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"N OORSIG VAN DIE METODES VIR DIE BEPALING VAN DIE GESLAGSHORMONE

C.H. van Niekerk

Departement Dierefisiologie, Universiteit van Stellenbosch

'n Grondige kennis van die beheer van die estrus-
siklus deur die hormone van die hipotalamus, hipofise en
die gonade is van die allergrootste belang vir elke navor-
ser op die gebied van die geslagsfisiologie. Tot onlangs was
die geslagshormone in die urien van mense en diere deur
middel van biologiese metodes bepaal. Daar bestaan nou
egter 'n mate van twyfel oor die waarde van hierdie bio-
logiese metodes waarvan navorsers in die verlede gebruik
gemaak het. Die metodes is nie sensitief genoeg nie, dit is
omslagtig en gekompliseerd en bepalings kan dus nie met
kort tussenposes in die siklus gedoen word nie. Bepalings
is gedoen op urienmonsters wat oor 14 uur gekollekteer
word en die volume van die monsters was baie groot; ook
is daar nie met die hormoon self nie maar met die meta-
boliete van die hormone soos in die urien uitgeskei, gewerk.
Paralelle bepalings van estrogene, progesterone en gonado-
trofiene wasook nie prakties moontlik nie en die inter-
aksies van die hormone in dieselfde individu kon dus nie
so maklik bestudeer word nie. Dit was dus noodsaaklik om
akkurater metodes te vind wat sensitief genoeg is om
lae konsentrasies van die hormone in 'n klein volume
plasma te kan bepaal, en wat prakties uitvoerbaar is sonder
om tydrowend te wees.

Biologiese en chemiese bepalings van die geslagshormone
Estrogene

Die biologiese bepaling van estrogene is vir 'n ge-
ruime tyd al vervang met chemiese metodes wat op die

Kober-reakse gebaseer is (Brown, 1955b); Brown, Bull-

brook & Greenwood, 1957). Estrogene kan volgens dié
metode net in die urien bepaal word.

In die volgende fase is oorgegaan na die chromato-
grafiese en fluorisensiemetodes vir die bepaling van die
hormone in urien sowel as in plasma (Preedy & Aitken,
1961). In meeste spesies is die estrogene in die plasma egter
so laag dat geweldige groot hoeveelhede plasma (ongeveer
500 ml) gebruik moet word, en is dit ook nie prakties
moontlik om sikliese veranderings oor kort periodes vas te
stel nie.

Progesteroon

Haskins (1950) was die eerste persoon wat 'n
chemiese metode vir die bepaling van progesteroon be-
skryf het wat die biologiese metode (Hooker & Forbes, 1947)
sou vervang. Die metode is verbeter deur Klopper, Michie
en Brown (1955) asook deur Coyle, Mitchell & Russel
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(1956). Butt, Morris, Morris & Williams (1951) het ’n pola-
rografiesc metode vir die bepaling van progesteroon ont-
wikkel maar albei die metodes was nie sensitief genoeg om
progesteroon in sirkulerende bloed gedurende die estrus-
siklus te bepaal nie. Short (1957) kon ook nie met die
papierchromatografiese metode van Zander & Simmer
(1954) progesteroon in plasma van huisdiere bepaal nie.
Hy het egter die metode in 1958 (Short, 1958) so verbeter
dat dit wel moontlik was om progesteroon in die bloed van
huisdiere d.m.v. chromatografiese en spektrofotometriese
metodes te bepaal. In die geval van die mens is hierdie
metode doeltreffend maar by die skaap met sy lae konsen-
trasie progesteroon in die perifere bloed was minstens 500
plasma vir die bepaling nodig. Edgar & Ronaldson
(1958) vind egter dat hulle met hierdie metode die pro-
gesteroonkonsentrasie in die plasma afkomstig van die vena
van die eierstok van die skaap kon bepaal. Met die ontwik-
keling van die gaschromatografiese bepaling van progeste-
roon (van Rensburg, 1970) was dit in werklikheid die eerste
keer dat progesteroon in die perifere bloed van diere met
'n redelike mate van akkuraatheid bepaal kon word. By die
mens en diere soos die bok is redelike klein hoeveelhede
plasma nodig, maar in die geval van ooie is nog groot
hoeveethede nodig. Daarby is die metode boonop tyd-
rowend.

Gonadotrofiese hormone: FSH en LH

Vir die bepaling van FSH en LH kon daar geen
suiwer chemiese metode gevind word nie en tot onlangs was
daar nog gebruik gemaak van die biologiese bepalings. Die
metode wat algemeen vir LH-bepalings gebruik word is die
“Ovarian Ascorbic Acid Depletion Test” van Parlow (1961).
Vir FSH word die “HCG Augmentation Assay’’ van Steel-
man & Pohley (1953), soos verbeter deur Igarashi &
McCann (1964), algemeen gebruik.

Die akkuraatheid van die metodes is nie na wense
nie, en kan nie op bloed gedoen word wat lae konsentrasies
van die betrokke hormone bevat nie.

Serologiese tegnieke vir die bepaling van hormone

Baie substanse in die bloed is gebind aan plasma-
proteiene en in sommige gevalle is dié binding van ’'n
baie spesifieke aard met 'n hoé graad van affiniteit tussen
die proteien en die bindingstof. Dié tipe binding bestaan
(a) tussen sekere antiliggaampies en sy antigeen (proteien),
en



(b) tussen sekere hormone en proteine (globulien).
Die bindingsprinsiep, soos uiteengesit onder (a) en (b),
is deur Berson & Yalow (1957) gebruik vir die ontwik-
keling van ’'n metode vir die bepaling van seruminsulien.
Later is die bindingsvermoé van heelwat kleiner molekule
aan proteiene gebruik vir die bepaling van steroiede
hormone (Murphy, Engelberg & Pattee, 1963), (Murphy

& Pattee, 1964).

Uit die kennis sover ingesamel het die twee hoof-
metodes vir die bepaling van die geslagshormone ontwik-
kel, naamlik:

A.  Die radioimmunologiese metode vir die bepaling van
die polipeptied-hormone van die voorste lob van die
hipofise (FSH, LH en Prolaktien), en

Die kompeterende proteienbindingsmetode vir die
steroiede hormone van die eierstok (estrogene en
progesteroon).

Radioimmunologiese bepaling van FSH en LH

Die metode berus op die immunologiese reaksies
van die liggaam teen vreemde proteine, d.w.s. spesifieke
antiliggaamvorming teen die betrokke proteien met ’n
sterk bindingsaffiniteit tussen die betrokke proteien en
die antiliggaampies wat gevorm is. Die klassieke radio-
immunologiese sisteem soos beskryf deur Yalow & Berson
(1960) berus verder op die vermoé van ’n antiliggaampie om
sy antigeen (proteien), gemerk met ’n radioaktiewe iso-
toop, te bind, asook die kompeterende inhibisie van die
reaksie¢ deur ongemerkte antigeen. Die antiliggaampies ge-
bind aan die gemerkte antigeen kan dan geskei word van
die ongebonde en die radioaktiwiteit gemeet word om so-
doende die konsentrasie van die antigeen (proteienhor-
moon) te bepaal. Die hormone van die voorste lob is
proteiene en daar kan dus 'n spesifieke antiserum vir die
hormone berei word sodat hulle volgens hierdie metode
bepaal kan word. In 1960 is daar drie verskillende prose-
dures vir die bepaling van HCG gelyktydig gerapporteer
deur Brody & Carlstrom (1960), McKean (1960) en Wide
& Gemzell (1960). Daarna het verskeie werkers tot dié
veld toegetree maar basies kom al die metodes op die
volgende neer, en sluit die volgende stappe in:

1. Bereiding van die suiwer hormoon (Donini, Puzzuoli,
D’Allescio, Lunenveld, Eshkol & Parlow, 1966).

2. Bereiding van ’n antiserum teen die hormoon deur
die hormoon in bv. marmotte te spuit (Butt, 1969;
Odell, Abraham, Raud, Swerdloff & Fisher, 1969;
Petrusz, 1969; Rasa, 1966).

3. Merk van die suiwer antigeen (proteienhormoon) of
die antiliggaam met radioisotope bv. I ! of I125
(Greenwood, Hunter & Glover, 1963; Eshkol, 1969;
Miles & Hales, 1970; Wide & Porath, 1967.
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Bepaling van die hormoonkonsentrasie in die plasma.
4.1 1 ml van die plasma (Hormoonkonsentrasie (H)
onbekend) word dan by ’'n bekende oormaat hoe-
veelheid hormoonantiliggaampies gevoeg (A) en ge-
ekwilibreer by 4°C.

A +H=HA+ A

Voeg nou ’n bekende hoeveelheid gemerkte hormoon
H! by

HA +H'+ A = HA + HlA + H!

4.2 Skeiding van gebonde en ongebonde hormoon deur
presipitasie (antimarmot-globulienteéliggaampies) of
die soliedefasemetode (Catt & Tregear, 1967; Catt,
1969).

4.3 Tel van die radioisotope met behulp van ’n sintilasie-
teller en bereken die konsentrasie van die hormoon,
in die plasma.

In plaas daarvan dat die antigeen (H) gemerk word
kan die antiliggaam (AI) ook gemerk word soos onder
stap 3. Dan sal die bepaling van die hormoonkonsentrasie
in plasma, as volg verloop:

1 ml plasma, H onbekend + Al gemerkte anti-
liggaam oormaat H +Al=gal 4+ Al

=5
.

b.  Skeiding: Skei die gebonde fraksie HA! van Al

c. Tel: Tel die radioaktiwiteit en bereken die kon-
sentrasie van hormoon in die plasma.

Kompeterende proteienbindingsmetode vir die be-
paling van estrogene en progesteroon

Die omkeerbare binding van klein molekules (stero-
iedhormone), aan 'n spesifieke proteien dien as basis vir
‘n sensitiewe, vinnige en redelik goedkoop metode vir die
bepaling van die gonadehormone (Murphy, 1964; 1967;
1970; Ekins, 1970).

Benodigdhede:

a. ’'n Suiwer hormoon gemerk met ’n isotoop S*
(Greenwood, Hunter & Glover, 1963).

b. ’n Spesifieke bindingsproteien (P) wat 'n hoé bin-
dingsaffiniteit vir die hormoon (S) het wat bepaal
moet word.

Daar is in bloed 'n spesificke globulien gevind wat 'n
hoé bindingsaffiniteit vir progesteroon het naamlik trans-
kortien of C.B.G. (Seal, Mackey & Doe, 1964; Diamond,
Rust & Westphal, 1969; Milgram, Atgar, Baulieu, 1970,
Murphy, 1967; Westphal, 1970). Wat die estrogene betref
is daar in die baarmoeder van diere 'n baie spesifieke estro-
geenbindingsproteien, sitosol, gevind (Korenman & Rao,



1968; Corker & Exley, 1970; Corker, Exley, Naftolin,
1970; Mayes & Nugent, 1970).

1.  Monstervoorbereiding

Die monster plasma waarin die hormoon (S) bepaal
moet word, moet eers gesuiwer word van die bindings-
proteien van die hormoon wat teenwoordig is in die plasma.
Presipiteer die proteien met bv. etanol of ekstraheer die
steroied (S) met stowwe soos eter, di-etieleter of metiel-
chloried (Murphy, 1967; Corker & Exley, 1970). Suiwer
die monster dan verder chromatografies.

2. Bepaling van die hormoon

2.1 Ekwilibrasie:

Laat die monster waarin die hormoon (S), wat be-

paal moet word, en die merkerhormoon (S*) met die

bindingsproteien (P) meng by kamertemperatuur en koel

daarna af na 10°C. Die volgende reaksies sal dan plaasvind:
S+P +S*=PS* +S = PS* + PS +8* + §

As die konsentrasie van S + S* meer word as die
aantal bindingsplekke op P, sal hulle met mekaar kompeteer
vir die bindingsplekke in verhouding met hulle konsentrasie.
As die konsentrasie van P S* konstant gehou word en S
(dit is die hormoon in die serum) bygevoeg word, sal dit
meer en meer S* verplaas om PS te vorm en die PS*
sal daal. As die konsentrasie PS* grafies voorgestel word
teenoor die aantal S bygevoeg, word min of meer die
volgende kurwe verkry:

100%
% PS"
0 % P.S.
Konsentrasie 100%
S bygevoeg

2.2 Skeiding:

Na ekwilibrasie kry ons dan die volgende:

SP + S*P + S* + S. Die proteiengebonde fraksie word
dan geskei van die ongebonde hormoon d.m.v. dialise,
elektroforese, gelfiltrasie, presipitasie of adsorpsie (Florosil
of houtskool) (Murphy, 1967).

2.3. Telling:
Tel die gebonde fraksie en lees die hormoon (s) kon-

sentrasie van die standaardkurwe af (Mancuso, Dell’Aqua,
Erickson, Migvest & Diczfalusy, 1965).
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C.  Radioimmunologiese bepaling van estrogene en pro-

gesteroon

Vir die radioimmunologiese bepalings van die gonade-
hormone word van die volgende feite gebruik gemaak:

1. ’'n Steroied kan wel aan 'n proteien gebind word.

2. Die proteien-steroiedkompleks kan dan dien as anti-
geen om antiliggaampies teen die kompleks self te
laat vorm.

3. Merk die steroied met isotoop A

4.  Radioimmunologiese bepaling verder soos beskryf vir
proteienhormone (Midgley & Niswender, 1970).

Hormoonkonsentrasies in die plasma van ooie gedurende
die estrussiklus soos bepaal met die radioimmunologiese
en proteienbindingsmetodes

1. Progesteroon:

Sedert die publikasie van die algemene metode
vir die bepaling van die steroiedes deur middel van kompe-
terende proteienbinding (Murphy, 1964, 1967), is veral
drie metodes ontwikkel vir die bepaling van progesteroon
in plasma naamlik dié van Neil, Johansson, Datta &
Knobil (1967) wat later deur Reeves, De Souza & Thomp-
son (1970) verbeter is: die metode van Yoshini & Lipsett
(1968) wat redelik omslagtig is, asook die metode van
Johansson (1969) en Martin, Cook & Black (1970) wat ’'n
vinnige, hoewel ietwat minder sensitiewe metode is.

In die geval van die skaap het veral die volgende
navorsers werk gepubliseer op die progesteroonbepalings
in die perifere bloed van die ooi gedurende die estrus-
siklus: Erb, Estergreen, Jones, Plotka & Frost (1968);
Plotka & Erb (1967): Thorburn, & Mattner (1969);
Thorburn, Basset & Smith (1969); Thorburn, Basset &
Smith (1968); Baird, Goding, Ichikawa & McCracken
(1969); Moore, Barret, Brown, Scindler, Smith & Smyth
(1969); Stabenfeldt, Holt & Ewing (1969); Basset, Ox-
borrow, Smith & Thorburn (1969); Plotka, Erb &
Harrington (1970) en Obst. Seamark & Brown (1971).

As al die publikasies saamgevat word vind ons dat
die progesteroonkonsentrasies in die bloed die volgende
patroon volg gedurende die normale 17-daagse estrus-
siklus: Die progesteroonkonsentrasie in die bloed val nooit
tot zero nie maar bereik ’n laagtepunt vanaf + 20 uur
voor tot 8 uur na die begin van estrus, waarna dit baie
stadig styg tot * die 4de dag, waarna daar ’n vinnige ver-
meerdering is tussen dag 4 en 8 om ’n plek te bereik
tussen dae 8 en 12. Net voor estrus, tussen dag 14 en
16, daal die konsentrasie baie vinnig.

In geheel is die progesteroonkonsentrasies in die
bloed van ooie heelwat laer as in ander diere in die mens



(Stabenfeldt etal, 1969).

2.  Estrogene

Wat die estrogeenkonsentrasie in die bloed van die
ooi gedurende die siklus betref, is daar heelwat minder
werk as in die geval van progesteroon gepubliseer. Moont-
lik is die lae konsentrasie van die hormoon in die bloed
daarvoor verantwoordelik (Moore et al., 1969; Thorburn
& Mattner, 1969; Baird et al, 1968; Barret et al, 1971;
Obst. et al, 1961).

Gedurende die normale 17-daagse estrussiklus word
gewys dat oestradiol-17 alleenlik vir 'n kort tydperk,
een tot twee dae, laat in die pro-estrusperiode, uitgeskei
word. Ongeveer 40 uur voor die aanvang van estrus styg
die estradiolvlak vinnig en daal dan weer vinnig in die
vroeé estrus, * 0—8 uur, en bereik die zeromerk 24 uur
na die begin van estrus. Die piek duur net ongeveer 24
uur.

Die estrogeenvlak daal dus dramaties tot 'n laagte-
punt 'n geruime tyd voor ovulasie en die meeste navor-
sers wat estrogeen met die proteienbindingsmetode bepaal
het, vind dat die estrogeenwaarde laag bly dwarsdeur die
luteale fase. Dit verskil van die werk van Short, McDonald
& Rowson (1963) wat met die chemiese metodes op plasma
gevind het dat die estrogeen wel in die luteale fase styg.
Thorburn et al (1969) en Coxetal (1971) vind wel met
die proteienbindingsmetode dat ook in die ooi die estro-
geen 3—4 dae na die end van estrus styg om weer tussen
die S5de en 6de dag vinnig te daal; dit is min of meer die
tyd wanneer die bevrugte ovum op pad is na die uterus. In
die vrou volg die estrogeenkurwe dieselfde patroon en
word daar ook ’n luteale piek waargeneem (Catt, 1970;
Ross, Cargille, Lipsett, Rayford, Marshall, Stratt & Rod-
bord, 1959).

Daar die estrogeensekresie hoofsaaklik tot die vroeé
gedeelte van die follikulére fase beperk is, blyk dit dus
dat die volwasse follikel nie veel estrogeen afskei nie.
Vir bronstigheid is dit noodsaaklik dat die estrogeen-
afskeiding voorafgegaan moet word deur 'n hoé progeste-
roonvlak (Robinson & Brander, 1962). Qbster al. (1971)
is van mening dat as die plasmaprogesteroon val, 'n vinnige
toename in die estrogeenkonsentrasie van die plasma volg.
Die LH-piek kom 16 uur na die estrogeenpiek voor. Daar
is ook gevind dat * 10 uur na die inspuiting van estradi-
ol in anestrusooie, styg die LH vinnig (Goding et al,
1969) tot ’n maksimum binne 24 uur na die inspuiting
(Radford, et al, 1971).

3. LH:

Werk op dié gebied is nog in 'n redelike begin-
stadium in die geval van ooie (Pelletier, Kann, Doleus &
Rosselin, 1968;Godinget al, 1969; Wheatley & Radford,
1969; Roche, Foster, Karsch, Cook & Dzuik, 1970; Gesch-
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wind & Dewey, 1968; Catt, 1969; Cumming, Brown, Block-
ley, Wingfield, Baxter & Goding, 1971).

Die plasmavlakke van LH gedurende die estrussiklus
van die 0oi, soos deur genoemde navorsers gevind, kom baie
ooreen met die konsentrasies van LH in die bloed van die
mens gedurende die menstruasiesiklus (Ross et al., 1969).
Die plasmakonsentrasie van LH begin stadig styg vanaf sy
laagste vlak op dag 14 of 15 in die siklus. Daarna volg
'n dramatiese verbetering 4—5 uur na die begin van estrus,
en bereik ’n piek, genoem die LH-piek, 12 uur nadie begin
van estrus en : 24 uur voor ovulasie, waarna dit vinnig
daal tot pre-estruswaardes teen 20 uur voor ovulasie.
Die piek kom oor 'n heelwat korter periode as by die
mens voor en duur net van 8 tot 10 uur. Die LH-waarde
van die plasma bly vir korter as 2 uur op sy hoogste punt.
Met 24 uur monstering kan die LH-piek dus maklik misge-
loop word.

4.  FSH:

Catt (1969) sé dat daar tot op dié datum nog nie 'n
bevredigende radioimmunologiese metode vir die bepaling
van FSH in die skaap gevind is nie omrede die ondoeltref-
fende suiwering van skaap-FSH. Cumming, Brown, Block-
ley & Goding (1971) noem dat die finale opstelling van 'n
hormoonmodel vir die regulering van die estrussiklus van
die ooi nog in afwagting is vir die bepaling van FSH in die
plasma van hierdie dier.

In die mens word die FSH in serum wel radioimmu-
nologies suksesvol bepaal met duidelike sikliese verande-
rings (Catt, 1970; Ross et al., 1969).

5. Prolaktien:

’n Radioimmunologiese bepaling van prolaktien in die
ooi word deur Arai & Lee (1967) beskryf, maar die konsen-
trasies gedurende die estrussiklus is nie bestudeer nie.
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