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1. Einleitung.

Die Untersuchungen iiber die Hormone des Hypophysenvorder-
lappens ergaben sehr hiufig die Frage nach der Haltbarkeit der
Substrate und Extrakte, die die wirksamen Stoffe enthalten sollten.
Nachdem es gelungen war, in dem Azetontrockenpulver?) eine Form
zu finden, in der die wirksamen Stoffe noch nach 1Y, Jahren in
unverminderter Weise haltbar sind 2), mullite es interessieren, wie sich
die aus dem Trockenpulver hergestellten Extrakte verhalten. Da
die optimale Extraktionsfihigkeit der Hormone sich von dem py-
Wert der zur Extraktion benutzten Losung abhingig zeigte 3), ergab
sich die Frage, ob eine Beziehung zwischen dem py der Lésung und
der Haltbarkeit der darin wirksamen Stoffe vorliegt. Auch andere
Untersuchungen, die als Ausgangsmaterial die frische Driise oder
daraus hergestellte Extrakte wihlten, zeigten eine weitgehende Ab-
hangigkeit der Wirksamkeit von dem py-Wert der Losung *).

2. Methodik der Untersuchungen fiir die gonadotrope Substanz.

Von den wirksamen Substanzen des Hypophysenvorderlappens
werden lediglich die gonadotropen und die thyreotropen Stoffe auf
ihre Wirksamkeit ausgewertet. Um fiir alle Untersuchungen das

1) A. Losser, Arch. f. exper. Path., 148, 377 (1930).

?) A. Logser, Arch. f. exper. Path., 161, 730 (1931).

%) MorLer, Zeitschr. . Endokrinol. 1934, im Druck.

4) Loes n. Basser, Proe. Soc. exper. Biol. Med., 27, 490 (1930). — Dvxe
u. Warcen-Lawgexcg, J. of. Pharm., 47, 163 (1933).
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gleiche Material zu haben, wurde eine grioBere Menge Azeton-
trockenpulver, das aus Rinderhypophyse gewonnen war, im Exsik-
kator aufbewahrt und durch mehrere Grundauswertungen stan-
dardisiert?).

10 weiblichen, infantilen Ratten, im Gewicht von 40-50 g
wurden in 6 Injektionen an 2 Tagen 40 mg Trockenpulver pro Tier,
in physiologischer Kochsalzlosung auigeschwemmt, intraperitoneal in-
jiziert. 96 —100 Stunden nach erster Injektion wurden die Ovarien
der Tiere herausgenommen, in 109,igem Formol fixiert und nach
Einbettung in Paraffin in Serienschnitten mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt und auf corpora lutea untersucht. Es ergab sich, dafl 40 mg
des verwendeten Materials bei 50 Y, der Ratten corpora lutea her-
vorgerufen hatte, und es entsprach daher diese Menge einer Ratten-
einheit, da 509, der Tiere als 1 R.E. genommen werden, um die
physiologischen Schwankungen auszugleichen.

Nunmehr wurden Extrakte aus dem Trockenpulver hergestellt,
indem eine Ldsung von pyg = 8,7, dem optimalen Extraktionswert
tir den gonadotropen Wirkstoff, mit einer entsprechenden Menge
Trockenpulver — 40 mg pro Tier — 6 Stunden lang in einer
Schiittelmaschine bei Zimmertemperatur bewegt wurde. Danach
wurde die Aufschwemmung 15 Minuten lang zentrifugiert und die
gewonnene klare Losung in gleichen Teilen in Ampullen einge-
schmolzen und bis zur Zeit der Auswertungstermine im Kiihlraum
bei 0° bis — 2° aufbewsahrt. Von dem gewonnenen Extrakt wurde
sofort nach der Herstellung in der beschriebenen Weise eine Aus-
wertung vorgenommen, weiter in Abstinden von 3, 7 und 14 Tagen.

Fiir die weiteren Versuche wurde wiederum zuerst eine gréfere
Menge Extrakt bei py=8,7 hergestellt, dann aber soviel Salzsiure
bzw. Natronlauge zugesetzt, wie notig war, um auf ein py von
10,7—12,7—7,2 und 5,2 zu kommen. Die Mengen der zuzusetzenden
Saure bzw. Lauge wurden vorher in dem Lﬁsung’*smittel, also der
wisserigen Losung von py = 8,7, ermittelt und fiir die Menge der
gewonnenen Extraktfliissigkeit berechnet. Alle pgy-Bestimmungen
erfolgten nach der Indikatormethode nach SORENSEN ?). Die Aus-
wertungen der gewonnenen Extrakte geschah in derselben Weise
zu mindestens 4 Zeitpunkten: sofort nach der Herstellung, nach
3, 7, 14, bzw. 16 und 22 Tagen. Die Ergebnisse zeigt die Abb. 1.

1) Janssen u. Logser, Arch. f. exper. Path., 151, 188 (1930).
?) Micuazrris, Praktikum d. physik. Chemie. Berlin 1921.
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3. Methodik der Untersuchung fiir die thyreotrope Substanz.

Die Auswertung des thyreotropen Hormons erfolgt am jungen
Meerschweinchen, dessen Schilddriise auf kleine Gaben des Trocken-
pulvers mit den deutlichen Symptomen der Basedowfizierung ant-
wortet, wie JANSSEN und
LOESER u. a. gezeigt haben ).

Es werden zwei Meer- S 1
schweinchen im Gewicht von
180—220 g an 2 Tagen je
20 mg Trockenpulver, aufge-
schwemmt in physiologischer
Kochsalzlosung, oder Ex-
trakte, gewonnen durch die
Einwirkung von 2,0 ccm
Losungsmittel auf 40 mg
Trockenpulver, intraperito-
neal injiziert. Am 3. Tage
werden die Schilddriisen ent-
fernt, in Formol gehirtet und
histologisch untersucht.
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Die Herstellung der Ex-
trakte erfolgte in analoger
Weise, wie bereits fiir das
gonadotrope Hormon beschrie-
ben, nur dab hier das Trocken-
pulver mit einer Lésung von
pun= 12,7, dem optimalen Ex-
traktionswert fiir die thyreo-
trope Substanz, ausgeschiittelt
wurde. Nach dem Zentri-
fugieren wurde in gleicher
Weise der Extrakt in 5 Teile ¢
geteilt, davon einer unver-
andert gelassen, die anderen
auf ein py von 10,7, 8,7, 7,2 und 5,2 gebracht. Die Auswertungen
erfolgten am 2., 6., 10., 16. und 29. Tag.
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) JawnsseN u. Loeser, Arch. f. exper. Path., 163, 517 (1932).



4. Ergebnisse der Auswertungen der Extrakte
auf den gonadotropen Wirkstoff.

Die Auswertungsergebnisse sind in den Kurven auf Abb. 1
niedergelegt.

Zun#ichst ergab sich bei Extrakt mit pgy = 8,7 eine deutliche
Steigerung gegeniiber dem in physiologischer Kochsalzlgsung auf-
geschwemmten Trockenpulver, niamlich 709, statt 50°%,, was fiir
eine bessere Aufschliefung der Zellen durch die Behandlung mit
der Losung spricht. Die Wirksamkeit dieses Extraktes nimmt dann
in 14 Tagen in gleichmiBiger Linie von 70 %, auf 20°, ab. Einen
ahnlichen Verlauf zeigt der Extrakt, der bei py = 7,2 aufbewahrt
wurde.

Anders verhdlt sich der Extrakt von py=12,7. Hier scheint
die Alkalitit der Losung die wirksame Substanz sehr stark anzu-
greifen, so dall nach 14 Tagen bereits alles zerstort ist. Denn selbst
mit der doppelten Dosis Extrakt konnte zu diesem Zeitpunkt keine
Wirkung mehr erzielt werden.

Besonders auffallendes Verhalten zeigen die Extrakte mit py = 5,2
und py=10,7. Hier ist die Wirksamkeit anfangs sehr stark herab-
gesetzt. Nach 3 bzw. 7 Tagen zeigt sich aber eine deutliche Zu-
nahme der Wirksamkeit, die von Extrakt mit py = 10,7 schneller
und in steilerem Anstieg erreicht wird wie bei der allmihlich zu-
nehmenden Wirksamkeit von Extrakt mit pg==>5,2. Nach 14 Tagen
zeigen beide Extrakte eine Wirksamkeit von 609, die also die
Ausgangsbasis wieder fast erreicht hat. KEine weitere Auswertung
nach 22 Tagen ergab wiederum einen Wert von 609, fir den
Extrakt mit py=15,2. Ferner lief} sich #uBerlich an dem Extrakt
eine etwa nach 7 Tagen deutlich werdende sehr feinflockige Triibung
beobachten, was bei den anderen Extrakten nicht festgestellt werden
konnte. Ob die zunehmende Wirksamkeit in Zusammenhang mit
dem Auftreten dieses Niederschlages steht, ist ohne weiteres nicht
zu entscheiden. Doch ist an dieser Stelle bemerkenswert, dafl EVANS
bei pg = 5,2—5,6 aus Extrakten von frischen oder durch Gefrieren
haltbar gemachten Driisen die spezifisch wirksame Substanz aus-
gefillt hat und als solche auch hat identifizieren konnen ?).

Eine mogliche Erkliarung fiir die Zunahme an Wirksamkeit liee
sich durch die Tatsache ableiten, daB in dem vorliegenden mehr-

) Evans und Mitarbeiter, Monographie der Hypophysenvorderlappenhor-
mone in Memoirs of the University of California, Bd. 11 (1933).
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phasigen Gemisch verschiedener kolloidaler EiweiBkorper bei der
Umwandlung von dem Sol- in den Gelzustand, der nur bei bestimmter
H-Ionenkonzentration ein-
tritt, eine resistentere Form
der spezifischen Substanz
erreicht wird. Eskidme aber
auch in Frage, daf hem-
mende Einfliisse seitens dev
anderen in dem Gemisch
vorhandenen chemischen
Korperin ihrer Wirkung auf
die spezifische Substanz bei
bestimmten Wasserstoffzah-
len ausgeschaltet werden.
Es bedarf noch weiterer
Untersuchungen zur Auf-
klarung dieser interessanten
Erscheinungen.
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5. Ergebnisse der Aus:-
wertungen der Extrakte
auf den thyreotropen
Wirkstoff.

Die verhiltnismaBig
starke Alkalitatvonpy=12,7
ermoglicht einen weitgehen-
den AufschluB des Zell-
materials, so daB nach der
6 stiindigen Behandlung des
Trockenpulvers mit der Lo-
sung nur ein geringer Riick-
stand bleibt, und eine homo-
gene, etwas zahfliissige Lo-
sung resultiert. Nach Zu-
satz der entsprechenden
Mengen Salzsidure fillt so-
fort ein flockiger, weiller
Niederschlag aus, der in allen Extrakten etwa gleich stark ist. Die
erste Auswertung am Tage nach der Herstellung ergibt das in den
Kurven niedergelegte Bild (Abb. 2).
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Die starke Alkalitit der zur Extraktion benutzten Ldsung von
pa = 12,7 hat die Wirksamkeit des Hormons bereits herabgesetzt
auf 75 9,, wihrend die durch Siure abgeschwichten bzw. iiber den
Neutralpunkt hinaus angesiuerten Extrakte hochste Wirksamkeit
zeigen, d. h. volligen Kolloidschwund der Schilddriise und maxi-
male Zellproliferation der Driisenepithelien in das Lumen der Fol-
likel, so daBl kaum noch hinter dem histologischen Bild die Schild-
driisenstruktur erkennbar ist.

Die folgenden 3 Auswertungen zeigen etwas veridnderte Ver-
hiltnisse: Der Extrakt mit py = 12,7 verliert schnell an Wirksam-
keit, Extrakt mit py = 10,7 ist nach 16 Tageu auf 75 %, herunter-
gegangen, die iibrigen lassen noch keine Verinderungen erkennen.
Erst bei der 5. Auswertung am 29. Tag zeigt sich, dal bei pg=12,7
nichts mehr an wirksamer Substanz vorhanden ist. Auch bei pg=10,7
ist eine merkliche Abnahme auf 259/, eingetreten. Dagegen finden
sich noch 2 Extrakte mit wenig verinderter Wirksamkeit: bei py=8,7
und py=>5,2, zwischen beiden liegt der ebenfalls auf 25 °, abge-
schwichte Wert des Extraktes um den Neutralpunkt. Somit ergeben
sich zwei optimale pg-Werte fiir die Haltbarkeit, einer im sauren
und einer im alkalischen Bereich.

Diese Ergebnisse weisen einen gewissen Parallelismus auf zu
dem Verhalten der gonadotropen Substanz: Fiir beide lassen sich
zwei optimale Werte der Wasserstoffzahl feststellen, bei denen eine
iiber mindestens 3 Wochen nachgewiesene Wirksamkeit sich erzielen
1aBt. Auffallend ist die Tatsache, dall die Werte auf die saure und
alkalische Seite verteilt sind, und zwar fiir die thyreotrope Sub-
stanz etwa 1,8 oberhalb und unterhalb des Neutralpunktes.

6. Zusammenfassung.

1. Es werden aus Azetontrockenpulver des Hypophysenvorder-
lappens wisserige Extrakte hergestellt, bei verschiedener Wasserstoff-
zahl aufbewahrt und auf ihre Wirksamkeit hinsichtlich des gonadotropen
und thyreotropen Hormons in bestimmten Zeitabstinden gepriift.

2. Fiir die gonadotrope Substanz sind die Verhaltnisse in den
Kurven auf Abb. 1 niedergelegt. Das Optimum der Haltbarkeit
liegt bei py =10,7 und py = 5,2.

3. Fir die thyreotrope Substanz sind die Verhiltnisse in den
Kurven auf Abb. 2 niedergelegt. Das Optimum der Haltbarkeit liegt
bei pg = 8,7 und 5,2.

LIPPERT & CO. G.M.B.H., NAUMBURG (SAALE)
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