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H i s t o c h e m i s t r y  i s  a c c e p t e d  a s  a  m e th o d  

f o r  i n v e s t i g a t i n g  b o d y  t i s s u e s  a n d  o r g a n  

f u n c t i o n ,  a n d  a l t h o u g h  much r e s e a r c h  h a s  b e e n  

made i n t o  many human t i s s u e s ,  t h e  o v a r y  a l o n e  

w o u ld  a p p e a r  t o  h a v e  b e e n  n e g l e c t e d ;  t h e r e  do 

e x i s t  a  f ew  r e p o r t s  w h i c h  d e a l  w i t h  t h e  

h i s t o e h e m i c a l  f i n d i n g s  i n  o v a r i a n  t u m o u r s ,  a n d  

a l s o  w i t h  t h e  v a s c u l a t u r e ,  b u t  t h e  p r e s e n t  

w r i t e r  h a s  n o t  f o u n d  a n y  r e p o r t s  o f  a n y  

o r g a n i s e d  o r  f o r m a l  s t u d y  o f  t h e  h i s t o c h e m i s t r y  

o f  t h e  human o v a r y .  S u c h  a  s t u d y  was u n d e r t a k e n  

by  t h e  w r i t e r ,  a n d  i t  i s  t h i s  w ork  a n d  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  w h i c h  f o r m  t h e  T h e s i s .

I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  t h e  m a t u r e  human 

o v a r y  was s t u d i e d ,  s e c t i o n s  b e i n g  t r e a t e d  b y  a  

v a r i e t y  o f  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s ,  t h e  m a in  o n e s  

b e i n g  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  a n d  v a r i o u s  q u a l i t a t i v e  

m o d i f i c a t i o n s  o f  i t ,  a n d  t h e  S u d a n  r e a c t i o n .

As a  r e s u l t  o f  t h i s  a  l i p o - m u o o p r o t e i n  s u b s t a n c e  

was d i s c o v e r e d  i n  t h e  o v a r y ,  t h i s  s u b s t a n c e  

b e i n g  p a r t i c u l a r l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f o l l i c u l a r  

s y s t e m ,  b e i n g  f o u n d  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  

t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e ,  t o  a g r e a t e r  e x t e n t  i n



Fig. 1. Section showing Schiff positive 
cells in a  corpus luteum . PA.S. x 500.

%

Fig. 2. Section to show globules of 
Schiff positive material in a corpus 
luteum. P.A.S. x 750.



2 .
t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  a n d  t o  a  s l i g h t  d e g r e e  i n  

a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  c o r p u s  a l b i c a n s .  C l o s e r  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h i s  s u b s t a n c e  was 

v i s u a l i s e d  i n  two f o r m s  -  f i r s t ,  a s  g r a n u l e s  

w i t h i n  c e l l s ,  a n d  s e c o n d ,  a s  g l o b u l e s  

a p p a r e n t l y  n o t  c o n t a i n e d  w i t h i n  c e l l s .  ( F i g s .

1 a n d  2 ) .  I t  h a s  b e e n  n o t e d  t h a t  t h e r e  i s  

g r e a t e r  e v i d e n c e  o f  t h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  p r e g n a n c y  s t a t e  t h a n  a t  a n y  o t h e r  t i m e .  

A p p a r e n t l y  n o t  t h e  r e s u l t  o f  b r e a k - d o w n  p r o d u c t s ,  

i t  s e e m e d  t h a t  t h i s  s u b s t a n c e  was i n t i m a t e l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  a c t i v i t y  o f  t h e  o v a r y .

S t u d y  o f  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  a n d  o f  p o s t 

m e n o p a u s a l  o v a r i e s  r e v e a l e d  t h a t  a c t i v i t y  i n  

t h e s e  o r g a n s  was n o t  a n  i n f r e q u e n t  o c c u r r e n c e ,  

a n d  p a r t i c u l a r l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  f o e t a l / b a b y  

o v a r i e s ,  t h i s  a c t i v i t y  was e s p e c i a l l y  a s s o c i a t e d  

w i t h  a  m a t e r n a l  p r e g n a n c y  t o x a e m i a .  As i n  t h e  

m a t u r e  o v a r i e s ,  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  was 

f o u n d  r e l a t e d  t o  t h e  f o l l i c u l a r  b o d i e s  w i t h i n  

t h e s e  f o e t a l / b a b y  an d  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s .

I t  s e e m e d  t h a t  t h e  l i p o - m u c o p r o t e i n  f o u n d



3.
i n  t h e s e  o v a r i e s  m i g h t  p o s s i b l y  b e  r e l a t e d  t o  

g o n a d o t r o p h i n s ,  p r o b a b l y  o f  p i t u i t a r y  o r i g i n ,  

o r  p e r h a p s  w i t h  t h e  o v a r i a n  h o rm o n e s  t h e m s e l v e s ;  

b u t  w h e t h e r  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  r e v e a l e d  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  a c t u a l  h o rm o n e s  o r  m e r e l y  a  

c a r r i e r  s u b s t a n c e ,  c a n n o t  b e  s t a t e d .

I n  a n  a t t e m p t  t o  r e s o l v e  t h e  q u e s t i o n  o f  

t h e  t r u e  n a t u r e  a n d  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  c e r t a i n  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  

w e re  c a r r i e d  o u t .  A n im a l s  -  r a b b i t s ,  r a t s ,  m ic e  

w e re  i n j e c t e d  w i t h  u r i n e  f r o m  b o t h  p r e g n a n t  a n d  

n o n - p r e g n a n t  women, a n d  a l s o  w i t h  v a r i o u s  

h o r m o n a l  p r e p a r a t i o n s .  As a  r e s u l t  i t  was 

show n t h a t  u r i n e  f ro m  p r e g n a n t  women a n d  

g o n a d o t r o p h i c  h o rm o n es  p r o d u c e d  a c t i v i t y  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  a n d  f u r t h e r ,  t h a t  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  t h e  

human o v a r y ,  was a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  a c t i v i t y ,  

a n d  i n  s i m i l a r  s i t e s .  The t r u e  n a t u r e  o f  t h e  

m a t e r i a l ,  h o w e v e r ,  r e m a i n s  u n r e s o l v e d .

D i s c u s s i o n  o f  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  

i n v e s t i g a t i o n  l e a d s  t o  t h e  f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s ;

1 )  The human o v a r y ,  when a c t i v e ,  e x h i b i t s
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t h e  p r e s e n c e  o f  some s u b s t a n c e  w h i c h  i s  

d e m o n s t r a b l e  b y  h i s t o c h e m i c a l  p r o c e d u r e s ,  i n  

p a r t i c u l a r  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  a n d  i t s  v a r i o u s  

m o d i f i c a t i o n s .

2)  The S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  i s  

c o m p l e x  a n d  w o u ld  a p p e a r  t o  be  a  m i x t u r e  o f  

l i p o i d  a n d  m u c o p r o t e i n ,  t h e  p r o t e i n  m o i e t y  

p r o b a b l y  c o n t a i n i n g  t r y p t o p h a n .

3) T h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  i s  

e s p e c i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m  

o f  t h e  o v a r y .

4 )  I t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  s u b s t a n c e  

i s  e i t h e r  a n  a r t e f a c t  o r  due t o  s i m p l e  b r e a k 

down p r o d u c t s ,  b u t  i s  i n  f a c t  r e p r e s e n t a t i v e  o f  

some p o s i t i v e  a c t i v e  p h a s e  i n  t h e  o v a r i a n  c y c l e .

5)  I t  s e e m s  more t h a n  l i k e l y  t h a t  w h a t  i n  

t h e  p a s t  h a v e  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  o v a r i a n  

i n t e r s t i t i a l  c e l l s  a r e  i n  f a c t  a  t e r m i n a l  s t a g e  

o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  w h i c h  i s  now 

r e p o r t e d .

6 )  A n im a l  e x p e r i m e n t s  show t h a t  t h e  o v a r i e s  

o f  r a b b i t s ,  r a t s ,  a n d  m ice  r e s p o n d  t o  s t i m u l a t i o n  

i n  a  way s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  human o v a r y ,  a n d
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e x h i b i t  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  u n d e r  s i m i l a r  

c o n d i t i o n s .

7 )  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w i l l  b e  r e q u i r e d  

i n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .
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PREFACE

T h i s  s t u d y  was u n d e r t a k e n  i n  t h e  

M i d w i f e r y  D e p a r t m e n t  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  

G la s g o w ,  a n d  i n  t h e  R e s e a r c h  D e p a r t m e n t ,

R o y a l  M a t e r n i t y  a n d  Women's  H o s p i t a l ,  G la sg o v / ,  

The w o rk  was p e r f o r m e d  o v e r  a  p e r i o d  o f  3 

y e a r s  w h i l s t  t h e  c a n d i d a t e  was a  R e s e a r c h  

S t u d e n t  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  G la s g o w .

D u r i n g  t h e  f i n a l  y e a r  o f  t h e  s t u d y  a s s i s t a n c e  

was r e c e i v e d  b y  t h e  a w a rd  o f  a  L e v e r h u l m e  

S c h o l a r s h i p .

P r a c t i c a l l y  a l l  t h e  t i s s u e s  f o r  

e x a m i n a t i o n  w e re  o b t a i n e d  f r o m  p o s t - m o r t e m  

s p e c i m e n s  a t  t h e  R o y a l  M a t e r n i t y  a n d  Women's  

H o s p i t a l ,  a n d  f r o m  p a t i e n t s  u n d e r  t r e a t m e n t  

i n  t h e  O b s t e t r i c  a n d  G y n a e c o l o g i c a l  D e p a r t m e n t ,  

E a s t e r n  D i s t r i c t  H o s p i t a l ,  G la s g o w .  A n im a l  

e x p e r i m e n t s  a n d  s t u d i e s  w e re  c a r r i e d  o u t ,  

u n d e r  l i c e n c e ,  i n  t h e  R e s e a r c h  D e p a r t m e n t ,

R o y a l  M a t e r n i t y  an d  Women's  H o s p i t a l .

Two p a p e r s  -  "A H i s t o c h e m i c a l  S t u d y  o f  

t h e  Human O v a r y ,  P r e l i m i n a r y  R e p o r t " ,  a n d  

"A S t u d y  o f  t h e  H i s t o c h e m i s t r y  o f  t h e  Human



F o e t a l  O v a ry "  -  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  i n  t h e  

J o u r n a l  o f  O b s t e t r i c s  and  G y n a e c o l o g y  o f  t h e  

B r i t i s h  E m p i r e ,  1 9 5 4 ,  61,, 7 7 2 ,  an d  1 9 5 5 ,  6 2 ,

5 4 2 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  p a p e r s  a r e  

i n c o r p o r a t e d  i n  t h i s  t h e s i s .

I  w i s h  t o  e x p r e s s  my t h a n k s  t o  D r .  Hugh 

S t i r l i n g ,  f o r  h i s  c o - o p e r a t i o n  a n d  p e r m i s s i o n  

t o  u s e  t i s s u e s  o b t a i n e d  a t  o p e r a t i o n  on p a t i e n t s  

i n  h i s  U n i t  a t  E a s t e r n  D i s t r i c t  H o s p i t a l ,  a n d  

a l s o  t o  P r o f e s s o r  R .A .  L e n n i e ,  a n d  l a t t e r l y  

P r o f e s s o r  I a n  D o n a l d ,  o f  t h e  M i d w i f e r y  

D e p a r t m e n t ,  t h e  U n i v e r s i t y ,  a s  my s u p e r v i s o r s ,  

f o r  t h e i r  k i n d l y  i n t e r e s t ,  e n c o u r a g e m e n t  a n d  

a d v i c e .  I  a l s o  w i s h  t o  e x p r e s s  my i n d e b t e d n e s s  

t o  D r .  A.D. T e l f o r d  G ovan ,  D i r e c t o r  o f  R e s e a r c h ,  

R o y a l  M a t e r n i t y  a n d  Women's H o s p i t a l ,  f o r  h i s  

c o n s t a n t  e n c o u r a g e m ent  a n d  h e l p f u l  c r i t i c i s m  

t h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  w o rk .

A c k n o w le d g m e n t  i s  a l s o  made f o r  t e c h n i c a l  

a d v i c e  r e c e i v e d  f r o m  t h e  S t a f f  o f  t h e  R e s e a r c h  

D e p a r t m e n t ,  R o y a l  M a t e r n i t y  an d  Women's  H o s p i t a l ,  

G la s g o w ,  an d  f o r  t h e  p h o t o g r a p h s  w h i c h  a r e  t h e  

w o rk  o f  Mr. A ndrew  F r a s e r ,  F . I . M . L . T . , S e n i o r



T e c h n i c i a n  i n  t h e  l a b o r a t o r y .
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INTRODUCTION 

F o r  some t i m e  i t  h a s  b e e n  f e l t  t h a t  

a l t h o u g h  m uch  r o u t i n e  h i s t o l o g y  d e a l i n g  w i t h  

human o v a r i a n  t i s s u e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f r o m  

d e p a r t m e n t s  o f  p a t h o l o g y ,  t h e r e  h a s  b e e n  

v i r t u a l l y  a  c o m p l e t e  l a c k  o f  a n y  o r g a n i s e d  s t u d y  

o f  t h i s  o r g a n .  P f l u g e r  ( 1 8 6 3 )  w as  p r o b a b l y  t h e  

f i r s t  t o  d i f f e r e n t i a t e  p a r t i c u l a r  t y p e s  o f  c e l l  

i n  t h e  o v a r y  a p a r t  f r o m  t h o s e  a s s o c i a t e d  p u r e l y  

w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  G r a a f i a n  f o l l i c l e .

He d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  t h e  i n t e r s t i t i a l  c e l l  o f  

t h e  m am m a l ian  o v a r y ,  w h i c h  B o u i n  ( 1902) l a t e r  

c a l l e d  t h e  i n t e r s t i t i a l  g l a n d  b e c a u s e  o f  t h e  

l i p o i d  c o n t e n t  o f  t h e s e  c e l l s .  S i n c e  t h a t  t i m e  

r e p o r t s  d e a l i n g  w i t h  t h e  human o v a r y  a r e  f e w ,  

a n d  d e a l  m a i n l y  w i t h  t h e  v a s c u l a t u r e  ( C o l l i n s  

e t  a l . , 1952; R e y n o l d s ,  1950, 1951) > o r  w i t h  

c l i n i c o - p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  ( B u x t o n  a n d  

E n g l e ,  1950; B a f f a r g u e  a n d  B u s c a n ,  1951) .

Q u i t e  a n  e x t e n s i v e  l i t e r a t u r e ,  h o w e v e r ,  h a s  

a p p e a r e d  d e a l i n g  p r i m a r i l y  w i t h  t h e  

h i s t o c h e m i s t r y  o f  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  o f  

a n i m a l  o v a r i e s  (D aw son  a n d  McCabe, 1951;
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H o k f e l t ,  1 9 5 1 ; R e n n e l s ,  1 9 5 1 ;  V i n c e n t  a n d  

D o r n f e l d t ,  1 9 4 8 ) .  T h e s e  a u t h o r s  d e s c r i b e  a

c e l l  i n  t h e  o v a r i a n  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  w h i c h  

a p p e a r s  t o  c o n t a i n  a  l a r g e  am o u n t  o f  l i p o i d  

o r  l i p o - p r o t e i n ,  t h e  m a i n  f e a t u r e  b e i n g  a  

p o s i t i v e  r e a c t i o n  t o  S c h i f f * s  r e a g e n t .

As f a r  a s  c a n  b e  a s c e r t a i n e d  f r o m  a  

p e r u s a l  o f  t h e  l i t e r a t u r e  n o  c o m m u n i c a t i o n  h a s  

b e e n  made o r  e v i d e n c e  p r o d u c e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  

a n y  o t h e r  w o r k e r  h a s  u n d e r t a k e n  a n  o r g a n i s e d  

a n d  c o n t r o l l e d  s t u d y  o f  t h e  h i s t o c h e m i s t r y  o f  

t h e  human o v a r y .  I t  s e e m e d ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  

h e r e  w as  a  f e r t i l e  f i e l d  f o r  i n v e s t i g a t i o n .

As a  r e s u l t  o f  t h e  s t u d y  o f  t h e  h i s t o c h e m i s t r y  

o f  t h e  human o v a r y  i t  was f e l t  t h a t  new  l i g h t  

w o u ld  b e  t h r o w n  o n  t h e  p h y s i o l o g y  o f  o v u l a t i o n  

a n d  o v a r i a n  f u n c t i o n ,  a n d  t h a t  a  c o n t r i b u t i o n  

m i g h t  b e  made t o w a r d s  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  

p a t h o l o g y  o f  t h e  o v a r y  u n d e r  v a r y i n g  c o n d i t i o n s .  

A c c o r d i n g l y ,  s u c h  a  s t u d y  was u n d e r t a k e n .

I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  i t  was  d e c i d e d  t o  

i n v e s t i g a t e  t h e  ' h i s t o l o g y  a n d  h i s t o c h e m i s t r y  o f  

t h e  human o v a r y  d u r i n g  w h a t  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e
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i t s  m o s t  a c t i v e  p e r i o d ,  t h a t  i s ,  f r o m  p a t i e n t s  

i n  t h e  c h i l d - h e a r i n g  a g e - g r o u p ,  b o t h  i n  t h e  

p r e g n a n t  a n d  n o n - p r e g n a n t  s t a t e s .  T h e r e a f t e r ,  

i t  was  c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  t o  s t u d y ,  b y  

s i m i l a r  m e t h o d s ,  o v a r i a n  t i s s u e  f r o m  t h e  

e x t r e m e s  o f  l i f e ,  t h a t  i s ,  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s ,  

a n d  o v a r i e s  f r o m  p o s t - m e n o p a u s a l  p a t i e n t s .  

S u b s e q u e n t l y ,  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  i n  o r d e r  t o  c o r r o b o r a t e ,  i f  p o s s i b l e ,  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  human s t u d y ,  a n d  t o  

e n d e a v o u r  t o  e s t a b l i s h  t h e  modus o p e r a n d i  o f  

t h e  h i s t o c h e m i c a l  s u b s t a n c e  w h i c h  was f o u n d  

i n  t h e  o v a r y  t o  b e  S c h i f f  p o s i t i v e ,  a n d  

r e s e m b l i n g  t o  some e x t e n t  t h e  c e l l s  d e s c r i b e d  

i n  a n i m a l  o v a r i e s  b y  s u c h  w o r k e r s  a s  Dawson 

a n d  McCabe (1951) ,  a n d  R e n n e l s  (1951) .

F o r  t h e  s a k e  o f  c l a r i t y  t h e  w o rk  i s  

r e p o r t e d  u n d e r  f i v e  m a in  h e a d i n g s :

I .  H i s t o c h e m i c a l  T e c h n i q u e s .

I I .  H i s t o c h e m i s t r y  o f  M a t u r e ,  A c t i v e ,

Human O v a r i e s .

I I I .  H i s t o c h e m i s t r y  o f  F o e t a l / B a b y  O v a r i e s .
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IV .  H i s t o c h e m i s t r y  o f  P o s t - M e n o p a u s a l  O v a r i e s .  

V. A n im a l  E x p e r i m e n t s .

T h e r e a f t e r  t h e  r e s u l t s  a r e  d i s c u s s e d  a n d  

c o n c l u s i o n s  d r a w n .
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SECTION 1 .

H i s t o o h e m i c a l  T e c h n i q u e s .

G e n e r a l  H i s t o r i c a l  I n t r o d u c t i o n .

M os t  a u t h o r i t i e s  a p p e a r  t o  a g r e e  t h a t  

h i s t o c h e m i s t r y  a s  a  s c i e n c e  i s  a s  o l d  a s  

h i s t o l o g y  i t s e l f .  T h a t  m o d e rn  h i s t o c h e m i s t r y  

d i f f e r s  m a r k e d l y  f r o m  t h a t  o f  a b o u t  100  y e a r s  

a g o  t h e r e  c a n  be  l i t t l e  d o u b t ;  w i t h  p r o g r e s s  

i t  c o u l d  h a r d l y  b e  o t h e r w i s e ;  a l t e r a t i o n s ,  

i m p r o v e m e n t s  a n d  d i s c o v e r y  o f  new  t e c h n i q u e s  

h a v e  t a k e n  p l a c e .  I n  i t s  e a r l i e s t  s t a g e s  t h e  

a p p l i c a t i o n  o f  h i s t o c h e m i s t r y  w as  m a i n l y  

b o t a n i c a l ,  a n d  s e v e r a l  p u b l i c a t i o n s  a p p e a r e d ,  

s u c h  a s  R a s p a i l ' s  'New S y s t e m  o f  O r g a n i c  

C h e m i s t r y *  i n  1 8 3 4 .  A b o u t  t h e  m i d d l e  o f  t h e  

19 t h .  c e n t u r y  t h e r e  w as  a  w i d e r  a p p l i c a t i o n  

o f  h i s t o c h e m i s t r y ,  a l t h o u g h  i n  t h e  c a s e  o f  

a n i m a l  t i s s u e s  t h e  m e th o d s  i n v o l v e d  t i s s u e  

d e s t r u c t i o n  a n d  was m a i n l y  b i o l o g i c a l  

c h e m i s t r y .  D u r i n g  t h e  p e r i o d  b e t w e e n  1 8 9 9  

a n d  1929  t h e  u s e  o f  a n i l i n e  d y e s  i n  h i s t o l o g y  

b ec am e  w i d e s p r e a d ,  a n d  t h i s  p e r i o d  a l s o  saw  

t h e  r a p i d  e x p a n s i o n  o f  d e s c r i p t i v e  h i s t o p a t h o l o g y ,
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Mann ( 1 9 0 2 )  c o n t r i b u t e d  a  c l a s s i c a l  w o rk  on 

t h e  s u b j e c t  i n  h i s  ' P h y s i o l o g i c a l  H i s t o l o g y ' .

O t h e r  w o rk s  p u b l i s h e d  i n  t h i s  p e r i o d  sh ow ed  

t h a t  h i s t o c h e m i s t r y  s t i l l  f l o u r i s h e d ,  a n d  

i n c l u d e s  'R e v ie w  o f  R e c e n t  D e v e l o p m e n t s  i n  

H i s t o c h e m i s t r y *  by  P a r a t  ( 1 9 2 7 ) .  B e t w e e n  

1930  a n d  1944  h i s t o c h e m i s t r y  came t o  t h e  f o r e  

a g a i n ,  a n d  v i r t u a l l y  r e t u r n e d  t o  t h e  d o m a in  

o f  h i s t o l o g y ,  b y  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  B i s o n ' s  

' H i s t o c h i m i e  A n i m a l e '  i n  1 9 3 6 .  T h i s  a u t h o r  

s e t  o u t  t h e  new s c i e n c e  o f  h i s t o c h e m i s t r y  

w i t h o u t  t i s s u e  d e s t r u c t i o n .  S i n c e  t h a t  t i m e  

t h e  m a i n  p u b l i s h e d  w o rk s  h a v e  b e e n  C l i c k ' s  

' T e c h n i q u e s  o f  H i s t o -  a n d  O y t o - c h e m i s t r y ' ( 1 9 4 9 ) ,  

a n d  ' H i s t o c h e m i s t r y ,  T h e o r e t i c a l  a n d  A p p l i e d *  

by  P e a r s e  ( 1 9 5 3 ) .

B a k e r  ( 1 9 4 5 )  h a s  d ra w n  a t t e n t i o n  t o  t h e  

c l a i m s  o f  t h e  F r e n c h  m i c r o s c o p i s t  F . V .  R a s p a i l  

t o  b e  c o n s i d e r e d  a s  t h e  f o u n d e r  o f  h i s t o c h e m i s t r y ,  

A l t h o u g h  e a r l i e r  r e f e r e n c e s  t o  h i s t o c h e m i c a l  

p r a c t i c e  c a n  b e  f o u n d ,  s u c h  a s  t h e  u s e  o f  

s o l u t i o n s  o f  i o d i n e  f o r  t h e  s t a i n i n g  o f  s t a r c h ,  

t h e  f i r s t  c l e a r  a p p r e c i a t i o n  o f  t h e  s c i e n c e  o f
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m i o r o s c o p i o  t i s s u e  c h e m i s t r y  came f r o m  R a s p a i l  

(1 8 2 5  a ,  b ;  1 8 2 9 ) .  T h i s  a u t h o r ,  b e s i d e s  u s i n g  

s o l u t i o n s  o f  i o d i n e  a s  a  m eans  o f  i n d i c a t i n g  

s t a r c h  i n  v e g e t a b l e  t i s s u e s ,  p r o d u c e d  a n  

a l d e h y d e  m e th o d  f o r  d e t e r m i n i n g  p r o t e i n  i n  t h e  

t i s s u e s  w h i c h ,  m o d i f i e d  b y  many w o r k e r s  s i n c e  

t h a t  t i m e ,  i s  s t i l l  a p p l i e d  i n  h i s t o c h e m i s t r y  

a s  t h e  V a i s e n e t - F u a t h  r e a c t i o n  f o r  t r y p t o p h a n .  

R a s p a i l  a l s o  d i s c o v e r e d  a n d  a p p l i e d  t h e  

x a n t h o p r o t e i c  a n d  L i e b e r m a n n  r e a c t i o n s  f o r  

p r o t e i n ,  a n d  t e s t e d  t h e  r e a c t i o n  o f  p r o t o p l a s m  

w i t h  a  b l u e  dye  w h i c h  t u r n e d  p i n k  i n  a c i d  

s o l u t i o n .

V o g e l  ( 1 8 4 5 ,  1 8 4 7 )  was a b l e  t o  d e t e c t  

t h e  p r e s e n c e  o f  i r o n  i n  t h e  t i s s u e s  b y  i t s  

c o n v e r s i o n  t o  b l a c k  f e r r o u s  s u l p h i d e  w i t h  

y e l l o w  s u l p h i d e  o f  am m onia ,  a n d  t h i s  was t h e  

o r i g i n  o f  many t e c h n i q u e s  f o r  d e m o n s t r a t i n g  

i r o n  w h i c h  a r e  among t h e  o l d e s t  i n  

h i s t o c h e m i s t r y .  P e r i s  ( 1 8 6 7 )  i n t r o d u c e d  h i s  

P r u s s i a n - b l u e  m e th o d  f o r  d e m o n s t r a t i n g  i r o n ,  

a n d  t h i s  r e m a i n s  t h e  m e th o d  o f  c h o i c e  up  t o  

t h e  p r e s e n t  day* The f i r s t  r e p o r t  o f  t h e
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u s e  o f  e n z y m es  f o r  t i s s u e  d i g e s t i o n  oame i n  

1 8 6 1 ,  a n d  b y  t h e  e n d  o f  t h e  c e n t u r y  t h e  t e c h n i q u e  

h a d  d e v e l o p e d  i n t o  t h e  w e l l - r e c o g n i s e d  one  o f  

e n z y m a l  a n a l y s i s  f o r  c y t o c h e m i c a l  p u r p o s e s  

( K a s s e l  a n d  M a t t h e w s ,  1 8 9 8 ) .  K l e b s  ( 1 8 6 8 )  a n d  

S t r u v e  ( 1 8 7 2 ) w e r e  t h e  f i r s t  t o  r e c o r d  t h e  

p r e s e n c e  o f  p e r o x i d a s e s  b y  s h o w i n g  t h a t  

t i n c t u r e  o f  g u a i a c  g a v e  a  b l u e  c o l o u r  w i t h  p u s ,  

a n d  p e r o x i d a s e s  a r e  w e l l  know n t o  o c c u r  i n  t h e  

g r a n u l e s  o f  l e u c o c y t e s .  N u c l e a r  c h r o m a t i n  

was i s o l a t e d  b y  Mi e s c h e r  ( 1 8 7 3 )  who made u s e  

o f  i t s  s e l e c t i v e  a f f i n i t y  f o r  m e t h y l  g r e e n .

Two y e a r s  l a t e r ,  C o r n i l  ( 1 8 7 5 ) ,  u s i n g  m e t h y l  

v i o l e t ,  n o t e d  t h e  p i n k  m e t a c h r o m a s i a  g i v e n  b y  

a m y l o i d  when  s t a i n e d  w i t h  t h i s  d y e .  From 

t h e n  on much w o rk  was c a r r i e d  o u t  on  t h e  n a t u r e  

o f  p r o t o p l a s m ,  a n d  i n  t h e  c l o s i n g  y e a r s  o f  t h e  

19 t h  c e n t u r y  h i s t o c h e m i s t r y  was s u b m e r g e d  i n  

t h e  m ass  o f  w o rk  w h i c h  a r o s e  f r o m  t h e  d i s c o v e r y  

a n d  u s e  o f  new d y e s ,  a s  w e l l  a s  t h e  s u b s e q u e n t  

e v o l u t i o n  o f  new s t a i n i n g  t e c h n i q u e s .  When 

t h e  19 t h .  c e n t u r y  came t o  a  c l o s e ,  m o s t  

h i s t o l o g i s t s  w e r e  o c c u p i e d  i n  m a k in g  f u l l  u s e
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o f  t h e s e  new d e v e l o p m e n t s  i n  t h e  a r t  o f  

s t a i n i n g ,  a n d  h i s t o c h e m i s t r y  was i g n o r e d  u n t i l  

i t s  r e v i v a l  i n  t h e  1 9 3 0 s .

S p e c i f i c  T e c h n i q u e s ,  a s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y . 

T i s s u e  f i x a t i o n .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  a  

t e n d e n c y ,  e s p e c i a l l y  w i t h  p h y s i c a l  c h e m i s t s ,  

t o  a s s u m e  t h a t  f r e e z e - d r y i n g  o f  t i s s u e s  i s  a  

n e c e s s i t y  f o r  a l l  h i s t o c h e m i c a l  w o r k ,  m o s t  

a u t h o r i t i e s  do n o t  c o n s i d e r  t h a t  i t  i s  a  

s i n e  q u a  n o n .  Two f a c t o r s  w h i c h  t e n d  t o  

p r e c l u d e  t h e  u s e  o f  f r e e z e - d r y i n g  a r e ,  f i r s t ,  

t h e  t r o u b l e s o m e  r o u t i n e  w h i c h  i s  i n v o l v e d ,  

a n d  s e c o n d ,  t h e  f a c t  t h a t  much o f  t h e  m a t e r i a l  

when r e c e i v e d  i s  a l r e a d y  i n  t h e  f i x e d  s t a t e .

I t  f o l l o w s  t h a t  m o s t  h i s t o c h e m i c a l  r e s e a r c h  

m u s t  b e ,  a n d  i n d e e d  i s  c a r r i e d  o u t  on m a t e r i a l  

s u b j e c t e d  t o  p r e p a r a t i o n  by  t h e  s t a n d a r d  

m e t h o d s  o f  f i x a t i o n .  A c c o r d i n g  t o  P e a r s e  

( 1 9 5 3 ) t h e  m o s t  i m p o r t a n t  t i s s u e  c o m p o n e n t  i s  

p r o t e i n ,  a n d  f u r t h e r ,  t h a t  f o r m a l i n  i s  t h e  

b e s t  p r o t e i n  f i x a t i v e ;  he  s t a t e s  " o n l y  w h e re  

s t r o n g  o b j e c t i o n s  t o  t h e  u s e  o f  f o r m a l i n  c a n
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b e  r a i s e d  w i l l  t h e r e  b e  a n y  n e c e s s i t y  t o  

r e p l a c e  i t  ( f o r m a l i n )  by  f i x a t i v e s  o f  o t h e r  

t y p e s " .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e r e f o r e ,  a l l  

t i s s u e s  f o r  e x a m i n a t i o n  w e re  f i x e d  i n  f o r m o l -  

c o r r o s i v e ,  em bedded  a n d  b l o c k e d  i n  p a r a f f i n ,  

a n d  s e r i a l  s e c t i o n s  c u t  a t  6)u. D u p l i c a t e  

s p e c i m e n s  w e r e  f i x e d  i n  f o r m o l - s a l i n e  a n d  

s e r i a l  s e c t i o n s  o u t  on t h e  f r e e z i n g  m i c r o t o m e  

a t  1 ^ .  I n  p r a c t i c e  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  

s t a i n i n g  r e a c t i o n s  d i f f e r e d  l i t t l e  b e t w e e n  

t i s s u e s  f i x e d  i n  f o r m o l  c o r r o s i v e ,  b l o c k e d  i n  

p a r a f f i n ,  a n d  c u t  on t h e  o r d i n a r y  m i c r o t o m e ,  

a s  o p p o s e d  t o  t i s s u e s  f i x e d  i n  f o r m o l - s a l i n e  

a n d  c u t  on  t h e  f r e e z i n g  m i c r o t o m e ;  i n d e e d ,  i f  

a n y t h i n g ,  i t  was f e l t  t h a t  g r e a t e r  c o n t r a s t  was 

n o t e d  i n  t h e  f o r m e r .

S t a i n i n g  t e c h n i q u e s .  As a  r o u t i n e  f o r  g e n e r a l  

h i s t o l o g i c a l  p u r p o s e s ,  e x a m i n a t i o n ,  a n d  

i n i t i a l l y  f o r  c o m p a r i s o n s ,  a l l  s e c t i o n s  w e re  

s t a i n e d  b y  t h e  h a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  (H.& E . ) 

m e t h o d .  F o r  h i s t o c h e m i c a l  p u r p o s e s  v a r i o u s  

t i s s u e  c o n s t i t u e n t s  may b e  show n b y  d i f f e r e n t  

s t a i n i n g  t e c h n i q u e s .
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P r o t e i n s .  The p r o t e i n s ,  w h i c h  a r e  p r e s e n t  i n  

a l l  t i s s u e s ,  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  ( a )  s i m p l e  

p r o t e i n s ,  d e f i n e d  b y  t h e  b i o c h e m i s t s  a s  

y i e l d i n g  m a i n l y  ^ - a m i n o  a c i d s  a n d  t h e i r  

d e r i v a t i v e s  on  h y d r o l y s i s ,  a n d  ( b )  c o n j u g a t e d  

p r o t e i n s .  Of t h e  v a r i o u s  c l a s s i c a l  m e th o d s  

e m p lo y e d  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p r o t e i n s  

i n  v i t r o ,  o n l y  tw o  a r e  i n h e r e n t l y  s u i t a b l e ;  

t h e s e  a r e  t h e  M i l l o n  a n d  t h e  d i a z o n i u m  r e a c t i o n s .

S i n c e  M i l l o n  ( 1 8 4 9 )  f i r s t  d e s c r i b e d  h i s  

r e a c t i o n ,  w h i c h  i s  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  

h y d r o x y l - p h e n y l  g r o u p  i n  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l e ,  

a n d  w h i c h  i s  g i v e n  b y  a n y  p h e n o l i c  com pound  

w h i c h  i s  u n s u b s t i t u t e d  i n  t h e  p o s i t i o n  met a  t o  

t h e  h y d r o x y l  g r o u p ,  n u m e ro u s  m o d i f i c a t i o n s  h a v e  

b e e n  m ade ,  t h a t  i n t r o d u c e d  by  B e n s l e y  a n d  

G e r s h  ( 1 9 3 3 )  b e i n g  t h e  g r e a t e s t  a d v a n c e .

The d i a z o n i u m  com p o u n d s  a r e  p r e p a r e d  b y  

t h e  a c t i o n  o f  n i t r o u s  a c i d  i n  t h e  c o l d  on t h e  

s a l t s  o f  p r i m a r y  a r o m a t i c  a m i n e s .  The 

r e s u l t i n g  c o m p o u n d s ,  w h i c h  a c t  a s  d i a z o n i u m  

h y d r o x i d e s  i n  a l k a l i n e  a q u e o u s  s o l u t i o n s ,  

c o m b in e  w i t h  t h e  p h e n o l ,  t h e  i n d o l e ,  a n d  t h e
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h e t e r o c y c l i c  i m i d a z o l e  g r o u p s  r e s p e c t i v e l y  o f  

t y r o s i n e ,  t r y p t o p h a n ,  a n d  h i s t i d i n e ,  t o  g i v e  

c o l o u r e d  p r o d u c t s .  The c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  

r e a c t i o n  o f  D a n i e l l i  ( 1 9 4 7 )  s e e m s  t o  h e  t h e  

b e s t  m e th o d  f o r  t h e  s i m p l e  d e m o n s t r a t i o n  o f  

p r o t e i n s  i n  t i s s u e  s e c t i o n s .

D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a m i n o - a c i d s  w h i c h  

go  t o  make up  a  p a r t i c u l a r  p r o t e i n  i s  l i m i t e d  

b y  t h e  p r o c e d u r e s  a v a i l a b l e ,  a n d  b y  t h e  f a c t  

t h a t  t h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  a m i n o - a c i d s  i n  

d e n a t u r e d  p r o t e i n s  i n  t i s s u e  s e c t i o n s  d i f f e r s  

m a r k e d l y  f r o m  t h a t  i n  n a t u r a l  t i s s u e  p r o t e i n s .  

D a n i e l l i  (1947»  1 9 5 0 )  s u g g e s t e d  f u r t h e r  

r e a c t i o n s  t o  b e  c a r r i e d  o u t  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  

t h e  c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n ,  w h e r e b y  t h e  

t h r e e  a m i n o - a c i d s  m i g h t  b e  d e t e r m i n e d .  P e a r s e  

( 1 9 5 3 ) h a s  t o  some e x t e n t  w o rk e d  o u t  t e c h n i c a l  

d e t a i l s  f o r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t i a l  

r e a c t i o n s  s u g g e s t e d  b y  D a n i e l l i .  T h e s e  a r e  

e m p lo y e d  i n  t h r e e  w ay s  -

( a )  To p r e v e n t ,  b y  c h e m i c a l  c o m b i n a t i o n ,  

t h e  s u b s e q u e n t  s t a i n i n g  o f  a  g i v e n  g r o u p ;  

f o r  e x a m p l e ,  d i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  i s  u s e d
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t o  b l o c k  t y r o s i n e ,  w h i c h  f a i l s  t o  r e a c t  b y  t h e  

c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  m e th o d .

( b )  To c o n v e r t  o r  d e s t r o y  t h e  s e l e c t e d  

g r o u p :  s u c h  a s  when t r y p t o p h a n  i s  o x i d i s e d

b y  p e r f o r m i c  a c i d ,  t h e r e a f t e r  t h e  i n d o l e  r i n g  

o f  t r y p t o p h a n  f a i l s  t o  r e a c t  b y  t h e  c o u p l e d  

t e t r a z o n i u m  m e t h o d ,  w h i l s t  t y r o s i n e  a n d  

h i s t i d i n e  c o n t i n u e  t o  do s o .

(c  ) To c o m b in e  w i t h  a  g i v e n  g r o u p  i n  t h e  

t i s s u e s ,  l e a v i n g  p a r t  o f  i t s  own m o l e c u l e  

r e a c t i v e ,  t h i s  l a t t e r  t h e n  b e i n g  made v i s i b l e  

b y  some a d d i t i o n a l  p r o c e s s .  T h i s  i s  s e e n  i n  

t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  a r o m a t i c  h y d r o x y l  

g r o u p  o f  t y r o s i n e  a n d  d i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  

r e s u l t i n g  i n  a  c o l o u r l e s s  s u b s t a n c e .  I f ,  

h o w e v e r ,  t h e  4 - n i t r o  g r o u p  o f  t h e  a t t a c h e d  

d i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  i s  r e d u c e d  t o  NH2 , 

t h e n  d i a z o t i z e d  w i t h  n i t r o u s  a c i d  a t  0*̂  

a n d  f i n a l l y  c o u p l e d  i n  c o l d  a l k a l i n e  s o l u t i o n  

w i t h  a  s u i t a b l e  p h e n o l  o r  a r o m a t i c  a m i n e ,  t h e  

l o c a t i o n  o f  t h e  t y r o s i n e - t r i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  

com pound  b e c o m e s  s t r o n g l y  c o l o u r e d .  T h i s  

m e th o d  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  u n s a t i s f a c t o r y .
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B e n z o y l a t i o n  -  b e l o n g s  t o  t h e  f i r s t  g r o u p  

o f  ’b l o c k i n g *  r e a c t i o n s ,  b e i n g  c a r r i e d  o u t  b y  

t r e a t i n g  s e c t i o n s  w i t h  10 p e r  c e n t . b e n z o y l  

c h l o r i d e  i n  d r y  p y r i d i n e  f o r  8 - 1 6  h o u r s  a t  

ro o m  t e m p e r a t u r e  ; a s  a  r e s u l t  t h e r e  i s  

b l o c k i n g  o f  t h e  r e a c t i o n  w i t h  d i a z o n i u m  a n d  

t e t r a z o n i u m  s a l t s .  B e n z o y l a t i o n ,  t h e r e f o r e ,  

s h o u l d  p r e v e n t  t h e  s u b s e q u e n t  r e a c t i o n  o f  

t y r o s i n e ,  t r y p t o p h a n  a n d  h i s t i d i n e  b y  t h e  

c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  m e th o d .

The r e a c t i o n s  f o r  d i f f e r e n t i a t i n g  t h e  

a m in o  a c i d s ,  c a r r i e d  o u t  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

t h e  c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n ,  may t h e r e f o r e  

be  s u m m a r i s e d  a s  i n  T a b l e  1 ( P e a r s e ,  1 9 5 3 ) .

C o n j u g a t e d  P r o t e i n s .  ( N u c l e o p r o t e i n s . ) 

P r o b a b l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  c o n j u g a t e d  p r o t e i n s  

w h i c h  h a v e  t o  b e  d e a l t  w i t h  a r e  t h e  

n u c l e o p r o t e i n s ,  w h i c h  a r e  c o m b i n a t i o n s  o f  a  

b a s i c  p r o t e i n  w i t h  v a r i o u s  h i g h l y  p o l y m e r i z e d  

p o l y n u c l e o t i d e s  ( n u c l e i c  a c i d s ) .  The tw o  

t y p e s  o f  n u c l e i c  a c i d  w h i c h  a r e  f o u n d  i n  t h e  

t i s s u e s  o f  p l a n t s  a n d  a n i m a l s  a r e  

d e o x y p e n t o s e - n u c l e i c  ( d e o x y r i b o n u c l e i c )  a c i d
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o f  t h e  n u c l e i  a n d  p e n t  os enuc  l e i c  ( r i b o n u c l e i c )  

a c i d  o f  t h e  c y t o p l a s m ,

F e u l g e n  a n d  R o s s e n b e c k  ( 1 9 2 4 )  i n t r o d u c e d  

a  r e a c t i o n  w h i c h  was r e p u t e d  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  

d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d :  t h i s  h a s  b e e n  know n a s

t h e  F e u l g e n  ( F e u l g e n - S c h i f f ) r e a c t i o n ,

U n f o r t u n a t e l y ,  i n  p r a c t i c e  i t  i s  l e s s  u s e f u l  

t h a n  s u p p o s e d ,  a n d  a s  a  r e s u l t  t h e r e  h a s  b e e n  

a  g r e a t  d e a l  o f  c o n t r o v e r s y  o v e r  i t .  I n  m ore  

r e c e n t  t i m e s  a  n u m b e r  o f  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s  

f o r  n u c l e i c  a c i d s  h a v e  b e e n  u s e d ,  b u t  e v e n  h e r e  

t h e r e  i s  n o t  a g r e e m e n t  a s  t o  t h e  r e l i a b i l i t y  o r  

s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  m e t h o d s .

C o h e n  ( 1 9 4 4 )  u s e d  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  

f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d ,  

a n d  l a t e r  S c h n e i d e r  ( 1 9 4 5 )  u s e d  a  5 p e r  c e n t ,  

a q u e o u s  s o l u t i o n  a t  90^  f o r  15 m i n u t e s  t o  

e x t r a c t  n u c l e i c  a c i d s  f r o m  t h e  t i s s u e s .  T h i s  

p r o c e d u r e  r e m o v e s  b o t h  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  

a n d  r i b o n u c l e i c  a c i d  b u t  l e a v e s  b e h i n d  a  

p r o t e i n  c o m p o n e n t  o f  t h e  n u c l e u s  w h i c h  t h e n  

h a s  a  g r e a t e r  a f f i n i t y  f o r  a c i d  d y e s ,  s u c h  a s  

1 p e r  c e n t ,  a q u e o u s  l i g h t  g r e e n  S . F .
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A l t h o u g h  n o t  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  a  

v e r y  u s e f u l  h i s t o o h e m i c a l  r e a c t i o n ,  t h e  Gram 

s t a i n ,  w i t h  m o d i f i c a t i o n s ,  h a s  b e e n  u s e d  f o r  

v a r i o u s  h i s t o c h e m i c a l  p u r p o s e s ,  a n d  some 

o b s e r v e r s  c o n s i d e r  t h a t  n u c l e o p r o t e i n  g i v e s  

a  p o s i t i v e  r e s u l t .

C a r b o h y d r a t e s . The c a r b o h y d r a t e s  may 

be  c l a s s i f i e d  i n t o  4 m a in  g r o u p s ,  v i z : -

I .  P o l y s a c c h a r i d e s . G l y c o g e n  i s  t h e  

o n l y  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  member o f  t h i s  g r o u p  

w h i c h  r e m a i n s  i n  a n i m a l  t i s s u e s  a f t e r  a q u e o u s  

f i x a t i o n  a n d  p a r a f f i n  b l o c k i n g .  B a k e r  ( 1 9 4 5 )  

h a s  sh o w n  t h a t  f o r m a l i n  f i x a t i o n  p r e s e r v e s  

p r o t e i n s  i n  s u c h  a  way t h a t  g l y c o g e n  i s  h e l d  

b y  t h e m  a n d  i s  n o t  e a s i l y  d i s s o l v e d  b y  w a t e r .

T h i s  v i e w  i s  h e l d  a l s o  b y  V a l l a n c e - O w e n  ( 1 9 4 8 ) .

I I .  M u c o p o l y s a c c h a r i d e s .  M ey er  ( 1 9 3 8 )  

d e f i n e d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  a s  p o l y s a c c h a r i d e s  

c o n t a i n i n g  h e x o s a m i n e  a s  one c o m p o n e n t ,  a n d  

o c c u r r i n g  e i t h e r  f r e e  o r  a s  e s t e r s  o f  s u l p h u r i c  

a c i d .  T h ey  may b e  e i t h e r  a c i d

m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  o r  n e u t r a l  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .
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I I I .  M u c o p r o t e i n s  a n d  G l y c o p r o t e i n s .

I n  t h i s  g r o u p  M eyer  d e f i n e d  m u c o p r o t e i n s  a s  

s u b s t a n c e s  i n  w h i c h  h e x o s a m i n e  c o n t a i n i n g  

p o l y s a c c h a r i d e  i s  f o u n d  i n  f i r m  c h e m i c a l  u n i o n  

w i t h  a  p e p t i d e .  On a r b i t r a r y  g r o u n d s ,  w h e r e  

t h e  h e x o s a m i n e  c o n t e n t  i s  g r e a t e r  t h a n  4 p e r  

c e n t . ,  a  m u c o p r o t e i n  i s  b e i n g  d e a l t  w i t h ,  

w h i l s t  i f  t h e  h e x o s a m i n e  c o n t e n t  i s  l e s s  t h a n  

4 p e r  c e n t . ,  t h e n  t h e  s u b s t a n c e  i s

g l y c o p r o t e i n .

F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  p r e s e n t  t h e s i s  

i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e r e  i s  

g e n e r a l  a g r e e m e n t  t h a t  c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  

an d  t h e  p r e c u r s o r  s u b s t a n c e s  o f  t h e  p i t u i t a r y  

g o n a d o t r o p h i n s  ( f o l l i c l e - s t i m u l a t i n g  ho rm o n e  

a n d  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e )  a r e  m u c o p r o t e i n s .

IV .  G lyc  o l i p o i d s .  The p r i n c i p a l  m em bers  

o f  t h i s  g r o u p  a r e  t h e  c e r e b r o s i d e s  w h i c h  a r e  

p r o b a b l y  o f  l i t t l e  c o n c e r n  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .

M e n t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s  i n  h i s t o c h e m i s t r y  

i m m e d i a t e l y  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e  p e r i o d i c  

a c i d - S c h i f f  ( P . A . S . ) r e a c t i o n .  I t s  u s e  i n  

h i s t o l o g y  was f i r s t  d e s c r i b e d  b y  McManus ( 1 9 4 6 ) ,
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b u t  a b o u t  t h e  same t i m e  t h e  m e th o d  was show n  

t o  b e  s u i t a b l e  f o r  h i s t o c h e m i s t r y ;  H o t c h l c i s s  

( 1 9 4 8 ) s h o w e d  t h a t  b y  m eans  o f  t h e  PAS 

t e c h n i q u e  a  v a r i e t y  o f  p o l y s a c c h a r i d e  

s u b s t a n c e  c o u l d  b e  show n  i n  t h e  t i s s u e s .

One o f  t h e  m a in  p r o p e r t i e s  w h i c h  make 

p e r i o d i c  a c i d  s u p e r i o r  t o  o t h e r  r e a g e n t s  

c u r r e n t l y  u s e d  i n  h i s t o c h e m i s t r y  i s  t h a t  o f  

b e i n g  a n  o x i d a n t  o f  t h e  c a r b o n  b o n d  w h i c h  

d o e s  n o t  r e s u l t  i n  f u r t h e r  o x i d a t i o n  o f  t h e  

a l d e h y d e s  w h i c h  a r e  f o r m e d ,  a n d  t h e s e  l a t t e r  

c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  c l e a r l y  b y  t h e  

c o m b i n a t i o n  w i t h  S c h i f f ’s  r e a g e n t  g i v i n g  a  

r e d  c o l o u r e d  s u b s t i t u t e  d y e .

As a  r e s u l t  o f  r e s e a r c h  a n d  p r a c t i c a l  

a p p l i c a t i o n  o f  en zy m es  t o  h i s t o c h e m i s t r y ,  a  

f a i r l y  s a t i s f a c t o r y  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  

d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  s u b s t a n c e s  

c a n  b e  m ade .  The PAS r e a c t i o n  w i l l  g i v e  a  

n e g a t i v e  r e s u l t  w hen  a p p l i e d  t o  t i s s u e  f r o m  

w h i c h  g l y c o g e n  h a s  b e e n  r e m o v e d  p r e v i o u s l y  

b y  d i a s t a s e ;  o t h e r  f o r m s  o f  c a r b o h y d r a t e ,  

h o w e v e r ,  w h i c h  a r e  u n a f f e c t e d  b y  d i a s t a s e
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w i l l  c o n t i n u e  t o  r e a c t  p o s i t i v e l y  t o  PAS. 

T h e r e a f t e r ,  i f  s e c t i o n s  a r e  how t r e a t e d  w i t h  

h y a l u r o n i d a s e  ( c o m m e r c i a l  ’H y a l a s e ' ) ,  t h e  

s i m p l e  n e u t r a l  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  

r e m o v e d ,  h u t  t h e  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s ,  

a n d  o t h e r  m ore c o m p l e x  c a r b o h y d r a t e s  r e m a i n  

a n d  g i v e  a  p o s i t i v e  r e s p o n s e  t o  t h e  PAS 

r e a c t i o n .

I n  1 9 4 9  G e r s h  o b s e r v e d  t h a t  i f  t h e  

t i s s u e s  w e r e  a c e t y l a t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  

c a r b o h y d r a t e s  w o u ld  b e  b l o c k e d  a n d  a  

s u b s e q u e n t  PAS r e a c t i o n  w o u ld  be  n e g a t i v e .  

I f ,  h o w e v e r ,  t h e  a c e t y l a t e d  s e c t i o n s  w e r e  

s a p o n i f i e d ,  t h e  PAS r e a c t i o n  was r e s t o r e d .  

T h i s  i s  o f  some i n t e r e s t ,  b u t  p r o b a b l y  o f  

l i t t l e  i m p o r t a n c e .

I n  t h e  p r e s e n t  c o n t e x t ,  when  a  t i s s u e  

c o m p o n e n t  i s  s t a i n e d  s o  t h a t  t h e  r e s u l t a n t  

t i s s u e - d y e  c o m p l e x  d i f f e r s  a d e q u a t e l y  i n  

c o l o u r  f r o m  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l  d y e  a n d  

f r o m  o r d i n a r y  t i s s u e  c o m p l e x e s ,  t h e n  

m e t a c h r o m a s i a  i s  s a i d  t o  b e  d e m o n s t r a t e d .

I n  p r a c t i c e ,  d y e s  o f  t h e  t h i a z i n e  g r o u p  a r e



2 0 .
u s e d ,  a n d  i n  t h i s  c a s e  m e t a c h r o m a s i a  r e f e r s  

t o  t h e  c h a n g e  o f  c o l o u r  f r o m  b l u e  t o  v i o l e t  

o r  r e d .  I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  

t o l u i d i n e  b l u e  h a s  b e e n  e m p lo y e d  

( M i c h a e l i s ,  1 9 4 7 ) .  C e r t a i n  o f  t h e  

c a r b o h y d r a t e s  may show m e t a c h r o m a s i a ;  b u t  

i t  may b e  n o t e d  t h a t  t h e  t h e o r y ,  t e c h n i q u e s  

a n d  i n t e r p r e t a t i o n  o f  m e t a c h r o m a s i a  s t i l l  

g i v e s  r i s e  t o  m uch s p e c u l a t i o n  a n d  

c o n t r o v e r s y .  I t  i s  c o n s i d e r e d  t h a t  t h o s e  

c a r b o h y d r a t e s  w h i c h  do show m e t a c h r o m a s i a  

b e l o n g  t o  t h e  c o m p l e x  o r  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .  

T h e r e a f t e r ,  t h o s e  c a r b o h y d r a t e s  w h i c h  do n o t  

show  m e t a c h r o m a s i a  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e l o n g  

e i t h e r  t o  t h e  g r o u p  I I I  m u c o p r o t e i n s  o r  t h e  

g r o u p  IV  g l y c o l i p o i d s .  T h e s e  two g r o u p s  a r e  

t h e n  d i f f e r e n t i a t e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  S u d a n  

b l a c k ,  n e g a t i v e  r e a c t e r s  b e l o n g i n g  t o  t h e  

g r o u p  I I I  m u c o p r o t e i n s ,  a n d  t h e  p o s i t i v e  

r e a c t e r s  t o  t h e  g r o u p  IV  g l y c o l i p o i d s .

L i p o i d s .  A l t h o u g h  t h e r e  a r e  d i f f e r e n t  

c l a s s e s  o f  l i p o i d s ,  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h e  

p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  i t  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d
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s u f f i c i e n t  t o  c a r r y  o u t  o n l y  t h e  g e n e r a l  

m e t h o d s  f o r  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  

s u b s t a n c e ;  t h a t  i s  -  t h e  S u d a n  IV a n d  t h e  

S u d a n  b l a c k  t e c h n i q u e s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  

p h y s i c a l  e x a m i n a t i o n  f o r  b i r e f r i n g e n c y .

S t a i n i n g  b y  t h i o n i n  ( S c h m o r l ’s  m e t h o d )  

h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t .  T h i s  i s  r e a l l y  a  f o r m  

o f  m e t a c h r o m a s i a  w h i c h  may r e v e a l  t h e  p r e s e n c e  

o f  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .

F i n a l l y ,  many o f  t h e  f o r e g o i n g  r e a c t i o n s  

h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  u n d e r  d i f f e r e n t  

e x t r a c t i v e  c o n d i t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  PAS t e s t s  

f o r  c a r b o h y d r a t e s  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  a c e t o n e  

a n d  w i t h  c h l o r o f o r m .  S p e c i f i c  m e n t i o n  w i l l  

b e  made w h e r e  a p p r o p r i a t e  a s  t o  t h e  a c t u a l  

r o u t i n e s  c a r r i e d  o u t .

F u l l  d e t a i l s  o f  t h e  a c t u a l  m e t h o d s  a r e  

g i v e n  a t  A p p e n d ix  A, a n d  t h e s e  a r e  b a s e d  

e n t i r e l y  on t h e  s p e c i f i c  i n s t r u c t i o n s  c o n t a i n e d  

i n  ' H i s t o c h e m i s t r y ,  T h e o r e t i c a l  a n d  A p p l i e d ' ,  

1 9 5 3 ,  b y  A .G .E .  P e a r s e .
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H i s t o c h e m i s t r y  o f  M a tu r e  A c t i v e  Human O v a r i e s .

As i n d i c a t e d  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n ,  v a r i o u s  

a u t h o r s  (Dawson a n d  McOahe, 1 9 5 1 ;  H o k f e l t ,  1951? 

R e n n e l s ,  1951?  V i n c e n t  a n d  B o r n f e l d ,  1 9 4 8 )  h a v e  

d e s c r i b e d  a  c e l l  i n  a n i m a l  o v a r i a n  i n t e r s t i t i a l  

t i s s u e  w h i c h  a p p e a r s  t o  c o n t a i n  a  l a r g e  am o u n t  

o f  l i p o i d  o r  l i p o - p r o t e i n ,  t h e  m a i n  f e a t u r e  

b e i n g  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  t o  S c h i f f * s  r e a g e n t .

I n  s t u d y i n g  human o v a r i e s  t h e  p r e s e n t  a u t h o r  

h a s  f o u n d  c e l l s  w i t h  S c h i f f  p o s i t i v e  c y t o p l a s m  

a n d  r e s e m b l i n g  t o  some e x t e n t  t h e  c e l l s  

d e s c r i b e d  i n  a n i m a l  o v a r i e s .  The f o l l o w i n g  

a c c o u n t  d e a l s  w i t h  t h e  d i s t r i b u t i o n  a n d  

s t r u c t u r e  o f  t h e s e  c e l l s ,  a n d  t h e  

c y t o - c h e m i c a l  r e a c t i o n s  n o t e d  w i t h  v a r i o u s  

s t a i n i n g  m e t h o d s ,  a s  f o u n d  i n  t h e  m a t u r e  

a c t i v e  human o v a r y .

M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s .

A. T i s s u e .  O v a r i e s  o b t a i n e d  

i m m e d i a t e l y  p o s t m o r t e m  f r o m  p a t i e n t s  who h a d  

d i e d  i n  p r e g n a n c y  o r  t h e  e a r l y  p u e r p e r i u m
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w e re  e m p lo y e d  i n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e .

T h e r e a f t e r ,  w h o le  o v a r i e s  o r  p o r t i o n s  o f  

b o t h  o v a r i e s  w e r e  o b t a i n e d  a t  o p e r a t i o n  

i n  n o n - p r e g n a n t  p a t i e n t s  i n  t h e  c h i l d - b e a r i n g  

a g e ,  a n d  i n  p a t i e n t s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  

p r e g n a n c y .  By t h i s  m eans  i t  was f e l t  t h a t  a 

f a i r l y  a c c u r a t e  c r o s s - s e c t i o n  o f  t h e  a c t i v e  

human o v a r y  w o u ld  be  o b t a i n e d ,  a n d  t h a t  a n y  

f i n d i n g s  w o u ld  i n  a l l  p r o b a b i l i t y  b e  a c c u r a t e  

a n d  s i g n i f i c a n t  f o r  g e n e r a l  a p p l i c a t i o n .

I n  a l l ,  some 59 s p e c i m e n s  w e re  e m p l o y e d ;  o f  

t h e s e ,  36 w e re  o v a r i e s  o f  26 p r e g n a n t  p a t i e n t s ,  

a n d  23 w e r e  o v a r i e s  o f  19 n o n - p r e g n a n t  p a t i e n t s .

B. H i s t o l o g i c a l  a n d  h i s t 00h e m i c a l  t e c h n i q u e s .  

Some o f  t h e  s p e c i m e n s  w e re  f i x e d  i n  f o r m o l -  

c o r r o s i v e ,  b l o c k e d  i n  p a r a f f i n ,  a n d  s e r i a l  

s e c t i o n s  c u t  a t  6 / a .  O t h e r s  w e re  f i x e d  i n  

f o r m o l - s a l i n e  a n d  s e r i a l  s e c t i o n s  c u t  o n  t h e  

f r e e z i n g  m i c r o t o m e  a t  1 ^ .

T h e r e a f t e r  s e c t i o n s  f r o m  a l l  s p e c i m e n s  

w e re  s t a i n e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  t e c h n i q u e s  a s  

i n d i c a t e d  i n  S e c t i o n  I ,  a n d  a s  d e s c r i b e d  i n  

d e t a i l  i n  A p p e n d i x  A, w h i c h  i s  b a s e d  on P e a r s e
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( 1 9 5 3 ) .

( i )  H a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  (H. & E . ) .

( i i )  P e r i o d i c  a c i d  -  S c h i f f  ( P . A . S . ) ,  o r  

s i m p l e  S c h i f f  r e a c t i o n .

I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  a  s e r i e s  o f  

s e c t i o n s  was s t a i n e d  b y  P . A . S , ,  a f t e r  t r e a t i n g  

r e s p e c t i v e l y  w$.th d i a s t a s e ,  h y a l a s e ,  

a c é t y l a t i o n ,  a n d  a c é t y l a t i o n  w i t h  

s a p o n i f i c a t i o n  ( H o t c h k i s s ,  1 9 4 8 ) ,

( i i i )  R e p e t i t i o n  o f  t h e  f u l l  r a n g e  o f  t e c h n i q u e s  

d e s c r i b e d  i n  ( i i )  a b o v e  a f t e r  t r e a t i n g  s e c t i o n s  

i n  a c e t o n e  f o r  30 m i n u t e s  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  

(D aw son  a n d  McGabe, 1 9 5 1 ) ,

( i v )  R e p e t i t i o n  o f  t h e  f u l l  r a n g e  o f  t e c h n i q u e s  

a s  i n  ( i i )  a b o v e  a f t e r  t r e a t m e n t  i n  b o i l i n g  

c h l o r o f o r m  a n d  m e t h y l  a l c o h o l  ( P e a r s e ,  1 9 5 1 ) .

( v )  M o d i f i e d  Gram s t a i n  (MeDet o h i e , 1 9 4 4 ) .

( v i )  T o l u i d i n e  b l u e ,  f o r  m e t a c h r o m a s i a  ( P e a r s e ,  

1 9 5 2 ) .

( v i i )  T h i o n i n  f o r  m e t a c h r o m a s i a  ( S c h m o r l ’s  

m e t h o d ) .

( v i i i )  L i g h t  g r e e n ,  a n d  a l s o  t r i c h l o r o a c e t i c  

a c i d  -  l i g h t  g r e e n ,  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f
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n u c l e o p r o t e i n  ( P e a r s e ,  1 9 5 3 ) .

( i x )  S u d a n  IV  b e f o r e  a n d  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  

warm c h l o r o f o r m .

( x )  C o u p l e d  t e t r a z o n i u m ,  a n d  a l s o  b e n z o y l a t i o n  

w i t h  t h e  c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n ,  w i t h ,  

i n  a d d i t i o n ,  t h e  c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  t e c h n i q u e  

a f t e r  p e r f o r m i o  a c i d .  T h e s e  w e r e  r e p e a t e d

i n  a  f e w  i n s t a n c e s  a f t e r  t r e a t i n g  f o r  5 -1 0  

m i n u t e s  i n  warm c h l o r o f o r m  ( D a n i e l l i ,  1 9 4 7 ,  

1 9 5 0 ) .

( x i )  The M i l l o n  r e a c t i o n ,

( x i i )  E x a m i n a t i o n  f o r  b i r e f r i n g e n c y .

The t e c h n i q u e s  ( i i i ) ,  ( i v ) ,  ( i x ) ,  ( x ) ,  

( x i )  a n d  ( x i i )  a b o v e  w e re  e m p lo y e d  o n l y  on a n  

a r b i t r a r y  r e p r e s e n t a t i v e  n u m b e r  o f  s e c t i o n s ,  

p r i n c i p a l l y  f r o m  t h e  t i s s u e s  o b t a i n e d  a t  

o p e r a t i o n .

R e s u l t s ,

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  s e c t i o n s  s t a i n e d  b y  

t h e  H, & E .  m e th o d  r e v e a l s  a  h i s t o l o g i c a l  

p i c t u r e  w h i c h  i s  t y p i c a l  o f  t h a t  d e s c r i b e d  s o  

f u l l y  b y  s u c h  a u t h o r i t i e s  a s  N ovak  ( 1 9 4 7 )  a n d  

Smout a n d  J a c o b y  ( 1 9 4 8 ) ,  t h a t  a n y  f u r t h e r



2 6.
d e s c r i p t i o n  i n  t h e  p r e s e n t  c o n t e x t  i s  c o n s i d e r e d  

u n n e c e s s a r y .  T h e r e  i s  n o t h i n g  o f  s i g n i f i c a n c e ,  

a p p a r e n t l y ,  r e g a r d i n g  t h e  c e l l s  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n .  I n  f a c t ,  i t  i s  a l m o s t  

i m p o s s i b l e  t o  d i s t i n g u i s h  th e m  f r o m  o t h e r  c e l l s  

i n  t h e  g r a n u l o s a  a n d  t h e e a  l a y e r s  o f  t h e  

G r a a f i a n  f o l l i c l e ,  o r  f r o m  c e l l s  o f  t h e  n o r m a l  

o v a r i a n  s t r o m a .

P . A . S . E x c e l l e n t  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  

b y  t h i s  m e th o d  a n d  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i s  

f o u n d  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  o v a r y .

I n  p a r t i c u l a r  i t  i s  n o t e d  t h a t  a  f i n e  b a s e m e n t  

m em brane  i m m e d i a t e l y  u n d e r  t h e  g e r m i n a l  

e p i t h e l i u m  s t a i n s  S c h i f f  p o s i t i v e .  I n  t h e  

f o l l i c l e s  a l s o  t h e r e  e x i s t s  a  b a s e m e n t  m em brane 

b e t w e e n  t h e  g r a n u l o s a  a n d  t h e e a  l a y e r s  w h i c h  

s t a i n s  S c h i f f  p o s i t i v e .  The z o n a  p e l l u c i d a  

o f  t h e  ovum g i v e s  a  s t r o n g ,  a n d  r e l a t i v e l y  

b r o a d ,  p o s i t i v e  r e a c t i o n  t o  t h e  S c h i f f  s t a i n .

The b l o o d  v e s s e l  w a l l s  g i v e  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  

w i t h  t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  

p r e s e n t  i n  a l l  s e c t i o n s  e x a m i n e d ,  a n d  w o u ld  

a p p e a r  t o  b e  t h e  n o r m a l  p a t t e r n  i n  t h e  o r g a n



Fig. 1- Section showing early developing 
follicle Wjth occasional Schiff positive 
cells in the granulosa layer. The 
vitelline membrane also gives a  strong 
positive reaction. PA.S. x 750,



Fig. 2 . Section showing follicle with antruTn, 

with Schiff positive cells in the granulosa 
layer. An indication is obtained also of the 

distribution. P A .5. x 2 8 0 .
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u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  T h r o u g h o u t  t h i s  t h e s i s  

n o  f u r t h e r  r e f e r e n c e  w i l l  h e  made t o  t h e s e  

g e n e r a l  a p p e a r a n c e s .

R e g a r d i n g  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  

p r i m a r i l y  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n ,  t h e s e  a r e  f o u n d  

d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  p a r t s  o f  t h e  o v a r y ,  

a s  w i l l  b e  d e s c r i b e d  b e l o w .  T h e s e  c e l l s  a r e  

f o u n d  t o  v a r y  i n  s h a p e ,  m a i n l y  a c c o r d i n g  t o  

s i t u a t i o n ,  f r o m  som ew ha t  f l a t t e n e d  o r  s p i n d l e -  

s h a p e ,  t o  r o u n d  a n d  p o l y g o n a l ,  w i t h  a  c l e a r  

g e n e r a l l y  c e n t r a l l y  p l a c e d  n u c l e u s .

D e v e l o p i n g  G r a a f i a n  F o l l i c l e .  I n  t h e  

s e c t i o n s  s t u d i e d ,  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  h a v e  

n o t  b e e n  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  p r i m o r d i a l  

f o l l i c l e s .  I n  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ,  

h o w e v e r ,  o c c a s i o n a l  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  a r e  

f o u n d  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  ( F i g .  1 ) .

T h e s e  c e l l s  a r e  f o u n d  a l s o  i n  g r e a t e r  n u m b e r s  

i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  f o l l i c l e s  o f  

f u l l e r  d e v e l o p m e n t  a n d  i n  w h i c h  t h e  a t r i u m  i s  

f o r m e d  ( F i g .  2 ) .  I n  a t r e t i c  f o l l i c l e s ,  w h e re  

many g r a n u l o s a  c e l l s  h a v e  becom e d i s r u p t e d ,  

a m o rp h o u s  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  l a r g e l y  f i l l s



Fig. 3 . Section to show Schiff positive cells in 
the interstitial stroma in close association with 
one pole of the hyalinised tissue of a corpus 
albicans. RA S. x 200.
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t h e  f o l l i c l e ;  u s u a l l y  t h e  t h e e a  l a y e r  i s  

i n t a c t ,  a n d  a  f e w  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  a r e  

f o u n d  t h r o u g h o u t  t h i s  l a y e r ,  e x t e n d i n g  

o c c a s i o n a l l y  i n t o  t h e  s t r o m a .

I n  no  i n s t a n c e  h a v e  t h e s e  S c h i f f  

p o s i t i v e  c e l l s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  t h e e a  l a y e r ,  

e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  a t r e t i c  f o l l i c l e s  a s  

n o t e d  a b o v e .  I n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  t h e s e  

c e l l s  a r e  p o l y g o n a l  i n  s h a p e ,  a n d  t h e y  h a v e  

a  s i m i l a r  a p p e a r a n c e  i n  t h e  t h e e a  o f  a t r e t i c  

f o l l i c l e s .

I n t e r s t i t i a l  S t r o m a .  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  

a r e  f o u n d  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  s t r o m a ,  b u t  

a p p a r e n t l y  a l w a y s  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  

f o l l i c u l a r  s t r u c t u r e s ,  s u c h  a s  a t r e t i c  

f o l l i c l e s ,  c o r p o r a  l u t e a ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  

c o r p o r a  a l b i c a n t i a  ( F i g .  3)> s u g g e s t i n g  a n  

o r i g i n  t h e r e f r o m .  O t h e r w i s e  t h e y  se e m  t o  b e  

a b s e n t  f r o m  t h e  g e n e r a l  s t r o m a .

C o r p u s  L u teu m .  P e r h a p s  t h e  g r e a t e s t  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i s  t o  b e  f o u n d  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  a n d  

a f f o r d s  i n  t h i s  s i t u a t i o n  Y/hat w o u ld  a p p e a r  t o



Fig. 4. Section showing Schiff positive 

cells in a  corpus luteum. PA .5. x 500.



Fig. 5 . Section to show globules of Schiff 

positive material in a corpus luteum. PA.S. x 750.
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be  t h e  m o s t  f e r t i l e  r e g i o n  f o r  e x a m i n a t i o n .

The m o s t  s t r i k i n g  f e a t u r e  i s  t h e  g e n e r a l i s e d  

d i s t r i b u t i o n  o f  s t r o n g l y  p o s i t i v e  P , A , S .  

m a t e r i a l  i n  t h e  f o r m  o f  w h a t  a p p e a r s  t o  be  

g l o b u l e s  ; w h e t h e r ,  i n  f a c t ,  t h e s e  a r e  

g l o b u l e s  o r  h e a v i l y  s a t u r a t e d  c e l l s  i s  n o t  

c l e a r .  T o w ard s  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c o r p u s  

l u t e u m ,  a n d  a l s o  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e  

s e p t a  t h e r e i n ,  n u m e ro u s  c e l l s  c o n t a i n i n g  

S c h i f f  p o s i t i v e  g r a n u l e s  a r e  s e e n .  T h e s e  

a p p e a r  t o  be  f l a t t e r  o r  s p i n d l e - s h a p e d  t o w a r d s  

t h e  p e r i p h e r y ,  a s  o p p o s e d  t o  t h e  m ore  

p o l y g o n a l  s h a p e  s e e n  d e e p e r  w i t h i n  t h e  c o r p u s  

l u t e u m .  O c c a s i o n a l l y  a r e a s  o f  f i n e  

" p e p p e r i n g "  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s  a r e  

s e e n ,  t h e  a p p e a r a n c e s  s u g g e s t i n g  d e h i s c e n c e  

o f  t h e  g r a n u l e s  f r o m  r u p t u r e d  c e l l s .  As 

m e n t i o n e d  a b o v e ,  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i s  

w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m  i n  t h e  

f o r m  o f  w h a t  a p p e a r s  t o  be  g l o b u l e s  o f  

v a r y i n g  s i z e ,  o c c u r r i n g  i n  g r o u p s ,  a p p a r e n t l y  

n o t  a l w a y s  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  c o n f i n e s  o f  

c e l l s  ( P i g s .  4 a n d  5 ) .
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I n  t h e  s t r o m a  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  

o l d e r  c o r p o r a  l u t e a  o c c a s i o n a l  S c h i f f  p o s i t i v e  

c e l l s  a r e  f o u n d .

C o r p u s  A l b i c a n s .  E x c e p t  i n  v e r y  o l d  c o r p o r a  

a l h i c a n t i a ,  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  a r e  a l w a y s  

p r e s e n t  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e s e  b o d i e s .  

O c c a s i o n a l l y  s i n g l e  c e l l s  a r e  f o u n d  w i t h i n  t h e  

s u b s t a n c e  o f  t h e  c o r p u s ,  b u t  t h e  m ore  u s u a l  

f i n d i n g  i s  a  b i p o l a r  c o n c e n t r a t i o n .

F re q .u e n c y .  I n  t h e  o v a r i e s  f r o m  n o n - p r e g n a n t  

p a t i e n t s  a  c o n s i d e r a b l e  n u m b e r  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  

c e l l s  i s  f o u n d  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e .  I n  t h e s e  t h e  m a t e r i a l  i s  

i n  t h e  f o r m  o f  a  f i n e  g r a n u l a r  s u s p e n s i o n .  On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m  t h e  m a t e r i a l  

a s s u m e s  a  g l o b u l a r  f o r m ,  a n d  t h e  n u m b e r  o f  

S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  

a p p r e c i a b l y  i n c r e a s e d .  T h e r e  a r e  u s u a l l y ,  

h o w e v e r ,  many S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  

s t r o m a  o f  t h e  o v a r y  o f  t h e  n o n - p r e g n a n t  p a t i e n t ,  

b u t  i t  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d  a t  t h i s  s t a g e  

w h e t h e r  t h e s e  a r e  r e l a t e d  t o  f u n c t i o n i n g  

f o l l i c l e s  o r  m e r e l y  d e r i v e d  f r o m  c o r p o r a
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a l b i c a n t i a .  D u r i n g  p r e g n a n c y  t h e r e  a p p e a r s  

t o  h e  a  m a rk e d  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  

S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  o f  b o t h  g r a n u l a r  a n d  

g l o b u l a r  f o r m s  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ;  s t r o m a l  

c e l l s  w i t h  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  s e e m  t o  

b e  f e w e r .

I n  g e n e r a l ,  a l l  t h e  f o r e g o i n g  o b s e r v a t i o n s  

a p p l y  t o  t h e  o v a r y  o f  p r e g n a n c y ,  b u t  w i t h  t h e  

f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s .  I n  t h e  f o l l i c l e  

g r a n u l o s a  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  a p p e a r  t o  

b e  m ore  d e f i n i t e l y  c o n c e n t r a t e d  t o w a r d s  t h e  

a t r i a l  b o r d e r ,  a n d  t h e  a r e a  t o w a r d s  t h e  t h e e a  

l a y e r  i s  r e l a t i v e l y  c l e a r ,  a l t h o u g h  when 

c o m p a r e d  w i t h  t h e  f o l l i c l e  o f  n o n - p r e g n a n c y  i t  

b ec o m e s  o b v i o u s  t h a t  t h e r e  i s  l e s s  e v i d e n c e  i n  

t o t o  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s .  On 

e x a m i n i n g  t h e  i n t e r s t i t i a l  s t r o m a  i t  a g a i n  

b e c o m e s  o b v i o u s  t h a t  t h e r e  a r e  f e w e r  P . A . S .  

r e a c t i n g  c e l l s  i n  t h e  o v a r y  o f  p r e g n a n c y ,  a n d  

t h o s e  w h i c h  a r e  p r e s e n t  a r e  q u i t e  d e f i n i t e l y  

i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  some o t h e r  b o d y ,  s u c h  a s  

t h e  c o r p u s  a l b i c a n s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

c o r p u s  l u t e u m  o f  p r e g n a n c y  sh o w s  t h e  s t r o n g e s t
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32.
0  one e n t r â t i o n  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

o f  a n y  o t h e r  o v a r i a n  "body, w h e t h e r  i n  t h e  

p r e g n a n t  o r  t h e  n o n - p r e g n a n t  s t a t e .

As t h e r e  w e r e  t h e s e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

t h e  n o n - p r e g n a n t  a n d  p r e g n a n t  f r e q u e n c y  

d i s t r i b u t i o n s , i t  was c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  t o  

r e - e x a m i n e  t h e  p r e g n a n c y  s e r i e s  o f  s e c t i o n s  t o  

d e t e r m i n e  i f ,  w i t h i n  t h i s  g r o u p ,  t h e r e  was a n y  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  P . A . S .  

p o s i t i v e  c e l l s  d e p e n d i n g  on t h e  s t a g e  o f  

p r e g n a n c y .  A c c o r d i n g l y ,  t h e  s e c t i o n s  f r o m  

t h e  26 p r e g n a n t  p a t i e n t s  w e re  d i v i d e d  

a r b i t r a r i l y  i n t o  3 g r o u p s ,  v i z :  ( a )  t h o s e  

u n d e r  12 w ee k s  d u r a t i o n ,  ( b )  t h o s e  b e t w e e n  

12 a n d  28 w e e k s  d u r a t i o n ,  a n d  ( c )  t h o s e  o v e r  

28 w eek s  d u r a t i o n .  A s s e s s m e n t  o f  t h e  

q u a n t i t a t i v e  p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

c e l l s  i s  n o t  e a s y ,  b u t  i n  g e n e r a l  t e r m s  i t  was 

c o n s i d e r e d  a c c u r a t e  e n o u g h  t o  a l l o c a t e  a  In

f o r  m i n i m a l  p r e s e n c e  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s ,  

u p  t o  4-f f o r  a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n .  As w i l l  

b e  s e e n  f r o m  T a b l e  I I  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  3 p r e g n a n c y  o v a r i e s
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s u b - g r o u p s  u n t i l  one i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n ,  a t  w h i c h  l e v e l  t h e r e  

a p p e a r s  t o  b e  g r e a t e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  i n  e a r l y  p r e g n a n c y  

w h i c h  d e c l i n e s  i n  a  d i m i n i s h i n g  c u r v e  a s  

p r e g n a n c y  a d v a n c e s .  I t  w i l l  b e  n o t e d ,  

h o w e v e r ,  t h a t  a r b i t r a r y  s t a g e s  o f  p r e g n a n c y  

w e r e  c h o s e n ,  a  r a t h e r  r e l a t i v e  v i s u a l  

a s s e s s m e n t  r a t i n g  was e m p lo y e d ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  

t h a t  t h e  n u m b e r s  i n v o l v e d  a r e  v e r y  s m a l l : i t

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  f i g u r e s  a r e  o f  l i t t l e  

s i g n i f i c a n c e .

The p o s i t i v e  r e a c t i o n  t o  t h e  P . Â . S .  

t e c h n i q u e  w o u ld  s u g g e s t  t h a t  t h e  s u b s t a n c e  

may p o s s e s s  a  c a r b o h y d r a t e  r a d i c l e ,  o r  a  l i p o i d .  

F u r t h e r  t e s t s  w e re  c a r r i e d  o u t ,  w i t h  t h e  

f o l l o w i n g  r e s u l t s .

C y t o c h e m i s t r y .  A c c o r d i n g  t o  R e n n e l s  ( 1 9 5 1 )  

a n d  Dawson a n d  Me Oabe (1 9 5 1 )»  t h e  s u b s t a n c e  

i n  a n i m a l  o v a r i e s  i s  o f  l i p o i d  n a t u r e ,  a n d  i s  

r e m o v e d  b y  a c e t o n e ,  c h l o r o f o r m ,  e t c . ,  a n d  i s  

b i r é f r i n g e n t . I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  i t  i s  

f o u n d  t h a t ,  i n  t h e  s e c t i o n s  e x a m in e d  a f t e r
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t r e a t i n g  w i t h  S u d a n ,  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  i s  

o b s e r v e d  i n  t h e  m a t e r i a l  a l r e a d y  n o t e d  a s  b e i n g  

S c h i f f  p o s i t i v e .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  

n o t i c e a b l e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  c o r p u s  

l u t e u m  an d  t h e  e a r l y  c o r p o r a  a l b i c a n t i a ,  t h e  

c e l l s  b e i n g  d i s t r i b u t e d  c l o s e l y  a r o u n d  t h e  

l a t t e r  i n  a  b i p o l a r  f a s h i o n ,  w i t h  o c c a s i o n a l  

p o s i t i v e  c e l l s  w i t h i n  t h e  c o r p o r a .  B e i n g  

S u d a n  p o s i t i v e ,  i t  i s  t a k e n  t h a t  l i p o i d  i s  

p r e s e n t  i n  t h e  m a t e r i a l .  H o w ev e r ,  a f t e r  

t r e a t i n g  t h e  s e c t i o n  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s  i n  warm 

c h l o r o f o r m  a n d  t h e n  s t a i n i n g  w i t h  S u d a n ,  i t  

i s  n o t e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  i s  a b o l i s h e d ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  l i p o i d  h a s  b e e n  e x t r a c t e d .  

B u t  n e i t h e r  a c e t o n e  n o r  a  m i x t u r e  o f  e q u a l  

q u a n t i t i e s  o f  b o i l i n g  c h l o r o f o r m  a n d  m e t h y l  

a l c o h o l  a b o l i s h e s  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n ,  

t h e r e f o r e  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i s  n o t  

i d e n t i c a l  w i t h  t h e  l i p o i d  f r a c t i o n .

D i a s t a s e  a n d  h y a l a s e  h a v e  no  i n f l u e n c e  

on t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  i n d i c a t i n g  

t h a t  t h e  r e a c t i o n  i s  n o t  due  t o  p o l y s a c c h a r i d e s .

T h r o u g h o u t  t h e  s e r i e s  no  e v i d e n c e  o f
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m e t a o h r o m a s i a  c o u l d  be  o b t a i n e d  w i t h  t o l u i d i n e  

b l u e  o r  t h i o n i n  ( S c h m o r l ' s ) .  T h i s  c o n f i r m s  

t h e  i d e a  t h a t  t h e  s u b s t a n c e  i s  n o t  a  s i m p l e  

c a r b o h y d r a t e .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  P . A . S .  

r e a c t i o n  i s  p r e v e n t e d  b y  a c é t y l a t i o n ,  b u t  i s  

s u b s e q u e n t l y  r e s t o r e d  b y  s a p o n i f i c a t i o n ,  a n d  

a c c o r d i n g  t o  McManus a n d  C a s o n  ( 1 9 5 0 )  t h i s  

m ean s  t h a t  t h e  m a t e r i a l  i s  a l m o s t  b o u n d  t o  

p o s s e s s  a  c a r b o h y d r a t e  r a d i c l e .  T h e r e  i s  

t h u s  some e v i d e n c e  t h a t  t h e  s u b s t a n c e  i s  

p r o b a b l y  a  m i x t u r e  o f  m u c o p r o t e i n  a n d  l i p o i d .

The c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n  g i v e s  

a  w e a k l y  p o s i t i v e  r e s u l t  i n  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r o b a b l e  p r e s e n c e  o f  

am in o  a c i d s .

The M i l l o n  r e a c t i o n  i s  n e g a t i v e ,  

t h e r e f o r e  t y r o s i n e  i s  a b s e n t .

The c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n  a f t e r  

p e r f o r m i c  a c i d  i s  n e g a t i v e ,  s o  t h a t  p o s s i b l y  

t r y p t o p h a n  may b e  p r e s e n t .  T h i s  i s  c o n f i r m e d  

b y  t h e  r e a c t i o n  b e i n g  n e g a t i v e  a f t e r  

b e n z o y l a t i o n .  (S e e  T a b l e  I ) .  T h e s e  

f i n d i n g s  w o u ld  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n
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w h i c h  c o n t a i n s  t r y p t o p h a n .

The m o d i f i e d  Gram*s r e a c t i o n  r e v e a l s  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  t o  h e  G-ram p o s i t i v e ,  

t h i s  b e i n g  m o s t  o b v i o u s  i n  t h e  g l o b u l a r  s t a t e  

i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m .  Some o b s e r v e r s  c o n s i d e r  

t h i s  d u e  t o  n u d e  o p r  o t e i n ,  b u t  i n  t h e  p r e s e n t  

s e r i e s  l i g h t  g r e e n  b e f o r e  a n d  a f t e r  e x t r a c t i n g  

w i t h  t r i c h l o r o - a c e t i c  a c i d  sh o w ed  no  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  s t a i n i n g  r e a c t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  

s u b s t a n c e  i s  u n l i k e l y  t o  be  o f  n u c l e o p r o t e i n  

n a t u r e .

N u m ero u s  r e p r e s e n t a t i v e  s e c t i o n s  w e re  

e x a m in e d  u n d e r  t h e  p o l a r i z i n g  m i c r o s c o p e  w i t h o u t  

a n y  e v i d e n c e  o f  b i r e f r i n g e n c y .

To s u m m a r i z e  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  may be  

s t a t e d  t h a t ,  w i t h i n  t h e  human o v a r y  d u r i n g  t h e  

c h i l d - b e a r i n g  p e r i o d ,  t h e r e  i s  a  c o m p l e x  s u b s t a n c e ,  

d e t e c t e d  h i s t o e h e m i c a l l y  i n  t h e  f o r m  o f  

g l o b u l e s ,  o r  g r a n u l e s  w i t h i n  c e l l s ,  p r e s e n t  

m a i n l y  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  a n d  t o  a  l e s s e r  

e x t e n t  i n  t h e  s t r o m a  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  

c o r p o r a  a l b i c a n t i a ,  a n d  a l s o  i n  t h e  g r a n u l o s a  

l a y e r  o f  t h e  f o l l i c l e s .  T h i s  s u b s t a n c e  h a s
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t h e  f o l l o w i n g  c h a r a c t e r i s t i c s .  I t  i s  

S c h i f f  p o s i t i v e  an d  t h e  r e a c t i o n  i s  n o t  

a f f e c t e d  b y  a c e t o n e  o r  c h i o r  o f  orm/me t  h y l  

a l c o h o l .  P a r t  o f  t h e  m a t e r i a l  i s  

s u d a n o p h i l i c  b u t  n o n - b i r e f r i n g e n t : t h i s

p a r t  i s  s o l u b l e  i n  c h l o r o f o r m .  The m a t e r i a l  

o r  m i x t u r e  i s  G-ram p o s i t i v e ,  b u t  d o e s  n o t  

a p p e a r  t o  c o n t a i n  n u c l e o p r o t e i n .  I t  d o e s ,  

h o w e v e r ,  g i v e  r e a c t i o n s  i n d i c a t i n g  t h e  

p r e s e n c e  o f  a m i n o - a c i d s .  I t  w o u ld  a p p e a r  

f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  v a r i o u s  t e c h n i q u e s  

t h a t  t h e s e  c e l l s  c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  l i p o i d  

a n d  m u c o - p r o t e i n ,  t h e  p r o t e i n  m o i e t y  p r o b a b l y  

c o n t a i n i n g  t r y p t o p h a n ,

POMMENTART.

I n  d e s c r i b i n g  h i s  f i n d i n g s  i n  i m m a t u r e  

r a t  o v a r i e s ,  R e n n e l s  ( 1 9 5 1 )  h a s  sh o w n  t h a t  

t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  p o s s e s s e s  i n t r a c e l l u l a r  

b o d i e s  w h i c h  a r e  s u d a n o p h i l i c ,  S c h i f f  p o s i t i v e ,  

S c h u l t z  p o s i t i v e ,  b i r é f r i n g e n t  a n d  a c e t o n e  

s o l u b l e .  T h e s e  f i n d i n g s ,  u n d e r  s i m i l a r  

c o n d i t i o n s ,  h a v e  b e e n  c o r r o b o r a t e d  b y  o t h e r s .

I n  no  i n s t a n c e ,  h o w e v e r ,  h a s  a n y  a t t e m p t  b e e n
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made t o  d e t e r m i n e  m ore  s p e c i f i c a l l y  t h e  n a t u r e  

o f  t h i s  s u b s t a n c e .  From t h e  r e s u l t s  g i v e n  

h e r e  i t  i s  o b v i o u s  t h a t  t h e  m a t u r e  human o v a r y  

c o n t a i n s  a  s u b s t a n c e  w h i c h ,  a l t h o u g h  S c h i f f  

p o s i t i v e ,  i n  many r e s p e c t s  i s  q u i t e  d i f f e r e n t ;  

t h i s  s u b s t a n c e  a l t h o u g h  S c h i f f  p o s i t i v e  a n d  

s u d a n o p h i l i c ,  i s  i n s o l u b l e  i n  a c e t o n e ,  a n d  i s  

n o n - b i r e f r i n g e n t , W h e th e r  o r  n o t  t h e s e  tw o  

s u b s t a n c e s  a r e  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  a s  b e t w e e n  

a n i m a l  a n d  human t i s s u e ,  o r  w h e t h e r  t h e  

s u b s t a n c e  i s  t h e  same i n  b o t h  i n s t a n c e s  b u t  i n  

a  d i f f e r e n t  f o r m ,  h a s  y e t  t o  b e  e s t a b l i s h e d .

I t  h a s  b e e n  show n b y  Z i l l i a c u s  

( 1 9 5 2 a ;  1 9 5 2 b )  a n d  Z i l l i a c u s  a n d  T o t t e r m a n  

( 1 9 5 2 )  t h a t  S c h i f f  p o s i t i v e  g r a n u l e s  a n d  

d r o p l e t s  a r e  p r e s e n t  i n  c e r t a i n  p a t h o l o g i c a l  

c y s t a d e n o m a t a  i n  t h e  human o v a r y .  S c h i f f  

p o s i t i v e  s t r u c t u r e s ,  c o n s i d e r e d  b y  one  o f  

t h e s e  a u t h o r s  ( Z i l l i a c u s )  a s  b e i n g  

p o l y s a c c h a r i d e ,  a r e  p r e s e n t  i n  b e n i g n  

p s e u d o - m u c i n o u s  c y s t a d e n o m a t a  o f  t h e  o v a r y .  

T h i s  a u t h o r  f u r t h e r  d e s c r i b e d  t h i s  S c h i f f  

p o s i t i v e  s u b s t a n c e  i n  p s e u d o - m u c i n o u s
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a d e n o c a r c i n o m a ,  a n d  n o t e s  a n  i n v e r s e  r a t i o  

b e t w e e n  t h e  d e g r e e  o f  m a l i g n a n c y  a n d  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  

F rom  a  r e p o r t  b y  t h e  two a u t h o r s  ( Z i l l i a c u s  

a n d  T o t t e r m a n )  i n  w h i c h  i s  d e s c r i b e d  t h e  

P . A . S .  s t a i n i n g  o f  B r e n n e r  t u m o u r s ,  t h e  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  one m a l i g n a n t  t u m o u r  was 

s c a t t e r e d  a l l  o v e r ,  a n d  was r e m o v e d  b y  s a l i v a ,  

w h i c h  i s  t a k e n  a s  i n d i c a t i v e  t h a t  t h e  

m a t e r i a l  s e em s  t o  b e  g l y c o g e n .  A p a r t  f r o m  

t h e s e  r e p o r t s  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  l i t t l e  

r e s e a r c h  h a s  b e e n  made i n t o  d e t e r m i n i n g  t h e  

n a t u r e  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e s  i n  t h e  

human o v a r y .

The r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  w o rk  i n d i c a t e  

t h a t  t h e r e  a r e  tw o  s u b s t a n c e s .  As t h e  S u d a n  

r e a c t i o n  i s  p o s i t i v e  t h i s  i n d i c a t e s  t h e  

p r e s e n c e  o f  l i p o i d ,  w h i c h  c a n  be  e x t r a c t e d  b y  

f a t  s o l v e n t s ,  l e a v i n g  b e h i n d  a n o t h e r  s u b s t a n c e  

g i v i n g  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  w i t h  S c h i f f .

T h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e ,  a l s o ,  i s  s t a b l e  

w hen  t r e a t e d  w i t h  d i a s t a s e ,  w i t h  h y a l a s e ,  a n d  

a f t e r  a c é t y l a t i o n  w i t h  s a p o n i f i c a t i o n ;  t h u s
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i n d i c a t i n g  t h a t  i t  i s  n o t  g l y c o g e n ,  a l t h o u g h  

o f  c a r b o h y d r a t e  n a t u r e .  F u r t h e r ,  t h e  p o s i t i v e  

r e a c t i o n  o b t a i n e d  by  t h e  c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  

t e c h n i q u e  i n d i c a t e s  t h a t  p r o t e i n  i s  p r e s e n t ,  

an d  f r o m  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  t h e  M i l l o n ,  

c o u p l e d  t e t r a z o n i u m ,  a n d  p e r f o r m i c  a c i d  

r e a c t i o n s  t h i s  p r o t e i n  i s  l i k e l y  t o  c o n t a i n  

t r y p t o p h a n .  Due t o  t h e  n e g a t i v e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  l i g h t  g r e e n  r e a c t i o n  b e f o r e  

a n d  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  t r i c h l o r o a c e t i c  

a c i d ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  n u c l e o p r o t e i n  i s  

p r e s e n t .

I n  s h o r t ,  t h e  m a t e r i a l  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n  w o u ld  s e em  t o  be  a  c o m b i n a t i o n  o f  

l i p o i d  p l u s  g l y c o - p r o t e i n .  From t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  c e l l s  c o n t a i n i n g  t h i s  

m a t e r i a l  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e y  a r e  c l o s e l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  f o l l i c l e  

r i p e n i n g  a n d  f o r m a t i o n  o f  t h e  c o r p u s  l u t e u m .  

P r e g n a n c y ,  w i t h  i t s  g r e a t l y  h y p e r t r o p h i e d  

c o r p u s  l u t e u m ,  s e e m s  t o  i n c r e a s e  t h e  f r e q u e n c y  

o f  t h e s e  c e l l s  -  a n d ,  i t  may b e ,  e s p e c i a l l y  

i n  t h e  e a r l y  m o n th s  o f  p r e g n a n c y .  From t h i s
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s t u d y  o f  t h e  m a t u r e  human o v a r y  t h e  

s i g n i f i e a n o e  o f  t h e s e  c e l l s  i s  n o t  y e t  

a p p a r e n t ,  a n d  i t  was d e c i d e d ,  t h e r e f o r e ,  

t o  i n v e s t i g a t e  i m m a t u r e  human o v a r i e s .

T h i s  f o r m s  t h e  s u b j e c t  o f  t h e  n e x t  s e c t i o n .
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SECTION I I I .

H i s t o c h e m i s t r y  o f  F o e t a l / B a b y  O v a r i e s .

I n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  i t  h a s  b e e n  

show n t h a t  t h e  o v a r y  o f  women i n  t h e  

c h i l d - b e a r i n g  a g e  g r o u p  c o n t a i n s  a  c o m p l e x  

s u b s t a n c e  w h i c h  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  c o m p o se d  

o f  l i p o i d  a n d  m u c o - p r o t e i n .  I t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  m a t e r i a l  

i s  r e l a t e d  t o  o v a r i a n  a c t i v i t y  a n d  i n  

p a r t i c u l a r  t o  t h e  l u t e a l  p h a s e  o f  t h e  o v a r i a n  

c y c l e .  I t  i s ,  h o w e v e r ,  d i f f i c u l t  t o  a s s e s s  

t h e  r e l a t i v e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  s u b s t a n c e  i n  

t h e  a d u l t  human o v a r y .  The n o r m a l  o v a r y  

c o n t a i n s  f o l l i c l e s  a t  a l l  p h a s e s  o f  m a t u r a t i o n ,  

a n d ,  a l t h o u g h  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  m a t e r i a l  

may b e  r e l a t e d  t o  c e r t a i n  s t a g e s  i n  f o l l i c u l a r  

d e v e l o p m e n t ,  i t  i s  e q u a l l y  p o s s i b l e  t h a t  i t  

i s  m e r e l y  a  p r o d u c t  o f  d e g e n e r a t i o n .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  e n d o c r i n e  p a t t e r n  i s  c o m p l i c a t e d  

i n  t h e  a d u l t  a n d  i n t e r p r e t a t i o n  b e c o m e s  d o u b l y  

d i f f i c u l t .  The f o e t a l  o v a r y ,  on t h e  o t h e r  

h a n d ,  i s  u s u a l l y  i n a c t i v e  a n d  s h o u l d  p e r h a p s
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p r o v i d e  some e v i d e n c e  r e g a r d i n g  t h e  p o s s i b l e  

r e l a t i o n s h i p  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  t o  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y .

A l t h o u g h  i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  

f o e t a l  o v a r i e s  a r e  i n a c t i v e  a t  t h e  t i m e  o f  

b i r t h  u n t i l  p u b e r t y ,  c a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

f r o m  t i m e  t o  t i m e  (N o v ak ,  1 9 4 7 ;  G ovan  a n d  

M u k h e r j e e ,  1 9 5 0 )  i n  w h i c h  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  

f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n  h a v e  b e e n  s e e n .  I t  

was f e l t  t h a t  s t u d y  o f  s i m i l a r  m a t e r i a l  m i g h t  

p r o v e  o f  v a l u e  i n  i n t e r p r e t i n g  t h e  f i n d i n g s  

i n  t h e  a d u l t  o v a r y .  At t h e  same t i m e  

o p p o r t u n i t y  h a s  b e e n  t a k e n  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

d e g r e e  o f  a c t i v i t y  i n  f o e t a l  o v a r i e s  i n  v i e w  

o f  t h e  s u g g e s t i o n s  made b y  Govan  a n d  

M u k h e r j e e  ( 1 9 5 0 ) .

M a t e r i a l  a n d  M e th o d s .

A. T i s s u e .  E i g h t y - e i g h t  o v a r i e s  f ro m  

49 b a b i e s  w e r e  o b t a i n e d  p o s t - m o r t e m ,  t h e  a g e s  

v a r y i n g  f r o m  24 w eek s  i n t r a - u t e r i n e  t o  9 d a y s  

p o s t n a t a l ;  o f  t h e s e  b a b i e s ,  14 w e r e  b o r n  a l i v e  

a n d  d i e d  i n  t h e  e a r l y  n e o n a t a l  p e r i o d ;  10 

w e r e  s t i l l b o r n  a t  t e r m ;  21 w e re  s t i l l b o r n
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b e t w e e n  28 w eeks  o f  p r e g n a n c y  a n d  t e r m ;  a n d  

4 w e r e  s t i l l b o r n  u n d e r  28 w eek s  o f  p r e g n a n c y  -  

m i s c a r r i a g e s .

B. H i s t o l o g i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s .  

S p e c i m e n s  w e re  f i x e d  i n  f o r m o l - c o r r o s i v e ,  b l o c k e d  

i n  p a r a f f i n ,  a n d  s e c t i o n s  c u t  a t  6/ a.

T h e r e a f t e r  t h e  f o l l o w i n g  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s  w e r e  

e m p l o y e d :

( i )  H a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  (H. & E . )

( i i )  P e r i o d i c - a c i d  -  S c h i f f  ( P . A . S . )

( i i i )  A c e t o n e  -  P . A . S .

( i v )  S u d a n  b l a c k .

I n  a d d i t i o n ,  s e c t i o n s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  

b i r e f r i n g e n c y .

R e s u l t s .

On e x a m i n i n g  t h e  s e c t i o n s  s t a i n e d  b y

H. k  E .  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  o v a r i e s  c o u l d  b e  

d i v i d e d  i n t o  tw o  g r o u p s  -  t h o s e  w h i c h  w e r e  

a p p a r e n t l y  c o m p l e t e l y  i n a c t i v e ,  a n d  t h o s e  w h i c h  

sh o w ed  e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y  a s  j u d g e d  b y  

m u l t i p l i c a t i o n  i n  t h e  g r a n u l o s a  c e l l s ,  a n d  

f o l l i c u l a r  f o r m a t i o n .  By t h i s  s t a n d a r d  35 

o v a r i e s  f r o m  21 b a b i e s  w e re  i n a c t i v e ,  a n d
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53 o v a r i e s  f r o m  28 b a b i e s  sh o w ed  a c t i v i t y .

M os t  o f  t h e s e  o v a r i e s  w e re  p a i r s  f r o m  s i n g l e  

b a b i e s ,  a n d ,  i n v a r i a b l y ,  i t  was f o u n d  t h a t  

t h e  c h a n g e s  s e e n  i n  1 o v a r y  o f  a  p a i r  w e r e  

a l m o s t  i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  i n  i t s  n e i g h b o u r :  

t h u s  t h e  n u m b e r s  may b e  r e d u c e d  t o  t h o s e  o f  

t h e  b a b i e s .  I n  o t h e r  w o r d s ,  a c t i v i t y  o f  

v a r y i n g  d e g r e e  was n o t e d  i n  t h e  o v a r i e s  o f  

28 b a b i e s  (5 7  p e r  c e n t . ) ,  w h i l e  i n  t h e  

r e m a i n i n g  21 b a b i e s  (43  p e r  c e n t . ) n o  e v i d e n c e  

o f  a c t i v i t y  c o u l d  b e  f o u n d .  I n  b o t h  g r o u p s  

t h e  f o e t a l  a g e s  v a r i e d  f r o m  m i s c a r r i a g e s  t o  

n e o n a t a l  l i f e , a n d  a n a l y s i s  s u g g e s t s  t h a t  

a c t i v i t y  i n  t h e s e  o v a r i e s  i s  n o t  r e l a t e d  t o  

a g e  ( s e e  T a b l e  I I I ) .

On f u r t h e r  e x a m i n a t i o n ,  t h e  f i r s t  

e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y  i s  f o u n d  i n  t h e  g r a n u l o s a  

c e l l s ,  w h i c h  becom e l a r g e r ,  m ore  p o l y g o n a l ,  

a n d  m ore  n u m e r o u s .  To b e g i n  w i t h ,  n o  a c t i v i t y  

i s  e x h i b i t e d  b y  t h e  o v a r i a n  s t r o m a .  When, 

h o w e v e r ,  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  h a s  r e a c h e d  t h e  

s t a g e  o f  a b o u t  4 t o  8 c e l l s  i n  d e p t h ,  t h e r e  i s  

a  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  s u r r o u n d i n g  s t r o m a  t o



Fig. 6. Section of active foetal ovary to show the type of 

theca luteinization present : compare with Fig. 7.

H.&E. X 840.



Fig. 7. Section of active adult ovary to show theca-

luteinization. Note that the magnification is the same 
in Figs. 6 and 7. H.&E. x 840.
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f o r m  a  d e f i n i t e  t h e c a l  l a y e r ,  a n d  a f t e r  

f o r m a t i o n  o f  t h e  a t r i u m  i n  t h e  f o l l i c l e  t h e s e  

t h e c a l  c e l l s  b e g i n  t o  show e v i d e n c e  o f  

t r a n s f o r m a t i o n  t o  l u t e i n  t i s s u e .  T h i s  t h e c a l  

a c t i v i t y ,  h o w e v e r ,  d o e s  n o t  q u i t e  c o r r e s p o n d  

t o  t h a t  s e e n  i n  t h e  m a t u r e  f u n c t i o n i n g  o v a r y ;  

i n s t e a d  o f  t h e  c e l l s  b e c o m in g  h y p e r t r o p h i e d ,  

e p i t h e l i o i d  o r  p o l y g o n a l ,  a n d  h a v i n g  a  fo am y  

c y t o p l a s m ,  g e n e r a l l y  d e s c r i b e d  a s  t h e c a - l u t e i n  

c e l l s ,  t h e y  t e n d  t o  r e m a i n  s p i n d l e - s h a p e d  a n d ,  

a l t h o u g h  e n l a r g e d ,  n e v e r  g i v e  t h e  a p p e a r a n c e  

s u g g e s t i v e  o f  t r u e  l u t e i n i z a t i o n .  Where 

c y s t i c  a t r e s i a  h a s  o c c u r r e d ,  t h e  t h e c a  l a y e r  

sh o w s  a c l o s e r  r e s e m b l a n c e  t o  t h e c a - l u t e i n  

c e l l s ,  b u t  t h e  c e l l s  a r e  s t i l l  r e l a t i v e l y  

s m a l l  a n d  do n o t  show t h e  u s u a l  fo am y  c y t o p l a s m  

o f  t h e  f u l l y  d e v e l o p e d  l u t e a l  c e l l s  ( F i g s .  6 

a n d  7 ) .

At t h i s  s t a g e ,  a s  t h e r e  d i d  n o t  a p p e a r  

t o  b e  a n y  r e l a t i o n  b e t w e e n  a c t i v i t y  a n d  a g e  o f  

t h e  o v a r i e s ,  some o t h e r  f a c t o r  was s o u g h t .

The m a t e r n a l  c l i n i c a l  h i s t o r i e s  w e r e  s t u d i e d ,  

a n d  i t  was f o u n d  t h a t ,  i n  t h e  28 b a b i e s  w i t h
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a c t i v e  o v a r i e s ,  21 w e r e  f r o m  m o t h e r s  who h a d  

e x h i b i t e d  a t o x a e m i a  o f  p r e g n a n c y  ( p r e - e c l a m p s i a ,  

e c l a m p s i a ,  h i g h  b l o o d  p r e s s u r e ,  a c c i d e n t a l  

a n t e - p a r t u r n  h a e m o r r h a g e  w i t h  s i g n s  o f  t o x a e m i a ) ,

2 w e r e  m i s c a r r i a g e s ,  a n d  t h e  r e m a i n i n g  5 g a v e  

m a t e r n a l  h i s t o r i e s  w h i c h  d i d  n o t  s e e m  t o  b e  

r e l e v a n t  ( e x t e r n a l  v e r s i o n  w i t h  s u r g i c a l  

i n d u c t i o n ,  f u l l  t e r m  w i t h  i n t r a - u t e r i n e  d e a t h ,  

f o e t a l  c o n g e n i t a l  a b n o r m a l i t y  o f  t h e  b o w e l ,  

m a t e r n a l  c a r c i n o m a  o f  g u t ,  f o e t a l  a n e n c e p h a l y  

w i t h  h y d r a m n i o s ) .  Of t h e  21 b a b i e s  w i t h  

a p p a r e n t l y  i n a c t i v e  o v a r i e s ,  t h e  m a t e r n a l  

h i s t o r i e s  i n  10  w e r e  v i r t u a l l y  n o r m a l ,  2 w e re  

m i s c a r r i a g e s ,  3 w e r e  f o e t a l  a b n o r m a l i t i e s  

( a n e n c e p h a l y ) ,  a n d  i n  6 t h e r e  w e r e  h i s t o r i e s  

o f  t o x a e m i a  (2  f u l m i n a t i n g  e c l a m p s i a ,  4 m i l d  

p r e - e c l a m p s i a ) .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  s i m i l a r  

t o  t h o s e  r e p o r t e d  b y  Govan a n d  M u k h e r j e e  

( 1 9 5 0 ) .  To c o n s i d e r  t h e s e  f i n d i n g s  i n  g r e a t e r  

d e t a i l ,  a t t e n t i o n  w i l l  b e  g i v e n  i n  t h e  f i r s t  

i n s t a n c e  t o  t h e  a c t i v e  o v a r i e s  a s  t h e r e  a r e  no  

o b v i o u s  c h a n g e s  t o  be  f o u n d  i n  t h e  i n a c t i v e  

o n e s .
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The a c t i v e  o v a r i e s  i n  t h i s  p r e s e n t  s e r i e s  

f a l l  r e a d i l y  i n t o  t h r e e  g r o u p s ,  v i z :

( 1 )  t o x a e m i a ,  ( 2 )  m i s c a r r i a g e s  a n d  ( 3 )  a p p a r e n t l y  

n o r m a l ;  t h e  sum o f  t h e s e  g r o u p s  b e i n g  28 

s p e c i m e n s .

1 .  T o x ae m ic  G ro u p .

T w e n t y - o n e  o v a r i e s  b e l o n g e d  t o  t h i s  g r o u p ,  

an d  a c c o r d i n g  t o  t h e  d e g r e e  o f  a c t i v i t y  o r  

f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n  o b s e r v e d ,  t h e y  may be 

c o n s i d e r e d  u n d e r  t h r e e  h e a d i n g s .

E a r l y  a c t i v i t y .  T h i s  i n c l u d e s  e v e r y  s i g n  

o f  a c t i v i t y  i n  t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e  up  t o ,  

b u t  e x c l u d i n g  a n t r u m  f o r m a t i o n .  I t  was t h e  

co m m o n es t  f i n d i n g  i n  a l l  o f  t h e  o v a r i e s ,  a n d  was 

t h e  o n l y  c h a n g e  f o u n d  i n  2 c a s e s  ( 9 . 5  p e r  c e n t . ) .  

The n u m b e r  o f  f o l l i c l e s  o f  t h i s  e a r l y  t y p e  i n  a  

s i n g l e  o v a r y  v a r i e d  f r o m  1 t o  4 5 ,  t h e  a v e r a g e  

b e i n g  1 0 .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e s e  e a r l y  c h a n g e s  

19 c a s e s  ( 9 0 . 5  p e r  c e n t . ) sh o w ed  m ore  a d v a n c e d  

a c t i v i t y .

A d v a n c e d  a c t i v i t y .  U n d e r  t h i s  h e a d i n g  a r e  

i n c l u d e d  a t r i a t e d  f o l l i c l e s .  N i n e t e e n  o v a r i e s  

c o n t a i n e d  f o l l i c l e s  w i t h  w e l l  d e v e l o p e d  a n t r a ,



4 9 .
t h e  n u m b er  o f  s u c h  f o l l i c l e s  i n  a n y  s i n g l e  

o v a r y  v a r y i n g  f r o m  1 t o  3 6 ,  t h e  a v e r a g e  b e i n g  

7 .

C y s t i c  a t r e s i a .  F o l l i c l e s  w h i c h  h a d  

d e v e l o p e d  a n d  sh o w ed  s i g n s  o f  c y s t i c  a t r e s i a  

w e re  f o u n d  i n  13  o v a r i e s .  I n  e a c h  o v a r y  t h e y  

v a r i e d  f r o m  1 t o  7 ,  t h e  a v e r a g e  b e i n g  3#

2 .  M i s c a r r i a g e  G ro u p .

Two o v a r i e s  o n l y  f e l l  i n t o  t h i s  g r o u p .

I n  t h e  f i r s t  o f  t h e s e  t h e  o n l y  e v i d e n c e  o f  

a c t i v i t y  was t h e  p r e s e n c e  o f  1 e a r l y  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e .  I n  t h e  s e c o n d ,  2 f o l l i c l e s  sh o w ed  

e v i d e n c e  o f  e a r l y  a c t i v i t y ,  a n d  i n  a d d i t i o n  t h i s  

o v a r y  c o n t a i n e d  1 c y s t i c  a t r e t i c  f o l l i c l e .

3. A p p a r e n t l y  N o rm a l  G ro u p .

F i v e  o v a r i e s  b e l o n g e d  t o  t h i s  g r o u p ,  a n d  

t h e  f i n d i n g s  i n  e a c h  w e re  a s  f o l l o w s .  The 

f i r s t  o v a r y  c o n t a i n e d  8 e a r l y  a c t i v e  f o l l i c l e s ,

2 f o l l i c l e s  w i t h  a n t r a ,  a n d  2 c y s t i c  a t r e t i c  

f o l l i c l e s .  The s e c o n d  o v a r y  c o n t a i n e d  6 e a r l y  

a c t i v e  f o l l i c l e s  a n d  1 e a c h  w i t h  a n  a n t r u m  a n d  

c y s t i c  a t r e s i a .  The t h i r d  o v a r y  c o n t a i n e d  1 

e a r l y  a c t i v e  f o l l i c l e  a l o n e .  The f o u r t h  o v a r y
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c o n t a i n e d  3 e a r l y  a c t i v e  f o l l i c l e s  a n d  3 

c y s t i c  a t r e t i c  f o l l i c l e s .  The f i f t h  o v a r y  

c o n t a i n e d  2 e a r l y  a c t i v e  f o l l i c l e s  a n d  1 

f o l l i c l e  w i t h  a n  a n t r u m .

The d e t a i l e d  f i n d i n g s  o f  t h e  a b o v e  g r o u p s  

a r e  a n a l y s e d  i n  T a b l e  IV .  T’rom  t h i s  T a b l e  i t  

i s  o b v i o u s  t h a t  f o e t a l  o v a r i a n  a c t i v i t y  i n  a l l  

s t a g e s  may b e  f o u n d  i n  n o r m a l  a n d  t o x a e m i a  

p r e g n a n c y ,  b u t  t h e  d e g r e e  o f  a c t i v i t y  t e n d s  t o  

be  g r e a t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t o x a e m i a .  T h i s  

c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  c o l u m n s  d e a l i n g  w i t h  t h e  

r a n g e  a n d  t h e  a v e r a g e  f o r  e a c h  p h a s e  o f  t h e  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e .  The p o s i t i o n  may b e  m ore  

c l e a r l y  s t a t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  i n c i d e n c e  o f  

f o e t a l  o v a r i a n  a c t i v i t y  i n  t o x a e m i a  a n d  n o n -  

t o x a e m i a  p r e g n a n c i e s .  F o r  t h i s  p u r p o s e  i t  

i s  n e c e s s a r y  t o  s t u d y  t h e  w h o le  g r o u p  o f  49 

c a s e s .  As p r e v i o u s l y  n o t e d ,  27 c a s e s  w e re  

t o x a e m i c .  I n  6 ,  o r  22 p e r  c e n t . ,  no  e v i d e n c e  

o f  f o e t a l  o v a r i a n  a c t i v i t y  c o u l d  b e  f o u n d .

The r e m a i n i n g  21 c a s e s ,  o r  78 p e r  c e n t . , sh o w e d  

v a r y i n g  d e g r e e s  o f  f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n .  

T w e n ty - tw o  c a s e s ,  4 o f  t h e m  m i s c a r r i a g e s ,  w e r e
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Fig. 8. SectioTi of foetal ovary from inactive group, to 
show numerous primordial follicles, absence of activity, 
and absence of any reaction to the Schiff stain.
PA-S. X 185.
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n o n - t o x a e m i Q , The f o e t a l  o v a r i e s  i n  15 o f  

t h i s  g r o u p  ( 6 8  p e r  o e n t , ) w e re  q u i t e  i n a c t i v e ,  

a n d  o n l y  32 p e r  c e n t ,  e x h i b i t e d  e v i d e n c e  o f  

f o l l i c u l a r  r i p e n i n g .  The d e t a i l s  a r e  show n 

i n  T a b l e  V. T h i s  T a b l e  e m p h a s i z e s  t h e  f a c t  

t h a t  f o e t a l  o v a r i a n  a c t i v i t y  i s  m ore common i n  

t o x a e m i c  p r e g n a n c y  a n d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  i s  o f  

a  m ore  a d v a n c e d  d e g r e e .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  s e c t i o n s  s t a i n e d  b y  

t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e  p r o d u c e d  e q u a l l y  i n t e r e s t i n g  

r e s u l t s .  H e re  a g a i n ,  t h e r e  was a d h e r e n c e  t o  

t h e  tw o  g r o u p s  m e n t i o n e d  a b o v e .  I n  t h e  21 

o a s e s  i n  w h i c h  t h e r e  was  a p p a r e n t l y  no  o v a r i a n  

a c t i v i t y ,  a l l  s e c t i o n s  w e re  S c h i f f  n e g a t i v e  f o r  

t h e  c e l l s  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n  ( P i g .  8 ) .  I n  

t h e  28 c a s e s  w i t h  o v a r i a n  a c t i v i t y ,  26 sh o w ed  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  

f o l l i c l e s .  The z o n a  p e l l u c i d a  g a v e  a  s t r o n g  

p o s i t i v e  r e a c t i o n ,  a n d  i n  a d d i t i o n  g l o b u l e s  

l y i n g  b e t w e e n  t h e  g r a n u l o s a  c e l l s ,  b u t  a p p a r e n t l y  

n o t  c o n t a i n e d  w i t h i n  th e m ,  a l s o  r e a c t e d  w i t h  

t h e  S c h i f f  r e a g e n t .  T h i s  a p p e a r a n c e  i s  s i m i l a r  

t o  t h a t  f o u n d  i n  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  o f  m a t u r e



Fig 9. Section of foetal ovary from active group to show 
atriated follicle with globules of Schiff positive 
material in the granulosa layer. PA S. % 185.
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Fig. 10. High power to show cells of the discus proligerus 
seen in Fig. 9, to show more clearly the SchitE positive 
globules, two ot which are arrowed. PA.5. x 900 .



52.

a c t i v e  o v a r i e s ;  i n  no  i n s t a n c e  was t h e  P . A . S .  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  f o u n d  i n  t h e  f o r m  o f  

g r a n u l e s ,  e i t h e r  i n t r a -  o r  e x t r a - c e l l u l a r ,  a s  

f o u n d  p a r t i c u l a r l y  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  

c o r p u s  l u t e u m  a n d  c o r p u s  a l b i c a n s  i n  t h e  

m a t u r e  a c t i v e  o v a r y ,  a n d  a s  d e s c r i b e d  i n  

S e c t i o n  I I ,  p a g e  28 .  I t  was c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  

t h a t  t h e s e  g l o b u l e s  may h a v e  b e e n  d e r i v e d  f r o m  

b r e a k - d o w n  o f  t h e  z o n a  p e l l u c i d a .  H o w ev e r ,  i n  

a l l  t h e  s e c t i o n s  s t u d i e d  t h i s  d o e s  n o t  s e em  t o  

be  t h e  c a s e ,  a s  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  r e a c t i o n  

a n d  t h e  b r e a d t h  o f  t h e  z o n a  p e l l u c i d a  a r e  

u n a l t e r e d  w h e t h e r  S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s  a r e  

p r e s e n t  o r  n o t  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r .

S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s  w e r e  n o t  f o u n d  

u n t i l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  h a d  

r e a c h e d  a b o u t  6 - 8  c e l l s  d e e p ;  t h i s  was n o t e d  

i n  8 ( 2 8 .6  p e r  c e n t . ) o f  t h e  28 c a s e s .  I n  

19 c a s e s  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  w i t h  a n t r a  w e re  

f o u n d ,  a n d  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  was d e t e c t e d  

i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  18 ( 6 4 . 3  p e r  c e n t . )  

o f  t h e s e ,  b e i n g  s i t u a t e d  m a i n l y  i n  t h e  r e g i o n  

o f  t h e  d i s c u s  o o p h o r u s  ( P i g s .  9 a n d  1 0 ) .



Fig. 11- Section of cystic atretic follicle to show Schiff 
positive globules in association, (arrowed).
P.A.S. X 185.
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I n  13  c a s e s  t h e r e  w e re  c y s t i c  a t r e t i c  f o l l i c l e s ,  

i n  3 o f  w h i c h  t h e r e  was e v i d e n c e  o f  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  ( P i g .  1 1 ) .  I n  s h o r t ,  o u t  

o f  t h e  28 c a s e s  w i t h  a c t i v e  o v a r i e s ,  a l l  h u t  

2 r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m :  i n  1 o f

t h e  n e g a t i v e  s p e c i m e n s  t h e  m o t h e r  h a d  s u f f e r e d  

f r o m  p r e - e c l a m p s i a ,  a n d  i n  t h e  o t h e r  t h e  

c o n d i t i o n  h a d  "been hy  d r  a m n io s  a s s o c i a t e d  w i t h  

a n e n c e p h a l y ,  p r e g n a n c y  e n d i n g  a t  36 w e e k s .

I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h i s  m a t e r i a l  was 

a t t e m p t e d  "by e x a m i n i n g  11 s e c t i o n s  o f  o v a r i e s  

f r o m  a n  a r b i t r a r i l y  c h o s e n  7 b a b i e s ,  t h e  

s e c t i o n s  b e i n g  s t a i n e d  b y  t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e  

a f t e r  t r e a t i n g  w i t h  a c e t o n e  f o r  30 m i n u t e s .

I n  a l l  o f  t h e s e  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  r e m a i n e d  

p o s i t i v e .  F u r t h e r  s e c t i o n s  f r o m  t h e  same 

o v a r i e s  w e re  s t a i n e d  b y  S u d a n  b l a c k  a l o n e ,  a n d  

i t  was f o u n d  t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

was S u d a n  p o s i t i v e .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  

s e c t i o n s  f o r  b i r e f r i n g e n c y  was n e g a t i v e .  T h e s e  

f i n d i n g s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n  t h e  

m a t u r e  f u n c t i o n i n g  a d u l t  o v a r y  ( S e c t i o n  I I  o f
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t h i s  t h e s i s ) .

F rom  t h e s e  r e s u l t s  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  

t h e  m a t e r i a l  f o u n d  o n l y  i n  a c t i v e  f o e t a l  

o v a r i e s  i s  o f  t h e  same c h e m i c a l  n a t u r e  a s  t h a t  

f o u n d  i n  t h e  a d u l t  f u n c t i o n i n g  o v a r y .  I t  i s  

t o  b e  n o t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i s  i n  t h e  f o r m  o f  e x t r a - c e l l u l a r  

g l o b u l e s ,  a s  i n  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m  o f  t h e  

a d u l t  o v a r i e s ,  a s  o p p o s e d  t o  t h e  p o s i t i v e  

g r a n u l e s  c o n t a i n e d  w i t h i n  c e l l s  w h i c h  h a v e  b e e n  

f o u n d  i n  t h e  c o r p o r a  l u t e a  a n d  c o r p o r a  

a l b i c a n t i a  o f  t h e  a c t i v e  a d u l t  o v a r i e s .  

GQMMEFTARY.

Two m a in  f a c t s  em erg e  f r o m  t h i s  s t u d y  

o f  t h e  f o e t a l  o v a r y .  I n  t h e  f i r s t  i n s t a n c e  

i t  i s  o b v i o u s  t h a t  f o l l i c l e  m a t u r a t i o n  up  t o  

t h e  s t a g e  o f  co m m en c in g  t h e e a  l u t e i n i z a t i o n  i s  

n o t  a n  uncommon f i n d i n g ,  a n d  s e c o n d l y  t h i s  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r .

The f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  may b e  f o u n d  i n  

e i t h e r  n o r m a l  o r  a b n o r m a l  p r e g n a n c y ,  b u t  t h e
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i n c i d e n c e  an d  d e g r e e  o f  m a t u r a t i o n  i s  m o s t  

p r o n o u n c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t o x a e m i a .  I t  

i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  f o l l i c l e  m a t u r a t i o n  

o c c u r s  o n l y  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  

g o n a d o t r o p h i n s  a n d  u s u a l l y  t h e s e  a r e  o f  p i t u i t a r y  

o r i g i n  ( E v e n s ,  Myer a n d  S im p s o n ,  1 9 3 2 ) .  D u r i n g  

p r e g n a n c y ,  a n d  p a r t i c u l a r l y  t o x a e m i c  p r e g n a n c y ,  

t h e r e  i s  a n  e n o rm o u s  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  g o n a d o t r o p h i n ,  a n d  a c c o r d i n g  t o  S m i t h  a n d  

S m i t h  ( 1 9 3 9 > 1 9 4 0 , 1 9 4 1 ) t h e  e x c e s s  i n  t o x a e m i a  

i s  o f  p l a c e n t a l  o r i g i n .  W h i le  s o - c a l l e d  

c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  w i l l  a c t i v a t e  t h e  o v a r i e s  

o f  many a n i m a l s ,  m o s t  o b s e r v e r s  a g r e e  t h a t  i t  

h a s  l i t t l e  i f  a n y  e f f e c t  on t h e  human o v a r y  

( G e i s t ,  19335 P r a t t ,  1 9 3 3 ;  H am b len ,  1939?

Brown, B r a d b u r y  a n d  M e t z g e r ,  1 9 4 1 ) .  I t  i s  t o  

be n o t e d ,  a l s o ,  t h a t  i n  t h e  p r e s e n t  s e r i e s  t h e  

c h a n g e s  i n  t h e  f o e t a l  o v a r i e s  s u g g e s t  t h e  

a c t i o n  o f  a  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o rm o n e ,  a n d  

t h a t  t r u e  l u t e i n i z a t i o n  o f  t h e  f o l l i c u l a r  c e l l s  

d i d  n o t  o c c u r .  I f  S m i t h  a n d  S m i t h ' s  

i n t e r p r e t a t i o n  i s  c o r r e c t ,  i t  s e em s  u n l i k e l y  

t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  g o n a d o t r o p h i n  i n  t o x a e m i a
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c a n  p l a y  a n y  p a r t  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  f o e t a l  

o v a r i e s .  A c c o r d i n g l y ,  one w o u ld  h a v e  t o  

p r o p o u n d  a  p r i m a r y  f o e t a l  m e c h a n i s m  o r  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  some o t h e r  m a t e r n a l  s u b s t a n c e  

w h i c h  w o u ld  a c t i v a t e  t h e  f o e t a l  p i t u i t a r y .

Go v a n  a n d  M u k h e r j e e  ( 1 9 5 0 ) ,  h o v /e v e r ,  h a v e  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e x c e s s  g o n a d o t r o p h i n  f o u n d  

i n  t o x a e m i a  i s  i n  p a r t  a t  l e a s t  o f  m a t e r n a l  

p i t u i t a r y  o r i g i n ,  a n d  t h a t  i t  i s  t h i s  s u b s t a n c e  

a l o n e  w h i c h  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  m a t u r a t i o n  

f o u n d  i n  t h e  f o e t a l  o v a r i e s .  T h e s e  w o r k e r s  

h a v e  p r o d u c e d  a  c e r t a i n  am o u n t  o f  i n d i r e c t  

e v i d e n c e  o f  p i t u i t a r y  h y p e r a c t i v i t y  i n  t o x a e m i a  

o f  p r e g n a n c y  ( M u k h e r j e e  an d  G ovan ,  1 9 5 0 ;

M u k h e r j e e  a n d  G ovan ,  1 9 5 1 ;  Govan e t  a l ,  1 9 5 1 ) ,  

a n d  m ore  r e c e n t l y  o t h e r  w o r k e r s  h a v e  c l a i m e d  

t o  b e  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  o r i g i n  o f  t h e s e  

g o n a d o t r o p h i n s  f r o m  t h e  p i t u i t a r y  ( L a j o s ,  

S z o n t a g h  a n d  P â l i ,  1 9 5 3 a ,  b ;  L a j o s ,  S z o n t a g h  

e t  a l . ,  1953?  A g a d z h a n o f f ,  1 9 5 3 )*  Some o f  

t h e s e  w o r k e r s  h a v e  a l s o  s t a t e d  t h a t  t h e  

g o n a d o t r o p h i n s  i n  t h e  l a t e  s t a g e s  o f  n o r m a l  

p r e g n a n c y  a r e  a l s o  p a r t l y  o f  p i t u i t a r y  o r i g i n
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a n d  t h i s  w o u ld  h e l p  t o  e x p l a i n  t h e  o c c a s i o n a l  

o c c u r r e n c e  o f  f o e t a l  o v a r i a n  a c t i v i t y  i n  a n  

a p p a r e n t l y  n o r m a l  p r e g n a n c y .  The a b s e n c e  o f  

a c t i v i t y  i n  a  few  o f  t h e  t o x a e m i c  o a s e s  i s  

m ore d i f f i c u l t  o f  e x p l a n a t i o n .  I n  2 c a s e s  t h e  

t o x a e m i a  was f u l m i n a t i n g  an d  r e s u l t e d  i n  t h e  

d e l i v e r y  o f  a  m a c e r a t e d  s t i l l b o r n  f o e t u s .  I t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  f o e t u s e s  d i e d  b e f o r e  

a n y  m a n i f e s t a t i o n  o f  o v a r i a n  a c t i v i t y  c o u l d  

d e v e l o p .  I n  a  f u r t h e r  4 c a s e s  t h e  t o x a e m i c  

sym ptom s w e r e  v e r y  m i l d  a n d  t h e  c i r c u l a t i n g  

g o n a d o t r o p h i n  may h a v e  b e e n  i n s u f f i c i e n t  t o  

p r o m o t e  c h a n g e s  i n  t h e  f o e t a l  o v a r i e s .  I n  

a n y  e v e n t  a  r e a s o n a b l y  s t r o n g  c a s e  c a n  b e  made 

f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  g o n a d o t r o p h i n s  w i t h  a  

p i t u i t a r y - l i k e  a c t i v i t y  i n  t h e s e  p a t i e n t s .

T h e r e  s e em s  l i t t l e  d o u b t  t h a t  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  d e t e c t e d  i n  t h e s e  f o e t a l  

o v a r i e s ,  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  a d u l t  o v a r i e s ,  

i s  r e l a t e d  t o  c e r t a i n  p h a s e s  o f  f o l l i c u l a r  

d e v e l o p m e n t .  I n  t h e  a d u l t  o v a r y ,  m a t e r i a l  

g i v i n g  a  S c h i f f  r e a c t i o n  was f o u n d  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e



58.

a n d  i n  t h e  c e l l s  o f  t h e  f u l l y  d e v e l o p e d  c o r p u s  

l u t e u m ;  b u t  i n  t h e  p r e s e n t  i n s t a n c e  t h e  

s u b s t a n c e  was o n l y  p r e s e n t  i n  t h e  f o r m  o f  

e x t r a - c e l l u l a r  g l o b u l e s  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r .  

W h e t h e r ,  i n  t h e  g l o b u l a r  s t a t e ,  i t  i s  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  a c t i v i t y  o r  r e p r e s e n t s  m e r e l y  some 

p r o d u c t  r e s u l t i n g  f r o m  t h i s  a c t i v i t y  i s  a s  y e t  

a  m a t t e r  f o r  c o n j e c t u r e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

i n  t h e  a d u l t  o v a r y  we a r e  d e a l i n g  w i t h  tw o  

e n t i r e l y  d i f f e r e n t  s u b s t a n c e s ,  a l t h o u g h  t h e  

s i m i l a r i t y  o f  t h e i r  s t a i n i n g  r e a c t i o n s  v /ou ld  

s u g g e s t  a  c l o s e  c h e m i c a l  r e l a t i o n s h i p .

A r g u i n g  on  t h i s  h y p o t h e s i s  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

s u g g e s t  t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s  

d e t e c t e d  i n  t h e  a c t i v e  f o e t a l  o v a r i e s  may b e  

d e r i v e d  f r o m  some b r e a k d o w n  p r o d u c t s ,  a l t h o u g h  

f r o m  t h e  f i n d i n g s  g i v e n  h e r e  i t  i s  u n l i k e l y  t o  

be  f r o m  b r e a k d o w n  o f  t h e  z o n a  p e l l u c i d a .  On 

t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s  

may b e  d e r i v e d  f r o m  o r  r e l a t e d  t o  g o n a d o t r o p h i n ,  

w h i c h  i s  r e g a r d e d  g e n e r a l l y  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  

f o r  f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n .  A g a i n ,  i t  may be  

r e l a t e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  s t e r o i d  s u b s t a n c e s



59.

p r o d u c e d  i n  o r  b y  t h e  f o l l i c l e .  I n  a l l  t h e  

o v a r i e s  i n  w h i c h  a c t i v i t y  was n o t e d  t h e r e  was 

no  i n s t a n c e  o f  t r u e  l u t e i n i z a t i o n ,  s o  t h a t  i t  

i s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  m a t e r i a l  i s  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  p r o g e s t a t i o n a l  p h a s e  a n d  f o r m a t i o n  o f  

t h e  c o r p u s  l u t e u m .  I n  f a c t ,  a s  r e p o r t e d  i n  

S e c t i o n  I I ,  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  a n  a c t i v e  

c o r p u s  l u t e u m  we f i n d  S c h i f f  p o s i t i v e  i n t r a 

c e l l u l a r  g r a n u l e s  i n  a d d i t i o n  t o  e v i d e n c e  o f  

S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s .
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SEQTIOH IV.

H i s t o c h e m i s t r y  o f  P o s t - M e n o p a u s a l  O v a r i e s .

I n  o r d e r  t o  g i v e  a  r e a s o n a b l y  c o m p l e t e  

p i c t u r e  o f  t h i s  s t u d y  o f  t h e  human o v a r y  i t  

s e e m e d  e s s e n t i a l  t h a t  a  c e r t a i n  am o u n t  o f  

i n v e s t i g a t i o n  s h o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  on t h e  

o v a r i e s  o f  p o s t - m e n o p a u s a l  p a t i e n t s .  By s o  

d o i n g  i t  was f e l t  t h a t  t h i s  w o u ld  c o m p l e t e  

a n  a d e q u a t e  c r o s s - s e c t i o n  o f  t h e  h i s t o e h e m i c a l  

f i n d i n g s  i n  t h e  human o v a r y  t l i r o u g h o u t  l i f e ,  

a l t h o u g h  i t  i s  r e a l i s e d  t h a t  t h i s  m u s t  o n l y  

b e  o f  a  g e n e r a l  c h a r a c t e r .  No d o u b t  t h e r e  

a r e  o t h e r  p e r i o d s  i n  t h e  f u l l  l i f e  c y c l e  o f  t h e  

o v a r y ,  s u c h  a s  a t  p u b e r t y ,  i n  w h i c h  i n t e r e s t i n g  

c h a n g e s  o r  v a r i a t i o n s  may b e  f o u n d ,  b u t  i t  was 

f e l t  t h a t  on t h e  w h o le  t h e s e  p r o b a b l y  w o u ld  n o t  

a f f e c t  t h e  g e n e r a l  p a t t e r n  o r  c o n c l u s i o n s .

T h i s  s e c t i o n ,  t h e r e f o r e ,  d e a l s  w i t h  a  

l i m i t e d  s t u d y  o f  t h e  o v a r i e s  f r o m  p o s t - m e n o p a u s a l  

p a t i e n t s .

M a t e r i a l .

T h i r t y - t w o  o v a r i e s  o b t a i n e d  a t  o p e r a t i o n



ri e
o O 0} 0
"H ri ri ri

ri -H 0 0 0
0  0 0 0 0
0  ri î>5 >5
^  0

-P rii 1—1 D- r r i
0  O OJ 1—1

cy
H
0  0
î> 0 *P
ri ri 0 -P 0
0  0 0 0 w
'P ri) -P 0 0
ri o ri QD ri

1—1 ri O r i 0
0 ^1 o >

CO i r i <îî

g
0
0
ri

o • •
LT\ m m

» 0 m m
t-1 P-t
> O

ri
0 0
rH •p
r0 0 0
0 •P 0 p W
Fi cd •H 0 0

r-t 0 ri
0 ri p 0
% 0 0 !>
"=4 M Iri <

, *
0 H m O
ri ir\ o - vjO
0
0

>4 P
0 0

ri 0 p tiO
•H qO 0 0

ri 0 ri
0 ri nd 0ho o rH !>
< M o <3



61.

f r o m  20 p a t i e n t s  w e re  e m p lo y e d .  To a  c e r t a i n  

e x t e n t  a  d e g r e e  o f  s e l e c t i o n  was i n e v i t a b l e :  

t h e  p a t i e n t s  h a d  a l l  b e e n  o p e r a t e d  u p o n  f o r  a  

g y n a e o o l o g i c a l  c o n d i t i o n ,  s u c h  a s  f i b r o i d s ,  

u t e r i n e  c a r c i n o m a ,  p o s t - m e n o p a u s a l  b l e e d i n g ;  

t h e y  w e re  a l l  p o s t - m e n o p a u s a l ;  b u t  b e y o n d  t h i s  

t h e  s e l e c t i o n  was a  r a n d o m  o n e .  The y o u n g e s t  

p a t i e n t  was 51 y e a r s  o f  a g e ,  t h e  o l d e s t  was 

73 y e a r s ,  a n d  t h e  a v e r a g e  a g e  was 60  y e a r s .

The a v e r a g e  a g e  a t  w h i c h  t h e  m e n o p a u s e  o c c u r r e d  

i n  t h e s e  p a t i e n t s  was 49 y e a r s ,  t h e  e a r l i e s t  

m e n o p a u s e  o c c u r r i n g  a t  35 y e a r s  i n  1 p a t i e n t ,  

a n d  t h e  l a t e s t  o c c u r r i n g  a t  53 y e a r s .  The 

s h o r t e s t  i n t e r v a l  b e t w e e n  t h e  m e n o p a u s e  a n d  

o p e r a t i o n  was 1 y e a r  i n  1 c a s e ,  t h e  l o n g e s t  

i n t e r v a l  was 27 y e a r s ,  a n d  t h e  a v e r a g e  i n t e r v a l  

was 11  y e a r s .

T h e s e  f i g u r e s  may be  t a b u l a t e d  a s  i n  

T a b l e  VI f o r  e a s y  r e f e r e n c e .

M e t h o d s .

T h e s e  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  e m p lo y e d  f o r  

t h e  f o e t a l  o v a r i e s  i n  S e c t i o n  I I I ,  s e c t i o n s



62.

b e i n g  s t a i n e d  a s  f o l l o w s ;

( i )  H a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n  (H. & E . ) .

( i i )  P e r i o d i c  a c i d  -  S c h i f f  ( P . A . S . ) .

( i i i )  P e r i o d i c  a c i d  -  S c h i f f  a f t e r  a c e t o n e .

( i v )  P e r i o d i c  a c i d  -  S c h i f f  a f t e r  d i a s t a s e .

R e s u l t s .

As i n  t h e  c a s e  o f  t h e  f o e t a l  o v a r i e s ,  i t  

was f o u n d  t h a t ,  o u t  o f  t h e  t o t a l  o f  32 o v a r i e s  

e x a m i n e d ,  w h e re  c e r t a i n  c h a n g e s  w e r e  s e e n  i n  1 

o v a r y  o f  a  p a i r ,  t h e  o t h e r  o v a r y  sh o w ed  s i m i l a r  

c h a n g e s ,  s o  t h a t  h e r e  a g a i n  t h e  n u m b e r s  may be  

r e d u c e d  t o  t h o s e  o f  t h e  p a t i e n t s ,  n a m e l y  20 .

Of t h e  o v a r i e s  w h i c h  w e re  s t u d i e d  a f t e r  

s t a i n i n g  w i t h  H. & E . , 11 d i d  n o t  show a n y

e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y ,  and  i n  f a c t  w e r e  c o n s i d e r e d

t o  b e  a t r o p h i c ,  a l t h o u g h  i n  s e v e r a l  t h e r e  w e re  

c o r p o r a  a l b i c a n t i a ;  t h i s  g r o u p  i n c l u d e d  t h e  

p a t i e n t  i n  whom t h e  m e n o p a u s e  h a d  o c c u r r e d  

e a r l i e s t ,  a t  35 y e a r s ,  a n d  a l s o  t h e  p a t i e n t  i n  

whom t h e  i n t e r v a l  b e t w e e n  t h e  m e n o p a u s e  a n d

o p e r a t i o n  was 1 y e a r .  A f u r t h e r  5 o f  t h e

s p e c i m e n s  sh ow ed  s m a l l  c y s t i c  o r  a t r e t i c  

f o l l i c l e s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  c o r p o r a  a l b i c a n t i a
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i n  o t h e r w i s e  a t r o p h i c  o v a r i e s .  O v a r i e s  f r o m

2 p a t i e n t s  c o n t a i n e d  d e f i n i t e  c y s t s ,  1 b e i n g  

m u l t i - 1 o c u l a r ,  a n d  i n  a  f u r t h e r  c a s e  t h e r e  was 

a  p e r s i s t e n t  c o r p u s  l u t e u m  c y s t .  I n  t h e  l a s t  

o f  t h e  20 s p e c i m e n s  t h e  o v a r y  was e x t e n s i v e l y  

i n v o l v e d  i n  a  c a r c i n o m a t o u s  p r o c e s s .

On e x a m i n i n g  t h e  s e c t i o n s  w h i c h  h a d  b e e n  

s t a i n e d  b y  t h e  P . A . S .  m e th o d ,  i t  was f o u n d  t h a t  

o f  t h e  11 w h i c h  d i d  n o t  show a n y  o b v i o u s  

a c t i v i t y ,  a l l  b u t  1 w e r e  S c h i f f  n e g a t i v e ;  i n  

t h i s  s i n g l e  e x c e p t i o n  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

was s e e n  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  c o r p o r a  a l b i c a n t i a ,  

a n d  t h i s  c a s e  was one o f  c a r c i n o m a  o f  t h e  

u t e r u s .  Among t h e  5 s p e c i m e n s  w h i c h  sh o w ed  

a t r e t i c  f o l l i c l e s ,  2 w e re  S c h i f f  n e g a t i v e ,  a n d

3 h a d  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  a s s o c i a t e d  w i t h  

c o r p o r a  a l b i c a n t i a ,  i n  one o f  w h i c h  P . A . S .  

p o s i t i v e  g l o b u l e s  w e re  s e e n  i n  a t r e t i c  

f o l l i c l e s .  I n  t h e  c a s e s  i n  w h i c h  t h e  o v a r i e s  

c o n t a i n e d  c y s t s ,  1 sh o w ed  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  r e l a t i o n  t o  c o r p o r a  a l b i c a n t i a ,

i n  t h e  one w i t h  t h e  m u l t i - l o c u l a r  c y s t  t h e  

c y s t  l i n i n g  e p i t h e l i u m  was s o l i d l y  c o l o u r e d
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Fig. 12. Section from post-menopa.usal ovary in which 
there was a persistent corpus luteum cyst, to 
show the presence of Schiff positive material 
in the luteal lining. PA.S. x 400.
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S c h i f f  p o s i t i v e  b u t  t h e  s e c t i o n  was  o t h e r w i s e  

n e g a t i v e ,  a n d  i n  t h e  p e r s i s t e n t  c o r p u s  l u t e u m  

c y s t  P . A . S .  p o s i t i v e  g l o b u l e s  w e r e  p r e s e n t  

i n  t h e  l u t e a l  t i s s u e  ( F i g .  1 2 ) .  I n  t h e  o v a r y  

w i t h  c a r c i n o m a  S c h i f f  p o s i t i v e  g l o b u l e s  w e re  

e x t r e m e l y  n u m e ro u s  a n d  w i d e s p r e a d  t h r o u g h o u t  

t h e  m a l i g n a n t  t i s s u e .

S e c t i o n s  f r o m  t h e  o v a r i e s  w h i c h  c o n t a i n e d  

P . A . S .  m a t e r i a l  w e re  s t u d i e d  a f t e r  t r e a t i n g  w i t h  

a c e t o n e  a n d  s t a i n i n g  b y  P . A . S , ,  a n d  a f t e r  

t r e a t i n g  w i t h  d i a s t a s e  b e f o r e  s t a i n i n g  w i t h  

P . A . S . ,  f o r  p u r p o s e s  o f  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  I n  e v e r y  c a s e  t h e  

S c h i f f  r e a c t i o n  r e m a i n e d  p o s i t i v e  a f t e r  a c e t o n e  

a n d  a f t e r  d i a s t a s e ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h e  

m a t e r i a l  i s  n o t  g l y c o g e n  an d  i s  p r o b a b l y  

i d e n t i c a l  w i t h  t h e  s i m i l a r  m a t e r i a l  w h i c h  h a s  

b e e n  f o u n d  i n  t h e  a c t i v e  o v a r i e s  o f  women i n  

t h e  c h i l d - b e a r i n g  a g e .

Of t h e  20 o a s e s  s t u d i e d ,  9 sh o w ed  

a c t i v i t y  h i s t o l o g i c a l l y ,  an d  o f  t h e s e ,  7 

c o n t a i n e d  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  I n  t h e  

2 a c t i v e  c a s e s  w h i c h  w e re  P . A . S .  n e g a t i v e  t h e
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p a t i e n t s  h a d  r e s p e c t i v e l y  f i b r o i d s  o f  t h e  

u t e r u s ,  a n d  a  f i b r o u s  m ass  i n  t h e  t u b e s  a s s o c i a t e d  

w i t h  a  s m a l l  f o l l i c u l a r  c y s t  o f  t h e  o v a r y .

From t h e  h i s t o r i e s  a n d  c a s e  r e c o r d s  o f  t h e  7 

p a t i e n t s  w hose  o v a r i e s  w e r e  a c t i v e  

h i s t o l o g i c a l l y ,  a n d  i n  w h ic h  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  

was p o s i t i v e ,  t h e  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  w e re  :

U t e r i n e  f i b r o i d s  i n  4 c a s e s ,

U t e r i n e  c a r c i n o m a  i n  3 o a s e s ,  i n  one  o f  

w h i c h  t h e  o v a r y  was i n v o l v e d  a l s o .

I n  g r e a t e r  d e t a i l ,  i t  was f o u n d  t h a t  o f  

t h e  4 c a s e s  o f  f i b r o i d s ,  i n  1 c a s e  t h e  p a t i e n t  

h a d  h a d  a n  a r t i f i c i a l  m e n o p a u s e  i n d u c e d  b y  

X - r a y  t h e r a p y  5 y e a r s  p r e v i o u s l y  a t  t h e  a g e  o f  

46 y e a r s  ; i n  1 t h e r e  was a  p e r s i s t e n t  c o r p u s  

l u t e u m  c y s t ;  i n  1 t h e r e  h a d  b e e n  a  c e r v i c a l  

p o l y p u s  a n d  a l s o  a n  o v a r i a n  m u l t i - l o c u l a r  c y s t ,  

a n d  i n  1 t h e r e  w e r e  o v a r i a n  f o l l i c u l a r  c y s t s .

The c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  11 a p p a r e n t l y  i n a c t i v e  o v a r i e s  w e r e  -  

’p o s t - m e n o p a u s a l  b l e e d i n g *  i n  7 ;

' p o s t - m e n o p a u s a l  b l e e d i n g ’ a n d  f i b r o i d  i n  1 ;  

a n d  u t e r i n e  c a r c i n o m a  i n  3? i n  one  o f  w h i c h
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t h e r e  was S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  o v a r y .  

COimNTARY.

E x p r e s s e d  i n  g e n e r a l  t e r m s ,  t h e s e  r e s u l t s  

a r e  o f  i n t e r e s t  f r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  t h a t  i n  

some o f  t h e  o a s e s  t h e  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s  

h a v e  show n  a c t i v i t y ,  a l b e i t  o f  a  m i n o r  d e g r e e ,  

w h i c h  i s  c o n t r a r y  t o  t h e  w i d e l y  a c c e p t e d  c o n c e p t  

o f  t h e  m e n o p a u s e .  H a v in g  made t h i s  s t a t e m e n t ,  

h o w e v e r ,  i t  c a n n o t  b e  t o o  s t r o n g l y  e m p h a s i z e d  

t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  two i m p o r t a n t  

q u a l i f i c a t i o n s :  f i r s t ,  t h e  n u m b e r  o f  o a s e s  i s

v e r y  s m a l l ,  a n d  t h e r e f o r e  w o u ld  n o t  p r o b a b l y  

s t a n d  up  t o  a  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s ;  a n d  s e c o n d ,  

a l l  t h e  c a s e s  a r e  g y n a e c o l o g i c a l  i n  o r i g i n ,  s o  

t h a t  t h e  f i n d i n g s  may n o t  r e f l e c t  a  t r u e  g e n e r a l  

p i c t u r e  o f  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s .

N e v e r t h e l e s s ,  w i t h  t h e s e  p r o v i s o s ,  i t  

s e em s  r e a s o n a b l e  t o  p o s t u l a t e  t h a t  when  

c o m p a r i n g  t h e s e  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s ,  

h i s  1 00 h em ic  a l l y , w i t h  t h e  a d u l t  a n d  f o e t a l  

o v a r i e s ,  t h e  s i m i l a r i t y  i s  s u f f i c i e n t l y  c l o s e  t o  

w a r r a n t  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  

P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n d i c a t e s  a c t i v i t y .
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T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s t r e n g t h e n e d  h y  t h e  p u r e l y  

h i s t o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  o f  a t r e t i c  f o l l i c l e s  

an d  c y s t s  i n  o r g a n s  w h i c h  a r e  g e n e r a l l y  

r e g a r d e d  a s  t o t a l l y  i n a c t i v e  a f t e r  t h e  

m e n o p a u s e .

W i t h  t h e  l i m i t e d  n u m b e r  o f  o a s e s  u n d e r  

s t u d y ,  i t  c a n n o t  be  s t a t e d  w h e t h e r  t h i s  

a c t i v i t y  m i g h t  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  some g e n e r a l  

e f f e c t  on  t h e  f e m a l e  o r g a n i s m ;  w h e t h e r  i t  i s  

some g e n e r a l  i n f l u e n c e  w h i c h  i s  p r o d u c i n g  t h e  

a c t i v i t y  i n  t h e s e  o v a r i e s ;  o r  w h e t h e r  t h e  

a p p a r e n t  o v a r i a n  a c t i v i t y  i s  p u r e l y  f o r t u i t o u s .  

To s p e c u l a t e  f u r t h e r ,  a n d  t r y  t o  f i n d  some 

r e a s o n  why i n  c e r t a i n  c a s e s  p o s t - m e n o p a u s a l  

o v a r i e s  show a c t i v i t y ,  w i l l  r e q u i r e  so m e w h a t  

f u l l e r  s t u d y  o f  t h e  r e s u l t s  g i v e n  a b o v e ,  a n d  

i n  p a r t i c u l a r  o f  t h e  a s s o c i a t e d  c o n d i t i o n s .

I t  w i l l  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  i n  t h e  

c a s e s  w h i c h  show o v a r i a n  a c t i v i t y ,  i . e .  9 i n  

n u m b e r ,  f i b r o i d s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  6 ,  a n d  

u t e r i n e  c a r c i n o m a  w i t h  3 .  A p a r t  f r o m  2 o f  

t h e  f i b r o i d  c a s e s ,  a l l  o f  t h e s e  o v a r i e s  show 

t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l .
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T h i s  r a i s e s  t h e  i n t e r e s t i n g  q u e s t i o n  -  i s  t h e r e  

a n y  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  o v a r i a n  a c t i v i t y  a n d  

t h e  p r o d u c t i o n ,  o r  a t  l e a s t  t h e  p r e s e n c e ,  o f  

u t e r i n e  f i b r o i d s  a n d  o f  u t e r i n e  c a r c i n o m a ?

From t i m e  t o  t i m e  t h e  h y p o t h e s i s  f o r  a n  

o v a r i a n  h o r m o n a l  f a c t o r  b e i n g  c o n c e r n e d  i n  

t h e  a e t i o l o g y  o f  u t e r i n e  m yom ata  h a s  b e e n  

a d v a n c e d ;  b u t  i n  g e n e r a l  t h i s  h a s  l a r g e l y  

b e e n  d i s c r e d i t e d .  N ovak  ( 1 9 4 7 )  h a s  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e  e v i d e n c e  f o r  i t s  v e r a c i t y  i s  

u n c o n v i n c i n g .  N e v e r t h e l e s s ,  N e l s o n  ( 1 9 3 7 ;  

1 9 3 9 )  h a s  b e e n  a b l e  t o  a d v a n c e  a  c e r t a i n  

am o u n t  o f  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t o  show  t h a t  

t h e  h y p o t h e s i s  may i n  f a c t  be  w e l l - f o u n d e d  ; 

a s  a  r e s u l t  o f  e x p e r i m e n t a l  o e s t r o g e n i c  

t r e a t m e n t  h e  h a s  a p p a r e n t l y  p r o d u c e d  a n  

i n t e r s t i t i a l  n o d u l e  w h i c h  r e s e m b l e s  a  myoma. 

L i p s c h u t z  a n d  V a r g a s  ( 1 9 4 1 )  h a v e  a l s o  r e p o r t e d  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  m u l t i p l e  f i b r o i d s  i n  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  f o l l o w i n g  p r o l o n g e d  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  o e s t r o g e n s .

S i m i l a r l y ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

o e s t r o g e n s  a n d  c a r c i n o m a  i s  f r e q u e n t l y  c i t e d ,
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a n d  a s  a n  h y p o t h e s i s  f o r  o e s t r o g e n s  b e i n g  a n  

a e t i o l o g i c a l  f a c t o r  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

c a r c i n o m a ,  i t  i s  p r o b a b l y  m ore  g e n e r a l l y  

a c c e p t e d .  C e r t a i n l y ,  t h e  r e s u l t s  o f  r e s e a r c h  

a n d  e x p e r i m e n t  s e em  t o  s u b s t a n t i a t e  t h e  

h y p o t h e s i s  t o  a  l a r g e  e x t e n t  ( M u i r ,  1 9 3 6 ;  

W i l l i s ,  1 9 4 8 ) .  F u r t h e r ,  t h e r e  i s  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  a  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  f i b r o i d s  

a n d  c a r c i n o m a  o f  t h e  u t e r u s  ( S t o u t ,  1 9 3 2 ) .

As r e g a r d s  t h e  a c t i v i t y  f o u n d  i n  t h e s e  

p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s ,  o f  t h e  9 c a s e s  

d e s c r i b e d ,  i t  i s  p e r h a p s  s i g n i f i c a n t  t h a t  

P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  was f o u n d  i n  7 :  

w h e r e a s  i n  t h e  11 n o n - a c t i v e  o v a r i e s  t h e  P . A . S .  

r e a c t i o n  was c o n s i s t e n t l y  n e g a t i v e  a p a r t  f r o m  

1 c a s e .  From t h i s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  e v i d e n c e  

p r e s e n t e d  i n  S e c t i o n s  I I  a n d  I I I ,  i t  i s  

c o n s i d e r e d  t h a t  t h e r e  c a n  be  l i t t l e  d o u b t  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P . A . S ,  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  o v a r i a n  a c t i v i t y .

F u r t h e r ,  f r o m  t h e  t e s t s  w h ic h  h a v e  b e e n  c a r r i e d  

o u t  f o r  p u r p o s e s  o f  i d e n t i f i c a t i o n ,  i t  w o u ld  

s eem  t o  b e  b e y o n d  r e a s o n a b l e  d o u b t  t h a t  t h e
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P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i s  t h e  same i n  e a c h  

c a s e  : t h e  s i m i l a r i t y  i n  t h e  v a r i o u s  o v a r i e s

u n d e r  t h e  same t e c h n i q u e s  i s  t o o  c l o s e  t o  he  

d e n i e d .



7 1 .

SECTION Y.

A n im a l  E x p e r i m e n t s .

I n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n s  o f  t h i s  T h e s i s  

i t  h a s  b e e n  show n  t h a t ,  a p a r t  f r o m  p o s i t i v e  

r e a c t i o n s  o b t a i n e d  i n  b l o o d - v e s s e l  w a l l s ,  

b a s e m e n t  m e m b ra n e s ,  e t c . ,  t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  human o v a r i e s  i s  c l o s e l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  a c t i v i t y  i n  t h e s e  o r g a n s .

An a t t e m p t  h a s  b e e n  made t o  i d e n t i f y  t h e  

h i 8 t o e h e m i c a l  o r  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h i s  

m a t e r i a l ,  a n d ,  i f  t h e  t e c h n i q u e s  e m p lo y e d  a r e  

r e l i a b l e ,  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  s u b s t a n c e  

i s  o f  a  c o m p le x  n a t u r e ,  b e i n g  c o m p o s e d  o f  

l i p o i d  a n d  m u c o p r o t e i n  f r a c t i o n s ,  t h e  

m u G o p r o t e i n  m o i e t y  p r o b a b l y  c o n t a i n i n g  

t r y p t o p h a n .  Prom t h e  m a t e r i a l  a n d  r e c o r d s  

a v a i l a b l e ,  a n d  b y  t h e  v e r y  n a t u r e  o f  t h e  

t i s s u e s  e x a m i n e d ,  i . e .  human o v a r i e s ,  

i t  h a s  n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o  do m ore  t h a n  

c o n j e c t u r e  a s  t o  t h e  e x a c t  n a t u r e  a n d  s o u r c e  o f  

t h i s  P . A . S .  m a t e r i a l .  I n  S e c t i o n  I I  i t  h a s  

b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m a t e r i a l  u n d e r
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c o n s i d e r a t i o n  a n d  f o u n d  i n  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  

i s  u n l i k e l y  t o  b e  d e r i v e d  f r o m  p u r e  b r e a k - d o v m  

p r o d u c t s . I n d e e d ,  f r o m  t h e  r e s u l t s  g i v e n  i n  

t h a t  s e c t i o n  a n d  i n  S e c t i o n  I I I ,  a n d  p a r t l y  

c o n f i r m e d  b y  t h e  s t u d y  o f  p o s t - m e n o p a u s a l  

o v a r i e s ,  i t  s e e m s  v e r y  l i k e l y  t h a t  i n  t h e  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  t h i s  m a t e r i a l  i s  a n  

a c t i v e  a g e n t  : b u t  w h e t h e r  i t  i s  d i r e c t l y

r e l a t e d  t o  a n y  i n i t i a t i n g  h o rm one  s u c h  a s  

p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h i n ,  o r  t o  a n  o v a r i a n  

h o rm one  i t s e l f ,  s u c h  a s  t h e  s o - c a l l e d  f o l l i c u l a r  

o e s t r o n e ,  c a n n o t  be  s t a t e d ,  o r  f o r  t h a t  m a t t e r  

a s s u m e d .  N e v e r t h e l e s s ,  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  

r e c a l l  t h a t  t h e r e  i s  g e n e r a l  a g r e e m e n t  t h a t  

c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  an d  t h e  p r e c u r s o r  

s u b s t a n c e s  o f  t h e  p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h i n s  

( f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  a n d  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e s )  

a r e  m u c o p ro t e i n s  ( p a g e  1 7 ) .  S i m i l a r l y ,  

r e g a r d i n g  t h e  p o s i t i v e  P . A . S .  m a t e r i a l  f o u n d  

i n  t h e  c o r p o r a  l u t e a  o f  m a t u r e  a c t i v e  human 

o v a r i e s ,  a  d e f i n i t e  s t a t e m e n t  c a n n o t  be  made.

T h i s  b e i n g  s o ,  i t  s e em e d  t h a t  p r o b a b l y  

t h e  o n l y  way t o  a r r i v e  a t  a n y  p r o b a b l e
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c o n c l u s i o n  r e g a r d i n g  t h e  e x a c t  n a t u r e  a n d  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s u b s t a n c e  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n  was t o  c a r r y  o u t  c o n t r o l l e d  

a n i m a l  e x p e r i m e n t s .  At t h e  same t i m e  i t  i s  

r e a l i s e d  t h a t  a n y  o b s e r v a t i o n s  made a s  a  

c o n s e q u e n c e  o f  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  a r e  n o t  o f  

n e c e s s i t y  d i r e c t l y  a p p l i c a b l e  t o  t h e  human.

B u t  i f  a  p a r a l l e l  c a n  b e  d ra w n  b e t w e e n  t h e  

s p e c i e s  i t  may be  l e g i t i m a t e  t o  d r a w  

t e n t a t i v e  c o n c l u s i o n s .

I n  t h e  I n t r o d u c t i o n  r e f e r e n c e  h a s  b e e n  

made t o  a n i m a l  r e s e a r c h  a s  r e p o r t e d  b y  s u c h  

a u t h o r s  a s  Dawson a n d  McCabe, 1 9 5 1 ;

H o k f e l t ,  1 9 5 1 ;  R e n n e l s ,  1 9 5 1 ;  a n d  V i n c e n t  

an d  D o r n f e l d t ,  1 9 4 8 .  Of t h e s e  a u t h o r s ,  o n l y  

H o k f e l t ,  a n d  R e n n e l s  h a v e  a c t u a l l y  r e p o r t e d  

on e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n s  

o f  v a r i o u s  h o r m o n a l  p r e p a r a t i o n s ,  t h e  f o r m e r  

e m p l o y i n g  g o n a d o t r o p h i n ,  a n d  t h e  l a t t e r  

e m p l o y i n g  o e s t r a d i o l ,  s t i l b o e s t r o l ,  a n d r o g e n s ,  

d e s o x y c o r t i c o s t e r o n e , p r o g e s t e r o n e , 

c o m m e r c i a l l y  p r e p a r e d  human c h o r i o n i c  

g o n a d o t r o p h i n  ( p r e g n a n c y  u r i n e ) ,  a n d  p r e g n a n t
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m are  s e r u m .

The a n i m a l  e x p e r i m e n t s  t o  h e  d e t a i l e d  

i n  t h i s  s e c t i o n  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  l i n e s  

s i m i l a r  t o  t h o s e  u s e d  b y  R e n n e l s *  I n  t h e  

f i r s t  i n s t a n c e  m a t u r e  n o n - p r e g n a n t  d o e  r a b b i t s  

w e r e  c h o s e n  a s  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  

T h e r e a f t e r ,  im m a t u r e  f e m a l e  r a t s  w e r e  u s e d ;  

a n d  f o l l o w i n g  on  t h i s ,  i m m a t u r e  f e m a l e  m i c e .

The d e c i s i o n  t o  em p lo y  t h e s e  d i f f e r e n t  a n i m a l s  

was t o  e l i m i n a t e  a s  f a r  a s  p r a c t i c a b l e  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  s p e c i e s  s p e c i f i c i t y ;  t o  e n s u r e  

t h a t  a n y  f i n d i n g s  w o u ld  r e l a t e  t o  some g e n e r a l  

p h e n o m e n o n  a n d  n o t  r e p r e s e n t  some c u r i o u s  

a r t e f a c t  o r  some c h a r a c t e r i s t i c  o f  one  s p e c i e s .  

V a r i o u s  s u b s t a n c e s  a n d  e x t r a c t s  w e r e  i n j e c t e d ,  

a n d  a n i m a l s  w e re  k i l l e d  a t  r e g u l a r  i n t e r v a l s ,  

t h e  o v a r i e s  r e m o v e d ,  e x a m in e d  w i t h  d i f f e r e n t  

s t a i n i n g  t e c h n i q u e s , , a n d  e s t i m a t e s  made o f  t h e  

a c t i v i t y  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  i n j e c t i o n s .

I t  w i l l  b e  n o t e d  t h r o u g h o u t  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  t h a t  among t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e s  

E x t r a c t s  A a n d  B f r o m  human u r i n e  -  p r e g n a n c y  

a n d  n o n - p r e g n a n c y  -  a r e  m e n t i o n e d ;  L o r r a i n e
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a n d  Brow n ( 1 9 5 6 )  h a v e  d e s o r i h e d  a  m e th o d  o f  

e x t r a c t i n g  c r u d e  g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e s  f r o m  

u r i n e ,  a n d  a c c o r d i n g  t o  t h e s e  a u t h o r s  

E x t r a c t  A i s  e q u i v a l e n t  t o  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  

h o r m o n e ,  w h i l s t  E x t r a c t  B r e p r e s e n t s  C h o r i o n i c  

h o r m o n e . A s a l i n e  e x t r a c t  was a l s o  p r e p a r e d  

t o  d e t e r m i n e  i f  a n y  a c t i v e  p r i n c i p l e  c o u l d  h e  

o b t a i n e d  b y  t h i s  m e a n s .  A d e s c r i p t i o n  o f  t h e  

m e th o d  o f  e x t r a c t i o n ,  b a s e d  on t h e  w o rk  o f  

L o r r a i n e  a n d  Brown, i s  g i v e n  i n  A p p e n d i x  A. 

R a b b i t  E x p e r i m e n t s .

F o r t y - t w o  m a t u r e  doe  r a b b i t s  w e r e  u s e d .

Of t h i s  n u m b e r  2 w e r e  t a k e n  a s  c o n t r o l s ,  t h e  

r e m a i n i n g  40  b e i n g  d i v i d e d  i n t o  8 g r o u p s  e a c h  

o f  5 a n i m a l s .  I n  e v e r y  i n s t a n c e  l a p a r o t o m y  

u n d e r  e t h e r  a n a e s t h e s i a  was p e r f o r m e d  t o  

a s c e r t a i n  t h e  s t a t e  o f  t h e  o v a r i e s  a n d  e n s u r e  

t h a t  e a c h  a n i m a l  was n o n - p r e g n a n t .

T h e r e a f t e r ,  t h e  a n i m a l s  i n  e a c h  o f  t h e  8 g r o u p s  

w e re  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  t h e  s u b s t a n c e  

c h o s e n  f o r  t h a t  g r o u p ,  t h e  i n j e c t i o n  b e i n g  

made i n t o  a  v e i n  i n  t h e  e a r .

I n j e c t e d  S u b s t a n c e s .  C o n t r o l  a n i m a l s
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w e re  n o t  i n j e c t e d  a t  a l l .

G ro u p  I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  t h e  

u r i n e  o f  known p r e g n a n t  women -  15 m l .  b e i n g  

t h e  d o s e .  '

G ro u p  I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d ' w i t h  

c o m m e r c i a l  " P r e g n y l * ' ,  1 m l .  ( 1 , 5 0 0  u n i t s )  

b e i n g  u s e d .

G ro u p  I I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  a n  

E x t r a c t  A o f  g o n a d o t r o p h i n  made f r o m  t h e  u r i n e  

o f  know n n o n - p r e g n a n t  women, 1 m l .  o f  t h e  

e x t r a c t  b e i n g  u s e d .

G ro u p  IV a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 m l .  

o f  a n  E x t r a c t  B o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f r o m  

t h e  u r i n e  o f  known n o n - p r e g n a n t  women.

G ro u p  V a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 m l .  

o f  a  s a l i n e  e x t r a c t  o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  

f r o m  t h e  u r i n e  o f  known n o n - p r e g n a n t  women.

G ro u p  VI a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 m l .  

o f  a n  E x t r a c t  A o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f r o m  

t h e  u r i n e  o f  a  known p r e g n a n t  woman.

G ro u p  V I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 ml 

o f  a n  E x t r a c t  B o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f r o m  

t h e  u r i n e  o f  known p r e g n a n t  p a t i e n t s .
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G ro u p  V I I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  

1 ml* o f  a  s a l i n e  e x t r a c t  o f  g o n a d o t r o p h i n  

p r e p a r e d  f r o m  t h e  u r i n e  o f  known p r e g n a n t  

p a t i e n t s .

A l l  i n j e c t i o n s  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  made 

a t  t h e  same t i m e .

The c o n t r o l  a n i m a l s  w e re  k i l l e d  a t  t h e  

t i m e  o f  l a p a r o t o m y ,  t h e  o v a r i e s  r e m o v e d ,  f i x e d  

i n  f o r m o l  c o r r o s i v e ,  “b l o c k e d  i n  p a r a f f i n ,  

s e c t i o n s  o u t ,  m o u n t e d ,  an d  s t a i n e d  w i t h  H. & E .  , 

a n d  s e r i e s  s e c t i o n s  s t a i n e d  w i t h  P . A . S . .

I n  e a c h  o f  t h e  g r o u p s ,  f o l l o w i n g  

l a p a r o t o m y  a n d  i n j e c t i o n ,  t h e  f i r s t  a n i m a l  was 

k i l l e d  48  h o u r s  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n ,  t h e  s e c o n d  

a t  7 d a y s ,  t h e  t h i r d  a t  I 4 d a y s ,  t h e  f o u r t h  a t  

21 d a y s ,  a n d  t h e  f i f t h  a t  28 d a y s .  At t h e  

t i m e  o f  k i l l i n g  t h e  o v a r i e s  w e r e  e x a m in e d  

m a c r o s c o p i c a l l y ,  r e m o v e d ,  f i x e d ,  b l o c k e d ,  

s e c t i o n e d  a n d  s t a i n e d  i n  a  m a n n e r  i d e n t i c a l  t o  

t h a t  u s e d  f o r  t h e  c o n t r o l s .  T h e r e a f t e r ,  a l l  

s e c t i o n s  w e re  e x a m i n e d  m i c r o s c o p i c a l l y ,  w i t h  

p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  t o  t h e  q u e s t i o n  o f  a c t i v i t y  

a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  m a t e r i a l .



i

Fig. 13. Section of ova.ry of control rabbit to show small 

developing follicles : virtually Schiff negative. 
PA .5 . X 650.
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R e s u l t s .

C o n t r o l s .  The o v a r i e s  i n  e a c h  o f  t h e  

c o n t r o l  a n i m a l s  a p p e a r e d  t o  h e  n o r m a l  i n  s i z e ,  

w i t h o u t  v a s c u l a r  i n j e c t i o n  o r  c o n g e s t i o n ,  

w i t h o u t  o b v i o u s  f o l l i c l e s ,  an d  w e r e  c l a s s e d  a s  

i n a c t i v e .

S t a i n e d  s e c t i o n s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  

o f  a  n a r r o w  c o r t i c a l  r i m  o f  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  

w h i c h  c o n t a i n e d  s e v e r a l  s m a l l  f o l l i c l e s  i n  

d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  ( F i g .  1 3 ) :  

t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e  -  

t h i s  b e i n g  u n d e r s t o o d  a s  n e g a t i v e  f o r  t h e  

P . A . S .  m a t e r i a l  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n  i n  t h i s  

T h e s i s ,  a l t h o u g h  b l o o d - v e s s e l  w a l l s ,  e t c . ,  g a v e  

a  p o s i t i v e  r e a c t i o n .

G ro u p  I .  ( P r e g n a n t  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) ,  (4 8  h o u r s ) .  M a c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h e  o v a r i e s  t o  be  a b o u t  

n o r m a l  i n  s i z e  a n d  a p p e a r a n c e ,  b u t  w i t h  t h e  

p r e s e n c e  o f  b l o o d - f o l l i c l e s , w h i c h  w e r e  r e g a r d e d  

a s  i n d i c a t i n g  a c t i v i t y .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  m o s t  

o f  t h e  o v a r i a n  s t r o m a  a p p e a r e d  " l u t e a l "  i n  f o r m ,



Î

Fig. 14. Section of rabbit ovary to show occasional Schiff 
positive cells in the granulosa layer of an early 
atriated follicle, (arrowed). (Human pregnancy 
urine injected.) PA.S. x 650.
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an d  c o n t a i n i n g  one o r  tw o  l a r g e  f o l l i c l e s  

w h i c h  g a v e  t h e  p i c t u r e  o f  e a r l y  a t r e s i a .  I n  

a d d i t i o n  t h e r e  w e re  one  o r  tw o  e a r l y  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s ,  b u t  n o n e  o f  t h e s e  h a d  r e a c h e d  t h e  

s t a g e  o f  a n t r u m  f o r m a t i o n .  I n  t h e s e  o v a r i e s  

t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) ,  (7  d a y s ) .  M a c r o s c o p i c a l l y  

t h e s e  o v a r i e s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l

( l )  a b o v e ,  b u t  b l o o d  f o l l i c l e s  w e re  m ore  

n u m e r o u s .  T h i s  a n i m a l  a l s o  was c o n s i d e r e d  t o  

h a v e  a c t i v e  o v a r i e s .

M i c r o s c o p i c a l l y  t h e  g e n e r a l  a p p e a r a n c e  o f  

t h e  o v a r i e s  s e e m e d  t o  i n d i c a t e  a  f u r t h e r  d e g r e e  

o f  a c t i v i t y  o v e r  t h a t  f o u n d  i n  a n i m a l  ( 1 ) ;  

t h e r e  w e r e  one  o r  two a t r e t i c  f o l l i c l e s ,  s e v e r a l  

e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ,  a n d  one a t r i a t e d  

f o l l i c l e *  S t u d y  o f  t h e  s e c t i o n s  w h i c h  w e re  

s t a i n e d  b y  t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e  r e v e a l e d  w h a t  

a p p e a r e d  t o  b e  o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  

i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  e a r l y  a t r i a t e d  

f o l l i c l e  ( F i g .  1 4 ) .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14  d a y s ) .  When e x a m in e d  

m a c r o s c o p i c a l l y  t h e s e  o v a r i e s  d i d  n o t  c o n t a i n
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a n y  b l o o d  f o l l i c l e s ,  b u t  d i d  i n  f a c t  c o n t a i n  

w h a t  a p p e a r e d  t o  be  one l a r g e  c o r p u s  l u t e u m .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  much 

e v i d e n c e  o f  l u t e a l  t i s s u e  -  a p p a r e n t l y  a  

c o r p u s  l u t e u m  -  i n  a d d i t i o n  t o  a  f e w  e a r l y  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s .  W i th  t h e  S c h i f f  

r e a c t i o n  i t  was f o u n d  t h a t  t h e r e  w e r e  d e f i n i t e  

P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m .  

The g r a n u l o s a  c e l l s  o f  t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  

w e re  n e g a t i v e  f o r  P . A . S .  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

a p p e a r e d  t o  b e  i n a c t i v e ;  t h e r e  w e r e  no  b l o o d  

f o l l i c l e s  a n d  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  f o l l i c u l a r  

a c t i v i t y :  i t  was n o t e d ,  h o w e v e r ,  on  m a c r o s c o p i c

e x a m i n a t i o n ,  t h a t  t h e  s u r f a c e s  o f  t h e  o v a r i e s  

w e r e  v e r y  g r a n u l a r ,  g i v i n g  t h e m  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  w h i t e  r a s p b e r r i e s .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  sh o w e d  t h a t  t h e  

o v a r i e s  w e re  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  

( 3 )  a b o v e ;  t h e  l u t e a l  t i s s u e ,  h o w e v e r ,  a p p e a r e d  

t o  b e  so m e w h a t  o l d e r  a n d  c o n t a i n e d  m ore  

c o n n e c t i v e  t i s s u e .  The S c h i f f  r e a c t i o n ,  a l s o  

was l e s s  m a r k e d ,  t h e r e  b e i n g  f e w e r  p o s i t i v e
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c e l l s .

A n im a l  ( 5 ) ,  (2 8  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

l o o k e d  l a r g e ,  h u t  o t h e r w i s e  a p p e a r e d  n o r m a l  

a n d  i n a c t i v e .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  sh o w ed  v e r y  

o l d - l o o k i n g  l u t e a l  t i s s u e ,  w i t h  o n l y  a  v e r y  few  

c e l l s  c o n t a i n i n g  w e a k l y  p o s i t i v e  P . A . S .  

r e a c t i n g  g r a n u l e s .  T h e r e  was q u i t e  a  n u m b e r  

o f  l a r g e  P . A . S .  p o s i t i v e  g l o b u l e s .  On t h e  

w h o le  t h e s e  o v a r i e s  w e re  q u i t e  s i m i l a r  t o  t h o s e  

o f  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

As a  r e s u l t  o f  i n j e c t i n g  t h e  u r i n e  o f  

known p r e g n a n t  women i n t o  t h e s e  n o n - p r e g n a n t  

r a b b i t s , t h e  i n a c t i v e  o v a r i e s  w e re  s t i m u l a t e d  

i n t o  a c t i v i t y  -  t h i s  b e i n g  t h e  b a s i s  o f  t h e  

F r i e d m a n n  p r e g n a n c y  t e s t .  Y / i t h i n  48  h o u r s  

b l o o d  f o l l i c l e s  w e r e  p r o d u c e d ,  a n d  t h i s  

r e a c t i o n  se e m e d  t o  be  i n c r e a s e d  up t o  7 d a y s .  

T h e r e a f t e r ,  t h e  o v a r i e s  g r a d u a l l y  r e v e r t e d  t o  

a n  a p p a r e n t l y  i n a c t i v e  s t a t e  b y  t h e  2 8 t h  d a y  

f o l l o w i n g  i n j e c t i o n .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

s e em s  t o  c o n f i r m  t h i s  s e q u e n c e  o f  e v e n t s ;
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f r o m  a n  a p p a r e n t l y  d o r m a n t  s t a t e  f o l l i c u l a r  

m a t u r a t i o n  was p r o d u c e d ,  an d  b y  t h e  1 4 t h  day  

c o r p o r a  l u t e a  w e re  p r o d u c e d .  F rom  t h e  1 4 t h  

d a y  t o  t h e  2 8 t h  d a y  t h e r e  was t h e n  a  g r a d u a l  

r e g r e s s i o n  o f  t h e s e  c h a n g e s  u n t i l  t h e  o v a r i e s  

r e s u m e d  t h e  a p p a r e n t l y  i n a c t i v e ,  q u i e s c e n t  

s t a t e .  H i s t o c h e m i c a l  s t u d y  o f  t h e s e  o v a r i e s  

se em s  t o  c o n f i r m  t h e  o b s e r v a t i o n s  made on t h e  

human o v a r i e s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  o v a r i e s  i s  i n t i m a t e l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  a c t i v i t y .  From n e g a t i v e  

r e a c t i o n s  i n  t h e  c o n t r o l  a n d  e a r l y  a c t i v e  

o v a r i e s ,  b y  7 d a y s ,  when e a r l y  a t r i a t e d  

f o l l i c l e s  w e re  f o u n d ,  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  

b e g i n  t o  a p p e a r  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r .

By t h e  1 4 t h  d a y  t h e r e  w e re  o n l y  e a r l y  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  n o t e d ,  a n d  i n  t h e s e  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r  was P .A * 8 .  n e g a t i v e ;  b u t  

t h e r e  was t h e n  a  w e l l - d e v e l o p e d  c o r p u s  lu te u m .  

w h i c h  d i d  i n  f a c t  c o n t a i n  P . A . S .  p o s i t i v e  

c e l l s .  From t h e n  u n t i l  t h e  2 8 t h  d a y  t h e  

S c h i f f  r e a c t i o n  a g a i n  b ecam e n e g a t i v e  -  a p a r t  

f r o m  some r a t h e r  l a r g e  p o s i t i v e  g l o b u l e s  o r



m

Fig. 15. Section of animal ovary to show the presence of 
S ch iff positive cells in a  corpus lu teu m , (arrow ed). 
(Pregnyl injected.) P.A.S. x 4*50.
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c e l l s ,  w h i c h  w e r e  s o  l a r g e  t h a t  t h e y  w e re  

c o n s i d e r e d  a s  p r o b a b l y  b e i n g  p h a g o c y t e s .

G roup  I I .  ( ' P r e g n y l ' ) .

A n im a l  ( l ) ,  (48  h o u r s ) .  From t h e  f i r s t  

a n i m a l  i t  s e e m e d  o b v i o u s  t h a t  t h e  ' P r e g n y l ' 

was a  much m ore  p o t e n t  s u b s t a n c e  t h a n  t h e  human 

p r e g n a n c y  u r i n e .  The o v a r i e s  o f  t h i s  a n i m a l  

c o n t a i n e d  n u m e ro u s  b l o o d  f o l l i c l e s ,  a n d  i t  was 

c o n s i d e r e d  a s  b e i n g  s t r o n g l y  p o s i t i v e .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  sh o w ed  t h e  

o v a r i a n  t i s s u e  t o  be  made up l a r g e l y  o f  f r e s h  

c o r p u s  l u t e u m .  A r i m  o f  c o r t i c a l  s t r o m a  

c o n t a i n e d  a f ew  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ;  

i n  t h o s e  i n  w h i c h  t h e  g r a n u l o s a  was 1 0 - 1 2  

c e l l s  d e e p  a n  o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l  

was s e e n  i n  t h e  g r a n u l o s a .  I n  t h e  c o r p u s  

l u t e u m  q u i t e  a  l a r g e  num ber  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  

c e l l s  was n o t e d ,  p a r t i c u l a r l y  i n  c l o s e  

p r o x i m i t y  t o  t h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e  s e p t a .

I n  many i n s t a n c e s  t h e s e  p o s i t i v e  c e l l s  h a d  t h e i r  

n u c l e i  d i s p l a c e d  t o w a r d s  t h e  p e r i p h e r y .  ( F i g . 1 5 ) .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7  d a y s ) .  I n  a l l  r e s p e c t s

t h e  o v a r i e s  o f  t h i s  a n i m a l  a p p e a r e d  t o  be  v e r y
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s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 1 )  a b o v e .  Many 

b l o o d  f o l l i c l e s  w e re  s e e n ,  a n d  t h e  o v a r i e s  w e re  

r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e .  The m i c r o s c o p i c  

a p p e a r a n c e s  a l s o  w e r e  a l m o s t  i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  

o f  t h e  f i r s t  a n i m a l ,  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n s  made 

a b o v e  a p p l y  h e r e .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s

w e re  l a r g e  a n d  p a l e ,  a n d  s e e m e d  t o  c o n t a i n  

n u m e r o u s  c o r p o r a  l u t e a .  On m i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  t h e  h i s t o l o g y  was s i m i l a r  t o  t h e  

p r e v i o u s  o v a r i e s  -  much e v i d e n c e  o f  l u t e a l  

t i s s u e ,  an d  a  f e w  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s .

H o w ev e r ,  a p a r t  f r o m  some P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  

i n  t h e  f o l l i c l e s  o f  1 0 - c e l l  d e e p  g r a n u l o s a  

l a y e r s ,  t h e s e  o v a r i e s  w ere  v i r t u a l l y  n e g a t i v e  

f o r  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  M a c r o s e o p i c a l l y

t h e s e  o v a r i e s  w e r e  v e r y  p a l e ,  a n d  w e r e  h a r d  t o  

t h e  t o u c h ,  w i t h  n u m e ro u s  p a l e  c o l o u r e d  

t u b e r c l e s  -  r e g a r d e d  a s  p r o b a b l y  c o r p o r a  l u t e a .  

M i c r o s c o p i c a l l y  t h e s e  o v a r i e s  c l o s e l y  r e s e m b l e d  

t h o s e  o f  a n i m a l s  ( 1 )  a n d  ( 2 )  a b o v e  : t h e r e

w e re  s e v e r a l  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ,  a l l  t h e
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l a r g e r  o f  w h i c h  c o n t a i n e d  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  : f r e s h

c o r p u s  l u t e u m  t i s s u e  a l s o  c o n t a i n e d  much P . A . S .  

p o s i t i v e  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 5 ) ,  (2 8  d a y s ) .  H e re  a g a i n ,  

t h e  o v a r i e s  w e re  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  

a n i m a l  ( 4 )  a b o v e .  The m o s t  n o t a b l e  f e a t u r e  

was t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s ,  

c e l l s ,  a n d  g l o b u l e s  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  some 

a r e a s  o f  w h i c h  w e re  d e g e n e r a t i n g .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a l l  ways s i m i l a r  

t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  G roup  I  a n i m a l s ,  b u t  

t h e  r e a c t i o n s  s e e m e d  t o  b e  m ore  r a p i d ,  a n d  

s t r o n g e r .  The i m p r e s s i o n  i s  t h a t  ' P r e g n y l * 

i s  a  more p o t e n t  s u b s t a n c e  t h a n  human p r e g n a n c y  

u r i n e , a n d  p r o d u c e s  s t r o n g e r  r e a c t i o n s  m ore 

r a p i d l y ,  a n d  t h e  e f f e c t  s e e m s  t o  l a s t  l o n g e r .  

B ey o n d  t h i s ,  i t  w i l l  b e  n o t e d  t h a t  t h e s e  

r e s u l t s  w o u ld  a p p e a r  t o  c o n f i r m  t h e  f i n d i n g s  

i n  t h e  p r e v i o u s  a n i m a l  e x p e r i m e n t ;  an d  

t o g e t h e r ,  f u r t h e r  c o n f i r m a t i o n  i s  g i v e n ,  

a p p a r e n t l y ,  f o r  t h e  h y p o t h e s i s  i n d i c a t e d  b y  t h e
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r e s u l t s  o b t a i n e d  on t h e  human o v a r i e s  r e g a r d i n g  

t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

w i t h  o v a r i a n  a c t i v i t y .

G roup  I I I .  ( G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  A -  N on-  

P r e g n a n t  u r i n e ) .

A n im a l  ( l ) ,  (48  h o u r s ) .  On i n s p e c t i o n  

t h e  o v a r i e s  w e r e  s m a l l  a n d  a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  

M i c r o s c o p i c a l l y  t h e  m o s t  o b v i o u s  a n d  s t r i k i n g  

f e a t u r e  was t h e  p r e s e n c e  o f  a n  o l d  c o r p u s  

l u t e u m  w h i c h  was i n  a n  a d v a n c e d  s t a g e  o f  

o r g a n i s a t i o n  an d  w i d e l y  i n v a d e d  b y  i n g r o w t h  

o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  f r o m  t h e  s t r o m a .  I n  one 

o r  tw o  p l a c e s  i n  t h i s  c o r p u s  l u t e u m  t h e r e  w e re  

l a r g e ,  o p e n ,  c l e a r  c e l l s  p e p p e r e d  w i t h  f i n e  

P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s .  The s t r o m a  a t  t h e  

p e r i p h e r y  o f  t h e  c o r p u s  l u t e u m  a l s o  c o n t a i n e d  

c e l l s  i n  w h i c h  t h e r e  w e re  P . A . 8 .  p o s i t i v e  

g r a n u l e s .  One o r  tw o  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  

w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  c o r t i c a l  s t r o m a ,  b u t  t h e s e  

w e r e  n e g a t i v e  f o r  t h e  P . A . S .  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7 d a y s ) .  B o t h  i n  m a c r o s c o p i c  

an d  m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e  t h e s e  o v a r i e s  

r e s e m b l e d  i n  a l l  r e s p e c t s  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 1 )
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a b o v e .  T h e r e  w a s ,  h o w e v e r ,  l e s s  e v i d e n c e  o f  

t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 3 ) ,  (1 4  d a y s ) .  As b e f o r e ,  t h e s e  

o v a r i e s  w e re  s m a l l  an d  se em e d  t o  b e  i n a c t i v e .  

M i c r o s c o p i c a l l y  t h e r e  was no  e v i d e n c e  o f  l u t e a l  

t i s s u e .  N um erous  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  w e re  

s e e n  i n  d i f f e r e n t  b u t  e a r l y  s t a g e s  o f  m a t u r a t i o n .  

T h r o u g h o u t ,  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  

t h e s e  o v a r i e s  w e re  f u n d a m e n t a l l y  i d e n t i c a l  t o  

t h o s e  o f  a n i m a l  ( 3 )  a b o v e .  I f  a n y  d i f f e r e n c e ,  

i t  was m a c r o s c o p i c ,  i n  s o  f a r  a s  a n i m a l  ( 4 )  

o v a r i e s  w e r e  m i n u t e  i n  s i z e .

A n im a l  ( 5 ) ,  (2 8  d a y s ) .  H e re  a g a i n ,  t h e  

o v a r i e s  o f  t h i s  a n i m a l  w e re  e s s e n t i a l l y  i d e n t i c a l  

t o  t h o s e  o f  a n i m a l s  ( 3 )  a n d  ( 4 )  a b o v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

I t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  g o n a d o t r o p h i c  

e x t r a c t  A made f r o m  t h e  u r i n e  o f  n o n - p r e g n a n t  

women d o e s  n o t  c o n t a i n  a n y  f a c t o r  w h i c h  w i l l  

s t i m u l a t e  t r u e  a c t i v i t y  i n  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  I n  t h e  f i r s t  2 a n i m a l s ,
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t h e  p r e s e n c e  o f  c o r p o r a  l u t e a  c o u l d  h a r d l y  

be a s c r i b e d  t o  t h e  a c t i o n  o f  t h e  i n j e c t e d  

e x p e r i m e n t a l  s u b s t a n c e ;  t h e  c o r p o r a  w e re  t o o  

o b v i o u s l y  o l d ,  d e g e n e r a t e d ,  a n d  w e l l  i n f i l t r a t e d  

w i t h  c o n n e c t i v e  t i s s u e . I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  

t h e  l a r g e  c e l l s  c o n t a i n i n g  P . A . S .  p o s i t i v e  

g r a n u l e s  w e r e  p h a g o c y t e s .  A p a r t  f r o m  t h i s  

t h e  o v a r i e s  o f  t h e  e n t i r e  s e r i e s  o f  a n i m a l s  

w e re  e s s e n t i a l l y  i n a c t i v e  an d  f r e e  f r o m  a n y  

e v i d e n c e  o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n ,  A d i f f e r e n t  e x p l a n a t i o n  i s ,  

o f  c o u r s e ,  p o s s i b l e  -  i t  may w e l l  be  t h a t  t h e  

e x t r a c t  f a i l e d  t o  p r o d u c e  s i g n s  o f  a c t i v i t y  

s i m p l y  b e c a u s e  i t  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  a c t i v e  

p r i n c i p a l  due  t o  some f a u l t  i n  t h e  e x t r a c t i v e  

t e c h n i q u e .

G roup  IV .  ( G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  B -  N on-  

P r e g n a n t  U r i n e ) ,

A n im a l  ( 1 ) ,  (4 8  h o u r s ) .  A t l a p a r o t o m y  

i t  was n o t e d  t h a t  t h e s e  o v a r i e s  w e r e  s m a l l  a n d  

a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

r e v e a l e d  a  p i c t u r e  w h i c h  r e s e m b l e d  t h a t  s e e n  i n  

t h e  o v a r i e s  o f  a n i m a l  ( 1 )  i n  t h e  p r e v i o u s
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g r o u p ;  o r g a n i s a t i o n  o f  o l d  c o r p u s  l u t e u m  

t i s s u e  was q u i t e  a d v a n c e d .  T h e r e  was 

p r a c t i c a l l y  n o  e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7  d a y s ) .  The o v a r i e s  o f  

t h i s  a n i m a l  w e re  s m a l l  a n d ,  a p a r t  f r o m  one 

o r  tw o  s m a l l  f o l l i c l e s  on t h e  s u r f a c e ,  s e em ed  

t o  he  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

r e v e a l e d  t h a t  t h e r e  was p r a c t i c a l l y  no e v i d e n c e  

o f  l u t e a l  t i s s u e .  I n  t h e  s t r o m a  t h e r e  w e re  

s e v e r a l  f o l l i c l e s  i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  

d e v e l o p m e n t ,  m o s t  o f  w h i c h  sh o w ed  some s l i g h t  

e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r .  A p a r t  f r o m  t h i s  t h e  o v a r i e s  

w e re  v i r t u a l l y  n e g a t i v e  t o  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14  d a y s ) .  As i n  a n i m a l  ( 1 )  

a b o v e  t h e s e  o v a r i e s  w e re  s m a l l  a n d  i n a c t i v e  on 

m a c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n .  M i c r o s c o p y  r e v e a l e d  

t h e  p r e s e n c e  o f  some l u t e a l  t i s s u e  w h i c h ,  

h o w e v e r ,  was m a r k e d l y  i n v a d e d  b y  c o n n e c t i v e  

t i s s u e  a n d  w e l l - o r g a n i s e d .  Two c e l l s  o n l y  w e re  

f o u n d  t o  c o n t a i n  P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s ,  a n d  

t h e s e  c e l l s  w e re  s i t u a t e d  i n  t h e  c o n n e c t i v e
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t i s s u e  i n v a d i n g  t h e  l u t e a l  "body. O t h e r w i s e  

t h e  o v a r i e s  w e r e  S c h i f f  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  On i n s p e c t i o n  

t h e s e  o v a r i e s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  h e  i n a c t i v e ,

The m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e  was s i m i l a r  t o  t h a t  

n o t e d  f o r  a n i m a l  ( 2 )  a b o v e  -» v i z . ,  m a i n l y  s t r o m a  

w i t h  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s ;  

t h e r e  s e e m e d  t o  be  some e v i d e n c e  o f  P . A , S .  

p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  s t r o m a .

A n im a l  ( 5 ) ,  ( 28  d a y s ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  

t h e s e  o v a r i e s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l

( 2 )  a b o v e  -  v i z ,  -  s m a l l ,  i n a c t i v e  o v a r i e s ;  

l i t t l e  e v i d e n c e  o f  l u t e a l  t i s s u e ;  a  few  e a r l y  

f o l l i c l e s  i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t .  

T h e r e  was no  e v i d e n c e  o f  a n y  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

P r o b a b l y  t h e  m o s t  n o t a b l e  f e a t u r e  i n  t h i s  

g r o u p  i s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o v a r i e s  w e re  a l l  

s m a l l  a n d  a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  The m ere  

p r e s e n c e  o f  l u t e a l  t i s s u e  i n  some o f  t h e  o v a r i e s  

i s  p r o b a b l y  o f  l i t t l e  s i g n i f i c a n c e ,  e s p e c i a l l y  

a s  i t  was s o  m a r k e d l y  o r g a n i s e d .  F u r t h e r ,  t h e
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p r e s e n c e  o f  s o  f ew  P .A .S *  p o s i t i v e  c e l l s  i n  

t h e s e  o v a r i e s ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m ,  i s  p r o b a b l y  m ore  

f o r t u i t o u s  t h a n  d ue  t o  a n y  i n f l u e n c e  o f  t h e  

i n j e c t e d  s u b s t a n c e .  I n  s h o r t ,  t h e  o v e r a l l  

i m p r e s s i o n  i s  t h a t  t h e  g o n a d o t r o p h i c  e x t r a c t  

B f r o m  n o n - p r e g n a n t  u r i n e  h a s  l i t t l e  i f  an y  

e f f e c t  on t h e  o v a r i e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l s ,

G ro u p  V. ( G o n a d o t r o p h i n  -  S a l i n e  E x t r a c t .  

N o n - P r e g n a n t  U r i n e ) ,

A n im a l  ( 1 ) ,  (48  h o u r s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

w e r e  s m a l l  a n d  i n a c t i v e .  T h e r e  was l i t t l e  

o f  n o t e  on  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n :  t h e

s t r o m a  was d e n s e ,  a n d  t h e r e  w e r e  one o r  two 

r e l a t i v e l y  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s .  F u r t h e r ,  

t h e  o v a r i e s  w e re  v i r t u a l l y  n e g a t i v e  t o  t h e  

S c h i f f  r e a c t i o n .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7 d a y s ) .  A l m o s t  i d e n t i c a l

t o  t h e  o v a r i e s  o f  a n i m a l  ( 1 )  a b o v e ,  b o t h  

m a c r o s c o p i c a l l y  a n d  m i c r o s c o p i c a l l y ,  t h e s e  

o v a r i e s  w e re  v i r t u a l l y  P . A . S .  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14- d a y s ) .  G r o s s  e x a m i n a t i o n
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o f  t h e s e  o v a r i e s  show ed  th e m  t o  b e  s m a l l  

a n d  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  

th e m  t o  be  l a r g e l y  made u p  o f  w e l l - a d v a n c e d  

o r g a n i s i n g  o l d  l u t e a l  t i s s u e .  O c c a s i o n a l l y  

t h r o u g h  t h i s  t i s s u e  t h e r e  w e re  a  f e w  P . A . S .  

p o s i t i v e  c e l l s ,  a n d  one o r  tw o  s m a l l  a r e a s  

s h o w i n g  f a i n t  d u s t i n g  w i t h  P . A . S ,  p o s i t i v e  

g r a n u l e s .  A p a r t  f r o m  t h i s  t h e r e  was l i t t l e  

e l s e  o f  n o t e *

A n im a l  ( 4 ) ,  (21  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

a p p e a r e d  n o r m a l  a n d  i n a c t i v e .  S t a i n e d  s e c t i o n s  

w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  ( l )  a b o v e .  

N e g a t i v e .

A n im a l  ( 5 ) ,  ( 26  d a y s ) .  H e re  a g a i n ,  b o t h  

on m a c r o s c o p i c  a n d  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  

t h e s e  o v a r i e s  w e re  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  o f  

a n i m a l  ( l )  a b o v e .  N e g a t i v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

F u n d a m e n t a l l y ,  t h e  o v a r i e s  o f  t h i s  g r o u p  

a r e  s m a l l  a n d  i n a c t i v e .  Any e v i d e n c e  o f  

a c t i v i t y  w h i c h  i s  p r e s e n t  w o u ld  s e e m  t o  be  t h e  

r e s u l t  o f  s t i m u l a t i o n  w h i c h  h a d  o c c u r r e d  p r i o r  

t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  c u r r e n t  e x p e r i m e n t  :
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i t  a p p e a r e d  t o  b e  o l d - s t a n d i n g .  A p a r t  f r o m  

t h o s e  o f  a n i m a l  ( 3 ) ,  a l l  t h e  o v a r i e s  w e r e  

n e g a t i v e  f o r  t h e  P . A . S .  m a t e r i a l  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n :  i n  t h i s  one e x c e p t i o n ,  t h e

p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  was 

s l i g h t  a n d  may h a v e  b e e n  d e g e n e r a t i v e  i n  

o r i g i n  a s  i t  was f o u n d  i n  a  w e l l - a d v a n c e d  

o r g a n i s i n g  c o r p u s  l u t e u m .  I t  s e e m s  p r o b a b l e ,  

t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e  d i d  

n o t  h a v e  a n y  e f f e c t  on t h e  o v a r i e s .

G ro u p  V I .  ( G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  A -  

P r e g n a n c y  U r i n e ) *

A n im a l  ( l ) ,  (4-8 h o u r s ) .  The o v a r i e s  

o f  t h i s  a n i m a l  w e re  l a r g e ,  a n d  b o t h  sh o w ed  

e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y  i n  s o  f a r  a s  t h e y  c o n t a i n e d  

o b v i o u s  f o l l i c l e s ,  o f  w h i c h  2 i n  one o v a r y  

( r i g h t ) w e r e  b l o o d  f o l l i c l e s .  S u r p r i s i n g l y  

e n o u g h ,  t h e  m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  w e re  

d i s a p p o i n t i n g  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  m a c r o s c o p i c  

f i n d i n g s : t h e r e  was l i t t l e  o f  n o t e  a p a r t  f r o m

t h e  l a r g e  G r a a f i a n  f o l l i c l e s  a n d ,  i n  one o v a r y ,  

a  s m a l l  o r g a n i s i n g  c o r p u s  l u t e u m .  The P . A . S .  

r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .
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A n im a l  ( 2 ) ,  (7 d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

a l s o  w e r e  e n l a r g e d  an d  g a v e  t h e  i m p r e s s i o n  

t h a t  t h e y  w e re  a c t i v e ,  a l t h o u g h  b l o o d  f o l l i c l e s  

w e re  n o t  s e e n .  T h e r e  d i d  a p p e a r  t o  be  

n u m e ro u s  c o r p o r a  l u t e a .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  c o n f i r m e d  t h a t  t h e s e  o v a r i e s  w e r e  

a c t i v e .  I n  e a c h  o v a r y  t h e r e  w e r e  s e v e r a l  

l a r g e  f o l l i c l e s  a n d  3 r e c e n t l y  f o r m e d  c o r p o r a  

l u t e a .  I n  e a c h  o f  t h e  l u t e a l  b o d i e s  t h e r e  

was e v i d e n c e  o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  

a n d  i n  a l l  o f  t h e  f o l l i c l e s  t h e r e  was a l s o  

P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  w h i c h  was c o n f i n e d  t o  

t h e  g r a n u l o s a  l a y e r .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14  d a y s ) .  On m a c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  t h e s e  o v a r i e s  w e r e  s m a l l ,  a p p a r e n t l y  

n o r m a l ,  a n d  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  

h o w e v e r ,  r e v e a l e d  th em  t o  b e  q u i t e  a c t i v e .

T h e r e  w e re  f o l l i c l e s  i n  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  

r i g h t  up  t o  t h e  l a t e  s t a g e s  o f  m a t u r a t i o n ,  a n d  

t h e r e  w e r e  a l s o  e a r l y ,  r e c e n t l y  f o r m e d  c o r p o r a  

l u t e a .  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  was p r e s e n t  

i n  t h e  m o s t  m a t u r e  f o l l i c l e s  a n d  i n  t h e  c o r p o r a  

l u t e a .
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A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s ,  

a l t h o u g h  l a r g e r ,  w e re  i n  o t h e r  r e s p e c t s  s i m i l a r  

t o  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 3 )  a b o v e .  T h e r e  was s t r o n g  

e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y ,  many o f  t h e  f o l l i c l e s  

w e r e  l a r g e  a n d  m a t u r e ,  a n d  t h e r e  w e r e  one  o r  

tw o q u i t e  l a r g e ,  r e c e n t l y  f o r m e d  c o r p o r a  l u t e a .  

T h e r e  was much m ore  e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  

o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  -  s o m e t i m e s  

g l o b u l a r  i n  f o r m  -  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f  

t h e  f o l l i c l e s ,  a n d  i n  t h e  c o r p o r a  l u t e a ,  w h e re  

i t  was b o t h  g r a n u l a r  a n d  g l o b u l a r  i n  f o r m .

T h e r e  was a n  o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l  

i n  t h e  s t r o m a .

A n im a l  ( 5 ) ,  ( 2 8  d a y s ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  

t h e s e  o v a r i e s  w e re  a l m o s t  i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  

o f  a n i m a l  ( 4 )  a b o v e .  On g r o s s  e x a m i n a t i o n  t h e y  

w e r e  o f  a b o u t  t h e  same s i z e  an d  a p p e a r a n c e .

On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e  s e c t i o n s  w e re  

a l s o  c l o s e l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  p r e v i o u s  

a n i m a l ,  a n d  i n d e e d  t h e r e  was e v e n  m ore  e v i d e n c e  

o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  t h e  f o l l i c l e s  and  c o r p o r a  l u t e a .
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Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

T h i s  g r o u p ,  w h i c h  r e p r e s e n t s  t h e  r e s u l t s  

o f  i n j e c t i n g  g o n a d o t r o p h i n  -  e x t r a c t  A -  f r o m  

p r e g n a n c y  u r i n e ,  r e v e a l s  t h a t  t h e  i n j e c t e d  

s u b s t a n c e  c o n t a i n s  some f a c t o r  w h i c h  i s  c a p a b l e  

o f  i n i t i a t i n g  o v a r i a n  a c t i v i t y  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l s .  The f o l l i c u l a r  s y s t e m  i s  s t i m u l a t e d  

t o  g r o w t h  a n d  m a t u r a t i o n ,  up  t o  t h e  p o i n t  o f  

r u p t u r e  o f  t h e  f o l l i c l e ,  t o  be f o l l o v ^ e d  b y  

c o r p u s  l u t e u m  f o r m a t i o n .  T h r o u g h o u t  t h e s e  

s t a g e s  o f  m a t u r a t i o n  t h e r e  i s  i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  

o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

u n d e r  c o n s i d e r a t i o n .

G ro u p  V I I .  ( G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  B -  

P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( l ) ,  (48  h o u r s ) .  At t h e  o r i g i n a l  

l a p a r o t o m y ,  p r i o r  t o  i n j e c t i o n ,  i t  was e s p e c i a l l y  

n o t e d  t h a t  t h e s e  o v a r i e s  w e re  v e r y  s m a l l .  Now,

48 h o u r s  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n ,  t h e y  w e re  s e e n  t o  

be  g r e a t l y  e n l a r g e d ,  v e r y  c o n g e s t e d  a n d  i n j e c t e d ,  

a n d  c o n t a i n e d  s e v e r a l  b l o o d - f o l l i c l e s . The 

m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  

o f  t h e  o v a r i e s  o f  a n i m a l  ( 1 )  i n  G ro u p  V I ,
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v i z .  -  t h e r e  w e r e  s e v e r a l  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s ,  some o f  w h i c h  w e re  m a t u r e  G r a a f i a n  

f o l l i c l e s ,  a n d  t h e r e  was some o r g a n i s i n g  

l u t e a l  t i s s u e ;  i n  t h i s  a n i m a l ,  h o w e v e r ,  t h e r e  

was e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  i n t r a - c e l l u l a r  

g r a n u l e s  i n  t h e  o l d  c o r p u s  l u t e u m  a n d  i n  t h e  

s t r o m a .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7 d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s

a l s o  w e r e  l a r g e  a n d  a p p e a r e d  t o  be  a c t i v e  ; 

b o t h  c o n t a i n e d  b l o o d - f o l l i c l e s .  On

m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  a p a r t  f r o m  t h e  p r e s e n c e  

o f  one o r  tw o  m a t u r e  f o l l i c l e s ,  t h e r e  was l i t t l e  

o f  n o t e  t o  i n d i c a t e -  g r e a t  a c t i v i t y .  The P . A . S .  

p o s i t i v e  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) ,  (14  d a y s ) .  The o v a r i e s  o f

t h i s  a n i m a l  w e re  q u i t e  l a r g e  a n d  e m b o s s e d ,  a n d  

t h e r e  s e em e d  t o  be  g r e a t  n u m b e r s  o f  c o r p o r a  

l u t e a .  H o w ev e r ,  on m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

t h e y  d i d  n o t  a p p e a r  t o  be  v e r y  a c t i v e .  T h e r e  

w e re  one o r  two l a r g e  f o l l i c l e s ,  i n c l u d i n g  2 

b l o o d - f o l l i c l e s  i n  w h i c h  t h e r e  was f a i n t  

e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  O t h e r  

t h a n  t h i s  t h e r e  was l i t t l e  o f  n o t e .
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A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  A g a i n ,  t h e s e

o v a r i e s  w e re  q u i t e  l a r g e  a n d  e m b o s s e d .  The 

m i o r o s o o p i o  f i n d i n g s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  

d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  a n i m a l  ( 3 ) ,  b u t  w i t h  t h e  

a d d i t i o n  o f  f r e s h  c o r p u s  l u t e u m  t i s s u e ,  i n  

w h i c h  t h e r e  was e v i d e n c e  o f  a  f i n e  s u s p e n s i o n  

o f  P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s .

A n im a l  ( 5 ) ,  ( 28  d a y s ) .  The o v a r i e s  o f

t h i s  a n i m a l  w e re  l a r g e ,  m a r k e d l y  i n j e c t e d  a n d  

c o n g e s t e d .  On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e y  

a p p e a r e d  more t r u l y  a c t i v e  t h a n  a n y  o f  t h e  

p r e v i o u s  o v a r i e s  i n  t h i s  g r o u p ;  t h e y  c o n t a i n e d  

f o l l i c l e s  i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  

a n d  one o r  tw o  c o r p o r a  l u t e a .  T h e r e  was 

m ore  e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e  s t r o m a ,  t h e  c o r p o r a  l u t e a ,  a n d  

s l i g h t  e v i d e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f  t h e  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

I n  t h i s  g r o u p  t h e  m a c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  

c o n s i s t e n t l y  s u g g e s t e d  a c t i v i t y ,  b u t  t h e  

m i c r o s c o p i c  p i c t u r e  was v a r i a b l e  a n d  i n c o n s t a n t .
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T h e r e  s e e m s  l i t t l e  d o u b t  t h a t  t h e  i n j e c t e d  

s u b s t a n c e  d i d  i n  f a c t  p r o m o te  f o l l i c u l a r  

m a t u r a t i o n ,  b u t  i t  was o n l y  i n  t h e  l a t e r  

a n i m a l s  (4  a n d  5) t h a t  t h e r e  was a n y  r e a l  

e v i d e n c e  o f  c o r p u s  l u t e u m  f o r m a t i o n .  The 

p r e s e n c e  o r  o t h e r w i s e  o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e s e  o v a r i e s  h a s  b e e n  f o u n d  t o  

be t o o  b i z a r r e  an d  i n c o n s i s t e n t  t o  w a r r a n t  

a n y  o b s e r v a t i o n s .

G ro u p  V I I I .  ( G o n a d o t r o p h i n  -  S a l i n e  E x t r a c t  -
    iiiiniiM uiii t.wmi iiuij* '

P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) ,  (48  h o u r s ) .  The o v a r i e s  

o f  t h i s  a n i m a l  w e r e  a v e r a g e - s i z e d ,  n o r m a l  

l o o k i n g ,  a n d  a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  th e m  t o  b e  c o m p l e t e l y  

i n a c t i v e ,  a n d  n e g a t i v e  f o r  t h e  S c h i f f  m a t e r i a l .

A n im a l  ( 2 ) ,  ( 7 d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s  

a l s o  w e re  n o r m a l  a n d  i n a c t i v e  i n  a p p e a r a n c e .  

M i c r o s c o p y  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f ew  

f o l l i c l e s ,  some w i t h  a n t r a ,  b u t  o t h e r w i s e  l i t t l e  

o f  n o t e .  A p a r t  f r o m  one  o r  tw o l a r g e ,  

p o s s i b l y  p h a g o c y t i c ,  c e l l s  w h i c h  c o n t a i n e d  P . A . S ,  

p o s i t i v e  g r a n u l e s ,  a n d  p r e s e n t  i n  t h e  s t r o m a ,
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t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  was n e g a t i v e .

A n im a l  ( ] ) ,  (14  d a y s ) .  On g r o s s  

e x a m i n a t i o n  t h e s e  o v a r i e s  w e re  s m a l l  an d  

a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  E x a m in e d  b y  t h e  

m i c r o s c o p e ,  t h e  o v a r i e s  w ere  s e e n  t o  c o n t a i n  

n u m e ro u s  f o l l i c l e s  i n  a l l  s t a g e s  o f  

d e v e l o p m e n t  : i n  t h o s e  w h i c h  w e r e  a t r i a t e d

an d  i n  w h i c h  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  was a b o u t  

5 o r  6 c e l l s  d e e p  o r  m o re ,  t h e r e  was some 

e v i d e n c e  o f  P . A . S ,  p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  

g r a n u l o s a .

A n im a l  ( 4 ) ,  (2 1  d a y s ) .  I n  many ways

t h e s e  o v a r i e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  

p r e v i o u s  a n i m a l  ( 3 ) :  t h e y  w e re  s m a l l  a n d

a p p a r e n t l y  i n a c t i v e .  M i c r o s c o p i c a l l y  t h e y  

w e re  l e s s  a c t i v e ,  t h e r e  w e re  f e w e r  e l e m e n t s ,  

an d  t h e  s t r o m a  was d e n s e .  L i k e w i s e ,  t h e r e  

was much l e s s  e v i d e n c e  o f  a n y  P . A . S .  p o s i t i v e  

m a t e r i a l .

A n im a l  ( 5 ) ,  (2 8  d a y s ) .  T h e s e  o v a r i e s

a l s o  r e s e m b l e d  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 3 )  a b o v e  i n  

g e n e r a l ,  b u t  t h e r e  was s t i l l  l e s s  e v i d e n c e  o f  

a c t i v i t y ,  and  p r a c t i c a l l y  no  e v i d e n c e  o f  t h e
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P . A . S .  m a t e r i a l .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

T h r o u g h o u t  t h i s  g r o u p  t h e r e  i s  a  f a i r l y  

c l o s e  r e s e m b l a n c e  b e t w e e n  a l l  t h e  o v a r i e s ,  a n d  

on t h e  w h o le  t h e s e  a r e  i n a c t i v e ,  a l t h o u g h  t h e r e  

i s  some s l i g h t  e v i d e n c e  o f  t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e  

p e r h a p s  h a v i n g  s t i m u l a t e d  a  m i n o r  d e g r e e  o f  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  a s  s e e n  i n  t h e  a n i m a l  k i l l e d  

a t  14 d a y s ;  a f t e r  w h i c h  t h e r e  i s  s t e a d y  

d i m i n u t i o n  o f  a c t i v i t y  -  i t  b e i n g  n o t e d  t h a t  

t h e r e  was n e v e r  a n y  m a rk e d  d e g r e e  o f  a c t i v i t y  

e v e n  when a t  i t s  g r e a t e s t  i n  a n i m a l  ( 3 ) .

R a t  E x p e r i m e n t s .
   M W d M M M — Wi— fc^ ^ lfciWMHih i l l li il . 11 Bi . lÉJIiJu'fcUi I'l H i r i i | . .

The t e c h n i q u e  i n  t h e s e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  

f o l l o w e d  t h e  g e n e r a l  p a t t e r n  o f  t h a t  e m p lo y e d  

f o r  t h e  R a b b i t  e x p e r i m e n t s .  A l l  t h e  r a t s  

e m p lo y e d  w e re  i m m a t u r e ,  a n d  e a c h  w e i g h e d  70  gm s.  

F o r  c o n t r o l s ,  3 a n i m a l s  w e re  e m p lo y e d  a n d  f o r  

e a c h  o f  8 g r o u p s  f o r  i n j e c t i o n ,  3 a n i m a l s  w e re  

u s e d ,  s o  t h a t  t h e  t o t a l  was 24 a n i m a l s  p l u s  

3 c o n t r o l s .  The a n i m a l s  w e re  k i l l e d  a t  48 

h o u r s , 3 d a y s ,  a n d  10 d a y s  a f t e r  i n j e c t i o n .
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I n  a d d i t i o n  t o  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,

2 m a t u r e  p r e g n a n t  r a t s  w e re  s e l e c t e d  a t  r a n d o m  

a n d  k i l l e d  v \ / i th in  30 m i n u t e s  o f  r a t t i n g ,  

l a p a r o t o m y  p e r f o r m e d ,  an d  t h e  o v a r i e s  r e m o v e d  

f o r  s e c t i o n i n g .

I n j e c t e d  S u b s t a n c e s .  Co n t r o 1 a n i m a l s

w e r e  n o t  i n j e c t e d  a t  a l l .

G roup  I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  

p o o l e d  u r i n e  f r o m  known p r e g n a n t  women: t h e

3 r a t s  i n  t h i s  g r o u p  h a d  10 m l ,  o f  p o o l e d  

p r e g n a n c y  u r i n e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  p e r i t o n e a l  

c a v i t y .  I n  o r d e r  t o  p r e v e n t ,  a s  f a r  a s  

p o s s i b l e ,  t h i s  q u a n t i t y  o f  u r i n e  b e i n g  t o o  

g r e a t  o r  t o o  t o x i c  on a  s i n g l e  i n j e c t i o n ,

i t  was a d m i n i s t e r e d  i n  a  d i v i d e d  d o s e  -  4 m l .  

on t h e  f i r s t  d a y ,  an d  6 m l .  on  t h e  d ay  

f o l l o w i n g ,  e a c h  o f  t h e s e  b e i n g  d i v i d e d  i n t o  

a  m o r n i n g  a n d  a n  a f t e r n o o n  d o s e .

G roup  I I  a n i m a l s  w e re  t r e a t e d  a n d  

i n j e c t e d  i n  t h e  same way, b u t  t h e  s u b s t a n c e  

u s e d  h e r e  was p o o l e d  u r i n e  f r o m  known 

n o n - p r e g n a n t  women.

G roup  I I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h
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a n  e x t r a c t  A o f  g o n a d o t r o p h i n  made f r o m  t h e  

u r i n e  o f  known n o n - p r e g n a n t  women, 1 m l .  o f  

t h e  e x t r a c t  b e i n g  u s e d  an d  a d m i n i s t e r e d  a s  a  

s i n g l e  i n t r a - p e r i t o n e a l  d o s e .

G roup  IV a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  a  

s i n g l e  d o s e  o f  1 m l ,  o f  a n  e x t r a c t  B o f  

g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f ro m  p o o l e d  u r i n e  o f  

known n o n - p r e g n a n t  women.

G roup  V a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  v / i t h  a  

s i n g l e  d o s e  o f  1 m l ,  o f  a  s a l i n e  e x t r a c t  o f  

g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f ro m  t h e  u r i n e  o f  

known n o n - p r e g n a n t  women.

G ro u p  VI a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 m l .  

o f  a n  e x t r a c t  A o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  f r o m  

t h e  u r i n e  o f  known p r e g n a n t  women.

G ro u p  V I I  a n i m a l s  w e re  i n j e c t e d  w i t h  1 

m l .  o f  a n  e x t r a c t  B o f  g o n a d o t r o p h i n  p r e p a r e d  

f r o m  t h e  u r i n e  o f  known p r e g n a n t  women.

G roup  V I I I  a n i m a l s  w e r e  i n j e c t e d  v / i t h  

1 m l .  o f  a  s a l i n e  e x t r a c t  o f  g o n a d o t r o p h i n  

p r e p a r e d  f r o m  t h e  u r i n e  o f  known p r e g n a n t  

p a t i e n t s .

A l l  i n j e c t i o n s  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  made
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a t  t h e  same t i m e .

The c o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a t  t h e  

same t i m e  a s  t h e  a n i m a l s  f r o m  G ro u p  I , t h e  f i r s t  

a n i m a l  f r o m  e a c h  g r o u p  b e i n g  k i l l e d  4-8 h o u r s  

a f t e r  i n j e c t i o n .  T h e r e a f t e r ,  a s  s t a t e d  a b o v e ,  

i n  e a c h  g r o u p  t h e  s e c o n d  an d  t h i r d  a n i m a l s  w e re  

k i l l e d  5 an d  10 d a y s  r e s p e c t i v e l y  a f t e r  i n j e c t i o n .

At t h e  t i m e  o f  k i l l i n g  t h e  o v a r i e s  w e re  

e x a m in e d  m a c r o s c o p i c a l l y ,  r e m o v e d ,  w e i g h e d ,  

f i x e d  i n  f o r m o l - o o r r o s i v e , b l o c k e d  i n  p a r a f f i n ,  

s e c t i o n e d ,  m o u n te d ,  a n d  s t a i n e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e .  The s e c t i o n s  w e re  t h e n  

e x a m in e d  m i c r o s c o p i c a l l y .

R e s u l t s .

Q o n t r o l s . A l t h o u g h  n o n e  o f  t h e s e  a n i m a l s

h a d  r e c e i v e d  a n y  i n j e c t i o n ,  t h e y  w e r e  k i l l e d  a t  

i n t e r v a l s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h a t  f o r  t h e  i n j e c t e d  

a n i m a l s ,  i . e .  t h e  s e c o n d  a n i m a l  was k i l l e d  3 d a y s  

a f t e r  t h e  f i r s t ,  an d  t h e  t h i r d  a n i m a l  5 d a y s  

l a t e r ;  w h e t h e r  t h i s  h a d  a n y  b e a r i n g ,  f r o m  a  

g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  a s p e c t ,  on t h e  w e i g h t s  

o f  t h e  o v a r i e s ,  c a n n o t  be  s t a t e d ,  b u t  i t  was o f  

i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  t h e  o v a r i a n  w e i g h t s  d i d
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i n  f a c t  i n c r e a s e  w i t h  t h e  l o n g e r  l i f e  o f  

t h e  s e c o n d  and  t h i r d  a n i m a l s .

C o n t r o l  ( 1 ) ,  The o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  

be i n a c t i v e .  A f t e r  r e m o v a l ,  t h e  r i g h t  o v a r y  

w e i g h e d  20 mgm, a n d  t h e  l e f t  o v a r y  w e i g h e d  

40 mgm. g i v i n g  a n  a v e r a g e  o f  30 mgm.

M i c r o s c o p y  r e v e a l e d  t h a t  i n  e a c h  o v a r y  t h e r e  

w e r e  s e v e r a l  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ;  

t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  show ed  d e v e l o p m e n t ,  a n d  

i n  some o f  t h e  l a r g e r  f o l l i c l e s  t h e r e  was a  

d e f i n i t e  t h e e a  l a y e r  w h i c h ,  h o w e v e r ,  was 

d e n s e  a n d  d i d  n o t  r e v e a l  a n y  e v i d e n c e  o f  t h e e a  

l u t é i n i s a t i o n .  A l l  s e c t i o n s  w e re  v i r t u a l l y  

n e g a t i v e  f o r  t h e  P . A . S ,  m a t e r i a l .

C o n t r o l  ( 2 ) ,  I n  one  o v a r y  -  t h e  l e f t  -  

a  s m a l l  s e r o u s  f o l l i c l e  was n o t e d  b e f o r e  

r e m o v a l  o f  t h e  o r g a n s .  A f t e r  e x c i s i o n ,  b o t h  

o v a r i e s  w e i g h e d  35 mgm, w h i c h  i s  5 mgm, a b o v e  

t h e  a v e r a g e  f o r  t h e  f i r s t  c o n t r o l .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h e  o v a r i e s  t o  be  v e r y  

s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  c o n t r o l  ( 1 ) ,  t h e  o n l y  p o i n t  

o f  d i f f e r e n c e  b e i n g  r a t h e r  e q u i v o c a l  t h e e a  -  

l u t é i n i s a t i o n .  The S c h i f f  r e a c t i o n  was
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v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

C o n t r o l  ( 3 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a p p e a r e d  

q u i t e  i n a c t i v e ,  a n d  when r e m o v e d ,  t h e y  w e re  

f o u n d  t o  w e i g h  45 mgm. a n d  70 m gm ., t h e  a v e r a g e  

b e i n g  57 mgm; t h i s  i s  a  c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  

o v e r  t h e  p r e v i o u s  c o n t r o l  o v a r i e s .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  a  p i c t u r e  w h i c h  was a l m o s t  

i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  c o n t r o l  ( 1 ) ,  The P . A . S .  

r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

The o v a r i e s  o f  e a c h  o f  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s  

a p p e a r e d  t o  be i n a c t i v e ,  y e t , on s e c t i o n i n g  a n d  

e x a m i n i n g  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e ,  t h e y  w e re  a l l  

f o u n d  t o  c o n t a i n  s m a l l  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s .  

T h r o u g h o u t ,  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .  An i n t e r e s t i n g  p o i n t  was t h e  

p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  w e i g h t  o f  t h e  o v a r i e s  

w i t h  t h e  l o n g e r  l i f e  o f  t h e  a n i m a l .

C ro u p  I .  ( P o o l e d  P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  At l a p a r o t o m y  t h e  o v a r i e s  o f

t h i s  a n i m a l  w e r e  v e r y  i n j e c t e d ,  a n d  s e e m e d  t o  

b e  a c t i v e ,  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a p p a r e n t  

f o l l i c l e s  -  n o n e  o f  w h i c h  w e r e  b l o o d  f o l l i c l e s .
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The o v a r i e s  w e i g h e d  50 mgm, e a c h .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  o b v i o u s l y  a c t i v e  o v a r i e s  -  

t h e r e  w e r e  s e v e r a l  l a r g e  f o l l i c l e s  w i t h  s i g n s  

o f  e a r l y  l u t é i n i s a t i o n  o f  t h e  t h e c a .  The 

P . A . S ,  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a l s o  a p p e a r e d

t o  b e  a c t i v e ,  w i t h  s m a l l  c l e a r  f o l l i c l e s  a n d  

m o d e r a t e  i n j e c t i o n .  The w e i g h t  o f  t h e  o v a r i e s  

was r a t h e r  s u r p r i s i n g  -  e a c h  w e i g h e d  o n l y  20 mgm. 

On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  a c t i v i t y  was c o n f i r m e d  

b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  few  f o l l i c l e s  a n d  v/hat 

a p p e a r e d  t o  b e  s e v e r a l  c o r p o r a  l u t e a .  The 

P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  t h e s e

o v a r i e s  w e re  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  

( 2 )  a b o v e .  The o v a r i e s  se e m e d  a c t i v e ,  a n d  

e a c h  w e i g h e d  20 mgm. M i c r o s c o p y  c o n f i r m e d  

a c t i v i t y ,  t h e r e  b e i n g  f o l l i c l e s  i n  d i f f e r e n t  

s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a n d  i n  a d d i t i o n  t h e r e  

w e re  c o r p o r a  l u t e a .  The P . A . S .  r e a c t i o n  was 

v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

The o u t s t a n d i n g  f e a t u r e s  o f  i n t e r e s t  w i t h
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r e g a r d  t o  t h i s  g r o u p  w e r e ,  f i r s t ,  t h e  v a r i a t i o n  

i n  w e i g h t  o f  t h e  f i r s t  a n i m a l  a s  c o m p a r e d  t o  

t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d ;  s e c o n d ,  t h e  a n a t o m i c a l  

e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a c t i v i t y  i n  a l l  t h e  

o v a r i e s ;  a n d  t h i r d ,  t h e  f a c t  t h a t  t h r o u g h o u t  

t h i s  g r o u p  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  r e m a i n e d  

v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

G roup  I I .  ( P o o l e d  N o n - P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  

be  i n a c t i v e ,  a n d  e a c h  w e i g h e d  10 mgm. 

M i c r o s c o p i c a l l y  one o r  tw o  s m a l l ,  e a r l y  f o l l i c l e s  

w e re  n o t e d  i n  a  r a t h e r  l o o s e  s t r o m a .  The P . A . S .  

r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) .  The o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  

b e  i n a c t i v e ,  a n d  e a c h  w e i g h e d  a f r a c t i o n  u n d e r  

10 mgm. On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e r e  was 

no e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y ,  a n d  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  

was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a l s o  s e e m e d  

t o  be  i n a c t i v e .  E a c h  w e i g h e d  a  f r a c t i o n  u n d e r  

10 mgm. M i c r o s c o p i c a l l y  t h e y  a l s o  a p p e a r e d  

i n a c t i v e ,  a n d  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .
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Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

The r e s u l t s  g i v e n  a b o v e  se em  t o  b e  

c o n s i s t e n t ;  t h e  w e i g h t  o f  t h e  o v a r i e s ,  t o  a l l  

i n t e n t s  a n d  p u r p o s e s ,  do n o t  show  a n y  v a r i a t i o n ,  

a n d  t h e  m a c r o s c o p i c  a n d  m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s ,  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  n e g a t i v e  P . A . S .  r e a c t i o n ,  s eem  

t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  i n t r a - p e r i t o n e a l  

i n j e c t i o n  o f  n o n - p r e g n a n c y  u r i n e  d o e s  n o t  h a v e  

a n y  e f f e c t  i n  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  i n  t h e  o v a r i e s .  

G ro u p  I I I .  ( G o n a d o t r o p h i c  E x t r a c t  A f r o m  

H o n - P r e g n a n o y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  The o v a r i e s  f r o m  t h i s  a n i m a l

a p p e a r e d  t o  b e  i n a c t i v e :  t h e y  w e i g h e d  10 mgm.

a n d  50 m gm., t h e  a v e r a g e  b e i n g  30 mgm. On 

m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e  o v a r i e s  b o r e  q u i t e  

a  c l o s e  s i m i l a r i t y  t o  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  

a n i m a l s  -  t h e r e  w e re  a  few  e a r l y  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s ,  a n d  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  t h e s e  o v a r i e s

w e r e  q u i t e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 1 )  a b o v e ;  

t h e y  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e ;  t h e y  w e i g h e d  

35 mgm. a n d  15 m gm ., t h e  a v e r a g e  b e i n g  25 mgm:



Fig. 16. Section  ot re± ovary to show an occasional 

S ch ift p o s it iv e  cell in th e  strom a close to fo llic les , 

(arrow ed). P A .S .  x 4 5 0 .
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Fig. 17. Section  to show Schiff p ositive  cells in  the 

strom a close to fo llic le s , (arrowed). P A .5 . x 4 5 0 .
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t h e r e  w e re  s e v e r a l  s m a l l  f o l l i c l e s  i n  

d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  e a r l y  d e v e l o p m e n t .  The 

r e a c t i o n  t o  t h e  P . A . S ,  s t a i n i n g ,  h o w e v e r ,  was 

o f  some i n t e r e s t  ; i n  g e n e r a l  t h i s  was r e g a r d e d  

a s  n e g a t i v e ,  b u t  t h e r e  was a n  o c c a s i o n a l  

g r a n u l a r  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l  i n  t h e  s t r o m a  

c l o s e  t o  t h e  f o l l i c l e s .  ( P i g ,  1 6 ) .

A n im a l  (3)■ A g a i n ,  i n  t h e s e  o v a r i e s  

t h e r e  was a  s i m i l a r i t y  t o  t h o s e  o f  t h e  tw o  

p r e v i o u s  a n i m a l s .  The o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  b e  

i n a c t i v e ,  an d  w e i g h e d  60 mgm. a n d  70 m gm ,, t h e  

a v e r a g e  b e i n g  65 mgm. The m i c r o s c o p i c  

a p p e a r a n c e ,  h o w e v e r ,  g a v e  t h e  i m p r e s s i o n  o f  

g r e a t e r  a c t i v i t y  -  t h e  f o l l i c l e s  w e r e  l a r g e r ,  

some o f  th e m  s h o w i n g  e v i d e n c e  o f  e a r l y  

l u t é i n i s a t i o n  o f  t h e  g r a n u l o s a ,  a n d  t h e  t h e c a  

l a y e r  was d e f i n e d  a l t h o u g h  w i t h o u t  l u t é i n i s a t i o n .  

T h e r e  se e m e d  t o  b e  a n  o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  

g l o b u l e  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  l a r g e r  

f o l l i c l e s ,  and  t h e r e  was m ore  e v i d e n c e  o f  P . A . S .  

p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  s t r o m a .  ( P i g .  17 )$

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

Prom t h e s e  r e s u l t s  i t  i s  r a t h e r  d i f f i c u l t
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t o  a r r i v e  a t  a n y  d e f i n i t e  sum m ary .  I t  w o u ld  

a p p e a r  t h a t , a l t h o u g h  t h e  o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  

he  i n a c t i v e  t h e i r  w e i g h t s  d i d  i n c r e a s e  (m o re  

t h a n  c o u l d  h e  a c c o u n t e d  f o r  e v e n  b y  a s s u m i n g  

t h a t  some f a t  h a d  b e e n  l e f t  a t t a c h e d  a t  

d i s s e c t i o n ) ,  a n d  t h e r e  was some e v i d e n c e  -  no 

d o u b t  m i n i m a l  ™ o f  some f o l l i c u l a r  a c t i v i t y ,  

w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  

( a g a i n  m i n i m a l )  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  

f o l l i c u l a r  s y s t e m .  A l l  t h i s  i n  s p i t e  o f  t h e  

f a c t  t h a t  t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e  was p r e p a r e d  

f r o m  n o n - p r e g n a n c y  u r i n e .

G roup  IV .  ( G o n a d o t r o p h i c  E x t r a c t  B f r o m  

N o n - P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  The o v a r i e s  i n  t h i s  a n i m a l  

w e r e  v e r y  s m a l l  a n d  s e e m e d  t o  be  i n a c t i v e  : 

t h e y  w e i g h e d  10  mgm. a n d  25 m gm., t h e  a v e r a g e  

b e i n g  17 mgm. On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e r e  

was a n  o c c a s i o n a l  s m a l l ,  a p p a r e n t l y  d e g e n e r a t e d  

f o l l i c l e .  The P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  o v a r i e s  w e r e

a  l i t t l e  l a r g e r  t h a n  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 1 )  a b o v e ,
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t h e y  se e m e d  t o  h e  i n a c t i v e ;  e a c h  w e ig h e d  

18  mgm. On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  t h e  

a p p e a r a n c e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  

p r e v i o u s  a n i m a l ,  h u t  t h e  t i s s u e s  l o o k e d  

f r e s h e r  a n d  t h e  o c c a s i o n a l  f o l l i c l e  w h i c h  was 

p r e s e n t  was n o t e d  a s  b e i n g  m ore  n o r m a l  i n  

a p p e a r a n c e .  The P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) .  L i k e  t h e  o v a r i e s  o f  a n i m a l  

( 2 )  a b o v e ,  t h e s e  o r g a n s  w e re  m o d e r a t e l y  l a r g e ,  

a n d  e a c h  w e i g h e d  40 mgm. The m i c r o s c o p i c  

f i n d i n g s  w e re  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  f o u n d  

i n  a n i m a l  ( 2 )  a b o v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

I t  s e em s  r e a s o n a b l y  o b v i o u s  t h a t  t h e  

i n j e c t e d  s u b s t a n c e  d i d  n o t  p r o d u c e  a n y  g r e a t  

e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y  i n  t h i s  g r o u p .

T h r o u g h o u t ,  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was  v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

G roup  V. ( G o n a d o t r o p h i c  S a l i n e  E x t r a c t  f r o m  

N o n - P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  

be  i n a c t i v e  a n d  t h e y  w e i g h e d  20 mgm. a n d  15 m gm .,
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t h e  a v e r a g e  b e i n g  17 mgm. I t  was s u r p r i s i n g  

t o  f i n d  t h a t ,  on m i c r o s o o p i o  e x a m i n a t i o n ,  i n  

s p i t e  o f  t h e  o v a r i e s  b e i n g  v e r y  s m a l l ,  t h e y  

c o n t a i n e d  q u i t e  w e l l - d e v e l o p e d  f o l l i c l e s ,  some 

q u i t e  l a r g e  a n d  w i t h  a n t r a :  b u t  t h e r e  was

v i r t u a l l y  no  e v i d e n c e  o f  P . A . S ,  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  

A n im a l  ( 2 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  l o o k e d  q u i t e  

w e l l  d e v e l o p e d  o v a r i e s ,  t h e y  s e e m e d  t o  b e  

i n a c t i v e  i n  s i t u ,  T hey  w e i g h e d  15 mgm, e a c h .

The m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  w e r e  s i m i l a r  t o  

a n i m a l  ( 1 )  a b o v e  -  n u m e ro u s  f o l l i c l e s  i n  a l l  

s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t .  The P . A . S ,  r e a c t i o n  

was v i r t u a l l y  n e g a t i v e ,  a l t h o u g h  t h e r e  was a n  

o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  a d e g e n e r a t i n g  f o l l i c l e .

A n im a l  ( 3 ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  t h e s e  o v a r i e s  

w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  ( 1 )  a n d  ( 2 )  a b o v e .

E a c h  w e i g h e d  50 mgm. The m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  

a l s o  w e r e  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  a n i m a l s  ( l )  an d  

( 2 ) .  I n  t h i s  i n s t a n c e ,  h o w e v e r ,  t h e  P . A . S ,  

r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s ,

A l t h o u g h  t h e r e  was a  c e r t a i n  am o u n t  o f
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e v i d e n c e  o f  some f o l l i c u l a r  a c t i v i t y ,  t h e r e  was 

v i r t u a l l y  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  a n y  P . A . S ,  p o s i t i v e  

m a t e r i a l .  I t  c a n n o t  he  s t a t e d  w h e t h e r  a n y  

a c t i v i t y  w h i c h  was p r e s e n t  was due  t o  t h e  

i n j e c t e d  s u b s t a n c e .

G-roup V I .  ( G o n a d o t r o p h i c  E x t r a c t  A f r o m  

P r e g n a n c y  U r i n e ) ,

A n im a l  ( l ) .  On m a c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

t h e s e  o v a r i e s  s e e m e d  t o  be  i n a c t i v e .  T h e r e  

was q u i t e  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  w e i g h t s  o f  t h e  

two o r g a n s  ™ 30 mgm. a n d  65 mgm. t h e  a v e r a g e  

b e i n g  47 mgm. M i c r o s c o p i c a l l y  t h e  a p p e a r a n c e s  

w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s  

a l t h o u g h  m ore  a d v a n c e d  -  f o l l i c l e s  i n  a l l  

s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  g o o d  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  

g r a n u l o s a ,  w i t h  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  a  t h e c a  

l a y e r .  The P . A . S ,  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

A n im a l  ( 2 ) .  T h e s e  O v a r i e s  a p p e a r e d  

l a r g e r  a n d  s e e m e d  t o  c o n t a i n  f o l l i c l e s .  The 

o v a r i e s  w e re  i n j e c t e d ,  a n d  i n j e c t i o n  was a l s o  

n o t e d  i n  t h e  t u b e s .  The o v a r i e s  w e i g h e d  

70 mgm. a n d  50 mgm. ( a v e r a g e  60 m gm .) .  A p a r t
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f r o m  b e i n g  l a r g e r  o v a r i e s ,  t h e  m i c r o s o o p i o  

f i n d i n g s  w e re  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  i n  

a n i m a l  ( 1 )  a b o v e .  H e r e ,  a l s o ,  t h e  P . A . S .  

r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l  ( 3 ) .  On i n s p e c t i o n  t h e s e  o v a r i e s  

w e re  a b o u t  t h e  same s i z e  a s  t h o s e  o f  a n i m a l  

( 2 ) ,  a n d  a p p e a r e d  t o  be  a c t i v e  i n - a s - m u o h  a s  

f o l l i c l e s  w e re  p r e s e n t .  T hey  w e i g h e d  50 mgm, 

an d  40  mgm. ( a v e r a g e  45 m gm ,) .  On m i c r o s c o p y  

t h e y  l o o k e d  much m ore a c t i v e  ; t h e r e  w e re  

s e v e r a l  f o l l i c l e s  i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  

d e v e l o p m e n t ,  a n d  i n  one a r e a  t h e r e  was w h a t  

a p p e a r e d  t o  be  w e l l  d e v e l o p e d  l u t e a l  t i s s u e  -  

p r o b a b l y  a  c o r p u s  l u t e u m .  T h e r e  was a g o o d  

r e s p o n s e  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f  t h e  

f o l l i c l e s ,  and  t h e r e  was f o r m a t i o n  o f  a  t h e c a  

l a y e r .  T h e r e  w e re  o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  

c e l l s  -  g r a n u l a r  -  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f  

t h e  l a r g e r  f o l l i c l e s ,  an d  a l s o  i n  t h e  " c o r p u s  

l u t e u m "  t i s s u e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

The a p p e a r a n c e s  d e s c r i b e d  h e r e  se em  t o  

i n d i c a t e  q u i t e  d e f i n i t e l y  t h a t  t h e  i n j e c t e d
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s u b s t a n c e  o c c a s i o n e d  a p r o g r e s s i v e  s e r i e s  o f  

c h a n g e s  i n  t h e  o v a r i e s .  S o h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  

w e r e  a l s o  f o u n d .

G roup  V I I . ( G o n a d o t r o p h i c  E x t r a c t  B f ro m  

P r e g n a n e  y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  T h e s e  o v a r i e s  w e r e  r e l a t i v e l y  

s m a l l  a n d  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e  : t h e y  w e i g h e d

20 mgm. e a c h .  The m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  w e re

v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  a n i m a l  ( 2 )  i n  t h e

p r e v i o u s  g r o u p  ( V I ) .  The P . A . S .  r e a c t i o n  was 

v i r t u a l l y  n e g a t i v e  a p a r t  f r o m  one s m a l l  a r e a  

i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  i n  w h i c h  t h e r e  w e re  

P . A . S .  p o s i t i v e  g r a n u l e s .

A n im a l  ( 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  o v a r i e s  a p p e a r e d  

t o  be  q u i t e  i n a c t i v e ,  b o t h  t u b e s  w e r e  s e e n  t o  

be  v e r y  o e d e m a t o u s  an d  h y p e r t r o p h i e d ,  a n d  t h e y  

w e re  m i l d l y  i n j e c t e d .  The o v a r i e s  w e i g h e d  

40 mgm. e a c h .  M i c r o s c o p i c a l l y  t h e r e  was a

g o o d  r e a c t i o n ;  t h e  o v a r i e s  c o n t a i n e d  n u m e ro u s

f o l l i c l e s  i n  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  some o f  

th e m  b e i n g  q u i t e  l a r g e .  T h e r e  w e re  a l s o  c o r p o r a  

l u t e a  i n  e a c h  o v a r y .  The P . A . S .  r e a c t i o n  was 

p o s i t i v e ,  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  b e i n g
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p r e s e n t  b o t h  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  a n d  i n  

t h e  c o r p o r a  l u t e a .

A n im a l  ( 3 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a l s o  a p p e a r e d  

t o  b e  i n a c t i v e ,  b u t  i t  was n o t e d  t h a t  t h e r e  was 

a n  i n c r e a s e  i n  t h e i r  w e i g h t  -  80 mgm. a n d  

70 mgm. a v e r a g e  75 mgm. A g a i n ,  m i c r o s c o p i c a l l y ,  

t h e r e  w e r e  a p p e a r a n c e s  o f  a c t i v i t y  -  g r e a t e r  

t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  a n i m a l .  T h e r e  w e re  s e v e r a l  

l a r g e ,  w e l l  d e v e l o p e d  f o l l i c l e s  w i t h  much 

e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r s . T h e r e  was one  o l d  c o r p u s  

l u t e u m .  T h e r e  w e r e  a l s o  one o r  tw o  P . A . S .  

p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  s t r o m a  i m m e d i a t e l y  

s u r r o u n d i n g  one f o l l i c l e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

Prom t h e s e  r e s u l t s  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  

t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e  c a u s e d  a  p r o g r e s s i v e  

s e r i e s  o f  a c t i v e  c h a n g e s  w i t h  w h i c h  t h e r e  was 

a s s o c i a t e d  i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  o f  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  t h e  P . A . S ,  p o s i t i v e  m a t e r i a l .

G roup  V I I I .  ( G o n a d o t r o p h i c  S a l i n e  E x t r a c t  f r o m  

P r e g n a n c y  U r i n e ) .

A n im a l  ( 1 ) .  T h e s e  o v a r i e s  a p p e a r e d  t o
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be  i n a c t i v e .  T hey  w e i g h e d  15 mgm, a n d  

30 mgm.,  a v e r a g e  22 mgm. On m i c r o s o  e p i c  

e x a m i n a t i o n  t h e y  r e s e m b l e d  t h o s e  o f  t h e  

c o n t r o l s  i n  t h a t  t h e y  c o n t a i n e d  o ne  o r  two 

s m a l l  f o l l i c l e s  w i t h  d e f i n e d  t h e c a l  l a y e r s .

The P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  n e g a t i v e .  

A n im a l  ( 2 )  a n d  A n im a l  ( 3 ) .  T h e s e  

w e re  i n  a l l  r e s p e c t s  s i m i l a r  t o  a n i m a l  ( l )  

a b o v e .  The o v a r i e s  w e i g h e d  15 mgm, e a c h  i n  

t h e  c a s e  o f  a n i m a l  ( 2 ) ,  a n d  35 mgm. a n d  50 

mgm, ( a v e r a g e  42 m gm .) i n  t h e  c a s e  o f  

a n i m a l  ( 3 ) .  The P . A . S ,  r e a c t i o n s  w e re  

n e g a t i v e .

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

I t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  i n j e c t e d  

s u b s t a n c e  e m p lo y e d  f o r  t h i s  g r o u p  d i d  n o t  

p r o d u c e  a n y  a c t i v i t y  i n  t h e  o v a r i e s .

M a tu r e  P r e g n a n t  R a t s  k i l l e d  w i t h i n  30 m i n u t e s  

o f  R a t t i n g .

Two a n i m a l s  w e re  u s e d .  At l a p a r o t o m y  

t h e  o v a r i e s  i n  e a c h  a n i m a l  w e re  l a r g e  a n d  g a v e  

t h e  s u r f a c e  a p p e a r a n c e  o f  a c t i v i t y .



%

Fig.  18. Section of pregnant rat ovary to show the presence 
of Schiff p o s it iv e  cells in the granulosa layer of 
fo llic le s , (arrow ed). P A .5. x 4 5 0 .
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M i c r o s o o p i c a l l y  t h e r e  w e re  n u m e ro u s  f o l l i c l e s  

i n  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  t o g e t h e r  w i t h  a 

f e w  a t r e t i c  f o l l i c l e s .  T h e r e  w e r e ,  a l s o ,  

a p p a r e n t l y  a c t i v e  c o r p o r a  l u t e a .

A f t e r  s t a i n i n g  b y  t h e  P . A . S .  t e c h n i q u e ,  

i n  many ways t h e s e  o v a r i e s  r e s e m b l e d  t h e  

" p r e g n a n t "  human o v a r y .  T h e r e  w e r e  w e l l  

d e v e l o p e d  c o r p o r a  l u t e a  w i t h  P . A . S .  p o s i t i v e  

c e l l s  a n d  a  f e w  f r e e  g r a n u l e s  ™ g l o b u l e s  w e re  

e n t i r e l y  a b s e n t .  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  an d  

g r a n u l e s  w e re  a l s o  f o u n d  i n  t h e  s t r o m a ,  n e a r  

t h e  c o r p o r a  l u t e a  a n d  t h e  f o l l i c l e s .  T h e r e  

w e r e  o c c a s i o n a l  P . A . S ,  p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  f o l l i c l e s .  ( P i g . 1 8 ) .

MICE.

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  22 i m m a t u r e  m ic e  

w e r e  e m p lo y e d  : t h e y  w e re  a l l  o f  a p p r o x i m a t e l y

t h e  same s i z e ,  t h e  a v e r a g e  w e i g h t  b e i n g  7 gms. 

S i x  o f  t h e  a n i m a l s  w e re  u s e d  a s  c o n t r o l s ;  

t h e y  w e r e  n o t  g i v e n  a n y  i n j e c t i o n s ,  a n d  t h e y  

w e r e  a l l  k i l l e d  a t  t h e  same t i m e .  Of t h e  

r e m a i n i n g  16 a n i m a l s ,  t h e y  w e r e  d i v i d e d  i n t o
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2 g r o u p s  e a o h  o f  8 a n i m a l s ,  t h e s e  b e i n g  p u t  i n  

p a i r s  w i t h i n  e a c h  g r o u p  s o  t h a t  a n y  l o s s  b y  

d e a t h  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t  m i g h t  

be  c o v e r e d .  A n im a l s  i n  G ro u p  I  w e re  g i v e n  

i n t r a - p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n s  o f  " P r e g n y l "

3 i . u .  p e r  -J- m l .  w h i c h  was t h e  v o lu m e  i n j e c t e d  : 

t h e  m ic e  w e r e  t h e r e a f t e r  k i l l e d  i n  p a i r s  a t  

i n t e r v a l s  o f  2, 5, 7 a n d  10 d a y s  a f t e r  

i n j e c t i o n ,  A F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  E x t r a c t  

was t h e  s u b s t a n c e  u s e d  f o r  i n j e c t i n g  i n t o  t h e  

a n i m a l s  o f  G roup  I I  -  1 m l ,  o f  t h e  e x t r a c t  

b e i n g  u s e d  -  a l l  i n j e c t i o n s  w e re  g i v e n  a t  t h e  

same t i m e .  The a n i m a l s  i n  G ro u p  I I  w e re  

k i l l e d  i n  p a i r s  a t  i n t e r v a l s  a s  i n  G ro u p  I .

When k i l l e d ,  l a p a r o t o m y  was p e r f o r m e d  

a n d  t h e  o v a r i e s  o f  e a c h  a n i m a l  i n s p e c t e d .  

T h e r e a f t e r  t h e  o v a r i e s  w e re  d i s s e c t e d  f r e e ,  

r e m o v e d ,  a n d  w e i g h e d .  S e c t i o n s  f r o m  e a c h  o f  

t h e  o v a r i e s  w e re  t h e n  p r e p a r e d  b y  t h e  u s u a l  

t e c h n i q u e ,  s t a i n e d  w i t h  H. & S .  a n d  a l s o  

a c c o r d i n g  t o  t h e  S c h i f f  t e c h n i q u e ,  a f t e r  w h i c h  

t h e y  w e r e  e x a m i n e d .
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R e s u l t s .

Go n t r o l s . I n  e v e r y  i n s t a n c e  t h e  o v a r i e s  

a p p e a r e d  t o  he  q u i t e  n e g a t i v e  a n d  i n a c t i v e .  

A l t h o u g h  t h e r e  was s l i g h t  v a r i a t i o n  i n  o v a r i a n  

w e i g h t  i n  i n d i v i d u a l  a n i m a l s  t h i s  was c o n s i d e r e d  

t o  h e  i n s i g n i f i c a n t 5 a s  v/as a n y  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  o v a r i a n  w e i g h t s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  a n i m a l s  : 

t h e  a v e r a g e  w e i g h t  o f  a  s i n g l e  o v a r y  was 5 . 5  

mgm. E x a m i n a t i o n s  o f  s e c t i o n s  f r o m  e a c h  o v a r y  

o f  e a c h  a n i m a l  d i d  n o t  g i v e  a n y  i n d i c a t i o n  o f  

a c t i v i t y  -  t h e r e  was a n  o c c a s i o n a l  s m a l l ,  e a r l y  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e ,  b u t  n o t h i n g  m o r e .

T h r o u g h o u t ,  t h e  P . A . S .  r e a c t i o n  was v i r t u a l l y  

n e g a t i v e .

G ro u p  I .  ( " P r e g n y l " ) .

A n im a l s  (1  and  2 ) .  Of t h e  f i r s t  2 a n im a l i  

k i l l e d ,  t h e  o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e ,  

a l t h o u g h  i n  one a n i m a l  t h e  t u b e s  w e r e  i n j e c t e d  

an d  s l i g h t l y  o e d e m a t o u s ;  i n  t h i s  a n i m a l  e a c h  

o v a r y  w e i g h e d  9 mgm. w h i l s t  i n  t h e  o t h e r  a n i m a l  

e a c h  o v a r y  w e i g h e d  6 mgm. M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  a p i c t u r e  s i m i l a r  t o  t h a t  

o f  t h e  c o n t r o l s ,  v i z .  -  v i r t u a l l y  i n a c t i v e



Fig. 19. Section of mouse ovary to show the presence 

of Schiff p ositive cells, mainly in the stroma, (arrowed).

PA.S. X 650 .
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o v a r i e s  w i t h  a  few  s m a l l ,  e a r l y  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s ;  t h e  P . A . S ,  r e a c t i o n  was n e g a t i v e .

A n i m a l s  (3  an d  4 ) .  I n  b o t h  a n i m a l s  t h e  

t u b e s  Vfere m a r k e d l y  o e d e m a t o u s :  i n  one  a n i m a l

t h e  o v a r i e s  w e re  q u e s t i o n a b l y  p o s i t i v e ,  w h i l s t  

i n  t h e  o t h e r  t h e  o v a r i e s  w e re  o b v i o u s l y  a c t i v e  

i n - s o - f a r  a s  t h e y  c o n t a i n e d  b l o o d  f o l l i c l e s .

I n  t h e  f i r s t  a n i m a l  t h e  o v a r i e s  w e i g h e d  10 mgm. 

a n d  15 mgm. -  a v e r a g e  1 2 . 5  mgm., a n d  i n  t h e  

s e c o n d  t h e  w e i g h t s  w e re  10 mgm. a n d  11 mgm. -  

a v e r a g e  1 0 . 5  mgm. On m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

t r u e  a c t i v i t y  was c o n f i r m e d ;  t h e r e  w e re  g o o d  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ,  some b e i n g  q u i t e  l a r g e ,  

a n d  t h e r e  w e re  b l o o d  c y s t s  i n  e a c h  o v a r y .

The S c h i f f  r e a c t i o n  was m i l d l y  p o s i t i v e  f o r  t h e  

m a t e r i a l  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n ,  b e i n g  s i t u a t e d  

m a i n l y  i n  t h e  s t r o m a .  ( F i g .  1 9 ) .

A n im a l s  (5  an d  6 ) .  The o v a r i e s  f r o m  

t h e s e  a n i m a l s  a l l  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e ,  a n d  

t h e  t u b e s  w e re  n e i t h e r  o e d e m a t o u s  n o r  i n j e c t e d .

The o v a r i e s  w e i g h e d  5 mgm. a n d  6 mgm, ( a v e r a g e  

5 . 5  m g m .) ,  a n d , 6 mgm, an d  8 mgm. ( a v e r a g e  7 m gm .) .  

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  r a t h e r  p o o r



Fig. 2 0 . S ection  to show  the presence ot S ch iff  

p o s it iv e  cells in  th e  fo llic le  gT3.nu.losa, a n d  in

the stiom a, (aTTowed'). PA.S. x 450-
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f o l l i c u l a r  d e v e l o p m e n t  i n  e a c h  o f  t h e  o v a r i e s .

I n  t h e  o v a r i e s  o f  one a n i m a l  t h e r e  was a n  

o c c a s i o n a l  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l  i n  t h e  s t r o m a ,  

b u t  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  o t h e r  a n i m a l  w e r e  

v i r t u a l l y  n e g a t i v e .

A n im a l s  (7 an d  8 ) .  The t u b e s  i n  t h e s e  

a n i m a l s  w e r e  a p p a r e n t l y  n e g a t i v e ,  w h i l s t  i n  

e a c h  o f  t h e  o v a r i e s  t h e  s u r f a c e  was r a t h e r  

g r a n u l a r ,  g i v i n g  t h e  i m p r e s s i o n  o f  o l d  a c t i v i t y .  

The w e i g h t s  o f  t h e  o v a r i e s  w e re  3 . 5  mgm. a n d  

4 mgm. ( a v e r a g e  3 .7 5  m gm .) ,  a n d  7 mgm. an d  

8 mgm. ( a v e r a g e  7 . 5  m gm .) .  The m i c r o s c o p i c  

a p p e a r a n c e s  w e re  much more i n t e r e s t i n g ;  i n  e a c h  

o f  t h e  o v a r i e s  t h e r e  w e re  f o l l i c l e s  i n  a l l  

s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  e a r l y  t h e c a  f o r m a t i o n  

b e i n g  e v i d e n t  i n  t h e  l a r g e r  f o l l i c l e s ,  w h i l s t  

i n  t h e  h e a v i e r  o v a r i e s  t h e r e  w e re  b l o o d  c y s t s .

I n  e a c h  o f  t h e  o v a r i e s  t h e r e  w e re  P . A . S .  

p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  s t r o m a  a n d  i n  t h e  g r a n u l o s a  

l a y e r s  o f  t h e  l a r g e r  f o l l i c l e s .  ( P i g .  2 0 ) .  

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

Prom t h i s  s e r i e s  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  

t h a t  t h e  f i r s t  o b v i o u s  c h a n g e s  w e r e  n o t e d  i n  t h e
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t u b e s :  t h e r e a f t e r  m a c r o s c o p i o  e v i d e n c e  o f

a c t i v i t y  was s e e n  i n  t h e  o v a r i e s .  The 

m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y  i n  t h e  o v a r i e s  

a l s o  becam e  e v i d e n t ,  b u t  t h e r e  w o u ld  a p p e a r  t o  

be  a  s h o r t  t i m e  l a g  b e f o r e  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

c e l l s  a p p e a r e d .

The i n j e c t e d  s u b s t a n c e  ( " P r e g n y l " )  w o u ld  

a p p e a r  t o  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a c t i v i t y  

f o u n d  i n  t h e  o v a r i e s  o f  t h i s  s e r i e s .

Group  I I .  ( F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone E x t r a c t ) .

A n im a l s  (1  a n d  2 ) .  M a o r o s c o p i c a l l y  t h e s e  

o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e .  A f t e r  r e m o v a l  

t h e y  w e i g h e d  3 mgm, a n d  5 mgm. ( a v e r a g e  4 mgm. ) 

an d  3 . 5  mgm, a n d  2 , 5  mgm. ( a v e r a g e  3 m g m ,) .  

M i c r o s c o p i c a l l y  t h e r e  was o n l y  s l i g h t  e v i d e n c e  

o f  a c t i v i t y  -  s e v e r a l  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  ; 

t h e r e  was a l s o  s l i g h t  b u t  d e f i n i t e  e v i d e n c e  o f  

P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  i n  t h e  s t r o m a  n e a r  t h e  

d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s .  The g r a n u l o s a  c e l l s  w e r e  

n e g a t i v e  f o r  t h e  P . A . S ,  r e a c t i o n .

A n im a l s  (3  a n d  4 ) .  H e re  a g a i n ,  t h e  

o v a r i e s  a p p e a r e d  t o  be  i n a c t i v e .  On w e i g h i n g ,  

t h e y  Y/ere f o u n d  t o  be  so m e w h a t  l i g h t e r  t h a n  t h e
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p r e v i o u s  o v a r i e s ,  v i z .  -  2 mgm. a n d  3 mgm. 

( a v e r a g e  2 . 5  m gm .) ,  an d  2 , 2 5  mgm. a n d  2 mgm. 

( a v e r a g e  2 . 1 2  mgm. ) .  M i c r o s c o p i c a l l y ,  h o v /e v e r ,  

t h e r e  was e v i d e n c e  o f  g r e a t e r  a c t i v i t y :  t h e r e

w e re  f o l l i c l e s  i n  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  

a n d  t h e r e  was g o o d  e v i d e n c e  o f  P . A . S .  p o s i t i v e  

c e l l s  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f  t h e  l a r g e r  

f o l l i c l e s .

A n im a l s  (5 a n d  6 ) ,  The o v a r i e s  a p p e a r e d  

t o  be  i n a c t i v e .  T hey  w e re  h e a v i e r  t h a n  t h e  

p r e v i o u s  o v a r i e s  - 3 . 5  mgm. a n d  6 . 5  mgm.

( a v e r a g e  5 m g m .) a n d  4 . 5  mgm. e a c h  ( a v e r a g e

4 . 5  m g m ,) .  M i c r o s c o p i c a l l y ,  a c t i v i t y  was 

e v i d e n t  f ro m  t h e  p r e s e n c e  o f  f o l l i c l e s  i n  a l l  

s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a p p a r e n t l y  g r e a t e r  t h a n  

i n  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  p r e v i o u s  a n i m a l s .  A 

few  l a r g e  P . A . S .  p o s i t i v e  c e l l s  w e r e  p r e s e n t  i n  

t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s ,  b u t  f r o m  t h e i r  s i z e  i t  

was c o n s i d e r e d  t h a t  t h e s e  m i g h t  b e  d e g e n e r a t i v e  

p r o d u c t s .

A n im a l s  (7  a n d  8 ) .  I n  a l l  r e s p e c t s  ™ 

m a o ro s c  o p i c a l l y  a n d  m i c r o s c o p i c a l l y  -  t h e s e  

o v a r i e s  w e re  c l o s e l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f
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a n i m a l s  (5 a n d  6 ) .  They  w e i g h e d  3 mgm. a n d

2 . 5  mgm. ( a v e r a g e  2 . 7 5  mgm. ) an d  3 mgm, e a c h .  

Summary o f  t h e s e  R e s u l t s .

I n  t h i s  g r o u p  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone E x t r a c t  was 

r e s p o n s i b l e  f o r  p r o m o t i n g  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  

f o l l i c l e s  i n  t h e  o v a r i e s ,  b u t  c o u l d  n o t  p r o d u c e  

f u r t h e r  m a t u r a t i o n .

C o m m en ta ry  on  t h e  A n im a l  E x p e r i m e n t s .

As i n d i c a t e d  i n  t h e  i n t r o d u c t o r y  r e m a r k s  

t o  t h i s  s e c t i o n  ( p a g e  71)  t h e  m a in  p u r p o s e  o f  

t h e s e  p a r t i c u l a r  e x p e r i m e n t s  was t o  make a n  

a t t e m p t  a t  d i s c o v e r i n g  w h a t  s u b s t a n c e s ,  i f  a n y ,  

when  i n j e c t e d  i n t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  

w o u ld  r e s u l t  i n  a n  a c c e p t a b l e  d e g r e e  o f  o v a r i a n  

a c t i v i t y ,  an d  a l s o  t o  p a y  e s p e c i a l  a t t e n t i o n  t o  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S o h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

w h i c h  h a s  b e e n  f o u n d  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  s u c h  

a c t i v i t y  i n  t h e  human o v a r y .  By s u c h  m eans i t  

was h o p e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  p l a y e d  b y  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  o v a r i a n  a c t i v i t y ,  

a n d  a l s o  t o  g i v e  some m ore d e f i n i t e  i n d i c a t i o n
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o f  i t s  s o u r c e  a n d  a n y  a s s o c i a t i o n  i t  m i g h t  h a v e  

w i t h  a c t u a l  ho rm one  p r i n c i p a l s .

When c o m p a r i n g  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  one  w i t h  a n o t h e r ,  a n d  w i t h  

t h e  c o n t r o l s ,  c e r t a i n  g e n e r a l  f a c t s  seem  t o  

e m e r g e .  I n  a l l  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s ,  a l t h o u g h  

t h e s e  w e re  i m m a t u r e ,  a  m i n o r ,  e a r l y  d e g r e e  o f  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  was n o t e d  ; i n  n o  i n s t a n c e ,  

h o w e v e r ,  was t h e r e  a n y  e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  

o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n .  W i th  t h i s  i n  m in d ,  a n d  u s i n g  

t h e  c o n t r o l s  a s  t h e  c r i t e r i o n  on w h i c h  t o  b a s e  

t h e  e s t i m a t e  o f  a c t i v i t y ,  i t  h a s  b e e n  show n t h a t  :

( 1 )  P o o l e d  u r i n e  f ro m  p r e g n a n t  women, when 

i n j e c t e d  i n t o  t h e  a n i m a l s ,  p r o m o t e s  o v a r i a n  

a c t i v i t y .  As t h e  a n i m a l s  w e r e  i m m a t u r e ,  a n d  

t h e  r e s p o n s e  f o l l o w e d  s o  c l o s e l y  on t h e  i n j e c t i o n ,  

i t  w o u ld  a p p e a r  p r o b a b l e  t h a t  t h e  i n j e c t e d  u r i n e  

c o n t a i n e d  some f a c t o r  o r  f a c t o r s  w h i c h  a c t e d  

d i r e c t l y  on t h e  a n i m a l  o v a r i e s .  As t h e r e  was 

f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n  w i t h ,  i n  many c a s e s , 

u l t i m a t e  c o r p u s  l u t e u m  f o r m a t i o n ,  i t  f u r t h e r  

s e em s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  i n j e c t e d  p r e g n a n c y  u r i n e
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0 o n t a i n e d a t  l e a s t  tw o f a c t o r s ,  v i z .  -  a  

f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e - l i k e  s u b s t a n c e ,  

a n d  a  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e - l i k e  s u b s t a n c e .

W i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  h i s t o l o g i c a l  o v a r i a n  

a c t i v i t y ,  a f t e r  a  s h o r t  t i m e  l a g ,  t h e r e  i s  

a l s o  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S o h i f f  p o s i t i v e  

s u b s t a n c e  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n  w h i c h  i s  r e g a r d e d  

a s  h i s t o c h e m i c a l  e v i d e n c e  o f  a c t i v i t y ,

( 2 ) When u s e d ,  " P r e g n y l "  l i k e w i s e  

o c c a s i o n s  a  s i m i l a r  s e r i e s  o f  p r o g r e s s i v e  c h a n g e s ,  

f r o m  e a r l y  f o l l i c u l a r  d e v e l o p m e n t ,  t h r o u g h  f u l l  

m a t u r a t i o n  t o  c o r p u s  l u t e u m  f o r m a t i o n ,  w i t h

t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S o h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i n  t h e  f o l l i c u l a r  and  l u t e a l  b o d i e s .  I t  i s  

n o t e d ,  f u r t h e r ,  t h a t ,  j u d g e d  b y  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  t h e  v a r i o u s  b o d i e s  i n  t h e  o v a r i e s ,  t h e  

" P r e g n y l "  s e e m s  t o  be  a  m ore  p o t e n t  s o u r c e  o f  

t h e  f a c t o r s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a c t i v i t y  p r o d u c e d .

( 3 ) W i t h  r e g a r d  t o  t h e  e x t r a c t s  f r o m  

p r e g n a n c y  u r i n e  u s e d  i n  t h e  r a b b i t  a n d  r a t  

e x p e r i m e n t s ,  h e r e  a g a i n  a c t i v i t y  i s  p r o d u c e d  b y  

t h e  e x t r a c t s  A a n d  B, b u t  n o t  b y  t h e  s a l i n e  

e x t r a c t .  The d e g r e e  o f  a c t i v i t y  p r o d u c e d  by



129.

e x t r a c t s  A an d  B i s  s i m i l a r  t o  t h a t  p r o d u c e d  

by  t h e  p o o l e d  p r e g n a n c y  u r i n e .  I n  t h e  same 

w ay ,  t h e  P . A . S ,  p o s i t i v e  m a t e r i a l  a p p e a r s  i n  

t h e s e  o v a r i e s .

( 4 )  The i n j e c t i o n  o f  p o o l e d  human 

n o n - p r e g n a n c y  u r i n e ,  o r  o f  e x t r a c t s  made f ro m  

n o n - p r e g n a n c y  u r i n e ,  d o e s  n o t  o c c a s i o n  a n y  

o b v i o u s  r e s p o n s e  i n  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  an d  t h e  o v a r i e s  r e m a i n  

v i r t u a l l y  n e g a t i v e  f o r  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n .

( 5 )  When F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone i s  

i n j e c t e d  i n t o  im m a tu r e  m i c e ,  a c t i v i t y  i n  t h e  

o v a r i e s  i s  i n i t i a t e d ,  b u t  o n l y  u p  t o  t h e  s t a g e  

o f  m a t u r e  f o l l i c l e s ;  a f t e r  a  s h o r t  t i m e  l a g

t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l  m akes  i t s  a p p e a r a n c e  

i n  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m .  I n  no  c a s e  v/as a  

c o r p u s  l u t e u m  f o r m e d .

From t h e s e  f i n d i n g s ,  i t  h a s  b e e n  show n 

t h a t  t h e  o v a r i e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  -  

w h e t h e r  a d u l t  b u t  i n a c t i v e  a n i m a l s  o r  im m a tu r e  

a n i m a l s  -  a r e  n o t  i n  a n y  way a f f e c t e d  b y  t h e  

i n j e c t i o n  o f  n o n - p r e g n a n c y  u r i n e  o r  o f  e x t r a c t s  

made f r o m  n o n - p r e g n a n c y  u r i n e .  I n  t h e s e
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i n s t a n c e s  t h e  o v a r i e s  r e m a i n  n e g a t i v e  b o t h  f o r  

a c t i v i t y  a n d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P . A . S ,  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n .

V / i th  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  s a l i n e  e x t r a c t  

f r o m  p r e g n a n c y  u r i n e ,  a l l  t h e  o t h e r  s u b s t a n c e s  

u s e d  f o r  i n j e c t i o n  -  p r e g n a n c y  u r i n e , e x t r a c t s  

A a n d  B f r o m  p r e g n a n c y  u r i n e ,  " P r e g n y l "  a n d  

F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone -  s e e m  t o  be  

r e s p o n s i b l e  f o r  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  o v a r i e s  w i t h  

r e s u l t a n t  a c t i v i t y ,  a n d  u l t i m a t e l y  w i t h  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  t h e  P . A . S .  p o s i t i v e  m a t e r i a l .

I t  w o u ld  a p p e a r  t o  be  o f  some s i g n i f i c a n c e  t h a t  

a  t i m e  l a g  h a s  b e e n  n o t e d  b e t w e e n  t h e  i n i t i a l  

p r o d u c t i o n  o f  a c t i v i t y  and  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  

S o h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e .  T h i s  f i n d i n g  w o u ld  

seem  t o  i n d i c a t e  t h a t  i t  i s  o n l y  a f t e r  t h e  

o v a r i e s  h a v e  b e e n  s t i m u l a t e d  t o  a c t i v i t y  t h a t  t h e y  

t h e n  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o d u c i n g  t h i s  s u b s t a n c e  

w h i c h  h i s t o e h e m i c a l l y  i s  r e v e a l e d  a s  b e i n g  S c h i f f  

p o s i t i v e .  I f  t h i s  i s  n o t  a  b r e a k - d o w n  p r o d u c t ,  

t h e n  i t  s e em s  h i g h l y  p r o b a b l e  t h a t  i t  r e p r e s e n t s  

t h e  a c t u a l  o v a r i a n  h o rm o n e s  o r  t h e i r  p r e c u r s o r s ,  

r a t h e r  t h a n  t h e  h o r m o n a l  p r i n c i p l e s  w h i c h
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i n i t i a t e  t h e  o v a r i a n  a c t i v i t y .  The r e c o g n i s e d  

o v a r i a n  h o rm o n e s  a r e  d i h y d r o - o e s t r o n e  f r o m  t h e  

f o l l i c l e s ,  a n d  p r o g e s t e r o n e  f ro m  t h e  c o r p u s  

l u t e u m :  h u t  t h e s e  b o d i e s  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d ,

one b e i n g  d e r i v e d  f r o m  t h e  o t h e r ,  a n d  i n  b o t h  

t h e  S o h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i s  f o u n d .  B u t  

t h e  h o rm o n e s  p r o d u c e d  by  t h e s e  b o d i e s  a r e  a l s o  

s i m i l a r  one  t o  t h e  o t h e r  -
CM3
I '

OH CO
CH

PfogesUvone.

an d  i f  i t  i s  a l l o w e d  t h a t  t h e  h i s  t o e  h em ic  a l  

t e o h n i g _ u e s , i n  p a r t i c u l a r  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n ,  

may n o t  b e  t o o  s e l e c t i v e ,  i t  w o u ld  n o t  be  

s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  two h o rm o n e s  s h o u l d  g i v e  

t h e  same h i s t o o h e m i c a l  r e a c t i o n .
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DISCUSSION AND QQNCLUSIQlfS.

I n  t h i s  s t u d y  a n  a t t e m p t  h a s  b e e n  made t o  

i n v e s t i g a t e ,  b y  h i s t o c h e m i c a l  m e a n s ,  p a r t  o f  t h e  

f u n c t i o n s  o f  t h e  human o v a r y :  a s  a  r e s u l t  i t  i s

h o p e d  t h a t  a  c o n t r i b u t i o n  w i l l  h a v e  b e e n  made 

t o w a r d s  a  f u l l e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p h y s i o l o g y  

o f  t h i s  i m p o r t a n t  o r g a n .  As i n d i c a t e d  i n  t h e  

I n t r o d u c t i o n ,  i t  s e em ed  t o  t h e  a u t h o r  t h a t  no  

t r u l y  c o m p a r a b l e  i n v e s t i g a t i o n  h a d  e v e r  b e f o r e  

b e e n  a t t e m p t e d ;  c o n s e q _ u e n t l y  t h e r e  i s  a  m e a g re  

l i t e r a t u r e  t o  w h i c h  r e f e r e n c e  c a n  b e  m ade .

A s h o r t  h i s t o r i c a l  summary h a s  b e e n  g i v e n  

on t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h i s t o c h e m i s t r y  a s  a  means 

o f  i n v e s t i g a t i n g  t h e  f u n c t i o n s  o f  b o d y  o r g a n s  

a n d  t i s s u e s .  From t h i s  i t  may b e  i n f e r r e d  t h a t ,  

o l d  a s  t h i s  p a r t i c u l a r  s c i e n c e  may b e ,  c h a n g e s  

i n ,  a n d  m o d i f i c a t i o n s  o f  m e t h o d s ,  a n d  t h e  

i n t r o d u c t i o n  o f  new t e c h n i q u e s  do t a k e  p l a c e  f r o m  

t i m e  t o  t i m e :  on  t h i s  b a s i s  i t  may b e  a r g u e d

t h a t  some o f  t h e  t e c h n i q u e s  e m p lo y e d  may be  o p e n  

t o  d o u b t  o r  q u e s t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  on  p r e s e n t  

d a y  k n o w l e d g e  t h e  f u n d a m e n t a l s  o f  t h e  m e th o d  a r e



133.
g e n e r a l l y  a c c e p t e d  b y  a l l  a u t h o r i t i e s .  I n  

p a r t i c u l a r  t h i s  w o u ld  seem  t o  a p p l y  t o  t h e  u s e  

o f  t h e  P e r i o d i c  A c i d - S o h i f f  ( P . A . S , ) t e c h n i q u e s  

w h i c h  h a v e  b e e n  u s e d  s o  e x t e n s i v e l y  i n  t h e  

p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  On t h i s  a s s u m p t i o n  i t  

i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  f i n d i n g s  now p r e s e n t e d  may 

w e l l  b e  a s i g n i f i c a n t ,  i f  s m a l l ,  c o n t r i b u t i o n  

t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  human o v a r y .  At t h e  v e r y  

l e a s t  t h i s  may p e r h a p s  b e  r e g a r d e d  a s  a  b a s i c  

p o i n t  f r o m  w h i c h  f u l l e r  i n v e s t i g a t i o n  a n d  s t u d y  

may e m a n a t e .

I t  i s  r e a l i s e d  t h a t  t h e  p r e s e n t a t i o n  o f  

o b s e r v a t i o n s  i s  one t h i n g ,  w h i l s t  t h e  

i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  i s  q u i t e  

a n o t h e r .  W i th  t h i s  i n  m in d ,  an d  a c c e p t i n g  t h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s  

w h i c h  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  a s  r e l i a b l e ,  i t  i s  now 

p r o p o s e d  t o  d i s c u s s  t h e  f i n d i n g s  h e r e  r e p o r t e d  

a n d  a t t e m p t  a n  i n t e r p r e t a t i o n .

I n  t h e  e a r l i e r  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  a l a r g e  

v a r i e t y  o f  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s  was e m p lo y e d ,  

some o f  w h i c h  g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  w h i l s t  o t h e r s  

g a v e  p o s i t i v e  r e s u l t s .
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T h e r e  was l i t t l e  o f  s i g n i f i c a n c e  d e t e c t e d  

i n  s e c t i o n s  s t a i n e d  b y  H. & E .

The S c h i f f  r e a c t i o n  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  

o f  some s u b s t a n c e  i n  t h e  o v a r y ,  w h i c h  a r o u s e d  

much i n t e r e s t ,  an d  e s p e c i a l l y  when  t h e  v a r i o u s  

q u a l i t a t i v e  m o d i f i c a t i o n s  w e re  e m p lo y e d .

The S u d a n  r e a c t i o n  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  

i n  t h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  a l t h o u g h  t h i s  

d i d  n o t  p e r s i s t  a f t e r  e x t r a c t i o n ,  w h i l s t  t h e  

S c h i f f  r e a c t i o n  c o n t i n u e d  t o  be p o s i t i v e .  At 

no t i m e  was b i r e f r i n g e n c y  d e m o n s t r a t e d .

M e t a c h r o m a s i a  v/as n o t  show n a t  a n y  t i m e  

when u s i n g  t o l u i d i n e  b l u e  o r  t h i o n i n .

A l t h o u g h  a  p o s i t i v e  r e s u l t  was o b t a i n e d  

by  t h e  m o d i f i e d  G-ram ' s  r e a c t i o n  -  a n d  some 

o b s e r v e r s  c o n s i d e r  t h a t  t h i s  i n d i c a t e s  t h e  

p r e s e n c e  o f  n u o l e o p r o t e i n  ™ i t  was p a r t i c u l a r l y  

n o t e d  t h a t  t h e  m ore  g e n e r a l l y  r e c o g n i s e d  m e th o d  

f o r  d e m o n s t r a t i n g  n u o l e o p r o t e i n  b y  s t a i n i n g  w i t h  

l i g h t  g r e e n  b e f o r e  a n d  a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  

t r i c h l o r o - a c e t i c  a c i d  g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s ,  a n d  

t h i s  v/as t a k e n  a s  i n d i c a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  

n u o l e o p r o t e i n .
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As t h e  s t u d y  c o n t i n u e d  i t  was c o n s i d e r e d  

t h a t  a l l  t h e  t e c h n i q u e s  s h o u l d  n o t  h e  r e p e a t e d ,  

e s p e c i a l l y  t h o s e  w h i c h  i n i t i a l l y  a p p e a r e d  t o  

g i v e  n e g a t i v e  r e s u l t s :  many i n t e r e s t i n g  f a c t s

may w e l l  h a v e  b e e n  r e v e a l e d ,  b u t  i t  was f e l t  

t h a t  t h i s  s t u d y  m i g h t  become o v e r l o a d e d  a n d  

i n v o l v e d  i f  a t t e n t i o n  was g i v e n  t o  t o o  many 

f a c t o r s .  As t h e  S c h i f f  r e a c t i o n  g a v e  s u c h  g o o d  

r e s u l t s  i t  was d e c i d e d  t o  p a y  p a r t i c u l a r  

a t t e n t i o n  t o  i t ,  a n d  i t  t h e r e f o r e  a s s u m e s  a 

p o s i t i o n  o f  p r i m e  i m p o r t a n c e  t h r o u g h o u t  t h i s  

i n v e s t i g a t i o n .  ^In e f f e c t ,  t h e  m a i n  t e c h n i q u e  

e m p lo y e d  h a s  b e e n  t h e  S c h i f f  r e a c t i o n ,  w i t h  i t s  

v a r i o u s  m o d i f i c a t i o n s ,  an d  t o  a l e s s e r  e x t e n t  

t h e  S u d a n  r e a c t i o n .  T h i s  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  

l a t e r  p a r t s  o f  t h e  s t u d y .

As show n i n  S e c t i o n  I I ,  t h e  m a t u r e  a c t i v e  

human o v a r y  e x h i b i t s  t h e  p r e s e n c e  o f  some 

s u b s t a n c e  w h i c h  w o u ld  a p p e a r  t o  b e  a  m i x t u r e  o f  

l i p o i d  a n d  m u c o - p r o t e i n ,  t h e  p r o t e i n  m o i e t y  

p r o b a b l y  c o n t a i n i n g  t r y p t o p h a n .  A l s o  f r o m  t h i s  

s e c t i o n  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  t h i s  c o m p le x  

s u b s t a n c e  i s  e s p e c i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e
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f o l l i c u l a r  s y s t e m ,  i n  s o  f a r  a s  i t  i s  f o u n d  i n  

t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  f o l l i c l e ,  i n  t h e  

s u b s t a n c e  o f  t h e  c o r p u s  l u t e u r n ,  a n d  i n  c l o s e  

p r o x i m i t y  t o  t h e  c o r p u s  a l b i c a n s .  B u t  w h a t  i s  

t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  s u b s t a n c e ?

The f i r s t  c o n s i d e r a t i o n  i s  t h a t  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  t h i s  s u b s t a n c e  a s  show n  b y  t h e  

h i s t o o h e m i c a l  t e c h n i q u e s  may be  p u r e l y  

a d v e n t i t i o u s .  I f  t h i s  i s  s o ,  t h e n  i t  d o e s  seem  

s t r a n g e  t h a t  a n  a r t e f a c t  s h o u l d  r e c u r  w i t h  s u c h  

r e g u l a r i t y  t h r o u g h o u t  t h e  c o m p a r a t i v e l y  l a r g e  

n u m b e rs  o f  s e c t i o n s  e x a m i n e d :  an d  f u r t h e r ,

t h a t  i t  s h o u l d  c o n t i n u e  t o  a p p e a r  i n  t h e  same 

s i t e s .  On t h e s e  g r o u n d s ,  i t  c a n  o n l y  be  

c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h i s  

l i p o - m u c o - p r o t e i n  i s  n o t  a n  e v e n t  o f  c h a n c e  b u t  

i s  i n d e e d  o f  s i g n i f i c a n c e  a s  i n d i c a t i n g  some 

p r o c e s s  i n ,  o r  r e s u l t  o f  t h e  c y c l e  o f  e v e n t s  

w h i c h  t a k e  p l a c e  i n  t h e  human o v a r y .  T h a t  t h e r e  

i s  a n  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  a c t i v i t y  i n  t h e  m a t u r e  

human o v a r y  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h i s  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  o v a r y  s e e m s  t o  b e  

e s t a b l i s h e d  b e y o n d  r e a s o n a b l e  d o u b t .
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At t h i s  s t a g e  i t  seem s p e r t i n e n t  t o  

o b s e r v e  t h a t  t h e  s u b s t a n c e s  w h i c h  a r e  b e i n g  

s t u d i e d  i n  t h e  m a t u r e ,  t h e  f o e t a l / b a b y ,  a n d  

t h e  p o s t - m e n o p a u s a l  human o v a r i e s  g i v e  s i m i l a r  

h i s t o e h e m i c a l  s t a i n i n g  r e a c t i o n s ,  a n d  a p p e a r  

i n  t h e  same s i t u a t i o n s .  The o b v i o u s  

c o n c l u s i o n  seem s  t o  be  t h e r e f o r e ,  t h a t  i n  e a c h  

i n s t a n c e  i t  i s  t h e  same s u b s t a n c e  w h i c h  i s  

b e i n g  s t u d i e d .

I n  t h e  c o m m e n t a ry  d e a l i n g  w i t h  t h e  s t u d y  

o f  t h e  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s ,  i t  h a s  b e e n  s t a t e d  

t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  s u b s t a n c e  may b e  d e r i v e d  f r o m  

b r e a k - d o w n  p r o d u c t s :  an d  t h i s  c o u l d  a p p l y

e q u a l l y  t o  t h e  m a t u r e  a c t i v e  o v a r i e s ,  a n d ,  

i n d e e d ,  a l s o  t o  t h e  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s .

B u t  a s  p o i n t e d  o u t  i n  S e c t i o n  I I I ,  i t  se em s  

u n l i k e l y  t h a t  t h i s  l i p o - m u c o - p r o t e i n  i s  a  

b r e a k - d o w n  p r o d u c t .  We a r e  d e a l i n g  h e r e  w i t h  

a  c o m p l e x  s u b s t a n c e ,  a n d  i n  n a t u r e  i t  i s  f o u n d  

t h a t  b r e a k - d o w n  s u b s t a n c e s  a r e  o f  r e l a t i v e l y  

s i m p l e  c h a r a c t e r :  f o r  e x a m p l e ,  l i p o i d s  b r e a k

down t o  f a t t y  a c i d s ,  c a r b o h y d r a t e s  g i v e  g l u c o s e ,
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a n d  p r o t e i n s  r e s u l t  i n  am ino  a c i d s  a n d  u r e a .

T h i s  w o u ld  e n h a n c e  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e  

s u b s t a n c e  b e i n g  s t u d i e d  i s  n o t  i n  f a c t  t h e  

r e s u l t -  o f  b r e a k - d o w n .

I f ,  t h e n ,  t h e  s u b s t a n c e  u n d e r  

i n v e s t i g a t i o n  i s  n o t  a n  a r t e f a c t ,  a n d  i s  n o t  a  

b r e a k - d o w n  p r o d u c t ,  i t  m u s t  t h e r e f o r e  be  d e r i v e d  

a s  a  r e s u l t  o f  some p o s i t i v e  a c t i v e  p h a s e  i n  t h e  

o v a r i a n  c y c l e .

Much h a s  b e e n  w r i t t e n  r e g a r d i n g  t h e  

s o - c a l l e d  i n t e r s t i t i a l  c e l l s  o f  t h e  o v a r y ,  an d  

W r i g h t  ( 1 9 3 7 ) h a s  s t a t e d  t h a t  t h e y  a r e  p o l y h e d r a l  

i n , s h a p e :  t h a t  t h e y  may c o n t a i n  n u m e ro u s  g r a n u l e s ,  

c h i e f l y  o f  a  l i p o i d  n a t u r e ,  w h i c h  may r e p r e s e n t  

t h e i r  s e c r e t o r y  p r o d u c t :  b u t  t h a t  i n  a b o u t  h a l f

t h e  s p e c i m e n s  e x a m in e d  t h e s e  c e l l s  a r e  a b s e n t .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i t  h a s  b e e n  show n t h a t  c e l l s  

s i m i l a r  t o  t h e  i n t e r s t i t i a l  c e l l s  h a v e  

o c c a s i o n a l l y  b e e n  f o u n d  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  

t i s s u e s  o f  t h e  human o v a r y  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  

t h e  c o r p u s  a l b i c a n s ,  a n d  t h i s  w o u ld  se em  t o  

i n d i c a t e  a s t r o n g  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e s e  a r e  i n  

f a c t  t h e  s o - c a l l e d  i n t e r s t i t i a l  c e l l s .  B u t
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t h e s e  same c e l l s  a r e  f o u n d  i n  g r e a t e r  n u m b e rs  

i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  t h e  a c t i v e  s e c r e t o r y  b o d y  

w h i c h  a f t e r  d e g e n e r a t i o n  f o r m s  t h e  c o r p u s  

a l b i c a n s .  T h e r e  a r e  t h e r e f o r e  l o g i c a l  g r o u n d s  

f o r  s u g g e s t i n g  t h a t  when t h e  c o r p u s  l u t e u m  

d e g e n e r a t e s ,  some o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  c e l l s  

a r e  a b s o r b e d ,  w h i l s t  o t h e r s ,  b e f o r e  a b s o r p t i o n  

c a n  be  e f f e c t e d ,  a r e  e x t r u d e d  f r o m  t h e  f o r m i n g  

c o r p u s  a l b i c a n s  i n t o  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  t o  

be a b s o r b e d  i n  due  c o u r s e  p r o b a b l y  b y  p h a g o c y t o s i s  

T h i s  w o u ld  c e r t a i n l y  e x p l a i n  t h e  f i n d i n g s  r e p o r t e d  

h e r e ,  a n d  w o u ld  a l s o  e x p l a i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

s o - c a l l e d  i n t e r s t i t i a l  c e l l s .  I f  t h i s  v i e w  i s  

a c c e p t e d  t h e n  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  s o - c a l l e d  

i n t e r s t i t i a l  c e l l s  o f  t h e  human o v a r y  p r o b a b l y  

p l a y  a  r e l a t i v e l y  m in o r  p a r t  -  o r  e v e n  no  p a r t  

a t  a l l  -  a s  t r u l y  s e c r e t o r y  c e l l s ,  b u t  m e r e l y  

r e p r e s e n t  a n  end  s t a g e  i n  a  p r o c e s s  w h i c h  h a s  

t a k e n  p l a c e  f o r  t h e  m a in  p a r t  i n  t h e  c o r p u s  

l u t e u m ;  an d  w h i c h  p r o c e s s  i t s e l f  h a s  a l r e a d y  

s t a r t e d  i n  t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e .

T h e r e  i s  g e n e r a l  a g r e e m e n t  t h a t  t h e  o v a r y  

i s  c o m p l e t e l y  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e
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p i t u i t a r y  g l a n d ;  t h a t  t h e  o v a r y  o n l y  g r o w s ,  

m a t u r e s  a n d  becom es  a c t i v e  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  

o f  t h e  p i t u i t a r y  h o r m o n e s ,  an d  i n  p a r t i c u l a r  

o f  t h e  P o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone a n d  t h e  

L u t e i n i s i n g  Hormone,  f o r m e r l y  r e f e r r e d  t o  a s  

P r o l a n  A an d  P r o l a n  B r e s p e c t i v e l y .  The t h e o r y  

w h i c h  r e c e i v e s  g r e a t e s t  c r e d e n c e  i s  t h a t  t h e  

o v a r i e s  a r e  im m a tu r e  an d  r e m a i n  q u i e s c e n t  u n t i l  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o rm o n e s  e x e r t  t h e i r  

i n f l u e n c e  on  th e m  a t  o r  a b o u t  t h e  t i m e  o f  

p u b e r t y .  From t h e n  on t h e  o v a r i e s  a s s u m e  a n  

a c t i v e  r o l e ,  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  

p i t u i t a r y ,  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s  a n d  c o r p o r a  

l u t e a ,  l i b e r a t i n g  r i p e  o v a ,  a n d  a s  a  r e s u l t  o f  

t h i s  e l a b o r a t i n g  t h e  o v a r i a n  h o rm o n e s  i n  t h e  

f o rm  o f  d i h y d r o - o e s t r o n e  f r o m  t h e  G r a a f i a n  

F o l l i c l e  ; a n d  p r o g e s t e r o n e  f r o m  t h e  c o r p u s  l u t e u m .  

T h i s  p r o c e s s ,  one o f  c o n t i n u i t y ,  t a k e s  p l a c e  

c o n t i n u o u s l y  u n t i l  t h e  o v a r i e s  c e a s e  a c t i v i t y  a t  

o r  a b o u t  t h e  t i m e  o f  t h e  m e n o p a u s e .  The f a c t  

t h a t  d u r i n g  t h e i r  a c t i v e  l i f e  t h e  o v a r i e s  show 

t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m ,  i n c l u d i n g  c o r p u s  l u t e u m  

f o r m a t i o n  a n d  d e g e n e r a t i o n ,  i n  a l l  s t a g e s  a t  t h e
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same t i m e  m akes  i t  d i f f i c u l t  t o  a s s e s s  t h e  

s i g n i f i c a n c e  o r  r o l e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n :  t h i s  m a t e r i a l

i s  f o u n d  t o  be  p r e s e n t  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  

i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  f o l l i c l e  r i p e n i n g ,  an d  

i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m .

So t h a t  t h i s  a s p e c t  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n  

c o u l d  p e r h a p s  be  s i m p l i f i e d  a n d  some e v a l u a t i o n  

made o f  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

s u b s t a n c e ,  s t u d y  o f  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  was 

d e c i d e d  u p o n .  I n  e f f e c t ,  a s  s t a t e d  a b o v e ,  s u c h  

o v a r i e s  s h o u l d  b e  im m a tu r e  a n d  i n a c t i v e ,  a n d  

p r e s u m a b l y  s h o u l d  n o t  show a n y  e v i d e n c e  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  w h i c h  

h a s  b e e n  show n t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  o v a r i a n  

a c t i v i t y .  B u t  c a s e s  o f  a c t i v i t y  i n  f o e t a l  

o v a r i e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f r o m  t i m e  t o  t i m e ,  

a n d  i t  was t h o u g h t  t h a t  i f  a n y  s u c h  c a s e s  c o u l d  

be  f o u n d  i t  m ig h t  be  p o s s i b l e  t o  show t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  an d  

a t  t h e  same t i m e  d e m o n s t r a t e  i t  i n  s i m p l e r  

s u r r o u n d i n g s .

As r e p o r t e d  i n  S e c t i o n  I I I  o f  t h i s
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T h e s i s ,  a m o n g s t  t h e  f o e t a l / b a h y  o v a r i e s  s t u d i e d ,  

t h e r e  w e re  some w h i c h  d i d  i n d e e d  show a c t i v i t y ,  

w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  

As i n  t h e  a d u l t  o v a r i e s ,  t h i s  m a t e r i a l  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  f o l l i c u l a r  a c t i v i t y ,  b e i n g  f o u n d  

i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e  : 

b u t  h e r e  t h e  s i m i l a r i t y  e n d s .  Two f i n d i n g s  

w h i c h  may be  s i g n i f i c a n t  a r e ,  f i r s t ,  t h e  

m a t u r a t i o n  o f  t h e  f o l l i c l e ,  u n l i k e  t h a t  i n  t h e  

a d u l t ,  o n l y  r e a c h e s  a  s t a g e  o f  co m m en c in g  t h e e a  

l u t é i n i s a t i o n ,  a n d  s e c o n d ,  t h a t  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  

f o l l i c l e  s e e m s  t o  be e n t i r e l y  g l o b u l a r  i n  f o r m .

A l t h o u g h  i n  t h e  p r e s e n t  f o e t a l / b a b y  s e r i e s  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  h a s  b e e n  f o u n d  i n  s p e c i m e n s  

f r o m  b o t h  n o r m a l  a n d  a b n o r m a l  p r e g n a n c i e s ,  t h e r e  

i s  no q u e s t i o n  o f  t h e  p r e p o n d e r a n c e  o f  t h e  

a c t i v e  o v a r i e s  b e i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  a b n o r m a l  

p r e g n a n c y  i n  t h e  f o rm  o f  p r e - e c l a m p t i c  t o x a e m i a ,  

a n d  a s  d i s c u s s e d  i n  t h e  c o m m e n ta ry  t o  S e c t i o n  I I I  

i t  s e em s  more t h a n  l i k e l y  t h a t  i t  i s  a n  e x c e s s  

o f  m a t e r n a l  p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h i n  w h i c h ,  

c r o s s i n g  t h e  p l a c e n t a l  b a r r i e r ,  a c t s  d i r e c t l y
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on t h e  f o e t a l  o v a r i e s  t o  b r i n g  a b o u t  t h e  

f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n  i n  t h e s e  c a s e s .  W i th  

s u c h  i m m a t u r e  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  w h i c h  f o rm  

t h e  f o e t a l  o r g a n i s m ,  i t  se em s  m o s t  u n l i k e l y  

t h a t  one  c o u l d  p r o p o u n d  a p r i m a r y  f o e t a l  

p i t u i t a r y  o r i g i n  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  

g o n a d o t r o p h i n ,  e i t h e r  a s  a  d i r e c t  i n i t i a l  

a c t i v i t y ,  o r  a s  a  s e c o n d a r y  r e s p o n s e  t o  t h e  

a c t i o n  o f  some m a t e r n a l  f a c t o r .  From t h e  

e v i d e n c e  p r e s e n t e d  t h e  p r e s e n t  a u t h o r  

c o n c l u d e s  t h a t  t h e s e  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  w h i c h  

show a c t i v i t y  do so  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  d i r e c t  

a c t i o n  on  t h e m  o f  m a t e r n a l  p i t u i t a r y  

g o n a d o t r o p h i n ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  o f  t h e  F o l l i c l e  

S t i m u l a t i n g  Hormone.

As i n  t h e  c a s e  o f  t h e  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  

i t  was c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  p o s t - m e n o p a u s a l  

o v a r i e s  o u g h t  n o t  t o  show a n y  e v i d e n c e  o f  

a c t i v i t y ,  a n d  a l t h o u g h  o n l y  a s m a l l  n u m b e r  o f  

s p e c i m e n s  was e x a m in e d  (2 0  p a t i e n t s ) ,  i t  was o f  

c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  t o  f i n d  t h a t  i n  n o t  a  

few  (9  c a s e s )  o v a r i a n  a c t i v i t y  was i n  f a c t  

d e m o n s t r a t e d ;  a n d  f u r t h e r ,  t h a t  i n  7 o f  t h e s e
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t h e r e  was a s s o c i a t e d  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  

N o te  h a s  b e e n  made o f  t h e  a p p a r e n t  a s s o c i a t i o n  

o f  t h e  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  o f  f i b r o i d s  a n d  

c a r c i n o m a  v / i t h  a c t i v i t y  an d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e s e  o v a r i e s .

I t  w o u ld  seem  t h a t  a  c e r t a i n  am o u n t  o f  s u p p o r t  

i s  g i v e n  f o r  t h e  h y p o t h e s e s  w h i c h  a r e  a d v a n c e d  

f o r  a n  o v a r i a n  h o r m o n a l  f a c t o r  b e i n g  c o n c e r n e d  

i n  t h e  a e t i o l o g y  o f  f i b r o i d s  an d  a l s o  f o r  t h e  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  o e s t r o g e n s  a n d  

c a r c i n o m a ,  b u t  f r o m  t h e  n u m b e rs  i n v o l v e d  i n  

t h i s  s t u d y  i t  w o u ld  be  u n w a r r a n t e d  a n d  m o s t  

u n w i s e  t o  d raw  a n y  c o n c l u s i o n s .

From a l l  t h e  r e s u l t s  g i v e n  i n  S e c t i o n s  

I I ,  I I I ,  a n d  IV i t  may, h o w e v e r ,  b e  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  f o u n d  i n  

t h e s e  human o v a r i e s ,  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y  

p l a y s  some d e f i n i t e  p a r t  i n  t h e  c y c l i c a l  

a c t i v i t y  o f  t h e s e  o v a r i e s .  The a c t u a l  r o l e  

p l a y e d  b y  t h i s  s u b s t a n c e ,  h o w e v e r ,  s t i l l  

r e m a i n s  f a r  f r o m  c l e a r .

On f u r t h e r  r e f l e c t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  

g i v e n ,  i n  t h e  m a t u r e  human o v a r y  t h e  S c h i f f
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p o s i t i v e  m a t e r i a l  f i r s t  a p p e a r s  i n  t h e  

g r a n u l o s a  l a y e r  o f  e a r l y  d e v e l o p i n g  f o l l i c l e s ,  

e v e n  b e f o r e  a n t r u m  f o r m a t i o n ,  a n d  f r o m  t h e n  on 

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  m a t e r i a l  i n c r e a s e s .

I n  t h e  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  w h i c h  show d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e s ,  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  a p p e a r s  

a f t e r  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  h a s  r e a c h e d  a d e p t h  

o f  a b o u t  6 t o  8 c e l l s .  As,  h o w e v e r ,  i n  t h e  

o v a r i e s  f r o m  p o s t - m e n o p a u s a l  women, a c t i v i t y  

was o n l y  r e v e a l e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a t r e t i c  

f o l l i c l e s  a n d  c y s t i c  f o l l i c l e s ,  i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  i n d i c a t e  a t  w h a t  s t a g e  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  c e l l s  f i r s t  a p p e a r  i n  th e m .  

N e v e r t h e l e s s ,  f r o m  t h e  y o u n g e r  o v a r i e s ,  i t  

s e em s  q u i t e  d e f i n i t e  t h a t  t h e r e  i s  a  s l i g h t  

d e l a y  b e t w e e n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  f o l l i c u l a r  

m a t u r a t i o n  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l .  T h i s  w o u ld  s u g g e s t  a t  

l e a s t  tw o  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s .  F i r s t ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  a n y  e x c e s s  o f  p i t u i t a r y  

g o n a d o t r o p h i n  « F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone -  

a f t e r  t h e  i n i t i a t i o n  o f  f o l l i c u l a r  a c t i v i t y ,  

may be  d e p o s i t e d  i n  t h e  g r a n u l o s a  o f  t h e
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f o l l i c l e  t o  a w a i t  r e m o v a l  o r  d e s t r u c t i o n ,  

p r e s u m a b l y  b y  p h a g o c y t o s i s .  B u t  i f  t h i s  i s  

t h e  c a s e ,  i t  m i g h t  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  t h a t  

a n y  e x c e s s  v /ould  a l s o  be  d e p o s i t e d  i n  t h e  

o v a r i a n  s t r o m a ,  an d  a s  show n i n  S e c t i o n s  I I  

an d  I I I  t h i s  d o e s  n o t  i n  f a c t  a p p e a r  t o  h a p p e n .  

F u r t h e r ,  a s  s t a t e d  a b o v e  w i t h  r e g a r d  t o  

b r e a k - d o w n  p r o d u c t s ,  i t  m i g h t  be  a n t i c i p a t e d  

t h a t  a n y  d e p o s i t i o n  o f  e x c e s s  g o n a d o t r o p h i n  

w o u ld  be  i n  t h e  f o r m  o f  s i m p l e r  b r e a k - d o w n  

p r o d u c t s  : b u t  t h e  h i s t o c h e m i s t r y  o f  t h i s

s u b s t a n c e  r e v e a l s  i t  t o  be  o f  a  c o m p le x  n a t u r e .  

T h i s  t h e r e f o r e  s e em s  u n l i k e l y  t o  be  t h e  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l .  S e c o n d ,  a n  a l t e r n a t i v e  

e x p l a n a t i o n  w h i c h  may be  o f f e r e d  i s  t h a t  a f t e r  

t h e  p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h i n  h a s  i n i t i a t e d  

f o l l i c u l a r  a c t i v i t y ,  t h e  f o l l i c l e  i t s e l f  t h e n  

e l a b o r a t e s  i t s  own ho rm one  -  d i h y d r o - o e s t r o n e , 

and  i t  i s  t h i s  s u b s t a n c e  o r  i t s  p r e c u r s o r ,  o r  

p e r h a p s  a  c a r r i e r  s u b s t a n c e  w h i c h  i s  b e i n g  

v i s u a l i s e d .  T h i s  no  d o u b t  i s  a  som ew hat  

e x p e c t a n t  o r  o p t i m i s t i c  e x p l a n a t i o n ,  b u t  w o u ld
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c e r t a i n l y  i n t e r p r e t  t h e  s i t e  o f  t h e  m a t e r i a l  

a n d  t h e  t i m e - l a g  i n  i t s  a p p e a r a n c e .  E i t h e r  o f  

t h e s e  e x p l a n a t i o n s  m i g h t  a c c o u n t  f o r  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  

t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  d e v e l o p i n g  a n d  m a t u r e  

f o l l i c l e s ,  b u t  w o u ld  t h e y  n e c e s s a r i l y  h o l d  

f o r  i t s  p r e s e n c e  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ?  

f o r  i t s  s t u d y  i n  t h i s  s i t e  v/e a r e  c o n f i n e d  t o  

t h e  m a t u r e  a c t i v e  o v a r y  -  an d  i t  w i l l  be  

r e m e m b e re d  t h a t  h e r e  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i s  i n  tw o  f o rm s  *» g l o b u l e s  an d  g r a n u l e s .

I f  t h e  s u b s t a n c e  p r e s e n t  i n  t h e  d e v e l o p i n g  

f o l l i c l e  i s  r e l a t e d  t o  f o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  

H orm one,  i t  may f u r t h e r  be  i n f e r r e d  t h a t  when t h e  

f o l l i c l e  r u p t u r e s  t o  l i b e r a t e  t h e  o B o y te  t h e  

S c h i f f  m a t e r i a l  d e t e c t e d  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m  

may be r e l a t e d  t o  l u t e i n i s i n g  Hormone w h i c h  

b r i n g s  a b o u t  t h e  l u t é i n i s a t i o n ,  a n d  may r e p r e s e n t  

a n  e x c e s s  o r  b r e a k - d o w n  p r o d u c t  o f  t h e  

L u t e i n i s i n g  H orm one;  i n  v d i ic h  c a s e  t h e  tw o  

f o r m s  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  w o u ld  

r e p r e s e n t  f o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  Hormone a n d  

L u t e i n i s i n g  H orm one,  T h i s  seem s  som ew hat
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u n l i k e l y ,  f o r  t h e  r e a s o n s  g i v e n  a b o v e ,  a n d  

a l s o ,  b e c a u s e  i n  t h e  n o r m a l  c y l i c a l  s e r i e s  o f  

e v e n t s  w h i c h  t a k e  p l a c e  a s  a n  e s t a b l i s h e d  

r h y t h m ,  i t  s eem s  e x t r a o r d i n a r y  t h a t  n a t u r e  

s h o u l d  be  s o  p r o d i g a l  a s  t o  p r o d u c e  s u c h  

e x c e s s .  On t h e  o t h e r  h a n d  when t h e  c o r p u s  

l u t e u m  i s  f o r m e d ,  i t  e l a b o r a t e s  i t s  own horm one 

p r o g e s t e r o n e .  I t  se em s  more l i k e l y  t h a t  t h e  

S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  f o u n d  i n  t h e  c o r p u s  

l u t e u m  may be  more i n t i m a t e l y  r e l a t e d  t o  

p r o g e s t e r o n e .  As r e g a r d s  t h e  tw o  f o r m s  o f  

t h e  m a t e r i a l ,  i t  may w e l l  be  t h a t  one  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  p r o g e s t e r o n e , w h i l s t  t h e  o t h e r  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i h y d r o - o e s t r o n e , t h e  

p r o d u c t i o n  o f  w h i c h  c o n t i n u e s  t h o u g h  t o  a 

r e d u c e d  e x t e n t ,  i n  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,

(McG-regor,  1 9 5 5 ) .

I f  t h i s  l a t t e r  e x p l a n a t i o n  i s  c o r r e c t ,  

t h e n  i t  c a n  be  a s s u m e d  t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  f o u n d  i n  t h e  a t r e t i c  f o l l i c l e s  o f  

t h e  p o s t - m e n o p a u s a l  o v a r i e s  may b e  c l o s e l y  

a l l i e d  t o  o v a r i a n  ho rm one  p r o d u c t i o n  i n  t h e s e  

o v a r i e s .
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I t  i s  o n l y  t o o  f u l l y  a p p r e c i a t e d  t h a t  t h e  

w ork  c a r r i e d  o u t ,  a n d  t h e  r e s u l t s  g i v e n ,  i n  t h i s  

s t u d y  a r e  t o o  s m a l l  t o  w a r r a n t  t h e  p r e s e n t a t i o n  

o f  a n y  d o g m a t i c  s t a t e m e n t s ;  n e v e r t h e l e s s ,  f r o m  

t h e  a b o v e  a r g u m e n t s  i t  s eem s  n o t  u n r e a s o n a b l e  

t o  s u g g e s t  t h e  f o r m u l a t i o n  o f  a  t e n t a t i v e  

w o r k i n g  h y p o t h e s i s  r e g a r d i n g  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n ,  a n d  w h i c h  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  a c t i v i t y  i n  t h e  human o v a r y .  

T e n t a t i v e  W o rk in g  H y p o t h e s i s .  I n  t h e  human 

o v a r y  f o l l i c u l a r  a c t i v i t y  i s  i n i t i a t e d  an d  

c o n t r o l l e d  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  p i t u i t a r y  

g o n a d o t r o p h i n ,  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  H orm one,  

e i t h e r  d i r e c t l y  a s  i n  t h e  m a t u r e  woman, o r  i n  

t h e  c a s e  o f  t h e  f o e t a l / b a b y  o v a r i e s  a s  a  r e s u l t  

o f  m a t e r n a l  p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h i n  c r o s s i n g  

t h e  p l a c e n t a l  b a r r i e r  t o  a c t  d i r e c t l y  on  t h e  

f o e t a l  o v a r y .  F o l l o w i n g  a  s h o r t  t i m e - l a g  a f t e r  

t h e  com m encem ent o f  f o l l i c u l a r  m a t u r a t i o n ,  t h e  

G - r a a f i a n  f o l l i c l e  t h e n  b eco m es  a c t i v e  a n d  

e l a b o r a t e s  d i h y d r o - o e s t r o n e  i n  t h e  g r a n u l o s a  

l a y e r  a n d  one f o r m  o r  o t h e r  o f  t h i s  s t e r o i d  i s  

v i s u a l i s e d  b y  t h e  S c h n . f f  t e c h n i q u e .  T h e r e a f t e r ,
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when o v u l a t i o n  t a k e s  p l a c e ,  t h e  p i t u i t a r y  

g o n a d o t r o p h i n ,  L u t e i n i s i n g  Horm one,  e x e r t s  

i t s  i n f l u e n c e  t o  p r o m o t e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  

t h e  f o l l i c l e  t o  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  a n d  

i n i t i a t e s  t h i s  b o d y  t o  e l a b o r a t e  t h e  ho rm one 

p r o g e s t e r o n e ,  w h i c h  s t e r o i d  i n  one  f o r m  o r  

a n o t h e r  i s  v i s u a l i s e d  b y  t h e  S c h i f f  t e c h n i q u e ,  

t o g e t h e r  w i t h  d i h y d r o - o e s t r o n e ,  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  w h i c h  c o n t i n u e s  t o  a  r e d u c e d  d e g r e e  i n  t h e  

c o r p u s  l u t e u m .

I t  c a n  o n l y  be  e m p h a s i s e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  

t h i s  w o u ld  f o r m  a  p u r e l y  w o r k i n g  h y p o t h e s i s ,  

an d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w o u ld  b e  r e q u i r e d  i n  

o r d e r  t o  o b t a i n  s u b s t a n t i a t i o n  o r  o t h e r w i s e .

F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  w e re  

c a r r i  e d o u t .

One o b v i o u s  f a c t  w h i c h  e m e r g e s  f r o m  t h e  

a n i m a l  e x p e r i m e n t s  i s  t h a t  t h e s e  o v a r i e s  

e x h i b i t  t h e  p r e s e n c e  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  

i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h e  human o v a r i e s ;  and  

f u r t h e r ,  i f  t h e  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s  

e m p lo y e d  a r e  t o  be  r e l i e d  u p o n ,  t h e n  t h e  

m a t e r i a l  d e t e c t e d  i n  t h e  a n i m a l  o v a r i e s  m u s t
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b e a r  a  v e r y  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  t o  t h a t  f o u n d  

i n  t h e  human o v a r i e s  -  i f ,  i n d e e d ,  i t  i s  n o t  

i d e n t i c a l .  On t h e s e  g r o u n d s  i t  may b e  

r e a s o n a b l e  t o  a s su m e  t h a t  a n y  c o n c l u s i o n s  

a r r i v e d  a t  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l  i n  t h e  a n i m a l  o v a r i e s  may v e r y  p r o b a b l y  

be  a p p l i e d  t o  t h a t  f o u n d  i n  t h e  hum an o v a r i e s .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  f i n d i n g s ,  

p a r t i c u l a r l y  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  f o u n d  i n  t h e s e  a n i m a l  o v a r i e s ,  

do n o t  c o r r e s p o n d  c o m p l e t e l y  t o  t h e  f i n d i n g s  

r e p o r t e d  b y  R e n n a i s  ( 1 9 5 1 ) .

The m a t u r e  r a b b i t s  u s e d  i n  t h e  i n i t i a l  

e x p e r i m e n t s  w e re  c o n f i r m e d  n o n - p r e g n a n t  a n i m a l s ,  

and  t h e  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  th e m  t o  b e a r  a 

c l o s e  s i m i l a r i t y  t o  t h e  a c t i v e  m a t u r e  human 

o v a r i e s ,  b o t h  a s  r e g a r d s  g e n e r a l  h i s t o l o g i c a l  

a p p e a r a n c e s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l .  I n j e c t i o n  o f  u r i n e  f r o m  known 

p r e g n a n t  women r e s u l t e d  i n  t h e  p r o m o t i o n  o f  

a c t i v i t y  i n  t h e s e  o v a r i e s  : l i k e w i s e  t h e

i n j e c t i o n  o f  " P r e g n y l ” , an d  o f  f o l l i c l e  

s t i m u l a t i n g  ho rm one  a n d  l u t e i n i s i n g  ho rm one
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e x t r a c t e d  f r o m  human p r e g n a n c y  u r i n e  a l s o  

s e e m e d  t o  he  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o d u c i n g  a c t i v i t y  

i n  t h e  a n i m a l  o v a r i e s .  The g e n e r a l  i m p r e s s i o n  

g a i n e d  f r o m  s t u d y  o f  t h e  a n i m a l  o v a r i e s  w h e re  

t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e  was a s a l i n e  e x t r a c t  

f r o m  knov/n p r e g n a n c y  u r i n e ,  a n d  t h e  f r a c t i o n a l  

e x t r a c t s  o f  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  a n d  L u t e i n i s i n g  

H o rm o n e s , t o g e t h e r  w i t h  a  s a l i n e  e x t r a c t ,  f r o m  

known n o n - p r e g n a n c y  u r i n e  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  

s u b s t a n c e s  h a v e  l i t t l e  o r  no e f f e c t  on t h e  

a n i m a l  o v a r i e s .

The e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  on t h e  

i m m a t u r e  r a t s  p e r h a p s  show m ore c l e a r l y  t h e  

p a t t e r n  r e s u l t i n g  f ro m  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  

v a r i o u s  s u b s t a n c e s .  H ere  a g a i n ,  t h e  o v e r a l l  

i m p r e s s i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  a s  

o c c u r r i n g  i n  t h e  r a b b i t  : i n j e c t i o n  o f  human

p r e g n a n c y  u r i n e ,  a n d  o f  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  

a n d  L u t e i n i s i n g  Hormones e x t r a c t e d  f r o m  human 

p r e g n a n c y  u r i n e  r e s u l t s  i n  o v a r i a n  a c t i v i t y  a n d  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  a s s o c i a t e d  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l ,  w h i l s t  i n  g e n e r a l  n e g a t i v e  r e s u l t s  

a r e  o b t a i n e d  when a s a l i n e  e x t r a c t  f r o m  p r e g n a n c y
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u r i n e ,  an d  o t h e r  s u b s t a n c e s  -  n o n - p r e g n a n c y  

u r i n e  a n d  e x t r a c t s  made t h e r e f r o m  ™ a r e  e m p lo y e d  

The v e r y  c l o s e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  m a t u r e  r a t  

o v a r y  o f  p r e g n a n c y  t o  t h e  human a c t i v e  o v a r y  

w o u ld  se em  t o  e n h a n c e  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  

c h a n g e s  f o u n d  i n  t h e  human o v a r y  a r e  c l o s e l y  

p a r a l l e l l e d  b y  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  o v a r y .

The e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  on t h e  

i m m a tu r e  m ic e  do n o t  b r i n g  a n y t h i n g  f u r t h e r  t o  

l i g h t . T hey  c o n f o r m  t o  t h e  p a t t e r n  a n d  m e r e l y  

c o n f i r m  t h e  f i n d i n g s  r e p o r t e d  on  t h e  o t h e r  

a n i m a l s .

I n  t h e  com ments  t o  t h e  s e c t i o n  on t h e  

A n im a l  E x p e r i m e n t s  i t  h a s  b e e n  s t a t e d  t h a t  

c e r t a i n  g e n e r a l  f a c t s  seem  t o  e m e r g e ,  a n d  i t  

i s  u n n e c e s s a r y  t o  r e p e a t  t h e s e  i n  d e t a i l  h e r e .

I t  may, h o w e v e r ,  b e  s t a t e d  t h a t  u r i n e  f ro m  

p r e g n a n t  women; e x t r a c t s  ( F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  

a n d  L u t e i n i s i n g  H orm ones)  f r o m  human p r e g n a n c y  

u r i n e  ; a n d  " P r e g n y l "  seem  t o  be  r e s p o n s i b l e  

f o r  s t i m u l a t i n g  t h e  a n i m a l  o v a r i e s  t o  a c t i v i t y ,  

w i t h  t h e  u l t i m a t e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  i n  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r s  o f
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t h e  f o l l i c l e s  a n d  i n  t h e  c o r p o r a  l u t e a .

The t i m e - l a g  b e t w e e n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  o v a r i a n  

a c t i v i t y  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  S c h i f f  

p o s i t i v e  m a t e r i a l  -  a s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  s t u d y  

o f  t h e  human o v a r y  ™ w o u ld  a p p e a r  t o  be  

s i g n i f i c a n t .  I t  may be  p e r t i n e n t  t o  o b s e r v e  

t h a t  i n  some i n s t a n c e s  t h e  F o l l i c l e  S t i m u l a t i n g  

a n d  L u t e i n i s i n g  Hormone f r a c t i o n s  e x t r a c t e d  

f r o m  human p r e g n a n c y  u r i n e  e a c h  a p p e a r e d  t o  

f u l f i l  t h e  d o u b l e  r o l e  o f  c a u s i n g  f o l l i c l e  

m a t u r a t i o n  an d  b r i n g i n g  a b o u t  c o r p u s  l u t e u m  

f o r m a t i o n ;  i t  se em s  m o s t  p r o b a b l e  t h a t  t h i s  

s h o u l d  b e  e x p l a i n e d  a s  due t o  some e r r o r  i n  

t h e  a c t u a l  e x t r a c t i v e  t e c h n i q u e  s u c h  a s  w o u ld  

l e a d  t o  i n c o m p l e t e  f r a c t i o n a t i o n .  I n  a n y  

e v e n t ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  w o u ld  v i t i a t e  

t h e  g e n e r a l  r e s u l t s  o b t a i n e d .  A l t h o u g h  

c e r t a i n  s u g g e s t i o n s  h a v e  b e e n  made r e g a r d i n g  

t h e  p o s s i b l e  o r i g i n  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  

m a t e r i a l ,  i t  c a n  o n l y  b e  e m p h a s i s e d  t h a t  t h e s e  

a r e  m e r e l y  s u g g e s t i o n s ,  an d  t h e  p r e s e n t  a n i m a l  

e x p e r i m e n t s  f a i l  t o  r e s o l v e  t h e  p r o b l e m  o f  i t s  

t r u e  i d e n t i t y  a n d  o r i g i n .  What may be
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a c c e p t e d ,  h o w e v e r ,  i s  t h a t  t h e  s i m i l a r i t y  

b e t w e e n  t h e  human a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  

o v a r i e s  i s  s u f f i c i e n t l y  c l o s e  a s  t o  w a r r a n t  

t h e  c a r r y i n g  o u t  o f  f u r t h e r  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  

an d  o f  a p p l y i n g  a n y  f i n d i n g s  a n d  c o n c l u s i o n s  

t o  t h e  human o v a r y .

From t h i s  S t u d y ,  t h e n ,  t h e  f o l l o w i n g  

c o n c l u s i o n s  w o u ld  a p p e a r  t o  be  j u s t i f i e d :

1 )  The human o v a r y ,  when a c t i v e ,  e x h i b i t s  t h e  

p r e s e n c e  o f  some s u b s t a n c e  w h i c h  i s  d e m o n s t r a b l e  

b y  h i s t o o h e m i c a l  p r o c e d u r e s ,  i n  p a r t i c u l a r  t h e  

S c h i f f  r e a c t i o n  a n d  i t s  v a r i o u s  m o d i f i c a t i o n s ,

2)  T h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  i s  c o m p le x  

an d  w o u ld  a p p e a r  t o  be  a  m i x t u r e  o f  l i p o i d  an d  

m u c o - p r o t e i n ,  t h e  p r o t e i n  m o i e t y  p r o b a b l y  

c o n t a i n i n g  t r y p t o p h a n ,

3) T h i s  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  i s  e s p e c i a l l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m  o f  t h e  

o v a r y  -  t h e  g r a n u l o s a  l a y e r  o f  t h e  m a t u r i n g  

f o l l i c l e ,  t h e  c o r p u s  l u t e u m ,  a n d  t h e  c o r p u s  

a l b i c a n s  c l o s e  t o  w h i c h  i t  may a l s o  b e  f o u n d

i n  t h e  s t r o m a .

4 )  I t  s e em s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  s u b s t a n c e  i s
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e i t h e r  a n  a r t e f a c t  o r  due  t o  s i n i p l e  b r e a k - d o w n  

p r o d u c t s ,  b u t  i s  i n  f a c t  r e p r e s e n t a t i v e  o f  some 

p o s i t i v e  a c t i v e  p h a s e  i n  t h e  o v a r i a n  c y c l e .

5) I t  s e em s  m ore t h a n  l i k e l y  t h a t  w h a t  i n  t h e  

p a s t  h a v e  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  o v a r i a n  

i n t e r s t i t i a l  c e l l s  a r e  i n  f a c t  a  t e r m i n a l  s t a g e  

o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  s u b s t a n c e  w h i c h  i s  now 

r e p o r t e d  a s  b e i n g  i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

a c t i v i t y  o f  t h e  f o l l i c u l a r  s y s t e m  o f  t h e  human 

o v a r y ,  a n d  t h a t  a s  i n t e r s t i t i a l  c e l l s  t h e y  

p r o b a b l y  p l a y  a  r e l a t i v e l y  m i n o r  p a r t ,  o r  no 

p a r t  a t  a l l ,  a s  t r u l y  s e c r e t o r y  c e l l s .

6 )  A t e n t a t i v e  w o r k i n g  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  

a d v a n c e d ,  b u t  f r o m  t h e  s t u d y  o f  t h e  human 

o v a r i e s  i t  h a s  n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o  s u b s t a n t i a t e  

t h i s  h y p o t h e s i s .

7 )  A n im a l  e x p e r i m e n t s  show t h a t  t h e  o v a r i e s  o f  

r a b b i t s ,  r a t s ,  a n d  m ic e  r e s p o n d  t o  s t i m u l a t i o n  

i n  a  way s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  human o v a r y ,  a n d  

e x h i b i t  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  u n d e r  t h e  same 

c o n d i t i o n s ,  i n  s i m i l a r  s i t e s ,  an d  a s  a  r e s u l t

o f  s i m i l a r  f o r m s  o f  s t i m u l a t i o n .  I t  may b e  

t h a t  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l  d e m o n s t r a t e d
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i n  t h e  a n i m a l  o v a r i e s  i s  i d e n t i c a l  t o ,  o r  

v e r y  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h a t  d e m o n s t r a t e d  i n  

t h e  human o v a r y .

8)  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  w h i c h  

w e r e  c a r r i e d  o u t ,  t h e  r e s u l t s  o f  w h i c h  h a v e  

b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  h a v e  n o t  b e e n  

s u c c e s s f u l  i n  r e s o l v i n g  t h e  p r o b l e m  o f  f i n a l  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  S c h i f f  p o s i t i v e  m a t e r i a l .  

F u r t h e r  s e t  a n d  c o n t r o l l e d  e x p e r i m e n t s  w i l l  b e  

r e q u i r e d *
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APPENDIX.

W i t h  s o  many d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  

e m p lo y e d  i n  t h i s  s t u d y  i t  was f e l t  t h a t  t o  

d e s c r i b e  th e m  i n  d e t a i l  i n  t h e  m a i n  b o d y  o f  

t h e  t h e s i s  v /ould  t e n d  t o  b r e a k  t h e  c o n t i n u i t y  

o f  t h e  t h e m e ,  an d  f o r  t h i s  r e a s o n  i t  was 

c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  p u r p o s e  o f  d e s c r i p t i o n  

w o u ld  b e  b e t t e r  s e r v e d  b y  g r o u p i n g  t h e  

t e c h n i q u e s  t o g e t h e r  i n  t h e  f o r m  o f  a n  a p p e n d i x .

F i x a t i o n  a n d  c u t t i n g  o f  t h e  s e c t i o n  

m a t e r i a l  e m p lo y e d  h a s  b e e n  m e n t i o n e d  w i t h i n  

t h e  c o n t e x t  o f  t h e  t h e s i s ,  and  s u c h  t e c h n i q u e s  

a r e  n o r m a l  r o u t i n e s  i n  l a b o r a t o r y  m e th o d s  t h a t  

i t  s e e m s  u n n e c e s s a r y  t o  g i v e  f u r t h e r  d e t a i l s  

h e r e .  L i k e w i s e ,  t h e  t e c h n i q u e  f o r  s t a i n i n g  

w i t h  H. a n d  E. i s  a l s o  a s t a n d a r d  r o u t i n e  i n  

t h e  l a b o r a t o r y ,  a n d  w i l l  n o t  be  d e s c r i b e d .

W i th  r e g a r d  t o  t h e  h i s t o c h e m i c a l  m e t h o d s ,  

t h e  d e s c r i p t i o n s  w h i c h  f o l l o w  a r e  t a k e n  m a i n l y  

f r o m  P e a r s e  ( 1 9 5 3 ) ?  t h e  d e b t  i n c u r r e d  a n d  t h e  

h e l p  o b t a i n e d  a r e  f u l l y  a c k n o w l e d g e d  by  t h e  

p r e s e n t  w r i t e r .



164.

As m e n t i o n e d  i n  t h e  i n t r o d u c t o r y  r e m a r k s  

t o  t h e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s ,  t h e  e x t r a c t i o n  o f  

g o n a d o t r o p h i n s  (A an d  B) f ro m  human f e m a l e  u r i n e  • 

p r e g n a n c y  a n d  n o n - p r e g n a n c y  ■» h a s  b e e n  c a r r i e d  

o u t  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d s  d e s c r i b e d  by  

L o r r a i n e  a n d  Brown ( 1 9 5 6 )  b y  Mr. J .  S o m m e r v i l l e ,

P . I . M . L . T , , i n  t h e  h i s t o c h e m i s t r y  s e c t i o n  o f  

t h e  R e s e a r c h  D e p a r t m e n t ,  R o y a l  M a t e r n i t y  an d  

Y/omen's H o s p i t a l .

T e c h n i q u e s  :

1 .  The P e r i o d i c  A c i d - 8 o h i f f  T e c h n i q u e .

H a v in g  b r o u g h t  t h e  s e c t i o n s  t o  w a t e r ,  

m e r c u r y  i s  r e m o v e d ,  a n d  t h e y  a r e  t h e n  r i n s e d  

i n  70  p e r  c e n t  a l c o h o l .  The s e c t i o n s  a r e  t h e n  

im m e r s e d  i n  p e r i o d i c  a c i d  s o l u t i o n  f o r  5 m i n u t e s ,  

a n d  a g a i n  r i n s e d  i n  70  p e r  c e n t  a l c o h o l .

A f t e r  i m m e r s i o n  i n  t h e  r e d u c i n g  b a t h  f o r  1 

m i n u t e ,  t h e  s e c t i o n s  a r e  a g a i n  r i n s e d  i n  70 

p e r  c e n t  a l c o h o l .  T h e r e a f t e r  t h e y  a r e  im m e r s e d  

i n  S c h i f f ' s  s o l u t i o n  f o r  20 m i n u t e s ,  a n d  w a s h e d  

i n  r u n n i n g  w a t e r  f o r  10 m i n u t e s .  The n u c l e i  

a r e  t h e n  s t a i n e d  l i g h t l y  w i t h  c e l e s t i n  b l u e  

f o r  2 “  3 m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  M a y e r ' s  haemalurn
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f o r  2 “  3 m i n u t e s .  D i f f e r e n t i a t i o n  i n  1 

p e r  c e n t  a c i d  a l c o h o l  i s  c a r r i e d  o u t ,  a n d  t h e  

s e c t i o n s  w a s h e d  i n  r u n n i n g  w a t e r  f o r  30 m i n u t e s .  

S e c t i o n s  a r e  t h e n  c o u n t e r s t a i n e d  w i t h  o r a n g e  G 

f o r  10 s e c o n d s ,  w a s h e d  i n  w a t e r  ( a b o u t  30 

s e c o n d s ) ,  a n d  d e h y d r a t e d  i n  a l c o h o l ,  c l e a n e d  

i n  x y l e n e ,  a n d  f i n a l l y  m o u n te d  i n  DPX.

R e s u l t s  : M u o o p r o t e i n s  a n d  n e u t r a l

muc0“ p o l y s a c C h a r i d e s , d e e p  p u r p l i s h - r e d ;  g l y c o g e n ,

p u r p l i s h - r e d ;  g l y c o p r o t e i n s ,  u s u a l l y  p a l e

r e d  o r  p i n k ;  v a r i o u s  l i p i d s ,  p a l e  r e d  o r  p i n k .

( T h i s  l i s t  i s  a b b r e v i a t e d ) .

2 .  P r e v e n t i o n  o f  t h e  P . A . S .  R e a c t i o n  b y  
A c e t y l a t i  on.

T h r e e  s e c t i o n s  a r e  u s e d  i n  e a c h  c a s e ,  2 

b e i n g  c o n t r o l s .  A l l  t h r e e  s e c t i o n s  a r e  b r o u g h t  

t o  w a t e r .  S e c t i o n s  2 a n d  3 a r e  t r e a t e d  i n  

a c e t i c  a n h y d r i d e  i n  p y r i d i n e  f o r  45 m i n u t e s ,  a n d  

w a s h e d  i n  w a t e r .  S e c t i o n  3 i s  now t r e a t e d  w i t h  

0 . 1  N KOH f o r  45 m i n u t e s  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  

an d  t h e n  w a s h e d  i n  w a t e r .  A l l  t h r e e  s e c t i o n s  

a r e  t h e n  s t a i n e d  b y  t h e  P . A . S ,  r o u t i n e .

R e s u l t s  : A p o s i t i v e  r e s u l t  i n  s e c t i o n s
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1 a n d  3 w i t h  a  n e g a t i v e  r e s u l t  i n  2 c o n f i r m s  

t h e  c a r b o h y d r a t e  n a t u r e  o f  t h e  m a t e r i a l .

3. M o d i f i e d  Gram.

S e c t i o n s  a r e  b r o u g h t  t o  v / a t e r , a n d  s t a i n e d  

i n  c a r m a lu m  f o r  ^  h o u r .  A f t e r  r i n s i n g  i n  w a t e r  

t h e y  a r e  s t a i n e d  w i t h  c r y s t a l - v i o l e t  0 . 5  p e r  

c e n t  f o r  2 m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  L u g o l ' s  i o d i n e  

f o r  2 m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  Na C l  10  p e r  c e n t  f o r  

5 m i n u t e s .  T hey  a r e  t h e n  b l o t t e d  d r y ,  an d  

d e c o l o u r i s e d  i n  a n i l i n e  o i l - z y l o l ,  c l e a r e d  a n d  

m o u n te d  i n  DPX.

R e s u l t s  : Gram p o s i t i v e  m a t e r i a l ,  b l u e -

b l a c k .

4 .  T o l u i d i n e  B l u e  -  f o r  m e t a c l i r o m a s i a .

S e c t i o n s  a r e  b r o u g h t  t o  w a t e r  a n d  c o v e r e d  

f o r  30 s e c o n d s  w i t h  t o l u i d i n e  b l u e  s o l u t i o n :  

t h e y  a r e  t h e n  r i n s e d  w i t h  0 . 2 5  p e r  c e n t  b o r a x  

s o l u t i o n .  A s o l u t i o n  ( p r e v i o u s l y  s a t u r a t e d  

w i t h  m e r c u r i c  c h l o r i d e  and  f i l t e r e d )  o f  0 . 5  

p e r  c e n t  p o t a s s i u m  d i c h r o r n a t e  i s  a p p l i e d  f o r  

15 s e c o n d s ,  an d  f r e s h  d i e h r o r n a t e  s u b l i m a t e  

s o l u t i o n  a d d e d  a n d  l e f t  f o r  2 m i n u t e s .  A f t e r  

b l o t t i n g  d r y ,  t h e  s e c t i o n  i s  i m m e r s e d  i n
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a b s o l u t e  a l c o h o l  f o r  10 s e c o n d s  an d  t h e n  

im m e r s e d  i n  c l e a n  x y l e n e  f o r  30 s e c o n d s .

A b s o l u t e  a l c o h o l  i s  u s e d  f o r  r i n s i n g ,  a n d ,  

h a v i n g  d r a i n e d ,  t h e  s e c t i o n  i s  c o v e r e d  w i t h  

a q u e o u s  d i e h r o m a t e - s u b l i m a t e  s o l u t i o n  f o r  

30 s e c o n d s  : i t  i s  t h e n  r i n s e d  i n  c o l o p h o n y -

a l c o h o l ,  c l e a r e d  i n  tw o  c h a n g e s  o f  b e n z e n e ,  

an d  m o u n te d  i n  C a n a d a  b a l s a m .

R e s u l t s :  M e t a c h r o m a s i a  i s  show n  by

a  r e d  c o l o u r .

5.  T h i o n i n  -  f o r  m e t a c h r o m a s i a .

S e c t i o n s  a r e  b r o u g h t  t o  w a t e r ,  a n d  t r e a t e d  

w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  m e r c u r i c  c h l o r i d e  f o r  30 

s e c o n d s .  A f t e r  w a s h i n g  q u i c k l y  i n  w a t e r ,  t h e y  

a r e  s t a i n e d  i n  d i l u t e  a q u e o u s  t h i o n i n  f o r  5 -  

15 m i n u t e s .  They  a r e  t h e n  w a s h e d  i n  d i s t i l l e d  

v / a t e r  a n d  m o u n te d .

R e s u l t s :  M e t a c h r o m a t i c  s u b s t a n c e s  a r e

r e d ,  t h e  n u c l e i  b l u e .

6 .  L i g h t  G r e e n  -  f o r  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d .

B r i n g  t h e  s e c t i o n s  t o  w a t e r ,  a n d  t r e a t  

w i t h  4 p e r  c e n t  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a t  e x a c t l y  

900 f o r  15 m i n u t e s .  Wash an d  s t a i n  w i t h
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1 p e r  c e n t  a q u e o u s  l i g h t  g r e e n  S . P .  B o t h  

t y p e s  o f  n u c l e i c  a c i d  a r e  e x t r a c t e d  b y  t h i s  

p r o c e d u r e .  D e h y d r a t e  i n  a l c o h o l ,  c l e a r  i n  

x y l e n e ,  a n d  m oun t  i n  DPX.

R e s u l t s :  N u c l e i c  a c i d s  do n o t  s t a i n

w i t h  a c i d  d y e s ,  b u t  a f t e r  e x t r a c t i o n  t h e y  l e a v e  

b e h i n d  a  p r o t e i n  c o m p o n e n t  o f  t h e  n u c l e u s  w h i c h  

c a n  be  d e m o n s t r a t e d  by  i t s  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  

f o r  a c i d  d y e s ,

7 ,  S u d a n  B l a c k  B -  f o r  l i p i d s .

B r i n g  t h e  s e c t i o n s  t o  70 p e r  c e n t  a l c o h o l  

an d  t h e n  s t a i n  f o r  30 m i n u t e s  a t  room  t e m p e r a t u r e  

i n  s a t u r a t e d  S u d a n  B l a c k  B i n  70 p e r  c e n t  

a l c o h o l .  Remove e x c e s s  dye  b y  r i n s i n g  q u i c k l y  

i n  70 p e r  c e n t  a l c o h o l ,  an d  t h e n  w a s h  i n  r u n n i n g  

w a t e r .  O o u n t e r s t a i n  i n  M a y e r ' s  c a r m a l u m  f o r  

16 h o u r s ,  w a s h  i n  w a t e r ,  an d  m oun t  i n  g l y c e r i n e  

j e l l y .

R e s u l t s :  L i p i d s  s t a i n  b l a c k ,  a n d  e v e n

a b r o w n i s h - b l a c k  s t a i n  may i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  

o f  l i p i d  o r  l i p o - p r o t e i n .

8 .  S u d a n  I I I  a n d  IV -  f o r  n e u t r a l  f a t s .

C u t  f r o z e n  s e c t i o n s  i n t o  d i s t i l l e d  w a t e r



1 6 9 .

o r  1 p e r  c e n t  f o r m a l i n .  R i n s e  i n  TO p e r  c e n t  

a l c o h o l  an d  s t a i n  f o r  n o t  m ore  t h a n  1 m i n u t e  i n  

t h e  S u d a n  m i x t u r e  ( S u d a n  I I I  a n d  I V ) ,  R i n s e  

i n  50 p e r  c e n t  a l c o h o l  t o  r em o v e  e x c e s s  s t a i n ,  

a n d  t h e n  i n  w a t e r  t o  rem o v e  a l l  a l c o h o l ,  

O o u n t e r s t a i n  i n  d i l u t e  E h r l i c h ' s  h a e m a t o x y l i n  

f o r  1 - 3  m i n u t e s .  I f  n e c e s s a r y ,  d i f f e r e n t i a t e  

i n  0 , 5  p e r  c e n t  HGl i n  50 p e r  c e n t  a l c o h o l .

Wash i n  d i s t i l l e d  w a t e r  c o n t a i n i n g  a  f ew  d r o p s  

o f  am m onia ,  a n d  m ount i n  g l y c e r i n e  j e l l y .

R e s u l t s  : L i p i d s  ( n e u t r a l  f a t s )  s t a i n

o r a n g e - r e d  t o  o r a n g e ,

9 ,  C o u p l e d  T e t r a z o n i u m  -  a l s o  w i t h  B e n z o y l a t i o n ,  

a n d  w i t h  A c é t y l a t i o n  -  f o r  t y r o s i n e ,  t r y p t o p h a n  

a n d  h i s t i d i n e .

B r i n g  s e c t i o n s  t o  w a t e r  a n d  rem o v e  m e r c u r y ,  

t h e r e a f t e r  i m m e r s i n g  th e m  i n  f r e s h l y  t e t r a z o t i z e d  

b e n z i d i n e  a t  4 °  f o r  15 m i n u t e s .  Wash i n  w a t e r  

a n d  i n  t h r e e  c h a n g e s  o f  v e r o n a l  a c e t a t e  b u f f e r  

a t  pH 9 . 2  f o r  2 m i n u t e s  i n  e a c h  c h a n g e .  Im m erse  

i n  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  H - a c i d  i n  v e r o n a l  

a c e t a t e  b u f f e r  a t  pH 9 . 2  f o r  15 m i n u t e s .  Wash 

i n  w a t e r  f o r  3 m i n u t e s ,  a n d  d e h y d r a t e  i n  a l c o h o l .
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O l e a r  i n  x y l e n e  an d  m oun t  i n  b a l s a m  o r  DPX.

R e s u l t s ;  M ost  t i s s u e  c o m p o n e n t s  s t a i n  

r e d d i s h  b ro w n ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  

t y r o s i n e ,  t r y p t o p h a n  o r  h i s t i d i n e .  I f  t h e  

c o u p l e d  t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n  i s  p r e c e d e d  b y  

m i I d  h e a t  a n d  b e n z o y l a t i o n  ( s e e  b e l o w )  p o s i t i v e  

s t r u c t u r e s  now s t a i n  e i t h e r  a  d e e p  r e d - b r o w n  

o r  p u r p l i s h  r e d .

B e n z o y l a t i o n . A f t e r  r e m o v a l  o f  m e r c u r y ,  

s e c t i o n s  a r e  b r o u g h t  t o  w a t e r  a n d  t h e n  t o  

a b s o l u t e  a l c o h o l .  T h ey  a r e  t h e n  im m e r s e d  i n  

p e t r o l e u m  e t h e r  f o r  3 m i n u t e s ,  r e m o v e d  a n d  

a l l o w e d  t o  d r y  i n  t h e  a i r .  H e a t  may t h e n  be  

a p p l i e d  a t  60 ^  i n  a n  i n c u b a t o r ,  t o  d r y  t h e  

s e c t i o n s .  The d r i e d  s e c t i o n s  a r e  p l a c e d  i n  

10 p e r  c e n t  b e n z o y l  c h l o r i d e  i n  d r y  p y r i d i n e  

f o r  10 -  16 h o u r s  a t  room  t e m p e r a t u r e ,  a f t e r  

w h i c h  t h e y  a r e  r i n s e d  i n  a b s o l u t e  a c e t o n e  

f o l l o w e d  b y  i m m e r s i o n  i n  a b s o l u t e  a l c o h o l .  

S e c t i o n s  a r e  t h e n  t a k e n  t o  w a t e r  a n d  t h e  c o u p l e d  

t e t r a z o n i u m  r e a c t i o n  c a r r i e d  o u t .

A c é t y l a t i o n . The g e n e r a l  d e t a i l s  a s  d e s c r i b e d  

a b o v e ,  b u t  i n s t e a d  o f  p l a c i n g  s e c t i o n s  i n  10
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p e r  c e n t  b e n z o y l  c h l o r i d e  i n  d r y  p y r i d i n e ,  

im m e r s e  th e m  i n  10 p e r  c e n t  a c e t i c  a n h y d r i d e  

i n  d r y  p y r i d i n e  a n d  h e a t  f o r  4 ™ 8 h o u r s ,  a t  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 0 ^ .

R e s u l t s ;  The r e s u l t s  o b t a i n e d  a n d  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h e  

b o d y  o f  t h e  T h e s i s .  By t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  i t  

i s  p r o b a b l e  t h a t  t y r o s i n e ,  t r y p t o p h a n  a n d  

h i s t i d i n e  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d .

1 0 .  P e r f o r m i c  A c i d  -  S c h i f f .

B r i n g  s e c t i o n s  t o  w a t e r  w i t h  r e m o v a l  o f  

m e r c u r y .  T r e a t  w i t h  p e r f o r m i c  a c i d  s o l u t i o n  

f o r  10  m i n u t e s ,  a n d  w a s h  i n  w a t e r  f o r  2 -  5 

m i n u t e s .  T h en  im m e rs e  i n  S c h i f f ' s  s o l u t i o n  

f o r  30 ™ 60 m i n u t e s ,  w a sh  i n  warm r u n n i n g  w a t e r  

f o r  10 m i n u t e s ,  d e h y d r a t e ,  c l e a r  a n d  m o u n t .

R e s u l t s  ; S t r u c t u r e s  c o n t a i n i n g  SS g r o u p s  

( s u l p h u r  c o n t a i n i n g  am ino  a c i d s  -  c y s t i n e )  

a p p e a r  p i n k  o r  r e d .

1 1 .  Mi1 1 on  R e a c t i o n . ™ f o r  p r o t e i n s  c o n t a i n i n g  

t y r o s i n e .  Remove wax f r o m  p a r a f f i n  o r  f r e e z e  

d r i e d  s e c t i o n s  w i t h  l i g h t  p e t r o l e u m ,  r i n s e  i n  

a b s o l u t e  a c e t o n e ,  a n d  a l l o w  t o  d r y  i n  a i r .
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N e x t ,  c o v e r  t h e  s e c t i o n  w i t h  M i l l o n  r e a g e n t  

a n d  a l l o w  t o  s t a n d  a t  room  t e m p e r a t u r e  u n t i l  

t h e  maximum c o l o u r  d e v e l o p s  ( t h i s  may h e  s p e e d e d  

up  by  p l a c i n g  i n  a  c o v e r e d  P e t r i  d i s h  i n  t h e  

6 0 °  i n c u b a t o r ,  when t h e  r e a c t i o n  i s  c o m p l e t e d  

i n  a b o u t  60 m i n u t e s ) .  R i n s e  i n  c o l d  o r  warm 

2 p e r  c e n t  n i t r i c  a c i d  ; d e h y d r a t e  r a p i d l y  i n  

70 p e r  c e n t  a n d  a b s o l u t e  a l c o h o l ;  c l e a r  i n  

x y l e n e ,  a n d  m ou n t  i n  C a n a d a  b a l s a m .

R e s u l t s  : P r o t e i n s  c o n t a i n i n g  t y r o s i n e

s t a i n  o r a n g e  t o  r o s e - r e d .

E x t r a c t i o n  M e th o d  f o r  O ru d e  Hormone P r e p a r a t i o n s :  
U r i n e . _______

( a )  S a l i n e  E x t r a c t .
( b ) G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  A ( F o l l i c l e  

S t i m u l a t i n g ) .
( c )  G o n a d o t r o p h i n  -  E x t r a c t  B ( C h o r i o n i c ) .

The t w e n t y  f o u r  h o u r  s p e c i m e n  o f  u r i n e  v/as 

a d j u s t e d  t o  pH 4 . 0  w i t h  20 p e r  c e n t  HCl -  a l l  

pH m e a s u r e m e n t s  made u s i n g  a  g l a s s  e l e c t r o d e  an d  

M a r c o n i  pH m e t e r .  K a o l i n  (BDH a c i d  v ;a sh ed )  was 

t h e n  a d d e d  t o  t h e  u r i n e ,  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  

2 gms. K a o l i n  p e r  100  m i s .  u r i n e  a n d  t h e  

m i x t u r e  s t i r r e d  f o r  one h o u r .  The k a o l i n  v/as
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a l l o w e d  t o  s e d i m e n t  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r .  The 

s u p e r n a t a n t  u r i n e  was now s u c k e d  o f f  a n d  t h e  

k a o l i n  c e n t r i f u g e d  down, t h e  s u p e r n a t a n t  b e i n g  

d i s c a r d e d .

( a )  E x t r a c t i o n  o f  S a l i n e  F r a c t i o n .  The 

k a o l i n  s e d i m e n t  was now w a s h e d  w i t h  s a l i n e ,  t h r e e  

t i m e s ,  t o  g i v e  a  t o t a l  v o lu m e  o f  90 m i s .  o f  

s a l i n e  w a s h i n g s .  T h i s  s a l i n e  e x t r a c t  was 

a d j u s t e d  t o  pPI 5*5 w i t h  HGl a n d  5 v o l u m e s  o f  

c o l d  a c e t o n e  a d d e d .  T h i s  m i x t u r e  was a l l o w e d

t o  s t a n d  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r  o v e r n i g h t  t o  

f l o c c u l a t e  t h e  p r e c i p i t a t e .  The p r e c i p i t a t e  

w h i c h  f o r m e d  was c e n t r i f u g e d  down a n d  t h e n  

w a s h e d  w i t h  c o l d  a c e t o n e  ( t w i c e ) ,  e t h e r  ( t w i c e ) ,  

a n d  a l l o w e d  t o  d r y  a t  room  t e m p e r a t u r e .

( b )  E x t r a c t i o n  o f  G o n a d o t r o p h i n  (A) F r a c t i o n .  

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0  m i s .  was a d d e d  t o  t h e  k a o l i n  

s e d i m e n t  a n d  NaOH a d d e d  u n t i l  t h e  pH was 1 1 .5 ?  

a n d  m ix e d  b y  h a n d  f o r  15 m i n u t e s .  The m i x t u r e  

w a s . c e n t r i f u g e d ,  a f t e r  w h i c h  t h e  s u p e r n a t a n t  

was c o l l e c t e d .  HOI was now a d d e d  t o  t h i s  

s u p e r n a t a n t  u n t i l  t h e  pH was 5 .5 ?  f i v e  v o lu m e s  

o f  c o l d  a c e t o n e  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e
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a l l o w e d  t o  r e m a i n  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r  o v e r n i g h t  

On t h e  f o l l o w i n g  d ay  t h e  p r e c i p i t a t e  was 

c e n t r i f u g e d  down an d  v/as he d w i t h  c o l d  a c e t o n e ,  

e t h e r ,  a n d  a l l o w e d  t o  d r y .  When t h e  p o w d e r  

was f r e e  o f  e t h e r  i t  was d i s s o l v e d  i n  w a t e r  

an d  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 5  w i t h  s o d iu m  h y d r o x i d e .  

T r i - c a l c i u m  p h o s p h a t e  g e l  s u s p e n s i o n  was nov/ 

a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  s t i r r e d .  A f t e r  15 

m i n u t e s  t h e  g e l  was c e n t r i f u g e d  down a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  c o l l e c t e d .  T h i s  s u p e r n a t a n t  i s  

t h e  G o n a d o t r o p h i n  (A) f r a c t i o n ,  a n d  was 

p r e c i p i t a t e d  w i t h  5 v o lu m e s  i c e  c o l d  a c e t o n e .  

A f t e r  a l l o w i n g  t o  f u l l y  p r e c i p i t a t e  i n  t h e  

r e f r i g e r a t o r  o v e r n i g h t  t h e  p r e c i p i t a t e  was 

c e n t r i f u g e d  down, w a s h e d  w i t h  a c e t o n e ,  t h e n  

e t h e r ,  a n d  a l l o w e d  t o  d r y  o f f .

(c ) E x t r a c t i o n  o f  G o n a d o t r o p h i n  (B) F r a c t i o n .  

The g e l  was now m ix e d  w i t h  0 . 0 2  M Nag PO^ 

s o l u t i o n  (pH 1 1 . 7 )  s t i r r i n g  u n t i l  a  f i n e  

m i x t u r e  r e s u l t e d ;  t h i s  was s t i r r e d  f o r  15 

m i n u t e s .  The m i x t u r e  was now c e n t r i f u g e d  t o  

s e d i m e n t  t h e  g e l ,  an d  t h e  s u p e r n a t a n t  k e p t .

The g e l  was w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h
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0 , 0 2  M PO^y 20 m i s ,  e a c î i  t i m e ,  The 

s u p e r n a t a n t  w a s h i n g s  c o n t a i n  t h e  G o n a d o t r o p h i n  

(B) -  p r e s u m e d  t o  he  c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n .

The w a s h i n g s  w e re  a d j u s t e d  t o  pH 5 . 0  a n d  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  c o l d  a c e t o n e  ; t h e  p r e c i p i t a t e  

was w a s h e d  w i t h  a c e t o n e ,  t h e n  e t h e r ,  an d  a l l o w e d  

t o  d r y .

By t h e s e  m e th o d s  o f  e x t r a c t i o n  i t  was 

p o s s i b l e  t o  o b t a i n  f ro m  1000 m i s .  o f  f e m a l e  

u r i n e  t h e  f o l l o w i n g  w e i g h t s  o f  f r a c t i o n a l  

e x t r a c t s  ;

N o n -P r e g n a n c y *  P r e g n a n c y ,
mg, d r y  p o w d e r .  mg. d r y  p o w d e r .

S a l i n e  E x t r a c t  5 7 . 7  4 6 . 9

G o n a d o t r o p h i n - A  1 3 7 . 9  4 1 2 . 5

G o n a d o t r o p h i n - B  2 1 2 . 1  4 9 9 . 3

F o r  t h e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n

t h i s  T h e s i s  t h e  f o l l o w i n g  w e i g h t s  o f  e x t r a c t s  w ere

c o n t a i n e d  i n  1 m l .  s a l i n e  i n j e c t i o n :

RABBITS.

N o n - P r e g n a n c y ,  P r e g n a n c y ,

S a l i n e  E x t r a c t  0 . 6  mgm. 0 . 5  mgm,

G o n a d o t r o p h i n - A  1 . 4  mgm. 4 . 1  mgm.

G o n a d o t r o p h i n - B  2 . 1  mgm. 5 , 0  mgm.
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RATS.

N o n - P r e g n a n c y ,  

S a l i n e  E x t r a c t  0 , 6  mgm,

G o n a d o t r o p h i n - A  1 , 4  mgm,

G o n a d o t r o p h i n - B  2 . 1  mgm.

P r e g n a n c y ,  

0 , 5  mgm, 

4 . 1  mgm, 

5 . 0  mgm.

MICE,

N o n - P r  eg n a n c  y , 

S a l i n e  E x t r a c t  0 , 6  mgm,

G o n a d o t r o p h i n - A  1 . 4  mgm.

P r e g n a n c y ,  

0 ,  5 mgm. 

4 , 1  mgm.
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