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2 ADpOLF BUTENANDT,

B

-

Die Lehre, dafi in der Reihe der Wirbeltiere die Geschlechts-
driisen neben der Produktion der Keimzellen eine zweite Aufgabe
erfiillen, daB sie fiir normale Entwicklung, fiir Wachstum und
Funktion der Genitalorgane, sowie fiir die Ausbildung der sekun-
diren Geschlechtsmerkmale sorgen, hat schon in der Mitte des
vorigen Jahrhunderts ihre Anfénge.

Sie ging aus von Experimenten Bertaorps in Gottingen (1849),
der erstmalig im Tierversuch zeigte, daf die nach Kastration von
Hihnchen einsetzenden Ausfallserscheinungen durch Wiederein-
pflanzang von Hoden zu beheben sind. Diese Versuche waren
grundlegend fiir die Lehre von der inneren Sekretion, die erst
40 Jahre spidter nach den Arbeiten von Browx Stquarp (1889) Be-
achtung fand; ihnen folgten dann eine grofie Reihe von Versuchen,
durch Transplantationen ménnlicher Keimdriisen Aufschluf iiber
die neuartigen Fragestellungen zu erlangen.

Entsprechende Versuche an der weiblichen Keimdriise sind
wesentlich spiter begonnen worden. Nachdem im Jahre 1895
Morris die Transplantation eines Ovariums an einer Frau durch-
gefiihrt hatte, begann mit den Arbeiten von Knaver und Harsaxn
am 1900 die eigentliche experimentelle Inangriffnahme des Pro-
blems im Tierversach. :

Um Klarheit iiber die Aufgaben einer Driise im Orga-
nismus zu erhalten, hat man zuniichst die Ausfallserscheinungen
nach Extirpation, sodann ihre Behebung durch Wiedereinpflanzen
des betreffenden Organs zu studieren. Sind auf diesem Wege die
Aufgaben der Driise experimentell festgestellt, so ergibt sich als
zweite Fragestellung diejenige nach der Art, wie die Organleistung
erfiillt wird. Transplantationsversuche der Driisen und der Ver-
such, Ausfallserscheinungen durch Injektion der Organextrakte zu
vermeiden oder zu beheben, entscheiden hier iiber das Wesen, wie
ein Organ die ihm znfallende Aufgabe lost.
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Uber die Ausfallserscheinungen am lebenden weiblichen
Organismus nach Extirpation der Ovarien.

Wihrend es nach den bisher vorliegenden Experimenten den
Anschein hat, daB in der Reihe der Wirbellosen die Beein-
flussung der Korperbildung und des psychischen Verhaltens durch
die weibliche Keimdriise nur eine sehr geringe ist'), konnte eine
solche Leistung des Ovariums in der Reihe der Wirbeltiere in
fast allen Tierklassen wahrscheinlich gemacht oder experimentell
sichergestellt werden 2).

Bei den Wirbeltieren beobachtet man nach vélliger Kastration
weiblicher Tiere eine Atrophie ihrer Genitalorgane, bei den Sduge-
tieren insbesondere einen starken Riickgang des Wachstums an
Uterus, Vagina und Brustdriise. Alle zyklischen Vorginge an den
Grenitalorganen (Brunst- und Menstruationserscheinungen) horen
auf, der Geschlechtstrieb erlischt zumeist, die Tiere werden triige,
sie ,altern und werden von den Minnchen nicht mehr beachtet.
Da an Wirbeltieren nach einer Kastration auch die sekundéren
Geschlechtscharaktere wenig oder garnicht zur Entwicklung ge-
langen, treten bemerkenswerte Anderungen in Gestalt, Aussehen
und Gebaren der Tiere ein; so ist z. B. die Korpergestaltung ka-
strierter Hiihner eine vom normalen Tier sehr verschiedene (,neu-
traler Kapaunentyp“), Sporen und Gefieder nehmen fast ménnliche
Formen an, wihrend Bartlappen und Kamm sehr geringes Wachs-
tum zeigen (Ptzarp 1914); auch ist bekannt, daf man bei vielen
horntragenden Singern die Ausbildung der Gehtrne zu unterdriicken
imstande ist.

Der EinfluB der Kastration auf den Grundumsatz und Stick-
stoffstoffwechsel ist zwar vielseitig studiert worden 3), jedoch sind
die Ergebnisse umstritten; vielleicht tritt nach Kastration eine
sehr geringe Erniedrigung des Grundumsatzes ein.

1) Literatur s. bei Harms, J. W., Korper und Keimzellen, Berlin 1926. —
In neuerer Zeit hat nur LOEWE iiber einen qualitativen, aber nicht gesicherten
Nachweis des weiblichen Sexualhormons in einigen Wirmern berichtet (1929).

2) FELLNER (1925) wies durch Wachstumswirkung an Uterus und Mamma
das Vorkommen des weiblichen Sexualhormons in den Eiern von Hiithnern und
Fischen nach; SERENI, ENEICO und RIVKA bestitigten das Vorkommen in Fisch-
eiern, wihrend LOEWE (1929) mit Sicherheft im weiblichen Frosch (Rana tempo-
raria), also in einem Amphibium, Bronsthormon nachzuweisen vermochte.

' 8) Literatur siehe bei TRENDELENBURG, P., Die Hormone, Bd. 1, Berlin 1929.

1*
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Transplantationsversuche weiblicher Keimdriisen und iber
die Behebung der Ausfallserscheinungen durch Wiederein-
: pflanzen von Ovarien.

Allgemein sind die Feststellungen giiltig, da man den groften
Teil der geschilderten Ausfallserscheinungen durch Transplantation
der Keimdriisen vermeiden, oder im kastrierten Tier durch Wieder-
einpflanzen der Ovarien beheben kann.

An Kaltblitern (Tritonen) sind zwar eine Reihe entsprechen-
der Versuche mit Erfolg angestellt worden (Harxs 1913), die grofiten
and bedeutendsten Arbeiten innerhalb dieser Fragestellung sind
aber an Vogeln und Siugetieren durchgefiihrt; in ihren Er-
gebnissen haben wir die ersten Beweise fiir die hormonale Titig-
keit der Ovarien zu erblicken.

Der neutrale Kapaunentyp ist durch Einpflanzen von lebenden
Ovarien wieder zur normalen Form umwandelbar, der Kamm wichst,
Sporen und Gefieder bilden sich zur Norm zuriick. In diesen,
wohl zuerst von Gurarie (1907) und spiter von Pizarp ausgefiihrten
Versuchen erblicken wir das Seitenstiick zu den ersten experi-
mentellen Arbeiten von Berraorp (1849) am ménnlichen Tier.

Mit den wichtigen Arbeiten von Kwaver und Harsax (1900),
die spiter von LipscatTz, STEINACH U. a. fortgesetzt wurden, begann
die eigentliche experimentelle Forschung am Sdugetier. Die nach
Transplantation von Ovarien an Meerschweinchen, Kaninchen und
Ratten beobachtete Behebung von Ausfallserscheinungen stellte
seinerzeit den ersten exakten Beweis fiir die Bedentung der Keim-
driise und fiir ihre hormonale Titigkeit dar: Tuben, Gebdrmutter
and Scheide wachsen wieder normal unter Wirkung des Implan-
tates, die Geschlechtszyklen stellen sich wieder ein und das ge-
schlechtliche Verhalten der Tiere kehrt zur Norm zuriick; ihre
Trigheit und die ,kiinstliche Alterung® verschwinden.

Diese Versuchsreihen sind spéter nach zwei Seiten erweitert
worden: an jugendlichen Tieren vermochte man vor eingetretener
Geschlechtsreife durch Implantation reifer Ovarien frithzeitig Brunst
zu erzeugen und das Wachstum der Genitalorgane zu fordern;
andererseits sind senile Tiere, deren Geschlechtsfunktion erloschen
ist und welche deshalb im wesentlichen die Ausfallserscheinungen
einer Kastration zeigen, durch Implantation von reifen Ovarien zu
,verjingen®, jedenfalls ist in ihrem Anssehen und in ihren Ge-
schlechtsinstinkten ein deutlicher EinfluB des Implantates spiirbar
(E. Srenvace, Kous, Permvart u. a.).

-
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Uber die Behebung von Ausfallserscheinungen durch In-
jektion von Ovarialextrakten.

Durch die Ergebnisse der Transplantationsversuche war be-
reits mit Sicherheit gezeigt, daf die dem Ovarium zuerkannten
Aufgaben von diesem nicht auf dem Wege der nervisen Korrela-
tion, durch Wirkung iiber Nervenbahnen, gelost werden. Der ein-
wandfreie Beweis fiir die innersekretorische Titigkeit der Keim-
driise war aber nar erbracht, wenn es gelang, die durch Implantation
des Ovariums gewonnenen Ergebnisse auch durch Injektion von
Ovarialextrakten (gewonnen aus den Ovarien grofSerer Sdugetiere)
zu erzielen. Die Bedeutung dieser Aufgabe ist sofort erkannt
(JentziEr und Broryer 1900, Bucura 1907), ihre einwandfreie Lo-
sung erfolgte aber erst einige Jahre nach den erfolgreichen Ar-
beiten von Kvaver und Harsan. So erzeugten MarsuaL und JorLy
(1906) durch Ovarialextrakt Brunst an einer Hiindin; AbrLeg,
‘Scmckere (1912) und Ascaxer (1913) wiesen aaf die nach Injektion
von Ovarialextrakt auftretende Hyperdmisierung von Uterus und
Vagina hin, und in den Arbeiten von Frriner, Iscovesco und OriN-
scarrz (1914) ist die wichtige Beobachtung gemacht, dafi Ovarial-
extrakte das Wachstum der Genitalorgane, insbesondere von Uteras,
Vagina und Brustdriise*) stark erhthen. Sie arbeiteten mit jungen
Meerschweinchen, Ratten nnd Kaninchen und vermochten an ka-
strierten Tieren nicht nur die Atrophie der Genitalorgane aufzu-
heben, sondern diese zu einem Griofenwachstum anzuregen, welches
die Norm weit iibertraf. E. Stewacm untersuchte Extrakte auf
ihre Wirkung am senilen Rattenweibchen und bestitigte auch hier
die Erfahrungen der Driisenimplantation 5).

Da auch die Geschlechtsinstinkte der behandelten Tiere zur
Norm zuriickkehren, ist mit der gesamten Untersuchangsfolge,
welche spiter vielseitig nachgepriift, bestitigt und erweitert wurde
(Hesruaxw, Seirz, Fraxk, Scerobkr u. a.), sichergestellt, daf alle

4) Der EinfluB des Follikelhormons auf die Milchsekretion ist noch
heute umstritten; es darf angenommen werden, daf sie einer anderen — viel-
leicht fotalen — Hormonwirkung unterliegt (STARLING und Foa).

5) LoEWE hat 1926 iiber den Einfluf von Extrakten auf Vogel berichtet;
ganz kiirzlich sind interressante Arbeiten von JUEN und GUSTAVSON und von
E. LAQuEUR iiber den EinfluB des weiblichen Sexualhormons anf Hithner, Hahne
und Kapaune erschienen, in denen besonders die Beeinflussung des Federwachs-
tums unter Hormonwirkung besprochen wird; E. LAQUEUR und Mitarbeiter ver-
mochten durch gleichzeitige Gaben von méinnlichem und weiblichem Hormon echten
Gynandromorphismus zu erzielen.
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erkannten Aufgaben der weiblichen Keimdriise — naturgemdf mit
Ausnahme der Produktion von Eizellen — auch durch Injektion
von Ovarialextrakten auszulGsen sind.

Uber die Wirkung von Hormonextrakten auf Uterus, Vagina,
Brastdriise, sowie auf senile Ratten sollen die beigefiigten Bilder
auf den Tafeln I—IV ein anschauliches Bild vermitteln. )

Die geschilderten Arbeitsergebnisse erbrachten den Beweis, daB
im Ovarium zur Losung seiner vielseitigen Aufgaben eine che-
mische Substanz, ein Sexualhormon, erzeugt wird, dessen physio-
logische, pharmakologische und chemische Eigenschaften nunmehr
zum Gegenstand der Forschung wurden.

Uber quantitative Erkennungsreaktionen des Hormons.

Tiir die exakte physiologische und pharmakologische Analyse
eines Stoffes ist seine Darstellung in weit gereinigter Form, fiir
die chemische Bearbeitung seine vollstindige Isolierung und Rein®
darstellung unerldflich. Um eine Erfolg versprechende Anreiche-
rang eines Hormons in Rohextrakten und seine Trennung von
Begleitstoffen durchfiihren zu kinnen, bedarf es einer quantitativ
auszugestaltenden Erkennungsreaktion, eines Testes.: Der Bearbeiter
des Problems hat an einen Test die Anforderung seiner Eindeu-
tigkeit, seiner Spezifitit, und die einer einigermafien handlichen
Durchfiihrbarkeit zu stellen.

Fiir das weibliche Sexualhormon gibt es bisher keine chemische
oder physikalische Nachweisreaktion, sondern man ist an die Durch-
filhrung eines physiologischen Testes gebunden. Grundsitzlich
kann man jede spezifische physiologische Wirksamkeit eines Stoffes
fiir seinen Nachweis heranzichen, sofern diese sich quantitativ
messen liBt. Zwei seiner physiologischen Wirkungen haben in
erster Linie als Testreaktion fiir das Follikelhormon Verwendung
gefunden: die Wachstumswirkung auf die Genitalorgane, ins-
besondere den Uterus, und die Beeinflussung der zyklischen
Genitalvorginge des weiblichen Organismus; als spezielle
Nachweisreaktion, die besonders exakte quantitative Resultate
liefern soll, aber fiir die chemische Bearbeitung des Hormonpro-
blems ohne praktische Bedeutung geblieben ist, wurde als dritter
Test die Vermehrung chromaffiner Zellen im Ganglion
cervicale uteri vorgeschlagen (,Chromtest®).
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1. Per Uteruswachstumstest.

Der Uteruswachstumstest hat als erste Nachweisreaktion des
weiblichen Sexualhormons den weitaus meisten &lteren Arbeiten
(1900—1923) zugrunde gelegen. Entweder wurde der nach einer
Kastration atrophierte Uterus durch Injektion wirksamer Extrakte
wieder zu normalem (auch ungewdhnlich starkem) oder aber der
noch nicht entwickelte Uterus juveniler Tiere zu vorzeitigem
GriBenwachstum angeregt. Gemeinsam mit histologischen Schnitt-
untersuchungen an Uterus und Vagina und einer Verfolgung hyperi-
mischer Erscheinungen an der Brustdriise warden dann die GroBen-
verhiltnisse der Genitalorgane behandelter Tiere mit denen unbe-
handelter Kontrolltiere verglichen. (Vergl. hierzu besonders die
Bilder aunf Tafel I.)

Der Uteruswachstumstest war nicht ausreichend, om einer
erfolgreichen systematischen Reinigung der Hormonextrakte zu
dienen. Seine Spezifitit wurde — vielleicht zu Unrecht — be-
stritten, vor allem aber fehlten ihm die genauen, quantitativ durch-
filhrbaren Vergleichsgrundlagen.

2. Der ,Chromtest* von BroreEvoeeL, Dorry und PorrL.

Der Chromtest trigt den Charakter eines besonders fein ab-
stufbaren, quantitativen Testes. Er beruht auf der experimentell
gefundenen Tatsache, daB im Ganglion cervicale uteri zur Zeit
groBeren Hormonreichtums des weiblichen Organismus (besonders
also in der Graviditit) ein mit dem Hormonspiegel parallel gehendes
Zunehmen der chrombraunen Zellelemente gegeniiber dem nervisen
Anteil des Ganglions zu beobachten ist. Diese Erscheinung ist
rein lokal anf das Ganglion cervicale uteri beschrinkt, ihre Ab-
hiingigkeit von der Anwesenheit des Sexualhormons konnte sicher-
gestellt werden; an der kastrierten Maus sinkt der Gehalt der
chrombraunen Zellen von der Norm (2,5 % * 0,24) auf einen Wert
unter 19/, herab, durch Hormongaben ist der Prozentgehalt an
chrombraunen Elementen direkt proportional der verabreichten Dosis
zu erhghen. '

Diese Erscheinungen werden fiir einen quantitativen Test fol-
gendermaBen nutzbar gemacht: ,Bei Anwendung der Formel: z mg
einer zu untersuchenden Substanz reichen hin, um innerhalb  von
¢ Stunden das Zahlenverhiltnis des pten Schwangerschaftstages
herbeizufiihren, hat man die Moglichkeit, durch Einsetzen der be-
treffenden Zahlenwerte pharmoko-dynamisch jeden Saft und jeden
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Stoff auf seine Wirksamkeit auf das Genitalsystem im hormonalen
Sinne zu untersuchen ©).

Der Chromtest, der fiir manche exakt quantitativen Versuche
von grofer Bedeutung sein mag, hat fiir die systematische Aus-
wertung von Hormondlen zum Zweck der Reindarstellang des
Follikelhormons keine Bedeutung erlangt, da der etwas dltere
Brunst - Zyklus- Test nach Ariex und Dowisy allen Anforderungen
der Praxis in vollstem Umfange gerecht wurde. Da dieser Test
fiir die Bearbeitung des Hormonproblems von besonderer Bedeutung
wurde, sollen seine Grundlagen ausfiihrlicher erértert werden.

3. Der Brunst-Zyklus-Test nach ArLeEx und Doisvy.

Es wurde bereits erwihnt (Seite 3 u. 5), daf auch die zykli-
schen Vorginge am weiblichen Genitalapparat, wie die Erscheinungen
der tierischen Brunst und die der Menstruation der Frau, hormonal
bedingt sind. An der Gesamtheit der zyklischen Erscheinungen
ist nach neueren Arbeiten nicht nur das Follikelhormon beteiligt;
man vermag verschiedene Phasen der Geschlechtszyklen zu unter-
scheiden, die darch mehrere Hormone beherrscht werden; eine
dieser Phasen verlduft in Abbingigkeit vom F olhkelhormon

Die Geschlechtszyklen sind histologisch im allgemeinen durch
einen parallel mit der Eireifung stattfindenden Aufbau und Wieder-
abbau der Gebdrmutterschleimhaut gekennzeichnet. Das erste
Dickenwachstum des Endometrinms, die ,Proliferationsphase“, ver-
liuft gleichzeitiz mit der Entwicklung der Grasrschen Follikel
unter Wirkung des im Follikel gebildeten weiblichen Sexualhormons,
dem hierdurch neben dem EinfluB auf die Ausbildung und das
Wachstum der Genitalorgane eine besondere Aufgabe zufillt.
Wemnn das Ei gereift ist und nach dem Follikelsprung in die
Uterustube wandert, bildet sich aus dem Follikelrest das Corpus
luteam, welches nunmehr zur Bildungsstitte eines zweiten weib-
lichen Sexualhormons wird, unter dessen Wirkung ein Umbau des
Endometriums erfolgt (,Sekretionsphase®)”).

6) Zitiert nach BLOTEVOGEL, DorRN und Porr, Med. Klin. 1926, Nr. 35.

7) Die Erkenntnis der Funktion des Corpus luteum als Bildungsstitte eines
zweiten weiblichen Sexualhormons ist neueren Datums; man betrachtete den
gelben Korper lange Zeit ebenfalls als Ursprungsstitte des Follikelhormons und
benutzte Corpora lutea als Ausgangsmaterial fir dessen Darstellung (Iscovesco,
Skrrz, FELLNER, FRANK u, 3.), wihrend von anderer Seite (OKINTSCHITZ, BROUHA,
PARKES u. 3.) das Vorhandensein von Follikelhormon im Corpus luteum ange-
zweifelt wurde. Durch systematische Arbeit hat man die Funktion des Corpus
luteum erst almahlich kliren konnen (L. FRANKEL, R. SCHRODER, LOEB, WIESNER,
BENCAN u. a.); babnbrechend fir die Idee, da8 im Corpus luteum ein zweites
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Dieser Prozef ist als Vorbereitung einer zu erwartenden
Schwangerschaft zu deuten, die geschilderte Umbildung der Uterus-
schleimhaut erfolgt zur Aufnahme eines befruchteten Eies. Findet
keine Befruchtung statt, so stirbt das Ei ab, das Corpus-luteum-
Gewebe bricht zusammen, und die aufgebaute Uterusschleimhaut
wird abgestoBen (Menstruation). Mit der Ausbildung eines nemen
Follikels wiederholen sich diese Vorginge. Follikelreifung, Aus-
bildung und Riickbildung des Corpus luteum sind wahrscheinlich
ihrerseits durch hormonale Reize bedingt, die wohl von der Hypo-
physe oder anch vom Ei selbst ausgehen (Zoxpek, Kxavs u. a.).

Die Geschlechtszyklen verlaufen in einzelnen Tierklassen nunter-
schiedlich und innerhalb verschiedener Zeitriume, sie sind aber
doch in wesentlichen Phasen vergleichbar.

Fiir die Bearbeitung des Follikelhormons ist es von besonderer
Bedeutung geworden, daf Srtockarp und Papaxrcoraov (1917) ein-
gehend den Geschlechtszyklus am Nagetier studierten; sie ver-
wandten Meerschweinchen, wihrend Lone und Evaxs (1922) die Ver-
hiltnisse an der Ratte untersuchten. Es konnte durch diese Ar-
beiten gezeigt werden, daf der unter Wirkung des Follikelhormons
erfolgende Aufbau der Uterusschleimheit sich am lebenden Nagetier
durch eine einfache mikroskopische Untersuchung der Zellen aus
dem Vaginallumen verfolgen 1ift; diese dndern sich mit dem Aufbau
des Endometriums in charakteristischer Weise. Da dieser perio-
dische Vorgang, der bei den kleinen Nagern 5—7 Tage wihrt, in
direkter Abhingigkeit von der Gegenwart und der Menge des vor-
handenen Hormons steht, aufhért, wenn kein Hormon zugegen ist,
also auch wenn das Ovarium entfernt wird, und andererseits am
kastrierten Tier durch Injektion von wirksamer Substanz in vollem
Umfang wieder hervorgernfen wird, konnten Arex und Dorsy
(1923) auf diesen Erkenntnissen einen brauchbaren Test zum Nach-
weis des Follikelhormons aufbauen.

Als Versuchsobjekt benutzt man kastrierte weibliche Méuse
oder Ratten. Der Vaginalausstrich solcher Tiere zeigt nach ge-
eigneter Firbung im mikroskopischen Bild dauernd sogenanntes
,Ruhestadium¢, das durch Vorherrschen von Leukozyten gekenn-
zeichnet ist (Bild 14, Tafel V).

Wird Ovarialbormon injiziert (oder per os verabreicht), so

weibliches Sexualhormon produziert wird, wurde besonders die franzosische Schule
(COURRIER, CHAMPY, GLEY, JOUBLOT, BROUHA u.a.), aber experimentell gesichert
warde das Vorbandensein des Corpus-lateum-Hormons erst in neuster Zeit, vor
.allem durch CORNER und ALLEN, deren Arbeit nunmehr vielseitig bestitigt und
erweitert warde (KNAUs, CLAUBERG u. a.).



10 ADOLF BUTENANDT,

treten die zyklischen Verinderungen wieder ein, es findet Proli-
feration der Uterusschleimhaut statt, und man beobachtet ein
Wachstum der Epithellage in der Vagina. Im Stadium des ,Pro-
ostrus® zeigt das mikroskopische Abstrichbild keine Leukozyten
mehr, sondern kernhaltige Epithelzellen (Bild 15, Tafel V).

Aus diesem Stadium entwickelt sich dann das Brunststadium,
der ,Ostrus“. Die obere Epithellage der Vagina verhornt, das
mikroskopische Bild zeigt kernlose Schollen (,Schollenstadium®,
Bild 16, Tafel V).

Das Abklingen des Zyklus zum Ruhestadium iiberschreitet den
,Metostrus“, gekennzeichnet durch das Nebeneinander von Schollen,
Leukozyten und Epithelzellen im Abstrichbild (Bild 17, Tafel V).

Die Bilder gleichen ganz denen von normalen, unkastrierten
Méusen, bei denen sich dieser Zyklus regelmifiig wiederholt, wah-
rend er bei kastrierten Tieren nach einer Injektion zam Ruhestadium
zuriickkehrt und sie fiir weitere Versuche brauchbar macht.

Diejenige Substanzmenge an Hormon, die bei weiblichen ka-
strierten Miusen nach subkutaner Injektion gerade ausreichend ist,
damit innerhalb von 2—3 Tagen im Vaginalausstrich das Schollen-
stadium erreicht wird, bezeichnet man als eine ,Miuseeinheit”
(ME), bei Verwendung von Ratten spricht man entsprechend von
,Ratteneinheit* (RE); 1 RE enthilt durchschnittlich 4 ME.

Der Ariex-Doisy-Test hat sich bei der nemeren Bearbeitung
des weiblichen Sexualhormons ausgezeichnet bewdhrt, er wurde
zur Grundlage fiir erfolgreiche Anreicherung und Reindarstellung
des Hormons und somit fiir jede physiologische, pharmakologische

-und chemische Erkenntnis der Folgezeit.

Uber die Technik des Allen-Doisy-Testes®).

Entsprechend der Wichtigkeit fiir die wissenschaftliche Unter-
suchung des Hormons, fiir die Auswertung pharmazeutischer Pré-
parate und fiir die praktisch-medizinische Dosierung, sind die
physiologischen Grundlagen des Avrex-Doisy-Testes, seine Fehler-
quellen und die Art seiner technischen Handhabung Gegenstand
vielseitiger, umfangreicher Arbeiten geworden (ArLex, Dorsy und
Mitarbeiter, E. Laqueur, A. Lipscatrz, S. Lokwk, Cowsrp und Bury,
E. C. Doops, G. F. Marrian und A. S. Parkes u.a.). Obwohl diese
Arbeiten in ihren wesentlichen Ergebnissen iibereinstimmen, hat

8) Aus A. Burenanpr und E.v. ZIEGNER, ,Uber die physiologische Wirk-
samkeit des krystallisierten weiblichen Sexualhormons im ALLEN-Doisy-Test.
Horpe-SEYLERS Z. f. physiol. Chemie 188, Heft 1—2, Seite 1 (1930).
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man sich bislang nicht auf eine einheitlich festgelegte Technik
geeinigt.

Die urspriinglich vorgeschlagene Methode zur Auswertung hor-
monhaltiger Priparate besteht darin, daB man einer Reihe von
Tieren die auf ihre Wirkung zu priifende Substanz in steigender
Dosierung zufiithrt, and diejenige Substanzmenge als Einheit an-
spricht, welche gerade ausreichend ist, um in der Scheide die ty-
pische Brunstreaktion auszuldsen.

Es ist vielseitig iibereinstimmend festgestellt worden, dafl der
Einfluf von individuellen Schwankungen der Versuchstiere
entweder ein sehr geringer ist, oder durch geeignete Methodik weit-
gehend vermieden werden kann. Die Grifie einer Einheit ist aber
in sehr weitem Mafe abhingig von 3 wesentlichen technischen
Handhabungen:

1. Von der Art des mikroskopischen Abstrichbildes, das einer
Grenzdosis zugeordnet wird, z. B. ob ,Vollgstrus“ (ArLLex und
Doisy, Zonpek, Dobps, Cowarp und Bury, Marriay und Parkrs) oder
»verschwinden der Leukozyten* (Laqurur, Lorwe) im Abstrichbild
gefordert wird;

2. von der Anzahl der Tiere, die zu einer Auswertung ver-
wandt werden und von der Forderung, wieviel °jo der Versuchs-
tiere positive Reaktion zeigen miissen;

3. von der Art der Injektionstechnik.

Die Eichung der Priparate auf Vollbrunst (Schollenstadium)
ist das weitgehendste, aber sicherste Verfahren. — Die Zahl der
Versuchstiere soll nach Liaguror mindestens 12 pro Auswertung,
3 pro Dosis betragen, damit diirfte die unterste Grenze des Er-
laubten gekennzeichnet sein; positive Reaktion wird von den
Autoren unterschiedlich an 50—75%o der Versuchstiere gefordert.

Von grofer Bedeutung ist die Art der Injektionstechnik.
Schon Arcexy und Doisy haben darauf hingewiesen, daf man bei
Verteilung der injizierten Hormonmenge auf mehrere Einzelgaben
mit einer wesentlich geringeren Gesamtmenge die gleiche Wirkung
erzielt, wie bei Zufiihrung in einmaliger Injektion. Auswertungs-
resultate, die durch Injektion in einmaliger Dosis ermittelt sind,
ergeben zumeist Wirksamkeitszahlen, die um ein Vielfaches kleiner
sind, als die mit protrahierter Technik ermittelten. Die Unter-
schiede in den Resultaten sind bedingt durch die verschieden groSe
Geschwindigkeit, mit der die Resorption des Hormons im Organismus
erfolgt, sie sind daher abhingig von der Anzahl der Injektionen,
von der Zeit, iiber die sie verteilt werden, vom verwendeten Losungs-
mittel (Wasser oder Ol), vor allem aber von der Reinheit des in-
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jizierten Hormons. Viele Bearbeiter des weiblichen Sexualhormons
haben sich einer protrahierten Injektionstechnik bedient, andere
grundsitzlich nur in einmaliger Dosis injiziert. Hiaunfigkeit und
Zeitdauver der Darreichung und die iibrigen Kriterien der Wirk-
samkeit sind von den verschiedenen Autoren so unterschiedlich ver-
wendet, da8 ein direkter Vergleich ihrer erzielten Reinheitsgrade
nach den ermittelten Wirksamkeiten nicht immer moglich ist.

Burexaxor und vox Zieener bedienten sich bei ihren Anreiche-
rangsversuchen, die zur Reindarstellung des Hormons fiihrten, aus-
schlieBlich der einfachsten Methodik, nachdem ihre Brauchbarkeit
erwiesen war: Die auszuwertende Fraktion wurde in Sesamdl-
lssung in einmaliger Dosis subkutan injiziert; die Priifung
erfolgte auf Vollbrunst bei 75—80°) der Versuchstiere.

Technik: Zur Kastration werden nur ausgesuchte weifie Miuse
(10—15 Wochen alt, etwa 20 g schwer) verwandt. Die Kastration
erfolgt vom Riicken aus, es werden die Ovarien und ein Teil der
Uterushérner entfernt. Vom 8. Tage nach der Kastration an
werden téglich einmal Kontrollabstriche mit einer Platindse ge-
macht. Die Fiarbung der Abstriche erfolgt nach Romanowsky-Giemsa.
3—4 Wochen nach der Kastration wird allen Tieren, welche kon-
stant Rubestadiom zeigten, eine Testlésung bekannten Gehaltes
injiziert, nicht reagierende Tiere erhalten 14 Tage spiter eine
gleiche Dosis; auf beide Testversuche nicht geniigend ansprechende
Tiere werden nicht mehr verwendet. Zuverlissig reagierende Tiere
werden 6 Wochen nach der Kastration in die Versuchsreihen ein-
geordnet. Um den Einfluf der Kastrationsdauer auf die Reaktions-
bereitschaft der Tiere auszuschliefen, wird in regelmifigem Ab-
stand von 14 Tagen mdglichst eine wirksame Dosis verabreicht.
Die Tiere, denen 4 Wochen lang keine ausreichende Dosis zuge-
fihrt wurde, werden vor weiterer Verwendung einer ,Uberdosie-
rungskur“ unterworfen. —

Die zu priifende Substanz wird in alkoholischer Losung in 50°
warmes Sesamdl eingebracht, die geringen Spuren des im Ol gelést
verbleibenden Alkohols schaden nicht. Injiziert werden einmalig
0,1—0,2 ccm; die Menge des injizierten Ols, also der Grad der Ver-
diinnung, ist ohne Einfluf. Scheidenabstriche werden von simt-
lichen Tieren einmal tiglich, in der Zeit von 36—90 Stunden nach
einer Injektion zweimal téiglich im Abstande von 12 Stunden vor-
genommen. Gepriift wird auf Vollbrunst, das Schollenstadinm er-
scheint bei richtiger Dosierung etwa 40—60 Stunden nach der In-
jektion. Ein Schollenstadium mit wenigen Epithelzellen wird noch
als positiv bezeichnet. Fiir eine Auswertung werden pro Dosis
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mindestens 5—6 Tiere verwandt, beil genauerer Auswertung etwa 12.
75—80°/s der Versuchstiere miissen positive Wirkang zeigen, damit
die injizierte Dosis als Einheit angesprochen wird.

Eine solche Technik vermittelt nicht die Kenntnis des Maximal-
wertes einer Wirksamkeit, doch erwies sie sich in ihrer einfachen
Handhabung als absolut zuverldssiger Fithrer, um erzielte An-
reicherungen zu erkennen; fiir die chemische Bearbeitung des
Hormonproblems sind die ,absoluten“ Gehaltszahlen an wirksamer
Substanz von geringerem Interesse, als leicht zu ermittelnde, prak-
tisch vergleichbare Mafizahlen. Daf die einfachste Methode
zuverlidssig ist, haben Erfahrungen an fast 2000- Versuchen mit
einem Tiermaterial von 1000 Stiick gezeigt und ist durch die Rein-
darstellung des Hormons erwiesen.

Uber die Produktionsstitten des Follikelhorméns und iiber
seine physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften.

Mit dem Arren-Doisy-Test setzte eine ganz neue Entwicklung
in der Bearbeitung des Follikelhormons ein; fast alle gesicherten
Ergebnisse iiber die Bildungsstitten des Hormons, iiber seine
physiologischen Aufgaben und pharmakologischen
Eigenschaften sind erst durch Anwendung des neuen Testes
erzielt worden, iiberdies wurde er zur Grundlage fiir klinisch-
therapeutische Verwendung von dosierbaren Hormonpriparaten;
daB mit seiner Auffindung auBerdem die erste Voraussetzang fiir
eine exakte chemische Bearbeitung erfiillt wurde, ist schon betont
worden.

Erst nach der Einfiihrung des Arren-Doisy-Testes konnte mit
Sicherheit erwiesen werden, daf es sich bei dem betrachteten weib-
lichen Sexualhormon um das im Follikel erzeugte Hormon han-
delt. Die quantitative physiologische Auswertung einzelner Ge-
websteile des Eierstocks fiihrte einwandfrei zur Feststellung, da8
im Follikelinhalt der grofte Hormonanteil zu finden ist (Frank
(1922), Avrrex und Dowsy (1923), Laqueur (1925) u. a.); auflerdem ist
dorch die lange bekannten Erscheinungen der Dauerbrunst bei per-
sistierendem Follikel und der Parallelitit von Eireifung und Brunst-
zyklus bei den Siugetieren, die nur jahreszeitliche Brunstzyklen
zeigen, weitgehend gesichert, dafl das Zyklushormon in erster Linie
dem Follikel entstammt. Allerdings ist auf Grund einiger Befande
nach Schidigang der Follikelreifung durch Réntgenstrahlen ein
Teilhaben des interstitiellen Gewebes im Ovarium an der Hormon-
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sekretion nicht ganz anszuschlieBen, da eine Zerstérung des Follikel-
apparates allein nicht immer Kastrationsatrophie zur Folge hat
(Hausesstivrer (1905), Boury (1906), Parkes (1926), vox ScHUBERT
1927) u.a.).

Die physiologische Aufgabe des Follikelhormons ist durch
die friiher gekennzeichneten Versuche klargestellt: es bewirkt nor-
male Ausbildung und normales Wachstum der Genital-
organe und beeinfluft die sekundidren Geschlechtsmerk-
male, einschliefllich vieler psychischer Erscheinungen; als
spezielle Aufgabe fdllt ihm die Ausbildung der Prolifera-
tionsphase im zyklischen Aufbau der Uterusschleimhaut zu.

In der Schwangerschaft scheint das Follikelhormon eine
besonders bedeutsame Aufgabe zu erfiillen, die im stark gestei-
gerten Grofenwachstum der Genitalorgane zum Ausdruck kommt.
Wihrend dieser Zeit findet eine betrdchtliche Steigerung der Hor-
monproduktion statt. Da wihrend der Graviditit eine Neubildung
von Follikeln nicht erfolgt, iibernimmt in diesem Zeitraum die
Plazenta die Hormonproduktion. Die urspriinglich (auf Grund
klinischer Befunde) von Haipax (1905) erkannte innersekretorische
Tatigkeit der Plazenta ist gegenwirtig als gesichert anzusehen.
Zwar ist die Zahl der von ibr bereiteten Hormone noch nicht be-
kannt, jedoch gilt als erwiesen, daf in ihr eine zweite Produktions-
stitte des Follikelhormons vorliegt. Nach den Arbeiten von Frrs
soll im zweiten Monat der Schwangerschaft noch kein Follikel-
hormon in.der Plazenta nachweisbar sein, in spateren Stadien ist
sein Vorhandensein von allen Bearbeitern erwiesen (Feruner (1913),
Aviexy und Dorsy (1924) u. a.). In 1kg Plazenta sind etwa 500 bis
1000 ME an Follikelhormon vorhanden, dieser grofie Hormonreich-
tum der Plazenta fiithrte dazu, ihre Extrakte als hochstwirksames
Ausgangsmaterial fiir die Bearbeitung des Hormons heranzuziehen.

Fiir die weitere Entwicklung der Untersuchungen ist die Fest-
stellung von Bedeutung gewesen, daf wihrend der Schwangerschaft
ein betrichtlicher UberschuB an Follikelhormon im Harn zur
Ausscheidung kommt. Lorwe (1925) hatte schon gezeigt, da auBer
im Blut der normalen Frau auch im Harn Follikelhormon nach-
weisbar ist. Sowohl im Blut wie auch im Harn der Frau findet
man eine ausgesprochene Abhingigkeit des Hormongehaltes vom
normalen Zyklus (Lokws, Frank, Siesce); der Hormonspiegel des
Blutes ist etwa am 3. Tage vor dem Eintritt der Menstruation am
grofiten, wihrend er im ersten Teil des Zyklus auffallend niedrig
ist. Im Harn findet man vor und wihrend der Menstruation wenig
Hormon, viel dagegen in der Mitte des Intermenstrums. Wihrend
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der Schwangerschaft ist der Hormonspiegel im Blute erhtht (Fraxk,
Frus, Ascenemv), die stark gesteigerte Hormonausscheidung im Harn
der schwangeren Frau entdeckten B. Zoxpek und S. Ascenrmy (1927);
sie machten damit eine Beobachtung, die der chemischen Erfor-
schung des Follikelhormons ein neues Ausgangsmaterial darbot.

Von besonderem biologischen Interesse sind die Feststellungen
gewesen, daf auch im Hoden und im Harn des erwachsenen Mannes
ein Stoff nachweisbar ist, der im AvLen-Doisy-Test Brunstreaktion
auszulosen vermag (Feuiner (1921), Domry, Zoxpex (1927), Lorwe,
Laqueur, Brouma (1928) u.a.). In 1kg Hoden finden sich etwa
30 ME, in 11 Harn 100—200 ME an wirksamer Substanz (E. La-
QUEUR, Parkss).

Bemerkenswerterweise haben Loewk, sowie Dorrx (1926), spéter
auch Gumnm und Wapesx zeigen konnen, dafl man aus pflanz-
lichen Keimlingen, aus weiblichen Bliiten, Hefe, Mehl,
Kartoffeln und vielen Pflanzenélen im unverseifbaren An-
teil Stoffe mit sexualhormonartiger Wirksamkeit an-
gereichert darstellen kann. Uber ihre Beziehungen zum Follikel-
hormon der Frau ist gegenwirtig noch nichts bekannt, ebenfalls
ist die Beziehung dieser Stoffe zum Antisterilitdts-Vitamin E
(Evaxs und Bogr) nicht gekldrt (Biscecrie, DixgEvanse). Der biolo-
gischen Forschung und der chemischen Analyse ist nach dieser
Richtung hin ein interessantes Feld gedffnet.

Die physiologische und pharmakologische Analyse hochgerei-
nigter und mit Hilfe des Arren-Doisy-Testes standartisierter Hor-
monextrakte hat iiber die bisher geschilderten Eigenschaften des
Stoffes hinaus zur Erkenntnis gefiihrt, daf dem Follikelhormon als
Antagonisten des minnlichen Sexualhormons ,antimaskuline® Wir-
kungen zukommen. Durch Behandlung eines juvenilen méinnlichen
Tieres mit weiblichem Sexualhormon vermag man die Ausbildung
seiner Genitalorgane zu unterdriicken, geschlechtsreife minnliche
Tiere konnen durch grofe Hormongaben sterilisiert werden, wihrend
gleichzeitig ein Gréfenwachstum ihrer Zitzen zu beobachten ist
(Herrmany (1920), Frriner (1921), Stevace, Laquevr (1926), BEuraner
und Feus (1928) u. a.).

Auf Herz, Blutdruck, Atmung, Stoffwechsel und aunf die Uteras-
bewegung haben gereinigte Hormonpriparate keinen Einflu8, sie
scheinen auch bei hoher Uberdosierung frei von jeder Giftwirkung
zu sein (Laqueur, Doisy (1927) u. a.).

_ Die Kenntnisse der physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften des weiblichen Sexualhormons haben dazu gefiihrt,
standartisierte Hormonpriparate in die therapeutische Praxis ein-
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zufiihren; sie finden Verwendung zur Behebung von Ausfallserschei-
nungen, die als Folge einer Hypofunktion des Ovariums eintreten,
zur Behandlung von vegetativer oder generativer ovarieller In-
suffizienz und klimakterischer Storungen (Fraenke., SiEBEE u. a.).
Die Darreichung der Hormonpriparate kann durch subkutane In-
jektion geschehen, da jedoch die friiher noch umstrittene Wirk-
samkeit des Hormons per os durch die ausfiihrlichen Arbeiten von
Scrorrier, Domry und Homuwee (1930) sichergestellt ist, erscheint
auch die perorale Darreichung zweifellos moglich.

Fiir eine Erfolg versprechende Therapie sind genane Hormon-
bilanzmessungen in Abhiingigkeit vom Zyklus notwendig, eine Anf-
gabe, der sich Steske in letzter Zeit mit viel Erfolg zugewandt
hat. Zum anderen erscheint nach neneren Ergebnissen in vielen
Fillen eine kombinierte Therapie mit den Hormonen des Corpus
luteum und der Hypophyse unerldflich; die wissenschaftlichen
Grandlagen der hormonalen Therapie sind in dieser Hinsicht noch
nicht gekldrt. —



	
	Article
	über die Ausfallerscheinungen am lebenden weiblichen Organismus nach Extirpation der Ovarien
	Transplantationsversuche weiblicher Keimdrüsen und über Behebung der Ausfallerscheinungen durch Wiedereinpflanzen von Ovarien
	Über die Behebung von Ausfallerscheinungen durch Injektion von Ovarialextraktten
	Über quantitative Erkennungsreaktionen des Hormons
	1. Der Uteruswachstumstest
	2. Der Chromtest von BLOTEVOGEL, DOHREN, und POLL
	Der Brunst- Zyklus- Test von ALLEN und DOISY

	Über die Technik des ALLEN- DOISY- Tests
	Über die Produktionsstäten des Follikelhormons und über seine physiologischen und Pharmakologischen Eigenschaft



