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DIE NATUURLIKE ESTROGEZNAKTIWITELT 1N VOEDSEL

VAN STILBUESTROL-BEHANDELDE BLESTE.

I. INLEIDING:

Egtrogene kom wydverspreid in die natuur

Voor, in dier- en plentmaterisal en voigens Cook et al.
(1934) seifs in lewelose organiese materiaal soos bitu-—
mineuse stowwe. Daar bestaan egter rnog min kennigs aan-
gaande die hoeveelhede en aard van die verbindings wat
in plante en in voedselsoorie voorkom, exn die moontlike
uitwerking wat dit by die mens kan h8. Verskeie navor-
sers het gevind dat plantestrogene opvallende invioed
op diere kan uitoefen., Bennets et al. (1946) beskryf
ernstigé steriliteitsverskynsels by skape wat in Wes-
Australig op klawergewasse gewei het. Die werk van
Bartlett et al. (1948) en Evans en Evans (1949) toon
cok die invloed op beeste en muise san. Met die isola-
sie van estrogeniese isoflavone uit plante deur verskeie
navorsers soos Pope et al. (1953), Cheng et al. (1953 a
en b), Cheng et al. (1954), Bradbury en White (1954),
Curnow en Rossiter (1955) en Carter et al. (1955) is m
8root vooruitgang gemaak met iie studie van plantestro-
gene,

Plantprodukte wat vir die mens as voedsel dien,
besit volgens Dohrn et al. (1926) en Kroszezynski en
Bychowska (1939) estrogeenaktiwiteit. Hulle vingd in
aartappels, suurdeeg, beetsaad, pietersieliewortels en
sekere mintblare bepaalbare hoeveelhede aktiwiteit. Daar
is volgens Bradbury en White (1954) aanduidings van eg-
trogeenaktiwiteit in ander voedselsoorte, soos kersies,

hawer en knoffel.
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Die waardes wat die vroedre navorsers gee vir die akti-
witeit, is egter baie vaag, waarskynlik ten gevolge van
die geﬁrek aan n geskikte bepalingsmetode.

Estrogene word vandag algemeen aangewend in die
meeste wlrelddele om die produksie van vieis, melk en
elers te verhoog. Die meeste navorsers vind dat diere
wat met estrogene behandel word, versnelde gewigstoename
€n n meer ekonomiese voerverbruik toon en dat in baie ge~
valle ook beter produkte gelewer word, Hierdie praktyk
is van groot ekonomiese belang, maar daar is ook sekere
gevare aan verbonde. Die moontlikheid bestaan dat daasr
residuele estrogeenaktiwiteit in die vleis kan wees,
waardeur die hoeveelheid estrogeenaktiewe stowwe wat in
die menslike dieet voorkom, verhoog kan word. Daar mag
ook, veral waar van stilboéstrolinplantings by diere ge-
bruik gemaak word, oorblyfsels van die ingeplante tablet
in die afvalstowwe wat in die maak van diervoedsel ge—
bruik word, voorkom,

Dit kan veroorsaak dat versteurings voorkom by diere
waaraan bogenocemde voedsel toegedien word,; soos byvoor-
beeld die belemmering van die haargroei van pelsdiere.

Kennis van die absorpsie, metabolisme en uitskei-
ding van stilbo8gtrol is nog baie onvolledig; daarom kan
nie met sekerheid voorspel word of die toediening van es—
trogene aan diere aanleiding sal gee tot residuele akti-
witeit in hul weefsels nie. Navorsers wat residuele ak-
tiwitelt by diere gevind het na stilboéstrolinplantings,
is onder andere Gowe (1949), Stob et gl. (1954 a en b.)
en Cairy (1955). Die hoeveelhede is egter baie gering.
Met mohdtoediening van stilbo€strol aan beeste ving die
meeste navorsers, onder andere Preston et al.(1956), geen

residuele sktiwiteit nie.
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Stob et al.(1956) en Turner (1956) kon wel in sekere
weefgels, klein 1oeveelhede aktiwiteit vasstel.

Vanwe€ die gevare wat aan stilboéstrolbehandeling
van diere verbonde maeg wees, word die praktyk in Suig-
Afrika nog by wet verbied. {mdat sekere onbekende fak-
tore waardeur die residuele aktiwiteit in gdie weefsels
van behandelde diere nag verskil van die waardes wat in
ander wérelddele gevind is, in Suid-Afriks mag heers, is
dit noodsasklik dat sodanige bepalings hier uitgevoer
moet word. Bepaling van die residuele estrogeenaktiwi-
teit in die weefeels van diere wat stilboéstrolbehande-
ling ontvang het, is ook van fundamentele belang, aan-
gesien dit n aanduiding mag wees van die metaboliese
veranderinge wat stilbo&sirol in die liggaam ondergaan.

Kennis asangsande die verband tussen die chemiese
struktuur van mn stof en 8y estrogeenaktiwiteit isg nog
oanvolledig. Die studierigting sal in die toekoms waar-—
gkynlik die eenvoudigste stowwe waarvan die invloed oor-
eenkom met dié van die natuurlike estrogene, aantoon en
ook lig werp 6@ sekefe aspekte van die kankerprobleen.
Die studie van plantestrogene kan m verdere bydrae lewer
tot die oplossing van die probleem van die verband tussen
chemiese strukituur en estrogeenaktiwiteit.

Die proewe wat hier beskryf word, is uitgevoer om
die residuele estrogeenaktiwiteit te bepaal van vleis
wat afkomstig is van osse wat mondtoediening van stile
bo€gtrol ontvang het, asook van die vliels van beeste wat
oureomisien plus stilbo8strol op dieselfde wyse ontvang
het. Verder is die estrogeenaktiwiteit van m paar voed-
selsoorte veral die wat deur die mens gebruik word, on-
dersoek., Die estrogeenaktiwiteit is bereken in terme van

die aktiwiteit van stilbo€strol.
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Die estrogeenaktiwiteit van e} paér plantpigmente wat in

chemiese struktuyur coreenkoms toon met estrogeenaktiwiewe

stowwe, 1s ook ondersoek.

IT. EKSPLRILWNQELE_MEQQQ§§ EN MATLRIAAL.

Hierdie navorsingswerk is in die Fisiologiedeparte-
ment van die Potchefstroomse Universiteit vir Christelike
Hoér Onderwys uitgevoer in samewerking met die Veeteelt-
afdeling van die Potchefstroomse Landboukollege. Die
vliels wat ondersoek is, was afkomstig van osse wat met
stilbo8strol (diétielstilboéstrol) behandel ie en van
teeste wat met stilbodstrol en oureomisien behandel is
O0p die wyse soos hieronder beskrywe:

L. Behandeling van beeste.

Gedurende die winter van 1955 en 1956 is proewe met
beeste uitgevoer, by bogenocemde Landboukollege, om die
invioed wvan toediening van stilbo8strol :in die voer op
die gewigstoename vas te stel. Vlielsmonsters waarvan
die estrogeenaktiwiteit bepaal moes word, was afkomstig
van beeste wat soos volg behandel is:

(a) Proef (i)

Sussex-Afrikaner-kruis-osse van 18 maande ouvderdom
1s in drie groepe; 4, B en C van 8 elk verdeel. Aan elke
groep is 1 _pongd grondboontale—koekmeel per os per dag
toegedien. By die rantsoen van groep B is 5 mg. stilboé-~
strol per pond grondboontjie-koekmeel gevoeg en by die
rantsoen wvan groep C is 10 mg. per pond gevoeg. Groep 4
het as kontrole gedien en het geen stilbo€strol ontvang
niej groep B se osse het dus 5 mg. en groep € se osse
10 mg.. per os per dag ontvang. Verdere voeding van die
osse het bestaan uit 10 pond kragvoer per os per dag wat
80% mieliemeel en 10/ lusernmeel bevat het en curvula-

hooi ad 1ibitum.
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Die behandeling is vifl 107 dae lank volgehou. Die diere
is almal gekastreer op m ouderdom van 6 tot 9 maande.
Die diere is vir die hele proeftydperk in krale gehou,
(v) Proef (ii)

Hierdie diere is ook in 3 groepe van 8 elk verdeel.
Groep 1 het bestaan uit 5 verse en 5 osse, groep 2 ult
4 verse en 6 osse en groep 3 uit 4 verse en 6 osse. Die
diere was omtrent 18 maande oud en die rantsoen was die-
gelfde as vir proef (i), behalwe dat vir groep 2 in die
koekmeel 10 mg. stilbo&strol gemeng is en in die grond-
boontjie-koekmeel van groep 3 10 mg. stilbo&strol en 75
mg. oureomisien per pond. Die diere het dus in groep 2
10 mg. stilbo¥strol per bees per dag en in groep 3 10 mg.
stilbo8atrol en 75 mg. oureomisien per bees per dag ont-
vang.

Om die gtilbo8strolmengsels te verkry is 1 gm. sui-
wer stilboBstrol noukeurig afgeweeg en in 96%-etanol op-
gelos. Die oplossing is oor 2 pond grondboontjie-koek-
meel versprei en die etanol in m droogoond afgedamp. Die
2 pond grondhoontjie-koekmeel is daarna met 200 pond
grondboontjie-koekmeel gemeng in m meganiese menger.
Elke pond van die mengsel het dus 5 mg. stilbo€strol be-
vat. In die gevalle waar 10 mg. stilbo&strol per pond
grondboontjie-koekmeel toegedien moes word, is dieselfde
prosedure as hierbo genoem gzevolg, behalwe dat 2 gm. sui=-
wer stilbo¥strol gebruik is en uiteindelik met 200 pond
meel gemeng is.

Al die diere is op Onderstepoort geslag waar vlieis-
monsters van ongeveer 2 pond van die kruisskyf("rump
steak!") en van die lewer van elke dier geneem is. Die
monsters van elke groep is saamgevoeg en in m koelkamer

bewaar totdat dit getoets kon word.
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Die vleis is gemasl en in m oond by 70° ¢ gedroog. Op
die stadium is diee vleismonsters na die Fisiologielabo-
ratorium van.die Universiteit vervoer waar die biologiese
egtrogeenbepalings uitgevoer is.

2 Ander toetsmateriaal.

Die estrogeenaktiwiteit van ander soorte voedsel is
ook biologies bepaal. Die voedselsoorte wat vir die mens
van belang is, sluit pruime, perskes, grondbone, groen-—
en dro€ bone, patats, geelwortels, uie en droé€ ertjies
in. Dierevoedsel wat ondersoek is, sluit die volgzende
in: grondbone -koekmeel, lusernkuilvoer, Ladino-klawer
en die muisvoermengsel. Verder is die estrogeenaktiwiteit
van die Salieplant, 3, 4- dihidroksie-chalkoon, 3, 3!,
4'~ trihidroksie-chalkoon en 3, 3', 4, 4'- tetra-hidrok-
sie~chalkoon ondersoek.

3. Biologiese bepalingsmetodes.

Die muise wat hiervoor gebruik is; was die nakome-
linge van muise wat van Onderstepoort afkomstig was.
Jong wyfiemuise is op m ouderdom van ongeveer 6 weke ge-
ovariotomeer, Die diere is 14 dae lank gelaat om te
herstel en vir volledige regressie van die uterus.
Volgens Stob et al.(1954a) is 14 dae voldoende vir ute-—
ruéregressie. Gedurende die laaste 6 dae van die re-
gressietydperk 1s vaginasmere van al die muise gemaak.
Die smere is gemaak met behulp van m selfgemaaskte glas-
pipet met n rubberdrupper soos beskrywe word deur Hawk
et al.(1952), Aan die einde van die tydperk is die
smere 30 sekondes lank in 96% etanol gefikseer en in
Giemsa se kleurstof geplaas 20 minute lank. Die vagina-
smere 1s mikroskopies ondersoek en daar is aangeneem dat
indien die smeer meer as 1% polimorfeleukosiete vertoon,

die muis volledig geovariotomeer is.
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Die muise is in groepe van 10 elk verdeel op grond van
hulle liggsamsgewigte. In elke geval is daar m kontrole~
groep gehou wat ook uit 10 volledige geovariotomeerde
muise bestzan het,

In al die gevalle is die materiaal wat ondersoek
moes word, vooraf in m droogoond gehou by 60 tot 70°C
totdat die gewig 9 tot 10% van die oorspronklike vars
gewlig was. Daarna is d4it so fyn as moontlik gemaal met
m koffiemeul en met etanol gedkstraheer. Die ekstrak is
op die volgende manier vefkry1 6Q0 wl. 96% etanol is by..die
dro€ materiasl in m 2 liter rondeboomfles‘geplaas en een
a'uur lank met n terugvloei-kondensator in m waterbad ge~-

i kook. Die mengsel is gefiltreer en die filtraat bewaar.

; Nog 600 ml, 96%-etanol is by die vaste materiaal gevoeg

| en nog m uur lank gekook en gefiltreer. Hierdie filtraat
is by die eerste gevoeg en die etanol is onder verlaagde
druk afgedamp totdat die volume ongeveer 140 ml. was,
Die 140 ml. mengsel is oor 40 gm. muisvoermengsel ver—
sprei en die orige etanol is 12 tot 18 uur lank in m
droogoond by 60 tot 70° ¢ afgedamp., leer voermengsel is

;abygevoeg totdat die totale gewig 80 gm. was.

Hierdie mengsel is aan 10 volledig geovariotomeerde
muise gevoer oor m tydperk van 4 dae. Aan m kontrole-
groep van 10 geovariotomeerde muise is 80 gm. gewone muis-~
voermengsel vir dieselfde tydperk toegedien. Die muisvoer—
mengsel het bestaan uit kuikengroeimeel wat plaaslik ge-
koop is. Spesiale voerbakke is gebruik om die voer van
die muise in te plaas. Op die wyse is vermorsing van die
voer verhoed. wn Groep van 10 muise is in een blikhok van
12 dm. by 15 dm by 8 dm. gehou. In elke hok is drie voer—
bakke geplaas,
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Up die vyfde dag is al die muise Op M meganiese wyse
gedood,; die uterusse verwyder en van soveel as moontlik
vetweefse] bevry. Die uterusse is 0p klam filtréerpapief
gehou totdat al, 10 van een groep verwyder is en daarna
is elke uterus tussen filtreerpapier gedroog en op m
Mettler-balans tot die naaste tiende mg. geweeg, Die
liggaamsgewigte van die muise is ook bepaal.

n Standsard-dosisreaksiekromme is opgestel deur ver-
skillende dosisse suiwer stilboBstrol in etanol op te
los en oor die voermengsel van die muise te versprei en
die dro€ mengsel aan die muise - . 4 dae lank te voer.

m Line8re regressiekromme is uit die gegewens bereken en
daaruit is die ekwiwalente hoeveelheid stilboBstrol af-

gelees wat ooreenkom met die estrogeenaktiwiteit wat in

die proefmonsters gevind is.

In sommige gevalle is egter gevind dat die etanol-
eketrak wat van die dro€ materiaal berei is, nie droog
genoeg afgedamp kon word nie en dat die muise dit nie
vreet as dit nie ébsoluut droog is nie. Die ekstrak is
. toe per maagbuis toegedien volgens die metode van Farris
en Griffith (1949) vir rotte. Die maagbuis is verkry
deur die poli-eteen-omhulsel van m dun elektriesedraad af
te trek en oor m onderhuidse naald te trek. Die buis
werd maklik deur die esofagus van die muis gedruk tot
ir. die maag. Die ekstrak is dan met m 5 c.c. onderhuidse
spuit toegedien. Verder het die dieet van die muise be-—
staan uit muisblokkies., Hier is ook m standasard-dosis-—
reaksiekromme opgestel maar m regressiekromme is nie be-
reken nie, omdat die monsters wat ondersoek is, nie estro-
geenaktiwiteit wertoon het nie. Die standaard-dosisse is
berei deur verskillende hoeveelhede stilbo8strol in soete

olie op te los en die per maagbuis toe te dien.
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Vollediger besonderhede van die bepalings wat uitge-
voer is, word onder resultate behandel.

ITIT., RESULTATE.

Vir sommige bepalings is n ander hoeveelheid dro¥
materiaal geékstraheer en die muise het ook nie met elke
bepaling ewe veel van die oorspronklike ekstrak ingeneem
nie. Dit is dus nodig om elke bepaling kortliks te be-
handel.

Eroef 1.

Residuele estrogeenaktiwiteit in die vieis van osse watb

met 5 en 10 mg. stilbo€strol behandel is.

Vlieis van die osse wat met stilbo&strol behandel
is, s00s reeds beskryf onder ,Behandeling van Beeste"p.4,
is gebruik. Van die dro€ materiaal is gemaal en 200 gm.
is twee maal met 600 c.c. 96%-etancl gebkstraheer, vol-
gens die metbde wat reeds bheskryf is, Die ekstrak is
met mulsvoer gemeng en vier dae lank aan 10 geovarioto-
‘meerde muise gevoer. Die prosedure is gelyktydig met
200 gm. dro8 gemaalde vleis van elkeen van die drie
groepe osse A, B en C, uitgevoer. Die resultate verskyn

in Tabel 1.
( Tabel 1. (Proef 1.)
Bepaling van residuele estrogeenaktiwiteit in osvleis.

Behandeling van [Hoeveelheid droé ; Aantal |Gemiddelde |
osge materiaal getoets) muise uterusgewig
P Gm. - ; Ke.

Groep AiKontrole 200 i 10 j13.7 ri.2

Groep B: 5 m. 200 P10 i15.9 *1.g

lstilbodstrol ! l

%dag. ! :

Groep:C 10 mg. - 200 10 [16.1 T 0.9

'stilbo¥strol/ | i

}dag. ; ,
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Statistiese ontleding van die resultate het getoon
dat daar geen betekenisvolle verskil was nie tussen die
uterusgewigte van die muise wat vleisekstrak van die
kontrole—groep Se osse ontvang het, en van die muise
wat vlieisekstrak van groep B se osse ontvang het. Vieig-~
ekstrak van groep C se osse het ook nie die uterusge-
wigte betekenisvol verander nie.

Die res van die aro# vlieismaterisal is ongeveer
drie maande lank in glashouers bewaar. Daarna is weer
n bepaling uitgevoer, maar net met die vleis varn groep 4
en C se osse. Dit is gedoen om die invloed van bewaring
van die dro€ vleis op die moontlike residuele estrogeen—
aktiwiteit na te gaan. Die resultate verskyn in Tabel 2.

Tabel 2. (Proef 1.)

Bepaling van residuele estrogeenaktiwiteit in drod

osvlieis wat 3 msande lank bewsar is.

Behandeling van osse|Hoeveelheid Aantal{ Gemiddelde ute-
dro€ mate- |[muise rusgewig lig.
riaal ge-
toets Gm.

Groep AiKontrole 200 10 Jiz2.5 1.0

Groep C:10 mg.stil- +

boEstrol per dag. 200 10 14.1 = 1.1

Statisties het die uterusgewig van muise wat ekstrak
van groep C se osse ontvang het, nie betekenisvol van die
kontrole verskil nie.

Proef 2.

Residuele estrogeenaktiwiteit in die lewer van osse

wat 5 en 10 mg. stilboBstrol per dag ontvang lLet.

Lewerweefsel van dieselfde osse waarvan die vleis in
proef 1 ondersoek is, is hier gebruik. Die gedroogde
lewermateriagl is egter ongeveer ces maande lank bewaar
voordat dit getoets is. Van elke groep is 200 gm. gedroog-
de materiaal ge€kstraheer en die ekstrak met die voer van

tien muise gemeng.
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Die ekstrak was egter baie vioeibaar en die muige het
nie alles opge€et nie. Die hoeveelhede ekstrak wat die
muise ingekry het, verteenwoordig soos in Tabel 3 S Ee-
sien kan word, met gedeeltes van die oorspronklike drod

materiaal. Die resultate verskyn in Tabel 3.

Tabel 3. (Proef 2.)

Residuele estrogeenaktiwiteit in lewer van osse.

Behandeling van osse {Hoeveelheid|dantal {Gemiddelde ute-
drog mate~ |muise [rusgewig Me.
riaal ge~
toets Gm.

Groep A:Kontrole 123.2 10 12.3 ¥ 0.8

Groep Bib mg.Stil- -

bo€strol/dag. 118.4 10 12.2° 2 0.7

Groep C:10 mg.Stil- +

bo¥strol/dag. 124.8 10 12.6 T 0.8

Die uterusgewigte wat verkry is met die ekstrak van
lewer van Groep B en C, verskil statisties nie betekenis-
vol van die kontrole nie.

Proef 3.

Regiduele estrogeenaktiwiteit in die vleis van beeste: ..

wat met 10 mg. stilboEstrol en 10 mg. stilbostrol plus

75 mg. oureomisien per dag behandel is.

Vleis van beeste wat met stilbo€strol alleen en stil-
bo¥strol plus oureomisien in hul voer behandel is, in die
proewe wat reeds beskryfiis onder ,Behandeling van beeste",
p.4 is hier gebruik. Die dro# vleis is gemaal en 200 gn.
van elke groep is in drie glasbakke geplaas en 600 ml.
van m Q. 4% water-. NaOH-oplossing is bygevoeg 56 uur lank.
Die volume is verminder deur afdamping en die gewone
etanolgkstrahering op die vaste materiaal uitgevoer. Die
ekstrak is met muisvoer gemeng, drooggedamp en aan die

toetesmuise gevoer. Die uterusgewigte verskyn in Tabel 4.
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Tabel 4. (Proef 3).

Estrogeenaktiwiteit in beesvieis wat met NaOH bhehandel is.

Behandeling [Hoeveelheid|Aantal Gemiddelde |Berekende aktiA

van beeste {dro& mate- jmuise uterusgewig| witeit in terme
riaal ge- mg. van ugm. stil-
toets Gm. boBstrol /gm.

dro€ materiaal

Groep I: 200 10 [14.6%0.6 -

[Kontrole

Groep II: 200 10 17.2%1.1 -

10 mey

stilbo- .

Estrol/dag.

Groep III: | 200 10 [18.2%1.1%* | 0.00235

10 mg. .

stilbo~

gstrol+ 75

mg. Qureo—

misien per

dag.

Uit die resultate is bereken dat die beeste van <005
groep 3 se vleis die uterusgewig betekenisvol verhoog
het in vergelyking met die kontrole (groep 1). Die ute-
rusgewig van die muise wat m vleisekstrak van groep 2 se
beeste ontvang het, is nie betekenisvol ho€r as die van
muise wat van groep 1 se beeste se vieisekstrak ontvang
het nie (F= 4.23, vir P<0.05 is die tabulBre P-waarde
4,41}, Met behulp van die line8re regressiekromme is
bereken dat die dro¥ vleis van die osse van groep 3 re-
siduele estrogeenaktiwiteit vertoon wat gelykstaan aan
die aktiwiteit van 0.00235 ugm. stilbodstrol per gm. drof
vieis.

Proef 4.

Egtrogeenaktiwiteit in vars pruime. (Prunus domestica)

Die pitte van vars pruime is verwyder, daarna is dit
met gkil en al gemasal, gedroog by 75° ¢ en weer gemaal.
Hiervan is 172,.6 gm. geneem, met etanol geekstraheer en
die ekstrak oor 20 gm. muisvoermengsel gegooi. Die ekstrak
was bale taai en swaar en die totale gewig van ekstrak

en voer was L01.0 gm.
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Omdat die mengsel vir die muise baie onaantreklik was,
het hulle net 15 gm. daarvan gevreet, wat ekwiwalent is

- aan 12.03 gum. ekstrak, of aan 25.63 gm. drod pruimmatéri-
‘aal. Soos in Tabel 5 gesien kan word, het die pruimek-
s7rak die uterusgewig van die muise betekenisvol last

toeneem. Vir die bepaling is net 8 muise per groep ge-

bruik.

Tabel 5. (Proef 4).
Estrogeenaktiwiteit in vars pruime.

Groep Gewig drcé |EFkwiwalente|Aan— |Gemid- |Berekende
materiaal Gewig droé |tal delde aktiwiteit
geEkstraheer| materiaal muisejuterus—{in terme
gm, deur muise gewig van ugn.

geéet gm. mg. gtilbo€s-
trol/gn.
dro€ ma-
‘teriaal.
Kontrole 8 |15.49%
Proef 172.6 25.63 8 [21.15% | 0.02247
) | 2. 20%
*PLogs

Met behulp van n regressiekromme wat in eksperiment
14 opgestel is, is bereken dat die estrogeenaktiwiteit
wat in die pruimmateriaal voorkom, gelyk staan aan die
aktiwiteit wat 0.02247 ugm. stilbo8strol per &m. pruim-
materiaal sou uitoefen.

In m poging om die muise meer van die pruimmsteriaal
te laat inneem, is die mengsel van muisvoer en pruimek-
strak wat oorgebly het by die vorige proef, verder met
voermengsel verdun totdat 80 gm. van die nuwe mengsel
28.2 gm. van die oorspronklike ekstrak bevat het. Hierdie
mengsel is aan m tweede groep van 10 geovariotomeerde
muise gevoer en wm iweede kontrole van 10 muise is gehou.
Ongelukkig het die muise net 24 gm. van hierdie mengsel
ingeneem. Dit 1s ekwiwalent aan 8.46 gm. oorspronklike

ekstrak, of 18.02 gm. dro# pruimmateriaal.



- 14 -

Die pruimekstrak het nie die uterusgewig van die behan-
delde muise betekenisvol laattoencem nie, alhoewel die
gemiddelde uterusgewig van die behandelde muise hoEr is

es die van die kontrole. Die resultate verskyn in Tabel 6.
Tabel 6. (Proef 4)
dstrogeenakiiwiteit in pruimekstrak.

Groep|Gewls drot| Aan—| Gewig Gros mate— Gemlddelde Ute-
materiaal | tal jriasl deur rusgewig mg.

ge8kstra— |mui-|muise ge¥et Gm. . '

heer Gm. ge

Kon- 10 13.75%0.92

trole

Proef| 172.6 10 18,02 15.27%0.52,
Proef 5.

Estrogeenaktiwiteit in pruimedante.

3oos uit proef 4 blyk, is daar ganduldings van estro-
geenaktiwiteit in pruimmateriasal. Daarom is &epoog om
die estrogeenaktiwiteit van pruimedante vas te stel. Om~
dat in die menslike dieet ook meer van pruimedante ge-
bruik gemaak word as van vars pfuime, is dit uit die
oogpunt van menslike voeding van belang om die estrogeen-
aktiwiteit vas te stel.

In proef 4 is gevind dat m etanol-ekstrak van pruim—
materiaal baie taai is, te veel vaste materiaal bevat en
nie droog genoeg afgedamp kon word vir die muise om &it
te eet nie. Om hierdie probleme te bowe te kom, is die
bereiding van die ekstrak soos volg uitgevoer:

Pruimedante wat van m plaaslike handelaar gekoop is,
is gemaal nadat die pitte verwyder is. Die gemaalde mate-
riaal is 96 uur lank in m droogoond geplaas by 70° ¢,

Hierdie dro€ materiaal is in m desikater met kalsiumehl o-

ried afgekoel en gemaal. Van die dro¥ materisal is 78 gn,

een uur lank met 300 c.c. eter gefkstraheer deur dit in

n waterbad te kook met m terugvloei-kondensator.
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Die eter is afgefiltreer en die vaste materiasl nog m
uur met 250 c.c. eter gegkstraheer en weef afgefiltreer,
Die twee filtrate is saamgevoeg en die eter afgedistil-
leer. Die ekstrak is met die voer van 10 muise gemeng
en die orige eter in = droogoong afgedamp en die voer
gemeng., Hierdie mengsel was heeltemal droog genoeg en
die muise het alles gevreet. Soos in Tabel 1 gesien kan
word, is daar geen betekenisvolle verskil in uterusge-—
wig tussen kontrole en proefmuise nie.

Die moontlikheid bestaan dat die egstrogeenaktiwiteit
wat waarskynlik in die pruimmateriaal voorkom &f geduren~
de die proses van bereiding van die pruimedanté vernietig
word, Of dat ekstrahering daarvan onvolledig was en nie
in die'voer van die proefmuise gemeng is nie. Om die
laaste moontlikheid te ondersoek, is die ekstraheermetode
$008 volg gewysig:s Pruimedante is net soos in die vorige
geval behandel en 127 gm. dro€ materiaal is gebruik. In
plaas van dit te maal is dit met m mengsel van 30 c.c.
96#-etanol en 5 c.c. 35%-soutsuur 15 minute lank in mn
waterbad gekook om =n gsagte, homogene massa te vorm.
Hierby is 300 c.c. etanol gevoeg, 3 uur lank geekstra-
heer op die gewone manier en gefiltreer. By die vaste
materisal is weer 300 c.c. etanol gevoeg en 2 uur lank
ge€kstraheer en gefiltreer. Die twee Filtrate is szam—
gevoeg en die etanol onder verlaagde druk afgedistilleer,

Hierdie gekonsentreerde ekstrak wat nog etanol bevat het,
is met 300 c.c. gedistelleerde water verdun en die meng-

gel is met 300 c.c. eter een uur ge€kstraheer. Die eter—
exstrak is versigtiy gedekanteer en 100 c.c. suiwer eker
is weer bygevoeg en die cengsel is 3@ min., nog in die
waterbad, gekook Die etereksitrak is weer versigtig ge-
~dekanteer en nog 100 c.c. suiwer eter is weer by dle
water-alikohol-ekstrakmengsel gevoeg en 15 minute gekook
en gedekanteer, " ) i "

—

Lo
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m Verdere 100 c,c. eter is bygevoeg, die mengsel 15
minute gekook en gedekanteer. Al die eter-eckstrakte is
saamgevoeg en die meeste eter is afgedistilleer. Die
ekstrak ié met muisvoer gemeng en verder drooggedamp in
m oond en aan 10 proefmuise gevoer. Die resultate ver-
skyn in Tabel T.

Tabel 7. (Proef 5).

Bstrogeenaktiwiteit in pruimedante na verskillende

ekstraheermetodes,
Groep| Behandeling van|Ekwiwalente hoefAant Gemid~|Berekende
materiaal veelheid drog tal| delde {aktiwi-
materiaal deur | muitute- telt in
muise geéet se | rus ugm. stil-
G, gewig |bo&strol/
me gm, droé
materi-
aad .
Kon~ 10 1 11.92
trole| iﬁ:é?
Proef|Met eter ge- 78 10 {12.11 b
ekstraheer 20,50
Kone 10 {14.84
trole i0-64' § e
Proef|met ailkohol 127 10 |18.94 {0.00417.
water en eter *0.85
ge8kstraheer " i
**P £ 0.01.

Statistiese ontleding van die resultate het getoon
dat daar hoogs betekenisvolle verskil tussen die uberus-
gewlg van die proef-groep en kontrole-groep muise was.
Daar is bereken dat die estrogeenakitiwiteit ooreenkom me%
die'aktiwiteit wat deur 0.00417 ugm. stilboBstrol per zn.
drog pruimmateriasl uitgeoefen sal word.

Proef 6.

Estrogeenaktiwiteit in persgkes. (Prunus Persica).
Hiervoor is 13% gm. gedroogde, gemaalde perskemateri-

aal gebrulk, wat met etanol op die gewone manier ge8kstra-

heer is,



-17 -

[

Die ekstrak is met muisvoer gemeng en aan 10 proefmuise
gevoer, Ongelukkig‘was‘die mengsel ook te vogtig en taai
en het die muise net 54 gm. daarvan ingeneem wat ekwiwaw-
lent is aan 28.3 gm. ekstrak of 86.6 gm. drod perskema-—
teriaal. Die resultate verskyn in Tabel 8. Daar is nie
betekenisvolle verskil tussen die uterusgewlg van die
proef- en kontrole-groep nie, hoewel daar skynbaar toe-
name van die gemiddelde uterusgewig was.

Tabel 8. (Proef 6).

Estrogeenaktiwiteit in perskemateriasal.

{

Groep jMateriaal{ Ekwiwalente hoe~|Aantal|Gemiddelde Uterus-
geékstra~| veelheid materi-{muise gewig mg.
heer Gm. |aal deur muise
geéet Gm, -
Kon— 10 16.52 % 1.14
trole
iProef| 135 86.6 10 118.89 T 0.57.
Proef 7.

Estrogeenaktiwiteit in grondboontjies. {Arachis hypogaed),

Gebakte grondboontjies is gemaal en 24 wur in =
droogoond geplaas by 70° €. Van die gedroogde materiaal
is 150 gm. op die gewone wyse met etanol geékstraheer,
Die ekstrak is by 20 gm. muisvoer gevoeg en die alkohol
‘verder afgedamp. Omdat die ekstrak baie vet bevat het,
was die mengsel baie olierig en het m totale sewlig 78 gm.
gehad. n Monster van 1 gm. hiervan is vooraf aan 3 muise
gegee en daar is vasgestel dat hulle dit nie eet nie.

Die ekstrak-voer-mengsel is toe met muisvoer gemeng tot-
dat 80 gm. mengsel 28.4 gn. van die oorspronklike ekstrak
bevat het. Van hierdie mengsel het die muise net 55.0
gm. ge€et wat ooreenkom met 19.5 gm. ekstrak of 37.5 23 it

dro€ grondbonemateriaal. Die resultate verskyn in Tabel

R
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Die uterusgewigte van die muise wat grondgbone-ekstralk
ontvang het, verskil betekenisvol van die kontrole-
muise se uterusgewigte. (ﬁ%{ 0'05j

Tabel 9. (Proef 7).

Beprgkende estrogeenaktiwiteit in gebakte grondbone.

Groep |Ekwiwalente|Aantal | Gemiddelde| Berekende aktiwiteit
gewlg mate-imuise |uterusge- |[in terme van ugm,
riaal deur wig mg. stilbo&strol/gm. drod
nuise ge- materiazl.
eet Gm,

Kon- 9 13.06 &

trole 0.79.

Proef| 37.5 9 16.21 £ 0. 00699

0,92%
*p<0.05.

Met behulp van die standaard-dosisreaksie, waarvan
die regressiekromme bereken is, is bereken dat die estro-
geenaktiwiteit in die grondbonemateriaal ooreenkom met
die aktiwiteit wat deur 0.00699 ugm. stilbo¥strol per
gm., drog grondbonemateriaal uitgeoefen sou word.

Proef 8.

Egtrogeenaktiwiteit in Grondbdontjie—koekmeel..°

Na aanleiding van proef 6, waar geriuge estrogeen-—
aktiwiteit in grondboontjies aangetoon is, is hierdie
proef uitgevoer. Grondbone-koekmeel word ook baie alge-
meen gebruik vir dierevoeding en word in baie groter
hoeveelhede toegedien as grondboontjies.

Grondbone-koekmeel is nie vooraf gedroog nie en
200 gm. van die gemsalde materiaal is twee maal met 600
wl, etanol geékstraheer. Die ekstrak is met muisvoer
gemeng en &an 10 proefmuise gevoer. Die resultate ver.
skyn in Tabel 10. Statistiese analise het getoon dat
daar geen betekenisvolle verskil in uterusgewigte van

die proef- en kontrole-muise was nie.
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Tabel 10. (Proef 8),

Bgtrogeenaktiwiteit in grondbone-koekmeel.

Groep] Bkwiwalente hoeveelhied]Aantal Gemiddelde Uterus—
materiaal deur muise muise | gewig mg.
gedet Gm.
Kon~ 10 11.33 % 0.26
trole
Proef| 200 10 12.16 ¥ 0.40
Proef 9.

Die estrogeenaktiwiteit in 4roE boontjies.
(Phaseolus vulgaris).

Op grond daarvan dat baie peulgewasse estrogeenak;
tiwiteit vertoon en daar ook reeds m estrogeniese pig-
ment, genistien, uit sojabone gelsoleer is, is hierdie
proef uitgevoer om vas te stel of die boontjies wat
meestal vir menslike voeding gebruik word, ook enige
estrogeenaktiwiteit vertoon. Boontjies is nie vooraf
gedroog nie, gemaal en 130 gm. van die gemesalde materiaal
is met etanol geékstraheer en die ekstrak met die voer
van 10 proef-muise gemeng en asn hulle toegedien. Die
resultate verskyn in Tabel 11. |

Tabel 11. (Proef 9).

Estrogeenaktiwiteit in drog€ boontjies.

Groep| Bkwiwalente hoeveelheid| Aantal] Gemiddelde Uterus-
materiaal deur muise muise | gewlig mg.
gevreet Gm,
Proef 10 {12.59 ¥ o.;1
Kon- 130 10 {15.52 ¥ 1.13
trole

Alhoewel daar skynbaar m toename van uterusgewig
was by die groep muise wat bone-ekstrak ontvang het, was
dit nie betekenisvol nie. (P= 4.05 en tabuldre F-waarde
vir P<0.05 is 4.41.)

Proef 10.

Estrogeenaktiwiteit in Gro.gnbone.
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Omdat groenbone uit die ocogpunt van menslike voeding
een van die peulplante is wat in groot hoeveelhede inge~
neem word, is dit van belang om vas te stel wat dié es—
trogeenéktiwiteit dearvan is.

Vars jong groenbone is met peule en al fyn gekerf,
gedroog by 70° € 24 uur lank en gemaal. Van die gemaalde
materiaal is 104 gm. tweekeer met 400 ¢.e¢. etanol getk~
straheer en die ekstrak met die voer van 10 proefmuise
gemeng en aan hulle toegedien. Die resultate verskyn in
Tabel 12.

Tabel 12. (Broef 10).
Bstrogeenaktiwiteit in vars groenbone.

GroeplEkwiwalente hoe—| Aan~| Gemiddelde astrogeenaktiwltels
veelheid materi~j tal | Uterusge- |bereken in terme

aal deur muise mui-| wig mg. van ugm. stilboé-
ge¥reet Gm. se strol/gm. dro& ma-
teriaal gevreet,
Kon— 10 {14.20%
trole 0.73
Proef 104 10 {17.38% 0.00375.
0. T4¥¥

< 0.0L.

Daar is gevind dat die uterusgewigte van die muise
wad groenboontjie-ekstrak ontvang het, hoogs betekenisvol
verskil van die uterusgewigte van m kontrole-groep muise,
(P<0.01). Met behulp van die regressiekromme is bereken
das die estrogeenaktiwiteit in die groenbonemateriaal
ooreenkom met die aktiwiteit wat deur 0.00375 ugm. stil-
bo&strol per gm. drog groenbonemateriaal uitgeoefen sou
word. |

Proef 11.

Bstrogeenaktiwiteit in dro& ertjies. (Pisum sativum).

Aangesien met proef 10 aangetoon is dat daar wel aandui-
dings van estrogeenaktiwiteit in boontjies is, is met hier-
die proef die moontlikheid nagegaan dat m ander reulgewas
wat dikwels in die menslike dieet voorkom, ook estrogeen~
aktiwiteit mag besit.
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Vir die doel is dro& ertjies wat van m plaaslike

handelaar gekoop is, gemaal. Hiervan is 200 gm., mate-

rigal twee maal met 9Q0%-etanocl gegkstraheer en die eksitrak

oor die voer van 10 proefmuise gegool en drooggedamp.
Die resultate verskyn in Tabel 13.

Tabel 13. (Proef 11).
bstrogeenaktiwitelt in drog ertjies.

Groep| Ekwiwalente[ Aan| Gemiddelde Uterus-|Estrogeenaktiwi-
hoeveelheid] tal| gewig mg. teit bereken in
pateriaal |mui terme van ugn,
deur muise |ge stilbo8strol /gm.
gevreet. ‘ materiaal.

Kon- 10 {14.00 ¥ 0.61

trole

Proef 200 10 [17.86 1 1.25% 0.0022

*P<0.05.

Die uterusgewig van die muise wat ertjie~ekstrak ontvang
het, verskil betekenisvol van die uterusgewig van die
kontrole. (P«£0.05). (Die F-waarde is 7.67 en die ver—
skil sou hoogs betekenisvol gewees het as F= 8.28.)
Daar is bereken dat die estrogeenaktiwiteit ocoreenkom
met die aktiwiteit van 0.0022 ugm. stilboBstrol per gn.
dro€ ertjie-materiaal.

Proef 12.

Istrogeenaktiwiteit in patats.(Ipomoea batatas).

Vars patat-materiaal is, nadat dit gemaal is, 48
uur lank by 70° @ gedroog en gemaal. Van die dro€ ma-
Teriaal is 170.2 gm. tweemaal een uur lank ge8kstraheer
met etanol. Die ekstrak is met die voer van 9 proefmuise
gemeng en aan die muise toegedien. Die resultate ver~
skyn in Tabel 14. Die uterusgewig van die muise wat
patat-ekstrak ontvang het, verskil nie betekenisvol van
die kontrole nie en die gemiddelde uterusgewigte verskil

baie min.
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Tabel 14. (Proef 12).

Egtrogeenaktiwiteit in patats.

Groep Ewkwiwalente hoeveel| Aantal| Gemiddelde uterus-—
heid materiaal deur | muise gewig mwg.
muise gevreet Gm.

o+

Kontrole g 15.52 = 1.18
Proef 170.2 9 15.31 £ 1.22.
Proef 13.

Lstrogeenaktiwiteit in die standsard-muisvoer voor en

na ekstrahering.

Die moontlikheid bestaan dat die estrogeniese stow-
we wat in voedselsoorte mag voorkom, nie volledig ge-
ekstraheer word nie, of dat daar op een of ander wyse
verlies van estrogeenaktiwiteit mag plaasvind gedurende
die proses van bepaling. Om dit vas te stel is 80 zm.
miisvoermengsel 2 maal met etanol geBkstrahesr 1 uur
lank elke keer en die ekstrak is weggegool. Die gegkstra-
heerde materigal is bewaar. Nog 80 gm. muisvoer is weer
op dieselfde wyse ge€kstraheer en hierdie ekstrak is oor
die ge€kstraheerde muisvoer wat met die eersse ekstra-
hering verkry is, gegooi en afgedamp. Die ge€kstraheerde
maisvoer wat met die tweede ekstrahering verkry is, is
ook gedroog. Geovariotomeerde muise is in 3 groepe ver-
- deel van 10 elk. Aan groep een is gewone muisvoer gegee,
die groep het as kontrole gedien, aan groep 2 is die ge-
ekgtraheerde muisvoer gegee en aan groep 3 die muisvoer
wat eers geékstraheer is en waarby die ekstrak van Sroep
2 se voer toe weer gevoeg is. Die resultate verskyn in
Tabel 15. Dieselfde muise as wat in proef 8 as kontrole

gedien het, is hier ook as kontrole gebruik.
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Tabel 15. (Proef 13).

Istrogeenaktiwiteit-verlies gedurende ekstraheer—proée—
dure en die estrogeenaktiwiteit van die muisvoer~mengsel.

GroepiBehandeling van |Hoeveelheid] Aantal Gemiddelde Uterus-
materiaal., ge€kstra— muise [ gewig mg.
heer Gm.
1 |Kontrole 10 }11.33 ¥ o,26.
2. |kontrole- 80 10 8.54 ¥ 0.85%%
ekstrak
3. |kontrole-ekstrak 80 10 |10.73 ¥ 1.53.
+ekstrak van gr.
2
FEpZ o0l

Met die statistiese ontleding van die resultate het
geblyk dat die uterusgewigte van die muise van groep 1 en
3 nie betekenisvol verskil het nie. Die uterusgewigte
van groep 2 verskil egter betekenisvol van die van groep 3
en hoogs betekenisvol van die uterusgewigte van groep 1
(P« 0.01). Die estrogeenaktiwiteit kan egter nie direk
in terme van mikrogram stilbo&strol bereken word nie om-
dat die laagste uterusgewigwaardes wat met die dosis-re-
aksie-standardisasie verkry is, dié van die kontrole was,
wat gewone muisvoer ontvang het. -

Proef 1.4.

Uterusgewigtoename na toediening van bekende hoeveelhede
' stilboEstrol.

Ten einde die uterusgewigtoename wat verkry word
met toediening van sekere voedselekstrakte in terme van
die aktiwitelt wat deur stilbo¥strol uitgeoecfen word, te
bereken, is m standaard-dosisreaksieckrounme opgestel.

Vyf groepe muise van 10 elk is gebruik. Die dosisse
is soos volg berei: Presies 3.2 mg. suiwer stilboBstrol
1s afgeweeg en in 1000 c.c. 96%-etanol opgelos. (Oplos~
sing 4.) ZEen c.c., van oplossing A is verder verdun met
99 c.c. 96p-etanol. (Oplossing B.) Vir groep 1 se muise

is 80 gm. muisvoer gegee; dit het as kontrole gedien,
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Oor 80 gm. muisvoer van groep 2 is 10 c.c. van oplossing
B gegooi. Vir groep 3 is 20 c.c.; vir groep 4, 40 c.c.
en vir groep 5, 80 c.c. van oplossing B oor 80 gm. voer
gegool vir elk, Die etanol ig in m droogoond afgedamp
en die voer aan die muise toegedien. Die totsle dosisse
stilbo€strol wat die muise op die wyse ingekry het was:
vir groep 1 - nul; groep 2 - 0.32 ugm.; groep 3 -~ 0.64
ugm. ; groep 4 - 1.28 ugm. en groep 5 - 2.56 ugm. vir 10
muise in 80 gm; voer 4 dae lank. Die resultate verskyn
in Tabel 16.
Tabel 16. (Proef 14).

Standaard-dosisreaksie na toediening van stilboéstrol
in die voer.

Groep|Dosis in ugm/gmJd Aantal] Gemiddelde uterusgewig mg.
voer Muise ‘
1 Kontrole 10 13.02 ¥ o.59
2 0. 004 10 16.26 ¥ o.88%
3 0.008 10 19.97 ¥ o.q1%*
4 | o0.016 10 26.53 T 1.05%%
5 0.032 10 41.17 T o.og% %

*P<0.05 **p <0.01.

Statistiese ontleding van die resultate het getoon
dat die verskil tussen die uterusgewigte van groep 1 en 2
betekenisvol is (P<0.05), dat die verskil tussen die ute-—
rusgewigte van groep 1 en die uterusgewigte van al die
ander groepe hoogs betekenisvol is (P<0.01) en dat die
verskil tussen groep 2 en 3, 3 en 4 en 4 en 5 ook beteke~
nisvol is.

Uit die gegewens wat verkry is, is m dosis-reaksie-
kromme opgestel wat in figuur 1 verskyn. Proef 14 is la-

ter weer herhaal, sien proef 19, .. p.29.
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Figuur 1. (Proef 14).

Dosis-reaksiekromme.

ugm. Stilbo¥strol/em. voer

i i 1

3 18 23 58 33 38 43
Uterusgewig mg. '
Proef 15.

Egtrogeenaktiwiteit in Salieplant. (Salvia Sisymbrifolia
Skan. )

Vir die proef is salieplante wat net bokant die
grond afgesny is, gedroog nadat dit gekerf is. Die
meeste plante het in die blomstadium verkeer en is 48
uur lank gedroog en daarna gemaal. Die dro& materiaal
het, nadat dit gemaal is, 84 gm. geweeg. Dit is met
etanol ggékst;aheer op di§.g¢w0n¢ wyse en die ekstrak
0or die voer van 10 muise éegooi, en die alkohol vergder
afgedamp, Die muise het die mengsel nie volledig gevreet
nie, maar net 40 gm. van die 80 gm. mengsel. Die muise
‘het dus van die oorspronklike dro materisal se ekstrak
soveel ingeneem dat dit ekwiwalent is aan 42 gm. droé

salie-materiaal. Die resultate verskyn in Tabel 17.
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Tabel 17. (Proef 15).

Bepaling van die estrogeenaktiwiteit in Salvis
Sisymbrifolia Skan.

Groep| Ekwiwalnete hoe-|Aantal Gemiddelde Ute-)Berekende akti-
veelheid droé muise [rusgewig mg. witeit in ugm.
materiaal ge- Stilbo¥strol/
vreet Gm. gmn. droég

materiaal.

Kon- 10 {13.07 ¥ 0.34

trole

Proef| 42 10 ]16.69  0.73%% | 5. 00786

*¥¥% P<0.01.

Uit die resultate het geblyk dat die uterusgewigte
van die proefmuise wat salie-ekstrak ontvang het, hoogs
betekenisvol verskil van die uterusgewigte van die kone
trole-muise. (P<0.0l). Verder is bereken dat die estro-
geenaktiwiteit in die salie-ekstrak ooreenkcm met die ak-
Tiwiteit van 0.00786 ugm. stilboBstrol per gm. dro¥ salie-—
materiaal.

Proef 16,

fstrogeenaktiwiteit in lusernkuilvoer.

Vir die proef is 200 gm. lusernkuilvoer wat reeds
gedroog en gemaal is, gebruik. Die kuilvoer is by die
Potchefstroomse Landboukollege gemaak. Die ekstrak is
op die gewone manier berei en met die voer van 10 proef-
muise gemeng. Daar is egter gevind dat die muise nie al
die voernekstrakmengsel/wou vreet nie, maar net 45 gm,
wat ekwiwalent is aan 112.5 gm. drod kuilvoermateriasgl.
Vir hierdie proef en vir proewe 8, 13, 17, 18 en 19 is
dieselfde 10 muise as kontrolegroep gehou. (Dié proewe is
gelyktydig uitgevoen) Die uterusgewig van die‘muise wat
lusernkuilvoer-ekstrak ontvang het, het hoogs betekenisvol
verskil van die kontrole (P< 0.01). In Tabel 18 kan die

toename in uterusgewig gesien word.
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Tabel 18. Proewe 16 en 17).

Estrogeenaktiwiteit in lusernkuilveer en Ladino-klawer.

Behandéling Ekwiwalente|Aantal| Gemiddelde Ute{Berekende ak-

van muise hoeveelheid|muise |rusgewig mg. tiwiteit in
dro€ mate- terme van ugm.
risal toe- stilboBstrol/
gedien Gm. gm.materiaal

Kontrole 10 ]11.33 ¥ 0.26

Lusernkuil-| 112.5 10 |16.13 T 0.45%%  0.00249,

voer

. + He %
Ladino- 127.5 10 17.27 - 0.42 0.00312.
klawer
*p <0.01.

Daar is bereken, met behulp van die regressiekromme,
dat die aktiwiteit in die lusernkuilvoer ooreenkom met
die aktiwiteit wat deur 0.00249 ugm. stilbo¥strol per
gram dro€ lusernkuilvoer uitgeoefen sou word.

Proef 17.

Estrogeenaktiwiteit in Ladino-klawer.

Ladino~klawexr wat deur die plaaslike Landboukollege
gekweek is, is daar gedroog en gemasl. Van die gedroogde
materiaal is 200 gm. op die gewone wyse gedkstraheer en
met die voer van 10 proefmuise gemeng en aan hulle toege«
dien. Van die voer-ekstrak-mengsel het die muise net 51
gm. gevreet wat ekwiwalent is aan 127.5 gm. dro¥ klawer
materiaal. Die resultate verskyn in Tabel 18. Daar was
m hoogs betekenisvolle verskil tussen die uterusgewigte
van muise wat klawer-ekstrak ontvang het en die kontrole.
(PL0.01). Die estrogeenaktiwiteit is bereken in terme
van ugm. stilboBstrol en daar is gevind dat 0.00312 ugm.
stilbo8strol per gram dro8 Ladino-klawer dieselfde mate
van aktiwiteit sou vertoon.

Proef 18,

Die estrogeenaktiwiteit van drie verskillende hidroksie -
chalkone.
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Op grond van hulle chemiese verwantskap met .stowwe
wat estrogenies aktief is, bestaan die moontlikheid dat
sekere chalkoon-verbindings ook aktief mag wees. Die
moontlikheid bestaan ook dat ten minste m gedeelte van
die estrogeenaktiwiteit van sekere plantmaterisal wat in
hierdie reeks proewe ondersoek is, aan sulke verbindings
toegeskryf kan word. Dit is reeds bekend dat sekere
flavonoled-verbindings estrogeenaktiwiteit besit, soos
die isoflavone (Bradbury & White 1954). Die chalkone is
ook m subgroep verbindings wat na verwant is éan die iso-
flavone. Volgens Geissman en Hinreiner (1952) kom die
verbindings almal taamlik algemeen in plante voor. Pre-
sies 0.5 gm. van elk van die drie verbindings, nl. 3,
4~ dihidroksie-chalkoon, 3', 3, 4',- trihidroksie-chal-
koon en 3', 3, 4', 4- tetrahidroksie-chalkoon is afgeweeg.
Elke monster is in 20 c.e. 96@-etanol opgelos en oor 80
gm. muisvoer versprei. Die etanol is daarna in w oond
afgedamp en die voermengsels aan twee groepe proefmuise
gevoer.

Die resultate verskyn in Tabel 19. Elke groep muise
het 50 mg. per muis ontvang en dit is bevind dat die ute-
rusgewigte van twee groepe hoogs betekenisvol verskil van
die kontrole groep wat net muisvoer ontvang het (P< 0.01).

Tabel 19. (Proef 18).
Die estrogeenaktiwiteit van hidroksie-chalkone.

Behandeling| Dosis|Aantal]Gemiddelde Uterus~ [Aktiwiteit bere—
mg./ |muise |gewig mg. ken in terme van
git. ugnm. Stilboéstrol/
VOer mg. chalkoon.

Kontrole - 10 18.74 % 0.83

DiRidroksie| 6.25 | 10 18.39 = 0,35

chalkoon

Kontrole 10 11.33 X 0.26

Trihidrok- |6.25 | 10 13.44 I 0, 40%* 0. 00008

gsie~chal-~-

koon.

Tetra hi- |6.25 | 10 15.33 ¥ 0.64%* 0.00042

droksie-

chalkoon

**D «0.01.
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Die kontrole wat vir die twee groepe gebruik is, was
dieselfde as wat vir proef 17 gebruik is. (Dié proewe
is gelyktydig ultgevoer.) h

Daar is gevind dat twee van die chalkoon-verbindings
wat getoets is, die uterusgewigte van die proefmuise
hoogs betekenisvol laat toeneem het in vergelyking met
die kontrole (P<0.0l). Met behulp van dis regressie-
kromme is bereken dat die aktiwiteit van 3ty 3, 4'-
trihidroksie~chalkoon gelykstaan aan die aktiwiteit van
0.00008 ugm. stilboBstrol per mg. chalkoon en dat die
aktiwiteit van 3', 3, 4', 4-tetrahidroksie-chalkoon 5.25
keer ho€r is, of gelykstaan aan die aktiwiteit van 0.00042

ugm. stilboE€strol per mg. van die betrokke chalkoon~ver-
binding.

Proef 19,

Uterusgewigtoename na toediening van bekence hoeveelhede
' stilboEstrol.(n Herhaling van proef 14).

Die doel van die proef was om vas te stel of die
vorige standaard-dosisreaksie wat verkry is met die toe-
diening van stilbo8strol in die voer van die muise, be-
troubaar is en by herhaling weer dieselfde waardes sal
gee. Die p;oef is presies net soos proef 14 ultgevoer
behalwe dat hier 32 mg. suiwer stilboBstrol opgelos ig in
1000 c.c. 96%-etanol om oplossing A te kry. Vir die be-
reiding van oplossing B is 1 c.c. van oplossing A in 999
c.c. etanol opgelos. Dieselfde hoeveelhede van oplossing
B is oor 80 gm. muisvoer vir elke groep gegool en droog-
gedamp. Die dosisse was dus presies dieselfde as vir

proef 14. 1In Tabel 20 kan die resultate gesien word.
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Tabel 20. (Proef 19),.
Stahdaard~dosisreaksie met toediening van stilboéstrol

in die voer van muise,

4Groep| Dosis in ugm, perf Aantal {Gemiddelde uterusgewlig mg.
“f gm. voer muise

1 Eontrole 10 13.65 ¥ 0.34

2, 0.004 10 17.87 * 0.70%*

3. 0.008 10 20.75 X 0.63%%

4. 0.016 10 27.54 1 1. 35%%

5, 0.032 10 43.98 ¥ o, 38%%

*¥p<0.01

Statistiese ontleding het getoon dat dsar tussen
groep 1 en al die ander groepe hoogs betekenisvolle vere-
skil in uterusgewigte bestaan (P<0.01). Groep 1 en 2
verskil hoogs betekenisvol van mekaar maar groep 3 en 4
verskil betekenisvol (P<0.05).

Verder is gevind dat die gegewens wat in die proef
verkry is, nie betekenisvol verskil van die resultate wvan
proef 14 nie.

N Dosis-reaksiekromme is van die resultate opgestel
en verskyn in figuur 2 P. 31,Die gemiddelde waardes is
bereken vir die uterusgewigte wat met proef 14 en 19 ver~
kry is, en daaruit is die lineéreuregressiewaardes be-
reken wat soos volg is:

Groep Dosis stilboEstrol Werklike gemiddelde Line8re regres-

ugn/gm. voer. waardes mg. sie waardes mg,
1 Kontrole 13.34 12.946
2 0.001 16.94 16.584
3 0.002 19.86 20.222
4 0.004 26.64 27.498
5 0.008 42.53 42.050

Uit die gegewens is m line8re-~regressiekromme opge~

stel wat in fig. 3 p-32. verskyn.
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Die kromme wat die log. van die dogis teenoor ge-
middelde uterusgewig voorstel, was nie m reguit lyn nie

en 1s nie vir gie berekeninge gebruik nie.

Figuur 2. (Proef 19). :

Dosis-reaksiekromme.

Ugm, Stilbo&strol/gm. voer,

1 ] I} 1 -l )

13 18 23 28 33 38 43
Uterusgewig mg.

Proef 20.
Uterusgewigtoename na toediening van stiibo&strol slleen

en stilbo€strol en foliensuur saam.

Daar bestasn aanduidings volgens Jukes (1952) en
Haque et al. (1949) dat foliensuur onontbeerlik is vip
die toename in uterusgewig na die toediening van estro-
geniese stowwe. Die moontlikheid bestsan det dit éok vir
die muisuterusgewigtoename noodsaaklike faktor in die
dieet is. m Tekort aan foliensuur in die voedsel wat
aan proefmuise, veral vir estrogeenbepalings, toegedien
word sal dan waarskynlik die resuliate beinvloed. Om die

maontlikheid te ondersoek is hierdie proef uitgevoer.
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Drie groepe van 10 geovariotomeerde muise is gebruik.
Groep 1 wat as kontrole gedien het, het 80 gm. voer ont-
vangs; groep 2 het 80 gm. voer ontvang waaroor 0.64 ugm,
stilbogstrol in etanol-oplossing versprei iss groep 3
het 80 gm. voer ontvang waarin 0.64 ugm. stilboBstrol en
250 mg. foliensuur gemeng is. Om die dosis van groep 2
en 3 te berei, is 20 c.c. van Oplossing B, wat in proef
19 gemaak is (dit het 0.032 ugm. stilbo¥strol per c.c.
bevat), oor 2 monsters van 80 gm., mulsvoer gegooi en die
etanol in m droogoond afgedamp. Die foliensuur is toe af-
geweeg en 250 mg. is met 5 gm. van een van die 80 gnm. ge-
droogde stilboéstrol—muisvoer—mengsels goed gemeng.
Hierdie 5 gm. monster is agtereenvolgens met 10, 15 en
50 gm. van die res van die muisvoer gemeng en aan die

mulse toegedien. Die resultate verskyn in Tabel 21.

Tabel 21. (Proef 20).
Invlioed van foliensuur toediening op standaard-dosis-~
reaksie.
Groep| Behandeling Aantal| Gemiddelde Uterusgewig ng.
nuise
1 |Xontrole 10 13.90 ¥ 0.76
2 10.008 ugm.stilbod—] 10 20.20 ¥ 0.go% *
strol per gm.voer
3 |0.008 ugm.stilbod~| 10 19.93 ¥ 0.65% *
strol en 3.125% mg.
foliensuur per gm.
voer.
**p<0.01

Die uterusgewigte van groep 2 en 3 verskil albei hoogs-
betekenisvol van die kontrole (P<0.0l), maar die uterus—
gewigte van groep-E verskil nie betekenisvol van die van
groep 3, wat foliensuur ontvang het nie.

Proef 2].
Uterusgewigtoename na toediening van bekende hoeveelhede
stilboé€strol per maagbuis.
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Wanneer die standaard-dosisse stilbo8strol aan die
muise toegedien word deur dit met hul voer te meng, ont-
staan daar sekere problems. Sommige van. die voedsélstow—
we wat ondersoek is, se samestelling is van so m aard
dat die etanol-ekstrak wat daarvan gemaak is, selfs ne-
dat dit met m oormasat muisvoer gemeng is, nog vir die
proefmuise oneetbaar is. Indien sulke ekstrakte per maag—
buls toegedien kan word, mag dit moontlik sommige van die
probleme uitskakel. Om vas te stel of so0 m metode toe-
gepas kan word, is dieselfde standasard-dosisse wat in
proef 14 en 19 toegedien is, hiet ook toegedien. Op die
manier kan enigsins m vergelyking tussen die twee metodes
van toediening verkry word.

Vyf groepe proefmuise van 10 muise elk is gebruik.
Die verskillende dosisse stilboEstrol is in 20 c.c¢. soet-
olie opgelos. Oplossing B wat in proef 19 berei is, en
0.032 ugm. stilboEstrol per c.c. etanol bevat het, is ge-
bruik. By die 20 c¢.c¢. soetolie is die volgende noeveel-
hede van oplossing B vir elke groep byszevoeg: Groep 1
het as kontrole gedien en het geen stilbo8strol-~oplossing
ontvang nie; groep 2 het 10 c.c. oplossing B ontvang,
groep 3t 20 c.c.,; groep 4: 40 c.c. en groep 5: 80 c.c..
Die mengsels is in'm droogoond geplaas by 80° O totdat
die grootste gedeclte van die etanol afgedamp was. D?ar—
na is die oplossings goed geroer om deeglike vermenging
van die etanol-oplossing met die olie te verkry. Die
etanol is daarna volledig afgedamp en die soetolie weer
deeglik gemeng. Elke muis van die 4 proefgroepe het 0.5
c.c. soetolie-mengsel per maagbuis ontvang een keer per
dag 4 dae lank en die kontrolegroep net soetolie. Die
poli~eteenbuls is so glad as moontlik geskuur aan die

voorpunt sodat dit nie die muis se esofagus sou beskadig
nie.
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Daar is vooraf vasgestel dat m dosis van 1 c.c. op-
vallende laksering by die muise veroorsaak. Die resultate
verskyn in Tabel 22.

Tabel 22. (Proef 21).

Standaard-dogisreaksie na toediening van stilbo€strol

per maagbuis in goetolie-oplossing.

Groep| Dosis in ugm.per gﬁ ‘rlantal,Gemiddelde Uterusgewig
Q.25 c.c.olie muise me:

1 | Kontrole 10 | 13:88 £ 1.0

2 |0.004 | 10 | 14.90 T 1.00

3 10,008 10 17.88 I 1,00% ¥

4 10.016 10 | 22,54 ¥ 1,82%%

5 10.032 , 10 | 27.69 % 1.44%¥
*%Pc0.01.

Daar is gevind dat die muise nog m neiging tot lak-
sering toon. Veral die kontrolegroep het opvallende lak-
sering getoon. Dit wil ook voorkom of die nmuise gelei-
delik met verloop van die proef minder gelakseer het.

Die aantal muise wat laksering getoon het, was soos volg:

Groep e dag 2e dag 3e dag 4e_dag
1 8 4 1 1
2 3 2 1 0
3 1 1 O 1
4 0 1 0 1
2 0 D 1 0

Met statistiese analise van die resultate vir die
uterusgewigte het dit duidelik geword dat groep 1 en 2
nie betekenisvol van mekaar verskil nie. Groep 1 en 3;
1l en 4; en 1l en 5 verskil wel hoogs betekenisvol wvan me-
kaar (P< 0.0l). Daar is verder ook betekenisvolle verskil
tussen die uterusgewlgte vangroep 2 en 33 3 en 4 en
groep 4 en 5. (P<€0.05).

Die dosisrsaksie is grafies voorgestel in fiz. 4.p.36.
Die kromme wat die logaritme van die dosis teenocor uterus-
gewig voorstel, was nie m reguit lyn nie.
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Figuur 4. (Proef 21).

Dosis-reaksiekromme met toediening van sitilbo€strol
in soetolie per maagbuis.
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Proef 22.

Inviced van tosdiening van verskillende plantekstrakie

per maagbuis aan proefmuise op die uterusgewig.

(2) Geelwortels (Daucus carota):

diervoor is vars geelwortels gemaal, agedroog en
weer gemaal. Van die dro€ materiaal is 144 gm. op die
gewone manier met etanol getkstraheer. Die etanol is af-
gedigtilleer onder verlaagde druk. Dic eksirak was m
vioeibare, taal, rooi-bruin, stroopagtiyse massa en kon
nie oor die muisvoer gegool word nile. Al die etanol is
toe 72 wur lank afgedamp by 80° C en die eksirak met gedis-
tilleerde water verdun sodat die volume water wat bysze-
voeg is m %ste van die totale volume gevorm het. Van
die mengsel is n totaal van 28 c.c. toegedien man 7 mulse,
in dosisse van 1 c¢.c. per muis per dag, wat ekwiwalent is

aan 70.0 gn. van die oorspronklike drog€ wortelmateriszal.

Die resulitate verskyn in Tabel 23.
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Pabel 23. (Proef 22).

Invlioed van toediening van wortel- en uie-ekstrak, per

maaghbuig, op uterusgewig.

Groep| Aard van ekstrakjHoeveelheld|Aantal] Gemiddelde ute-
ekstrak muise | rusgewig mg.
toegedien
C.C.

1 |Kontrole - 10 {13.06 ¥ 0.79
2 | Geelwortels 28 7 |12.00 % 0.84
3 |Uie 24 6 [12.61 % 1.33.

Uorspronklik is die proef met 10 muise begir, maar 3 daar-
van is gedurende die proef dood.

Dazar is geen betekenisvolle verskil tussen die ute-
rusgewigte van die muise wat wortelekstrak ontvang het
en die kontrole nie.

(b) Uie (Allium Cepa): :
Presies dieselfde metodes is gevolg as by die wortel-

ekstrak-proef. Hier is 100 gm. droémateriazl geEkstra-
heer. Van die ekstrak is m totale dosis var 24 c.c. vir
6 muise, 4 dae lank in dosisse van 1 c.c. per muis per
dag, toegedien., Hier was ook geen betekenisvolle ver-
skil tussen proef- en kontrolemuise se uterusgewigte nie.
Die resultate verskyn in Tabel 23. mn Poging is ook aan-
gewend om m vye-ekstrak op dieselfde wyse te toets, maar
die ekstrak het waarskynlik nog etanol bevat en 8 van die
proefmuise is dood na die eerste toediening. Die twee
oorlewende muise se uterusse het geen teken van egtro-
geenprikkeling getoon nie en die gemiddelde uterusgewig
was 11.4 mg.

IvV. LITERATUUROORSIG.

1. Metode.

By die studie van die voorkoms van estro-

gene in die natuur, soos in dierlike en plartaardige weef-
gels, is die metode van bhepaling van die ulterste belang.
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Dit moetv betroubare resultate lewer en ook haie klein
hoeveelhede, wat soms onder natuurlike omstandighede
voorkom, kan aantoon. Weens gebrek zan so m metode kan
sodanige navorsingswerk baie gestrem word.

Vir die bepaling van estrogeenaktiwitelit in plante
kan chemiese bepalingsmetodes nie gebruik word
nie, omdat die chemiese struktuur van die betrokke es-
trogeen of estrogene meestal onbekend is. Wat die be-
paling van die residuele akitiwiteit in die vleis van
beeste wat met stilbo€strol behandel is, betref, kan o.a.
kolorimetriese of radiocaktiewe isotopiese metodes onge-~

lukkig nie gebruik word nie weens sekere sieurende fak-
tore. (Onderhoud met dr. P.J.S. Pieterse).

Bioclogiese bepaling skyn dus die doelitreffendste
metode te wees. m Groot verskeidenheid van bilologlese
estrogeenbepalings bestaan. Emmens (1946, 1950 en 1855)
en Pincus en Thimann (1948) bespreek die meeste daarvan.
Volgens bg. navorsers is sommige van die biologiese me-
todes in baie gevalle meer sensitief as die chemiese me-
todes. In byna al die metodes word vah knaagdiere soos
muise of rotte wat bale sensitief en spesifiek reageer

na estrogeentoediening, gebruik gemsak. "The Pharma-
ceutical Society of Gt. Britain"(1951) verklsar dat vir
noukeurigheid van 10% met die vagina-kornifikasie-toets
van Allen en Doisy, ten minste 110 muise vir» m enkele be-
paling nodig is. Daarby moet vagina-smere van al die
muise ten minste twee maal per dag gemaak word. Daar be-
staan baie wysigings van die metode soos die metode van
Coward en Burn wat deur Dodds (1949) beskryf word, waer
gebruik gemask word van die kornifikasie van die rot se

vagina na estrogeentoediening.
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Emmens (1946) beskryf m metode van Littrell en Tom wat
berus op die tydsverloop tussen die toediening van m stof
cn die opening van die vagina van onvolwasse geovarioto-
meerde rotte. m Metode wat deur Gordon en Villee(1956)
beskryf is, maak gebruik van die mate van reduksie, wat
die difosfopiridien-nukleotied-ensiem-sisteemn van die
menslike plasenta ondergaan, wanneer dit in vitro met
egtradiol of estroon in aanraking kom, en dit is waar-
skynlik net so sensitief as die vagina-kornifikasietoets.

Die toename in uterusgewlg wat deur estrogeentoe-
diening veroorsaak word, is die basis vir die toets wat
deur Blilbring en Burn gebruik word.(volgens Brownle¢e en
Green (13946). In die beskrywing wat deur Pincus en
Thimann (1948) gegee word, word melding gemaak van die
metode van Astwood wat berus op die invloed van estro-
gene op die watergehalte van die uterus en die metodes
van Dorfman en Lauson et al. wat berus op uterusgewigtoe-
name: Dorfman en Dorfiman (1954) mask gebruik van die ge-~
ovariotomeerde rot se uterusgewigtoename.

Die meeste van die navorsers pas onderhuidse toe-
diening toe. Daar is aanduidings dat groter gevoeligheid
verkry word met intra-vaginale toediening. Goeie resul-
tate is 20k verkry met mondtoediening. Dit was vroesr
gebruiklik om die resultate van estrogeenbepalings in
terme vaxn diereenhede uit te druk, wat egter baie'vaag en
onnoukeurig was. Vandag bestaan daar m internasionale
eenheid [i.e.) wat die spesifieke aktiwiteit wat deur 0.1
ugm. estradiolmonobensoaat of estroon uitgeocefen word,
voorstel. . Die vroeg€re roteenheid is gelyk aan 3 tot
25 i.e. en die muiseenheid gelyk asan 0.44 tot 0.77 i.e.
(Uit Lancet 230: 595, 1936.)
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Aan elkeen van bogenoemde metodes is daar sekere
voordele en nadele verbonde. Met die vaginale kornifi-
kasie-toets moet n groot aantal muise gebruik word en
baie tyd word in beslag geneem. Die uterusgewigtoename-
metode is as bepalingsmetode in sekere opsigte meer ge-
skik omdat kleiner konsentrasies estrogene aangetoon kan
word en omdat minder diere en arbeid waarsk&nlik daarvoor
nodig is. Volgens Stob et al. (1954a) wat die kornifi-
kasie~metode met die uterusgewigtoename-metode vergelyk
het, kon hulle m minimumdosis van 0.022 ugm. stilbo€strol
per gram voer met behulp van die kornifikasie-metode be-
paal, terwyl hulle met die uterusgewigtoename-metode so
min as 0.005% ugm. per gram voer kon vasstel., Hulle ge-
bruik geovariotomeerde muise en dien die estrogene per
mond toe. Dorfman en Dorfman(1954) was met die geovario-
tomeerde-rot-uterus-metode wat hulle gebruik het, in

gtaat om m minimumdosis van 2.5 ugm. te bepaal.

Daar is verskeie faktore wat die resultate van n
biologiese bepaling kan befnvloed. Volgens Pincus(1948)
en Pedersen-Bjergaard(1939) speel faktore scos die spesie
van die proefdier, oplosmiddel waarin die tcetsstof toe-
gedien word, die roete, plek en frekwensie van toediening
n rol by die bepaling. Verdere faktore wat m rol speel
soos deur Marrian en Parkes(1929) beskryf word, is:
individuele variasies van die sensitiwiteit van die toets~
diere ea variasie van die kondisie van die diere. Verder
beveel hulle aan dat vagina-smere drie maal per dag ge-
maak word omdat sommige muise m kort estrussiklus mag hé.
Stobet al.(1954a) het gevind dat die tydperk wat
verloop na ovariotomie m invlioed op die uterusgewig van
muise uitoefen. Volgens laasgenoemde navorsers bereik die

muisuterus ongeveer 14 dae na ovariotomie m minimum gewig
en dit word beskou as die tydperk waarin aktiewe regressie
plaasvind.
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By die meeste bepalingsmetodes word gebruik gemaek

/

(

i van n ekstrak wat ven die materiaal wat ondersoek moet

\\ word, berei is. Die moontlikheid bestaan dat sulke ru-

\yekstrakte ook ander stowwe mag bevat wat androgeniese-
of selfs anti-estrogeniese werking het. Danneberg en
Schmahl(1952) het reeds die anti-estrogeenaktiwiteit van

é sekere verbindings beskryf.

K\-m Die vagina-kornifikasie-toets is, volgens Emmens
(1955) waarskynlik meer spesifiek vir die bepaling van
estrogeenaktiwiteit in ru-ekstrakte. m Verdere nadeel
verbonde aan die toediening van ekstrakie aan proefdiere
is die moontlikheid dat daar verliese of verhogiﬁg van
die estrogeenaktiwiteit gedurende die ekstraheringsproses
kan plaasvind. Dit geld vir sowel ekstrahering van plant-
as van diermaterisal. Volgens Pleterse en Andrews(i956)
het behandeling met alkoholiese KOH die aktiwiteit van
die plartpigment, genistein,, verhocg. Verskele navorsers
pas alkcholiese hidrolise toe gedurende die ekstraherings-
proses., Malpress(1946) het gevind dat verhitting van'ﬁh
of trans - stilboBstrol met 2.5N water-oplossing van
soutsuur .m mengsel van die aktiewe trans- en van#"-—
stilbo8strol in die verhouding van 9:1 gee. Dus m
daling van aktiwiteit wat gedurende die ekstraheringspro-
ses kan plaasvind in gevalle waar van suur- hidreli-
sering gebruik gemaak word.

Om die moeilikheid te oorbrug het Stob et al.(1954c)
die toewssmateriaal gedroog en net go aan die proefmuise
toegedien deur dit met hul voer te meng. Die nadeel wat
hieraan verbonde is, is die feit dat die mulse nie veel
meer as 2 gm. per dag van die gedroogde materiaal kon
inneem nie. Baie minder materiaal word dus aan die toets

onderwerp as wanneer m ekstrak berel kan word waarin die
estrogene-materiaal gekonsentreer is.
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Daar is ook sekere gstowwe wat muise nie vreet nie, selfs
al word die muise vooraf uitgehonger. Met uithongering
word ook ander faktore geskep, bv. m.foliensuur—tekort in
die dieet van die diere, wat die bepaling beiInvloed,

Die snelheid en mate van absorpsie uit die spysver-
teringskanaal by proefdiere is nog m faktor wat in aan-
merking geneem moet word. Verder speel die snelheid van
afbreking en skadeloosstelling van estrogene in die lig-
gaam ook m rol., Dit is volgens Dodds (1949) waarskynlik
die rede waarom stilboBstrol meer aktief is per mond as
die natuurlike estrogene. Waarskynlik is dit ook die rede
waarom daar spesieverskille in die gevoeligheid teenoor
estrogene is.

n Groot nadeel van die toediening van ekstrakte
deur onderhuidse inspuiting is die moontlikheid dat m ge-
deelte van die toegediende dosis weer kan uitloop en op
die wyse verlore gaai.

2. Fatrogeenaktiwiteit in Voedsel.

(a) Voorkoms van estrogene in diereweefsels.

Stowwe wat estrogeenaktiwiteit vertoon, kom wyd ver-
spreid in die natuur voor. Daar is m verskeidenheid van
verskillende chemiese stowwe wat aktiwiteit vertoon. Die
term estrogeen dul eintiik m estrus~veroorsakende stof
gan. Omdat by die mens en sekere soogdiere nie estrus
voorkom nie, kah, streng gesproke, nie van estrogene ge-
praat word as die natuurlike, menslike, vroulike hormone
soos estradiol, estrone en estriol bedoel word nie. Dit
het egter om verskele redes gebruiklik geword om die stow-
we estrogene te noem. Wright (1952) onderskei duidelik-

heidsha we tussen natuurlike en kunsmatige estrogene.
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Kunsmatige estrogene dul die stowwe aan wat nie in die
dierlike liggaam onder normale omstandighede voorkom
nie, soos stilbogstrol en sy derivate. Die estrogene
wat uit diereweefsel geisoleer is, is almal sterolede
en word die natuurlike of soms, sterolede-estrogene ge-
noem. Sintetiese estrogene dul enige estrogesnaktiewe
stof wat in die laboratorium berei is, aan en kan dus
natuurlike of kunsmatige estrogene wees. Verder kan onder«
skei word tussen ware en pro-estrogene en ekgogene- en
endogene-~estrogene.
Reeds in die jaar 1900 is vermoed dat sekere ge-
slagsfunksies van die vrou afhanklik is van die ovaria,
In 1905 het Marshall en Jolly {(1905) gevind dat estrus
by geovariotomeerde honde opgewek kan word deur inspui~
tings van ovaria-ekstrak. Volgens Stephens (1947) het
Stockard en Papanicolaouw in 1917 gevind dat daar gedurende
estrus in die marmot se vagina karakteristieke selle
voorkom en dit is in 1921 deur Long en Evans bhevestig.
Hierdie vevindings het die basis gevorm van die bepalings-
metode vir estrogene wat later deur Allen en Doisy onte
werp is. Allen en Doisy (1923) het gevind dat inspulting
van follikelvog van die sog se ovaria, estrus-veranderinge
van die rot-vagina veroorsaak. Laasgenoemde nhavorsers
het die studie van estrogene op m vaste wetenskaplike
grondslag geplaas. In 1929 isoleer Doisy et al.(1929) en
Butenandt (1929) onafhanklik van mekaar m kristallyne
estrug-veroorsakende stof uit die urine van swanger vVI'OUR,
Volgens Pearlman (1948) is die ovaria en plasenta
die belangrikste bronne van estrogene in die dierlike lig-—
gaam. Volgens Paschkiss (1950) word die hormone waarskyn-
1ik in éie ovaria en plasenta uit boustowwe gesintetiseer

en is dit dus ware endogene estrogene.




b

Waarskynlik word die ‘hormone in die teka-selle van die
ovaria gevorm, volgens die bevindings van verskeie vroeére
navorsers wat onlangs bevestig is, aldus Venning (1955).
Die horrone wat in die ovaria van die mens gevorm word,
is estrcne, estriol en estradiol waarvan lg. die aktief-
gte is. HEstrogene is in die plasenta gevind deur ver-—
skillence navorsers volgens Pearlman (1948) en Paschkiss
(1950). Allen (1932) vind ook estrogene in die amnion-
vloeistof maar baie min in die embrio self. Burrows
(1949) beweer dat Frank et al., (1936) die verskynsel dat
geovariotomeerde vroue en vroue na die menopause SOMS NOG
~estrogene in die urine uitekel as bewys dien dat daar n
ander setel van estrogeen-vorming in die liggaam kan wees
behalwe die ovayia; hulle stel die byniere voor.

Dis ie vandag m bekende feit dat estrogene 0.a. een
van die groep hormone is wat deur die bynierskors ver-
vaardig word en bekend is as die sonado-kortikoledes.
Verder kom estrogene ook voor in die testes van-verskKil-
lende spesies. Volgens Burrows (1949) en Pearlman (1948)
is daar baie navorsers wat estrogene-stowwe in testes van
beeste en van die mens gevind het; veral die testes van
hingste bevat groot hoeveelhede estrogene-stowwe. Vol-
gens Zuckerman (1950) word hierdie estrogene waarskynlik
in die Sertoli-selle van die hond en in die Leydig-selle
van die vark se testes gevorn.

Estrogene-stowwe kom ook in die feses en gal van
diere en die mens voor. Wright (1952) begkryf dat die
uitskeiding van estrogene by m swanger vIou geleidelik
styg er dat dit voor geboorte m maksimumwaarde bereik wvan
20 mg. per per liter per 24 uur. In die urine van nie-

swanger vroue kom daar maar enkele ugm. per liter per 24

wur voor en by die man waarskynlik nog minder: - - 7 f



- 45 -

Zondek (1941) verklaer dat in die urine van die hings van
10,000 tot 400,000 muis-eenhede per liter estrogene voor-
kom. (Dit is ekwiwalent aan 0.5 tot 20.0 mg. estradiol).
Verder kom estrogene-stowwe ook in die feses van swanger
beeste voor, volgens Levin (1945); is dit waarskynlik
afkomstig van die gal en plant-estrogene. Gedurende die
‘lente mzande kon Juhn en Gustavson (193C) volgens Burrows
(1949) sowat 700 tot 1,000 rot-eenhede per Xg. in die fe- |
ses van die hen bepaal. Paschikiss en Rakoff (1950) beweer
dat die estrogene wat in gal voorkom,deur die lewer daarin
uitgeskei word en dat m gedeelte daarvan weer uit die
spysverteringskanaal teruggeabsorbeer word.

Estrogene kom waarskynlik in bale meer organe en
weefsels in die mens- en dierliggaam voor, maar die hoe-
veelhede is so gering dat dit nie met die metodes wat
beskikbaar is, maklik aangetoon kan word nie. Onder ab-
normale omstandighede soos wanneer estrogene van buite
toegedien word, mag dit wees dat daar bepaalbare hoeveel-
hede ecksogene-estrogene in feitlik enige weefsel kan voor-
kom. D-e skadeloosstelling van estrogene geskied ook nie
in alle weefsels ewe vinnig nie. Omdat sekere dierlike
weefsels vir die mens as voedsel dien, kan dit gebeur dat
produkte afkomstig van diere wat groot hoeveelhede estro-
geenaktiewe stowwe in hul weefsels bevat, die normale
werking van die menslike liggaam versteur.

Baie navorsers het gevind dat die toediening van
estrogene aan ekonomies- belangrike diere Wwevorderlike
uitwerking het. So vind onder andere Clegg en Carroll
{(1956); O'Mary en Cullison (1956); O'Mary et al. (1956);
Andrews et al.(1954); Stob et al. (1954b) en Dinusson

(1950) dat gigf inplanting van stilboBgtrol in dosisse van
24 tot 108 mg. onder die vel van beeste betekenisvolle ver-
snelling van die gewigstoename veroorsask het.
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Goetsch (1955) en Baum (1956) verklaar dat inplanting van
stilboBstrol by hoenders reeds lankal ftoegepas word. By
skape word ook verhoogde toename van liggaamsgewig ge-
vind met stilbogstrol-inplantings volgens Andrews (1949);
Wilkinson et al. (1955); Whitehair et al. (1953) en Bell
et al. (1954), Die gedagte om stilboEstrol in die voer
van die diere te meng ié deur Burroughs (1954) toegepas.
Hulle vind dieselfde bevorderlike invloede wat met inplan-
tings van stilbo€strol verkry word en verklaar verder dat
sekere nadelige newe-uitwerkings wat met inplanting voor-
kom, daardeur vermy word. Hulle beveel 10 mg. per bees
per dag in dle voer aan. Uit die navorsing van Richardson
et al. (1955) blyk dat daar nog sekere nadelige newe-in-
vioede is. Dieselfde bevind Perry et al. (1955) ook,
Die nadelige uitwerking is o.a. ontwikkeling van die melk-
kiiere by osse, verswakking van karkasgehalte en verslap-
ping van die lumbale ligamente. Burroughs et al (1955)
dien dosisse van 5 tot 10 mg. stilbo€strol per dag per
bees in die voer toe en vind versnelde groel en verbeter-
de voerverbruik en geen nadelige invloed nie. By skape
vind Hale et al. (1955) ook dat met toediening van 2 mg.
per dag in die voer mn versnelling van 22% in die gewigs-—
toename verkry word. Dosisse van 2.5, 5.0 en 1C.0 mg. per
dag 84 dae lank veroorsaaX by osse n toename van die grqei-
snelheid en m afname van die voerkoste van 20% volgens
Burroughs et al (1954).

Estrogene word ook gebruik om funksionele kapoenisexing
van hene te bewerkstellig en sulke hane is baie rustiger
en meer hanteerbaar, neem vinniger in gewig toe en die vleis
is waarskynlik sagter en smaakliker. Die nadelige gevolge
van kastrasie op die groeisnelheid van kalwers s008 deur
Raimondi (1955) beskryf word, word deur stilboﬁsfrol—toe—

diening meestal opgehef.
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Lg. navorser het bereken dat die bulkalwers wat as kon-
trole gedien het in sy proewe, se voer-onkoste 10. 484
laer was as die van die gekastreerdes as gevolg van m meer
ekonomiese voerverbruik.

Die estrogeen wat die algemeenste gebruik word, is
stilbo€strol. Dit is baie goedkoper as die natuurlike
estrogene en is ook baie meer aktief per mond. Volgens
Solmssen (1945) is die trans-isomeer die aktiewe van die
twee moontlike isomere. Grundy (1957) verklaar dat die
sis-isomeer nog nie ge¥soleer is nie. Trans- dig€tiel-
stilboéstrol is m kleurlose,kristallyne of wit, poeier-
agtige stof. Carayon - Gentil en Cheymol (1946) gee die
oplosbaarheid van stilbo&strol aan as 0,028 &m. per 100
c.c. water, 18.5 gm. per 100 c.c. etiel-alkohol en 32.0
&m. per 100 c.ec. eter almal by 17° ¢, Volgens Stephens
(1947) is dit sta%iel teenocor hitte en kan een uur lank
by 150° ¢ gehow word sonder verlies van aktiwiteit. Wil-
der Smith en Williams (1945) vind egter dat dit onstabiel
is in water-oplossings veral van sure en alkali's.

Die voordele van estrogeenbehandeling van diere is
ven groot ekonomiese belang., Kennis aangaande ‘die lo%
van eksogene-~egirogene is nog baie onvolledig en gebrek.
kig. Die lot van eksogene~estrogene is van fundamentele
wetenskaplike belang, maar ook van ekonomiese belang -,
want dit bepaal die faktore wat betrokke is by die uite
eindelike residuele estrogeenaktiwiteit wat daar in die
weefsels van sodanig behandelde diere sal voorkom,

Metaboliese resksies in die liggaan wat deur estro-
gene belnvloed word, is deur verskeie navorsers al bloot~
gelé, maar die metabolisme van estrogene gelf is volgens

Pincus (2950) nie so duidelik nie.
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Daar is nog probleme soos die invloed wat die mikroflors
van die spysverteringskansal op estfogene het en omge-
keerd, ook die snelheid en wyge van absorpsie, die metode
van vervoer in die bloedstroom, die invloed van die lewer
en die mate van skadelodsstelling wat plaasvind in die
liggaam, die metode van absorpsie by die weefsels uit die
bloedstroom, die wyse waarop dit die ensiem-resksies in
die selle beinvlioed en die verandering wat dit self ten
gevolge daarvan ondergaan, die wyse waarop dit die selle
en weefsels weer verlaat en uiteindelik hoe die ultskei~
ding daarvan plaasvind.

Een van die belangrikste faktore wat die uiteindelike
residuele aktiwiteit van die weefsels van enige dier wat
estrogeen-behandeling ontvang, sal bepaal, is die onak-
tivering wat dit in die liggaam ondergaan.

Volgens Zondek (1941) kan net m klein gedeelte van
die toegediende estrogene weer herwin word. Ongeveer 10%
van die toegediende dosis is in die urine uitgeskeis die
res kon in geen weefsel opgespoor word nie, selfs met
geheel-ekstrahering van die dier. Dat .- M klein ge—~
deelte van die toegediende estrogene uitgeskei word, 1is
ook die bevindings van Doisy et al. (1942) en Jailer (1849)¢
Dit is dus duidelik dat daar vernietiging van die estro-
geenaktiwiteit in die liggaam moes plaasgevind het. Deur
verskele navorsers is dit aangetoon dat die lewer die
belangrikste setel van die onaktiveringsproses is. Dit
geld vir beide natuurlike en kunsmatige estrogene vir ko-
nyne, marmotte en honde. Nielsen et al. (1946) vind egter
dat stilbo€strol nie deur die lewer van rotte onaktief ge—
maak word nie. Uit die bespreking van Paschkiss en Rakoff
(1950) en Pearlman (1948) is dit duidelik dat die lewer

wel m belangrike rol moet speel.
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Volgens Grundy (1957) het verskeie navorsers ool sevind
dat lewer-ondoeltreffendheid wat deur beskadiging van die
lewerselle veroorsaak is, die skadeloosstelling van estro-
gene deur die lewer by die mens verminder. Gedeeltelike
lewerverwydering het dieselfde invloed gehad.,

In vitro het menslike lewerweefsels die vermod ge-
toon, volgens Tegnon et al. (1952), om 11.5 gn. estra-
diol per 24 uur te onaktiveer. Dié vermo® van die mens—
like lewer is volgens Twombly en Taylor (1942) minder as
dié van rotlewer. Volgens Paschkiss en Rakoff (1950) is
daar aanduidings van die ensiem-sisteme in die lewer wat
betrokke is by estrogeen-onaktivering. Hulle stel voor
dat daar ten minste gedeeltelik m dehidrogenasie~-meganis-
ne betrokke is. Uit die bespreking van die probleem wat
deur Grundy (1957) gegee word, is dit duidelik dat ver—
skeie navorsers reeds getoon het dat behalwe dehidroge~
nase-ensieme ook difosfo-piridiennukleotied-, kosimase-
en sitokroomoksidase-ensieme beirokke is. Zimmerberg
(1946) vind dat wanneer stilbo¥strol in m weefselkultuur
van rotlewer voorkom, dit gedeeltelik geoksideer en ge-
deeltelik gekonjugeer word deur ensiemreaksies en dat die
aard van die eindprodukte onbekend is. Uit die oorsig
wat deur Paschkiss en Rakoff (1950) gegee word, is dit
duidelik dat daar m entero~hepatiese-estrogeen-sirkulasie
is waartydens klein hoeveelhede egtrogene in die ontlas-
ting verlore gaan. Onder sekere omstandighede kan die
vermo€ van die lewer om estrogene onaktief te maak, ook
verminder word. Volgens Engel (1952) het die toediening
van sekere kolloledalestowwe onaktivering van estrogene
deur die lewer vertraag. Biskind en Biskind (1942) vind

dat die lewer van rotte op m dieet wat nie genoegsaam vita-
mine van die B- kompleks bevat nie, die estrogeen-onakti-
veringsfunksie van die lewer verhoed.
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Volgens Grundy (1957) vind ander navorsers egter dat die
verhongering gedurende m vitamien -B-tekort die versteurde.
lewerfurksie kan verklaar en dat toediening van protefen
of meticnien die toestand ophef. HMentz, Udendsal en
Steyn (1950) het egter getoon dat die vitamine van die
B-kompleks noodsaaklik is vir die onaktivering van estro-
gene deur die lewer.

Volgens Wessely et al. (1952) word estrogene ook
deur bloed geonaktiveer.

Die uitskeidingsprodvkte van estrogene wat deur
verskeie navorsers uit urine verkry is, is meestal kon-
Jugate. Dodgson en Williams (1948) vind na toediening
van stilso€strol by vroue dat 35% van die dosis herwin
kan word uit die urine as die bensielamiensout van stil—
boEstrolmonoglukuronied. By beeste vind Malpress en Owen
(1946) dat na toediening van 4.5 gm. stilbo¥strol, 23.2%
daarvan in die ontlasting en 11.8% in die urine voorkom.
Met die onderhuidse toediening van 121 mg. vind hulle m
styging van die eteriese en anorganiese~-swawel-verbin-
dings in die urine. Wilder Smith (1947) vind dat by die
mens 50% as die monoglukuronied, 6% as die sulfaat-ester
en minder as 14 as die vry estrogeen uitgeskei word.
Pishman (1947) beskou die vorming van estrogeen-glukuro-
niede as m tussenstof wat ontstaan gedurende die verbruik
van estrcgene in die liggaam. Hanahan et al. (1953) be-
skou die konjugate as die vorm waarin estrogene in die
liggaam gestoor word en waaruit vrye. estrogene gevorm kan
word wanneer die liggmam dit nodig het.

Verskeie navorsers vind residuele esitrogeniese akti-
witeit in die weefsels van diere wat met .stilboBstrol be-
handel is. Veral na inplanting vind Cairy (1955) en Stob
et al.(1954b) residuele aktiwiteit.
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Laasgendemde navorsers vind dat 0.0l ugm. stilboBstrol per
gm. droé lewerweefsel by diere aangetref word wat met 60~
120 mg. stilbo8strol-inplantings14Q dae lank, behandel
is. In spierweefsel vind hulle by dieselfde beeste resi-
duele aktiwiteit wat ekwiwalent is san die aktiwiteit van
0.01 ugn. stilbo¥strol per gram dro8 vieis. In spierweef-
sel van skape wat met 12 mg. stilbo&strol-inplantings 28
tot 84 dae lank behandel is, was daar volgens die bevin-
dings van 3tob et al.(1954b) van 0.0l tot G.1 ugm. ekwi-
walente residuele aktiwiteit. By hoenders wat 12 mg. ine
plantings 7 tot 28 dae lank ontvang het, vind laasgenoemde
navorsers 0.0l tot 0.05 ugm. aktiwiteit. Merker ot al,.
(1955) kon geen residuelé aktiwiteit by hoenders wat met
12 mg, inplantings behandel is, vind nie. Na inplanting
van 90 mg. en ho€r dosisse stilboBstrol by die mens, kon
Greenblatt et al.(1952) ook nie residuele alktiwiteit in
die abdominale vet vasstel nie.

Met toediening van stilboBstrol per mond vind die
meeste navorsers dat daar geen residuele aktiwiteit in
die weefsels van sulke diere voorkom nie, Preston et al,
{1956) het die vleis van osse wat 2.75, 5.5 en 11.0 mg.
stilbo€swrol per os per dag 112 dae lank ontvang het,.
met behu’p van twee verskilldnde metodes ondersock.
Verder het hulle ook die weefsels van beeste wat 6 en 12
mg. per dag 113 dae lank en van beceste wat 9 mg. per dag
84 dae lank ontvang het, ondersoek. Geen aktiwiteit kon
in die vef%?iZwer, niere, milt of spierweefsel van enige
van die ciere vasgestel word nie. Turner (1956) vind eg-
ter dat cosse wat 148 dae lank met 10 mg. stilboBstrol per
o8 per dag behandel is, wel residuele aktiwiteit in die

nier- en longweefsel vertoon.
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Ander weefsel wat hy ondersoek het, soos spierweefsel van
die nek en ribstuk, punt van die tong, lewer, milt, hart,
brein, vet en bloed het geen residuele aktiwiteit besit
nie. Daar is ook volgens Stob et al.(1956) aanduidings
van residuele aktiwiteit in die niere en dele van die
spysverteringskaenaal van beeste wat 10.mg. hekso8strol en
chlortetrasiklein(oureomisien) per mond ontvang het. By
ander diere gee toediening van stilbo¥strol per mond ook
aanleiding tot residuele aktiwiteit in die weefsels., Gowe
(1949) vind dat hoenders wat 11 weke lank 0.004% dienofstrol
en daarna 2 weke lank 0.0088% dieno¥strol in hul voedsel
kry van 12 tot 14 ugm. in vleis en vel en 5 ugm. per 100
gm., in lewerweefsel residuele aktiwiteit,vertoon.

(b) Voorkoms van Estrogene in Plantweefsels.

Verskeie navorsers het estrogeenaktiwiteit in plan%e
en plantprodukte gevind. Bradbury en White (1954) het m
volledige oorsig opgestel oor die onderwerp. Volgens hulle
| is estrogeenaktiwiteit reeds in 1926 in plante aangetoon,”
n Groot aantal plante en plant-ekstrakte is reeds onder—
scek waarvan baie positiewe resultate gelewer het. Die
isolasie van m paar plant-estrogene kan ook bydra tot die
fundementele biochemiegse kennis van die verband tussen
chemiese struktuur en estrogeenaktiwiteit. Sekere voed~
selsoorte wat produkte van plante is, kan dus ook estro-
geenaktiwiteit verboon. Volgens Juhn en Gustavson (1930)
vertoon heuning ook estrogeenaktiwiteit wat waarskynlik
van plantaardige oorsprong is. Verder is daar estrogeen—

aktiwiteit in plantprodukte, soos knoffel,{Allium Sativum L),

hawersaad (Avena sativa L), produkte van die palm{ Elaeis

guineensis Jacqy, nSage"(mintblare wat as kruie gebruik

word) (Salvia officinalis L.), en verskillende varigteite
van die klawerplant (Trifolium Subterraneum L.) en lugern
(Medicago sativa)aangetref, wat taamlik hoog is.
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Daar is ook aanduidings van sktiwiteit in plante soos

Solanum tuberosum(aartappel), Arachis hypogaea (grondbone),

Beta vulgaris se saad (beet), Prunus domestica (pruim),

Butea superba Roxb. en Tulipa spesies (tulp), veral bolle.

Verwysings word deur Bradbury en White (1954) gegee .
Baie van die plante waarin aktiwiteit geving is, behoort®
aan die familie Leguminosae.

Dit is duidelik dat die voedsel van mens en dier
stowwe kan bevat wat estrogenies aktief is en dit hang
van die hoeveelhede waarin die stowwe in plante voorkom,
af, of dit enige invloed op die disrlike en menslike lig-
gaam sal uitoefen. Pope (1954) vind dat die estrogecn-
aktiwiteit wat in rooiklawer voorkom, gsodanige hoeveel~
hede bedra dat dit onvrugbaarheid by diere wat daarop wei,
kan veroorsaak, Die gevalle van die ernstige voortplan-—
tingsversteurings wat in Wes-Australid voorgekom het by

skape wat op klawer gewei het, (T. Subterrancum L.v.

Dwalganup), en deur Bennets et al. (1946) beskryf word,
was ultsluitlik aan die voorkoms van estrogecenaktiewe
stowwe in die klawer toe te skryf. Die seisoenveranderinge
wat in die samestelling van koeimelk voorkom, volgens Bart-
lett et al., (1948), kan ook aan dic wisselende hoeveelhede
estrogeenaktliewe stowwe wat in die plante wat deur die
diere gevreet word, toegeskryf word. Hulle vind dat sekere
graggoorie estrogeenaktiwiteit vertoon. Dit is in ooreen—
stemming met die bevindings van Evans en Evans (1949)
wat gedroogde jong grasmonsiers aan muise toegedien het
en gevind het dat die muise vervroegdegeslagsrypheid ver-
toon. Carter et al. (1955) vind dat diere wat met soja~
bone gevoer word, voortplantingsversteurings vertoon.

By die lusernplant is die estrogewenaktiwiteit nie

konstant nie.
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Die werk van Pieterse en Andrews (1956h) het getoon dat
die ekwiwalente aktiwiteit wissel van 2.6 ugm. per pond
in die vroeg knopstadium na 0.15 ugm. per pond voor die
blomstadium, dan necem dit weer toe ns 4.3 ugm., per pond
gedurende die blomstadium, in terme wvan ugm. stilboéstrol.
Dieselfde navorsers vind ook wisselende sktiwiteit in
lusernhooi, nl. van 16.3 ugm., 5.6. ugm. en minder as 0.5
ugm. per pond, in terme van die ekwiwalente aktiwiteit
van stilbo&strol. Die verskillende dele van die luscrn-
plant toon ook variasie, met die hoogste aktiwiteit in
die blare. Uit die resultate van die estrogeenbepalings
wat deur Cheng et al.(1953a) uitgevoer is, is dit duide-
lik dat hulle ook sktiwiteit vind wat ekwiwalent iz san
0.87 %ot 2.72 ugm. stilbo&strol per pond in lusern.
Pleterse en Andrews (1956a) vind dat wanneer lusern inge-
kuil word, daar m toename van estrogeenaktiwiteit voorkom
na n tydperk van inkuiling.

Verskeie goorte peulplante bevat waarskynlik estro-
geenaktiwiteit. Rooiklawer bevat volgens Pope et al.
(1953) m estrogene-isoflavoon nl. Biochanien 4. Sojabone
bevat volgens Cheng et al.(1953b, 1954) aktiewe isofla-
voon-verbindings; dit is ook die bevindings van Carter et
al.(1953). OCurnow en Rossiter (1955) isoleer ook uit
verskeie Trifolium-snesies die aktiewe genistein. Pieterse
en Andrews (1956b) het estrogeenaktiwiteit in verskeie
peﬁlplante gevind. Volgens Geissman en Hinreiner (1952)
kom isoflavoon-derivate in verskeie ander genera van die

Leguminosae-familie voor, bv. Onosis spinosa en Baphia

nitida. Volgens Bradbury en white (1954) het verskeie na-
vorsers reeds estrogene-verbindings uit ander peulplante

geisoleer.
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(¢) Chemie van Plant-estrogene,

Die estrogene-stowwe wat reeds uit plante gei¥soleer
is, sluit volgens Bradbury en White (1954) hidro-fenan-
treen—~, stilbeen~ en isoflavoon-verbindings in. Die
reeds gelsoleerde hormone is estroon, estriol, genistien
en sy derivate. Kennis van die plant-estrogene is egter
baie gebrekkig en fragmentaries; daar mag met verdere na-
vorsing nog meer stowwe gelsoleer word wat aktief is.

Geissman en Hinreiner (1952) noem in hulle oorsig
van die biosintese van plant-flavonofede verskeie plante
waarin silbene en isoflavone voorkom: Onder andere kom
die stowwe voor in sojabone, verskillende klawergewasse,

Cicer arietinum L.) en dyer's green weed
pnchick pea".(Genista tinetoria L.) Volgens Bradbury en

Wnite (1954) is die estrogeenaktiwiteit van bg. plante en

van Ferreirea spectabilis toe te skryf aan een van die

genistein~-verbindings wat daarin voorkom. Genisteiln is
5, 7y 4'-tri-hidroksie~isoflavoon en die derivate daar-
van wat reeds xelsoleer ig, is die 4'-metiel-eter{bio-

chanien-4) en 7- metiel-eter of prunetien. Die isofla~-

voon wat die algemeenste voorkom, is waarskynlik genistein,

wat ook deur Pope et al. (1953) uit Engelse rooiklawer ge-—
isoleer is. Dit is ook deur verskeie navorsers ult ander
klawerspesies geilsoleer. Curnow en Rossiter (1955) het

dit bv. uit 123 varigteite van T. Subterraneum L. en ook

uilt ander Trifolium-spesies gelsoleer.

Dit is elenzardig dat stowwe wat chemles .soveel van
mekazr verskil, dieselfde hiologiese uitwerking het op die
dierliike liggaam, m.a.w. dat stowwe wat chemies verskil,
almal kornifikasie van die muis-~ en rotvagina, of toename

van die uterusgewig kan veroorsaak.
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Die natuurlike estrogene-hormone het meestal m sik-
lopentano-perhidrofenantreen~gtruktuur bv, = - estfadiol
(fig.5a,p«57die meeste kunsmatige hormone het wm stil-
been-struktuur bv. stilboBstrol (4:4' - dihidroksie B-
dietiel-stilbeen)(fig.5b,p«57}. Ander kunsmatige estro-
gene begit egter nie m stilbeen~ of fenantreen-siruktuur
nie, soos Horeav-suur (#ig.5e,p.57).Die struktuur van
die plantestrogene wat tot dusver gefsoleer isy toon al-
mal verwantskap met die isoflavoon genistein (fig.5d,p.57):
Hieruit is dit duidelik dat daar m gebrek aan molekulére-
spesifiekheid by estrogene-verbindings is.

Reeds gedufende 1930 is eksperimente ultgevoer om
vas te stel hoe die molekuitl van die natuurlike esirogene
verander kan word sonder verlies van aktiwiteit: Vol-
gens Dodds en Lawson (1938) en Dodds (1949'en 1955) is
aanvanklik gevind dat m eenvoudige verbinding soos anol
nog aktiwiteit besit maar dit wag, soos later geblyk hef,
toe te skryf aan onsuiwerhe@e soos di-anol wat in die
toetsmateriaal voorgekom het. (Vgl. Campbell et al.{1949).
Bogenoemde navorsers het dus deur die ontdekking van stil-
bo8strol bewys dat die fenantreenkern nie noodsaaklik
is vir estrogeenaktiwiteit nie. Hulle stel ook aanvanke-
1ik n teorie op om die verband tussen aktiwiteit en struk-
tuur te verklaar. Die teorie is egter deur latere na-
vorsing omvergewerp. Volgens Solmssen (1945), wat m vol-
ledige oorsig gee van die verband tussen struktuur en ak-
tiwiteit van die sintetiese estrogene, is daar m paar ver-—
eistes waarsan u chemiese verbinding moct voldoen om ak-
tief te wees. <Volgens navorsers na wie hy verwys, is ge-

vind dat verskuiwing van die fenoliese-hidroksielgroepe
na ander posisies aan die feniel-kerns van stilbo€strol die
aktiwiteit opvallend verander.
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Figuur 5.
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Die aktiefste verbindings is dié wear die hidroksiel.roepe
in die paraposisie t.o0.v. dis aiifatiese—verbindingsket—
ting voorkom. Wysiging van die ziifatiese xetting aet

ook die aktiwiteit heinvloced., Veral substitusie van etiei-
groepe aan die¢ xetting verhoog die aktiwiteit asnsienlik.
Verlenging ven die ketting of verskuiwing van die dub-
belband het nie die aiktiwiteit verander nie. Difeniel-
propaan-verbindings se aktiwiteit is ook verhoog deur
substitusie san die ketting met metiel of etiel-groepe.
Die aktiefete van die groen verbindings was benso8strol
(fig.6a,p.59).Volgens Solmssen {1945) i die belangrikste
faktore vir aktiwiteit dus die posisie en aantal van die
hidroksielgroepe t.a.v. die alifatiese ketting en die
substitusieprodukte van die alifatiese-keiting.

Uit die oorédz wat Grundy (1957) gee van die ver-
band tussen sitruktuur en estrogeenaktiwiteit, is dit
duidelik dat verskeie faktore in aanmerking geneen noet
word, Oki en Urushibara (1952) vind dat stilboBstrol =e
aktiwiteit toe te skryf is aan die dikte wat die molekuul
besit. Verder ie daar ook u verband jtussen die abcorpsie-
vermo€ van stilbeen-egtrogene en hul aktiwiteit snos blyk
ult die werk van Rideal (1945). m Ander faktor wat deur
Grundy (1957) bespreek word, is die oplosbaarheid van eg-
trosene. Dit is duidelix dat stilboEstrol meer oplos-
baar is in water as hekscéstrol of dienogstol. Dit is
moontlik dat verbindings in die liggaam gehidroksileer
kan word en die gemak waarmee dit by m betrokke verbinding
kan plaasvind, sal ook bepaal hoe aktief dit is.

In die geval van difenielpropaan~verbindings spegl
substitusieprodukte by die alifatiese ketting blykbaar m

bhelangrike rol.



..,.59.. '

Flguur 6.

H0 f?_ﬁ_ C_ G lOH
Collg CoHg CHy

(a) Bensoé&strol.

R2 R3

{8
(b) 3, 3", Y4'-tetrahidroksie~chalkoon.
(Rl= R2= R3= R4 = QOH)
(¢) 3, 3', 4-trihidroksie-~chalkoon.
(Rl= H; R2= R3= R4= CH)
(d) 3, 4-dihidroksie-chalxoon.
(RL= R2= H;R3= R4= OH)

- Terwyl die aktiwiteit van bensogstrol tuzsen dié van ole
egtradiol en esircon is, is die aktiwiteit van ﬁono—al:
kiel-l, 3-difenielpropazn, volgens Solmssen (1945) baie
laer, DPieterse en Andrews (1956a) het gevind dat, wan—
neer genistein(fig,5d,p57) met alkoholiese XOH behandel

word, ontstaan n verbinding waarvan die aktiwiteit hoér

is as die van genisteiln self. Die produk wat so ontstaan,

toon baie coreenkoms met stilboEstrol, en dit is waarskyn-—

Lik die rede wasrom die aktiwiteit verhoog is,

Volgens Geissman en dinreiner (1952) p. 130, kom

daar in sekere plante m groep pigmente bekend as chalkone

VOO .
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Die stowwe kom voor as verskillende derivate van chal—

koon in plente soos Butea frondosa (Leguminosae), ver-

skillende genera van die Compositae soos spesies van

Coreopsis en Carthamus tinctorius. Bate — Smith en Swain

(1953) isoleer ook 2', 4, 4'-trihidroksie-chalkoon uit

geel-vari8teite van Dahlia varisbilis. Loewe et al.(1927)

en Loewe (1933) vind estrogeenaktiwiteit in blomme van

Salix Caprea L. Volgens Geissman en Hinreiner (1952) be-

vat die bas van Salix purpurea m 2-glukosied van 2', 4,

4', 6'-tetrahidroksie-chalkoon. Die stof phloridzin is
die 2'-glukosied van 2', 4, 4', 6' tetra~hidroksie-hidro-
chalkoon wat berel word uit die wortels van verskillende
vrugtebome van die Rocacae soos appels en pere.

V. BESPREKING.

1. Metode.

Die metode wat in hierdie bepalings gevolg is, is
een waar die toename in uterusgewig van geovariotomeerde
muise, na toediening van m ekstrak van die toetsmateriasl,
a8 kwantitatiewe maatstaf van die estrogeenaktiwiteit in
die ekstrak gebruik word.

Uit die resultate van proewe 14 en 19 is dit duide-
lik dat m dosis van 0.004 ugm. stilbo¥strol per gram muis-
voer respektiewelik m betekenisvolle en hoogs betekenis-
volle toename in uterusgewig veroorsaak het. Dit is in
ooreenstemming met die bevindings van Preston et al.(1956).

Soos in figuur 1, 2 en 7 gesien word, is die krommes
w2t die dosis-reaksie voorstel met herhaling, feitlik die-
selfde en daar is statisties ook nie betékenisvolie ver-
skil tussen die twee groepe resultate nie., Daar kan dus
aangeneem word dat dit die standaard-reaksie is wat vir

hierdie betrokke muiskolonie geld.
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Om faktore wat in die literatuuroorsig behandel is
en wat die resultate moontlik kon beinvloed, uit te ska-
kel is ingeteelde muige gebruik en ie al die muise op m
ouderdom van ongeveer 48 dse geovariotomeer en Presies
14 dae gelaat vir regressie van die uterus. Anderp fak~-
tore wat nog n invloed kon hé, is met behulp van proewe
ondersoek. Volgens Davis et al. (1956) verhoed w folien—
suur-tekort die reaksie van die uterus na estroseentoe—
diening. Volgens hulle het die toediening van aminopterien,
. stof wat die vorming van die sitrovorum-faktor uit
foliensuur in die liggaam verhoed, veroorsask dat die
verhoogde fosfolipiedew, suur-oplosbare-fosfate~ en Pro-
telen-stikstof- waardes wat normsalweg deur egtrogene
in die uterus wvan diere veroorsaask word, nie voorkom nie,
Die verhoogde aktiwiteit van alkaliese~ en suur-fosfa-
tase wat deur estrogeentoediening Veroorsaak word, is ook
deur die kunsmatig e foliensuur-tekort verhoed. Dit ig ook
in Ocoreenstemming met die bevindings van Haque et al,
(1949) wat dieselfde verskynsel by die hoender se oviduk
opgemerk het. Jukes (1952) verwys ook na u hele asntal
navorsers wat soortgelyke waarnemings zemaak het, o.s.
Hertz wat vind dat pteroglutaamsuur ock noodsaaklik is
vir die estrogeen~-reaksie by die rhesusbobbejzan, Ander
vitamine het nie dié invloed nie.

Die moontlikheid bestaan dus dat, indien die voer van
die proefmuise nie voldcende foliensuur bevat nie, daar
nie m normale uterus-reaksie sal wees nie, en dit xan die
bepaling beinvlioced. Om die moontlikheid te ondersoek, is
aan twee groepe geovariotomeerde muise dieselfde dosis
stilboEstrol toegedien nl, 0.008 ugm. per gram voer, In
die voer van een groep is 6.25 mg. foliensuur per muie

per dag bygevoeg.
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Soos uit die resultate van proef 20 blyk, was daar nie
betekenisvolle verskil tussen die uterusgewigte van aie
twee groepe muise nie. Daaruit mdet afgelei word datrin—
dien foliensuur, soos by ander soogdiere die gzeval is,
noodsaaklik is vir die invloed van estrogene op die ute-
rus van die muis, die muisvoer wat in hierdie proef aan
die muise toegedien is, genoegsaan foliensuur bevat het.
Die moontlikheid dat n foliensuur-tekort by die muise die
bepaling van estrogene wat hier uitgevoer ig, kon bhe-
invloed, is dus bale gering.

n' Tweede faktor wat n invloed op die bepalingsmetode
kan h8, is die moontlike estrogeenaktiwiteit van die muis-
voer wat hier gebruik is. Volgens Stob et al.(1954b) en
Zarrow et al.(1953) het die kommersigle muisvoer wat hul-
~le gebruik het, wel estrogeenakitiwiteit besit. So vind
Cheng et al. (1953a) ook dat die proewe wat hulle uitge-
voer het om die invioed van stilbo&€strol op die gewigtoe-
name van diere te bepaal, negatiewe resultate getoon het
omdat die voer wat die kontrolediere ontvang het, m hod
estrogeenaktiwiteit besit het en die kontrolediere dus
alrceds azan estrogeen-prikkeling blootgestel is. Zarrow
et al. (1953) het vasgestel dat die estrogeenaktiwitelt
van die nmuisveoer wat hulle ondersoek het;, ekwiwalent is
aan die aktiwiteit van 3.75 ugm. estradiol per Kg. voer.
l Dit het veroorsazak dat die kontrolemuise alreeds m ute-
rusgewlistoename ondergaan het. Die estrogeenaktiwitelt
van die muisvoer kan toegeskryf word aan die plantmateri-
aal wat daarin voorkom, of aan die dierlike weefsels wat
gebruik word by die vervaardiging, veral as die afvalpro-
dukte van diere wat met stilbo€strol behandel is, daar-

voor gebruik word.
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Cf die estrogene-materiaal kan toevallig in die muisvoer
beland, soos in die geval wat deur Hadlow en Grimes (1955)
beskryf word, waar die vervaardiger se meul met stilboid-
strol besmet was, |

Om die rede is die estrogeenaktiwiteit van die muig-
voer-mengsel wat in hierdie proewe gebruik is, ondersoek.
Aan een groep muise is m etanol—éeékstraheérde muligvoer-—
mengsel toegedien. Soos uit die resultate van proef 13
(Tabel 15),p. 23 blyk, is daar wel hoous betekenisvolle
verskille tussen die uterusgewigte van die kontrole wat
gewone muisvoer ontvang het en die uterusgewigte van die
muise wat ge€kstraheerde muisvoer ontvang het. Daar moet
aangeneem word dat die estrogeenaktiewe materiaal uit die
muisvoer verwyder is deur die etanol-ekstrahering. Omdat
foliensuur onoplosbaar.is in 96h-etanol is die verlaagde
uterusgewig wat deur die vooraf-geekstraheerde vosr ver-
oorsaak 1s, waarskynliik toe te skryf aan die verwydering
van estrogeenaktiewe materiasl en nie as gevolg van m
foliensuur-tekort nie. In sekere van die bepalings wat
uitgevoer is, was die ekstrak wat van die toetsmateriaal
gemaak is, teamlik swaar en het dit in verhouding n groot
deel ven die totale gewig van die ekstrak-voermengsel wat
uiteindelik zan die nuise toegedien is, uitgemaak. Daar-
enteen het die kontrolemuise net muisvoer ontvang.

Die estrogeenaktiwiteit van die muigvoermengsel kon
nie direk berekenword uit die regressiekromme wat opge-
stel is vir die standaard-dosisresisie nie. et die
standardisasie is van gewone muisvoer gebruik gemaak en
die kontroiemuise se uterusgewigte het dus zalreeds hoogs
betekenisvol verskil van die muise wat ge8kstraheerde muis-

voer ontvang het.
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Die gemiddelde uterusgewig van die kontrolemuise van proef
13 was 11.33 ht 0.26 mg. en die wat ge8kstraheerde muisvoer
ontvang het, se gemiddelde uterusgewig was 8.54 I 0.85

mg.; n verskil van omtrent 2 mg. Uit die regressiekromme
in figuur 3 blyk dit dat m toename van 2 mg., in uterus-
gewig op enige plek op die kromme gelykstaan aan n toe-
name van ongeveer 0.002 ugm. in die dosis stilbo€strol

wat toegedien word. As aangencem word dat die estro-
geenaktiwitelit van die muisvoer gelykstaan aan die akti-
witeit van 0,002 ugm. stilbo€strol per gm. voer, beteken
dit dat die totale estrogeenaktiwiteit van die 80 gm.
muisvoer wat die muise ontvang het, ekwiwalent is =an 0.16
ugm. stilbo&strol. (2.0 ugm. per Kg. voer). Indien die
gewig van die ekstrak wat van die proefmateriaal bereil

is, 11.79 gm. weeg (wat waar is vir die ertjie~ekstrak wat
in proef 11 berei is) dan beteken dit dat daar 68.3 gm.
muisvoer in die uiteindelike mengsel wat aan die muisze toe-
gedien is, voorgekom het. Die ekwiwalente estrogeenakti-
witelt van die muisvoer alleen was dus 0.002 ugm. per

gram of 0.1366 ugm. stilbo€strol in totaal. Die estro-
geenaktiwiteit van die ckstrak wat by die 68.3 gm. muisvoer
gevoeg 1s, moet dus ten minste ook m ekwiwalente aktiwitelt
van 0.002 ugm. stilbo€strol per gram besit; anders sal

die kontrolemuise aan m hotEr dosis estrogeen-aktiewe stowe
we blootgestel wees as die proefmuise. Indien die ekstrak
geen estrogeenaktiwiteit besit nie, sal die muise dus net
aan die estrogeenaktiwiteit van die 68.3 gm. muisvoer bloot-
gestel wees, m.a.w. aan p aktiwiteit ekwiwalent aan 0.00171
ugm. stilboéstrol per gm. ekstrak-voermengsel terwyl die
kontrolemuise aan n estrogeenaktiwiteit ckwiwalent aan
0.002 ugm. stilbo€strol per gm. voer blootgestel is, m

verskil van 0.000293 ugm. per gm. S ﬂ :

~ e




- 65 —

Daaruit ksn afgelel word dat die uterusgewig van die
proefgroep muise laer moet wees as die van die kontrole
indien die ekstrak wat getoets word zeen aktiwiteit be-
81t nie en dat, indien die kontrole- en proefmuise se
uterusgewigte nie verskil nie, die moontlikheid nog be-
stean dat die ekstrak m estrogeensktiwiteit, ekwiwalent
aan 0.000293 ugm. stilbo&strol per gm. ekstrak, uitge-
oefen het. Dit beteken dan dat as die ekstrak bv. 11.7
gu. weeg, die totale ekwiwalente esitrogeenaktiwiteit aan
0.00343 ugm. stilbo8strol gelyk sou wees aof aan $.00121
ugm. stilboEstrol per gram droé€ materiaal indien die ek-
strak berei is uit 200 gm. drog materiaal.

In die meeste gevalle van die proewe wat hier gedoen
is, was die gewig van die ekstrak minder es 11.7 gm. sodat
die moontlike aktiwitelt nog aan minder as 0.000293 ugn.
stilboéstrol per gm. ekstrak gelyk sal wees. Hierdie
moontlikheid geld nie vir die vleismonsters wat ondersoek
is nie, aangesien in die gevalle wvir die kontrole ook m
vlieisekstrak berei is en by die muisvoer gevoeg is. By
die ander bepalings wat uitgevoer isg, is hierdie faktor
egter nie in aanmerking geneem nie aangesien dit msar m
geringe verskil sou uitoefen. Die bepalingsmetode sal
waarskynlik gebruik kan word om kleiner hoeveelhede estro-
geenaktiwiteit aan te toon indien m estrogeen-vry dieet
aan die muise verskaf word.

n Derde faktor wat ondersoek is in verband met die
bepalingsmetode, is die moontlike verlies van estrogeen-—
aktiwiteit wat gedurende die ekstraheringsproses mag plaas-—
vind. Die muigvoer ig met etanol getkstraheer, die ekstfak

is weggegool en n tweede monster i1s ge€kstraheer en die
ekstrak is oor die eerste gegksiraheerde monster gegooi,
afgedamp en aan die proefmuise toegedien.
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Soos in proef 13 (Tabel 15) gesien kan word, is die ver—
skil in uterusgewig tussen kontrole- en proefmuise baie
min en statisties nie betekenisvol nie. Daaruit mag af-
gelei word dat die estrogeenaktiwiteit gedurende die ek-
straheringsproses nie betekenisvolle verandering ondergaan
nie, mits die estrogeenaktiwiteit van die betrokke monsters
dieselfde was voor ekstrahering. Dit geld waarskynlik nie
vir alle gevalle nie. Daar is baie voorbeelde van navor-
sers wat m afname van aktiwiteit vind. Merker et al.
(1955) beskryf mn proef waar 2.0 mg. stilbostrol by 1.5
tot 2 Kg. gemaalde hoendervleis gevoeg is en daarvan kon
net 50% weer teruggevind word na ekstrahering. Selfs met
ekstrahering in m atmosfeer van stikstof was die her-
winning nie hoér nie. Dit kan egter ook aan ensiem-
werking toe te skryf wees. Ander gevalle is ook bekend
waar die aktiwiteit deur die ekstraheringsprosedure ver-
“hoog is, soos in die eksperimente wat deur Pieterse en
Andrews (1956&) uitgevoer is, waar vasgestel is dat be-
handeling van plantmateriaal met alkoholiese KOH die akti-
witeit kan verhoog. (vergelyk bevindings van Ma.press(l946).
Die bepalingsmetode is nie vry van kritiek nie en
daar is nog faktore wat die resulizte kan be¥nvloed.
Dear is byvoorbeeld opgemerk dat die muisvoer veselagtige-
materiaal bevat wat nie deur die muise gevrzet word nie.
Wanneer n etanol-ekstrak wat estrogeenaktiéwe stowwe bevat
nou oor die muisvoer gegooi word, kleef daar met afdamping
van dieretanol, van die estrogeenaktiewe materiaal ook
0.8. aan hierdie veselagtige, oneetbare,Amuisvoerdeeltjies
vas. Op die wyse kan dit gebeur dat die proefmuise nie
aan die Volle estrogeenaktiwitelt van die ekstrak blootge-

stel word nie.
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Verdere moeilikhede wat aan die manier van toediening
verbonde is, is die moontlikheid dat die.ﬁﬁise nie al die
voer~ ekstrakmengsel inneem nie. Ten Spyte van die spe-
siale voerbakkies wat gebruik is, kan dit tog gebeur dat
die muise, alhoewel die voer meestal met m vysel vooraf
gemaal is, klein stukkies daarvan uit die voerbakke kon

verwyder en dit verlore gegaan het, Jie hosveslhede wat so
verlore gggaan het,.1ls waarskyniik baie gering. Gewoon-—
T - . 4

1ik is drie voerbakkies in n hok vir 10
muise geplaas om die moontlikheid van kompetisie tussen

die muise uilt te skakel, maar dit kan waarskynlik nog ge-
beur dat een of meer muise, meer as die ander muise van
dieselfde groep van die voer vreet en dus aan m ho8r do-
8is estrogenies-aktiewe stowwe blootgestel kan word.

Die gevolg is dat die betrokke muis- se uterusgewig baie
ho¥r sal wees as die ander van dieselfde groepy en dit ver-
minder die statistiese waarde van die resultate.

Daar is ook gevind dat die ekstrak wat van sommige
plante en plantprodukte berei is, op een of ander wyse
nie aantreklik genoeg is vir die muise om te vreet nie.
sommige plante bevat groot hoeveelhede gomagtige stowwe
of suikers of ander stowwe wat hidrofilies is; @it veroor-
saak dat die voer-ekstrakmengsel wat verkry word, so vlioei
baar is dat die muise dit nie wou eet nie. Daar is ook
ander plante wat o.a. bitterstowwe bevat wat die voer-
mengsel waarskynlik vir die muise onsmaaklik maak.

In m poging om sommige van die probleme wat asn die
manier van toediening verbonde is, te bowe te kom, is m
wysiging van die toedieningsmetode ondersoek. Dit berus
daarop dat die ekstrak nie met die voer van die muise ge-
meng word nie, maar direk per maagbuis aan die muise +toe-

gedien word,




- 68 -

Om die minimumhoeveelheid estrogeenaktiwiteit wat nog )
betekenidvolle uterusgewigtoename sal veroorsaak in terme
van mikrogram stilbostrol vas te stel, is m standsard-
dosisreaksie opgestel deur die dosisse in soedolie op te
los en per maagbuis toe te dien. Statisties is Gaar eg-
ter eers betekenisvolle toename met toediening van 0.C08
ugm. per I c.c. soetolie. Vir die hoér-dosig-groepe is
die reaksie ook heelwat laer as met die toediening van
stilbogstrol in die voer. Wanneer die krommes wat die
dogsisreaksie voorstel met mekaar vergelyk wordifig.1269
)t is dit duidelik dat die reaksie vir die dosisgroepe
baie verskil. Die hoogste dosis nl. C.032 ugm. per &

c.c. olie het mn uterusgewig van gemiddeld 27.69 mg. ge-
lewer terwyl met die toediening van dieselfde dosis in

die voer van die muise m gemiddelde uterusgewig van 42.53
mng. verkry is.

n Moontlike verklaring vir hierdie swakker reaksie

is dat die soetolie wat as oplosmiddel gebruik is, die
absorpsie van die stilbo8strol uit die spysverterings-
‘kanaal van die muise sodanig belemmer het dat daar net
gedeeltelike absorpsie van stilbo8strol plaasgevind het

en dat daardeur die konsentrasie van stilboBstrol in die
bloedstroom so laag was dat net m gedeelte van die uterus—
gewigtoename wat by die ander toedieningsmetode verkry,
word, hier gevind is. Indiecn m ander oplosmiddel gebruik
sou word kan mn beter reaksie verwag word. m Aanduiding
van die invloed van die soetolie op die spysverterings-—
kanaal van die muis word gesien in die lakserende in-
vloed wat dit uitgecefen het. Soos in proef 21 gesien is,
het laksering by die muise veral na die eerste dosis soet-

olie en veral by die kontrolegroep voorgekom.
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Figuur 7.

Vergelvking van Dosis-reaksiekrommes.
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By die eerste en hoBr dosis~groepe het minder gevalile van
laksering voorgekom. Na die tweede dag was daar in al die
groepe baie minder muise wat laksering getoon het en by
die hoogste-dosis-groep was daar net na die derde toedie-—
ning een muis wat tekens van laksering getoon het. Nz die
derde toediening was daar verdere afname van die aantal
nmuise wat tekens van laksering getoon het. Dit skyn dus
of die muise geleidelik gewoond geraak het aan die soet-
olie en verder wil dit voorkom of die stilboBstrol een of
ander invlioed op die spysverteringskanaal uitgeoefen het
waardeur laksering beperk is. Geen grond kon egier in die
literatuur vir so m teorie gevind word nie. Die vraag wat
ontstaan, is of die absorpsie-snelheid enigsins deur stil-
bo¥strol belnvioed kon gewees het. As dit die geval is,
verklaar dit waarom m beter uterus-reaksie by die hobr-
dosis-groepe verkry is. As egter na die krommes wat die
dosis-reaksie vergelyk(fig.7,p68), gekyk word, is dit dui-
delik dat die kromme III vir die maagbuistoediening tussen
die dosisse 0.032 en 0.064 ugm. per muis per dag, feitlik
parallel loop met die krommes I en II vir die toediening
per voer, By die ho&r dosisse is daar egter m verminde-
ring van die mate van reaksie. Indien stilbo¥strol die
absorpsie-snelheid in die spysverteringskanaal beinvloed
het, sou verwag kon word dat die kromme nie m daling sou
toon nie, maar eerder n stygende neiging sou h&. Die moont~
likheid is dus groot dat stilbo€strol net vermindering van
die lakseringsneiging by die muise veroorsaak het en nie
die absorpsie-snelheid verhoog het nie.

Die voordele wat aan die meagbuistoediening verbonde
is, 1s dat die dosis wat aan elke muis toegedien word,

presies gemeet kan word.
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Paardeur word die moontlikheid dat een muis aan n groter
dosis estrogenies-aktiewestowwe blootgestel word as
ander van dieselfde groep, uitgeskakel en bly net die
individuele variasie in sensitiviteit ocor as faktor waar-
deur die statistiese waarde van die resultate belnvloed
kan word. Baie min van die oorspronklike ekstrak gaan
0ok verlore en die muise kry nie die geleentheid om die
ekstrak volgens hul eie smaak te eet of te laat nie.
Wanneer die standaarddosis in soetolie opgelos word, kan
hoeveelhede van minder as 0.008 ugm. stilbo8strol per %
C.C. egter nie bepaal word nie.

(2) Estrogeensktiwiteit in Voedsel.

(2) Residuele estrogeenaktiwiteit in Diereweefacls .
Uit die bepalings van die residuele aktiwiteit wat

hier uitgevoer ig, is dit duidelik dat die vleis van

stilboéstrol-behandelde osse geen of bale geringe aktiwi-

teit besit. Soos uit proef 1 en 2 (Tabel 1, 2 en 3)

blyk, is daar wel m toename van die uterusgewig van muise

wat weefselekstrak van behandelde osse ontvang het.

Daar is mn toename van uterusgewig vir spierweefsel{kruis-
stuk) vir osse wat 5 mg. en 10 mg. stilbolstrol per dag
ontvang het. Die toenames is egter nie statisties bete-
kenigvol nie. 0ok na bewaring van die vleismonsters in
die dro€ toestand, soos met biltong gedoen word, het die
aktiwiteit in die weefsels van die osse wat 10 mg. per
dag ontvang het, nie n styging van die aktiwiteit veroor-
saak nie. In dié geval was daar 0ok m toename in die
gemiddelde uteruégewig (Tabel 2), meaar dit was nie bete—
kenisvol nie. Indien daar dus enige ensiem-aktiwiteit

in die dro€ vlels voorkom, is dit nie van so m aard dat

dit die estrogeen-metaboliete wat in die weefsels voorkom,
sodanig aktiveer dat dit m merkbare styging van gie
residuele aktiwiteit meebring nie.
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Biltong wat van beeste wat stilbo¥strol-behandeling ont-
vang het, gemaak word, sal waarskynlik dus nie ho¥r re-
siduele aktiwiteit vertoon as wat die vars weefselg ver-
toon nie.

So0s uit die resultate van proef 2 (Tabel 3) biyk,
~het die toediening van lewer-ekstrak, afkomstig van osse
wat met stilbo8strol behandel is, geen toename van die
miis-uterusgewig veroorsaak nie. Daaruit kan afgelei
word dat die lewer-weefsel geen residuele aktiwiteit be-
2it nie. Uit die werk wat gedoen is in verband met die
invloed van diel lewer op eksogene estrogene kan verwsg
word dat die lewer die stilbo&strol onaktief maak. Die
vermo€ van die lewer om estrogene fte onaktiveer is waar-
skynlik vir stilbostrol nie so doeltreffend as vir die
natuurlike estrogene nie. Dit kan ook verklaar waarom
stilbo€strol meer aktief is per mond as die natuurlike
estrogene. Indien die lewerweefsel van die bees nie van
die lewerweefsel van ander diersoorte verskil nie, kan
aangeneem word dat die hoeveelhede stilbo8strol wat die
lewer deur die poortaar beréik na n toediening van 10
mg., gedeeltelik geonaktiveer word. Die eindproduk van
die onaktiveringsproses is waarskynlik n gekonjugeerde
stilboéstrol-verbinding of onaktiewe degradasieprodukte,
Dit mag ook wees dat m verbinding gevofm word wat van so
n aard is dat die weefsels dit kan verbruik, waarskynlik
ook m konjugasie-verbinding. (Vergelyk Pishman (1947)‘en
Hanahan et al. (1953). m Gedeelte van die stilbogstrol
word waarskynlik in die gal ulitgeskel wat_weer gedeelte-

1lik herabsorbeer en gedeeltelik uitgeskel word. n Mate
van onaktivering vind waarskynlik in die bloedstroom
Pplaas en uitskeiding van die bloed-estrogeen-verbindings
en vap vry stilbo€strol vind by die niere plaas.
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Dit is dus duidelik dat net m gedeelte van die oorspronk-
like dosis uiteindelik die weefsels bereik. As verder

in aanmerking geneem word dat, indien m dosis wvan 10 mg.
in die hele dierelike liggaam eweredig sou versprei word,.
die uiteindelike verdunning by m bees wat 700 pond weeg m
belangrike faktor is wat die residuele aktiwiteit bepaal.
Indien daar nie een of ander vorm van Ophoping of op-
berging in sekere weefsels plaasvind nie, sal die resi-
duele aktiwiteit go laag as 3 ugm. per 100 gm. weefsel
wees kXort na die toediening.

Volgens Ryan en Engel (1956) is die aard van die es—
trogeen-verbinding van die natuurlike estrogene wat in
die menslike serum woorkom, nog onbekend en daar
bestaan alleen aanduidings dat dit m estrogeen-proteien~
konjugasie is. Laasgenoemde navorsers verwys ook na die
werk van Roberts en Szego (1955) wat aangetoon het dat
dear m protelen-aggregaat in die serum voorkom. Stob et
al. (1954a) het van hierdie teorie gebruik gemask om die
verskynsel dat daar residuele estrogeenaktiwiteit in die
vlels van beeste kan voorkom, 168 dae na die inplanting
van stilbo€strol onder die vel, te verklaar. Volgens
hulle ontstaan die protefen-verbinding met stilbosstrol
in die weefsels solank die bloed-estrogeen-konsentrasie
hoog is, net na die inplanting. Die proteTen-gebonde
stilboéstrol word in die spierseile gevorm en kan, omdat
die molekuul groot is, baie stadig terug in die bloedstroom
beweeg wanneer die bloed~estrogeen-konsentrasie begin daal.
Dit mag ook wees dat die estrogesn-protelen-verbinding
80 groot is dat dit nie weer die selle kan verlsat nie
en dus aanleiding sal gee tot ophoping van estrogenisesme

stowwe,
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Dié vraag bestaan of die protelen-estrogeen-agaregaat on-
der sekere omstandighede weer vrygestel kan word uit die
selle en of die aktiwiteit wvan die aggregaat dieselfde is
as dié wvan vry stiibo€strol. wasrskynlik is die aktiwi-
telt daarvan laer as die van stilbo&strol en sal die ak-
tiwiteit verhoog kan word deur afeplitting met benulp van
hidrolise. Die moontlikheid bestaan dus dat verhoging
van die aktiwiteit verkry kan word deur die hidrolise wat
sulke weefsels in die Spysverteringskanaal ondergaan na-
dat dit gekook en geBet ig,

Om hierdie moontlikheid te ondersoek is die vleis van
die tweede groep beeste vooraf met 0.4, NaOH-oplossing in
water, behandel. Soos uit die resultate van proef 3
(Tabel 4) blyk, het die weefsels van beeste wat 10 mg.
stilbogstrol ontvang het nie betekenisvolle hoeveelhede
residuele aktiwiteit bevat nie. Die spierweefsel wvan
diere wat 10 mg. stilbo8strol plus 75 mg. oureomisien per
dag ontvang het, het wel betekenisvolle residuele aktiwi-
Tteit vertoon. Die ekstrak van weefsels van beeste wat 10
mg. stilbo8strol ontvang het, het wel die uterusgewigte
ven die muise laat toeneem soos. in Tabel 4 gegien kan word.
Daar was egter groot individuele variasies wat die statig-
tiese waarde van die resultate verminder het. (Die P-
waarde was 4.23. Vir die resultate om betekenisgvol te

verskil van die kontrole se uteruggewigte, moet die #-
waarde 4.41 wees,) Die groot individuele variasies is waar-

lik toe te skryﬁ? aan variasies van
die sensitiviteit van die muise teenoor estrogene of aan

kompetisie tussen die muise. Volgens Zondek (1941) het
suur- of alkaliese hidrolise van die weefsels van muise
waaraan estrogene toegedien is, die hoeveelheid ak$iwiteid

wat herwin kon word, van 3 na 204 verhoog.
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Hy stel voor dat ait plaasvind ten gevolge wvan hidrolise
van die onaktiewe proteien—estrogeen~verbinding waardeur
reer aktiewe estrogene vrygestel word. Aan die ander kant
het die bevindings van Malpress (1946) getoon dat suur-
hidroliese van stilbo8strol die aktiwiteit daarvan kan
verlaag ten gevolge van die vorming vanjV—isomeer. Die
moontlikheid bestaan ook dat plantprodukte soos isoflavone
wat in die weefsels van die diere mag woorkom, m styging
van aktiwiteit kan ondergaan. Pieterse en Andrews (1956)
het aangetoon dat die behandeling van genistein met 1.5%
alkoholiese KQH die estrogeenaktiwiteit daarvan verhoog
het.

Alhoewel al die vleismonsters in proef 3 met NaQH
behandel is, het net die uterusgewig van die muise wat m
eketrak, afkomstig van beeste wat stilbo€strel en oursomi-~
Sien ontvang het, betekenisvol toegeneem, Die uterusgewig
van muise wat n ekstrak, afkomstig van die kontrole-groep
beeste, ontvang het, verskil nie betekensivol van die ute~
rusgewig van proef 1 se kontrolemuise nie:. Dit is dus
duidelik dat die NaOh-behandeling nie die aktiwiteit
merkbaar bveinvloed het in die géval van die kontrole-
beeste se vleis nie. Op watter wyse die behandeling met
~ oureomisien die residuele aktiwiteit kon beinvlced, is
nie duidelik nie. Uit die bevindings van ander navorsers
is duidelik dat die residuele estrogeniese aktiwiteit vasg-
gestel kon word by diere wat antibiotiese middels sazm met
stilbo€strol ontvang. Die verhoogde groeisnelheid wat ver-—
kry word deur die toediening van oureomisien azan herkouers,
kan volgens Fruton en Simmonds (1953) verklaar Wor@ deur
aan te neem dat dit m invioed Op die aktiwiteit wvan die

mikroflora van die spysverteringskanaal uitoefen.
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As aangenheem word dat die mikroflora van die herkouer se
Spysverteringskanaal onder normale omstandighede n ge-
deelte van die eksogene stilbostrol ongktiveer, dan volg
dit logies dat indien toediening van oureomisien hierdie
oraktiverings-werking vertraag die konsentrasie stilbof-
gtrol wat geabsorbeer sal word verhoog en sodoende die
dier aan groter stilbog€strol-prikkeling blootstel. Lier-
uit kan die ho¥r residuele aktiwiteit verklaar word. Ver-
der is dit ook moontlik dat Oureomisien die onaktivering
van stilbo&strol deur die lewer kan vertaag. Judah en
Lipmann (1951) het gevind dat oureomisien op een of ander
wyse die proses van ocksidatiewe~-fosforilasie versteur,
Ten gevolge van die invloed wat dit moontlik op ensiem-
sisteme in die liggaam kan h8, xan dit moontlik wees dat
dit mag bydra tot die Ophoping van stilbo&strol in die
weefsels van beeste.

Uit die regressie-kromme wat met die standaard-dosise
reaksie opgestel is, is bereken dat die residuele estro-
geenaktiwiteit in die vleis van beeste wat ourcomisien
pius stilbo&strol ontvang het en daarna aan alkaliese
hidrolise onderwerp is, ekwiwalent is aan die aktiwiteit
van 0.00235 ugm. stilboBsirol per gram dro€ vleis. As
die watergehalte van gekookte vleis 50/# is, beteken dit
dat die sktiwiteit van die vleis ekwiwalent is san 1.175
ugn. per kilogram of 0.533 ugu, per pond gekookte vleis,
Indien dieselfde mate van hidrolise ook in die sgysver-
teringskanaal van die mens kan plaasvind; is die styging
wat dit in die residuele aktiwiteit egter veroorsaak nog
S0 gering dat 851 Kg. gekookte vleis eers die ekwiwalente
hoeveelheid aktiwiteit sou besit wat m terapeuticse dosis

van 1 mg. stilbo¥strol uitoefen. Die moontlikheid dat
sulke klein hoeveclhede estrogeenaktiwiteit m invloed op
die mens xan h&, is onwaarskynlik.




i

By die bepalings wat deur Turner (1956) uitgevoer is, kon
in die niere en longe van osse wat met 10 mg. stilboEstrol
behandel is, 4 en 10 tot 12 dele per biljoen residuele
aktiwiteit onderskeidelik aangetoon word. (4 ugm./Kg.

vir niere en 10-12 ugnm./Kg vir longe).

(b) Voorkoms van Estrogene in Plantweefsels.

In proewe 16 en 17 wat hier uitgevoer isy; is gevind dat
lusernkuilvoer‘en Ladino-klawer estrogeenaktiwiteit besit.
Soos in Tabel 18 geeien kan word, is die berekende akti-
witeit vir lusernkuilvoer ekwiwalent aan die aktiwiteit
van 0.00249 ugm. stilboé€strol per gram dro¥ kuilvoer of
1.13 ugm. per pond droé€ kuilvoer. Die aktiwiteit wat in
proef 17 vir Ladino-klawer zevind is, is ekwiwalent aan
die aktiwiteit van 0.00312 ugm. stilbostrol per gm. drod
materiaal of 1.49 ugm. per pond. Dit is nie heeltemal in
ooreenstemming met wat Cheng et al. (1953a) vind niec.
Volgens hulle het Ladino-klawer geen aktiwiteit vertoon
nie en lusernmonsters wat getoets is, het soveel as 2.72
ugm. stilho&strol per: pond hooi, ekwiwalente aktiwiteit
in die vars gedroogde toestand vertoon, wat waarskynlik
na inkuiling nog ho&r sou wees. Die aktiwiteit wat hier
vir Ladino-klawer gevind is, is ook amper driemaal so hoog
as die aktiwiteit wat deur Picterse en Andrews (1956b) ge-
vind is, wat dit gestel het op minder as C.5 ugm. gtil-
boéstrol aktiwiteit per pond dro& materiaal.

As in aanmerking geneem word dat die aktiwiteit van
lusern nie altyd ewe hoog is nie, kan aangenecem word dat
die mate van aktiwiteit wat dit vertoon op die tydstip
dat dit gesny is, een van die belangrikste faktore sal
wees wat die uiteindelike aktiwiteit sal bepaal wat dit

vertoon na die inkuilingsperiode.
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Daar mag ook ander faktore wat gedurende die bereiding van
die kuilﬁoer n rol speel, wees, waardeur die aktiwitedit
beinvloed kan word. Waarskynlik is die styging van akti-
witeit wat gedurende die inkuilproses van lusern optree,
toe te skryf aan die werking van mikro-organismes en dit
mag wees dat, as al die faktore vir die werking van die
mikro-organismes nie optimaal is, die uiteindelike sty-
ging wat die aktiwiteit sal ondergaan, nie so hoog sal
wees nie., Daar mag ook onbekende omgewings- en ander
faktore gewees het wat die ontwikkeling van estrogeenakti-
witeit gedurende die groeitydperk van die besondere lusern-
plante sodanig beInvloed het, dat die aktiwiteit voor in-
kuiling alreeds laag was. Op dieselfde wyse kan die hoér
egtrogeenaktiwiteit van die Ladino-klawer ook verklaar
word. m Belangrike faktor wat die estrogeenaktiwiteit
van lusern bepaal, is die groeifase waarin die lusern—
plante was toe dit gesny is. As die lusern gesny word op
n tydstip wanneer die aktiwiteit laag is, bv. gedurende
die vroe& knop-stadium (Vgl. Pieterse en Andrews 1956D)
kan dit moontlik wees dat die sktiwitelt nie so hoog sal
wees nie. Die moontlikheid bestaan dat dieselfde ook vir
die Ladino-klawer geld.

Volgens Bradbury en wWhite (1954) het Kroszczynski en

Bychowska (1939) gevind dat die blare van Salvia officina-

lig L., ho€ estrogeenakbtiwiteit besit nl. 6,000 muiseen-
hede per Kg. (ongeveer 300 ugm. estradiol monobensoaat per

Kg.) Die inheemse salie S. sisymbrifolia Skan. wat hier

ondersoek is, het egter m baie laer estrogeenaktiwiteit
besit,nl. ekwiwalent zan 0.00786 ugm. stilboEstrol per

gram droé materiaal.
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As aangeneem word dat die watergehalte 'van die plant
80% is, beteken dit dat 5.0 gm. vars materiasl diegelfde
agtiwiteit het as 1 gm. dro¥ materiaal, of dat 100 gm.
vars materiaal dieselfde aktiwiteit sal vertoon as
0.1572 ugm. stilbo&strol. Die moontlikheid bestaan dat
ander vari€teite van die spesie ook aktiwiteit mag ver-—
toon.

Die praktiese waarde wat die voorkoms van estrogene
in plante het, is dat die plante aan diere wat van eko-
nomiese belang is, toegedien kan word, in plaas van
stilboEstrol, om dieselfde bevorderlike invloed te ver—
kry. Indien meer kennis byvoorbeeld versamel kan word
oor die fakiore wat die estrogecenaktiwiteit in kuilvoer
bepaal, mag dit moontlik wees om aan diere m hoevesl-
heid voer te gee wat m ekwiwalente aktiwiteit van m se-
kere dosis stilbo€strol kan uitoefen. Meer kennis is
egter nodig sangaande die voorkoms, chemie, plant-fisio~
logie en lot van estrogene by die dier na inname. Daar
bestaan baie min gegewens oor die estrogeenaktiwiteit
wat bv. in die inheemse grassoorte en klawergewasse
voorkom.

In m poging om vas te stel of daar enige egtrogeen—~
aktiwiteit in sekere voedselsoorte wat deur die mens & e
bruik word, is, is die bepalings uitgevoer oy verskillen-—
de plantprodukfe. Soos uit die resultate geblyk het, was
die hoogste uterusgewig wat verkry is, dié met toediening
van vars-pruimekstrak. (Proef 4, Tabel 55 die berekende
akfiwiteit is ekwiwalent aan 0.02247 ugm. stilboBstrol
per gm. droé€ prulmmateriaal., As die voggehalte van
pruime 85% is, beteken dit dat elke 6.65 gm. vars materi-

aal dieselfde aktiwiteit sal h& as een gm. dro€ materiaal
of 0.337 ugm. per 100 gm. vars materiaal of 1.53 ugn.
pexr pond.
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Talgens Braddury en white (1954) het Dohrn et al.{1926)
aktiwiteit in pruime en kersies aangetoon en het Finne-
more (1910) en King en Jurd (1952) n glukosied van prune-
tien uit Prunusg Sp. en prunetien uit Prunus puddum Roxb.

onderskeidelik geisoleer, stowwe wat estrogeenaktiwiteit
besit volgens Bradbury en White (1953). Die estrogeen—
aktiwiteit in die vars pruimmateriaal is dus heelwaar—
skynlik hier ook toe te skryf aan die teenwoordigheid
van prunetien, m 7-metiel eter wvan genistein, Wat die
estrogeenaktiwiteit van pruimedante betref, (proef 5
Tabel 7) bestaan die moontlikheid dat dazar ten gevolze
van die behandeling met soutsuur u aktivering van pro-
estrogene wat in die materisal kon voorgekom het, plaas-
gevind het., Dit kan verklaar waarom die eter—ekstrak
MEE EXEY geen aktiwiteit getoon het nie, maar na behan-
deling met soutsuur wae daar wel aktiwiteit ekwiwalent
aan 0.00417 ugm. stilbodstrol per gram dro€ materiaal.,
As aangeneem word dat die watergehalte van gekookte
pruimedante 60-70% is, dan is die estrogeenaktiwiteit
van elke 2.5 gm, gekookte materiaal ekwiwalent aan
0.00417 ugm. of 0.17 ugm. per 100 gm. of 0.77 ugm. stil-
bo€strol pir pond gekookte pruimedante.

Vars perskes is ook ondersoek en uit die resultate
van proef 6 blyk dat die toename in uterusgewig wat voor-~
gekom het, nie¢ betekenisvol was nie, Hier is opgemerk
dat die uterusgewigte van sommige van die kontrolemuise
hoog was, terwyl ander laag was. Dit het die statistiese
waarde van die resultate verminder.

Die moontlikheid dat peulplante wat vir menslike
voeding gebruik word, ook estrogene~stowwe kan bevat, isg,

5008 ult die literatuuroorsig blyk, nie uitgesiuit nie,
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Uit die resultate van proef 7 (Tabel 9) is bereken dat
gebakte grondbone estrogecenaktiwiteit ekwiwalent san
0.00699 ugm. stilbo8strol per gm. drod materiaal bevat.
As sangeneem word dat die watergehalte van vars gobakte
grondbone 2.6% is, beteken dit dat die sktiwiteit van
1.03 gm. dieselfde is as die asktiwiteit van 1 gm. drod
materisal, m.a.w. 0.68 ugm. per 100 gm. of 3.08 ugm.

per pond vars gebakte grondbone. Grondbone-koekmeel wat
in groot hoeveelhede vir landboudoeleindes gebruik word,
is ook ondersoek maar dit het nie betekenmisvolle akti~
witeit bevat nie (Proef 8, Tabel 10). Dit wil dus voor-
kom asof die estrogeenaktiwiteit hoofsasklik in die olie-
gedeelte van die grondbone voorkom. Die moontlikheid
bestaan dat die ekstrak wat aan die muise.toegedien is

in proef 7, die absorpsie-snelheid in die muis se sSpys-
verteringskanaal kon belemmer. Die etanol-ekstrak wat
van die grondbone-materiaal gemaak is, het m groot hoe-
veelheid olie bevat., In proef 21 is gevind dat die toe-
diening van stilbo&€strol opgelos in soetolie nie die-
selfde dosis—reaksie lewer as wanncer stilboBstrol in die
voer gemeng word nie. Indien die grondbone-olie dieselfde
uitwerking sou hé, kan verwag word dat die estrogeenakti- |
witeit van grondbone-materiaal ho¥r sal wees as wat ge-
vind is indien die aktiewe estrogene-stowwe uit die ek~
strak geIsoleer sou kan word en aan die muise toegedien
word.

Die estrogeenaktiwiteit van droé boontjiesade is ook

ondersoek in proef 9, (Tabel 11), en dsar is gevind dat
aie toename in uterusgewig wat voorgekom het, nie beteke-

nisvol was nie. Die aktiwiteit is waarskynlik baie laag.
In vars groenbone is in proef 10 (Tabel 12) wel bepaalbare
hoeveelhede aktiwiteit zevind.
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Die berekende aktiwiteit was 0.00375 ugm. per gram dro#
materiaal in terme van die ekwiwalente aktiwiteit van
stilbo€strol. M.a.w., indien die watergehalte van vars
bone op 88% gestel word, dan bevat 8.3 gu. vars mate-
riaal dieselfde aktiwiteit as 1 gm. dro€ materiaal, of
0.0451 ugm. per 100 gm. vars materizal, of n ekwiwalente
aktiwiteit van 0.205 ugm. stilbo8strol per pond vars
materiaal. As bone gedurende die kookproses 84 water
verloor, sal een pond gekookte groenbone gelykstaan aan
die aktiwitelt van 0.34 ugm. stilbo8strol.

Die estrogeenaktiwiteit van droé ertjiesade is in
proef 11 (Tabel 13) bereken en daar is gevind dat dit
ekwiwalent is aan die aktiwiteit van 0.0022 ugm, stil-
boéstrol per gram ertjiemateriaal, d.w.s. 0.22 ugm. per
100 gm. Veronderstel dat gedurende die kookproses so-
veel water deur die ertjies opgeneem word dat die water-
gehalte van die gekookte ertjies 55% is, dan bevat 2.2
gn. gekookte ertjies dieselfde estrogeenaktiwiteit as
1 gn. dro€ materiaal, of m ekwiwalente aktiwiteit van
0.1 ugm. per 100 gm. of 0.45 ugn. per pond.

Drie ander groentesoorte wat ondersoek is, nl. patats,
wortels en uie, het geen uterusgewigtoename veroorsaak
nie.

Indien m persoon die hoeveelhede, in Tabel 24 genoem,
van die voedselsoorte waarin aktiwiteid gevind is, sou
eet, kan verwag word dat die ekstrogeenaktiwiteit waarzan
hy blootgestel sal wees, ekwiwalent is aan 1.57 ugn.

stilbo8strol,
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Tabel 24.

Die berekende estrogeenaktiwiteit in m raar plantprodukte.

Hoeveel-{ Aard van produk|Plant waarvan dit Estrogeen-—

heid in afkomstig is aktiwiteit in
ons per terme van ugnm.
dag stilbo€strol
4 nie geskilde Prunus domestica 0.382
vars pruime
4 gekookte prui~ { Prunus domestics 0.192
medante
2 vars gebakte Arachis hypagaesa 0.770
grondbone
4 gekookte Phaseolus vulgarig 0.085
groenbone
5 gekookte Pisum sativum 0.141
droé ertjies
Totale aktiwiteit 1.570

Die moontlikheid dat m persoon dus san m estrogeen-
aktiwiteit, wat ekwiwalent is aan die aktiwiteit van m
terapeutiese dosis van 1 mg. stilbo8strol, blootgestel
kan word, is dus baie klein.

In plante kom blykbaar verskillende estrogeenaktiewe
stowwe voor, wat nie noodwendig aanmekaar chemies ver-—
want hoef te wees of aan die natuurlike dierlike hor-
mone nie, Daar kan verder moontlik verskillende estro-
gene stowwe in dieselfde plant voorkom en die verskil-
lende stowwe is moontlik nie ewe aktief nie. Die moont-—
likheid bestaan verder dat die stowwe wat gedurende die
sinteseproses van estrogene-verbindings in plante ont-
staan, meer of minder aktief kan wees as die eindpro-
dukte. Dit mag die veranderinge in aktiwiteit wat voor-
kom by lusernplante gedurende die knop-, blom- en saad-
stadia, verklasr. Dit mag dus wees dat die waardes vir
die aktiwiteit wat hier gevind is vir sekere planpro-
dukte, nie m aanduiding is van die aktiwiteit wat daar

onder ander omstandighede in die stowwe kan voorkom nie.
Dit mag ook wees dat die aktiwiteit gedurende die kook-
proses m styging of daling kan ondcergaan.
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(e) Chemie van Plantestrogzene.

Wanneer die struktuurformules van die chalkone in
figuur 6 b, ¢ en 4 met die van benso8strol (fig.6a,p.59)
vergelyk word, is die ooreenkoms duidelik. Die vereistes
vir estrogeniese aktiwiteit, volgens Solmssen (1945),
bepaal dat daar para-hidroksielgroepe moet wees, wit wel
die geval is. Daar is egter geen alkiel-substitusie—
groepe aman die alifatiese ketting nie. Die moontlikheid
bestaan dus dat hierdie verbindings ook aktief kan wees,
Drie verbindings nl. 3, 4-dihidroksie-chalkoon (figuur
6da) 3, 3!, 4, 4',~tetrahidroksie-chalkoon (figuur 6b) en
35 3", 4-tri-hidroksie-chalkoon (figuur 6c) se egtro-
geenaktiwiteit is getoets in proef 18 (Tabel 19). Laas-
genoemde twee stowwe het in dosisse van 50 mg. per muis,
betekenisvolle toename van die uterusgewig veroorssak,

Uit die standaard-dosis-reaksie (proef 19 en 14) is be-
reken dat die aktiwiteit van tetra-hidroksie-chaikoon
E?jgffﬁﬁﬁ van die aktiwiteit van stilboBstrol besit. Die
aktiwiteit van tri-hidroksie-chalkoon is 5.25 maal laer

as die van tetrahidroksie-chalkoon. Dit is duidelik dat
enige 4¢t, 4-dihidroksie-chalkoon aan die vereiste para-
hidroksierangskikking voldoen. Dit is daarom verstaan-
baar dat die 4', 3, 3'-trihidroksie~verbinding wat ge-
toets is, laer aktiwiteit besit. Die relatiewe laer ak—
tiwiteit van albei verbindings as die van stilboZstrol

en genistein, is waarskynlik dszaraan toe te skryf dat daar
geen alkielgroepe aan die alifatiese propaan~ketting voor-
kom nie. Volgens Geissman en Hinreiner (1952) besit die
meeste chalkone en dihidrochalkone wat in plante voor-
kom, die para-hidroksid of orto—hidroksielrangskikking
Vir kern A, maar in baie gevalle is die orto-hidroksiel-

rengskikking afwesig.
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Volgens Cheng et al. (1953) is die aktiwiteit van

genisteln wat in dosisse van 2 mg, per muis toegedien

is 1/50,000ste van die aktiwiteit van stilbo¥strol, ter-
Wyl Carter et al. (1955) geen voortplantingsversteurings
van muise gevind het, wat‘met sojabone - olie-meel of
die gelsoleerde genistein daarvan, in hul voer behandel
is nie., Lg. navorsers merk wel vervroegde opening van
die muis-vagina met genistein behandeling. Carter et
al.(1953) vind dat die aktiwiteit van genistein 4.

44 X 10_6 1s van die aktiwiteit van stilbo¥strol. Ge-
nisteln kom meer algemeen in plante voor en ook in gro-
ter hoeveelhede as chalkone. Curnow en Rossiter (1955)
vind hoeveelhede van 2.5 -~ 5.0 ugm. genistein per 20

vierkante m.m. blaar oppervliakte by Trifolium Subter-

raneum variBteite.

Aangesien die aktiwiteit van die getoetste chalkone
albei baie laag is, is 4it onwaarskynlik dat die aktiwi-~
teit wat in sekere plantprodukte gevind is, uitsluitlik
of hoofsaaklik san die teenwoordigheid van chalkone
toegeskryf kan word. Vir m ekwiwalente sktiwiteit van
0.0451 ugm. stilbo¥strol per 100 gm. vars plantmate-
riaal, soos by boontjies in proef 1C gevind is, sal daar
ten minste 696 mg, tetra-hidroksie—chalkoon per 100 gm.
vars boontjiemateriaal moet voorkom. Dit is egter moont-
1ik dat chalkone in sekere plante mag bydra tot die to-
tale estrogeenaktiwiteit wat deur al die aktiewe ver—
bindings in die plant uitgeoefen word.

3. Slot-opmerkings.

Die totale estrogeenaktiwiteit waaraan m mens bloot-

gestel kan word deur die vleis te cet wat afkonstig is
van beeste wat stilbo&strol-behandeling ontvang het, en
die plantprodukte wat aktiwiteit vertoon, daarmee saam

Op een dag te gebruik, kan moeilik die aktiwiteit van 1.84

ugm. stilbo€strol per dag oorskry.




- 86 -

Dit is omtrent die aktiwiteit wat deur 1/542ste van die
gewone terapeutiese dosis van 1 mg. stilboBstrol per

dag uitgeoefen word. Dit is duidelik dat die gstrogeen—
aktiwiteit wat in dieyvleis ven diere wat met stilbo8-
strol en oureomisien behandel is, s0 laag is, dat dit
waarskynlik dieselfde, of minder kan weeg,; as die akti-
witeit wat deur die plantprodukte wat in die mens ge
daaglikse dieet voorkom, sal uitoefen. Die estrogeenak-
tiwiteit is so laag dat dit waarskynlik geen uitwerking
by die mens sal hé& nie, selfs al sou dit oor lang tyd-
perke ingeneem word. Indien dit moontlik is dat daar
onder sekere omstandighede tog groter hoeveelhede estro-
geenaktiwiteit in die plantprodukte kan voorxom, mag

dit wees dat dit m invloed op die lipggasmsfunksies sal
uitoefen.

Daar is in die proewe wat uigevoer is, gevind dat
daar nie verlies van estrogeenaktiwiteit plaasvind ten
gevolge van die ekstraheringsprosedute nie. Die vraag
ontstaan egter of dit ook vir al die plantprodukte wat
ondersoek is, geld. Daar mag moontlik stowwe in die
plant-ekstrak voorkom wat die absorpsie of die invloed
van estrogene by die muise vertraag of verhoed soos
dierige stowwe of anti-estrogene. Ander moontlikhede is&
dat daar spesieverskille ma; bestaan, wat dis reaksie
op die estrogene-stowwe betref wat by plante aangetref
word, tussen die mens en muise. M.a.w. die menslike sig-—
teem kan miskien pro-estrogene ombou na ware estrogene
en die muis nie, of omgekeerd, 6 sekere anti-estrogene
wat in die plant-ekstrakte voorkom, mag by die muis werk-

saam wees en by die mens nie of omgekeerd.
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Die versoeking is groot om te spekuleer oor die in-
vloed wat m estrogeen-ryke dicet op die liggaam kan hé
en die verband wat daar mag bestaan tussen voedsel-estro-
gene en sekere liggaamsversteurings wat voorkom. Uit die
werk van Salmony (1995) en Meyer en kic Shan (1950)(p.465)
isc @it duidelik dat estrogene muinvloed uitoefen op
sekere oksidasie-ensieme. Dit vertrasg o.a. malien-
en suksien~dehidrogenases. As gevolg daarvan kan die
regksies van die isositroensuur-siklus vertraag word en
die metabolisme van koolhidrate, vette en proteiene
word versteur. Dit verklaar moonlik die sityging van
die bloedvetwaardes wat deur verskeie navorsers gevind
is o.a. Entenman et al. (1938); Landauer et al.(1939);
Entenman et al. (1940);Nalbandov en Card (1943); Lorenz
(1943) en Ranney en Ohaikoféggénd m styging van serum
lipiede by voéls en hoenders en Eilert (1953) vind die-
selfde vir die serum fosfolipiede mzar nie vir die totale
serum~lipiede van vroue nie. Die dosisse wat hy ftoege-
dien het, was van 0.5 tot 1.0 mg. stilboBstrol en 0.05
tot 0.10 mg. etinielestradiol per dag. Estrogeentoe-
diening veroorsaak ook verhoogde vetdeponering in die
liggaam volgens Korenchevsky en Dennison (1934) en Loeb
{1942). Volgens Burrows (1949) vind Janes en Nelson
(1940) ook verhoogde glikogeendeponering by rotte na
estrogeentoediening. Die styging van die bloedlipiede—
konsentrasie sluit ook m styging van die cholesteroikon-—
sentrasie in volgens die bevindings van Horlick en Katz
(1948) met hoenders. Eilert (1953) vind egter w daling

van die cholesterolkonsentrasie by vroue terwyl Fillios
(1957) m duidelike cholesteremia by die rot vind na es-

trogeentoediening en m daling van die bloedcholestrol-

konsentrasie na toediening van testosteroon.
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Daar is volgens hom ook gevind dat estrogene die biosin-
tese van cholesterol versnel. Deuel (1956) verklsar dat
die snelheid van vetmetabolisme by die vrou verskil wvan
die snelheid daarvan by die man.
en Katz

Horlick,(1948) kon by hoenders cholesteremia cn ar-
teriosklerose opwek deur estrogeentoediening. In teen~
stelling met die bg. bevinding is die van Rivin en Dimi-
troff (1954) dat toediening van estrogene aan mans die
voorkoms van arteriosklerose verminder het en dat vroue
wat onderworpe was aan m hipo-estrogeniese toestand, m
vernoogde voorkoms van arteriosklerose toon.

Estrogene het ook m invloed op m groot aantal ver-
skillende weefsels in die liggaam: so vind Ebling (1948)
byvoorbeeld dat dosisse van 1 tot 100 ugm. estradiol-
monobensocaat by manlike rotte, atrofie van die sebume
kliere veroorsaak. Ramsay en Campbell (1956) vind dat
estrogene die bloedhemogbobienkensentrasie van hoenders
laat daal het.

Dit is heelwaarskynlik dat estrogene hul invloed uit~
oefen deur die verandering wat dit in die endokrine—ewe-
wig in die liggaam veroorsask. Hier hang die resultaat
van die invloed hoofsaaklik van die dosis af. Groot do-
sisse veroorsaak blykbaar &f gedecltelike 8f algchele
funksionele hipofisektomie volgens Cramer en Horning
(1936), Zondek (1936) en Greep en Jones (1950). Estro-
gene onderdruk waarskynlik veral die afskeiding van gona-
dotrofe~hormone waardeur dan ook funksionele kastrasie
ontstaan deurdat die testeés en ovaria atrofeer en sterili-
teit veroorsaak. Vergelyk ook Burrows (1949) en Zondek
(1941). Verskeie navorsers vind ook onderdrukking van
serere funksies van die hipofise en versnelling of geen
invloed op die ander nie soos Meyer en Clifton (1956) en

Greep en Jones (1950).
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Daar bestaan lank reeds kennis oor die verband tussen
estrogene en die tiroYed. Die verband word ook aange-
toon deur die werk van Grumbrecht en Loeser (1538), Feld~
man (1956a,p+ 1957) Feldman en Danowski (1956) en Eskin
en Bogdanove (1956).

Dat die estrogeenaktiwiteit in plante enige van die
bogenoemde reaksies kan h&, word getoon deur die beskry-
wing wat Bennets et al.(1946) gee van die steriliteitg-

verskynsels by skape wat op Trifolium subterraneum gewel

het. In die oorsig wat Pope (1954) gee van die invloed
van plantestrogene op die voortplanting en melkpraduksie
van diere en die invloed wat plantestrogene op melk-
sekresie het, wat deur Bartlett et al. (1948) beskryf
word, illustreer die moontlikheid goed. Volgens Noble

et al. (1950) het inspuitings van die plant Lithospermum

ruderale se ekstrak die funksies van die hipofise van
muise gewysig en is gevind dat steriliteit en strofie
van die geslagsorgane opiree. Evans en Evans (1949)
vind n invloed op die geslagsfunksies van muise waaraan
Jong gras toegedien is.

Indien die bepalingsmetodes wat in hierdie proewe
gebruik is, as aanduiding kan dien van die estrogeen-~
aktiwitelt wat in die plantprodukte gevind is en van die
residuele aktiwiteit in die vleis van stilbo8strol be-
handelde osse, kan aangeneem word dat die hoeveelhede
so gering is, dat dit buite rekening gelaat kan word.
Indien daar egter onder sekere omstandighede m styging
ven die estrogeenaktiwiteit in die plantprodukte voor-
kom wat vir menslike gebruik aangewend word, sal dit,
mits die uiteindelike aktiwiteit nie die aktiwiteit van
ongeveer lmg. stilbo€strol per dag oorskry nie, nie na-

delige gevolge by die volwasse mens hé nie.
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So00s uit die ondersoek van die‘chalkone geblyk het,
bestaan die moontlikheid dat daar ander plantstowwe mag
voorkom, wat behalwe isoflavone, stilbene en sterole
kan bydra tot die totale estrogeenaktiwiteit wat die
plante vertoon. Indien die sktiewe plant~estrogene en
pro-estrogene almal uit die plant gelsoleer kan worg
en meer kKennis versamel kan word oor hul voorkonms,
funksies en sintese in plante, sal waarskynlik met meer
noukeurigheid voorspel kan word in watter plante en onder
watter omstandighede estrogene sal voorkom.

Omdat bioflavonoiede ook van mediese belang is, is
m verdere ondersoek na die estrogeenaktiwiteit van die
groep verbindings noodsaaklik.

VI, OPSOMMING.

1. m Biologiese bepalingsmetode waar gebruik gemaak word
van die toename in uterusgewig van geovariotomeerde

muise is gebruik om die estrogeenaktiwiteit van ver-
skeie dier- en ﬁlantweefsels te bereken in terme van

die aktiwiteit van stilboBstrol,

2. ZEtanol-ekstrakte wat van die weefselmonsters berei

is, is met die voer van proefmuise gemeng en oor m tyd-
perk van 4 dae aan hule toegedien. m Standaard-dosisre-
aksiekromme is opgestel en daar is gevind dat die laagste
dosis wat nog betekenisvolle toename van die uterusgewig
veroorsaak het, 0.004 ugm. stilboBstrol per gram muisvoer
is.

3. TFaktore wat die resultate kan be¥vloced, is eksperimen—
teel ondersoek. Daar is gevind dat toevoeging van folien-
suur in die voer van die muise nie die dosisreaksie van

die uterus beinvloed het nie.
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Die muisvoermengsel wat gebruik is, het estrogeenaktiwi-
telit vertoon wat waarskynlik nie ho&r is as die aktiwi-
teit van 0.002 ugm. stilbo&strol per gram voer nie.

Verder was daar ook nie betekenisvolle verlies van estro-
geenaktiwiteit gedurende die ekstraheringsprosedure nie.
4. m Wysiging van die toedieningsmetode is ondersoek.
Daarvoor is bekende hoeveelhede stilbo&strol met soet-
olie gemeng ¢pn per maagbuis aan proefmuise toegedien. 'Die
minimum bepaalbare dosis was 0.064 ugm. per 0.25 c.c.
olie.Die voor- en nadele van beidc metodes wat sebruik is,
is bespreek.

5. Die residueleigtrogeenaktiwiteit van spier- en lewer—
weefsel van osse wat 5 en 10 mg. stilbo&strol en die spier-
weefsel van beeste wat 10 mg. stilbo&strol en 10 mg.
stilbo&strol plus 75 mg. chloortetrasiklien per dag in
hul voer ontvang het, is bepaal. In spierweefsel van
beeste wat stilbo€strol plus oureomisien ontvang het, is
bereken dat die residuele aktiwiteit ekwiwalent is aan die
aktiwiteit van 0.00235 ugm. stilbo&strol per gram drod
vleis. Hierdie weefsels is vooraf met 0.4% NaOH behan-
del. Geen ander spier- of lecwerweefsel het betekenis-
volle aktiwiteit vertoon nie. Moontlike verklarings

vir die verskynsel is bespreck.

6. Plantmateriaal wat aktiwiteit vertoon het, is die
volgendet: pruime, 0.02247 ugm., pruimedante 0.00417 ugm,,
dro® ertjies 0.0022 ugm., grondbone 0.00699 ugm., groen-

bone 0.00375 ugm., bogrondse dele van Salvia Sisymbrifolia

Skan. 0.00786 ugm., ZLadino-klawer 0.00312 ugm., en lusern—
kuilvoer 0.00249 ugm. Die aktiwiteit is met behulp van
n regressiekromme wat met m standaard-dosisreaksie verkry

is, bereken in terme van die aktiwiteit van stilbo&strol.
Die totale estrogeenaktiwiteit waaraan .dic mens blootge-—
stel kan word deur vasgestelde hoeveelhede van bogenoemde
voedsel te eet, is bereken as ekwiwalent aan die aktiwi-
teit van 1.57 ugm. stilbo€strol per dag.
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Die invloed wat estrogene in die voedsel op die menslike

liggaam kan hé&, is bespreek.

tiwiteit vertoon het nie, was
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die estrogeenaktiwiteit van plantprodukte lewer, is

bespreek.
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