
de obecyt achtergebleven chromatiden vormen een pronucleus.
Evenzo doet de kop van de binnengedrongen zaadcel. De

twee pronuclei gaan dicht tegen elkaar aanliggen, waarna
de membranen van de pronuclei verdwijnen. De bevruchting
is een feit (2.8.3).

2.2. Oerkiemcellen.

In de wand van de doclerzak van de muls bevinden zich
op de achtste dag (Chiguoine 1954) post conceptum cellen,
die in vergelijking met de hen omringende cellen groter

zlin en een grotere kern hebben. Het cytoplasma van deze

-1



cellen kleurt zwak of in 't geheel niet. Hun kern- en
celmembranen kleuren echter duidelijk (Brambell 1956).
Deze c¢ellen migreren naar het toekomstige gonadegebied,
dat gelegen is in de wand van een plooi tussen coeloom-
wand en de oernier. Deze cellen worden overkiemcellen
genoemd. Aangencmen wordt dat ze ontstaan in het ento-
derm, hoewel het mogelijk is dat zij, zoals het geval

is bij de kikker (Blacker 19266), ontstaan voordat er
scheiding heeft plaatsgevonden tussen meso- en entoderm,

Tijdens de migratie neemt het aantal ocerkiemcellen
deor mitose sterk toe. De opvatting dat er geen mitose
tijdens migratie plaatsvindt (Franchi et al 1962}, wcrdt
door een groot aantal waarnemingen tegengesproken
(Chiquoine 1954, Mintz 1959, Chretien 1866, Jost en
Prépin 1966, Witschi 1948, vocor cverzicht Hardisty 1967).
Mogelijkheden voor migratie van oerkiemcellen zouden
kunnen zijn {(Brambell 1956): a. passief transport wvia het
bloed (vogels), b. gerichte amoeboide bewegingen en c.
verschil in groeisnelheid van de verschillende weefsels
waardoor de dooierzak en het gonadegebied bij elkaar
komen te liggen. In een weefselkweek van ovaria van
muizenembryonen van 9 tot 15 dagen post conceptum toonden
Blandau et al (1963) met behulp van een vertraagd opge-
nomen film amoebolde bewegingen van de kiemcellen aan.
Odor en Blandau (1969b) toonden aan dat bij muizen de
amoeboide kenmerken van de kiemgellen van de twaalfde
tot de veertiende dag verdwijnen. De migratie bii zoou-
dieren wvinden waarschijnlijk plaats door amocebolde
bewegingen wvan de ocerkiemcellen, Een verschil in groei-
snelheid van de weefsels draagt er mogelijk eveneens toe
bij dat de oerkiemcellen in het tcekomstige gonadegebied
terecht komen (Merchant en Zamboni 1%72).

Er heeft verschil wvan mening bestaan over de route
die de kiemcellen afleggen naar het gonadegebied
(Chigueine 1954} deor verwarring met primitieve bloed-
en andere embryonale cellen (Boyd en Hamilton 1955}).



Witchi {1948) heeft 2zeer nauwkeurig de route, welke de
kiemcellen bij de mens afleggen, beschreven. De discussie
over corsprony van en route die de kiemcellen afleggen
werd gesloten toen bleek dat alkalisch fosfatase in de
ocerkiemcellen voorkwam. Dankzij de specifieke aantoonbaar-
heid van dit enzym kon de migratieroute, zcals deze door
Witschi (1948) beschreven was, worden bevestigd (mens:
McXay et al 1953, muis: Chiquoine 1954, Mintz en Russell
1955, 1957, rat: McAlpine 19535). De oerkiemcellen zijn
bij de muis op de achiste dag pest conceptum, viak voor
de aanvang van de migratie, aantoonbaar in de wand van
de dooierzak. Zij gaan via de laterale en caudale gedeel-
ten van de open middendarm, de steel van de allantocis en
de splanchnopleura van de einddarm naar het gonadegebied.
De migratie is bij de muis op de 12de dag

voltooid, Bij de muis zijn er op de achtste dag 100-150
oerkiemcellen aenwezig. Op de negende dayg 400-500 en op
de twaalfde dag zijn er ongeveer 5000 {Chigqucine 1954,
Mintz en Russell 1957). Het kleinste aantal kiemcellen,
dat op de achtste dag geteld is, bedraagt acht. Hieruit
zou afgeleid kunnen worden dat de kiemcellen uit &&n of
enkele cellen ontstaan (Mintz 1960). Bij de rat valt de
migratieperiode omstreeks de 10de en de llde day post
coneeptum (McAlpine 1955), Na de aankomst van de osr-—
kiemcellen in de gonade-aanleg vangt de ontwikkeling

tot gonade aan. Zodra onderscheid tussen toekomstig
ovarium en toekomstige testis mogelijk is, worden de
oerkiemcellen odOgonia respectievelijk pre-spermatogonia
genocemd (Mintz 1959). De oerkiemcellen verliezen hun
amoeboide karakter en hun cytoplasma wordt steeds com-
plexer {(Odor en Blandau 19%69b). Het differentiatieproces
van amoeboide cerkiemcel tot in de gonade gefixeerd
odgonium kan bij de rat goed bestudeerd worden omdat de
mitogen van de kiemcellen meer synchroon verliopen dan

bij andere diersoorten. Met getritieerd thymidine is



aan te tonen dat in rattekiemcellen vier golven van DNA-
synthese zijn. Drie daarvan horen bij mitotische delingen,
de vierde hoort bij de pre-prcofase van de eerste rijpings-
deling (Maulé&on 1967, 1969).

Cégonia en de primaire cdcyten die daaruit ontstaan
liggen in groepijes, zogenaamde einesten, bij elkaar
(Peters 1971). De kiemcellen van een einest hebben onder-
ling wverbindingen (Franchi en Mandl 1962, Weakley 19¢6,
Odor en Blandau 196%). De celdelingen zijn niet volledig;
er bliift tussen de dochtercellen een protoplasmaverbin-
ding bestaan. Een einest is aldus een socort syncitium
en dit verklaart wellicht de synchrone ontwikkeling
per einest. De protoplasmaverbindingen worden verbroken
als follikeicellen de einesten binnengroeien. In de manne-
liike gonade blijven syncitia cedurende de gehele fertiele
levensfase bhestaan. Spermatiden komen voor in groepjes
van acht of zestien cellen. Ieder groepje vormt door
intercellulaire verbindingen een syncitium (Fawcett et
al 1959).

2.3, De profase van de eerste rijpingsdeling,

Tussen twee mitotische celdelingen bevindt de cel
zich in de interfase. De cel bevat diffuus chromatine dat
verspreid ligt in de kern. Gedurende de interfase isg het
genoom afleeébaar waardoor synthese van RNA en eiwitten
mogelijk is. Bij zoogdieren zijn de meeste scmatische cellen
diploid. De hoeveelheid DNA die de kern in deze fase hevat
wordt aangeduid met 2c. In de S~fase van de interfase
wordt de hoeveelheid DNA verdubbeld tot 4c. Vervolgens
doorloopt de cel de zogenaamde G2-fase waarna celdeling
plaatsvindt. Het kernmembraan verdwiint, de chromosomen
rangschikken zich in een metafaseplaat, waarna scheiding
in chromatiden zichtbaar wordt. Deze chromatiden vormen

de chromosomen van de dochtercellen. Na de celdeling bevat

10



Embryonale~ postnatcle pericde

km km
- ~ .

e eh ch

leptoteen zygoteen pachyteen diploteen

17,5-18,5 dagen pc 19,5-20,5 dagen pc 20,5-22 dagen pc 1-2 dagen na geboorte
(dag 21 dag van
geboorte}

De rustende en de groeiende odcyt bevinden zich in het dictyoteen stadium. Tijdens het
dictyoteen stadium is de struktuur van de chromosemen niet zichtbaar te maken (rat, muis,
hamster) .

De volfooiing van de eerste rijpingsdeling vindt in het volwassen dier plaats, enige uren
voor de follikelsprong.

W

mip

—km

diakinesis metafase-|

anafose

o ’b‘,

i
metafase -1 P

telofase

figuur 2-2, Schemeo ven de eerste rijpingsdeling.
ce ® cenirosoom, ch = chromosoom, geen cen = geen centriool, km = kern membraan,
ksp = kernspoel, mb =midbody, mfp = metafase plaat, o = olemma, pl = pooi-
lichaampie, tpl = toekomstig poollichaampje, tr = trekdraad.
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iedere dochtercel weer een hoeveelheid 2¢ DNA., Na een
aantal mitotische delingen komt het odgonium in de profase
van de eerste rijpingsdeling (meiose). De verdubbeling
van de hoeveelheid DNA vindt zcals bij de mitose, gedurende
de S-fase plaats. De profase van de eerste rijpingsdeling
verschilt met die wvan een gewone celdeling: a. er vindt
paring van de homeologe verdubbelde chromosomen plaats en
b. bij de vrouwelijke kiemcel wordt de profase niet direct
gevolgd docr een celdeling maar duurt de profase waarin
de kiemcel bepaalde interfase-eigenschappen blijft ver-
tonen wvoort. Het odgonium dat met de profase van de eerste
rijpingsdeling begint is per definitie een primaire odcyt.
In de profase worden vijf stadia onderscheiden:
leptoteen, zyvgoteen, pachyteen, diploteen en diakinese
{(figuur 2-2}., In het leptoteen condenseren de chromosomen;
in het zygoteen en het pachyteen paren de homologe chromo-
somen. De chromosomen gaan over hun gehele lengte tegen
elkaar liggen. In het pachvteen verkorten de gepaarde
chromosomen zich. Tijdens deze paring is uitwisseling
van genetisch materiaal tussen de homeloge chromosomen
mogelijk, De chromatiden van de homologe chromoscomen
breken op een aantal plaatsen, waarna tussen de homologe
chromosomen stukken van de chromatiden verwisseld kunnen
worden (Rhoades 1961). In het diploteen-stadium zijn de
chromosomen gescheiden. Op de breukplaatsen wvan de chro-
matiden blijven de chromosomen echter aan elkaar vast-
zitten (chiasmata, figuur 2-3). De eerste drie stadia
worden bij de rat embryonaal en postnataal doorlopen (zie
figuur 2-2); de "interfase"-odcyt bevindt zich in het diplo-
teen~stadium. De odcyt doorloopt het diakinese-gtadium
nadat een aanvang is gemaakt met de hervatting van de eerste
rijpingsdeling, enige uren voor de follikelsprong.
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Twee gepoarde homologe chromosomen

Gepaarde chromosomen met ieder een
breukplaats op é¢n der chromatiden

Op de breukplaatsen heeft vitwisseling

van een stuk chromatide plaats gevonden.
De chromosomen blijven op de breukplaatsen
aan elkaar vastzitten, dit resulteert in een
chiasma.

Het resultaat van de eerste rijpingsdeling:
twee chromosomen met ieder een nieuw stuk
chromatide .

figuur 2-3. Schema van paring en crossing over van twee homologe chromosomen.

{(Volgens Rhoades 1961)

De chromosomen van de eicel hebben in het diploteen-
stadium bij rat, muis en hamster een zeer diffuse struktuur,
welke met de gebruikelijke methoden van elektronenmicros-
copisch onderzoek niet waargencmen Xunnen worden {(Franchi
en Mandl 1962, Baker 1972). Bij andere soorten {(o.a. de
mens) blijken de chromoscomen in het diploteen-stadium
een "lampbrush" {tuitenrager) struktuur te hebben: de
chromosomen bestaan uit een kern met lussen. Aan deze lus-
sen wordt RNA gesynthetiseerd (Davidson 1968). Aldus werd
verondersteld dat cok rat, muis en hamster "lampbrush"-

chromosomen moesten hebben. Dat 8it waarschijnlijk het
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geval is bleek uit de "sguash"-preparaten van de kernen
van mulze-obcyten waarin "lampbrush"-chromogomen te
zlen zijn (Miller en Bakken 1972). Het is gebruikelijk om
de diffuse kernstruktuur bij rat, muis en hamster aan te
duiden met dictyoteen. Bij andere soorten blijft men wvan
diploteen spreken (Baker 1972).

Bij de meeste zoogdieren wordt de profase van de
esrste rijpingsdeling in de smbryonale-postnatale periocde
docrlopen. Sinds de beschrijving van de verschillende stadia
van de profase van de rijpingsdeling in Ascaris door van
Beneden en Julin (1880) zijn deze stadia bij alle rijpings-
delingen zowel wvan plant als van dier waargenomen. De zeer
karakteristieke condensatiepatronen van het chromatine
tijdens de profase van de rijpingsdeling hebben in de dis-
cussie over wel of niet nieuwvorming van odcyten in het
ovariumepitheel (kiemepitheel) een belangrijke rol gespeeld.
Cowperthwaite {(1925) bijvocorbeeld stelde dat op grond van
het feit dat bij muizen de typische profase-verschijnselen
alleen in de embryonale-postnatale periode waarneembaar
zijn, nieuwvorming van obcyten na deze periode niet waar-
schijnlijk is. Een ander verschijnsel heeft er echter toe
bijgedragen dat het toch niet eenvoudig was om hierover
tot cvereenstemming te komen; het overgrote deel van de
kiemcellen verdwijnt dcoor atresie tiidens het profase-
stadium (figuur 2-15}. Deze atresie is zo massaal dat veron=-
dersteld werd dat alle directe nakomelingen van de ocerkiem-
cellen verdwiijnen en dat nieuwvorming van odcyten vanuit
het cvariumepitheel gedurende de rest van het leven plaats-
vindt. Deze veronderstelling werd versterkt door {naar later
bleek onnauwkeurige) tellingen wvan het aantal odcyten in
het ovarium (Allen 1923, Swezy 1929, Evans en Swezy 1931).
Uit deze tellingen werd geconcludeerd dat het aantal cdcyten
in het ovarium afhankelijk is van de dag van de ovariéle
cyclus. Nauwkeurige tellingen leerden echter dat het aantal
odcyten gedurende het leven gestaag afneemt en dat van varia-~

tie in het aantal gedurende de cyclus absoluut geen sprake
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is (Zuckerman 1951). De discussie over al of niet nieuw-
vorming van odcyten na de embrycnale-postnatale pericde
heeft voortgeduurd tot in de zestiger Jaren.

Kiemcellen zijn alleen in de embryonale periode met
getritieerd thymidine te merken. Buiten deze periode wordt
geen thymidine ingebouwd. De kiemcellen die gedurende de
embryonale periode gemerkt zijn blijven gedurende de rest
van het leven van het dier radio-actief {Borum 1%66,
Peters 1969}. Uit deze gegevens kan geconcludeerd worden
dat er bij vrouwelijke zoogdieren geen nieuwvorming van
obcyten na de embryonale periode plaatsvindt en dat de
cocyten die in de embryonale periode gevormd zijan dezelfde

zijn als die in het volwassen dier worden aangetroffen.

2.4, Primordiale follikels.

Na aankomst van de cerkiemcellen in de gonade-aanleg
begint deze met de ontwikkeling. Het peritoneale epitheel
verdikt zich en is duidelijk te onderscheiden wvan het
ercnder liggende mesenchym., De oerkiemcellen worden tussen
de epitheelcellen ingebed (Brambell 1956). Zij woxrden
obgonia genoemd zodra de primitieve gonade een ovarium
wordt. Het aantal obgonia neemt door celdeling sterk toe.
Deze celdelingen zijn echter niet volledig. Er blijven
protoplasmaverbindingen tussen de dochtercellen bestaan.
De obgonia blijven hierdoor in groepjes, einesten, bij
elkaar liggen. Zen einest ontstaat wellicht uit een enkele
oerkiemcel (Peters 1971). De einegten vormen een band in

de periferie van de gonaden. %ij worden losjes omgeven
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figuur 2-4. Fragment van een ovarium van een 22 dagen oude RxU rat.

16

Primordiale follikel (pf) met rustende obcyvt (ro). De
kern van deze oBcyt bevat een nucleclus (n). Links van
de primordiale follikel bevindt zich een follikel die
met de ontwikkeling begonnen is. De obeyt (o) wordt om-
geven door cublsche (ef) en platte follikelecellen (plf).
(glutaaraldehyde en osmiumtetraoxidefixatie, eponinbed-~
ding, dikte van de coupe 0,75 U, methyleenblauwkleuring,

fasecontrastfoto met 100x objectlef)



door epitheliale cellen. Dunne uitlopers van deze epi-
theliale cellen groeien de intercellulaire ruimten van
de einesten binnen waardcoor de kiemcellen en de hen
cmringende somatische cellen in onregelmatige strengen
worden gerangschikt. De epitheliale cellen welke de
odgonia omgeven worden follikelcellen gencemd. In deze
fase van de ontwikkeling beginnen de obgonia met de
profase van de eerste rijpingsdeling. De kiemcellen, in
deze fase nu primaire odcyten genoemd, worden omgeven
door een laag platte follikelcellen. De primaire olcyt
vormt samen met de platte laag follikelcellen de primor-
diale follikel (figuur 2-4).

2.5, Follikelontwikkeling en follikelatresie.

Na hun ontstaan vormen de primordiale follikels een
rustende voorraad van waaruit voortdurend een aantal met
de ontwikkeling kegint. Een primordiale follikel is bij
de rat ongeveer 15 tot 20p in dlameter. Een volgroeide
follikel kan bij de rat een grootte van 800y of meer
bereiken. De drootte van de volgrceide follikel is bij
zoogdieren evenredig met het lichaamsgewicht wvan de dier-
soort (Brambell 1956).

Een toename in volume van de platte follikelcellen
behoort tot de eerste kenmerken van follikelontwikkeling.
De follikelcellen worden eerst rond, dan kubisch en ver-
volgens cylindrisch. De cylindrische cellen delen zich.
Andere kenmerken van follikelontwikkeling zijn de toename
in grootte van de odceyt en de afzetting van zona pellu-
cida materiaal (2.7.1) tussen odcyt en follikelcellen.
Als de follikelcellen eenmaal rond of kubisch zijn
spreekt men van granulosacellen. Door deling neemt het
aantal granulosacellen sterk toe. Een follikel met vier

lagen granuleosacellen bevat een vrijwel volgroeide obcyt.
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figuur 2-3. Schema van follikelontwikkeling .
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In de intercellulaire ruimten van follikels die een
of twee celladgen granulosa-cellen bezitten wverschiinen
membraan-bedrensde vloeistofholten, vacuolen. Deze
worden lichaampjes van Call en Exner gencemd (Zamboni
1972). Bij follikels die door vier cf meer lagen granu-
losacellen omgeven worden kan vervloeiing van deze
vacuolen optreden., Dit is het begin wvan heolte- of
antrumvorming. De verdere groeil van de follikel wordt
voor een belangrijk deel veroorzaakt door toename in
grootte van het antrum. Door het groter worden wvan het
antrum verliest de odcyt haar centrale positie en komt
in sen verdikking van de membrane granulosa, de zoge-
naamde cumulus odphorus, te liggen. In figuur 2-5 is
een schematisch coverzicht gegeven van follikelontwikke-
ling.

Rondom de membrana granulesa worden nog twee cellagen
gevormd, de theca externa en de theca interna. De theca
externa bestaat aanvankelijk voornameliijk uit bindweefsel,
later komen daar ook spiler- en zenuwcellen bij. De theca
interna bestaat veocornamelijk uit afgeronde cellen, die
alle kenmerken van sterofidhormoon producerende cellen
hebben. Tussen theca interna en membrana granulosa ligt
een basaal membraan.

De voorraad primordiale follikels wordt kleiner
naarmate het individu cuder wordt (Jones en Xrohn 19%6la).
Dit kan door degeneratie (atresie) of door follikelont=-
wikkeling veroorzaakt worden. In de eerste weken na de
geboorte deygenereren bij de muis veel primcordiale folli-
kels. In het geslachtsrijpe dier is atresie van primor-
diale follikels echter een zeldzaam verschijnsel, de
voorraad primeordiale follikels wordt dan alleen door
follikelontwikkeling kleiner (Pederson 19%72).

Waardoor begint een primordiale follikel met follikel-
ontwikkeling? Hypofysectomie heeft een vermindering van
het aantal follikels dat met de ontwikkeling begint tot
gevolg (Jones en Krohn 1961b). Uit tellingen die door



Pederson (1972) gedaan zijn is gebleken dat het aantal
follikels dat met de ontwikkeling begint afhankelijk is
van de dag van de ovarigle cyclus of van het al dan niet
zwanger zijn. Ult deze waarnemingen kan geconcludeerd
worden dat voor de aanvang van de ontwikkeling van een
klein aantal follikels hypofysaire hormonen niet vereist
zijn., Voor de ontwikkeling van een normaal aantal, zoals
tijdens de cyclus, zijn hypofysaire {gonadotrope) hormonen
wel noodzakelijk.

De voorraad primordiale follikels wordt naarmate de
leeftijd vordert steeds kleiner. Het blijkt dat het aantal
follikels dat met de ontwikkeling begint afhankelijk is
van de grootte van de voorraad primeordiale follikels
(Krarup et al 1271). Peters et al (1973) zijn van mening
dat groeiende of atretische follikels een stof afscheiden
die een remmende invloed heeft op het begin van de folli=-
kelontwikkeling. Het aantal follikels dat met de ontwik-
keling begint is waarschijnlijk o.a. afhankelijk wan
hypofysaire hormonen. Daarnaast zijn er nog een aantal
andere binnen het ovarium gelegen factoren,

Na de aanvang met de ontwikkeling tot het antrale
stadium, verloopt follikelontwikkeling mecgelijk onaf-~
hankelijk wvan gonadotrope hormonen {Peters et al 1973).
Voor de vorming van een antrum en voor de verdere cont-
wikkeling tot sprongrijpe folliikel en voor de follikel-
sprong zelf zijn gonadotrope hormonen wel noodzakelijk
{Schwartz en McCormack 1972}).

Voor inductie van de feollikelsprong is een korte
maar sterke gonadotrope stimulatie vereist. Een ovula-
toire gonadotrope stimulus induceert behalve de follikel-
sprong ean groot aantal veranderingen in de pre-ovulatoire
follikel waaronder a. de odcyt hervac en voltoolt de
aerste rijpindgsdeling k. de doorbloeding van de theca
interna neemt sterk tce z. bloedvaten groeien vanuit de
theca interna de membrana granulosa binnen @, de afgeronde

cellen van de theca interna en de granulosa cellen diffe-
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rentiéren zich tot luteinecellen.

Er wordt verondersteld dat atresie van een follikel-
cel of atresie van de odcyt de atresie van de gehele fol-
likel tengevclge heeft. De follikel zou veer zijn in-
standhouding van zowel de oocyt als de somatische folli-
kelcellen afhankelijk zidn (Baker 1972). In de literatuur
wordt een enkele keer melding gemaaskt van follikelont-
wikkeling van follikels zonder obcyt (Ohno 1967, Baker
1970} . Dit zou inhouden dat voor de instandhouding van
een follikel een oOcyt niet noodzakeliijk is.

Benirschke en Sullivan (1966) onderzochten de ovaria
van 47 muildieren. %ij konden geen enkele odcyt ontdekken.
Wel troffen zij soms een corpus luteum aan. Op grond
hiervan concludeerde Ohno (1967) dat foilikelontwikkeling
mogelijk is zonder de aanwezigheid van een odcyt. De
chromosomen van paard en ezel zijn niet complementair
(Hsu en Renirschke 196%). Het niet complementair ziijn
heeft tot gevolg dat de chromosomen in de profase van de
esrste rijpingsdeling niet kunnen paren. De odcyt wordt
hierdoor atretisch (Ohno 1967).

Taylor en Shcort (1973) bestudeerden de embryologie
van muilezel- en muildierovaria. Het bleek dat de meeste
odcyten inderdaad atretisch werden. Op onverklaarbare
wijze bleek echter toch een enkele odcyt door de profase
te komen en aanleiding te geven tot vorming van een pri-
mordiale follikel. In een ovarium van een drieénnegentig
dagen oud muildier vonden Taylor en Short een zich ont-
wikkelende follikel met een obeyt. Zij concludeerden dat
enkele obcyten, die door de profase van de eerste rijpings-
deling heengekomen waren aanleiding zouden kunnen geven
tot follikelontwikkeling en corpug luteum vorming. Zij
achtten het onwaarschijnlijk dat follikelontwikkeling
zonder odcyt mogelijk is.

Green en Zuckerman (1951} en Mandl en Zuckerman

(1952) vergeleken de toename in grootte van de odcyt met
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die van de follikel. Het bleek dat wverhoudingsgewijs

in het begin van de follikelontwikkeling de cdcyt meer
in grootte toenam dan de follikel. De aanwezicheid wvan
volgroeside obeyten in overigens niet of nauwelijks
ontwikkelde follikels van muizen die met antigonadotro=-
pineserum behandeld waren (Eshkeol et al 1970) an de aan-
wezligheid van volgroeide odcyten in gonadotropinevrije
cultures van ovariumstukjes (Neal en Baker 1%73) en de
waarnemingen van Green, Mandl en Zuckerman, deed Baker
(1270, 1972 a, b) concluderen dat de odcyt de fellikel-
ontwikkeling bepaalt (zie ock Young 1961},

De eerste veranderingen die kenmerkend zijn voor het
begin van follikelontwikkeling zijn met de elektronen-
microscoop waargenomen in de follikelcellen. Pas als de
follikelontwikkeling duidelijk begonnen is verandert het
cytoplasma van de cdcyt (Weakley 1967, Zamboni 1972).
Deze elektronenmicroscopische waarnemingen geven aan-
leiding tot de veronderstelling dat de follikelcellen de
ontwikkeling van de primordiale follikel bepalen.

De vraag of follikelontwikkeling bi3 de odcyt of
bij de follikelcellen begint is nog niet te beantwoorden.
Cck is op de vraayg waardcor een folliikel met de ontwik-—
keling begint nog geen antwoord te geven. Voor de beant-
woording van deze vragen is een zo volledig megelijke
beschrijving van het begin van fcllikelontwikkeling een

garste vereiste.

2.6. De rustende obcyt.

In de klassieke histologie werd een niet-~delende
cel een rustende cel genocemd. Evenzo werd met een rusten—
de odcyt een niet-delende odcyt bedoeld. Een odcyt in
een primordiale follikel, een groeiende odcyt en een
volgroeide odcyt in een antrale follikel werden aldus

rustende obcyten genocemd (Raven 1961). Het elektronen-
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figuur 2-6. Rustende odcyt. De odecyt bevat een kern (k) met

nucleolus (n). In het ofplasma (op) zijn verspreid
liggende mitochondrién (mt) en een groot Golgl-complex
(ge) te zien.

Links in de foto is esn gedeelte van een groelende
follikel zichtbaar met theca externa (te), theca interna

(ti}), baszalmembrazn {(bw) en granulosacellen (g).
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microscopisch beeld van de odcyt in een primordiale
follikel vertoont een weinig actieve indruk. Ook op
metabool gebied is de odcyt van een primordiale follikel
weinlg actief. Een groeiende oGoyt is daarentegen op
metabool gebied zeer actief; het begrip rustend is niet
van toepassing. Om deze reden wordt tegenwoordig met een
rustende cteyt alleen de obcyt in een primordiale follikel
aangeduid,

De rustende odeyt synthetiseert RNA doch in aanzien-
lijk mindere mate dan de groeiende odcyt. De rustende
odoyt synthetiseert ongeveer evenveel RNA als de haar
omringende cellen en mogelijk juist voldoende om de
toegtand waarin deze odeyt zich bevindt te onderhouden
{Oakberg 1967).

De rustende odcyt heeft sen diameter van ongeveer
12 tot 15u. (Mandl en Zuckerman 1952, eigen waarnemingen).
De kern is ongeveer 104 in doorsnede. De kern bevat een
of twee kleine nuclecli. In lichtmicroscopische preparaten
blijkt het chromatine erg korreliyg (dictyoteen struktuur},
waardoor de nucleoli vaak niet te zien zijn. Het cytoplas-
ma van de primoxrdiale obcoyt is, op esn concentratie van
celorganellen rondom het kernmembraan na, betrekkelijk
leeg. Genoemde concentratie celorganellen wordt cytocen=-
trum (E. Anderson 1972) of Balbkiani's vitelline lichaampje
(Raven 1961) gencemd. Het cytocentrum is opgebouwd uit
een groot en duidelijk Golgicomplex, mitochondrién,
endoplasmatisch reticulum dat grotendeels glad is en veel
vrije ribosomen (figuur 2-2). De mitochondrién van de
migrerende coerkiemcellen en de zich delende odgonia zijn
langwerpig en bevatten veel cristae. De rustende odcyt
heeft ronde tot ovale mitochondrién waarin weinig cristae
te zien zijn. De aanwezige cristae liggen vaak tegen de
buitenwand van het mitochondrion, zodat dit meerwandig
lijkt. In de cristae bevinden zich dikwijls vacuolen,

een crista kan zo sterk gezwollen zijn dat het mitochon-
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drion een meerwandige vacuole lijkt {(Wischnitzer 1967}.
De mitochondrién liggen in groepjes (Odor 1960, Weakley
1966, 1967). Verder worden in het cytoplasma van de
rustende obcyt de aanwezigheid van enige corticale granula
en multivesiculaire complexen beschreven (Sotelo en
Porter 1959, Odor 1960, Weakley 1966, Szollosi 1972, zie
paragraaf 2.7.2). Dit zijn organellen die in groeiende
en pre-ovulatoire obcyten in grote hoeveelheden voorkomen.
(In figuur 2-6 iz een rustende odcyt afgebeeld.)

Een moeilijkheid bij het verkrijgen wan inzicht in
de anatomie van de rustende odcyt is de verwarring op
het gebied van de systematiek van follikels met &é&n
cellaag. Bij de bestudering van de literatuur moet
steeds gelet worden op de gehanteerde terminolegie.
Indien de auteurs hun definities niet omschrijven, dan
kunhen de door hen berichte gegevens slechts met de

grootste voorzichtigheid gehanteerd worden.

2.7. De groeiende odcyt.

Al vroeg in de follikelontwikkeling neemt de odeyt
in grootte toe., Deze toename wordt voortgezet totdat de
diameter van de odcyt ongeveer 70u bedraagt (bij de rat).
De obcyt bevindt zich dan in een follikel met 4 lagen
granulosacellen. De follikel ondergaat het grootste deel
van 2zijn ontwikkeling als de obeyt volgroeid is (Mandl
en Zuckerman 1952). De minimale duur van de groeifase
van de obcyt wordt bij de rat op zeven dagen geschat
(Vincent en Dornfield 1948).

De groeifase van de obcyt wordt ingeleid door het
ontstaan van ruimten tussen de follikelcellen en het
buitenmembraan van de odcyt (odlemma of vitellinemem-—
braan) (Weakley 1967). In deze intercellulaire ruimten
worden brckjes secreet afyezet., Deze brokjes vormen

tezamen een gelatineus membraan, de zone pellucida, dat
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de obcyt omgeeft (2.7.1). Een volgrceide obeyt heeft ecen
zona peilucida van cngeveey 13y dikte. Op de plaatsen
waar intercellulaire ruimten gevormd zijn ontstaan op

het odlemma microvilli (figuur 2-7).

S RE

figuur 2-7. Detall van een oScyt met follikelcel. Oflemma (01l) met
microvilli (mv). De microvilli bevinden zich in een inter-
cellulaire ruimte (ic) tussen follikelcel en odeyt. In het
ofplasma (op) ziin mitochondrign (mt), multivesicular
bodies (mvb) en ruw endoplasmatisch reticulum (rer) zicht-
baar. Van de follikelcel is een stukje van het cytoplasma

te zien (cf).
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De microvilli vergroten het buitenoppervlak wvan de obeyt
aanzienlijk, waardoor de mogelijkheden voor uwitwisseling
van voedingsstoffen en stofwisselingsprodukten vergroot
worden {(2.7.2 en 2.8j.

Bij kleine knaagdieren (rat, muis, hamster} zijn de
chromosomen gedurende het dictvoteen-stadium met klassieke
elektronenmicroscopische technieken niet waarneembaar
te maken. Verondersteld wordt dat de chromoscomen van de
groeiende olcyt in het "lampbrush"-stadium zijn, zoals
het geval is bij sommige andere dierscorten amfibieén:
rhesusaap en ock de mens (Baker 1970). Mogeliik hebben
de chromosomen van zoogdierodeyten gedurende het hele
diploteen— en dictyoteen-stadium de "lampbrush"-struktuur.
Tsuda (1965) nam bij muize-cécyten die in het diploteen-—
stadium kwamen deze strukturen waar.

Bij amfibieén kan men aan de chromosomen van
groeiende obcyten zeer kenmerkende lus- en bolvormige
lichaampjes zien. Deze lichaampjes liggen tegen de lussen
van de "lampbrush"-chremosomen. Ze bestaan voornamelijk
uit RNA en eiwitten en worden in het cytoplasma van de
obcyt opgeslagen. Ze spelen in de vroege embryogenese
een belangrijke organiserende rol (Davidson 1968). In het
cytoplasma van muisg, rat en hamster vindt opslag van soort~
gelijk materiaal plaats in de zogenaamde nonmenbraneuzée
cytoplasmatische lamellen (2.7.3). De synthese wvan dit
materiaal geschiedt bij muizen wellicht op ongeveer
dezelfde wijze alg bij amfibiedn {Chouinard 1273). In de
kern van de groelende muize-cdceyt werden door Choulnard
(1273) lichaampjes {extra nuclear bodies] waargenomen,
die ongeveer dezelfde struktuur hadden als de RNA-partikels
die aan de lussgen van de "lampbrush"-chromosomen van de
groeiende odcyt van amfibieén gesynthetiseerd worden.

Een probleem is dat bij de muis de associatie tussen deze
lichaampies en de "lampbrush"-chromosomen niet zichtbaar
te maken is.
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In de groeifase van de odcyt wordt de nucleoclus
duidelijk zichtbaar. De maximale grootte van de nugleoclus
is ongeveer 10u (rat). Onder de lichtmicroscoop bliijkt
de nucleolus eerst massief, later vormen zich kleine
vacuolen. Deze wvacuclen vervlceien aan het einde wvan de
groelfase en wvormen dan een grote centrale holte, De
wand van de volgroeide nucleclus bevat meestal rog enkele
kleine wvacuolen. De ontwikkeling wvan de nucleclus is in
figuur 2-8 weergegeven. Tijdens de groeifase van de odeyt
wordt er veel RNA in de nucleolus gesynthetiseerd. Dit
RNA wordt via het nucleoplasma aan het cytoplasma afge-
geven (Oakberg 1967, 1968, Baker et al 1969). In de
pericde waarin de nucleolus massief is en kleine vacuolen
bevat, bevindt zich in de nucleclus veel RNA, De vol-
groeide nucleolus zou geen RNA doch DNA bevatten (Austin
1961, Heck en Maulé&con 1969).

vacuolen

schil van de nucleolus

nucleolus

nucleoli
rustende uc feol . vacuole
cocyt groeiende odcyt

nucieclus
volgroeide cocyt

figuur 2-8 . Ontwikkeling van de nucleolus van de gécyt van de rat.

Na aanvang van de groeifase verhuizen de cytoplasma-
tische organellen van hun paranucleaire positie naar de
periferie van de odcyt. Het massale Golgicomplex (figuur
2-9) fragmenteert en verspreidt zich in het cytoplasma
met een concentratie in de buurt van het oSlemma. Het
Golgicomplex is betrokken bij de produktie van corticale
granula en lysosomen. Corticale granula zijn granula die
tegen en in de buurt van het odlemma liggen. Ze vormen een

korrelige zone in de periferie van de odcyt. Lysosomen
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figuur 2-9. Detail van een rustende ofcyt. In het odplasma bevindt zich

het cytocentrum dat uit een groot Golgi-complex {ge) en
een multivesicular body (mvb) bestaat. In de kern (k) van
de obdecyt is een gedeelte van de nucleclus zichtbaar (n).
De obecyt wordt omgeven door een follikelwand die op som-

mige plaatsen niet veel dikker is dan twee celwanden (w).
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zijn betrokken bij het afbreken van door de odeyt opge-
nomen eiwitten (2,7.2). Zowel corticale granula als ly-
sosomen zijn membraanbegrensde strukturen. De corticale
granula bevatten een 2uur mucopolysaccharide en snkele

enzymen.

Bij de bevruchting fuseren de membranen van de cor-
ticale granula met het odlemma en de inkoud van de corti-
cale granula komt in de perivitelline ruimte, de ruimte
tussen zona pellucida en het odlemma. De inhoud wvan de
corticale granula verandert de eigenschappen van de zona
pellucida, het odlemmz an de perivitelline ruimte zodanig,
dat een tweade zaadcel het odplasma moeilijk kan binnen-
dringen {2.8.3).

De groeiende odeyt heeft alle kenmerken van een
aktieve eiwitsynthetiserende cel (Baker 1970). Zowel
glad als ruw endoplasmatisch reticulum en vrije ribo-~
gomen komen veelwvuldig voor. Het aantal mitochondrién
neemt in de groeifase sterk toe en ze behouden dezelfde
struktuur als in de rustende odcyt. De mogelijke betekenis
van deze struktuur wordt besproken in 2.8.1. In het
cytoplagma van de groeiende odeyt van muis, rat en hamster
verschijnen lamellen. Deze lamellen zijn non-membraneuze
strukturen, welke ult RNA en eiwitten bestaan (Burkholder
et al 1971). Ze vormen mogelijk een opslag van informatie-
materiaal, dat in de vrcege embryogenese gebruikt wordt
(2.7.3).

2.7.1, %Zona pellucida.

In een follikel met &&n laag granulosacellen kunnen
in de intercellulaire ruimten tussen de wanden van de
oBcyt en follikelcellen brokjes van min of meer amorf
materiaal worden waargenomen. Deze brokjes worden groter
en talrijker naarmate de ontwikkeling van de follikel
vordert. Zij vormen rondom de odcyt een gelatineus mem-
braan, de zogenaamde zona pellucida. Zona pellucidamateriaal
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is waargenomen in follikels die verder geen tekenen van
follikelontwikkeling wertonen (Chiguoine 1960, Weakley
1966), Naarmate de groel van de otcyt vordert neemt de
dikte wan de zona pellucida toe {Odor en Blandau 1969a).
De ontwikkeling van de zona pellucida is aan het einde
van de groeifase van de odcyt woltooid.

In de zona pellucida ziin uitlopers wan follikel-
cellen waarneembaar. Deze uitlopers eindigen op het cdlem-
ma of op de microvilli wvan de odcyt. Vanaf het begin wvan
de groeifase van de odcyt tot de hervatting van de rijpings-
deling bevinden zich op het ocdlemma microvilli, Deze wvormen
een borstelzone in de zona pellucida. De uitlopers van
de follikelcellen en de microvilli van de obcyt trekken
zich teruy gedurende de periode waarin de eerste rijpings-
deling voltooid wordt, enige uren voordat de follikel-
sprong plaats heeft (Qdor 1%60). Het directe kontakt
tussen de celwanden van obcyt en follikelcellen wordt dan
verbroken. Het oflemma geraakt los en de odecyt kan zich
min of meer vrij binnen de omhulling wvan de zona pellucida
bewegen.

Er is vercndersteld dat de uitlopers van de follikel-
cellen een belangrijke rol spelen bilj het transport wvan
bouw~ en voedingsstoffen van de follikelcellen naar de
odeyt, Met de elektronenmicroscoop zijn in deze uitlopers
echter geen celorganellen en slechts weinig lipide druppels
of granula aangetroffen {(Norrevang 1268). In het cytoplas-
ma van de odcyt van de Rhesusaap bevinden zich aan uit-
lopers van follikelcellen bolvormige strukturen die door
het cytoplasma worden opgenomen (Hope 1965, Baker 1970,
Zamboni 1974}. In het algemeen is men echter wan mening
dat de follikelcellen op deze wijze slechts een geringe
bijdrage leveren aan de voorziening van de voor de ont-
wikkeling van de obcyt benodigde bouwstoffen. Welke andere
funkties de follikelceluitliopers zouden kunnen hebben 1is
niet bekend. Het blijkt slechts dat hun aanwezigheid
van belang is voor zowel follikelcellen als odovt. Ver-
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breking van deze uitlopers zou tot atresie van odeyt en
follikel leiden (Bzker persconlijke mededeling).

2.7.1.1. Herkomst van de zona pellucida.

Reeds in de eerste beschrijvingen van de zona pel-
lucida komt de vraag aan de orde of de zona pellucida
door de follikeleellen dan wel door de odoyt gevormd
wordt (voor een overzicht van deze discussie zie
Chiguoine 1960). De zona bestaat uit twee lagen: een
buitenlaag die uit zure en een binnenlaag die uit neu-
trale mucopolysacchariden is opgebouwd (Baker 13%70).
Zowel de £cllikelcellen als het Golgi-complex van de
obcyt worden in staat geacht mucopolysacchariden te kunnen
maken (Baker 1970). De zona pellucida wordt gevormd gedu~
rende de groeifase van de obeyt., Tijdens deze groeifase
ligt het Golygi-complex tegen het odlemma (Cdor 1960).

Het werd daarom mogelijk geacht, dat zowel odcyt als
follikelcellen de mucopolysacchariden maken waaruit de
zona pellucida is opgebouwd (Baker 1970). Guraya (1973)
daarentegen achtte dit niet waarschijnlijk. Hij kon name-
1ijk met behulp van histochemische technieken geen spoor
van zona pellucidamateriaal in het odplasma ontdskken.

In de follikelcellen trof hij echter wel materiaal aan
met dezelfde struktuur als de zona pellucida., Follikels
die de eerste tekenen van ontwikkeling vertonen hebben
zona pellucidamateriaal in de intercellulaire ruimten
tussen follikelcellen en obcyt. Het Golgi-complex van
zulk een odcyt ligt nog tegen de kern (0Odor en Blandau
1969b) . Het wordt niet waarschijnlijk geacht dat het
reeds dan betrokken geweest kan ziin bij de vorming van
dit zona pellucidamateriaal. Uit deze gegevens kan gecon-—
cludeerd worden dat follikelcellen betrokken zijn bij de
synthese van het materiaal waaruit de zona pellucida is
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opgebouwd. Deze conclusie kan niet getrckken worden ten
aanzien van de obcyt. De zona pellucida ligt als een overal
even dik membraan tegen het cblemma. Verondersteld wordt
dat dit mogeliijk is door een interaktie tussen odcyt en
zona pellucidamateriaal. Chiquoine (1960) veronderstelde
dat de odcyt een verharder maakt die een monomeer secreet
afkomstig van de follikelcellen =zou doen polymeriseren.
Het bewijs hlervoor is echter nog niet geleverd. Het is

dus niet bekend of de odecyt in de vorming van de zona
pellucida =sen aandeel heeft,

2.7.2. Opname en synthese van voedings- en bouwstoffen
tijdens de groeifase van de odeyt,

Volgroeide odcyten van hogere zoogdieren zijn, verge-
leken met die van bijvoorbeeld vogels en reptielen, klein
en doolierarm. De cOcyten van vogels en reptielen dienen
voldoende reserve stoffen te bevatten teneinde de volledige
ontwikkeling van het embrye mogelijk te maken. De cOeyt
maakt bij deze dieren de benodigde reserve stoffen niet
zelf maar haalt ze uit het bloed of krijgt ze van de
haar omringende follikelcellen (Nerrevang 1968). Bij de
kip wordt het dooiermaterizal in de lever gemaakt, via
het bloed getransporteerd en zonder enige verandering te
ondergaan in de odcyt opgeslagen (Glass 1970). De odcyt
van de hagedis Anolis carolinensis heeft open plasmaver-
bindingen met de haar omringende follikelcellen, zodat
transport van allerlei stoffen rechtstreeks mecgelijk is
(Neaves 1970).

De volgroeide zoogdiercdeyt is weliswaar klein verge-
leken met die wvan veel andere dieren, in vergelijking met
gewone lichaamscellen is de odcyt groot. Een epitheel-
cel heeft een inhoud van ongeveer 10u3, de volgroeide
ratte-ocdeyt ongeveer 3.105u3. De volgroeide ratte-odeyt
heeft ongeveer een 1000x groter volume dan de rustende
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figuur 2-10. Detail van een odecyt met follikelcel. Het odplasma van de
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obeyt bevat o.a. een multivesicular body (mvh), een mito-
chondrion (mt) en corticale granula (cg) die tegen het
oblemma (ol) liggen. Tussen follikelcel en odeyt bevindt
zich een intercellulaire ruimte {ic). Van de follikelcel
is een gedeelte van de kern (kf) en een gedeelte van het

cytoplasma (cf) zichtbaar.



obcyt.

Glass (1970} injicigerde muizen met eiwitten die
gemerkt waren met een fluorescerende stof. Ongeveer een
wur na de injectie was een dergelijk eiwit in het cyto-
plasma van de odcyt aantoonbaar. Na congeveer acht uur
was het eiwit niet meer aantoonbaar. De obeyt had het
eiwit blijkbaar opgenomen en binnen 8 uur afgebroken.

E. Anderson (1972) injiciZerde een koniin intraveneus met
mierikswortelperoxidase, esn eiwit dat met een histoche-
mische methode makkelijk aantoonbaar is. Vijftien minuten
na de injectie was het mierikswortelperoxidase aantoon-—
baar in de zona pellucida en in de perivitelline-ruimte.
Dertig minuten na de injectie was het aantoonbaar in
invaginaties van het odlemma. Na een uur bevond het enzym
zich binnen membraanbegrensde blaasjes, afgesncerde in-
vaginaties van het ollemma., Deze methode van cpname wordt
micropinocytose genoemd. De micropinocytoseblaasies
fuseren met lysosomen en tezamen vormen zij de zogenaamde
"maltivesicular bodies” (figuur 2-10). In deze lichaampjes
worden de micropinocytoseblaasjes afgebroken door enzynen,
die zich in de lyscsomen bevinden. De "multivesicular
bedies” vormen een onverteerbaar restant, de zogenaamde
"residual bodies". Deze komen ook voor in het cytoplasma
van somatische cellen. De aanwezigheid van sen groot aan-—
tal "residual bodies” is een teken van celveroudering an
is mogelijk een ocorzaak van celdcod. De "residual body"

is een karakteristieke verschijning in de menselijke odcyvt
(E. Anderson 1972). Tot voor kort werden de "residual
bodies" niet als zodanig in het cytoplasma van de odcyt
herkand. Een veel gebruikte benaming voor "residual bodies”
was "dense body" (Odor 1960, Hcope 1965) (zie ook 2.10).

W.A. Anderson (1972) heeft soortgelijke experimenten
als E. Anderson gedaan bij de rat. Ook W.A. Anderson vond
mierikswortelperoxidase binnen enkele minuten terug in

de perivitelline ruimte. Micropinocytose wvan mierikswortel-

35



peroxidase werd door hem niet waargenomen, Hieruit con-
cludeerde hij dat de selektie van de stoffen dis een
obcyt opneemt plaatsvindt op het niveau wvan het odlemma
en dat deze selektie soortspecifiek is,

De odcyt heeft een systeem om eiwitten op te nemen
en deze af te breken. Ovk heeft de odcyt aile kenmerken
van een aktieve eilwitsynthetiserende cel (Baker 1970,
Zamboni 1972) . Er zijn veel ribosomen en er is veel
glad en ruw endoplasmatigch reticulum, De odcyt maakt in
dexgroeifase veel RNA. Radioaktief uridine wordt snel
in de kern gelncorporeerd en vervelgens aan het cyto-
plasma afgegeven (Ozkberg 1967, 1968, Baker et al 1969).
Het odlemma heeft een groot buitenoppervlak en het isg
bereikbaar voor alle essentiéle voedingsstoffen. Waarschiin-
lijk heeft bij zoogdieren de oBcyt zelf een aktieve rol bkij
de synthese van bouw- en reservestoffen en is de odeyt
hiervoor niet afhankelijk wvan andere zich elders in het

lichaam bevindende cellen (Hastings II et al 1972},

2.7.3. Non—membraneuze cytoplasmatische lamellen.

In het cytoplasma van de odcyt van de muis, rat en
hamster komen fibrillaire elementen voor. Deze elementen
ontstaan als de odgyt reeds enige tijd in de groeifase
is: bij de hamster als de odcyt omgeven is met &&n laag
kubische granulosa cellen, bij de rat als de cocyt om~
geven is door twee lagen granulecsa cellen en bij de muis
als de odecyt omgeven is door drie lagen (Weakley 1968).
Zij zijn beschreven door o.a. Mazanek (1965), Szollosi
(1965, 1972), Weakley (1966, 1968) en Burkholder et al
(1971). De lameller liggen in groepjes van 2 tot 10 of
meer bij elkaar, ze vertakken zich en voegen zich weer
samen, In een snijvlak vertonen zij bij de rat en bij

de muig een lengte van 1 tot 23, een dikte van ongeveer
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figuur 2-11. Detail van het cytoplasma van een groelende odcyt.

ge= Golgi-complex,
mt= mitochondrion,

ncl= non-membraneuze cytoplasmatische lamellen.
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15nm en een gemiddelde hoogte van 150 nm. De onderlinge
afstand is biiji de rat ongeveer 100-~130 nm: de dikte van
het filament neemt door aggregatie van amorf materiaal
toe teot ongeveer 24 nm (figuur 2-11). Bij de hamster
krijgen de lamellen een dubbele struktuur, die een dikte
heeft van ongeveer 40 nm. In de ruimte tussen de fila-
menten worden vaak ribosomen aangetroffen. De lamellen
zelf hebben een granulaire, kralenkettingachtige struk-
tuur. De wijze waarop de lamellen gemaakt worden is niet
bekend. Ze ziin niet geassocieserd met andere cytoplasma-
tische elementen.

Over de funktie wvan de lamellen zijn verschillends
suggesties gedazan. Szollosi (1972) noende ze doolerplaten.
Hij wvercnderstelde dat ze voor de odcyt esen voedselvoor-
raad vormden tijdens de eerste delingen na de bevruchting.
Na de bevruchting verdwijnen ze nameliijk geleidelijk.
Getritieerd uridine wordt in de groeiende odcyt snel
geincorporeerd. Hieruit blijkt dat de RNA-synthese groot
is (Oakberg 1967, 1268, Baker et al 1969). Het cytoplasma
van de volgroeide odeyt flucresceert na kleuring met
acridine-~oranije nauwelijks en ock de absorptie van UV-licht
van 260 nm is gering (Austin en Braden 1953, Austin en
Bishop 19259, Austin 1961). Aldus werd verondersteld dat
het RNA, dat tijdens de groeifase gesynthetiseerd wordt
direct voor de eiwitsynthese verbruikt wordt en dat de
volgroeide obdcyt weinig of geen BNA bevat. Dit zou de
zoogdierodcyt in een bijzondere positie plaatsen omdat
bij alle lagere vertebraten, die tot zover onder-
zocht, de volgroeide odcyt een zeer grote voorraad RNA
bevat.

Burkholder et al (1271) maakten "squash"-preparaten
van muize-obcyten en incubeerden deze preparaten met DNA-
se, RMA~-se of trypsine. Aan de hand van het electronen-
microscopisch bseld van het verdwijningspatroon stelden
ze vast dat de non-membraneuze lamellen opgebouwd ziin uit

RNA-granula, die in een netwerk van eiwit verpakt zijn.
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Burkholder et al (1971) zijn van mening dat de geringe
UvV-absorptie en de geringe fluorescentie na kleuring

met acridine-cranje van het oOplasma mogelijk veroorzaakt
wordt deoor maskering van het RNA door de eiwitmantel.

De conclusie van Austin, Braden en Bishop (Austin en Braden
1953, Austin en Bishop 1959, Austin 1961} waarin gesteld
wordt dat de zoogdierodcyt geen of weinig RNA bevat is
blijkbaar onjuist. De volgroeide zoogdierodcyt bevat evenals
de volgroeide odcyt van lagere vertebraten een grote hoe-
veelheid RNA. Van esn uitzonderingspositie is geen sprake.

In de amfibie&nodcyt wordt gedurende de groeifase zeer
veel ribosomaal RNA gevormd, dat in een inaktieve vorm in
het cytoplasma wordt copgeslagen. Als na ovulatie en be-
vruchting de kern chirurgisch verwijderd wordt is de vorming
van een scort blastula toch mogelijk. Het cytoplasmatische
BNA bevat hiervoor de informatie (Davidson 19%68). Mogelijk
is dit bij zoogdieren ook het geval (Bloom en Mukherijee
1872) ., Tijdens de groeifase wordt er RNA in het cytoplasma
ocpgeslagen dat na de bevruchting geleidelijk verdwiint.

De wijze van RNA-cpslag is waarschiijnlijk soortspeci-
fiek. Zamboni en Mastreoianni {1966&) namen rosette-achtige
ophopingen van ribosocomen in het odplasma van het konijn
waar, welke mogelijk analoog zijn met de hiler beschreven

lamellen.

2.8, De volygroside odecyt.

De groeifase van de odcyt is begindigd als de odcyt
zich bevindt in een follikel met vier lagen granulosacellen
{Mandl en Zuckerman 1952). De follikel zelf stopt niet met
greeien doch blijft in grootte toenemen. In deze pericde
van follikelontwikkeling verkeert de odeyt in betrekke-
lijke rust, Er vindt geen of weinig RNA- en eiwitsynthese

plaats. Een volgroeides odecyt die uit haar follikel geiso-



leerd en overgebracht wordt in een incubatiemedium kan de
eerste rijpingsdeling hervatten (Pincus en Enzmann 1935,
Biggers 1972, Zeilmaker et al 1972). Het lijkt of aan het
einde van de groeifase van de odcyt al het informatie-
materiaal dat de obcytrijping en eerste stadia van em~
bryonale ontwikkeling mogelijk maakt in het cytoplasma
van de odcyt ligt opgeslagen. Déblekkering van dit infor-
matiemateriaal vindt na de bevruchting plaats (Davidson
1968) .

In de pre-ovulatoire follikel induceert een ovula-
toire gonadotrope stimulus de voltcoliing van de eerste
rijpingsdeling. Het eerste poollichaampje wordt afge-
snoerd en de odeyt komt in de metafase van de tweeds
rijpingsdeling {(2.8.2). Na het voltooien van de eerste
rijpingsdeling vindt de follikelsprong plaats en de odeyt
komt in de eileider. Binnendringen van een zaadcel indu-
ceert de voltocliing van de tweede rijpingsdeling en de
aanvang van de embryonale ontwikkeling (2.8.3).

2.8.1. De odcyt in de periode tussen het einde van de
groeifase en de hervatting van de eerste rijpings-

deling.

Er wordt geen of slechts weinig getritieerd uridine
door de volgroeide olcyt ingebouwd; er vindt blijkbaar
weinig of geen RNA-synthese plaats (Oakberg 1967, Baker
et al 1969). Zij bevindt zich in een periode van geringe
netabole activiteit (Oakberyg 1967). De mitochondrién
liggen uniform verspreid door het c¢ytoplasma. De asso-
ciatie tussen ruw endoplasmatisch reticulum en mitochon=-
drién blijft echter gehandhaafd (Szollosi 1969%). De mito-
chondrién hebben vrijwel dezelfde struktuur als in de
primerdiale odcyt. De cristae zijn gezwollen en liggen

merendeels tegen de buitenwand van het mitochondrion
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figuur 2-12. Schemalisch overzicht von het cytoplasma van een volgroeide abcyt,
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(Szollosi 1969, Weakley 1966, Wischnitzer 1967). In het
cytoplasma van de muize-odcyt worden in deze pericde
weiniyg corticale granula gevormd. Bij andere soorten
vormen de corticale granula een zone tegen het odlemma.
Het cytoplasma van de volgroeide odeyt liikt niet ver-
schillend van dat van de groeiende odeyt, uitgezenderd
de ligging wvan de mitochondrién (Zamboni 1972) (zie
figuur 2-12 vocr een schematisch overzicht van het

cytoplasma van een volgroeide obdeyt).

2.8.2, De voltooiing van de eerste rijpingsdeling.

De membrana granulosa wvan de pre-ovulatoire follikel
bevat een verdikking, de cumulus odphorus, waarin de
obcyt ligt. Een ovulatoire genadotrope stimulatie heeft
tot gevolg dat de cumulus odphorus losgeraakt van de
membrana granulosa, De odeyt met de haar omringende
follikelecellen komt hierdoor vrij in de antrale holte
te liggen. De intercellulaire ruimten van de cellen die
de otcyt omgeven worden met een visceuze vloceistof
opgevuld en zo wordt er om de odcyt een corcna radiata
gevormd. De cvulatoire gonadotrope stimulus heeft eveneens
tot gevelg dat de follikelceluitlopers uit de zona pellu-
cida worden teruggetrokken, waardoor het contact tussen
follikelcellen en odlemma verloren gaat (Odor 1960).
Evenzo trekken de microvilli van het oblemma zich uit de
zona pellucida terug. De obcyt komt hierdoor vrij binnen
de zona pellucida te liggen. Tussen ctlemma en zona
pellucida wordt een duidelijk zichtbare perivitelline
ruimte gevormd (Van Beneden 1875). Uit de met de elek-
tronenmicroscocp gedane waarnemingen blijkt dat de ribo-
somen van het ruw endoplasmatisch reticulum verdwijnen.
Br biijft alleen glad endoplasmatisch reticulum over
(Szollosi 1969). De mitechondrién houden dezelfde struk-

tuur. In het cytoplasma van de muize=-cocyt worden corticale
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granula gevormé {(Merchant en Chang 1971). Bij andere
soorten worden de corticale granula gedurende de groei-
fase van de odcyt gevormd.

In de kern van de obcyt worden de chromosomen
zichtbaar, Kernmenmbraan en nucleolus verdwiijnen. Er wordt
een kernspoel gevormd, die parallel met het oOlemma komt
te liggen. Centriolen, die bij de mitotische deling aan-
wezlg zijn, ontbreken (Szollosi et al 1973). In het
midden wvan de kernspoel worden de chromosomen in een meta-
faseplaat gerangschikt. Daarna vindt scheiding van de
homologe chromosomen plaats en aan leder uiteinde van de
kernspoel komt een chromatine-groep. Tiidens het uiteen-
gaan van de homologe chrcmosomen wentelt de kernspoel
50°. pe spoel staat dan lcodrecht op het odlemma. Eén
uiteinde van de kernspoel ligt aldus in een uitstulping
van het odlemma, het toekomstige poollichaampie. Het
andere uiteinde blijft in het odplasma. Rondom het midden
van de kernspoel wordt het eerste pocllichaampje afge-
snoerd. De eerste rijpingsdeling is dan voltooid. In het
in de obcyt achtergeblewven chromatine worden chromosomen
zichtbaar, die in een metafaseplaat van een nieuwe kern-
spoel gerangschikt worden. Het verloop van de eerste
rijpingsdeling is schematisch weergegeven in figuur 2-2.

De morfologie van de rijpingsdeling van de odeyt
komt bij de bespreking van het experimentele werk aan
de orde (hoofdstuk 4).

2.8.3. Bevruchting en tweede rijpingsdeling.

De follikelsprong vindt bij de meeste zoogdieren
plaats als de odcyt zich in de metafase van de tweede
rijpingsdeling bevindt. Binnendringen van een zaadcel
heeft tot gevelyg dat de tweede rijpingsdeling hervat wordt.
In de chromosomen die in de metafaseplaat gerangschikt

zijn {metafase II) worden de chromatiden zichtbaar.

43



Per chromosoom blijft &&n chromatide in het odplasma en
gaat &&n chromatide naar het poollichaampje, dat aan het
einde van de tweede rijpingsdeling weordt afgesnoerd.
Na afsnoering van het tweede poollichaampije wordt er in
de eicel een kern, een zogenaamde precnucleus, gevormd.
Het is mogelijk door afkoeling of door overbrenging van
de ratte-obcoyt uit de tubae in een kweekmedium, het af-
snoeren van het tweesde poollichaampje te induceren
(Thibault 194%, Austin en Braden 1954, Zeilmaker en
Verhamme 1974). Voor de opheffing van de blokkade op de
anafase is een niet specifieke stimulus blijkbaar vol-
doende. Bij amfibie&n kan de tweede rijpingsdeling geln-
duceerd worden door aanprikken wvan de odcyt. Dit kan
leiden tot de ontwikkeling van een hapioid individu
(Beatty 1967). Bij zoogdieren is een haploide embryonale
ontwikkeling slechts tot het blastulastadium waargenomen
(Tarkowski et al 1970, Beatty 1972).

De vrijgekomen odcyt is omgeven door een corona
radiata. De cellen van de corona radiata zijn ingebed
in een taaie viceistof. Om te kunnen bevruchten moet
een zaadcel eerst door de corona heen alvorens zich aan
de zeona pellucida te kunnen hechten. Zaadcellen hechten
zich in de regel niet aan een soortvreemde zona pellucida.
Zaadcellen en zona pellucida hebben waarschiinliik soort-
specifieke receptcren (Hartmann en Hutchison 1974). De
zaadecel gaat door de zona pellucida heen en fuseert met
het odlemma. Vervolgens komt de kern van de zaadcel in
het odplasma {Austin 1972). Het contact tussen zaadrcel en
otlemma induceert het fuseren van de membranen van de corti-
cale granula met het odlemma. De inhoud van de corticale
grannla komt in de perivitelline ruimte (Szollosi 1967).
Dit wordt de corticale yeactie genoemd. De kern van de
zaadcel die in het oéplasma is gekomen, zwelt en vormt
een pronucleus. Bil zoogdieren gaan de pronuclel tegen
elkaar liggen doch er blijft een scheiding bestaan. Pas

als de membranen van de pronucleil verdwijnen gedurende
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de profase van de eerste klieving komen de chromoscmen
van zaad- en eicel bij elkaar. De eigenlijke bevruchting
is dan een feit (Longo 1973).

Een odcyt wordt in de regel door slechts &&n zaadcel
bevrucht. Blijkbaar is er een mechanisme om meervoudige
bevruchting te voorkomen. Een konijne-cBoyt bevat enkele
uren na bevruchting een vrouwelijke en een manneliijke
pronucleus. De perivitelline ruimte bevat echter vele
zaadcellen. Het odlemma voorkomt blijkbaar dat er meerx
dan &én zaadcel het odplasma binnendringt.

Soms wordt in de perivitelline ruimte van de odcyt
van rat of muis een enkele zaadcel aangetroffen als de
bevruchting al heeft plaatsgevonden. Als er zaadcellen
in de perivitelline ruimte zijn dan is hun aantal veel
kieiner dan bij het konijn. Er is waarschijnliijk een
korte tijd na de bevruchting waarin de zona pellucida
nog geen effectieve barridére vormt. In deze periode
kunnen enkele zaadcellen door de zona heendringen. Ze
kemen echter niet verder dan de perivitelline ruimte
want het odlemma vormt tenslotte een ondcordringbare
barriére.

Bij hamster, schaap en hond komen zeer zelden zaad-
cellen in de perivitelline ruimte voor. De zona pellucida
vormt na de bevruchting bij deze diersoorten een zeer
effectieve barriére voor andere zaadcellen,

Er zijn blijkbaar twee mechanismen om meervoudige
bevruchting te voorkomen: zowel odlemma als zona pellucida
of beide kunnen ondoordringbaar voor zaadcellen worden.
Het ondoordringbaar worden van de zona pellucida wordt
zona-reactie genoemd {Braden et al 1954, Young 1961).

Vocrdat bevruchting heeft plaatsgevonden is een hechte
binding tussen zaadcellen en zona pellucida mcgelijk. Na
de bevruchtinyg is deze binding minder hecht. Verondersteld
wordt dat d= zona pellucida specifieke receptoren voor
zaadcellen heeft, die na de bevruchting verdwijnen (Hart-

mann en Gwatkin 19271}. Incubatlie van niet-bevruchte odcyten
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met de gelsoleerde inhoud van corticale granula van
andere otcyten heeft tot gevolg dat de hechting tussen
zona pellucida en zaadcellen wordt zoals deze bestaat
bij bevruchte odeoyten. Hieruit wordt geconcludeerd

dat de inhoud van de corticale granula de zona reactie
induceert (Barros en Yanagimachi 1971). De corticale
granula bevatten een trypsine-achtige protease, dat
hiervoor verantwoordelijk wordt geacht (Gwatkin et al
1973).

2.8.4. Mitochondrien.

Oerkiemcellen en odgonia bevatten langwerpige mito-
chondri&n met platte cristae die loodrecht op de lengte-
as staan. Dit zelfde type mitochondrion komt ook in de
follikelcelien voor. Bij de differentiatie van odgonium
naar obcyt verandert de morfologie van de mitochondrign.
2ij worden afgerond van vorm en bevatten veel minder
cristae. De cristae liggen vaak tegen de wand wvan het
mitochondrion of bevatten vacuolen. Bij de muis is &&n
van de cristae zodanig gezwollen dat het mitochondrion
een rmeerwandige vacuole 1lijkt (Wischnitzer 1967). Per
soort zijn er variaties in de vorm van de mitochondrién
van de obecyt. De basisstruktuur is echter bij alle soor-
ten gelijk (Szollesi 1272} . Gedurende de periode die
ligt tussen de differentiatie tot rustende odcyt en het
merulastadium blijft de struktuur van de mitochondrién
onveranderd. Tijdens de overgang naar het blastulastadium
verandert de struktuur van de mitochendrién. Ze worden
langwerpig van vorm en de cristae, waar de vacuolen uit
verdwijnen, komen weer loodrecht op de lengte-as te staan
{Anderson et al 197C}. In figuur 2-13 zijn de veranderingen
die in het mitochondrion van de kiemcel plaatsvinden sche-

matisch weergegeven.
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/{//Z// 7///;/%/////‘% mitochondrion van een odgonium

primaire obcyt

mitochondrion van een rustende,

Deze vorm verandert gedurende de
overgang van morula~ naar
blastulastadium

vorm van mitochondrion vanaf
blastulastadium

figuur 2~13. Vorm van mitachondrion van cégonium, obdcyt en blastocyst,

mitochondrion van een pas gevormde

groeiende en een volgroeide odcyt.
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De fysiocloyische betekenis van de veranderingen die
in de mitochondrién plaatsvinden is mogelijk af te leiden
uit de experimenten van Fridhandler et al (1957). zij
maten de zuurstofconsumptie van ova in verschillende stadia
van de embryoconale ontwikkeling. Van het tweecellig stadium
was dit 0,41 tot 0,48 mpl/embryo/uur. In het blastula-
stadium was dit 1,70 mpl/embryo/uur. Tijdens de overdang
van morula naar blastula neemt de zuurstofconsumptie dus
tot het viervoudige toe. Deze toename loopt parallel met
de vormverandering in de mitochondrién (A. Anderson et al
1970) . Een dergelijk patroon van zuurstofconsumptie en
vormverandering van de mitochondrién vindt ook in het ratte-
hart plaats. Veertien dagen na de bevruchting verdwijnen de
vacuolen uit de mitochondrién en parallel daarmee stijgt de
zuurstofconsumptie (Szollosi 1972). Uit deze gegevens kan
geconcludeerd worden dat de zuurstofconsumptie van de oGcyt
in de periode die ligt tussen de differentiatie tot primaire
odcyt en het blastula-stadium, laag is. Mogelijk geschiedt
de energievoorziening van de obcyt in deze pericde voorna-

melijk deoor anaerobe glycolyse (Gwatkin en Haidri 1974).

2.9. Odgenese en spermatogenese.

De eerste fasen van de gonade-ontwikkeling zijn
bij beide geslachten gelijk. Oerkiemcellen migreren naar
de gonade-aanleqg. Gedurende de migratieperiocde en de
cerste dagen na aankomst in de gonade-aanleg delen de
cerkiemcellen zich. Z%odra onderscheid tussen een toekom-
stige testikel en een toekomstig ovarium megelijk is
worden de kiemcellen respectievelijk prespermatogonia
en odgonia genoemd. De delingen van de kiemcellen stoppen
bij beide geslachten in dezelfde periode. Bij de rat is
dit tussen de lbe en de 18e dag peost conceptum., De pre-
spermatogonia komen in een rustfase. In de cdgonia zijn

de eerste stadia van de profase van de eerste rijpings-—
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deling zichtbaar. Na het doocrleopen van de eerste stadia
van de profase van de eerste rijpingsdeling komen de
vrouwelijke kiemcellen in een rustfase. De rustfase van

de prespermatocyten eindigt bij de aanvang van de puber-
teit. Er vindt dan differentiatie tot spermatoyonia van
het type A plaats. De spermatogonia A delen zich en vor-
men nieuwe spermatogonia A en spermatogonia waaruit door
verdere mitotische delingen primaire spermatocvten gevormd
worden. De rustfase van de primaire odcyt eindigt als de
cdceyt in de groeifase komt. De priraire odeyt kan vanaf

de embryonale periode tot de dood van het dier in de rust-
fase klijven.

Bij de ctgenese noemt men een odgonium een primaire
odcyt als de profase van de serste rijpingsdelineg aanvangt.
Evenzo noemt men een spermatogonium een primaire sperma-
tocyt als de profase van de eerste rijpingsdeling begint.
In de profase van de eerste rijpinagsdeling zijn dezelfde
stadia te onderscheiden als bij de odcyt. Bij de sper-
matocyt is er echter geen rustfase in de profase; de
deling wordt zocnder pauze voltooid en direct gevolgd door
de tweede rijpingsdeling. Da delingsprodukten van de eerste
rijpingsdeling worden secondaire spermatocyten genoemd;
de delingsprodukten van de tweede rijpingsdeling sperma-
tiden. De gpermatiden differentiéren zich zonder verdere
deling tot zaadcel.

Bij de rat begint de differentiatie tot spermatogonium
van het type A op de 4de dag na de geboorte, De eerste
primaire spermatccyten kunnen vanaf de 15de dag na de
geboorte worden waargenomen. Ongeveer 45 tot 50 dagen na
de geboorte zijn de eerste zaadecellen waarneembaar (Monesi
1972} . Een schematisch overzicht wvan obgenese en sperma-
togenese is gegeven in figuur 2-14.

De eerste stadia van de profase vinden bij vrouwelijke
zoogdierkiemcellen alleen gedurende de embryonale periode
plaats. Daarna vindt er geen celdeling meer plaats waar-

door het aantal vrouwelijke kiemcellen zou kunnen toenemen.

49



50

mannelijke fijn

oerkiemcellen

{2¢, dipleid)
rusth-se,

eindigt bij begin
puberteit

spermategonia type A, type intermediair
type B, (2c, diploid}

profase eerste rijpingsdeling
primaire spermatocyt (4¢, dipleid)

eerste rijpingsdeling
secondaire spermatocyt (2¢, haploid)

tweede rijpingsdeling
spermatide (¢, hapleid)

differentiatie tot zaodcel

spermiatie

primitieve spermatogonia otigonia

A

r

bevruchting

zygote (2¢, diploid)

vrouwelijke tijn

{2¢, diptoid)

eerste stadia van de
profase von de eerst
rijpingsdeling

primaire otcyt (4¢, diploid}

rustfase

velwassen leeftijd
groeifase
pre-covulatoire
voitooiing eerste
rijpingsdeling

eerste poallichaampje

secondaire oeyt (2¢, haploid)

follikelsprong
lovulatie}

binnendringen van zaad-
cel induceert voitcoiing
tweede rijpingsdeling

tweede poollichaampje

b
cotide {¢, haploid)

figuur 2-14, Schematisch overzicht van spermatogenese en otgenese,

¢ geeft de hoeveelheid DNA per cel aan.



Het aantal primaire odcyten neemt na ds profase van de
eerste rijpingsdeling slechts af door atresie of door
feollikelontwikkeling., Bij het mannelijke dier worden na
de rustfase uit de spermatogcnia A steeds opnieuw sperma-
togonla A gevormd zodat het aantal stamcellen waaruit
zaadcellen gevormd worden onbeperkt 1s. De eerste rijpings-
deling en de daaraan voorafgaande profase kan bij het man-
nelijke dier vanaf het begin wvan de puberteit tot het einde
van het leven van het dier worden waargenomen.

In de oodcyt vindt synthese en opslag van RNA dat
nodig is voor de rijpingsdeling en de eerste stadia wvan
de embryonale ontwikkeling gedurende de profase wvan de
eerste rijpingsdeling plaats. In de mannelijke kiemcel
vindt eveneens een dergelijk proces plaats. Gedurende
de profase van de eerste rijpingsdeling wordt getritieerd
uridine zeer actief geincorporeerd. Er vindt een actieve
RNA-synthese plaats. Dit RNA wordt in het cyteoplasma van
de spermatocyt opgeslagen. Na veltcoiing van de tweede
rijpingsdeling wordt er geen getritieerd uridine meer
geincorporeerd, blijkbaar wordt er geen RNA meer gesyn-
thetiseerd. Na de tweede rijpingsdeling windt er ondanks
het feit dat er geen RNA gesynthetiseerd wordt toch
differentiatie van spermatide tot zaadcel plaats. Aange-
nomen wordt dat dit mogelijk is dankzij het RNA dat ge-
durende de profase van de eerste rijpingsdeling gesynthe-
tiseerd is en in het cytoplasma van de spermatocyt is

opgeslagen (Monesi 1972).

2.10. Atresie van kiemcellen,

In figuur 2-15 is het verloop in de tijd van het
totale aantal van de kiemcellen bij vrouwelijke ratten
en mensen afgebeeld. Aanvankelijk is er, in de embryonale

fase, een snelle toename, gevolgd door een snelle afname.
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Figuur 2-15b. Gemiddeld aantal kiemcellen dat zich van 2 maan-
den na de conceptie tot 50 jaar na de geboorte
in de ovaria van een vrouw bevindt (Baker 1972).



Daarna vindt gedurende de rest van het leven een geleide-
lijke afname plaats. De snelle toename wordt veroorzaakt
door delingen van cerkiemcellen en odgenia en neemt

een einde als de odgoniale delingen, tencgevoloe van diffe-
rentiatie van odgcnia naar odcyten, ophouden. De snelle
afname van het aantal kiemcellen wordt veroorzaakt door
atresie van een uroot deel van de pas gevormde odcyten,
Deze atresle is zo massaal dat tot voor kort verondersteld
werd dat mogelijk alle embryonale kiemcellen verdwijnen
{Hargitt 19225, 1930, Stieve 1917). De definitieve obcyten
zouden dan pas later in het epitheel wvan het ovarium,

dat om deze reden kiemepitheel genoemd werd, ontstaan
(Latta en Pederson 1944). Pas in de zestiger jaren werd
definitief bewezen dat de obcyten die tijdens de vol-
wassen leeftiijd in het ovarium aangetroffen worden index-
daad afkomstig zijn van de embryonale kiemcellien (2,3).

In de embryonale fase verdwijnen de meeste ofcyien
als zij in de eerste stadia van de profase van de eerste
rijpingsdeling zijn. Een voorwaarde voor de goede afloop
van de profase is waarschijnlijk het complementair zijn
van de homologe chromoscmen. Indien dit niet het geval
zou zijn dan zou de chromosomale paring niet goed kunnen
verlopen, hetwelk tot atresie van de kiemcel zou leiden
(Ohno 1967). Een duidelijke illustratie hiervan vormen
de bastaarden wvan paard en ezel en die van paard en zebra.
De chromosomen van deze scorten zijn niet complementair.
Als de kiemcellen van deze bastaarden in de profase van
de eerste rijpingsdeling keomen volgt een vrijwel totale
atresie van alle kiemcellen (Taylor en Short 1973). Dit
is de oorzaak van de steriliteit van muildieren, muilezels
en paard-zebra bastaarden.

Ten andere oorzaak van de atresie van pas gevormde
obcyten wordt genoemd door Chne en Smith (1964). Zij be-
studeerden foetale runderovaria en bemerkten dat odcyten
die niet omgeven ziin door veoldoende fcllikelcellen niet

in de rustfase van de profase komen maar de rijpingsdeling

53



vervolgen. Ook dit zou tot atresie leiden. De massale
atresie heeft dus als mogelijke oorzaken: het niet-
complementair zijn van de homologe chromoszomen en de af-
wezigheid van een gesloten follikelwand.

De geleidelijke afname van het aantal odecyten vindt
voornamelijk gedurende de volwassen leeftijd plaats. Bij
de meeste dieren bevat het ovarium nog odcyten alg het
dier van ouderdom sterft, Bij de mens wordt het aantal
zeer dgering of nul. Verondersteld wordt dat dit de oorzaak
van de mencpauze is, De gemiddelde mencpauzeleeftijd is
ongeveer vijftig Jjaar (Jaszmann 1973). De eerste menstrua=-
tie komt ongeveer omstreeks het twaalfde levensjaar. Er
komen dus maximaal plusminus (50-12) x 13 = 494 ocdcyten
gedurende een mensenleven vrij. Aan het begin van de puber-
teit heeft een vrouw ongeveer 500.000 odcyten. Hieruit
kan geconcludeerd worden dat het aantal odcyten in het
ovarium voornamelijk op andere wijze dan door ovulatie
afneemt. Volgens Pederson (1972) is na de juveniele pericde
atresie van primordiale follikels een zeldzaam verschijnsel.
De geleidelijke afname van het aantal clcyten zou veroor-—
zaakt worden door primordiale fcllikels die met follikel-
ontwikkeling beginnen en gedurende deze ontwikkeling atre-
tisch worden.

De afname van het aantal odcyten wordt mogelijk ook
vercorzaakt door cophoping van "residual bodies” in het
cytocplasma van de cdeyt (2.7.2) . Een teveel aan “residual
bodies" zou tot celdood, tot dood door veroudering, kunnen
leiden (E. Anderson 1%72). De uiteindelijke snelheid
waarmee het aantal ccyten bij de mens afneemt zou dan
veroorzaakt kunnen worden docr twes processen: afname van
het aantal odcyten door follikelontwikkelina en afname door
atresie door een teveel aan "residual bodies”.

Jones en Xrohn (1961b) telden het aantal obcyten bij
muizen van verschillende leeftijd, die een hypofyse in
situ hadden of die gehypofysectomeerd waren. Het bleek dat

de snelheid waarmee het aantal cdcyten in hypofyseloze
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muizen afnam kleiner was dan bil muizen met een hypofyse.
Door hypofysectomie verdwiijnen de gonadotrope hormonen.
Het aantal follikels dat met de ontwikkeling begint of

de snelheid waarmee het aantal odovien afneemt ig blijk-
baar gedeelteliik van deze hormonen afhankelijk. Jones

en Krohn (196ia) telden eveneens de oocyten in ovaria van
maagdeliik gebleven muizen en van muizen die vaak zwanger
geweest waren. Z1j kwamen tot de conclusie dat de snelheid
waarmes het aantal odcvten in beide grospen afnam niet
verschillend was. Pederson en Peters (1971) zijn echter
van mening dat het aantal primordiale follikels dat met

de ontwikkeling begint kij zwangere muizen kleiner is

dan bii niet-zwangere muizen. Het verschil in mening wordt
waarschijnliijk vercorzaakt door verschil in werkwijze.
Pederson telde het aantal follikels dat per dag met de
ontwikkeling begon. Jones en Krohn telden het totaal
aantal obcyten dat per dier aanwezig was. De individuele
variatie in het totaal aantal odcyten kan veel groter ziin
dan het aantal follikels dat door de zwangerschappen
rustend is gebleven. De waarnemingen van Pederson en Peters
(1971} laten de mogelijkheid open dat gebruik van die
anticonceptieve pil, die een vermindering van afgifte wvan
gonadotrope hormonen tot gevelg heeft, een minder snelle
uitputting van de voorraad ofcyten tot gevolyg zal hebben,
Dit zeu dan mogeliik een verhoging van de gemiddelde
leeftijd waarop de menopauze in zal treden tot gevoly
hebkben,



Heofdstuk 3., Inleiding experimenteel gedeelte.

Een niet-zwangere rat heeft onder laboratoriumom-
standigheden in de regel een vier~ of vijfdaagse ovariéle
cyelus; iedere vier of wviijf dagen vindt ovulatie plaats.
De generatie grcotste follikels springt en per follikel
komt een gerijpte eicel vrii. De gesprongen follikel
ontwikkelt zich tot corpus luteum (Pederson 1951),

Rondom de pericde waarin de ovulatie optreedt is het dier
bronstig. Het cyclisch weerkerende bronstgedrag was veel
eerder bekend dan de covariéle cyclus. Dit is de reden dat
de dagen van de ovariéle cyclus namen dragen van de brongt-
cyclus. De relatie tussen bronst- en ovariéle cyclus

werden door Long en Evans (1922) opgehelderd.

De follikelsprong vindt bij de rat in de vroege
ochtend {+ 01.00 - 02.30 uur) van de oestrusdag plaats
{Everett 1948). De follikelsprong wordt geinduceerd
door gonadotrope hormeonen die in een vrii grote hoeveel-
heid in een korte tijd (piek secretie, tonadctropine piek)
gedurende de namiddag van de pro-oestrus-dag worden afge-
scheiden. Na het springen van de generatie orootste
follikels ontwikkelt zich een nieuwe genearatie sprongriipe
follikels, een generatie follikels waarin onder invloced
van de gonadotropine piek obeytrijping, follikelsprong
en luteinisatie plaatsvinden (Mandl en Zuckerman 1952,
Welschen 1872),

Gedurende het ontwikkelingsproces tot sprongrijpe
follikels neemt de hoeveelheid cestrogene hormonen, welke
door het ovarium gesecerneerd worden, tce (Brown-Grant
et al 1970, Butcher et al 1974). Na de aanvang van de pre-
ovulatoire afgifte van gonadotrope hormonen stopt de
secretie van oestrogene hormonen en komt die van proges-
teron op gang (Oxender et al 1971, Shaikh en Harper 1972,
Labhsetwar et al 1973). De cellen van het vagina-epitheel

veranderen gedurende de ovariéle cyclus (Long en Evans 1922).
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Deze veranderingen vinden plaats onder invloed van de
hormonale activiteit van het ovarium {(Allen 1922, Barker
en Walker 1966). Met hshulp van dagelijks genomen vagina-
uitstrijkjes is de ovariéle cyclus te vervolgen.

De pre-ovulatoire afgifte van gonadotrope hormonen
geschiedt onder invloed van verhoogde secretie van een
uit het centrale zenuwstelsel afkomstig hormoon. De
afgifte van dit hormoon kan met behulp van bepaalde far-
maca, waarconder Nembutal (pentobarbital), geblokkeerd
worden. Dit heeft tot resultaat dat de pre-ovulatoire
afgifte van gonadotrope hormonen geen doorgang vindt.

De periode gedurende welke de pre-ovulatoire afgifte
geblokkeerd kan worden, wordt kritische periode gencemd
(Everett en Sawyer 1950, Bverett 1961, 1964). Van de
mogelidikheid om de pre-ovulatoire afgifte van gonadotrope

hormonen te blcokkeren wordt bij het onderzoek naar de

regulatie van de covariumfunktie veelvuldig gebruik gemaakt.

De onderzoeker kan na blokkade van de pre-ovulatoire af-
gifte van gonadotrope hormonen zonder interferentie door
deze hormonen de eilgenschappen van pre-ovulatoire follike
onderzoeken.

In het onderzoek naar de regulatie van de ovarium-
funktie wordt het optreden van follikelsprong beschouwd

als indicatie van de afgifte van een ovulatoire dosis

gonadotrcpe hormonen. In die gevallen waar follikelsprong

moeilijk vast te stellen is wordt de aanwezigheid wvan
corpora lutea als indicateor van de afgifte van een covula-
toire dosis gonadotrope hormonen beschouwd (Quinn 1966,
Moll en Zeilmaker 1966). Voorzover bekend is nog nooit
onderzocht in hoeverre rijping van eicellen als kenmerk
van de afgifte van een ovulatolre dosis gonadotrope hor-
monen kKan worden gebruikt (a).

Follikelsprong vindt bij de rat, de muis en het
konijn tussen tien en vijftien uur na de afgifte of in-
Jectie van een cvulatoire dosis gonadotrope hormonen

plaats (Pincus en Enzmann 1935, Edwards en Gates 1959,

1s
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Holsinger en Everett 1972). De hervatting van de eerste
rijpingsdeling is bij deze dieren ongeveer twee tot drie
wur na de afgifte van gonadotrope hormonen waarneembaar
{aAyalon et al 1972, Edwards en Gates 1959, Pincus en
Enzmann 1935). De rijpingsdeling wordt twee tot drie uur
na de aanvang van de pre-ovulatoire afgifte van gonadotrope
hormenen hervat. Reeds na twee tot drie uur zou met behulp
van de rijpingsdeling vastgesteld kunnen worden dat deze
pre-ovulatoire afgifte begonnen is (b). Dit kan als het
dier na het experiment geringe overlevingskansen heeft,
een groot voordeel betekenen (zie bijvecorbeeld Cross en
Dyer 1971). Om de gencemde redenen (a en b) werd onder-
zocht of met behulp van de voltooiing van de eerste rij-
pingsdeling de pre-ovulatcire afgifte wvan gonadotrope
hormonen wvastgesteld kan worden. De bruikbaarheid wan het
optreden van oOcytrijping als index voor de afgifte van
gonadotrope hormonen werd verveolgens vergeleken met die
van follikelsprong en corpus luteum vorming {hoofdstukken
5 an 6).

In de rijpingsdeling zijn een aantal duidelijke sta-
dia te onderscheiden ({(Pincus en Enzmann 1935). Het is
echter niet bekend ¢f deze stadia vaste tijdsrelaties
tot elkaar en tot het moment van inductie van de eerste
rijpingsdeling hebben. Tsafriri en Kraicer {(1972) bijvoor-
beeld, ziijn van mening dat bij de rat geen vaste tijds-
relatie bestaat tussen het moment waarcp de eerste rijipings-
deling begint {verdwijnen van de kern van de odcyt) en het
moment waarop de eerste rijpingsdeling voltooid is (af-
snoering eerste poollichaampje). Tot nu toe ig bij de rat
geen onderzoek gedaan dat een dergelijke uitspraak over
het tijdschema van het verloop van de eexrste rijpingsdeling
rechtvaardigt. Indien er een vaste tijdsrelatie bestaat
tussen het tijdstip van serum gonadotropine stijging en
de rijpingsdeling, dan zou met behulp van de rijpings-
deling bepaald kunnen worden wanneer de afgifte wvan de
gonadotrope hormonen plaatsgevonden heeft (hoofdstuk 5).
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In de hoofdstukken 5 en 6 zijn odecytrijping, lutel-
nisatie en fcllikelsprong als drie op zichzelf staande
processen beschouwd die slechts met elkaar gemeen hebben
dat zij min of meer gelijktijdig door gonadotrope hormonen
geinduceerd worden. In de literatuur wordt het bestaan wvan
sen aantal onderlinge relaties tussen follikel, odecyt en
corpus luteum geopperd. Zo zou luteinisatie mogeliijk ziin
dankzij de follikelsprong; het verdwijnen van de odcyt
zou luteinisatie mogelijk maken (El-Fouly et al 1970}.

De follikel zou intact blijven dankzij de aanwezigheid
van de odcyt en de odcyt zou intact blijven dankzij het
kontakt tussen follikelceluitlopers en obtlerma (Baker en
Neal 1972). Uit de wveelheid wvan de relaties die tussen
zich in het ovarium afspelende processen denkbaar ziin
werden er twee nader bekeken.

Onder bepazalde omstandigheden bleek het mogelijk
obeytrijping te induceren waarna de follikel degenereerde
in plaats van luteiniseerde (hoofdstuk 6). Dit leidde tot
een nader cnderzoek naar de relatie tussen gconadotrope
behandeling, oocyt en follikel (hoofdstuk 7).

Een ovulatcire dosis gonadotrope hormonen induceert
naast de reeds genoemde processen (odeytrijping, follikel-
spronyg en luteinisatie} een verandering in de gteroid-
secretie van het ovarium. De secretie van progesteron
behoort tot de eerst waarneembare verschiinselen na de
aanvang van de pre-ovulatcire afgifte van gonadotrope
hormonen {Oxender et al 1971). Rondell (1974) heeft aan-
getoond dat bij het konijn progesteron voor de follikel-
sprong noodzakelijk is. Bij amfibiegn induceert proges-
teron zowel de hervatting van de rijpingsdeling als de
follikelspronyg (Schuetz 1974)., Verondersteld wordt dat
bij de kikvors de enige funktie van een verhoogde pre-
ovulatoire afgifte van gonadotrope hormonen inductie wvan
progestercn~synthese is (Schuetz 1974). De rol van pro-
gesteron bij de inductie van de rijpinasdeling bij zoog-
dieren zou met die van de kikvors te vergelijken zijn.
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Tot nu toe ontbreekt het experimentele bewijs (Schuetz
1974). In hoofdstuk 8 wordt nader ingegaan op de relatie
steroid-synthese en inductie van de rijpingsdeling.

De experimentele gedeelten hebben als centraal punt
de rijpingsdeling, Daarcm werd een gedegen kennis van de
morfologie van de eerste rijpingsdeling noodzakelijk
geacht voor het experimentele werk. In hoofdstuk 4 wordt
dan ock de morfologie van de rijpingsdeling beschreven.

60



Hoofdstuk 4. Morfologie van de rijpingsdeling.

4.1, Inleiding.

Het was reeds lang bekend dat aan de follikelsprong de
odcytrijping (van Beneden 1875) voorafgaat. Bij dieren, waar
cvulatie door copulatie geinduceerd wordt, zoals bijvoor-
beeld het koniin, kunnen na copulatie rijpends odcyten
aangetroffen worden., Van Beneden (1875) en occk Pincus en
Enzmann (1935), die een vrij volledige beschrijving gaven
van de rijpingsdeling, deden hun waarnemingen aan de
konijne-otcyt. Bij dieren, waar ovulatie spontaan plaats-
vindt, zoals bij de rat, is het moeilijker om rijpende
odcyten te vinden. Nadat het inzicht in het verloop van
de ovariéle cyclus en het optreden van ovulaties bij de
vrouwelijke rat toegenomen was werd gericht zoeken naar
rijpende odcyten mogelijk., De publikaties wan Odor (1955)
en Mandl (1963) zijn hier voorbeelden van. Odor relateerde
het verloop van de rijpingsdeling aan het optreden van
bronstgedrag. Mandl (1963) relateerde het verloop van de
rijpingsdeling aan het moment van de follikelsprong en
aan de licht- en donkerperioden zcals deze waren in een
natuurlijke omgeving en onder laboratoriumomstandigheden.
Follikelsprong en in de regel ook bronstgedrag volgen na
de pre-ovulatoire afgifte van gonadotrope hormonen. Het
optreden van bronstgedrag of follikelsprong ziin echter
geen nauwkeurige indicatoren voor het tijdstip waarop
de afgifte wvan pre-ovulatoire hormonen aanvangt (Holsinger
en Everett 1972).

In het werk van Odor en Mandl ontbreekt een scherpe
definiéring van de grenzen tussen de verschillende stadia.
Deze grenzen zijn voor het bepalen van het tijdschema
van het verlcop van de rijpingsdeling noodzakelijk. In
dit hoofdstuk worden deze grenzen gedefinieerd. COverigens
wordt de terminologie wvan Odor en Mandl gsbruikt.
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4.2, Materiaal en methode.

De verschiliende stadia werden beschreven met behulp
van ovaria, die afkomstig waren van de in hoofdstuk 5
beschreven ratten.

4.3. Resultaten.

4.3.1, Kiemblsasstadium.

De pre-ovulatolire follikel bestaat uit een holte,
een antrum, welke begrensd wordt door de membrana granu-
losa. De membrana granulosa wordt omgeven docr de theca
interna en de theca externa. De odcyt ligt in een ver-
dikking van &. membrana ¢granulosa, die cumulus odphorus
wordt gencemd. De obcyt is rond tot ovaal van vorm. Zij
wordt omgeven door een zona pellucida, die ongeveer 13y
dik is. De obeyt iz ongeveer 70y in diameter (de zona
niet meegerekend). De odcyt bevat een centraal of vrijwel
centraal gelegen kern of kiemblaas die ongeveer 25u in -
diameter is (figuur 4-1)}. In de kern zijn enlge chromatine-
bolletjes, chromatinedraadjes en een nucleolus zichtbaar.
Overigens maakt de kern optisch een lege indruk. Het chro-
matinemateriaal ligt voornamelijk tegen het kernmembraan.
De nucleolus bevat een grote centrale vacuole. In de wand
van de nucleclus zijn vaak nog kleine vacuoli aanwezig
(figuur 4-~1).

De eerste verschijnselen van de hervatting wvan de
rijpingsdeling kunnen in de schil van de nucleolus worden
waargenomen (figuur 4-2). In die schil verschijnen korre-—
lige strukturen die duideliik de contouren van chromosomen
krijgen. Deze fase werd meestal waargenomen in ovaria die

reeds odcyten in het chromatine-massa-I-stadium bevatten.
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Hieruit is geccncludeerd dat de periode waarin chromo-

somen tegen de nucleolus zichtbaar zijn slechts kort is.

4,3.2, Chromatine-massa~I-stadium.

De nucleolus wvalt in elkaar en vormt een chromatine-
belletje van ongeveer 5p in diameter. Dit chromatine-
bolletje kleurt sterk basofiel. Het is centraal in de obcyt
gelegen. De kernmembraan valt ongeveer gelijktijdig in
elkaar, Het chromatinebolletje wordt omgeven door flarden
en blaasvormige strukturen, welke de restanten zijn van de
kernmembraan, De figuren 4-~1, 4«2 en 4-3 laten de overgang
van kiemblaasstadium naar chromatine-massa-I duideliik
zien. Tussen de restanten van de kernmembraan en chroma-
tine-massa is een nist gekleurde laag zichtbazar die,
naarmate de odcyt langer in het chromatine-massa-I-stadium
is, wverdwijnt (figuren 4-3, 4-4). In het vroege chromatine-
massa-I-stadium is er nauwelijks struktuur in het chroma-
tinebolletje te zien (figuur 4-4). Het heeft een cnregel-
matig oppervlak. Naarmate de tijd vordert komt er meer
struktuur (figuren 4-5, 4-6)_in. Het bolletje wordt minder
compact, de chromatine-massa valt in een paar brokken
uiteen, waarna individuele chromosomen zichtbaar worden.
Soms ontrolt de chromatine-massa zich als een sncer waar-
van de kralen gevormd worden door de chromoscomen (figuur
4-5).

4,3,3, Diakinese-stadium.

Het diakinese-stadium wordt gekenmerkt door indivi-
duele compacte chromosomen die in het centrum van een ster-
achtig figuur liggen. Deze sterachtige figuur wordt gevormd
door de restanten van het kernmembraan die uit blaasjes en
dubbel gevouwen fragmenten bestaan. In de figuren 4-6, 4-7
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worden een aantal voorbeelden van olcyten in diakinese-
stadium gegeven. Ten tijde wvan het diakinese~gtadium
verhuizen de in het centrum gelegen chromosomen in de
richting van de periferie van de odcyt (figuren 4-6, 4-~7}.
De chromatine-massa I desintegreert geleidelijk tot
individuele compacte chromosomen, die kenmerkend ziin
voor het diazkinese-stadium. Ter wille van de klassificatie
van de wverschillende stadia is er een grens getrokken
tussen het chromatine-massa I en diakinese-stadium. Een
odcyt werd geacht zich in het diakinese-stadium te bevinden
als tenminste éé&n individuele chromosoom zichtbaar was.
Temidden van de restanten van het kernmembraan ontstaan
weinig gerichte draden van de kernspoel. Hierdoor kriigt

de sterachtige figuur extra stralen.

4.3.4. Metafase-I-stadium.

De metafase I wordt tgekenmerkt door de aanwezigheid
van een kernspoel met chromoscomen en de afwezicgheid van
restanten van het kernmembraan. In de metafase I zijn drie
in elkaar overgaande fasen te onderscheiden: de vroege
metafase, de metafase en de late metafase.

De vreoege metafase I is herkenbaar aan een afgeronde
kernspoel met verspreid liggende chromosomen (figuur 4-8).
De kernspoel ligt in de buurt van het vitelline membraan.

De metafase I wordt gekenmerkt door sen op deoorsnede
rultvormige kernspoel met chromosomen die min of meer in
een metafaseplaat gerangschikt zijn (ficuren 4-9, 4-10,
4-11). De chromosomen komen in het midden van de kernspoel
te liggen, waarna het lengen van de chromosomen langs de
trekdraden begint (figuur 4-12). De scheiding wan de chro-
mosomen verloopt niet volledig synchroon. Sommige bevinden
zich nog niet in het midden van de kernspoel terwiijl

anderen reeds langs de trekdraden lengen. Van een echte
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metafaseplaat is vaak geen sprake. De kernspoel ligt in
dit stadium over zijn gehele lengte tegen het vitelline
membraan. Op de plaats waar de kernspoel tegen het
vitelline membraan ligt, vormt zich een uitstulping.

De late metafase wordt gekenmerkt decr chromosomen
die zich reeds lengen voordat een volledige scheiding
heeft plaatsgevonden. De kernspoel gaat wentelen, zodat
Xernspoel en vitelline membraan niet meer volledig
parallel liggen.

4.3.5. Anafase-stadium.

Gedurende de anafase vindt een volledige scheidino
van de homologe chromosomen plaats {(figuren 4-13, 4-14,
4-15). Een cdcyt is in de anafase als twee duidelijke
groepen chrcocmosomen waarneembaar zijn. Een volli.dige
scheilding van alle chromosomen is hiervoor niet nood-
zakelijk. Tijdens de anafase wentelt de kernspoel. Het
draaipunt is het midden van de kernspoel, gelegen tegen
het vitelline membraan., Dit stukje kernspoel en vitelline
rembraan lijken aan elkaar vast te zitten. De kernspoel
komt loodrecht op het vitelline membraan te staan. Het
cedeelte van de kernspoel dat zich naar buiten wentelt,
komt in een uitstulping van het vitelline membraan, het
toekomstige pocllichaampje, te liggen. Als de kernspoel
loodrecht op het vitelline membraan staat, sluit het
midden van de kernspoel de opening tussen-obplasma en de
uitstulping, die het toekomstig poollichaampie zal worden,
af. In de kernspoel wordt het zogenaamde tussenlichaam
zichtbaar; dit is een wverdikking van de trekdraden in
het vrocegere metafaseplaatgebied (figuur 4-16).



4,.3.6. Telcfase~stadium.

In het telofase-stadium vindt verplaatsing van de
chromosomen naar de einden van de kernspeoel plaats
waarna de chromosomen opgaan in twee chromatine-massa's,
waarin geen individuele chromosomen meer te onderscheiden
zijn (figuren 4-16, 4-17, 4-18). De kernspoel was in de
metafase spoelvormig, in de telofase wordt deze cylinder-
voermig. De trekdraden lopen paraliel met elkaar. In het
nog vastzittende poollichaampje vormt het chromatine
een plaat en in de odcyt vormt het een bolletje (figuur
4-18) .

4.3.7. Chromatine-massa-II-stadium.

Het poollichaampje is in dit stadium losgekomen wvan
de odcyt. In het poollichaampje worden chromosomen zicht-
baar. In de odcyt ligt het chromatine in een bolletje
tegen de ruwe afdichting, de plaats wzar het poollichaampije
afgesnoerd is. Het chromatine-bolletje ligt in een dradige
struktuur (figuur 4-19).

4.3.8, Metafase=II-stadium.

Het chromatine-bolletje differentieert zich in dit
stadium tot individuele chromesomen die verspreid liggen
in de kernspoel {vroege metafase II} (figuur 4-20).

De kernspoel ontwikkelt zich uit de dradige struktuur
waarin zich het chromatine-bolletje bevond. Be chromosomen
vormen dan een duidelijke metafaseplaat. De kKernspoel ligt
over zijn uvehele lengte tegen het wvitelline mewbraan
{figuur 4-21). Een odcyt wordt geacht zich in metafase II

te bevinden als individuele chromosomen zichtbaar zijn,
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4,4, Discussie.

Het eerste kenmerk van een cdcyt die de rijpingsde-
ling hervat is het zichtbaar worden van chromosomen tegen
de wand van de nucleclus. Het chromatine van de ratte-
oocyt moet blijkbaar veoordat kernmembraan en nucleolus
in elkaar wvallen zich in of nabij de nucleclus bevinden.
Dit komt overeen met de waarnemingen wan Austin (1961)
en Tsafriri en Kraicer (1972) die rondom de nucleolus
een DNA-ring waaynamen,

Bij de rijpingsdeling van cbcyten van andere zoog-
dieren zoals muis, mens, konijn en veldmuis wvindt er een
condensatie wvan chromosomen plaats op het membraan wvan
een tegen de celwand geledgen kern (Austin en Walton 1956,
Edwards en Gates 1959, Pincus en Enzmann 1935, Cross 1971}.
De rat vormt een duldelijke uitzondering. Condensatie
van de chromosomen vindt plaats tegen de wand van de nucleo-
lus, waarna nucleolus en de centraal gelegen kern in
elkaar vallen. Pas daarna vindt verplaatsing van het chro-
matinemateriaal naar de periferie plaats. Bij de bovenge-
noemde scorten verdwijnt het kernmembraan aan het einde
van het diakinese-~stadium. Bij de rat vindt in een zeer
vroeg stadium een in elkaar vallen van het kernmembraan
plaats maar ook bij de rat verdwiinen de restanten van
het kernmembraan pas aan het einde van het diakinese-
stadium. In de literatuur wordt over het verdwlinen wvan
de kiemblaas gesproken. Bij de rat verdwijnt de vorm van
de kiemblaas {einde kiemblaas-stadium) weliswaar doch het
dyurt aanzienlijk langer voordat ook het membraan van de
kiemblaas verdwenen is {einde diakinese-stadium).

Voor de beschrijving van een tijdschaal van de rijpings-
deling zijn duidelijk gedefinieerde stadia een voorwaarde.
De overgang van kiemblaas-stadium naar chromatine-massa I
geschiedt snel. Het zangeven van een grens tussen deze
twee stadia is gemakkelijk. De andere stadia gaan echter
geleidelijk in elkaar over. Vandaar dat er grenzen gedefi-

nieerd ‘zijn die mogelijk een wat arbitrair karakter dragen.
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kiemblaas-sta-
dium, k= kern,
km= kertmem-
braan, 0= nu-
cleoclus, o=
odplasma.

kiemblaas-sta-
dium, ch= chro-
moscomen in de
schil van de
nuclenlus, km=
kernmembraan.

chromatine-mas~
ga-I-stadium,
cm= chromatine
massa, km=
kernmembraan,
feuz follikel-
celultloper,
co= cumulus od-
phorus, zp= zo-
na pellucida.

figuren 4-1 t/m 4-21 zijn van dezelfde vergroting, de zwarte staaf in
filguur 4-1 geeft 25U weer.
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chromatine-mas-
sa-I-stadium,
cm= chromatine-
massa.

diakinese-sta-

dium, deh= dia-
kinese-chromo-

somen.

diakinese-sta-
dium, dech= dia-
kinese chromeo-
somenm.
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dizkinese-sta-
dium, p= peri-
feer gelegen
diakinese
chromosomen.

metafase I, vmf=
vroege metafase
kernspoel.

metafase I, ks=
kernspoel, mfp=
metafaseplaat.
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metafase I.

metafase I,
uo= uitstulping
odlemma.

metafase T,
late metafase,
lch= lengende
chromosomen.
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anafase.

anafase.,

telofase,

mb= midbody,
tpl= toekomstig
poollichaampie.
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telofase,
tpl= toekomstig
poollichaampie.

telofase,
chp= chromatine
plaat.

telofase,

late telofase,
poollichaampie
is vrijwel
afgesnoerd.
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chromatinemas-
ga-Il-stadium,
Poollichaampie
is afgesnoerd,
cm= chromatine
massa.

metafase II,
vroege metafase
IT, bks= begin
kernspoel, pl=
poollichaampie
met verspreid
liggende chro-
mogcmen .

metafase IT,
ks= kernspeoel.



L}
Hoofdstuk 5. Tijdschema van de eerste rijpingsdeling, )

5.1. Inleiding.

Het tijdschema van het verlocop van de eerste rij-
pingsdeling bij de rat is tot nu toe in drie publikaties
beschreven: Odcr (1955), Mandl (1963) en Tsafriri en
Kraicer (1972). Odor (1955) beschreef het tijdschema
in relatie tot de aanvang van het bronstgedrayg; Mandl
{1963} in relatie met de follikelsgprong en het licht/
donker-schema. Tsafriri en Kraicer (1972) gebruikten als
referentiepunt het einde van de kritische periode. Bi) de
experimenten die in dit hocfdstuk beschreven worden was
het tijdstip van inductie bekend. Dit in tegenstelling
tot de experimenten beschreven door Odor (1255), Mandl
{1963) en Tsafriri en Kraicer (1972). Verondersteld wordt
dat, indien het tijdstip van hormoonafeifte bij indivi-
duele dieren kekend is een meer verantwoorde uitspraak
over het tijdschema van de rijpingsdeling mogelijk is.

De rijpingsdeling zou een zeer bruikbare index voor
de afgifte van een dosis gonadotrope hormonen kunnen zijn,
indien het tijdschema cnafhankelijk is van de manier waarop
de inductie plaatsvindt. Daarom werd onderzocht of het
tijdschema van het verloop van de eerste rijpingsdeling
bepaald wordt door het type en de dosis gonadotroop
hermoon waarmee de inductie geschiedt en tevens werd
onderzocht of het tijdschema afhankelijk is van het tijd-
stip van inductie.

' ) X .
Dit hoofdstuk is gepubliceerd in Bndocrinology (
en Zeilmaker 1974).

Vermeiden
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5.2. Materiaal en methode.

Deze paragraaf is van algemene aard en heeft tevens
betrekking op de experimenten die beschreven zijn in de
hoofdstukken 4 t/m §.

5.2.1. Proefdieren.

De proefdieren waren Fy (R x U) ratten. Zowel R als U
ziin ingeteelde Wistar stammen. De dieren waren &f op de
afdeling zelf bf in het Centraal Proefdieren Bedrijf wvan
de Medische Faculteit te Rotterdam gefokt. De proefdieren
werden gebruikt op een leeftijd van 3 - & maanden. De
dieren werden met 4 ¢f 5 bij elkaar in een kool gehcuden.
De temperatuur in de stal was 20 - 24° ¢, Het lichtschema
was 14 yur licht aan, 10 uur licht uit. Het midden van de
donkere periode was 12 uur 's nachts, De dieren hadden
vrijeliik de beschikking cover water en voer (Hope's farm
laboratory diet). Indien cyclische vrouwelijke ratten
nodlg waren werd van maandag tot en met vrijdayg dagelijks
een vagina-uitstrijkje gemaakt. De dieren werden gebruikt
als zij tenminste twee achtereenvolgende vijfdaagse cycli,
direct aan het experiment voorafgaande, hadden vertoond.

In é&n experiment werden neonataal met androgeen
gesteriliseerde vrouwelijke ratten gebruikt. Deze dieren
waren cp de 5e dag na de geboorte met 1250 ﬁg testosteron
propionaat subcutaan geinjicieerd. Dit heeft tot gevolg
dat deze dieren op volwassen leeftijd geen cyclische
ovariumaktiviteit wvertonen (Barraclough 1%61, Uilenbroek
1974) .
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5.2.2. Gonadetrope stimulatie.

Gonadotrope stimulatie werd verkrecgen door middel van
een injectie van humaan chorion-gonadotropine (HCG, pregnyl,
Organon N.V.), door injectie wvan een ruw extract wvan ratte-
hypofyses of door elektrochemische stimulatie van het pre-
optische gebied in de hersenen. De injecties werden af-
hankelijk van de preoefopstelling intraveneus of intraperi-
toneaal toegediend, De intraveneuze injecties werden meestal
onder ethernarcose verricht in de vena jugularis. Indien op
andere wijze verdoofd werd is dit bij het betreffende

experiment vermelid.

5.2.2.1. Ruw hypofyse-extract.

Ruw hypofyse-extract werd bereid uit rattehypofyses
waarvan de neuro-hypofyses verwijderd waren. Gedurende de
verzamelperiode werden de hypofyses bij -18° ¢ bewaard.
Nadat er 400 hypofyses verzameld waren werden deze ont-
doocid en gehomogeniseerd in een porceleinen mortier.
Vervolgens werd dit materiaal gedurende vijf minuten aan
ultrasone trillingen blootgesteld. Na toevoeging van een
fysiologische zoutoplossing werd het homogenaat gedurende
5 minuten gecentrifugeerd met 3000 toeren per minuut.

De bovenstaande wvloeistof werd verder verdund zodanig
dat een c¢oncentratie van 2 hypofyses per ml extract werd
bereikt. Deze oplossing werd in buisjes van 1 ml diepge-
vroren bewaard. De extractie-procedure werd onder ijs
uitgeveoerd.

De hoeveelheid gonadotrope hormonen die het extract
van 1 hypcfyse bevat is gedefinieerd als 1 RHE (Ratte-
Hypofyse-Eenheid}. De potentie van 1 RHE is 6,9 pg NIH~LH-S

en 140 ug NIH-FSH—Sl.x) vlak veoor gebruik werd een buisje’

1

H
)Bepaald door Dr. J. Uilenbroek.
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met hypofyse-extract ontdooid en met een fysiclogische
zoutoplossing tot de gewenste concentratie verdund.

5,2.2.2, Elektrochemische stimulatie.

Elektrochemische stimulatie werd verricht nadat het
dier in een sterectaktisch apparaat gefixeerd was. De
stimulatie werd eenzijdig in het pre-optisch gebied uit-
gevoerd met een unipclalre roestvrijstalen elektrods,

De niet geisoleerde punt wvan de elektrode was 0,5 mm lang
en had een diameter van 0,25 mm. De stroomsterkte bedroedg
160 pA (geliikstroom). Deze stroom werd 3 maal gedurende
30 seconden met telkens een tussenpauze van 30 seconden
toegediend. Tijdens autopsie werd nagegaan of de punt van
de elektrode zich in het pre-optisch gebied bevonden had.
Indien dit niet het geval was werd het dier niet tot de

precefgroep gerekend.

5.2.2.3. Blokkade van spontane afgifte van endogene

ovulatolre gonadotrope hormonen.

Spontane afgifte van endogene ovulatoire gonadotrope
hormonen werd voorkomen door een intraperitoneale injectie
met Nembutal {33,3 mg/kg) of door hypofysectomis. Hypo-
fysectomie werd verricht via parapharyngeale weg of via

het oor met een Hoffman-Reiter hypofysectomie-instrument,

5.2.3. Histologische methode, microscople en fotografie.

Histologisch materiaal werd in Bouin gefixeerd. Na 24
uur werd de Bouin-oplossing wvervangen door een oplossing
bestaande uit 70% alcohol en 30% water. Met behulp van een

histokinette veond inbedding in paraplast plaats. De ovaria
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werden in serie in coupes van 10p gesneden en gekleurd met
eosine~hematoxyline. De coupes werden met een microscoop

bestudeerd,

5,3, Resultaten.

5.3.1. Het verloop van het tijdschema van de eerste
rijpingsdeling na inductie met verschillende
ovulatoire gonadotrope stimuli,

Op de dag van pro-oestrus werden tussen 11,00 en 13,00
uur 53 ratten elektrochemisch gestimuleerd (5.2.2.2) in
het pre-optische gebied. Eenzijdige ovariectomie werd met
intervallen van 30 minuten tussen 2 en 11 uur na stimula-
tie verricht om het tijdschema van de rijpingsdeling te
bestuderen. Het andere cvarium blesf in het dier om de
volgende morgen controle op ovulatie mogelijk te maken.
Slechts die dieren die geovuleerd hadden werden verder
bestudeerd (47 stuks). Een andere groep van 64 ratten
werd tussen 11.00 en 13.00 uur tijdens pro-cestrus met
10 IU HCG intraperitoneaal geinjicieerd. Deze dosis is
voldeoende wvoor de inductie wvan ovulatie. Ovariectomie
werd met intervallen van 30 minuten tussen 2 en 11 uur na
HCG-injectie verricht om het verloop van het tijdschema
van de eerste rijpingsdeling te bestuderen. (De odcyten
van beide diergroepen werden gebruikt om de morfologie wvan
de onderscheiden stadia van de serste rijpingsdeling te
beschrijven {zie hoofdstuk 4)).

Om de spontane afgifte van endogene gonadotrope hor-—
monen te voorkomen werden zowel de elektrochemisch ge-
stimuleerde als de met HCG behandelde dieren tussen 13.15
en 13.45 uur met Nembutal gelinjicieerd.

De resultaten van de analyse van de verschillende

79



100%

50%

100%

50%

100%

50%

100%

50% A

0%

0%

100% ~

50%

100%

50%

100%

50%

80

T T T YT T T T T
e T T T T
L T 1 r i~ 1 1 7 1 1
.
T T/
1
- T
|
—— T T T T T T
[}
oo
1 1
. r
il
1
1
syl ot
T +r—+*« ¥ F T *tT1 1T 1T 17T 1T 7T F 1 T &1 1
i 2 3 4 5 <3 7 B ? 12
4 6345223463 2323332 3HCG,
55422222322 2222242 ECS,
HCG
- — = —ECS

kiemblaasstadium

chromatine massa =~
stadium

diakinese stadium

metafose - | « stadium

anafase stadium

telofase stadium

chromatine massa ~[f«
stadium

metafase - || - stadium

tijd in uren na GS,

dieren per interval
dieren per intervat
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van individuele dieren.



stadia van de eerste rijpingsdeling zijn weergegeven in
figuur 5-~1, Elk onderscheiden stadium blijkt een elaen
plaats op de tijdschzal te hebben. Uit figuur 5-1 blijkt
dat het tijdschema van de onderscheiden stadia van de rij-
pingsdeling van de met HCG behandelde en de elektrochemisch
gestimuleerde dieren gelijk is. Het interval tussen het
+ijdstip waarop 50% van de kernen verdwenen was en het
tijdstip waarop 50% van de ofcyten in metzfase II gekomen
was bedroeg bij beide grcepen 7,5 uur.

5,.3.2. Het verloop van de ecerste rijpingsdeling na inductie
op twee verschillende tijdstippen van de dag van
pro-oestrus.

Twee groepen ratten die in pro-oestrus waren, werden
intraperitoneaal geinjicieerd met een ovulatoire dosis
ratte-hypofyse-extract (2 RHE). De eerste groep (24 ratten)
werd 's morgens om 5,00 uur en de tweeds groep {25 ratten)
werd tussen 11.00 - 13.00 uur behandeld. De groepen werden
op deze twee verschillende tijdstippen behandeld om na te
kunnen gaan of het verloop van de =erste rijpingsdeling
afhankelijk is van het tijdstip waarop gonadotrope stimu-
latie plaatsvindt.

Nembutal (33,3 mg/ky) werd in beide groepen proefdie-
ren 45 minuten na de injectie met hypofyse-extract intra-
peritoneaal ingespoten om een vergelijking met ECS- en
HCG-groepen mcgelijk te maken,

De resultaten zijn weergegeven in figuur 5-2. De tijd-
gchema's van de rijpingsdeling van de beide proefdier-—
grospen waren niet verschillend. Hieruit kan dgeconcludeerd
worden dat het tijdschema wvolledig afhankelijk is van het
moment waarop de injectie met hypofyse-extract heeft plaats-
gevenden. Het interwval tussen het tijdstip van injectie
met hypofyse-extract en het moment waarop 50% van de kernen

verdwenen was bedroeg 1,5 uur. Het interval tussen het moment
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waarop 50% van de kernen verdwenen was en het tijdstip
waarop 50% van de odcyten zich in metafase II bevconden
bedroeg 7 uur,

kiemblaasstadium

metafase - [l - stadium

%

-
30 o
9 T YT T : T o ——
: 1 1: 2 203 334 4} 5 556 8f 7 tifd in uren ng GS
§ f 2 ; 4 RHE-O, dieren per interval
2 RHE-M, dieren per interval
- &~ RHE-O
—e— RHE-M

figuur 3-2. Aanveng {verdwijnen van het kernmembroan) en einde {verschiinen van de metafase-1|
rijpingsdeling na inductie met rattehypofyse-extract (2 RHE ip) te 5.00 h (RHE
h (RHE-M groep} .
RHE = rattehypofyse -extract, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse, O = ochtend, M = middag,
GS = genadotrope stimulatie .

-kernspoel) von de eerste
-O groep) of tussen 11.00-13.00

5.3.3. Het effect van een subovulatcire dosis gonadotrope

hormonen op de riijpingsdeling.

Zestien ratten werden tussen 11,00 en 12.00 wur op de
dag van pro-oestrus elektrochemisch gestimuleerd, waarna
zij 30, 40 of 60 minuten later gehypofysectomeerd werden.
Dit werd gedaan om na te gaan cf eesn beperkte hoeveelheid
gonadotrope hormonen effect heeft op het tijdschema van
de eerste rijpingsdeling en of het mogelijk was odcyt-
rijping te induceren zonder aansluitende ovulatie. Per
dier werd &é&n ovarium 3 tot 5 wuur na elektrochemische
stimulatie verwijderd om de rijpingsdeling wvan pre-
ovulatoire odcyten te bestuderen. Het andere ovarium
bleef tot de volgende dag in het dier om ovulatie-controle

mogelijk te maken en om te zien of er niet-gecvuleerde,
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niet-volledig gerijpte obdcyten aanwezlig waren.

Het effect van intervalvariatie tussen elektroche-
mische stimulatie en het tijdstip wvan hypofysectomie op
de ovulatierespons is weergegeven in tabel 5-1. Uit deze
tabel blijkt dat 60 minuten wvoldeoende was voor de inductie
van ovulatie.

tabel 5~-1. Ovulatierespons van cyclische ratten die 30, 45 en 80
minuten na ECS gehypofysectomeerd werden. ECS vond tussen 11.00
en 13.00 uur plaats op pro-cestrus.

interval
ECS - hypefysectomie
ovulatierespons 30 min 45 min 60 min
odcyten/dier
¢} 3/3 5/9 -
1 - 3/9 i/4
>1 - 1/9 3/4

ECS= elektrochemische stimulatie.

Alle in de pre-ovulatcoire follikels achtergebleven
obeyten van ovaria waarvan slechts &&n follikel gesprongen
was waren vollediy gerijpt (4 ovaria wvan 4 ratten). In de
andere ovaria van deze dieren, die 3 - 5 uur na elektro-
chemische stimulatie verwijderd waren, bleken 21 wvan de
22 pre-ovulatoire odcyten zich in dezelfde stadia van de
rijpingsdeling te bevinden als de odcyten van ovaria die
eveneens 3-5 uur na elektrochemische stimulatie gefixeerd
waren en waarbij de afgegeven dosis gonadotrope hormonen

ovulatoir was (figuur 5-1, ECS groep).

De covaria wvan 8 ratten bleken op de dag na de elek-
trochemische stimulatie geen gesprongen follikels te
bevatten, Het interval (30 of 45 minuten} tussen elektro-
chemische stimulatie en hypofysectomie was bklijkbaar onvol-

doende geweest voor de afgifte van een ovulatoire dosis
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gonadotrope hormonen. De resultaten van het microgcopisch
onderzoek van de ovaria die 3 - 5 uur of 24 uur na de
behandeling gefixeerd zijn, is weergegeven in tabel 5-2,
tabel 5-2, Analyse van de stadia van de ERD van oficyten van ovaria die 3~5 uur en 2% uur

na ECS verwijderd zijn ult ratten die 30-45 minuten na ECS gehypofysectomeerd waren an
die niet ovulesrden. EC5 vond tussen 11.00 en 13.00 uur plaats op pro-oestrus.

interval

ECS-hypofysectomie ECS-1ste ovariéctomie stadia ERD 1ste ovarium  stadia ERD 2de ovarium
30 min i n e /Y KB 5/ 5 KB

37 min 3,5h 5/B KB 4f 4 KB

30 min 4 h 5/7 KB 1/7 CNI  1/7 D 4/ & KB Z/ 6 MEIT
45 min 3.5h 3/4 KB 1/4 CMI 6/10 KB 4410 MFIT
48 min 'Y a/e D 47 4 MFII
45 min 5 h 7/7 KB 5/ 5 KB

45 min 5 h 6/6 D T/ 7 MFIL
45 min z h 2/4 KB O1/4% CMI 1/4 D 1/ B ¥XB 5/ 6 MFII

ERD= gerste rijpingsdeling, ECS= elektrochemische stimulatie, KBz kiemblaas,
CMI= chromatinemasea I, D= giakinese, MFII= metafase II.

Het bleek dat de pre-ovulatoire odcyten van de ovaria
die €én dag na de behandeling gefixeerd waren 3f volledig
gerijpt 3f nog in het kiemblaas-stadium waren {tabel 5.2,
laatste kolom). Tussenliggende stadia werden niet waar-
genomen. Het aantal odcyten dat 3 tot 5 uur na de elektro-
chemische behandeling met de rijpingsdeling begonnen was,
is gelijk aan het aantal ocyten dat op de dag na de
behandeling geriipt was. Hieruit kan geconcludeerd worden
dat indien odcytrijping niet 3 tot 5 uur na gonadotrope
stimulatie begonnen is, de odeyt in het kiemblazas-stadium
zal blijven.

Uit het feit dat volledig gerijpte odcyten aanwezig
waren in niet-gesprongen follikels kan geconcludeerd
worden dat de drempelwaarde voor de inductie wvan obcyt-—

rijping lager is dan die voor follikelsprong.

5.4, Digcussie.

Thibault (1872, 1973} vergeleek de morfologie wvan de
konijne-odeoyt, nadat rijping Zn vive of im vitro plaatsge-
vonden had. Het bleek dat de Zn vive geriipte odcyten een
tangentieel, op het oblemma, gehechte kernspoel hadden.
Het merendeel wvan de ©m vitro gerijpte odcyten had een
84



radiair gerangschikte, nauwelijks aan het ollemma gehachte
kernspoel. De omstandigheden waaronder de odcyt zich bevindt
heeft blijkbaar invloed op de wijze waarcp de rijpingsdeling
voltooid wozrdt.

Bij onze experimenten konden bij vergelijking van de
details van de verschillende stadia van de rijpingsdeling
na het toedienen van HCS en na elektrochemische stimulatie
geen verschillen ontdekt worden. Cok in die gevallen waar
de dosis gonadetrope hormonen slechts voldoende was om
enkels odcyten per dier te doen rijpen kwamen de waarge-
nomen stadia volledig overeen met die waarin de dosis
gonadotrope hormonen ruim voldoende was om alle odcyten
te laten rijpen en de follikels te laten springen. Hieruit
kan geconcludeerd worden dat de rijpingsdeling in vivo
onafhankelijk van de manier waarop de inductie heeft plaats-
gevonden volgens een vaststaand patroon verloopt.

Indien het tijdschema van de rijpingsdeling niet
volgens een vast patroon zou verlopen, dan zouden de in
figuur 5-1 weergegeven tijden waarin de onderscheiden
stadia doorlopen werden, elkaar overlappen. Dit is echter
niet het geval. De stadia hebben een vaste tijdsrelatie tot
elkaar en eveneens tot het tijdstip waarop inductie van
cocytrijping heeft plaatsgevonden. Op grond hiervan kan
geconcludeerd worden dat wanneer er een ovulatoire gona-
dotrope stimulatie plaatsgevonden heeft, de rijpings-
deling volgens een vast tijdschema verlcoopt.

Uit figuur 5-2 blijkt dat het verlcop van de cocyt-
rijping afhankelijk is wvan het moment waarop gonadotrope
stimulatie plaatsvindt en oconafhankelijk is wvan de tijd van
de dag van pro-oestrus. De follikelsprong daarentegen
blijkt wellicht gedurende een beperkte periode van de nacht
plaats te vinden. Deze periode is onafhankelijk van het
tijdstip, 5.00 cf 11.00 uur, waarop de afgifte van gona-
dotrope hormonen geinduceerd is (Holsinger en Everett 1972).

Het interval tussen het moment van behandeling en het
tijdstip waarop 50% van de odcyten met de rijpingsdeling
begonnen is, bedraagt bij de elektrochemisch gestimuleerde
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groep ongeveer 2,5 uur (figuur 5-1i) en bij de met hypofyse-
extract behandelde groep ongeveer 1,5 uur (figuur 5-2). Het
verschil is ongeveer 1 uur. Dit verschil wordt waarschijn-
1lijk verocorzaakt door de tijd die na elektrochemische sti-
mulatie nodig is wvoor de afgifte van een ovulatoire dogis
gonadotrope hormonen. Dit komt overeen met bepalingen wvan
luteiniserend hormoon (Clemens et al 1971, Kalra et al 1971,
Turgeon en Barraclough 1973} en gegevens over de effecten
van hypofysectomie na ECS (Everett 1964),

Het interval tussen het verdwijnen van de kern en het
verschijnen wvan het metafase-II-stadium ig in alle groepen
7 tot 7,5 uur (figuren 5-1, 5-2). Dit komt overeen met
waarnemingen van Mandl (1%63) (ongeveer 7 uur). Volgens
Tgafriri en Kraicer {1972) was dat interval 5 uur. De in
dit hoofdstuk gepresenteerde waarnemingen zijn afkomstig
van dieren waarvan voor elk dier afzonderli’k het moment
van gonadotrope stimulatie bekend was. Hierin verschillen
deze waarnemingen in een belangrijk opzicht met die wan
Mandl, Tsafriri en Kraicer, In de HCG-preoefdiergroep was
50% wvan de kernen 2,5 uur na de HCG-injectie verdwenen
{figuur 5-1). Bij de met ratte-hypofyse-extract behandelde
dieren was dit interval 1,5 uur (figuur 5-2). Bij beide
groepen was het interval tussen verdwiijnen van de kern en
het verschijnen van de metafase-IT-kernspoel 7 =~ 7,5 uur.
In tegenstelling tot Tesafriri en Kraicer, die conclu-
deerden dat het tijdstip waarop de kern verdwijnt niet
in relatie staat met latere stadia wvan odcytrijping, kan
uit deze gegevens geconcludeerd worden dat na het
verdwijnen van de kern de rijpingsdeling volgens een
vaststaand tijdschema verloopt.

De met HCG- en met hypofyse-extract behandelde dieren
werden intraperitoneaal geinjicieerd. Voor beide groepsn
kan het moment van injectie gelidkoesteld worden met het
moment wvan gonadotrope stimulatie. Toch bestaat er een
verschil van 1 uur tussen het moment van injectie en het

tijdstip waarop bij 50% wvan de odcyten de kern verdwenen
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was. De doses HCG en hypofyse-extract waren beide ruim
voldoende om ovulatie te induceren (6.3.2 en 6.3.3).
OGcyten die uit antrale follikels geisoleerd worden kunnen
in een hormoon-vril medium de rijpingsdeling hervatten en
en voltooien. De gonadotrope hormonen hebben waarschijnliijk
geen rechtstreekse invloed op de odcyt, maar veranderen

het milieu waarin de obcyt verkeert zodanig dat rijping
mogelijk wordt (Pincus en Enzmann 1935, Biggers 1972,
Zeilmaker et al 1972), Bij Zn vitre incubatie van ratte-
obeyten is het kleinste interval waarbinnen de kern ver-
dwijnt ongeveer 1,5 uur {Zeilmaker, persconliijke madedeling).
Dit is gelijk aan het interval dat gevonden werd in de met
hypofyse-extract behandelde dieren. Blijkbaar ie dit de
kortste tijd die tussen inductie van de rijpingsdeling en
verdwijnen wvan de kern mogelijk is., Bovengencemd verschil
van een uur werd door Thibault (1972,1973) evensens waarge-
nomen bij het konijn. De kernmembraan van de odcyt van dit
dier wverdwijnt tijdens <n witre incubatie ongeveer een uur
eerder dan im vive na HCG-injectie.
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Hoofdstuk 6. Qdcytrijping, luteinisatie en owvulatie. )

6.1. Inleiding.

In een normale ovarigle cyclus hangen obcytriiping,
follikelsprony en corpus luteum-vorming nauw met elkaar
samen. Ofcytrijping gaat aan de follikelsprong vooraf
en de gesprongen follikel differentieert zich tot corpus
luteum. Cdcytrijping, follikelsprong en corpus luteum-
vorming (luteinisatie) worden alle gelijktijdig door
gonadotrope hormonen geinduceerd. Follikelsprong is een
kenmerk wvoor een ovulatoire stimulus. De aanwezigheid van
corpora lutea is eveneens gen kenmerk voor het optreden
van een ovulatoire geonadotrope stimulus, Odcytriiping
wordt tot nu toe echter niet gebruikt als kenmerk van
gonadotrope stimulatie, Een mogelijke oorzaak hiervan
zou kunnen zijn dat obecytrijping in atretische follikels
plaatsvindt zondey dat gonadotrope hormonen hiervoor nodig
zijn,

In dit hocfdstuk wordt de bruikbaarheid van odcyt~
rijping als index voor gonadotrope stimulatie besproken
en deze bruikbaarheid wordt vergeleken met die van folli-

kelsprong en corpus luteum-vorming.

6.2. Materiaal en methode.

De preefdieren waren cyclische of neonataal met andro-
geen gesteriliseerde ratten die op een leeftijd van 3 tot
6 maanden met een kleine dosis HCG (0,2 - 0,5 TU) of
hypofyse-extract (1/32 - 1/1 RHE) intraveneus geinjicieerd

1
)Dit hoofdstuk is gepubliceerd in Endocrincleogy (Vermeiden

en Zeilmaker 1974).
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werden. De cyclische dieren werden vlak voor de gonadotrope
behandeling gehypofysectomeerd om spontane afgifte van
endogene gonadotrope hormonen te voorkomen. Hypofysecto-

mie en intraveneuze injectie werden onder tribromo—ethanol
(Avertine} narcose uitgevoerd. Bij neonataal met androgeen
gesteriliseerde ratten vindt er geen spontane afgifte wvan
ovulatoire gonadotrope hormonen plaats. Het werd daarcm
niet nodig geacht deze dieren te hypofysectomeren.

(Voor een toelichting waarom deze dieren gebruikt werden zie
6.3.4.)

Tenzij anders gesteld werd per dier op de eerste dag
na de behandeling met gonadotrope hormonen controle op
ovulatie uitgevoerd en werd per dier een ovarium gefixeerd
cm vast te kunnen stellen of odcytrijping had plaatsge~-
vonden. Het andere ovarium werd twee dagen na de behande-
ling met gonadotrope hormonen gefixeerd om het cptreden
van luteinigatie te kunnen bestuderen.

De details zijn bij de beschrijving van de experimen-
ten vermeld.

6.3. Resultaten.

6.3.1. Luteinisatie.

Bij de microscopische bestudering van de ovaria, die
op de tweede dag na de behandeling met gonadotrope hor-
monen gefixeerd waren, bleek dat luteinisatie geen alles
of niets verschijnsel was. Er waren allerlei overgangsvor-—
men tussen niet-geluteiniseerde en volledig geluteiniseerde
follikels. Om deze reden weard er een klassificatle gemaakt,
die weergeeft in welke mate een follikel geluteiniseerd is.
De onderscheiden klassen geven bij benadering aan hceveel
granulosa-cellen er per follikel groter en meer acidofiel

zijn en een blazige kern gekregen hebben: de kenmerken
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figuren 6-1 t/m 6-4. Vier stadia van luteinisatie. De fote's zijn van
dezelfde vergroting, de zwarte staaf in figuur 6-4 geeft 250u weer.

De foto's zijn gemaakt van ovaria van cyclische ratten die twee dagen
na hypofysectomie en injectie met humaan chorilongonadotropine of ratte-
hypofyse~extract gefixeerd zijn.

figuur 6-1. Volledige lutelInisatie, ro= restant odecyt, ax antrum. Het
dier was met 1/18 RHE ingespoten (iv).

figuur 6-2. Gedeeltelijke luteinisatie, lw= luteine weeflsel, mg= membra-
na granulosa, rer=restant corona radiata. Het dier was met 0,5 IU HCG
ingespoten.

figuur 6-3. Geringe luteinisatie, lec= luteine cyste, o= kernhoudende,
niet geriipte odcyt. Foto 1s van hetzelfde ovarium gemaakt als figuur
B-2.

figuur 6-4. Geen luteInisatie. Membrana granulosa is atretisch geworden.
Restant van corona radiata is in het antrum {a) zichtbaar. Het dier was
met 1/32 RHE Ingespoten (iv) waarop odeytrijping maar geen luteinisatie
volgde.
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van een luteinecel {(Pederson 1951). In de geluteiniseerde
gedeelten van een follikel bleek de scheiding tussen
membrana granulosa en theca interna verdwenen. Bloedvaten
waren de geluteiniseerde gebieden van de membrana granulosa
ingegroeid.

Er werden vier typen geluteiniseerde follikelg
onderscheiden:
1, Volledige luteInisatie: alle, of vrijwel alle granulosa-
cellen zijn tot luteine-cellen gedifferentieerd. Een vol-
ledig geluteiniseerde follikel vertoont dezelfde histolo-
gische kenmerken als een corpus luteum van de normale
cyclus. Indien een follikel niet gesprongen is dan bevat
ket corpus luteum vaak een groot antrum (figuur 6-1).
2. Onvolledige luteinisatie: een duidelilk gedeelte van de
membrana granulosa en de theca interna is niet tot luteine-
weafsel gedifferentieerd. Niet-geluteiniseerde granulcsa-
cellen zijn atretisch (figuur 6-2).
3. Geringe luteinisatie: een groepje bij elkaar liggende
luteine-cellen zijn aanwezlig in een overigens atretische
follikel (figuur 6-3).
4. Geen luteinisatie. Luteine-cellen zijn in deze follikel
afwezig. De granulosa-cellen zijn atretisch geworden
(figuur 6-4).

6.3.2. Odcytrijping en luteinisatie bij met HCG-behandelde

cyclische ratten.

Drie en twintig ratten werden op de dag van pro-oestrus
tusgen 11.00 en 13,00 uur gehypofysectomeerd en vervolgens
intraveneus geinjiciecerd met een dosis HCG die variecerde
tussen 0,2 en 0,5 IU, De veclgende morgen werd op ovulatie
gecontroleerd en per dier werd een ovarium gefixéerd. De
overgebleven ovaria werden twee of drie dagen na de HCG-
behandeling gefixeerd.
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tabel 6-1, Ovulatierespons van cyclische ratten die intravensus met
verschillende doses humaan choriongonadotropine zijn geinjicierd.

Injectie vond plaats tussen 11.00 en 13.00 uur na hypofysectomie op
pro-oestrus.

dosis HCG (IU)

ovulatierespons 0.2 0,3 0,4 0,5
cbeyten/dier

0 b4/4 275 6/7 3/7

1-8 - 1/5 1/7 3/7

>6 - 2/5 - /7

HCG= humaan choriongonadotropine.

De ovulatierespons van deze dieren 1s weergegeven in
tabel 6~1, Bij viiftien van de drie en twintig dieren
werden geen gesprongen fcllikels aangetroffen. Van deze
vijftien dieren bleken er acht geen enkele gerijpte obcyt
te bevatten. Deze acht worden verder niet besproken. Van
de overgebleven zeven ratten bleek bij &&n rat alle pre-
ovialatoire follikels een gerijpte obcyt te bevatten.

De pre-ovulatoire fcllikels van de overige zes ratten
bevatten of een gerijpte odcyt df een obeyt in het kiem-
blaas-stadium. De resultaten van het microscopisch onder-
zoek van deze Zeven ratten zijn weergegeven in tabel 6-2,
Uit deze tabel blijkt dat volledige luteinisatie altijd
gepaard gaat met cocytrijping. In de onvelledig cof gering
geluteiniseerde folilikels waren zowel gerijpte als niet-

gerijpte obcyten aanwezig.

tabel 6-2, Relatle tussen odcytrijping en luteInisatie in Iindividuele
follikels van ovarla van een groep van 7 gehypofysectomeerde ratten
die met 0,2~0,5 IU humaan choriongonadetropine behandeid zijn.
aantal ofcyten
in stadia ERD

graad van aantal ratten aantal follikels KB MF IX
follikelluteInisatie (n=7} (n=x0

volledig 5 9 0 El
gedeelteliik 6 12 5 7
gering 5 9 g 1
niet 5 10 9 1
ERD= eerste rijpingsdeiing, ¥B= kiemblaas, MF II= metafase IT.
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6.3.3. Met hypofyse-extract behandelde cyclische ratten.

Dit experiment werd ultgevoerd zoals beschreven is
in 6.3.2 met dien verstande, dat in plaats wvan HCG ver-
schillende doses ratte-hypofyse-extract (1/32 - 1/2 RHE)
geinjicieerd werden. De proefgroep bestond uit 24 dieren.
van de dieren die met de laagste dosis (1/32 RHE) behandeld
waren werd van drie dieren een ovarium €én dag na de aan-
vang van het experiment verwijderd en gefixeerd. Dit om
te constateren of deze dosis voldoende was om odcyt-
rijping te induceren. Bij microscopisch onderzoek kleken
alle 21 pre-ovulatoire odcyten de eerste rijpingsdeling
voltooid te hebben. De dosis van 1/32 RHE was dus voldoende
om odecytrijping te induceren en aangencmen werd dat dit
ook het geval was met de hogere doses. De ovaria van de
dieren die met hogere doses behandeld waren werden daarom
twee dagen na de gonadotrope behandeling gefixeerd. Deze
werkwijze heeft als voordeel dat extra materiaal beschik-
baar wasg om de luteinisatie te bestuderen.

tabel 6-3. Ovulatierespons van cyclische ratten die intraveneus met
verschillende doses rattehypofyse-extract zijn geinjiciderd. Injectie
vond plaats tussen 11.00 en 13.00 uur na hypofysectomie op pro-oestrus.

dosis hypofyse-extract (RHE)

ovulatierespons 1/2 /4 1/8 1/16 1/32
obeyten/dier
0 - - 2/6 2/4 6/6
1-6 - /4 3/8  2/4 -
»B6 44 3/4 1/6 - -

RHE= rattehypofyse-eenheid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

De ovulatie-respons van de met verschillende doses
hypofyse-extract geinjicieerde groepen is weergegeven in
tabel 6-3. In tabel 6-4 zijn de aantallen gerijpte obcyten
en geluteiniseerde follikels weergegeven. De doses van 1/8
en hoger induceerden rijping van alle odcyten en volledige
luteinisatie van alle follikels. In de dieren die met 1/16

RHE behandeld waren bleken alle pre-ovulatoire odcyten ge-—
rijpt te zijn en 45 van de 48 follikels waren geluteini-
seerd (44 wvolledig, 1 gedeelteliik). In slechts 3 van de
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45 geluteiniseerde follikels had follikelsprong plaatsge-
vonden. De groep dieren die met 1/32 RHE behandeld was
bestond uit 6 ratten. Van 3 dieren werd een ovarium &&n

dag na de behandeling gefixeerd; de andere % covaria na

twee dagen. Deze 9 ovaria bevatten 52 pre-ovulatoire folli-
kels waarvan er 9 geluteiniseerd waren (5 vollediyg, 3 gedeel-
telijk en 1 gering). De obcyten in deze 9 geluteiniseerde
follikels waren gerijpt. De 43 niet-geluteiniseerde £folli-
kels waren atretisch geworden; 36 hiervan bevatten gerijpte

obcyten. Uit deze waarnemingen kan geconcludeerd worden dat

tabel 6-i. O5cytrijping en luteinisatlie in ovaria van ratten twee dagen
na hypofysectomie en injectie (iv) met hypofyse-extract op pro-oestrus.

dosis hypofyse- aantal aantal gerijpte  aantal geluteiniseerdel)
extract (RHE) dieren  odcyten/ovarium  follikels/ovarium

1/ 2 4 5,6 5,8

1/ 4 i 5,8 5,8

1/ 8 6 5,7 5,7

1/18 4 6,0 6,0

1/32 € 5,0 1,0

1) Volledig, gedeeltelijk en gering geluteIniseerde follikels.
RHE= rattehypofyse-cenheid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

na behandeling met ratte-hypofyse-extract oGcytrijping gein-
duceerd kan worden zonder dat deze door luteinisatie of
follikelsprong gevolgd wordt, Geluteiniseerde follikels

met niet gerijpte obcyten werden niet waargenomen en alle
gesprongen follikels waren geluteinisserd. Luteinisatie

van een niet-gesprongen follikel kwam veelvuldig wvoor.

6.3.4, Met hypofyse-extract behandelde neonataal met an-
drogeen gesteriliseerde dieren.

Dit experiment werd met neonataal met androgeen geste-
riliseerde dieren uitgevoerd om na te kunnen gaan of het
verschil in effect van HCG en ratte-hypofyse-extract op
odoytriiping en luteinisatie verklaard kon worden uit het
feit dat hypofysaire gonadotrope hormonen een veel klei-

nere halfwaarde tijd hebben dan HCG (Parlow 1968).
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Neonataal met androgeen gesteriliseerde ratten ovuleren
niet spontaan. Daarom werd het niet nodig geacht deze te
hypofysectomeren. Verondersteld werd dat de aanwezigheid
van esen hypofyse tot gevolg had dat er een basaal niveau
aan gonadotrope hormonen aanwezig zou zijn in de periode
waarin luteinisatie plaatsvindt. Indien dit zo is vertocont
deze situatie meer gelijkenis met een gehypofysectomeerd,
met HCG behandeld dier dan met een gehypofysectomeerd met
hypofyse-extract behandeld cyclisch dier.

6.3.4.1. Tweeéndertiyg necnataal met androgeen gesterili-
seerde dieren Werden met verschillende doses ratte-
hypofyse~extract (1/32 - 1/1 RHE) tussen 11,00 - 13.00

uur geinjicieerd. De buikwand werd de volgende day geopend
om op ovulatie te controleren en om een ovarium te fixeren.
Het contralaterale ovarium werd twee dagen na de injectie
met ratte-hypofyse-extract gefixeerd om luteinisatie te
kunnen bestuderen.

tabel 6-5. Ovulatierespons van met androgeen neonataal gesteriliseerde

ratten die intraveneus met verschillende doses rattehypofyse-extract
zijn gelnjiciéerd.

dosis hypofyse-extract (RHE)

ovulatierespons /1 1/2 /4 1/8 1/16 1/32
obeyten/dier
0 - - 2/6 274 6/7 5/6
1-6 - 1/5 3/6 274 177 -
>b 5/5 4/5 1/6 - - -

RHE= rattehypofyse-eenheid, 1RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

De ovulatierespons na behandeling met verschillende
doses ratte-hypofyse-extract is weergegeven in tabel 6-5.
Het optreden van obcytriiping en follikelluteinisatie wvan
deze dieren is weergegeven in tabel 6-6. Uit tabel 6-¢

blijkt dat obeytrijping is waargenomen in de groep die
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met 1/32 RHE behandeld werd. In de groep die met 1/16 RHE
behandeld was werden odcytrijping en een paar geluteini~
seerde follikels waargenomen, Uit de tabellen 6-5 en 6-6
is te concluderen dat bij neonataal met androgeen geste-
riligeerde ratten oplopende hoeveelheden hypofyse-extract
nodig zijn voor de inductie wvan odcytrijping, follikel-
luteinisatie en follikelsprong. De necnataal met androgeen
gesteriliseerde dieren reageerden wat dit betreft op
dezelfde wijze als de cyclische dieren die na hypofysec-
tomie met hypofyse-extract behandeld waren.

tabel 6-6. Odcytrijping en luteinisatie in ovaria van met androgeen
necnataal gesteriliseerde ratten na injectie wet rattehypofyse-extract.
Qocytrijping werd bestudeerd in ovaria die #&n dag en luteinisatie werd
bestudeerd in ovaria die twee dagen na injectie gefixeerd waven.

- - - . 1)y
dosis hypofyse- aantal aantal geriipte aantal geluteIniseerde )
extract (RHE) dieren oScyten/ovarium follikels/ovarium
1/ 8 4 5,0 7,0
1/16 7 4,7 1,1
1/32 6 1,8 G

1) Volledig, gedeeltelijk en gering geluteiniseerds follikels.
RHE= rattehypofyse~extract, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

6.3.4,2. In de ovaria wvan neonataal met androgsen gesteri-
liseerde ratten vindt ontwikkeling toct pre-ovulatoire
follikels plaats. Een injectie met een dosis gonadotrope
hormonen welke bij cyclische pro-oestrus ratten ovulatoir
is, heeft bij met androgeen neonataal gesteriliseerde
ratten altijd follikelsprong tot gevolg (Uilenbroek 19574).
e ovulatcire gonadotrope stimulatie vindt echter niet
spontaan plaats. Door het achterwege blijven van een
ovulateoire gonadotrope stimulus worden pre-ovulatoire

follikels na enkele dagen atretisch (Everett en Sawyer 1950).
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Figuren £-5,

6-6 en 6-7 ziln
foto's van cou-
pe's van ovaria
van neonataal
met androgeen
gesteriliseerde
ratten. De staaf
in figuur 8-6
geeft 50U weer.

figuur 6-5.

Eén dag na in-
Jectie met 1/16
RHE { ratte-hy-
pofyse-cenheid,
1 RHE is het ex-
tract van 1 rat-
tehypofyse).

De obcyt (o) is
gerijpt en wordt
cmgeven door een
corona radiata
(cr). De odeyt
bevindt zich
vrijzwevend in
het antrum.

figuur 6-6.

Twee dagen na
injectie met

1/16 RHE. De od-
cyt bevindt zich
tegen de membrana
granulosa (mg)

en wordt omgsven
door de restan-—
ten van de coro-
na radiata (rer).
tez theca exter~
na, tiz theca
interna.

figuur 5-~7.
Odeytrijping
door follikel-
atresie. Er
wordt geen coro-
na radiata ge-
vormd,Dit dier
werd niet met
hypofyse-extract
ingespoten.
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Bij de rat vindt odcytrijping plaats in atretische folli-
kels zonder dat gonadotrope hormonen nodia zijn (pseudo-
maturatie) (Ingram 1962, Young 1961). Er moest bij de
bestudering van de ovaria van necnataal met androgeen
gesteriliseerde ratten een onderscheid gemaakt worden
tussen follikels waar odeytrijping door de gonadotrope
behandeling of door atresie veroorzazakt was. In de ovaria
die een dag na de gonadotrope behandeling gefixeerd zijn
leverde dit geen moeilijkheden cp. De gerijpte odcyt
bevond zich omgeven door een corcona radiata vrijzwevend
in het antrum van een follikel. be odcyt, waarvan de
rijping een gevolg is wvan follikelatresie, wordt niet om—
geven door een corona radiata maar blijft liggen in de
restanten van de membrana granulosa.

De ovaria, die twee dagen na de gonadotrope behan-
deling gefixeerd waren, bleken, indien de gonadotrope
stimulus onvoldoends was geweest om luteinisatie te
induceren, atretische follikels te bevatten, Het onder-
scheid tussen follikels die atretisch door veroudering of
die atretisch waren geworden na gonadotrope behandeling
was mogeliijk doordat de restanten van de corona radiata
nog in het antrum zichtbaar waren (figuren 6-5, 6-6,
6-7) .

6.3.4.3. Een zeer opvallend verschijnsel was dat follikels
waar de gonadotrope stimulatie voldoende was geweest

voor de inductie van odeytrijping, maar onvoldoende voor
de inductie van follikelluteinisatie op de tweede dag na
de gonadotrope behandeling sterk atretisch waren. Deze
atresie was volkomen vergeliikbaar met die van follikels
in ovaria van de gehypofysectomeerde dieren. Aanvankeliijk
werd verondersteld dat bij cyclische dieren deze follikel-
atresie het gevolg was van hypofysectomie. De met andro-
geen neonataal gesteriliseerde ratten hadden hun hypofyse
nog, de afwezigheid van een hypofyse kon bii deze dieren
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daarom niet de ooxzaak van follikelatresie zijn. Een
verklaring zeou kunnen zijn dat de atresie van pre-ovulatcire
follikels het gevolg was van een gonadotrope stimulus die
wel voldoende was voor inductie van odcytrijping maar niet

veldoende voor de inductie van follikelluteinisatie.

6.4, Discussie.

Bij de interpretatie van de experimentele gegevens
werd er van ultgegaan dat de effecten van het ruwe hypo-
fyse-extract op de ovaria veroorzaakt werden door de
gonadotrope hormonen die het extract bevatte (zie par. 5.2}.

In de met HCG behandelde groep was geringe en gedeel-
telijke luteinisatie waargenomen in follikels waarvan de
cocyt nog in het kiemblaas-stadium verkeerde. Telkens ging
obcytrijping echter vooraf aan volledige follikelluteini-
satie. In de met hypofyse-extract behandelde groepen was
steeds ledere vorm van luteinisatie door odcytrijping
veorafgegaan. In de met hypofyse-extract behandelde
groepen werd odcytrijping welke niet gevolgd was door
follikelluteinigsatie veelvuldig waargenomen. In alle
proefgrcepen werd de follikelsprong altijd gevolgd door
differentiatie van de gesprongen follikel tot corpus luteum.
Corpus luteum-vorming en odcytrijping kunnen plaatsvinden
zonder follikelsprong,

In feite is alleen een gesprongen follikel een aan-—
wijzing voor de afgifte van een ovulatcire desis gonadotrope
hormonen. Wanneer de spontane pre-ovulatocire afgifte van
gonadotrope hormonen met Nembutal ugeklokkeerd is of wanneer
deze spontane afgifte niet plaats kan vinden zoals dit het
geval is bij neonataal met androgeen gesteriliseerde ratten,
treden odeytrijping en luteinisatie van granulosa-cellen
in pre-ovulatoire follikels niet op. Obcytrijping en lu=-
teinisatie van granulosa-cellen kunnen daarom beide opgevat

worden als kenmerk wvan een "ovulatoire" gonadotrope stimulus.

99



De drempelwaarde voor de inductie van obcytriijping door
hypofyse-extract is, in vergelijking met die wvan follikel-
sprong en luteinisatie, het laagst. Op grond hiervan kan
geconcludeerd worden dat odcytrijping de meest gevoelige
index is wvoor een "ovulatoire" gonadotrope stimulus.

Foliikelgprong kan tussen 12 en 36 uur na ovylatie-
inductie worden geconstateerd. Vanaf 12 uur, omdat dit
bij de rat het kleinste interval is tussen het moment wvan
ovulatie-inductie en het plaatsvinden wvan de follikelsprong.
Vanaf ongeveer 36 uur na inductie is het moeilijk om het
optreden van follikelsprong vast te stellen omdat de wvrii-
gekomen odcyten dan degenereren. De aanwezigheid van corpora
lutea is ongeveer 1,5 dag tot vele dagen na de afgifte van
een ovulatoire dosis gonadotrope hormonen een bruikbaar
kenmerk voor deze afgifte, De aanwezigheid wvan odeyten in
de tubae of die van corpora lutea in de ovaria zijn alge-
meen geaccepteerde kenmerken van de afgifte van een ovula-
toire dosis gonadotrope hormonen. Wanneer deze afgifte
heeft plaatsgevonden is niet op het uur of de halve dag
nauwkeurig te zeggen (Holsinger en Everett 1972). Voor
het vaststellen van het tijdstip wvan de afgifte van een
ovulatoire dosis gonadotrope hormonen is de rijpingsdeling
te gebruiken. Van 1,5 tot 9 uur na aanvang van deze afgifte
kan met behulp van de rijpingsdeling het tijdstip waarop
deze afgifte aangevangen is vri) nauwkeurig bepaald worden
{hoofdstuk 5). Indien in een rat ovariectomie met een
interval van 9 uur wordt uitgevoerd dan is er een periode
van 18 uur, waarin het tijdstip van de afgifte wvan een ovu-
latocire dosis gonadotrope hormonen kan worden vastgesteld.
De rijpingsdeling is dus een zeer bruikbare index voor de
afgifte van gonadotrope hormonen. Tussen 1,5 ~ 9 uur na
deze afgifte is de bruikbaarheid van de rijpingsdeling
optimaal.

De resultaten van de behandeling met ratte-hypofyse-
extract van beide proefdiergroepen zijn weergegeven in de
tabellen 6-4 t/m 6-6. Uit deze tabellen blijkt dat de
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drempelwaarden voor de inductie van odeytrijping, follikel-
luteinigatie en follikelsprong hoger is bij de necnataal
met androgeen gesteriliseerde dieren dan bij de cveclische
dieren. Bij beide groepen echter was de drempelwaarde

voor de inductie wvan odeytrijping het lzagst, gevolgd

door die van follikellutelnisatie en vervolgens die van
follikelsprcong. Een andere overeenkomst tussen de resul-
taten van beide proefdiergroepen is dat de pre-ovulatoire
follikels atretisch geworden waren in die gevallen waarbij
de gonadotrope stimulatie onvoldoende was veoor de inductie
van follikellutelnisatie. De pre-ovulatoire follikels

van hypofyseloze cyclische ratten en die van de neonataal
met androgeen gesteriliseerde ratten, welke hun hypofyse
nog bezaten, reageerden op vergelijkbare wijze na bloot-
stelling aan ratte-hypofyse-extract. De aanwezigheid wvan
een hypofyse speelde blijkbaar geen rol. De halfwaarde~
tijd van hypofysaire gonadotrope hormonen is kort {Parlow
1968) . Dit kan betekenen dat direct na de injectie slechts
een kortstondige stimulatie van de pre-ovulatoire follikels
plaatsvindt. Afhankelijk van de intensiteit van deze
stimulatie vindt inductie van oocytrijping, luteilnisatie

of follikelgprong plaats, Blijkbaar behoeven deze processen
nadat ze eenmaal gelnduceerd ziin geen gonadotrope sti-
nulatie meer.

Pre-ovulatoire follikels werden bij neonataal met
androgeen gesteriliseerde ratten atretisch nadat zij
bloctgesteld waren aan een hoeveelheid gonadotrope hormonen,
die onvoldoende was voor de inductie wvan follikel-luteini-
satie. Door de mogelijke implicaties hiervan, bijvoorbeeld
dat follikelatresie tijdens de cyclus vercorzaakt wordt
door een gonadotrope stimulus die juist onder de voor
follikelontwikkeling vereiste drempelwaarde ligt, is be=
sloten deze problematiek in een apart hoofdstuk te bespre-
ken t{hoofdstuk 7).

Na HCG-behandeling bleek geringe of dgedeeltelijke
luteinisatie mogelijk in follikels waarvan de odcyt niet
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gerijpt was (par. 6.3.2). In met hypofyse-extract behandelde
ratten werd luteinisatie, hoe gering cok, steeds docor
obeytrijping voorafgegaan. Baker (persoonlijke mededeling)
nam in weefselcultures van muize-ovaria waar dat FSHE
(NIH*FSH—Sl) op cewichtsbasis 10x potenter was bij de
inductie van obcytrijping dan LH (NIE-LH-§5 ). Het ruwe
hypofyse-extract bevatte 20x meer FSE dan LH (hoofdstuk
3) . Dus dit hypofyse-extract zou door het hoge FSH-gehalte
een primair effect op de inductie van cdcytriiping kunnen
hebben., Het interval tussen tijdstip van injectie en ver-
dwijning van de kern van de odcyt was in de hypofyse-extract
behandelde groep 1,5 uur {figuur 5-2), Bij de met HCG
behandelde dieren was dit interval 2,5 uur {(figuur 5-1).
Op grond van dit verschil wvan een uur en op grond wvan het
feit dat na HCG-behandeling luteinisatie zonder odcyt-
rijping mogelijk was kan geconcludeerd worden dat HCG

op een andere wijze de rijpingsdeling induceert dan
hypofyse-extract. HCG heeft een relatief sterke LH-werking
en zwakke FSH-werking {(Cole 1969). De gevonden verschillen
tussen de met HCG en met hypofyse-extract behandelde
proefdiergroepen kunnen wellicht teruggebracht worden tot
verschillen in LH- en FSH-activiteiten tussen beide gona-

dotrope preparaten,
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Hoofdstuk 7. Atresie wvan pre-ovulatoire follikels.

7.1. Inleiding.

Het ovarium wvan een volwassen vrouweliijke rat bevat
follikels in verschillende stadia van ontwikkeling. De
generatie grootste follikels wordt pre-ovulatoir genoemd.

In deze generatie kan na de pre-ovulatolre afgifte van
gonadotrope hormeonen cdcytrijping, luteinisatie en folli-
kelsprong plaatsvinden. Het zantal follikels dat met de ont-
wikkeling begint is vele malen groter dan het aantal folli-
kels dat het pre-ovulatcire stadium bereikt (Mandl en
Zuckerman 1952, Pederson 1972, Welgchen 1972). Een follikel
heeft blijkbaar een zeer grote kans tijdens dit ontwikke-

lingsproces uit te wvallen.

Een uitgevallen follikel wordt atretisch. Een atretische
follikel is herkenbaar san de afwezigheld van delende gra-
nulosa-cellen en de aanwezigheid van pigmentkorreltjes in
het antrum en de membrana granulosa. Deze pigmentkorreltjes
worden gevormd docr samengeklonterd chromatine wvan de
kernen van de granulosa-cellen. Deze kernen worden pycnotisch
(Ingram 1962}. In een atretische follikel wordt odecytriiping
hervat zonder dat gonadotrope stimulatie plaatsvindt
(Ingram 1962}. De vorming van een corona radiata bliift
echter achterwege. Ter onderscheid met de pre-ovulatoire
obcytrijping wordt dit wel pseudomaturatie gencemd. Odcyt-
rijping is in zulke gevallen een teken van gevorderde atre-
sie.

Een follikel die eenmzal met de ontwikkeling begonnen
i wordt of pre-ovulatolr of atretisch {(Pederson 1272, zie
ook 2.5). Eenmaal in het pre-ovulatoire stadium kan een
foliikel onder invliced van een gonadotrope sgstimulius zich
differentidren tot corpus luteum en op deze wiize ontkomen

aan atresie. Blijft zulk een stimulus achterwede dan worden
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ook pre-cvulatoire follikels atretisch, Dit kan het
geval zijn bij dieren waar de afgifte van ovulatoire go-
nadotrope heormonen niet spontaan plaatsvindt, zoals het
konijn en de necnataal met androgeen gesteriliseerde rat.
In de ovaria van deze dieren kunnen grote atretische
follikels voorkomen (Barraclough 1961, Young 1961).

In hoofdstuk 6 zijn experimenten beschreven waaruit
bleek dat het mogelijk was om met een kleine dosis
hypofyse-extract in pre-ovulatoire follikels odcytrijping
te induceren zonder dat deze gevelgd werd door follikel-
sprong en lutelnisatie. Deze experimenten werden zowel in
cyclische als in neonataal met androgeen gesteriliseerde
ratten uitgevoerd. Vlak voor de injectie met hypofyse-
extract werden de cyclische dieren gehypofyvsectomeerd
‘om de spontane afgifte van een ovulatoire dosis gonadotrope
hormonen te voorkomen. Een gevolyg van de hypofysectomie
is dat de basissecretie van gonadotrope hormonen niet
meer plaatsvindt. Teneinde deze basissecretie niet te ver-
hinderen werden in &&n experiment nsonataal met androgeen
gesteriliseerde ratten gebruikt. Bilj deze dieren wvindt
geen spontane afgifte van ovulatoire gonadotrope hormonen
plaats en het was daarom niet nodig deze dieren te hypofysec-
tomeren, Twee dagen na de injectie met een kleine dosis
hypofyse;extract bevatten de ovaria wvan zowel de gehypo-
fysectomeerde cyclische als de niet-dgehypofysectomeerde
met androgeen gesteriliseerde ratten sterk atretische
follikels. Hypofysectomie leidt altijd tcot atresie van
antrale follikels. Reeds enkele uren na hypofysectomie
krijgt een antraie follikel kenmerken wvan atresie. Twee
dagen na hypofysectomie zijn de follikels sterk atretisch.
Het ig daarom niet verwonderlijk dat de ovaria van de
gehypofysectomeerde dieren atretische follikels bevatten.
De necnataal met androgeen gesteriliseerde ratten waren
niet gehypofysectomeerd. De sterke atresie van de pre-
ovulatoire follikels moest daardoor een andere oorzaak
hebben.
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Een follikel die eenmaal met de ontwikkeling begonnen
is groeit wvoortdurend deoor (Pederson 1972). Daarom is
mogelijk de doorsnede een maat veor de leeftijd van een
follikel (Freeman et al 1970). De pre-ovulatoire follikels
van neonataal met androgeen gesteriliseerde ratten zijn
gemiddeld groter en daarom mogelijk ook cuder dan de pre-
ovulatcire follikels wvan cyclische ratten. De atresie van
de pre-ovulatoire follikels wvan de neonataal met androgeen
gesteriliseerde dieren, zoals deze geconstateerd werd op
de tweede dag na de bhehandeling met een kleine dosis
hypofyse-extract, zou aldus ouderdom als oorzaak kunnen
hebben en niet samenhangen met de behandeling met hypofyse-
extract. Een andere mogelijkheid is dat deze atresie juist
geinduceerd is door de gonadotrope stimulus die weliswaar
onvoldoende was voor follikelluteInisatie maar voldoende
voor de inductie wvan ofcytrijping. Welke van deze twee
mogelijkheden de juiste is zou onderzocht kunnen worden
met behulp van een hypofyse-extract en een met fysiologische
zoutoplossing behandelde groep.

in de ovaria van neonataal gesteriliseerde ratten
treedt een continue overgang van pre-ovulatoire naar
atretische follikels op. Het is daardcor onmogeliijk vast
te stellen welke follikels twee dagen eerder pre-—-ovulatoir
waren. Indien bij cyclische ratten de afgifte van ovula-
tie-inducerende hormonen twee achtereenvolgende dagen ge-
blokkeerd wordt, dan ziijn de foliikels die twee dagen te-
voren, op de pro-cestrus—-dat, pre-ovulatoir waren zonder
moeite te herkennen. Daarom werd besloten sen experiment
uit te voeren met cyclische ratten teneinde te onderzoeken
cf een gonadotrope stimulus, welke onvoldoende is voor
luteinisatie, follikelatresie tot gevolg heeft.

105



7.2, Materiaal en methode.

Cyvclische vrouwelijke ratten (zie hoofdstuk 5) werden
op pro-oestrus met Newbutal (33,3 mg/kg) geinjicieerd om
13,45 uur om de spontane afgifte van ovulatoire hormconen
te blcokkeren., Vervolgens werden ze of met fysiologisch
zout (controle groep) of met 1/32 RHE intraveneus gein-
jicleerd. De dag daarna werd een dosis van 33,3 mg/kg
Nembutal zowel cm 10.00 als om 13,00 uur toegediend
(Everett 1961). Dit tenelinde de tweede dag de spontane
afgifte van ovulatoire hormonen te voorkomen., Vijf en
veertig uur na aanvang van de proef werden de dieren
gedood en de ovaria gefixeerd. De ovaria werden in coupes
van 10y gesneden. Alle coupes werden opgeplakt en gekleurd

met hematoxyline-eosine.

7.3. Resultaten.

De microscopische anatomie wvan de generatie grootste
follikels werd bestudeserd bij dieren die twee dagen na
de injectie met fysiologisch zout of hypofyse-—extract
waren afgemaakt. Het bleek dat in de groep die met
hypofyse-extract behandeld was een aantal follikels aan-—
LW
e

figuur 7-1. Foto van een coupe
van een ovarium 1 dag na injec-
tiz met rattehypofyse-extract
(1/32 RHE}. De odeyt {c} bevat
een kern. De odeyt wordt omgeven
docor een corona radiata (cr) en
bevindt zich vrijzwevend in het
antrum (a). De zwarte staal geeft
501 weer.
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weziyg was met een kernhoudende obeyt, welke cmgeven was

Goor een corona radiata (figuur 7-1). De obeyt was vrij-
gekomen van de membrana granulosa en bevond zich vrij
zwevend in het antrum. Indien odcytriiping geinduceerd

was door een gonadotrope stimulus dan werd er altijd

vorming van een corona radiata waargenomen. Voor de vorming
van een coronz radiata zifin blijkbaar minder gonadotrope
hormonen nodig dan voor de inductie van odcytrijping. Indien
dit gegeven gecombineerd wordt met de resultaten van hoofd-
stuk 6 dan kan gesteld worden dat veoor de inductie van

a. de vorming van een corona radiata b. odeytrijping

c. luteinisatie en d. follikelsprong in deze reeks oplopende

hoeveelheden hypofyse-extract nodig zijn. Met dit gegeven
kunnen de volgende stadia van intensiteit wvan follikel-

stimulatie worden onderscheiden (tabel 7-1).

De ovaria van de dieren die met een fysiologische
zoutoplossing behandeld waren bevatten alleen follikels
van stadium I, Er was geen enkel teken van extra gonado—
trope stimulatie zichtbaar. De ovariz van de dieren die
met 1/32 RHE geinjicieerd waren bevatten follikels van al
de 6 stadia. In tabel 7-2 zijn de resultaten van de met
ratte-hypofyse-extract behandelde dieren weergegeven. Uit
tabel 7-2 blijkt dat 5/6 dieren ovaria hadden waarin 4
follikel-stadia vertegenwoordigd waren. Hieruit is gecon-

tabel 7-1. Stadia van intensiteit van follikelstimulatie na injectie
met rattehypofyse-extract zoals dit twee dagen na injectie op pro-
cestrus met fysiologisch zout of 1/32 RHE werd geconstateerd. De
spontane afgifte van een ovulatoire dosis gonadotrope hormonen werd
gedurende twee achtereenvolgende dagen met Nembutal geblokkeerd.

stadium I geen stimulatie
IT corona radiata gevormd
III odcytrijping
1V gedeeltelijke luteinisatie,l)
V¥ volledige luteInisatie,l)
VI follikelsprong

1Y. %ie hoofdstuk 6. RHE= rattehypofyse-eenheid, 1RHE is het extract
van 1 ratte-hypofyse.



tabel 7-2. Weergave van de wijze waarop de pre-ovulatoire fcllikels
ter dier verdeeld zijn over de stadia van follikelstimulatie zoals
dit twee dagen na injectie met 1/32 RHE werd waargenomen. De injectie
met 1/32 RHE vond plaats op pro-oestrus. De spontane afgifte van een
ovulatoire dosis gonadotrope hormonen werd gedurende twee achtereen-
volgende dagen met Nembutal geblokkeerd.

stadia van follikelstimulatie

dier no. 1 II 1131 v v VI
1 1 -7 3 1 - -
2 - 3 g 3 3 1
3 2 7 1 5 - -
Y - 9 1 2 i -
5 - 7 3 - - -
& - 5 5 2 - 2
totaal aantal 79 3 38 21 13 Z 2
folllkels

RHE= rattehypofyse-esnheid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

tabel 7-3. Gemiddelde follikelatresie per stadium van intensiteit van

follikelstimulatie twee dagen na injectie met fysiclogisch zoutoplos-

sing of 1/32 RHE op pro-cestrus bij dieren waarbij de spontane preovu-
latoire afgifte van gonadotrope hormenen gedurende twee achtereenvol-

gende dagen met Nembutal geblokkeerd is.

stadium van gemiddeldel)
behandeling follikelstimulatie follikelatresie i sd
fysiologisch I 2,8 +1,3 {(n=u2)
zZout (iv)
1/32 RHE (iv) I 3,0 + 2,7 (n=z 3)
I1 2,8 £ 1,6 (n=ag)
ITI 5,2+ 1,6  (n=21)
v 6,9"+ 1,9 (n=13)
T+II+III+IV 4,2'+ 2,3 (n=75)

'p<5%, "p< 0,5% ten opzichte van de met fysiclogisch zcut behandelde
groep (t toets).

1). Arbitraire eenheden van follikelatresie.

RHE= rattehypofyse-eenheid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse,
n= aantal follikels.
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cludeerd dat de reactie per dier op een injectie met 1/32
RHE gelijk is. Op grond hiervan werden de follikels wvan
deza 6 dieren als &&n populatie beschouwd.

De generatie grootste follikels van de met hypofyse-
extract behandelde dieren waren in verschillende mate
atretisch. Er was geen duidelijke grens tussen niet-
atretische en atretische fellikels. Cm de mate van atresie
te kunnen kwantificeren werd de verhouding tussen degene-
rerende en niet-degenererende granulosa-cellen geschat.
Er werd een schaal van atresie opgesteld met arbitraire
eenheden van 0 tot 10, Een ¢ betekent dat er geen degene-
rerende granulcsa-cellen waargenomen waren en een 10

betekent dat alle granulcsa-cellen gedegenerserd waren.

Met behulp van deze schaal werd de mate waarin een follikel
atretisch was weergegeven. De mate van follikelatresie
werd gemiddeld per stadium van follikelstimuiatie (tabel
7-1). Be volledig geluteiniseerde follikels (stadia V en
VI) werden buiten beschouwing gelaten omdat in deze folli-
kels gedegenereerde granulosa-cellen niet of nauwelijks
voorkwamen, De resultaten zijn weesrgegeven in tabel 7-3,
Uit deze tabel blijkt dat de gemiddelde atresie per
stadium van intensiteit van follikelstimulatie toeneemt,
De verschillen tussen de groepen met en zonder oicytrijping
zijn significant.

7.4. Discussie.

Follikels waarin odcytrijping plaatsgevonden had en
die niet of slechts gedeeltelijk geluteiniseerd waren,
bevatten gemiddeld significant meer gedegenereerde granu-
leosa-cellen dan follikels waarin de rijpingsdeling niet
had plaatsgevonden (tabel 7-3). De conclusie die hieruit
getrckken kan worden iﬁ: een gonadotrope stimulus die
voldoende is voor de inductie van otcytrijping maar on-

voldoende voor de inductie wvan luteinisatie heeft atresie
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van de pre-ovulatoire follikel tot gevolyg. Dat atresie op
deze wijze veroorzaakt wordt kan ook uit de resultaten wvan
Everett (1967) en Quinn en Everett (1967) worden afgeleid.
0bcytrijping wordt ook bij een lage dosis van 1/32
RHE binnen tien uur na injectie met hypofyse-extract
voltooid. Een groot percentage van de cdoyten die 18 uur
na behandeling met hypofyse-extract gefixeerd waren en
die zich nog in de follikels bevonden, bleken in hun
cytoplasma verspreid liggende chromosomen van de tweede
metafase te bevatten (niet gepubliceerde waarneming) .
Dit kan als kenmerk van degeneratie van de odcyt worden
beschouwd (Ingram 1962}. Degeneratie van de odcyt of van

een stukje van de follikelwand zou tot atresie wvan de
gehele follikel leiden (2.5). Een gonadotrope stimulus

die onvoldoende is voor de inductie van luteinisatie dech
voldoende voor de inductie van odcytriijping zou tot atresie
van de fecllikel leiden omdat de cdcyt na voltcoiing van

de eerste rijpingsdeling degenereert. De degeneratie van

de follikel zou dan ongeveer 15 tot 20 uur na de inductie
van de obcytrijping aanvangen.

Indien de atresie van de follikel het gevolg is wvan
degeneratie van de oocyt (Ingram 1962) dan zou er tussen
de niet-geluteiniseerde follikels met een gerijpte odcyt
en de gedeeltelijk geluteinigeerde follikels met een

gerijpte odeyt geen verschil mogen bestaan in de mate van
atresie. De atresie van de niet-geluteiniseerde follikels

is minder uitgebreid dan die van de gedeeltelijk gelutel-
niseerde follikels (stadia III en IV tabel 7-1). Dit bete-
kent dat er mogelijk een andere corzaak is voor de folli-
kelatresie dan degeneratie van de gerijpte odcoyt. Wellicht
is het een gonadotrope stimulus die juist onvoldoende is
voor de inductie wvan luteinisatie.

Een granulosa-cel vertoont na een gonadotrope stimu-
latie, welke ruim voldoende is voor luteinisatie, degene-
ratieve kenmerken en differentieert zich vervolgens tot
luteine~cel (Pederson 1951). Deze kenmerken van degeneratie

werden vodr de follikelsprong waargenomen. Een gonadotrope
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stimulus die Jjuist onvoldoende is voor luteinisatie zou
misschien tot gevolg hebben dat de granulosa-cellen niet
doocr deze op degsneratie lijkende fase heenkomen, Dit
zou tot atresie van de follikel leiden.

Mogelijk wordt atresie van de pre-ovulatoire follikel
zowel door degeneratie van de gerijpte obeyt als door een
subluteiniserende gonadotrope stimulus gelnduceerd. Indien
dit juist is zou de atresie van stadia III ongeveer 10
uur achterlopen bij de atresie van follikel-gtadium IV.

Er zou dan slechts een gering verschil tussen de mate van
atresie van beide follikel-stadia mogen bestaan. Dit
verschil is inderdaad gering. Het is nog niet mogelijk
vast te gtellen welke van de genosmde oorzaken wvan follikel-
atresie de juiste is. Een oplossing kan gevonden worden in
een experiment waarin gedeeltelijke luteinisatie geindu-
ceerd zou worden zonder dat odcytrijping plaatsvindt, Dit
is mogelijk als eenzelfde experiment zoals in dit hoofdstuk
beschreven is met HCG in plaats van met hypofyse-extract
uitgevoerd wordt (hoofdstuk 5). Een combinatie van de uit-
komsten van deze twee éxperimenten moet een definitieve
conclusie over de oorzaak van atresie van pre-ovulatoire
feollikels mogeliik maken.
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Hoofdstuk 8. Sterciden en inductie van obcytridiping.

8.1. Inleiding.

Het is reeds enkele tientallen jaren bekend dat de
follikelspronyg bij amfibieén onder invlced van sterold-
hormonen plaats kan vinden (Shapiro 1936, Zwarenstein 1937,
Rondell 1974). Meer recent werd ontdekt dat ock de eerste
rijpingsdeling van pre-ovulatoire odcyten hij deze dieren
onder invloed van steroiden (progesteron en bijnierschors-
hormonen) hervat wordt (Schuetz 1967, Reynhout en Smit 1973).
De rol wvan gonadotrope hormonen bij het rijpings- en ovula-
tieproces is bij amfibieén wellicht beperkt tot de inductie
van de synthese van ovariéle steroiden.

Bij zoogdieren is een verhoging van de ovariéle pro-
gesteronsecretie binnen 5 tot 15 minuten na de aanvang
van de ovulatoire gonadeotrope stimulatie wzarneembaar
{(Oxender et al 1971, Shaikh en Harper 19272, Labhsetwar et
al 1973). Hiermede behoort de verhoging van progesteron=-
synthese tot de eerste veranderingen die in het ovarium
na de ovulatcire gonadotrope stimulatie plaatsvinden.
Progestercn zou dus een rol kunnen spelen bij de hervatting
van de rijpingsdeling en bij de fecllikelsprong.

Progesteron induceert de synthese van proteolytische
enzymen, welke de rekweerstand van de follikelwand doen
verminderen zodat de follikelsprong door de overdruk die
er in de follikel heerst, mogelijk wordt (Rendell 1964,
1970, 1974, Espey 1974}). De follikelsprong kan met behulp
van een steroidsyntheseremmer geblokkeerd worden (Lipner
en Wendelken 1971, Lipner en Greep 1971). Op grond van
deze gegevens wordt aangencmen dat progesteron bij zoog-
dieren een belangrijke rcl speelt bij de inductie van de
follikelsprong.

Een rol van progesteron of van andere steroiden bij
de inductie van de rijpingsdeling is tot nu toe niet
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aangetoond (Schwartz en McCormack 1972, Tsafriri et al
1972, 1973).

Rijping van zoogdierodcyten na isolatie ult het
ovarium is mogelijk in een cultuurimedium waaraan geen hor-
monen zijn toegevoegd. Verondersteld wordt dat gonadotrope
hormonen odeytrijping mogelijk maken door een verandering
van het milieu waarin de odcyt zich bevindt (Pincus en
Enzmann 1935, Thibault 1972, Biggers 1972, Zeilmaker et
al 1972). Indien blijken mocht dat bij zoocgdieren sterolden
een functie hebben bij de inductie van de rijpingsdeling
dan betekent dit, dat onder invloed van een sterold het
milieu waarin de oGcyt zich bevindt dusdanig verandert dat
cocytrijping mogelijk wordt.

8.2. Materiaal en methode.

Een mogelijk bestaan van een relatie tussen steroid-
hormoon en odcytriiping werd onderzocht met behulp van
twee steroidsyntheseremmers, n.l. met cyanocketon (2a = cyano,
4, 4, 17¢ - trimethyl - 178 - hydroxyandrogt - 5 - en - 3 -
on, Winthrop) en met aminocglutethimide (elipten, Ciba).

In figuur 8-1 is de synthese van cholestercl naar progeste-
ron schematisch weergegeven; tevens is weergegeven welke
omzetting door aminoglutethimide en welke door cyancketon
geremd wordt.

Cyancketon bindt zich stevig aan het enzym 33-steroid-
dehydrogenase. Cyanoketon blijft na een injectie gedurende
maanden zijn remmende werking uitcefenen (Bongiovanni et
al 1%673.

De beschikbare hoeveelheid cyancketon was beperkt.

BEr konden slechts weinig proefdieren behandeld worden.
Cyanoketon werd als een suspensie in olie gubcutaan geinji-
cieerd.

Aminoglutethimide remt de omzetting van cholesterol
naar 20g-cholesterol (Cohen 1968). Aminoglutethimide is

113



CHOLESTEROL

200-HYDROXYCHOLESTEROL DEHYDROGENASE
wordt geremd door AMINOGLUTETHIMIDE

.
20a=HYDROXYCHOLESTEROL

v
200, 22-HYDROXYCHOLESTEROL

+? PREGNENOLON

3R-HYDROXYSTEROID-DEHYDRCGENASE
wordt geremd door CYANOKETON

PROGESTERON

figuur 8-1. Schema van de synthese van progesteron vanuit
cholesterol. Aangegeven is welk enzym met
aminoglutethimide en welk enzym met cyanoketon
geremd wordt (Goldman et al 19265, Kahnt en
Neher 1966, Cohen 1968).
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in oplossing niet goed houdbaar. Het moet vlak voor gebruik
worden copgelost, Het heeft behalve naast het gencemde effect
op de steroidsynthese ook ney een sedatieve werking. Amino-
glutethimide werd voor dit conderzoek door Ciba als een in
water oplecsbaar fosfaat ter beschikking gesteld. Het werd
gubcutaan geinjicieerd.

De proeven werden steeds met cyclische dieren gedaan
en behandeling vond op de dag van pro—oestrus plaats.
Spontane afgifte van gonadotrope hormonen werd met Nembutal
(33,3 mg/ky) of door hypofysectomie vocrkomen. Details ziin

bij de bespreking van de verschillende experimenten vermeld.

8.3. Resultaten.

8.3.1. De invloed van cyancketon cp oodcytrijping en folli-
kelsprong.

Achttien dieren werden tussen 13.30 en 13.45 uur op
de dag van pro-oestrus met Nembutal (33,3 mg/kg) geinji-
cleerd om de afgifte van endogene gonadotyope hormonen te
blokkeren. Na de injectie met Nembutal volgde een subcutane
injectie met cyanoketon in een dosis die varieerde van 0,9
tot 7,0 myg per 100 gram lichaamsgewicht. Twee uur na de
cyanoketonbehandeling volgde een intraperitcneale injectie
met 2 IU HCG. In tabel 8-1 is de ovulatierespons weerge-—
geven. Uit deze tabel blijkt dat cyanoketon de follikel-

tabel 8-1. Ovulatierespons wan cyclische dieren die twee uur na

injectie met cyancketon (s¢) met 2 IU humaan choriongonadotropine
geinjicigerd werden.

dosis eyanoketon
( mg/ 100g lichaamsgewicht)

ovulatierespons 0,9 1,7 3.5 7,0
cBeyten/dier
o] - 3/6 475 2/2
1-86 - 1/6 1/5 -
>6 2/2 2/6 - -
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sprong remt.

Na microscopisch onderzoek bleek dat alle niet-
gesprengen pre-ovulatoire follikels, uitgezonderd die
van één dier, volledig gerijpte odcyten bevatten. Het
dier waarvan niet alle pre-ovulatoire odcyten gerijpt
waren was met 7,0 mg cyanoketon per 100 gram lichaamg-
gewicht behandeld. Om te zien of cyancketon de cocyt-
rijping kan voorkomen werden twee dieren vlak na de Nembu-
tal-injectie met 3,5 mg c¢yanoketon per 100 gram lichaams-
gewicht behandeld., Na twee uur volgde een injectie met
7,0 mg cyanoketon per 100 gram lichaamsgewicht. Twee uur
na deze laatste behandeling volgde een injectie met 2 IU
HCG. Microscoplsch onderzoek van de ovaria wvan deze dieren,
welke de volgende dag gefixeerd werden, liet zien dat alle
pre-~ovulatoire odcyten gerijpt waren.

Er werd nog een poging ondernomen om te zien of
cyancketon de inductie wvan ocbdeytrijping remt., Twee dieren
werden na injectie met 3,5 myg cyanoketon per 100 gram
lichaamsgewicht geinjicieerd met 1/32 RHE {ratte-hypofyse-
eenheid, zie hoofdstuk 5). Dit is de kleinste dosis hypo-
fyse-extract waarmee obcytrijping geinduceerd kan worden.
Microscopisch onderzoek van de ovaria, welke een dagy na
de behandeling gefixeerd werden, leerde dat ook bij deze
dieren alle pre-ovulatoire odcyten gerijpt waren.

De resultaten van de experimenten die in deze para-
graaf beschreven zijn leiden tot de conclusie dat met

cyancketon de odcytrijping niet geremd kan worden.

8.3.2. De invloed wvan amihoglutethimidefosfaat op de
rijpingsdeling.

8.3.2.1. Ter vertgelijking met de eerste cyancketonproef
{8.3.1) werd een proef gedaan waarbij hetzelfde experimen-
tele schema gevolgd werd met als enig wverschil dat amino-
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glutethimidefosfaat (AGF) in plaats van cyancketon werd
gebruikt. Vier dieren werden met 40 mg AGF gelnjicieerd.

Een dier overleefde de behandeling en bii microscopisch
onderzoek bleek dat de pre—ovulatoire odc¢yten niet gerijpt
waren. Een vclgende groep van 4 dieren werd met 20 mg AGF
behandeld. Een dag na de behandeling bleek dat ovulatie niet
had plaatsgevonden. Bij microscopisch onderzoek bleek dat

3 van de 4 dieren geen gerijpte odcyten hadden. Op grond

van dit resultaat werd geconcludeerd dat AGF de odeytrijping
remt.

8.3.2.2. Het bewiijs dat de remming van odc¢ytriiping door
amincgiutethimide via een blokkade van de steroldsynthese
tot stand gebracht wordt is geleverd als injecties mwet

sterciden waarvan de synthese geremd wordt zouden leiden

tot odcytrijping. Daarom werd het volgende experiment uit-

gevoerd:

13.30 uur Nembutal-injectie (33,3 mg/kg ip)

15.30 uur 20 mg AGF (sc)} of een gelijk volume fysiolo-
gische zoutoplossing

16.30 uur 1 ml olie, 25 mg progesteron in 1 wml olie of

25 my pregnenolon in 1 ml olie
17.30 uur 2 IU HCG (ip) in 0,5 ml fysiologische zoutop-

lossing of alleen fysiologische zoutcplossing

De volgende morgen werd cp ovulatie gecontroleerd en de
ovaria wexden vocr microscopisch onderzoek gefixeerd.

De injectie met AGF geschiedde in tegenstelling tot
het vorige experiment (8.3.2.1) twee uur na de injectie
met Nembutal. AGF heeft evenals Nembutal tot gevolg dat
de lichaamstemperatuur daalt. Een geliiktijdige Nembutal-
AGF-behandeling werd hierom nadelig geacht. Om de afkoeling
zoveel mogelijk tegen te gaan werden de dieren met watten
toegedekt en onder een lamp geplaatst,
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In totaal waren er vijf verschillende groepen {tabel
8-2}. Bij geen enkele groep werd follikelsprong waarge=
nomen. De resultaten van het microscopisch onderzoek met
betrekking tot het voorkomen van odcytriiping zijn weer-
gegeven in tabel 8-2Z.

tabel:8-2. Het effect van aminoglutethimidefosfaat (AGF}, progesteron
en pregnenclon op de rijpingsdeling.

Proefschema: cyclische ratten 13.30 uur dag van pro-ocestrus injectie
met Nembutal om de spontane preovulatcire afgifte van genadetrope
hormonen te blekkeren, 15.30 uur injectie met 20 mg AGE (sc) of een
gelijk volume fysiologisch zout oplossing {(sc), 16.30 uur injectle met
1 ml olie (sc) of 25 mg progesteron in 1 ml olie {sc} of 25 mg pregne-
nolon in 1 ml olie {(sc), 17.30 uur injectie met 2 IU HCG (ip), volgende
morgen fixatie ovaria.

aantal ratten met gerijpte
cdcyten/totaal zantal

behandeling ratten per groep
20 mg AGE olie 2 IU HCG 2/ 8

20 mg AGF progesteron 2 IU HCG 5/10

20 mg AGFE pregnenolon 2 IU HCG 4/ 6
fysiologisch

zout progesteron fyslologisch zout 0/ 2
idem pregnenolon  fysiologisch zout of 4

HCG= humaan choriongonadotropine.

Progesteron en pregnenclcon bleken de rijpingsdeling
niet te kunnen induceren. De remming van de odeytrijping
in de AGF-HCG-groep kwam overeen met de vorige preoefgroep
(8.3.2.1, laatste groep). Zowel progesteron als pregnenolon
hadden in vergeliiking met de 20 myg AGF/olie/Z IU HCG-groep
gen groter zantal dieren met gerijpte odcyten tot gevolg;
dech het verschil met de 20 mg AGF/olie/2 IU HCG-groep was
echter niet significant (Fischer test),

Het was opmerkelijk dat een dier uit de AGF/olie/HCG-
groep twee odcyten bevatte die de rijpingsdeling niet vol-
tocid hadden. Eén odcyt verkeerde in de anafase en de andere
was in het chromatine-massa-II-stadium (a). In de groep die

met AGF/progesteron/HCG behandeld was bevatte sen pre-
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ovulatoire follikel een odcyt die in de telofase was (b).
Tot de groep die met AGF/pregnenolon/HCG behandeld was
behoorden twee dieren waarvan niet alle pre-ovulatoire
otcyten de eerste rijpingsdeling voltooid hadden. Bij &&n
dier waren er ¢ van de 12 pre-ovulatoire odcyten gerijpt
(c) en bij het andere dier bevond zich &&n obcyt in de
telofase (d). De intervallen tussen injectie en moment

van autopsie waren bij deze dieren respectievelijk 14,5
uur (a}, 16 uur (b) en 15,6 uur {(d}. Dit beteksnt dat 14,5
uur, 16 uur en 15,6 uur na de injectie met HCG de rijpings-
deling nog niet voltooild was. Normaliter is ongeveer 11
uur na HCG-injectie de rijpingsdeling veltooid (hoofdstuk
5). De voltoeciing van de eerste rijpingsdeling vraagt na
een AGF-behandeling blijkbaar meer tijd.

Uit deze resultaten werd geconcludeerd dat AGEF de
door HCG geinduceerde odcytrijping kan remmen of vertragen.
Uit de in takel 8-2 gepresenteerde resultaten kan echter
niet geconcludeerd worden dat het effect van AGF op de
rijpingsdeling via een blokkade van de stercidsynthese
verlcopt.

8.3.2.3. De halfwaarde-tijd wvan AGF is niet precies bekend.
Mogelijk is een interval van 2 uur tussen AGF en gonado-
trope-kehandeling niet genceg om de effecten van AGF op

de rijpingsdeling te onderzoeken. Het in deze paragraaf
beschreven experiment werd uitgevoerd om bij de kleinste
dosis AGF die ovulatie kan blokkeren een optimaal interval
te vinden voor de injectie met 2 IU HCG. Er werden twee
dosis-groepen gekozen: 2,5 en 5 mg AGF., De proefdieren
werden 5, 15, 30 en 60 minuten na de AGF-behandeling met

2 IU HCG intraperitcneaal geinjicieerd. Een dag daarna
werd op ovulatie gecontreleerd. Injectie mst Nembutal wvond
plaats op de dag van pro-cestrus om 13.45 uur. Twee uur
later volgde de behandeling met AGF. De ovulatierespons is
weergegeven in tabel 8-3. Uit tabel 8-3 blijkt dat 2,5 mg
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tabel 8-3. Qvulatierespons van cyclische vatten na injectie met 2,5 of
5 mg AGF(sc) en injectie met 2 IU HCG (ip) 5, 15, 30 of 60 min later.
De injectie met AGF wvond plaats op pro-cestrus om 15.45 uur, 2 uur na
dz injectie met Nembutal.

interval AGF - HCG behandeling

5 min 15 min 30 min 60 min
mg AGE mg AGF mg AGE mg AGF
ovulatierespons 2,5 5 2,5 5 2,5 5 2,5 5
odeyten/dier
0 - - - - - 3/5 1/5 2/5
1-6 - - - - 1/5 1/s - -
>6 5/5 2/2 5/5 5/5 u/5 175 4/5 3/5

AGF= amincglutethimidefosfaat, HCG= humaan choriongeonadotropine.

AGF altijd of wvrijwel altijd onvoldcende is om ovulatie
die met 2 IU HCGC geinduceerd is te blckkeren. Eveneens
bilijkt dat indien 5 mg AGP 30 minuten voor de injectie met
2 IU HCG wordt toegediend blokkade van de follikelsprong
mogelijk ig (3/5).

De ovaria van de dieren die minder dan 6 odcyten
geovuleerd hadden werden microscopisch onderzocht. Het
bleek dat sen dier uit de 2,5 mg AGF-60 minuten—groep
geen gerijpte otGcyten had. Een dier uwit de 5 mg ~ 30
minuten-groep en twee dieren uit de 5 mg - 60 minuten-
groep bezaten eveneens geen gerijpte oclcyten. Voorts
bevatten de ovaria van €én dier uit de 2,5 mg - 30 minuten-

groep vier nietugerijpte pre-ovulatoire odcyten.

8.3.2.4. Het effect van een kleine dosis HCG op odcyt-
rijping en follikelsprong is moeilijk voorspelbaar. Er
blijkt geen duideliik verschil te zijn in de respons van
dieren die met 0,3, 0,4 en 0,5 TU HCG (iv) behandeld zijn
(tabel 6-1), Het effect van een kleine dosis hypofyse-
extract op de inductie van cdeytrijping daarentegen bleek
goed te voorspellen. Om deze reden werd besloten van HCG
over te gaan op hypofyse-extract. Gekozen werd voor een
dosis wvan 1/16 RHE. Deze dosig heeft altijd obeytrijping
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tot gevolg maar is niet of nauwelilks voldoende voor de
inductie van follikelsprong. Op grond van de resultaten
van paradraaf 8.3.2.3. werd gekczen voor een interval van
30 minuten tussen de injectie met 5 mg AGF (sc¢) en
hypcfyse-extract injectie (iv). Om exr zeker van te zijn
dat geen afgifte van endogene gonadotrope hormonen plaats
zou vinden werden de proefdieren op de dag van pro-ocestrus
gehypofysectomeerd ftussen 11.00 en 12.00 uur. Het proef-
schema zag er als volgt uit:

pro-oestrus ratten: 11.00 - 12.00 uwur hypofysectomie

13.00 uur 5 my AGF {sc)
13.30 uur 1/16 RHE (iv)
volgende dag : 9.00 - 11.00 uur aanprikken wvan pre-

ovulatoire follikels

De volgende morgen werden de grote follikels aange-
prikt en de cbeyten die vrijkwamen werden op een object-
glaasje onder de microscoop bekeken., Met deze methode kan
de aan- en afwezigheid van een kern worden waargenomen.

Deze methode is minder nauwkeurig dan een histologische
procedure doch werkt sneller. In totaal werden 5 dieren

op deze wijze behandeld. Het aantal gemiddelde kernloze
obecyten bedroeg zes per dier. Op grond van dit resultaat
werd besloten de dosis AGF te wverhogen tot 10 myg. Voorts
werd nagegaan of het interval tussen AGF-behandeling en
hypeofyse-extract-injectie van belang was. Het experiment
werd verder op dezelfde wijze uitgevoerd. De resultaten zijn
weergegeven in tabel 8-4.

Bij het aanprikken gaat soms een odeyt verloren of
worden niet alle pre-ovulatoire follikels gevonden. Dit
verklaart waarom het aantal odcyten dat per dier gevonden
is, kleiner is dan het aantal pre-ovulatoire odcyten dat
deze rattestam normaal heeft (+ 12},

Uit de in tabel 8-4 gepresenteerde resultaten kan
geconcludeerd worden dat in dit proefschema aminoglutethimide
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de inductie van obcytrijping door hypofyse-extract niet
remt.

tabel 8-4, Aantal geriipte odcyten per dier na injectie met 10 mg AGF
{sc) en injectie met L/16 RHE (iv) 5, 30 of 60 min later.
Cyclische ratten werden gehypofysectomeerd op pro-cestrus tussen 11.00
en 12.00 uur, injectie met AGF vond om 13.00 uur plaats.

interval AGE -- hypofyse-extractinjectis

5 min 30 min 60 min

dier no. 1 3] dier noc. 1 11 dier no. 1 1¢
? 172 2 10 2 10
3 10 3 9

ACGP= aminoglutethimlidefosfaat, RHE= rattehypofyse-eenheid, 1 RHE is het
extract van 1 rattehypofyse.

§.3.2.5. Bij de in paragraaf 8.3.2.4. beschreven experimen-
ten bleek het niet mogelijk een met hypofyse-extract
geinduceerde rijpingsdeling te remmen. Getracht werd met
gen ander proefschema odcytrijping met AGF te blokkeren.

Na hypofysectomie werd 2 of 3x met intervallen van een uur
10 mg AGF geinjicieerd (sc). Een uur na de laatste AGF-~
injectie werd 1/16 RHE intraveneus geinjicieerd. De ovaria
werden een da¢g later gefixeerd voor microscopisch onderzoek.

Het proefschema zag er als volgt uit:

ratten in pro-cestrus

11.00 - 12.00 wur hypofysectomie

13.00 uur 10 mg AGF (sc) 13.00 uur 10 mg AGF (sc)
14.00 uur 10 myg AGF {(sc) 14.00 uur 10 mg AGF (sc)
15,00 uur 1/16 REE (iv) 15,00 uwur 10 mg AGF (sc)

16.00 wur 1/16 RHE (iv)

volgende dag fixatie ovaria voor microscopisch onderzoek

De resultaten zijn vermeld in tabel 8-5.
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In de groep die met 2 x 10 mg AGF behandeld was waren alle
pre-ovulatolire cdcyten gerijpt. In de groep die met 3 x 10
mg AGF behandeld was bezat dier no. 1 twee obcyten die
zich in de anafase bevonden. Dit was een eerste aanwijzing
voor interferentie wvan AGF met een door hypofyse—extract
geinduceerde rijpingsdeling.

tabel B-5. Aantal gerijpte odcyten per dier na 2 of 3 maal een injectie
met 10 mg AGF {sc) met intervallen van 1 uur. E€n uur na de laatste in-
jectie met AGF wvolgde een injectie met 1/16 RHE (iv).

Cyclische ratten werden gehypofysectomeerd op pro-vestrus tussen 11.00
en 12.00 uur, de eerste injectie met AGF vond om 13.00 uur plaats.

dosis AGE

2 %X 10 mg 3 % 10 mg

dier no. 1 13 dier ne. 1 g
2 16 2 14
3 13 ] 12
b 13 4 12

AGF= aminoglutethimidefosfaat, RHE= rattehypofyse-eenheid, 1 RHE is het
extract van 1 rattehypofyse.

8.3.2.6. De door hypofyse-extract geinduceerde rijpings-
deling kon met AGF niet geremd worden maar de mogelijkheid
dat AGF een effect had op het tijdschema van de rijpende
odeyt kon niet worden uitgesloten. Tot deze fasge van het
onderzoek was het effect van AGF op de rijpingsdeling
bestudeerd in ovaria die tenminste 14 uyur na de injectie

met hypofyse-extract gefixeerd waren. De voltooiing van

de rijpingsdeling vindt na injectie met 2 RHE na ongeveer

9 uur plaats (figuur 5-2). Het verschil tussen 9 en 14 uur
werd te groot geacht om een vertraging in het tijdschema van
de eserste rijpingsdeling te kunnen bestuderen daar deze ver-
traging dan tenminste vijf uur groot moet ziin om vastge-
steld te kunnen worden. In de volgende proef werd 3 en 4 uur
na de injectie met hypofyse-extract ovariectomie ultgevoerd.
Er waren twee proefdiergroepen: &&n groep die subcutaan met
fysiologisch zout en &&n die subcutaan met 10 myg AGF werd



geinjicieerd. Een half uur na de injectie met AGF of de

injectie met fysiclogische zoutoplossing werden de proef-
disren met 1/16 RHE ingespoten. Vlak voor de injectie met
AGF of fysiologisch zout werden de dieren gehypofysecto-
meerd. De resultaten van het microscopisch onderzoek zijn

weergegeven in de tabellen 8-6 en 8~7. Van de controle-

tabel 5-%. Aantal oBcyten per rat dat zich na hvpofysectomis tussen
11.00 en 12.90 yur op de dag van pro-cestrus na een inj ie met
fysiologische zoutoplossing (sc) om 13.00 uur en injectie met 1/16 RHE
(iv) om 13.30 uur 3 en % uur na deze injectie met hypefyse-extract zich
in het chromatinemassa-I- en diakinesestadium bevindern.

interval iInjectie met hypofyse-extract en ovaridctomie

3 uur 4 uur
stadium ofeytrijping stadium odcytrijping
dier no, 1 CM-1 D M- D
dier no. 1 - <] - 7
2 4 2 - 5
3 1 6 - £
mn 3 " - i
5 2 7 - 4
totaal 10 25 o] 26

CM-I= chromatinemassa-I~-stadium, D= diakinesestadium, RHE= rattehypofy-
se-eenheid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.

tabel 8-7. Aantal odcyten per rat dat zich na hypofysectomie tussen
11.00 uur en 12.00 uur op de dag van pro-oestrus na injectie met 10 mg
aminoglutethimidefosfaat (sc) om 13.00 uur en injectie met 1/16 RHE )
{iv) om 13.30 uur 3 en 4 uur na deze injectie met hypofyse-extract zich
in het chromatinemassa-I- en diakinesestadium bevinden.

interval injectie met hypofyse-extract en ovariéctomie

3 uur 4 aur
stadium odeytrijping stadium odeytrijping
CM-I D CM-T o
dier no. 1 4 3 - 5
2 L 3 - B
3 B - 4
mn 3 2 - 7
5 5 1 - 3
6 6 - &
totaal 28 9 4 340

CM-I= chromatinemassa-I-stadium, D= diakinesestadium, RHE= rattehypofy~
se-eenhelid, 1 RHE is het extract van 1 rattehypofyse.
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groep was bij de ovaria die 3 uur na de behandeling met
hypofyse-extract gefixeerd waren de verhouding tussen het
aantal odcyten dat zich in chromatine-massa-I- tot het
aantal ocGcyten dat zich in het diakinese~stadium bevond
10:25 (tabel 8-6). Bij de AGF-behandelde dieren was deze
verhouding comgekeerd; 28:9 (tabel 8-7). Volgens de xz toets
is dit wverschil significant {(p<0,001%). In de na 4 uur
gefixeerde ovaria werden gsen verschillen gevonden. Blijk-
baar heeft AGF een vertragend effect op de aanvang van de
rijpingsdeling wanneer deze door hypofyse-extract geindu-
ceerd wordt. Waarschijnlijk vergrooct AGF het interval dat
ligt tussen het moment van hypofyse-extract-injectie en

het moment waarop de kern verdwijnt.

8.4. Discussie.

Een dosis van 2 IU HCG is bij ratten in pro-ocestrus
ruim voldoende voor de inductie van de follikelsprong
{(hoofdstuk 5)., Bij dieren die 2 uur voor de HCG-behandeling
een injectie met cyancketon gekregen hadden vond de folli-
kelsprong niet plaats (8.3.1). Cyvancketon remt de proges-
teronsynthese. Het is dus waarschijnliijk dat bij =en blok-
kade van de progesteronsynthese de follikelsprong niet
plaatsvindt., Dit is in overeenstemming met de resultaten
van Lipner en Wendelken (1971) en Lipner en Greep (1971}
die tot zes uur na de HCG-behandeling de follikelsprong met
cyanoketon kconden blokkeren.

Het interval tussen de tijdstippen van behandeling
met cvanoketon en HCG bedroey zanvankelijk 2 uur. Volgens
Bongliovanni et al (1967) wvindt er 3 uur na cyanoketon-—
behandeling een remming van de synthese wvan bijnierschors-
sterciden plaats. Daarom werd een cyancketoninijectie 4 en
2 uur voor de behandeling met HCG toegediend (blz. 116}
maar cok na deze bhehandeling vond er rijping van alle pre-

ovulatoire odcyten plaats. Ook Tsafriri et al (1972)
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konden met behulp van cyanoketon niet vecorkomen dat LH

de rijpingsdeling induceerde bij odcyten die zich beven-
den in uit het ovarium geisoleerde pre-ovulatoire folli-
kels. Uit de resultaten van Tsafriri et al (1972) en de
resultaten van par. 8.3.1, kan geconcludeerd worden dat
cvancketon een door LH of HCG geinduceerde rijpingsdeling
niet kan blokkeren. Er kan echter niet geconcludeerd worden
dat bij een volledige remming van de steroidsynthese de
obeytrijping toch plaatsvindt omdat het niet zeker is

dat de gebrulkte dosls c¢yancketon inderdaad volledige
remming van de steroldsynthese tot gevolg had. Het was
mogelijk om met een andere steroldsyntheseremmery, amino-
glutethimide, de invliced van HCG op de cdcytrijping

tegen te gaan (par. 8.3.2.1. en 8$.3.2.2). Indien remming
van de odecytrijping inderdaad door de afwezigheid van
ovariéle sterciden vercorzaakt zou worden dan zou door

gen injectie met deze steroiden het effect van amino~
glutethimide tenietgedaan kunnen worden. De resultaten

van tabel 8-2 laten zien dat een extra progesteron- of
pregnenolon-behandeling teot gevolg heeft dat in vergeliiking
met de controledieren, bij sen groter percentage dieren 08—
cytrijping optreedt (respectievelijk bij 5/10, bii 4/6 en bij
2/6 dieren, tabel 8-2 eerste 3 kolommen). Deze wverschillen
worden onvoldoende ceacht om er een definitieve conclusie aan
te verbinden. Zij ¢even echter aanleiding een herhaling van
een dergeliik experiment te rechtvaardigen. Wel kan ge-
concludeerd worden dat aminoglutethimide de inductie van

de rijpingsdeling door HCG kan klokkeren. Tot dezelfde
proefdiergroep behocrden drie dieren die tenminste 14

wur na de HCG-injectie nog odcyten bezaten die de rijpings-—
deling niet voltooid hadden. Deze 14 uur is aanzienlijk
langer dan op grond van de resultaten van hoofdstuk 5
verwacht zou mogen worden. Blijkbaar kan amincglutethimi-
de de inductie wvan de rijpingsdeling door HCG uitstellien

of kan aminoglutethimide het tijdschema van de rijpings-
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deling, wanneer deze aangevangen is, beinvloceden, Het is
misschien mogelijk dat na aminoglutethimide en HCG-
behandeling er een blokkade op het metafase-I-stadium plaats-
vindt, zoals deze soms waargenomen is in odcyten van in

vityro geincubeerde pre-ovulatoire follikels (Tsafriri

et &l 1972).

Opvallend is dat bij eenzelfde behandeling binnen é&én
groep sommige dieren geen enkele gerijpte odeyt bezaten
en andere slechts gerijpte odcoyten. Een vergelijkbaar resul-
taat werd verkredgen na intraveneuze injectie met een kleine
dosis HCG {0,3 - 0,5 zie hoofdstuk 5). Hier was het resul-
taat van de injectie moeilidk te voorspellen. De grote
verschillen binnen een groep na aminoglutethimide en HCG-
behandeling zouden vercorzaakt kunnen worden door een
"marginaal HCG-effect".

Een behandeling met aminoglutethimide en hypofyse-
extract had geen blokkade van de obcytriiping tot gevolg.
Wel werden 14 uur na de hypofyse-extract-behandeling twee
cbeyten aandetroffen die de eerste rijpingsdeling niet
volteoold hadden (8.3.2.5). Veorts werd uit de resultaten
van par. 8.3.2.6. geconcludeerd dat aminoglutethimide wel
een vertragend effect heeft op de inductie van de rijpings-
deling.

Samenvattend kan gezegd worden dat de inductie wvan
de rijpingsdeling door HCG met aminoglutethimide geblokkeerd
kan worden. De inductie van de rijpingsdeling door hypofyse-
extract kan door aminoglutethimide niet geblokkeerd doch
wel vertraagd worden. Het verloop van de rijpingsdeling kan
door amincglutethimide worden beinvloed cnafhankelijk wan
het feit of de inductie door HCG dan wel door hypofyse-
extract plaatsgevonden heeft.

Deze experimenten zijn uitgevoerd teneinde de gevolgen
van een blokkade op de steroidsynthese voor de rijpingsdeling
te bestuderen., Niet geconcludeerd kon worden of deze effecten
veroorzaakt zijn door een blokkade van de steroidsynthese.
Het effect van aminoglutethimide op de rijpingsdeling



wanneer de inductie van de rijpingsdeling door HCG plaats-
vindt is anders dan wanneer de inductie geschiedt door
hypofyse-extract. Dit sluit een directe remming van de
rijpingsdeling door aminoglutethimide uit en laat de
mogelijkheid open dat in geval van HCG-behandeling de

inductie van de rijpingsdeling via de inductie van stercid-
synthese plaatsvindt.
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Hoofdstuk 9. Samenvatting en conclusies van het experimen-

teel gedeelte.

De morfologie van de eerste rijpingsdeling van pre-
ovulatoire odcyten werd bij de rat bestudeerd. De diaki-
nese-chromegsomen worden bij de rat zichtbaar nadat de
membraan van de centraal gelegen kern in elkaar gevallen
ig. Bij andere diersoorten condenseren de diskinese-
chromosomen op een nog intact zijnde, tegen het odlemma
gelegen, kernmembraan.

Een ovulatecire hoeveelheid gonadotrope hormonen
induceert in een pre-ovulatoire follikel onder meer:
obeytrijping, luteinisatie en follikelsprong. Luteinisatie
en follikelspreng worden beide gebruikt als index voor
gonadotrope stimulatie. Onderzeocht werd of obeytriijping
een bruikbare index wvoor gonadotrope stimulatie is en
of met behulp van het tijdschema van het verloop van de
eerste rijpingsdeling het tijdstip van gonadotrope stimu-
latie bepaald kon worden. Het interval tussen het tijdstip
van gonadotyope~behandeling en het moment waarop de kern
van de obecyt verdwijnt bleek afhankelijk van de aard van
het gebruikte gonadotropine (1,5 - 2,5 wur). Het interval
tussen het moment waarop de kern verdwijnt en het tijgdstip
waarop de odcyt in de metafase van de tweede rijpinesdeling
komt, blijkt onafhankelijk van de hoeveelheid en de aard
van het gebruikte gonadotropine (7 -7,5 uur). Voor de
inductie van odceytrijping, luteinisatie {corpus luteum-
vorming) en follikelsprong zijn in genocemde volgorde toe-
nemende hceveelheden hypofyse-extract nodig. Gedeelten
van de membrana granulosa luteiniseren zonder dat dit nood-
zakelijkerwijs gepaard gaat met rijping wvan de cdcyt in
dezelfde follikel bij dieren, die met een kleine dosis
humaan chorion-~gonadotropine behandeld zijn (0,3 -~ (,5
1U HCG). Luteinisatie en ofcytrijping kunnen derhalve on~

afhankelijk wvan elkaar geinduceerd worden.
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Het tijdschema van het verloocp van de eerste rijpings-
deling kan gebruikt worden om het tijdstip wvan gonadotrope
stimulatie te bepalen. Odcytrijping is een meer gevoelige
index veoor genadotrope stimulatie dan corpus luteum-
vorming en follikelsprong.

Met behulp van Nembutal werd bij ratten in pro-ocestrus
de pre-ovulatoire afgifte van gonadotrope hormonen gedurende
twee achtereenvolgende dagen geblokkeerd. Deze ratten werden
op de dag van de eerste Nembutal-behandeling geinjicieerd
met een dosis hypofyse-extract welke voldoende was voor
de inductie van odeytrijping maar onveldoende voor de
inductie van luteinisatie en follikelsgprong. Twee dagen na
de injectie met hypofyse-extract bleek dat de pre-ovulatoire
follikels atretisch waren. In eenzelfde proefopstelling
waarbi] fysiologisch zout in plaats van hypofyse-extract
geinjicieerd werd bleken de pre~ovulatoire follikels niet
atretisch. Geconcludeerd werd dat een dosis gonadotrope
hormenen welke onvoldcende is voor de inductie van lutelni-
satie versnelde atresie van de follikel tot gevolg heeft.

De gonadotrope hormonen die pre-ovulatoir afgegeven
worden induceren een verandering in de steroid-hormoon-
synthese in het ovarium. De synthese van oestrogens hor-
monen wordt beéindigd en die van progesteron komt op gand.
Deze verandering in de steroidsynthese behoort tot de eerst
waarneembare veranderingen in het ovarium na de aanvang
van de pre-ovulatoire afgifte van gonadotyxope hormonen.
Onderzocht werd of genocemde verandering in de steroid-
synthese van belang is voor de inductie van odecytrijping.
Een steroldsyntheseremmer (aminoglutethimide) kan onder
bepaalde omstandigheden de inductie van odcytrijping na
humaan chorion-gonadotropine-injectie blokkeren. Cocyt-
rijping kon door aminoglutethimide niet geremd worden
wanneer deze met hypofyse-extract geinduceerd is. Geconclu-
deerd is dat vocr de inductie van odcytrijping door humaan
chorion-gonadotropine steroid-hormonen mogeliik een rol
spelen. Inductie wvan odcytrijping docr hypofyse-extract vindt

onafhankelijk van steroid-hormonen plaats.
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Summary and conclusions of the experimental work.

The morpholegy of the first maturation division of
pre-ovulatory oocytes was studied in rat. Diakinesis chro-
mesomes were visible after the collapse of the nuclear
membrane, This is in contrast with other species, in which
the diakinesis chromosomes condense on the intact nuclear
membrane, while the nucleus is situated against the colemma.

An covulatory quantity of gonadotrophic hormones induces
oocyte maturation, luteinizaticn and follicle rupture in
pre-ovulatcery follicies. Luteinization and follicle rupture
are both used as an index of gonadotrophic stimulation. The
present investigation was carried out to see whether a}
occyte maturation may be a useful index of gonadotrophic
stimulation and b) whether by observing the time course
of the first maturation division the precise time of go-
nadetrophic stimulaticn could be determined. The interval
between the gonadotrophic treatment and the occyte nuclear
membrane collapse, appeared to be dependent on the type
of gonadotrophin administered (1.5 - 2,5 hours). The inter-
val between the nuclear membrane colliapse and the time
when the ococyte comes intc the metaphase of the second
maturation division, appears toc be independent on the gquan-
tity and the type of gonadotrophin used (7 - 7,5 hours).

In order to induce oocyte maturation, luteinization {coxpus
luteum formation} and follicle rupture, in this order it

was found that increasing amounts of pituitary extract were
required. Parts of the membrana granulosa luteinized without
concomittant oocyte maturation in the same follicle of
animals injected with a small dose of human chorionic gona-
dotrophin (0.3 - 0,5 IU HCG}. Luteinization and cocyte
maturation therefore can be induced independently of each
other.

The time course of the first maturation division can
be used to determine the time of gonadotrophic stimulation.
Oocyte maturation is a more sensitive index of gonadctrophic
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stimulation than either corpus luteum formation or follicle
rupture.

With the aid of Nembutal the pre-ovula£ory release
of gonadotrophic hormones was blocked in pro-oestrous
rat fer twc successive days. On the day of the first Nem-
butal treatment these rats were injected with a dose of
pituitary extract which was sufficient to induce oocyte
maturation, but insufficient to induce luteinization and
follicle rupture. Two days after the pituitary extract
injection the pre-ovulatory follicles were found to be
atretic. In a control group of rats in which saline was
injected instead of pitutitary extract, the pre-ovulatory
follicles were found to ke non-atretic. It was concluded
that a dose of ogonadotrophic hormones which is insufficient
to induce luteinization results in an accelerated atresia
of the follicle.

The gonadotrophic hormones which are released pre-
ovulatory induce a change in the stercid hormone synthesis
within the ovary. Cestrogenic hormone synthesis is comple-
ted and progesterone synthesis is started. This change in
sterovid synthesls represents the first perceptive change
within the ovary after the beginning of the pre-ovulatory
release of gonadetrophic hormones. It was investigated
whether this change in steroid synthesis 1s of importance
for the induction of ococyte maturation. Under certain cir-
cumgtances a steroid inhibkitor (aminoglutethimide) may
block oocyte maturation induced by injection of chorionic
gonadotrophins. Oocyte maturation when induced by injection
of pituitary extract could not be blocked by aminoglute-
thimide, It is concluded that steroid hormones may play a
rele in the induction of oocyte maturation induced by
human chorionic gonadotrophin. Induction of oocyte matu-
ration by pituitary extract coccurs independently of steroid
hormones.
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