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Summary 
-- 

!n th~s thesis thle features of sens~tive estimations of pituitary glycoprotein hormones are 
descrnbed, together with some cl~nlcai and scient~fic applucatiorrs 
After a general ~ntrodwclion, the first chapter deals wth the irnpoRant role of hormones sn 
the regulation of many metabal~c processes The central role of the prtwitary as a cont~oll~e~. 
In many endocr~ne processes is discussed InBbuenced by higher bra~n centres such as 
the hypothalamus, pituitary hormones are secreted lnlo the bloodstream through which 
!hey are tra~nsported to the specific target organs where the hormone activity is displayed 
Thyroid stirnwlatlng hormone (TSH) is one of these pitu~tary glycoprote~ns. it sri~mulates the 
thyroid Into production and secret~on of thyroid hormones thyroxine r4) and 
truloslothyronnne (T3) Another pitutary glycoprote~n is the lutehn~zlng hormone (LH) It 1s 
responsible for tlie process of ovulation In women and for the stirnulat~a~i of Leydig celk 
lead~ng to the product~on of testosterone in men A negative feedback system exists, 
meaning that an ncreased concentration of target organ hormones (such as Y;ro!morrss ol 
the thyroud, tlhe ovarlles and the testes) inl71bits the prod~uction and secretion of the 
stimulating hormones suclh as TSH and LH Even very smlall quantities of glycoproteln 
hormones are sufflcien~t to stimulate target organs. Iln order to measuire the pnkultalry 
glycoprotein lconcentrations 1r-1 the plasma, ultra sensltlve methods for determination are 
reqlulred The radioimmunoassays generall,y used (RIA techn~ques, unt~l 1984) were quite 
adequate tor measuring normal or elevated concentrations of stimulating hormones but 
decreased values could not be measured with any accuracy However, measurement of 
decreased values now appears to be quite important in the study of endocrine 
pathophys~lology 
In chapter 2, a descrrption IS glven of ultrasensitive immunoradiornetrrc assays (IRMA 
techniques, available since 1984). By applicat~on of these IRMA methods, detection lurnl'ts 
10 to 50 times lower than those for RIA methods can be reached. In th~s chapter the 
tlieoret~cal baclkground of these improved methods and their inherent pitfalls are 
dnscussed. It has also been poiinted out that perhaps eve? lower detection limits could be 
reached using other labels than the generally ava~lable 12'1 The studies in this thesis, 
however, have been performed ulsing '"lodine-labelled tracers Comrnere~ally available 
reagents have been compared both for TSH and LW est~rnations, hitherto thle only 
available wltrarsens~tnve procedures, and the analytrcal accuracy and prec~sion have beer71 
deterrr~ned 
Same cl~nlcal applicat~icms of the ultrasensitive TSH determ~nat~ons have been described In 
chapter 3. A n,um~be~r of piubl~cations have appeared ~nd~cat~ng the possibilit~es of 
IRMA-TSH For the measurement of decreased concentratkons such as found in 
hypothyroidism The IRMA-TSW determ~nat~on is now very ~mportant in the diagnosis of 
thyroid hormone abnormal~ties Moreover, there is now th~e possllb~l~ty of fol lo~ing even 
very small concentration changes, which could nor be distinguished using the earller RIA 
technrques blur were lost rn the b~ias of the analyses The importance of such small 
changes is eluc~dated In chapter J 1 studyung the effects of a fl-mlmetnc [ritodnne) on the 
thyro~d hoirmone status Thls drug IS used in suppression of early labour durnng 
pregnancy It has been suggested that hyperthyro~d~sm cou~ld be lndulced as a 
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changes in hormone levels are mostly so sr~all  that they can only be detected wrlh 
~~Etrasensitive methods Moreover, there IS great chemical s1rnl1arlt-y bewee~n different 
p1tui1tar-y hormones and determilnation methods have to be very select~ve as well l i e  
IRMA methods [as descrlbed ~n chapter 2) appear to be suitable for thls type of' 
investlgat~on However, more intormat~on must be obta~nsd concerning doffere17ces 
between biolog~cal and ~mmu~nologicall~mn~unachemical~ activities of the glycopratein 
hormones this 1s especnally true for LH 
One of the ultrasensitive LH delierrnlnat~ons now ava~lable has been used to study the 
pulsatile character of p~luitar-y hormone secretlon This pulsatilnty IS thought to be a 
reflection of hypothalamic activity In vvh~ch the hypothalamus is considered to connect the 
neurogenic and endocrine regulation systeins 
Pulsatilily studies of protenn hormones have only just started, and the lack OF sensitive and 
spec~lic analyt~cal procedulres was one of the reasons for this Studies on 'the ~nfluence of 
phys~call exercise, both training and acute exercise, on the endocrine system have 
nevertheless been performed Th~ereflore phys~cal exercise as a trigger of the endocrine 
system in pulsatil~ty studies was chosen for our lnveslrgat~ons as descrlbed in chaplter 5 
We have seen that the pulsat~le properties of LH does not change under acute physical 
exercise It also seems that chron~c exerci~se (training) has no influence either on the 
pulsatrlirty Or on the basal hormone concentrations However, phys~cal exercrse leads to 
prolongat~on of the menstrual cycle iln healthy women It IS now clear that this can not be 
exIplarned by changing LH concentrations or changing p~alsatrle secretion 
A slight elevation of the TSH concentration In the plasma has been observed wrth acute 
phys~~al  exelrcise The pulsatile character of TSH secretion 1s not inflwon~ced and the basal 
horrno~ne concentration shows no change 

We have shown that In modern rned~ci~ne many problems can be studied tlhat are not 
directly related to disease, but rnolre ta th~e quality af life The development of di~seases can 
be determrned in an earlier stage Both possibilities are due to improvement and 
developm~ent of highly advanced analyt~cal techn~ques as a part of refined diagnostic 
procedures Molecular bi~ology 1s the basis of physiology and disease, anld resea~rch in t1i1s 
f~eld will favourably snfluence clinical diagnosis and treatrnerlit 

.-. 
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Samlenvatting 
--p 

Gevoelige bepalingen van hypofycaire glycoproteine hormonen: 
klinische en natuunvetenschappelijke toepassingen. 

Dit, proefschrift handelt over gevoelhge eiwitliormoonbepaI~~igeni en hun toepassingen 

In hoofdstuk I wordt aangegeveIn, hoe belangrijk hormonen zijn in de regulatie van 
vele processen, die zich in het lichaam afspelen De hypofyse (een orgaan van ongeveer 
10 * 13 " 6 mm mei een gewicht var? O 5 gram, gelegen in de 'sella turcica' In de 
schedelbasis) is het centrale regelorgaan voor de huushoudiing van vele hormoinen CInder 
invloed van de hersenen worden hormo~nen aan de bloedbaan afgegeven, die elders in 
het lichaam hun werking uitoefenen op zogeheten doelwitoirganen Hlet TSH (TRyroid 
StimulaOing Hormone, scliildklier stimulerend hormoon)) is een van die hormoiien Het 
stimuleert de schildklier Oot de productiie en secretie van de schrldklierhormoneii thyroxine 
(T4) en trijodothyronine (Ts) Een ander hypofysair hormooii, het luteinizerend hormoon of 
LH, is verantwoo~rdelij~k voor het tot stand komen van de ovulatie bij de vrouw en de 
stimulatie van de Leydigcel tot de productiie van testosteron bij de man Er is een 
negatieve terugkoppeling naar de hypofyse, hetgeen betekent dat hoe hoger do 
concentratue van de hormonen, zoals die door de doelwitorgainen (schildklier, ovariu~rn en 
testis) uitgescheiden w.srden, hloe lager de concentratie valn de stimulerende horinonen 
TSH en LH. Slechts zeelr geringe hoeveelheden hormoon zijn nodig OM de 
doelwitorganen te stimuleren Er moeten dan ook gevoelige bepalingsmethodieken 
gebruikt worden om deze concentraties in plasma te kunnen meten Tot 1984 hadden de 
gebruikte bepalingsmethodiekm (RIA- technieken) het nadeel dat zij wel de normale of 
verhoogde concentraties van de stimuierende hormonen konden melen, maar niet de 
verlaagde coiicentraties 
Deze zijn echteir in de praktijk toch ook erg belangrijk 
Iln hoofdstu~k 2 wordt een beschrilj1ving gegeven van de IRMA- technieken, zoals deze voo! 
de bepaling van de eiwithormonen sinds 1984 worden gebruikt De IRMA-methochek is 1 Q 
tot 50 keer zo gevoeliig als de RIA-methodnek. In dilt hoofdstuk wordt Ingegaan alp de 
theoretische achtergronden van deze verbeteriing Verder wordt aangegeven dat de 
detectiedrempel wellicht nog verder zal dalen, ilndien overgestapt wordt op andere labels 
dan '"J De experimenten voor ditproelschrift zijn evenwel nog uitgevoerd met bellullp 
van tracers die met dit isotoop gelabeld waren De commercieel beschikbare 
methodieken voor zowel TSW als LH zijIn met elkaar vergeleken en de analytische juistheid 
en nau~wkeurigheid werden vastgesteld 
In hoofdstuk 3 worden enige klinische toepassingen van de zeer gevoelige TSH bepaling 
beschreven 



Er zijn aslike!en verschenen, waarrn de aandacht wordt gevestigd op de mogelijkheden 
die de iFillLIIA-TSH bied! om verlaagde concentraties (zoals die voorkomen bij bijvocirbeeld 
hyperthyreoidne) en normale concentraties !e kunnen onderscheiden Hierdoor heeft de 
IRMA-TSH bepaling een vocrraanslaande plaafs gekregen In de diagnostiek van 
schildklieratwijkirage~ Daordak de bepaling van TSH zoveel geuoelnger IS geworden is hel 
ook mogelijk om kleine veranlderingen in concentratue te kunnen detecteren Het gaat dan 
over veiranderi~ngen, die za klein zijn dat zij vroeger in de ruis zouden zijn verdronken Dat 
deze toch belangrijk kunnen zijn, wordt in hoofdstuk 3 1 aangetoond, bij de bestudering 
van de efife~ten van een bepaald gieneesmiddeli op de schildk!nerhormoonstatuc Daarbij 
gaat het om ritodrine, een stoi die vr~egtijdlge weeen bij zwangere vrouwen kan 
ondE?rdrwkken Als bijwerkmg bi] gebsulk wan dit middel zou hyperthyreoldie kunnen 
ontstaan Hel onderzoek heeft aangetoond, dat er een kortdurende verhogi~ng van de TJ 
concentratie is Deze is ongetwrjfeld verantwoordelijk voor I-iet optreden wan tachycardie 
zoals dat vaak bij het gebruik van ntrodine g~esren wordt Slechts 1 van 1 S patienten breek 
t~~dens de therapie een TSH concenrratie te hebben, die overeenkomt met een 
hyperlhylreondie Alle andere patienten hadden een TSH concentratie bunnen de 
referentiewaardein voor euthyreondie Op grond van de waarnemingen wordt 
geconcliwdeeird, dat het gebruik van ritodrine leidt tot tijdelijke stimulatie van een van de 
dejodase enzymen (het type I dejodase) die veranlvvoordelijk zijn voor de omzetting van 
de schildklierhormonen naai afbraakproducten Riiodrine zelf geeft dus geen aanleidrng 
tot de ontwikkeling van een hyperthyreoidie, wel moet er bij hyperthyreotische patienten 
rekening gehouden wordien met een versterkte omzetting van Tq naar TJ 
In hoofdstuk 3 2 wordt gebruik gemaakt van de zeer gevoelrge TSH bepaling om de 
verandering van de schildklierstatus na de ovulatie te bestuderen Het blijkt dat in 
vergelijking met de folliculaire fase de TSH concentratie na de ovulatie licht gedaald is 911 
oen patiente diie nlet ovuleerde, bleek er geen daling van de TSW concentratie te ziln 
Aa~ngezien het TSH geproduceerd word1 doof de hypofyse, terwijl de 'hypofyse negatief 
terug gekoppeld is met de schildklier, moet de daling van de TSH een afspiegeling zyn 
van een verhoging van de schildklierhorrmoonconcentra'tre Deze verhoging is echter zo 
gering, dot deze met de huidige bepalingsmethoden niet gemeten kan worden 
Waarschijnlijk is bovendien alleen de concentratie van het schildklierhormoon In vnle uori~i 
(niet aan efwit gebonden) weranderd De vrije-tkryrox~ine concentrat~ie kan enigszins 
ver1100gd zijn door verdringiing van eiwit geboinden tlilyroxine dloor de verhoogde 
psogesteroin concentralie in de Iuteale fase. 
In hoofdstuk 3 3 wordt beschreven, dat de gevoelige TSW bepaling ook gebruiukt kar? 
worden voor het volgen van patien~ten dl@ synthetisch schild~kl!erhormoon knigen vanwege 
een hypothyreaidic Het regeilsysleern van de TSH secretie blijft dan in stand, waardoor na 
het uilvallen van do schildklier miiddels de TSH bepaling gekeken kan woirden of de 
suppletie met thyroxii~e adequaat is Deze suppletie zou ook gecontroleerd kunnen 
worden met functionele parameters, zoals de PEP/LVET verhouding of de SHBG 
co~~centratie Dit laatste stoelt op de gedachte, dat eerder de perifere effecten van de 
cclaildklierhorrnonen gemeten zouden moeten worden, dan de effecten ervan op het 
regelsysteem binnen de hypofyse In het onderzoek bleek, dat de fiunctio~nele parameters 
weinig correlatie vertonen met de klinische indruk, die de patienten maken Hetzelfdie geldt 
oolk voor de conceiitraties van de schildklierhormonen en van het TSH De gevoeligheid 
en die speciificitelt van alle bepaalde parameters voor het vaststellen van een 



euthyreotische status blijkt niet groot Ee zijn Er is echter geen "gouden standaard", die 
zegt wanlneelr een bepaalde patient euthyreoot 1s Op grond van hel grote 
ondersclieidings vermogen van de TSH bepaling ten aanzien van de 
hyper!eulhyreotiscYils status, wordt de suggestie gedaan de suppletie van 
sch~ldklierhormoon te controleren met behulp van deze bepaling 
Samenvattend kan dus gesteld worden, dat de gewoellige TSH bepaling een verfijni~riyi 
mogelijk heeft gemaakt binnen de detectie van afwrjk~ngen van de schildklierhorinoon 
status 
Ook h~et tweede hypoíysaire hormoon dat is oiiderzocht,hei luteinizerend Iiorn-ioon, kan 
iegenwoordig bepaald worden met gevoelige en specifieke bepalingsmethod!eken 
Hlervoor rijn echter nog maar heel weinig klinische toepassingen bekend Wel kan juist dit 
hormoon bepaald worden, wanneer men de lperiodieke veranderingen i17 lhet Iichaani wil 
bestuderen, die nodig zljn om het lichaam voortdureild aan te passen aan veranderde 
omstandligheden, zoals stress na eln tijderrs I~ichamelijke inspanning In hoofdstuk 4 wordt 
een kort ouerzlcht gegeven van de bioritmes die binnen de endocrii-iologie bskeiid ?lijn 
Het blijkt dat de veranderingen dusdanig gering zijn, dat zij alleen met neer gevoei~ge 
methoden kunnen worden vastgesteld Bovendien lijken de hormonen die door de 
hypofyse worden geproduceerd chemisch zo veel op elkaar, dat de bepaiingsrnetl7iodiek 
ook zeer specifiek moet rijn Met de in hoofdstuk 2 beschreven IRMA methodieken, bl~ijkt 
de ideale bepalingsmethoden dicht te zijn benaderd Wel bli~jven er nog vragen over te~n 
aanzien van verschillen tussen de biologische en de ~mmunologische activiteit van het 
bepaalde hormoon, hetgeen met name van toepassing is bij het LH 
Een van de beschikbare gevoelige LH-m~ethodes is gebruikt: om de pulsa"r1itelt van de 
hypofysaire secretie te bestuderen Deze pulsatiliteit wordt beschouwd een afspiegeling te 
zijn van de hypothalame activiteit, waarbij de hypothalamus gesieii wordt als de 
werbindingsplaats tussen neurogene en endocriene regelsystemen 
De studlies naar pulsatiliteit van eiwithormonen staan echter n~og in de kinderschoeneii, 
on~des andere omdalt tot nu toe gevoelige en specifieke bepalingsmethoden ontbraken 
Wel is het een en ander bekend over de ~nvlaed van fysieke belasting (frai~nung en acute 
inspanning) op het endocr~ene systeem Daarom is juist fysieke inspanning gekozen als 
trigger van het endocr~ene systeem bij de pulsatiliteitsstudies van hoofdstuk 5 
Wij hebben aangetoond dat de piulsatilitert van het LH niet verandert onder invloed van 
acute inspa~nning Verder is gebleken, dat clrronische ilnspanning ('irait?ing) ook gceil 
invloed heeft op dle pulsatil~iteit of op de basale hornioonconcentraliei Wel bleek dat 
inspannil-ig le~dde tot verl~enging van de menstruele cyclus bi~j de proefpersonen De 
verklanng hiervoor moet dus niet in veranderde LH concentraties gezocht worden 
Acute inspanning gaf wel aanleiding tol een (geringe) verhoging van do TSW concenlrailie 
Ook hier echter kon aangetoond worden, dat het pulsatiliteitspairm niet was beinvloedi 
en ook dat de basale hormoon corrcentraiie niet veranderde 

De moderne geneeskunde 1s in staat problemen aan ie pakken, die niet meer rechtstreeks 
met ziekte te maken hebben, maar die wel met de kwal~teit van het leven van doen 
hebben Ook worde~n ziekten zelf in een steeds eerder stadium gediagnosticeerd Deze 
ontwvilkkeli~ngen zijn mogelijk geworden door een verfijning van de diagnostische 
methoden, waarbij de onhivikkeling van ultrasensitieve, specifieke analyses een essentielc 
rol speelt 




