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Den foreliggende opfindelse angar et erektions- og fertili-
tetsfremmende middel samt en fremgangsmade til fremstilling
deraf ud fra de cowperske kirtler og/eller de bartholinske

kirtler fra pattedyr indbefattet mennesker.

Lipidekstrakter fra meznds og hanpattedyrs cowperske kirtler og
kvinders og hunpattedyrs tilsvarende organer, de store vesti-
bulazre kirtler betegnet de bartholinske kirtler, i det folgen-
de for nemheds skyld betegnet kirtlerne, har vist sig at have
egenskaber, som ferer til at man af gode grunde kan forvente,
at de vil fremme erektion, ejakulation, spermatozoernes mobi-
litet og deres evne til at trange gennem protein og de kvinde-
lige reproduktionsorganer. Midlet kan derfor udgere en aktiv

bestanddel i farmaceutiske praparater med denne indikation.

Mands og hanpattedyrs kirtler betegnes de cowperske kirtler
(ogsd bulbo-urethrale kirtler) og bestar af parvis symmetrisk
sammensatte alveolakirtler med fast konsistens, gragul eller
svagt brun farve og af en sterrelse som en aimindelig haveart
eller havebgnne. Deres udfeorelsesgang er op til 4 cm i langden
og ferer ind til urethra umiddelbart ved siden af det sted,

hvor urethra ferer ind til corpus cavernosum penis.

Kvinders og hunpattedyrs homologe kirtler kaldes de bartholin-
ske kirtler og bestar af to graligt gule, runde eller ovale
kirtler af steorrelsen som en almindelig haveart eller havebeon-
ne, og ligger pa den dorsale side af vaginadbningen. Udfgrel-
sesgangen har en langde fra 1,5 til 2 cm og udmunder i introi-
tus vagina. De svarer direkte til handyrenes cowperske kirt-
ler. Kirtlernes funktion er ikke fuldt afklaret. Med hensyn
ti1 handyrenes cowperkse kirtler er det kendt, at den samlede
ekstrakt af sekretet fra disse kirtler koagulerer sadvasken.
P4 denne made dannes en slimet klump, hvilket forhindrer, at
sedvasken lgber tilbage ved ejakulation. R. G. Hart, The me-
chanism of Cowper's secretion in coagulating cat semen. J. Re-
prod. Fert. (1968), 17, 223-226. J. J. Gueze og J. W. Slot,
Synthesis and secretion og glycoproteins in rat bulbo-urethral
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(Cowper's) glands, Biology of redproduction 15, 118-125
(1976).

Den biologiske virkning af 1lipidfraktionerne udvundet fra
kirtlerne har ikke tidligere varet undersggt. Den foreliggende
opdagelse af Tlipidfraktionernes kraftige virkning pa forskel-
lige dele i det urogenitiale omrade er saledes af stor betyd-
ning for bestemmelsen af Kirtlernes funktion. Lipidfraktioner
udvundet fra disse kirtler, taget fra mend, kvinder, tyre, or-
ner, veddere, far og kger har varet undersggt, og nar de un-
derkastes farmakologiske prever har de vist sig at have om-
trent de samme egenskaber, som dem, der er angivet i det fgl-

gende.

Der er sdledes nu overraskende i lipidfraktionen fra kirtler
vundet fra de ovennavhte arter fundet en faktor, der ses at
pavirke bade erektion og ejakulation savel som spermatozoernes
mobilitet og deres evne til at traznge gennem protein hos men-
nesker og dyr. Denne faktor kunne se ud til at vere en kraftig
peﬁtid-]ipid-mag1er af prostaglandinlignende/leucotrienlignen-

de type.

Opfindelsen angar et erektions- og fertilitetsfremmende mid-
del, der er ejendommeligt ved, at det er fremstillet ud fra de
cowperske- og/eller de bartholinske kirtler fra pattedyr, ind-
befattet mennesker, ved at kirtlerne findeles og ekstraheres,
efter at de forst eventuelt er befriet fra proteiner, med 1di-
pidoplgsende middel ved sur pH-vardi, hvorefter vand fjernes,
opligsningsmidliet afdampes og remanensen fraktioneres kromato-
grafisk pa kendt méde, og at de fraktioner, som sammentrakker
sandrottetyktarm, opsamles og eventuelt yderligere renses ved
kromatografiske metoder, hvor de opsamlede fraktioner udger
det erektions- og fertilitetsfremmende middel, eventuelt sam-

men med sadvanlige fortyndingsmidier.

Opfindelsen angar endvidere en fremgangsmade til fremstilling

af det erektions- og fertilitetsfremmende middel ud fra de
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cowperske- og/eller bartholinske kirtler fra pattedyr indbe-
fattet mennesker, hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved,
at kirtlerne findeles og ekstraheres, efter at de feorst even-
tuelt er befriet fra proteiner, med lipidopleosende middel ved
sur pH-verdi, hvorefter vandet fjernes, oplegsningsmidiet af-
dampes og remanensen fraktioneres kromatografisk pd kendt
made, hvorpa de fraktioner, som Kkonstateres at sammentrazkke
sandrottetyktarm opsamles og eventuelt yderligere renses ved

kromatografiske metoder.

Prostaglandiner og tilsvarende stoffer sammentrzkker gerbil
colon, dvs. tyktarm fra sandrotte, og derfor anvendes sammen-
trekning af sandrottetyktarm som et kriterium for sadanne
stoffers biologiske aktivitet. Den dermed forbundne prove gen-
nemfores pa feolgende made: Den ovre del af en tyktarm, der er
fjernet fra en sandrotte, ophaznges i et konventionelt tarmbad,
den nedre fastgorelse fastgeres mens den gvre fastgerelse for-
bindes til en feler, der registrerer sammentrakning og afslap-

ning af tarmen under de forskellige stoffers indflydelse.

Da midlerne sammentrazkker sandrottetyktarm er der gode grunde
til at antage, at de -dindeholder prostaglandinlignende stof-
fer. Imidlertid er ingen kendte prostaglandiner eftervist som
verende til stede i de 1lipidfraktioner taget fra kirtlerne,
der sammentrazkker sandrottetyktarm og som er midlet ifelge op-
findelsen (jf. eksemplet og figurerne 2, 3, 4 og 5, hvoraf det
vil ses, at det ikke har varet muligt at eftervise prostaglan-
dinerne PGI,, PGEq, PGE2, PGF2y, PGA2 ved anvendeise af kendt
teknik i sadanne lipidfraktioner, der sammentrakker sandrotte-
tyktarm, fra kirtlerne). Sammentrakningerne af sandrottetyk-
tarm kan saledes anvendes som et kriterium for, at den omhand-
lede faktor i midlet, der har frugtbarhedsfremmende egenska-

ber, er til stede i lipidekstrakten fra kirtlerne.

Faktoren har positiv ninhydrinreaktion, hvilket viser, at den
indeholder aminogrupper. Prgver under anvendelse af rentgen-

strdlespredningsanalyse (KEVEX) viser tilstedevarelisen af
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svovl (S) i faktoren. Disse to omstandigheder - positiv ninhy-
drinreaktion og tilstedevarelse af svovl - viser, at der fore-
ligger 1ligheder mellem faktoren og 1leucotriener. Imidlertid
sammentrakker leucotriener ikke sandrottetyktarm. P& den anden
side sammentrekker de kraftigt uterusmuskulaturen, hvilket

midlet ogsa gor.

Gaskromatografisk og massespektrometrisk analyse viser en kom-
pieks blanding, hvor imidlertid visse fragmenter viser narve-
relse af neurotransmitterlignende stoffer med sddan en mole-
kylvegt, at der ved massespektrometrisk analyse ées vardier pa

mellem 200 og 1000 m/e (dvs. masse/ladning).

NMR (kernemagnetisk resonans) af en fraktion med heoj biologisk
aktivitet har vist alle prostaglandinlignende stoffers egen-
skaber, sasom: lang molekylekade, tilstedevarelse af fedtsyrer

og en endestillet CHz-gruppe.

Midlet ifeglge opfindelsen er fremstillet ved metoder, der er
konventionelle for ekstraktion af prostaglandiner. Kirtlerne
kan saledes fogrst befris fra proteiner, dvs. ved ethanoleks-
traktion og derefter ekstraheres remanensen ved en sur pH-var-
di med diethylether, hvilket oplegser lipider. Kirtlerne kan
ogsd ekstraheres direkte i et surt miljo, en eller flere gan-
ge, med et oplgsningsmiddel, og navnlig med et lipidoples-
ningsmiddel, s&som ethylacetat, isopropanol, methanol, aceto-
ne, chloroform og blandinger deraf, sasom chloroform/methanol
i rumfangsforholdet 2:1; ethylacetat i blanding med isopropa-
nol, methanol, acetone i varierende rumfangsprocenter med
vand, eller de ovennavnte 1lipidoplesningsmidler, fortrinsvis
methanol eller ethylacetat/methanol i rumfangsforholdet 3:1 og
med pH indstillet med en puffer til pH 3,5-5, fortrinsvis til
4,5 med 0,1 M kaliumhydrogenphthalat.

Vandet fjernes derpd p& en konventionel méde, f.eks. ved fry-
setorring. Ekstrakten kan ogsd henstilles natten over i kgle-
skab ved en temperatur under 0°C, og de dannede iskrystaller
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filtreres fra ved lave temperaturer under 0°C. Arbejdet udfe-
res hensigtsmaesisgt i et nitrogenmilje for at skarme mod at-
mosferisk oxygens oxiderende virkninger. Prgven bliver derpd
om onsket fordampet p& et vandbad (40°C), fortrinsvis i en ni-
trogengasatmosfere. Denne prove kan anvendes som det erekti-
onsfremmende middel ifglge opfindelsen. Pregven oploses om on-
sket i fa milliliter af det ovennavnte lipidoplesningsmiddel,
fortrinsvis i ethylacetat, og opbevares i et nitrogenmiljg ved

-20°C.

Prgven kan derefter behandles i overensstemmelse med kendte
metoder, der er konventionelle ved separation af prostaglan-
diner og de fraktioner, der sammentrakker sandrottetyktarm,
kan udvindes. Separationen kan f.eks. gennemfgres ved kro-
matografi pd silicagel, fortrinsvis ved s&kaldt tgrkolonne-
kromatografi under eluering med blandinger af ethylacetat,

isooctan, ethanol, vand, eddikesyre, chloroform, isopropa-
nol og myresyre, fortrinsvis med ethylacetat/isooctan/etha-

nol/eddikesyre/vand (i rumfangsforholdet 35:10:3:0,1:0,1)
eller med chloroform/isopropanol/ethanol/myresyre (i rum-
fangsforholdet 45:5:0,5:0,3). De respektive fraktioner kan
derefter elueres ud med blandinger af chloroform og metha-

nol, fortrinsvis i et rumfangsforhold p& 1l:1.

Fraktionerne kan ogsa separeres pd silicagelplader (TLC)
eller ved sg¢gjlekromatografi med det samme eller et modi-
ficeret oplgsningsmiddelsystem. De fraktioner, der sammen-
trezkker sandrottetyktarm udvindes og lagres ved -20°%C til
yderligere analyse. Disse fraktioner kan anvendes som midlet
ifglge opfindelsen, fortrinsvis efter inddampning til tgrhed.
De kan ogsd renses yderligere ved kromatografi, fortrinsvis
efter fgrst at vaere inddampet til tgrhed. Fraktionerne kan
derefter renses ved kromatografi, fortrinsvis pd silicagel,
f.eks. ved hgjtryksvaeskekromatografi under eluering med
blandinger af phosphorsyre, acetonitril, methanol, fortrins-
vis med phosphorsyre/acetonitril/methanol i forholdet
40:12:48.
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Opfindelsen skal nu beskrives mere detaljeret under henvis-

ning til tegningen, p& hvilken

fig. 1 illustrerer en foretrukket fremgangsmdde til frem-
stilling af midlet ifglge eksempel TI;

fig. 2 viser UV-adsorptionen som funktion af elueringsrum-
fanget ved hgjtryksvaskekromatografering af prostaglandin-

standarder,

Fig. 3 = 5 illustrerer UV-adsorptionen som funktion af elue-
ringsrumfanget ved hgjtryksvaeskekromatografering af henholds-
vis fraktionerne Gyr Qg OF G vundet ved kromatograferingen
pa "Silica Noelin DCC" i eksempel 1.

Eksempler pd& en foretrukket fremgangsmade til fremstillingen
ifolge opfindelsen er givet i det folgende (jf. ogsad oversig-
ten pa& fig. 1).

Eksempel 1

Isolation

Faktoren isoleres fra kirtlerne pa folgende made: De cowperske
kirtier fjernes fra nyligt afdede forplantningsdygtige hanner.
Kirtlerne fryses derefter ojeblikkeligt ned til en temperatur
pa -20°C. De bartholinske kirtler isoleres fra nyligt afdode
forplantningsdygtige hunner, og kirtlerne blev gjeblikkeligt
frosset ned til -20°C.

Ekstraktion

Lipidekstrakten blev ekstraheret fra kirtlerne i overensstem-
melse med folgende proces: 23,5 g cowperske kirtler og 16,1 ¢
bartholinske kirtler findeltes og homogeniseredes hver for sig

med en "Ultraturrax™ i henholdsvis 60 m1 og 20 m1 ethylacetat/
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methanol i rumfangsforholdet 3:1. pH indstilledes med 0,1 M
kaliumhydrogenphthalat til1 4,5.

Lipidekstrakterne fik lov til at std natten over i ksleskab og
vandkrystallerne filtreredes derefter fra ved en temperatur pa
under 0°C. Derefter koncentreredes preverne ved inddampning i
et vandbad (40°C) i et nitrogenmilje. Herefter vandtes der
0,43 g fra de cowperske kirtler og 0,15 g fra de bartholinske
kirtler. Preverne lagredes derpa ved en temperatur pa -20°C i

en nitrogenatmosfare.

Separation og renshning

Den biologiske faktor separeredes ved hjelp af en modificeret
metode til torsejlekromatografi som pa vellykket made adskil-
ler de biologiske aktive lipider fra de gvrige stoffer i eks-
trakten. Der blev anvendt en sojle omfattende 10 teflionringe
med en hojde p& 2 cm og en indre diameter pa 2,5 cm, tat pak-
ket i et ror. Hver ring svarede til en fraktion, som udstrakte
sig mellem to efter hinanden fplgende decimale (Rf-)-vardier.
Sgjlen fyldtes under vibrering med aktiveret silikagel. (Sili-
ca Woelm DCC, en sarlig silikagel til ter sojiekromatografi
(DCC) fremstillet af Woelm AG, Tyskland). Hver af de fernavn-
te prever pa henholdsvis 0,43 g og 0,15 g indfertes for s5ig
selv i en siddan sojle og elueredes i en oplgsningsmiddelblan-
ding af ch1oroform/isopropan01/ethanol/myresyre i rumfangsfor-
holdet 45:5:0,5:0,3.

Tilferslen af oplesningsmiddel holdtes konstant ved hjelp af
udlebet fra en skilletragt anbragt 1-2 cm over preven. Oples-
ningsmiddelfrontens position op til sejlens bund blev angivet
med et ferste akustisk advarselssignal fremkaldt ved hjelp af
en en elektrisk foler. Afslutningspunktet blev angivet med et
andet signal. En skruehztte pa den overste ende af roret blev
derpa fjernet, sdledes at den indvendigt varende delte teflon-
kolonne kunne skubbes aksialt opad ved hjalp af et stempel.

Teflonringene blev let adskilt fra hinanden, en af gangen,
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med hurtige skarende bevagelser. Til sidst blev hver ring mon-
teret i 10 specielt arrangerede teflonsgjler til samtidig elu-
ering. De resulterende fraktioner elueredes med nogle milli-
liter chloroform/methanol i rumfangsforholdet 1:1 og den bio-
logiske aktivitet afprovedes pa sandrottetyktarm. Fraktionerne
4, 5 og 6 (ringene 4, 5 og 6 talt fra toppen betegnes i det
folgende alfa-4, alfa-5 og alfa-6) viste sig at sammentrazkke
sandrottetyktarm og havde de egenskaber, der er vist i forsag
1-7. Dette gjaldt for begge de fernavnte fraktioner fra hen-
holdesvis de cowperske og de bartholinske kirtler. Fraktioner-
ne inddampedes til teorhed inden for et nitrogengasmiljeo pa et
vandbad (40°C) og rensedes ifglge det folgende, selv om dette
rensningstrin er valgfrit.

Hpjtryksvaeskekromatografi - (HPLC)-analyse

Fraktionerne alfa-4, alfa-5 og alfa-6 isoleret fra de
respektive kirtler analyseredes ved hgjtryksvaeskekromato-
grafi, der her betegnes som HPLC. Separation gennemfgrtes
pé en hgjtryks 5 pum omvendt-fase-kolonne. Der anvendtes

et system omfattende en "Consta Metric - 111-HPLC-pumpe"
(Lab. Data Control) og en "Consta Metric Spectromonitor
ITI" (LDC) variabel bglgelangdedetektor. Detektoren kob-
ledes til en "Rec-2-recorder" (Pharmacia) og en integrator
(HP 3888 A). Kolonnesystemet omfattede en 49 x 4,6 mm LD
forkolonne pakket med 40 ym partikelformet omvendt-fase-
materiale (Pelliguar LC-18") og en 250 x 4,6 LD, "Supelco-
sil LC-18" analysekolonne pakket med 5 um kugleformede
partikler.

Prostaglandiner elueret fra HPLC-systemet pavistes ved
adsorption i ultraviolet lys. Uderivatiserede prostaglan-
diner pévistes ved 199,5 nm. De fra henholdsvis de cowper-
ske kirtler og de bartholinske kirtler ved tgrsgjlekroma-
tografi vundne og til tgrhed inddampede fraktioner alfa-4,
alfa-5 og alfa-6 oplgstes hver i 2 ml absolut ethanol.
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Fra hver af disse 2 ml prgver blev der udtaget 20 ul. Af
de cowperske og bartholinske kirtler blev 5 s&danne 20 nl

prgver behandlet i kolonnen for hver af fraktioneme alfa-4, alfa-5

og alfa-6. Et trekomponent-elueringsmiddel omfattende phos-
phorsyre (o,1 M), acetonitril og methanol i forholdet 40:12:
48 anvendes til at adskille fraktionerne p& kolonnen. Prg-

ver blev derpd udtaget systematisk fra kolonnen og analyseret
med hensyn til sammentrakning af sandrottetyktarm. Fraktioner-
ne med retentionstider (RT) 3-6 og 12-15 fra fraktion alfa-4,
fraktionerne med retentionstid 3~6 og 12-15 fra alfa-5 og

dem med retentionstid 8-10 fra alfa-6 sds ifglge observatio-
ner af sammentrazkke sandrottetyktarm. Dette gelder for alfa-4,

alfa-5 og alfa-6 fra savel de cowperske som de bartholinske

kirtler.

Da der blev foretaget sammenligning med et antal prostaglan-—
5 09 PGEl 20 ©9 PGA

kunne ingen af disse prostaglandiner iagttages i blandingen

dinstandarder, sdsom PGEZ, PGI 0g ogsa PGF

2
(j£. fig. 2, der illustrerer UV-adsorption ved 199,5 nm

som funktion af elueringsrumfang og retentionstid wved HPLC

af disse standarder,med figurerne 3, 4 og 5, der viser

den samme kurve for fraktionerne Uyr ag, Og O fra DCC.).

6
Den biologiske aktivitet viste sig imidlertid at vaere kom-
pleks, ndr fraktioneringen gennemfgrtes med HPLC. Den
primere biologiske aktivitet fandtes i HPLC-fraktioner

alfa-4:12-15, alfa-5:12-15 og alfa-6:8-10.

Gaskromatografisk-massespektometrisk-analyse

Denne analyse viste en kompleks blanding, hvor imidlertid
visse fragmenter blev iagttaget, som viser narvarelse af
neurotransmitterlignende stoffer med en molekylvagt pa
mellem 200-1000 m/e (alfa-6:8-10).

NMR-analyse

NMR (kernemagnetisk resonans) anvendes til at undersgge
fraktion alfa-5:12-15, der er en fraktion med hgj biolo-

gisk aktivitet. Den viste alle prostaglandinlignende stof-
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fers egenskaber, sdsom en lang kade, nervarelsen af fedt-

syrer og terminal CH3—gruppe.

Eksempel 2

50 g cowperske kirtler taget fra afdgde mend homogenisere-
des med 50 ml methanol i "Ultraturrax". pH indstilledes til
4,5 med 0,1'M kaliumhydrogenphosphat. Ekstrakten henstod
natten over i kgleskab, hvorefter iskrystaller filtreredes
fra ved en temperatur pa under 0°C. Derefter koncentreredes
prgven ved inddampning til t@drhed i en nitrogenatmosfare pa

et vandbad.

Nedenfor er angivet et antal forsgg, der belyser den biolo-

giske virkning af faktoren i midlet ifslge opfindelsen.

Forsgg 1

Faktorens virkning pd muskel-collagen-trabikuler i men-
neskers og dyrs (tyr) corpora cavernosa samt virkning

pd penisarteriers glatte muskler.

Erektionen af penis hos me&nd og hanpattedyr skyldes en
overfyldning af erektilvavene i penis, dvs. corpora ca-
vernosa (svulmelegemer). Disse indeholder et svampelignen-
de vev, der omfatter collagenvavbundter og glatmuskulatur-
filamenter, som danner et omfattende net, det sdkaldte tra-
becula corpora cavernosa. De dannede hulrum kan hurtigt ud-
vides og trazkkes sammen, dvs. fyldes og tgmmes for blod.
Ved en erektion afspandes den glatte muskulatur i corpora
cavernosa. Desuden forsyner arterierne corpora cavernosa
med blod, dvs. penisarterierne udvides. Erektion af penis
afsluttes, dvs. penis afslappes pd en tilsvarende made ved
en tilsvarende sammentrakning af muskelfilamenterne i cor-

pora cavernosa og penisarterierne.

Prazparering:

Et antal handyr blev aflivet og hele penis blev fra hver
fjernet og transporteret til laboratoriet i en puffer-
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oplgsning (Krebs's oplgsning) ved en temperatur pa +4°¢C.
Dele af corpora cavernosa fra vaddere blev fjernet pa en
lignende m&de. Lange strimler mdlende ca. 1,5 cm i lang-

den og 4 cm i bredden blev skaret ud fra den centrale del

af muskulaturen i trabecula-netvaerket. P& lignende méde blev
en strimmel med lengden 1,5 cm og en bredde pd ca. 3 mm
udskdret fra penisarteriens muskulatur. Dissektionen blev
tilendebragt inden for 1-2 timer efter aflivningen af dyret.
Strimlerne holdtes i Krebs-oplgsningen i hgjest 1 kalender-
dag og fremviste intet aktivitetstab i 1lgbet af denne peri-

ode.

Bioanalyse: Virkningen af faktoren p& isolerede muskelfila-
menter undersggtes ved hjalp af en "Grass Force Deplacement
Transducer" koblet til en "Grass-polygraph". PGE2 og PGan
anvendtes som standarder under disse forsgg. Ved at undgd

for kraftig tension i fastggrelsesorganerne i det biologi-
ske prgvningssystem var det muligt at opretholde spontan
motilitet i vavet. Faktoren vundet fra cowperske kirtler
dryppedes pa de isolerede muskelfibre, hvorved der sdledes
vandtes en klar afslapning af musklerne ved trabecula-net-
varket fra penis. Den samme reaktion - omend svagere - vand-
tes med fraktionen udvundet fra de bartholinske kirtler. PGE2
i en koncentration p& 50 ng/ml gav en lignende virkning, selv
om den var yderst svag, mens PGF i tilsvarende koncentra-

2q
tion i stedet gav en forgget muskeltonus.

Faktoren fra de cowperske kirtler dryppedes pd den i den
biologiske analysesystem nedhangte penisarterie pd en méde,
ligesom for de ovennavnte muskelfibre. Der blev iagttaget en
klar afslapning af muskulaturen, ndr faktoren dryppedes péa
penisarterien. P& den anden side gav PGan ; koncentration
50 ng/ml,oqg PGE2 i den samme koncentration en kraftig sam-
mentrakning af penisarterien. Dette synes klart at vise,

at mens de anvendte to typer prostaglandiner primazrt mod-
virker erektion, fremmer lipidfraktionerne vundet fra kirt-

lerne erektionen i kraftigt omfang.
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Forsgg 2

Faktoren vundet fra kirtlerne sammentrazkker urethra-musku-
laturen hos mend og hanpattedyr. Urethra omfatter en slim-
hindekanal, hvoraf stgrstedelen er omsluttet af et lag musk-
ler med en indre i l®ngderetningen udstrakt muskulatur

og ydre tvargdende lag. Det er bedst udviklet i den bage-
ste del af urethra. I den forreste del af urethra findes

der skrét forlpbende muskelbundter. N&r der arbejdes med
prostata fra det hanlige genitialsystem, fjernes der fra
urethra inden for prostatasektionen en del af urethra,

som prapareres og opbevares i en Krebs-puffer. Ved den bio-
analytiske prgve blev de praparerede muskelstrimler mon-
teret i det ovenfor beskrevne biocanalysesystem med ekstrem
fglsomhed. En blanding af 0, (95%) og CO, (5%) ved 37%
sattes til organbadet. Faktoren vundet fra de cowperske
kirtler dryppedes p& muskelstrimlerne, hvorpd der blev iagt-
taget en udtalt sammentrazkning af urethramuskulaturen.

Den samme virkning, sk¢nt mindre udtalt, blev opndet med
faktoren vundet fra de bartholinske kirtler. Begge fakto-
rerne var ekstraheret fra menneskekirtler. Resultaterne er

siden blevet bekraftet med tyreurethraj; PGF gav en lig-

20
nende sammentrazkning af urethramuskulatur, mens PGE, af-

slappede muskulaturen. Sammentrazkning af urethra musiula—

turen, nar den udsattes for faktoren md fremme ejakulations-
processen. Det er rigtigt, at denne metode til at méle den-
ne funktion er indirekte, men for tiden findes der ingen me-

toder, hvor funktionen kan méles direkte pa mennesker.

Forsgg 3

Faktoren fremmer spermatozoernes motilitet (bevagelighed).
Det er kendt, at prostaglandiner af type E ikke har nogen
virkning péd spermatozoernes bevagelighed. Prostaglandin

FZa har muligvis en retarderende virkning pa spermatozoers
motilitet. Der er foretaget prgver til undersggelse af fak-
toren, hvor spermatozoernes motilitet blev undersggt under
et mikroskop. Ved disse forsgg blev henholdsvis de bartho-
linske og de cowperske kirtler oplgst i saltvand og sat til

en oplgsning indeholdende aktive spermatozoer.
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Det kunne vises, at faktoren vundet fra de bartholinske
kirtler skabte en sarligt aktiv forsterkning af sperma-
tozoernes bevagelighed. Faktoren vundet fra de cowperske
kirtler gav en lignende , men mindre udtalt virkning ved
den samme koncentration. Saltvandet havde ingen virkning.
Spermatozoerne fra mennesker, far og tyre tgmmes ved
ejakulation ind i vagina og er styret til at n& zgcellen
ved hjalp af deres egen bevegelighed. Der er sdledes gode
grunde til at antage, at faktoren letter den aktive van-

dring af spermatozoerne gennem vagina og livmoderhulen.

Forsgg 4

Faktoren fremmer spermatozoernes gennemtrengning gennem

frisk @ggehvide. Et hgnseag blev knust og aggehviden blev
anbragt pi et objektglas til et mikroskop. Derpd indfgrtes

et kapillarrgr i aggehviden og ®ggehviden blev udtrukket.

En spermatozoprgve blev anbragt pd hver af to urglas, det

ene med faktoren tilfgrt dertil og det andet uden faktor.

Ved de respektive prgveprocedurer anvendtes faktoren wvun-

det fra bade de bartholinske kirtler og de cowperske kirtler
fra mennesker. Reagensglassene, der indeholdt @ggehvide,
blev anbragt i spermatozoprgverne og fikseret med syntetisk
modelervoks (modeleringsler). Kapillarrgrene blev anbragt
lodret, og urglassene, med capillarrgrene placeret derpd,
blev derpd anbragt i et varmeskab. Spermatozoernes evne til
at vandre gennem @ggehviden undersggtes derpd under et mikro-
skop med et tidsmellemrum pd 60, 120 og 180 minutter. Det
kunne tydeligt ses, at faktoren vundet fra de bartholinske
kirtler signifikant ggede spermatozoernes evne til at pas-
sere gennem @ggehvide; faktoren vundet fra de cowperske kirt-

ler havde en lignende, men svagere virkning.

Spermatozoernes evne til at trange gennem proteinet i &g-
cellerne er af stgrste betydning med hensyn til befrugtning.
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Forsgg 5

Faktoren koagulerer sadvaske (den vaske, hvori spermatozo-
er er suspenderet). Fibrinolytiske enzymer i sadvasken giver
fuldstendig eller partiel flydendeggrelse af koagulerede sper-
matozoer. Det er kendt, at den samlede ekstrakt af sekretet
fra de cowperske kirtler vundet fra tyre og fra veddere koa-
gulerer sadveske. Udtrykt funktionelt danner flydende sadvas-
ke en koaguleringsklump, som udggr et vigtigt trzk ved ejaku-
lationsprocessen. Det forhindrer ogsi tilbagelgb af sadvaske
under ejakulationsfasen og fremmer siledes dyrenes frugtbar-
hed og er isar fremmende hos vaddere.

Faktorens evne til at koagulere spermatozoer belyses ved hijzlp
af fglgende: 0,5 ml flydendegjorte ) spermatozo-
er (i en let flydedygtig tilstand) indfgrtes i et reagens-
glas ved 37%. 0,5 ml af faktoren (vundet fra de cowperske
kirtler) oplgstes i saltvand og sattes til de flydende sper-
matozoer. Spermatozoerne viste sig at koagulere hurtigt til
dannelse af en fast koagulat. Dette koagulat s&s at vende
tilbage til den flydende form efter ca. 10 minutter. Til-
s@tning af faktoren vundet fra de bartholinske kirtler gav
en lignende, men svagere koagulation.

Eors¢gj6

Faktoren sammentrzkker den glatte muskulatur i det uterotuba-
le forbindelsespunkt hos kvinder (UTJ). N&r faktoren anbrin-
ges pa glat muskulatur fra UTJ opnds en sammensat reaktion.
Dette skyldes, at det kvindelige uterotubale forbindelses-
punkt indeholder tre forskellige muskellag, som giver en
specifik reaktion pa lipide meglere inden for prostaglandin-
familien. Muskelvav isoleredes fra UTJ taget fra sunde for-
plantningsdygtige kvinder, der var underkastet sterilisa-
tion eller hysterektomi. Cirkulzre og langsgdende muskelfi-

lamenter indfgrtes i en bioanalyseenhed med en Krebs bicar-
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bonatpuffer. P& normal mdde tilsattes en blanding af oxy-
gen og carbondioxid og prgverne gennemf@grtes ved en tempe-
ratur pa 37°C. Faktoren viste sig at skabe sammentrazkning
af langdemuskulaturen og svakkelse af den cirkulare musku-

latur.

Forsgg 7

Faktoren sammentrakker vaginalmuskulaturen. Glat muskulatur
isoleret fra kgers vaginalvagge arrangeredes i den bioana-
lytiske enhed. Faktoren vundet fra de cowperske kirtler eks-
traheret fra tyre fremkaldte en udtalt sammentrakning af
muskelstrimler. Det er velkendt, at penisarterierne er ud-
videt ved erektion, at der tilfgres mere blod til corpora

cavernosa, som derved fyldes og en erektion finder sted.

Ved ejakulationsprocessen trazkkes muskulaturen omkring urethra
sammen i flere autonome sammentrazkninger og udsender saden
fra penis med hgjt tryk. De spermatozoer, der er til stede

i den ejakulerede sad afsattes i vagina, og bevager sig
enten ved hjzlp af aktiv mobilitet eller passiv vandring
til livmoderhulen, hvorfra spermatozoerne vandrer yderligere

for at nd agcellen, med efterfglgende indtrangning deri.

Forseg 8 - erektionsprgve

Aber (marekatte) fra 3 til 4 ar gamle og vejende 4,5-5,0 kg
bragt til at sove med n"ketalar"® (et hurtigt virkende
middel, der indeholder ketaminhydrochlorid i en

blev
ahastetisk
mangde p& 50 mg/ml, og som Jeveres af Park-Davis, USA) i en
dosis pa 1,8 ml + eventuelt yderligere 0,5 ml. De respektive

abers penis blev holdt tilbage ved hjalp af et aflangt sugeap-

parat.

Fglgende stoffer indsprgjtedes gennem tunica albuginea i corp
carvarnosum (glat muskulatur) ved hj=lp af sprgjte med 26 G
spids, den indsprgjtede oplgsning havde en temperatyr pa 30°c.
1. 0,5 ml fysiologisk natriumchlorid (NaCl), hvilket ikke

gav nogen reaktion;
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2. 0,5 ml (15 mg) papaverin, som fremhjalp en erektion pa
f& minutter; erektionen opretholdtes i 1-~2 timer;

3. 0,5 ml (2 mg) phenoxybenzamin, som gav samme reaktion
som papaverin, maske med langere varighed;

4., Bt frysetgrret stof vundet ifglge eksempel 2 oplgstes i
0,5 ml fysiologisk NaCl efter blasning i nitrogen. 3 aber
blev afprgvet. Der blev iattaget erektion og denne varede i
2-4 timer for 2 dyr og op til 24 timer for 1 dyr.

Det har varet muligt at vise, at faktoren vundet fra kirt-=
lerne fra mennesker og pattedyr (de cowperske og de bartholinske
kirtler) klart fremmer s&vel erektion og ejakulation og
befrugtning af agcellen wved:

- udvidelse af muskulaturen i corpora cavernosa i penis;

- udvidelse af penisarteriens muskulatur;

- sammentrzkning af urethramuskulaturen;

- sammentrzkning af vaginalmuskulaturenj;

- sammentrazkning af de langsgdende bundter i det uterotuba-
le forbindelsessted (forbindelsen mellem livmoder og ®gleder}
- forsterkning af spermatozeernes aktive bevagelighed;

- forggelse af spermatozoernes evne til at traznge gennem
aggehvide (protein); og

- koagulering af sadvaske.

Taget sammen med den kendte kendsgerning, at ekstrakten fra
kirtlerne tjener til at smpre den urogenitale slimhinde er
der herved opndet en indikation for, at faktoren har en vir-
kelig betydning til fremme af erektion, ejakulation og sper=
matozoernes mobilitet og deres evne til at trznge gennem
protein, Faktoren kan sdledes anvendes som et frugtbarheds=~
fremmende stof.

Den made, hvorpd faktoren udgver sin virkning pad en situa-

tion in vivo kan illustreres ved at ga ud fra ansggernes pi-
onerarbejde med elektronmikroskopundersggelser af kirtlerne,
is@r de cowperske kirtler (L. Hellgren, E,Mylius og J.Vincent:
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The ultra-structure of the human bulbo-urethral gland.

J. Submicrose Cytol 14 (4), 683-689, 1982). Faktoren kan
opfattes som havende enten en direkte eller en indirekte
virkning eller en kombination af begge dele. Den direkte
virkning kan opfattes som virkende pd spermatozoerne i over-
ensstemmelse med forsggene 1-7. Faktorens indirekte ("hor-
monale") virkning p& muskulaturen i penisarterien, vagina,
urethra og aggeleder eller de fallopiske rgr kan opnas ved
blodcirkulation. At det sandsynligvis forholder sig pé denne
mide underbygges af ansggernes elektronmikrosopiske opdagelse
af smd& sekretionskorn, som er til stede i kirtlernes blodkar
i de cowperske og bartholinske kirtler, idet indholdet af de
sm& korn sandsynligvis udtgmmes direkte i blodkredslgbet.

Faktoren kan anvendes som et frugtbarhedsfremmende og erek-
tionsfremmende middel. Disse midler kan bestd af de lipid-
fraktioner fra de cowperske og bartholinske kirtler, som
vil sammentrzkke sandrottetyktarm, f.eks. den f@grste urene
samlede lipidekstrakt og navnlig de aktive fraktioner elueret
ved tgrs¢jlekromatografi og hgjtryksvaskekromatografi i
eksempel 1. Midlerne kan ogséd vare til stede i praparater
sammen med konventionelle fortyndingsmidler. Praparaterne kan vere
i form af en injicerbare vasker, sprgjteprzparater, tab-
letter, suspensioner, oplgsninger, sirupper, suppositorier
og kapsler. Prgveoplgsningerne inddampes fortrinsvis til
tgrhed og oplgses i fysiologisk kogsalt og indsprgjtes.
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Patentkrayv,.

1. Erektions- og frugtbarhedsfremmende middel, ke n d e -
tegnet ved, at det er fremstillet ud fra de cowperske-
og/eller de bartholinske kirtler fra pattedyr, indbefattet
mennesker, ved at kirtlerne findeles og ekstraheres, efter at
de forst eventuelt er befriet fra proteiner, med Tipidoplgsen-
de middel ved sur pH-vaerdi, hvorefter vand fjernes, oplgs-
ningsmidlet afdampes og remanensen fraktioneres kromatografisk
pa kendt made, og at de fraktioner, som sammentrzkker sandrot-
tetyktarm, opsamles og eventuelt yderligere renses ved kroma-
tografiske metoder, hvor de opsamlede fraktioner udger det
erektions- og fertilitetsfremmende middel, eventuelt sammen

med sadvanlige fortyndianmid]er.

2. Fremgangsmade til fremstilling af et erektions- og frugt-
barhedsfremmende middel ifelge krav 1 ud fra de cowperske- og/
eller de bartholinske kirtler fra pattedyr indbefattet menne-
sker, kendetegne-t ved, at Kkirtlerne findeles og
ekstraheres, efter at de forst eventuelt er befriet fra prote-
iner, med lipidoplosende middel ved sur pH-vardi, hvorefter
vandet fjernes, oplesningsmidiet afdampes og remanensen frak-
tioneres kromatografisk pa kendt made, hvorpa de fraktioner,
som konstateres at sammentrazkke sandrottetyktarm opsamles og

eventuelt yderligere renses ved kromatografiske metoder.

3. Fremgangsméde ifolge krav 2, k e nde tegnet ved, at
ekstraktionen med lipidoplgsende middel gennemfsres med ethyl-
acetat, isopropanol, methanol, acetone, acetone/vand-blandin-
ger, chloroform eller blandinger deraf.

4. Fremgangsmade ifglge krav 2, k ende tegnet ved, at
den kromatografiske fraktionering gennemfsres pa silikagel un-
der anvendelse af ethylacetat, ijsooctan, ethanol, eddikesyre
og vand i rumfangsforholdet 35:10:3:0,1:0,1, eller chlorofornm,
isopropanol, ethanol og myresyre i rumfangsforholdet 45:5:0,5:

0,3, som elueringsmiddel.
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5. Fremgangsmade ifelge krav 2, k ende t e gnet ved, at
den yderligere rensning gennemfgres ved hgjtryksvaskekromato-
grafi (HPLC) med en blanding af phosphorsyre, acetonitril og

methanol i rumfangsforholdet 40:12:48 som elueringsmiddel.
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