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Zusammenfassung: Es wird eine einfache radioimmunologische .Methode ohne Chromato
graphie zur Bestimmung des Ostradiols im Plasma beschrieben. Das verwendete Antiserum gegen 
l 7ß-Ostra.diol-6-(0-ca.rboxy-methyloxim): Rindcrscrumalbumin wies eine ausreichend hohe Spezifität 
gegenüber Ostradio! auf. Die Nachweisgrenze der Methode beträgt 2,6 pg Ostradiol. Es wurde ein 
Variationskoeffizient von 5,9% und eine mittlere Wiederfindung von 93,0 ± 3,2 % ermittelt. Im llen
struationszyklus nimmt das Ostradio! im Plasma Werte von 30 pg/ml bis :100 pg/ml an. Beim anovula
torischen Zyklus steigt die Östradiolkonzentration nicht über 70 pg;ml. Der freie, nichtproteingcbundene 
Anteil erreicht Werte von 2,0 bis 2,5% im normalen und anovulatorischen Zyklus. Die Ostrn.diolkon
zentration steigt in der Schwangerschaft ständig bis zu durchschnittlich 16 ng/ml. Der prozentuale freie 
Anteil verringert sich (bis zur 24. Woche) von 2,:J % auf l,2 ''.;~, so daß das biologisch wirksame Ostra
dio! nur et,wa halb so schnell anstt-igt wie das Gcsamtöstradiol. 

Summary: The plasma. concentratione of estradiol were measured by radioimmunoassay without 
chromatography. The antibody against cstradiol was produced in rabbits immunizecl with 17 ß
estra-diol-6-(0-ca.rboxymethyloxime): bovine-sernm-albumin. The lowcr limit of quantitation is 2.6 pg 
estradiol. A coefficient. of variation of 5.9 % wnM asccrt.ained. The recovcr,v of this method is 93 % in the 
range of 89.8 to 95.2 % , The conrentrations of estradiol cluring the menstrual c~·dc are from 30 pg!ml 
to :JOO pg/ml. Estradiol lc•,·els durinJZ the anovulatory cycle wcre found below iO p~.ml. Himilar values 
(2.0 to 2.5% ) of pcrcent, of unbound cstradiol in normal and anornlatory c~·cl:· \\'l'l't ' calculatecl. The 
concentrations of cstradiol increase in pre!l:nancy on an averugl' of 16 ni( ml. Thc pcrcentage of free 
cstradiol clecrea.ses (up to thc 24 wccks of pregnancy) from 2.3•~~ to l.2 °~ . 

Auf Grund der überaus hohen Empfindlichkeit, Spezifltät und einfachen Handhabung 
wird heute der Radioimmunoassay als beste Methode zur Bestimmung des Ostradiols im 
Plasma für Klinik und Forschung angesehen. 

Die radioimmunologische Bestimmung des unkonjugierten Ostradiols ist von ver
schiedenen Autoren beschrieben worden [1, 3, 5 bis 7, 10, 15, 23]. 

Die meisten veröffentlichten Untersuchungen benötigen wegen der ungenügenden Spe
zifttät ihrer Antiseren eine säulenchromatographische Isolierung des Ostradiols. 

Das durch die Immunisierung von Kaninchen mit 17ß-Ostradiol-6-(0-carboxymethyl
oxim) :RSA erzeugte relativ spezifische Antiserum ermöglicht im Frauenplasma eine un-
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mittelbare Bestimmung sofort nach der Extraktion, wie auch in neueren Arbeiten be
schrieben wurde [8, 12, 14, 22]. D o er r und Mitarb. [8] geben eine radioimmunologische 
Bestimmung des Ostradiols im Plasma von Männern ohne Chromatographie an. Obwohl 
sie ein auf gleiche Weise gewonnenes, spezifisches Antiserum verwenden, müssen in die
sem Fall Reinigungsschritte der Bestimmung vorgeschaltet werden. 

97% bis 99% des unkonjugierten Ostradiols ist an Protein gebunden. Unser besonderes 
Interesse galt dem freien, nichtproteingebundenen Ostradiol im Zyklus und in der 
Sdlwangerschaft, da dieser Anteil die biologisch aktive Fraktion repräsentiert. 

Methodik 

17ß-Ostradiol-6-(0-carboxymethyloxim) :RSA (Steraloids, Inc.) wurde mit Freund
schem Adjuvans emulgiert und über 6 Wochen einmal wöchentlich und anschließend 
2mal 14tägig eine Injektion intragluteal jeweils 3 Kaninchen appliziert. Nach insgesamt 
11 Wochen wurden die Kaninchen entblutet und das gewonnene Antiserum in 0,2 ml 
Portionen bei - 20 °C aufbewahrt. 

Reagentien 

Ä t h e r. p. a : destilliert; 
( 2, 4, 6, 7 - 3 H) - 0 s t radio 1 114 Ci/mMol (New England Nuclear): 60 nCi/ml. 
Puffer : 9 g NaCl, 1 g NaN3, 1 g bzw. 5 g Gelatine, 5,34 g NaH2PO4 • H2O und 10,86 g 

Na2HPO4 • 2 H2O in 1000 ml destilliertem Wasser lösen und pH 7 einstellen. 
Aktiv k oh 1 e - De x t ran - S u spe n s i o n : 500 mg Aktivkohle (BDH-England) 

und 50 mg Dextran (BDH-England) in 100 ml Phosphatpuffer suspendieren. 
S z in t i 11 a t o r : 6 g PPO und 0,4 g POPOP in 10 ml Athanol und 1000 ml Toluol 

lösen. 

Bestimmungsmethode 

Das Fließschema der Ostradiolbestimmung im Plasma ist in Abbildung 1 dargestellt. 
Die Menge des zu untersuchenden Plasmavolumens richtet sich nach der zu erwarten

den Ostradiolkonzentration. So verringert sich gegen Ende der Schwangerschaft das er
forderliche Plasmavolumen für eine Dreifachbestimmung auf 0,05 ml. 

Zur Kontrolle der Bestimmung werden folgende Werte mitgeführt: 

W er t d e r 1 0 0 % - B i n d u n g : 0,1 ml Ostradiol-Tracerlösung (60 nCi/ml) werden 
unmittelbar in die Szintillationsküvette pipettiert. 

Leer wert : Wasser wird anstelle des Plasmas wie im Analysengang beschrieben 
behandelt. 

Wert der Ad so r p t i o n s effektiv i t ä t ( W A E) : Anstelle der Antiserum
verdünnung wird 0,1 ml Phosphatpuffer verwendet und wie im Analysengang beschrie
ben behandelt. Der WAE gibt Auskunft über die Adsorptionsfähigkeit der Tierkohle
Dextran-Suspension und ist somit ein Maß für die Vollständigkeit der Trennung frei/ 
gebunden beim RIA. 

Referenzmethode 

Die Referenzmethode unterscheidet sich von der beschriebenen Ostradiolbestimmung 
durch die vorgeschaltete Isolierung des Ostradiols mit Hilfe einer Sephadex-LH-20-Säule 
[10). 

Gleichgewichtsdialyse und die Bestimmung 
des freien, nicht-eiweißgebundenen Ostradlols 

Das nicht an Eiweiß gebundene Östradiol ist als der biologisch wirksame Anteil des 
Hormons für klinische Frageste llungen besonders interessant. Es wurde mit Hilfe der 
Dialyse nach Angaben von R i v a r o l a (16) bestimmt. 
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Plasma 
2,5 ml ( Zyklus) 

0, 4 ml - 0, 05 ml 

(Schwangerschaft) 

Innerer Standard 
1H -Östradiol-17/J 4000 OP/1 

Äther - Ex trokfion 
2• 10 ml 

Eindampfen 

1/5 Wiederfindung 

Jx 1/5 R IA 

o, 1 ml Antiserum 7: 15000 
°' 1 ml Tracer 2, 4i6, 7 1H-Östrodio/-17/J1 5n{i 

lnkubatlon über Nacht r 4°C) 

0,1ml 0,5 %iger Gelontinepuffer pH i,J 
1,0 ml Aktivkohle-Oexfran-Suspension 

5sec schütteln 
10min zentrifugieren 14 cn 

1ml Überstano' entnehmen 

10ml Fluss/gszintillator 

Ausmessen im LSC 

Al,h. 1. Flicßschf'ma der Methn<le 

2 ml eines 1 : 5 mit Puffer verdünnten Plasmas werden unter ständigem Schütteln 
über Nacht bei 37 °C gegen 20 ml Puffer dialysiert, dem 50 nCi 3H-Ostradiol und 
ein Tropfen Merthiolat (20 mg/ml) hinzugegeben wurden. Nach 20 Stunden werden aus 
der Plasmaverdünnung und der äußeren Phase je 1 ml entnommen, diese mit 10 ml Szin-
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tillator versetzt und die Impulse im Flüssigkeitsszintillationsmeßplatz ausgemessen. Das 
freie Hormon wird berechnet nach der Formel: 

DPMäußere Phase · Volinncn. lO0 % [l6]. 
DP:Minncrc Phnse • Volaußen 

Ergebnisse 

Charakterisierung des Antiserums 

Es wurde der Titer der 3 Antisera bestimmt, der bei gleichen Immunisierungsbedin
gungen für die einzelnen Kaninchensera erhebliche Unterschiede aufweist. 

Er beträgt für Kaninchen I AS 1 = l : 4500, 
Kaninchen II AS 11 = 1 : 2600 und 
Kaninchen III AS I r 1 = 1 : 9000. 

Affinität 

Die Affinität eines Hormons zu seinem Bindungsprotein wird charakterisiert durch die 
Afftnitätskonstante, die nach Abraham und Ode 11 [2) bestimmt wurde. 

Bei einer Antiserumverdünnung von 1 : 4500 (AS 1), 1 : 2600 (ASu) bzw. 1: 9000 (AS111), 
einer Tracerkonzentration von 10 nCi vierfachmarkierten Ostradiols und 4 °C Inkuba
tionstemperatur ergeben sich Afflnitätskonstanten für 

AS 1 : K.-\ = 1,89 · tt>!J 1/.Mol 

AS11 : KA = 1,20 · 109 1/Mol 

A8111 : K .\ = 2,24 · 109 1/ Mol. 

Auf Grund des hohen Titers und der höchsten Afflnitätskonstanten wurde das Anti
serum AS111 für die folgenden Untersuchungen ausgewählt. 

Spezifität des Antiserums 

Die Spezifltät des Antiserums AS111 wurde durch Kreuzreaktionen zu den Östrogenen 
und einigen anderen Steroiden getestet. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I dargestellt. 

Tabelle I. Spezifitä.t: Kreuzreaktion von verschiedenen Steroiden 
mit clem Anti-l 7ß-Östradiol-6-(0-carboxymethyloxim): RSA; Serum III 

Steroid 

Östradiol-17 ß ........ • • • • • • • • • 
Östron .. ..... ...... . ....... . 
Östradiol-17.x . .. .. . .......... . 
.Äthinyl-Ostra-diol-liß .. ...... . 
Ostriol ...... . .............. . 
Ostriol-16<x-lh . .. ... . .... . .. . 
Testosteron .. .. .. ... . .. .. ... . 
Progesteron ............... . . . 
Cortisol .. . ... .......... . .. . . 

Kreuzreaktion 

100,0% 
6,2 % 
2,6°,;) 
l, l (l Cl 
0,5 % 
0,5 ü ;~) 

< 0,1 ''.•~ 
< 0,1 ~ .. ;, 
·< 0,1 % 

Die nichtöstrogenen Steroide stören den Östradiolradioimmunoassay erst in einem 
über lOOOfachen Überschuß. 

Ostron zeigt die stärkste Kreuzreaktion und weist eine vergleichbar hohe Konzentra
tion wie das Ostradiol im Plasma während Zyklus und Schwangerschaft auf. 

Vergleich der Methoden mit und ohne Chromatographie 

Bei 16 Proben wurde mit der Referenzmethode das Ostradiol im Plasma von schwan
geren Frauen parallel zur Bestimmung ohne Chromatographie bestimmt. Das Ergebnis 
wurde in Tabelle II zusammengefaßt. 
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Tabelle II. Vergleich der Mittelwerte „mit" und „ohne" Chromatographie 

i 
8 

VK 
n 

Referenzmethode mit 
Chromatographie 

13,9 ng/ml 
±0,68 ng/ml 

4,9 % 
16 

Methode ohne 
Chromatographie 

14,8 ng/ml 
± 0,91 ng/ml 

6,2 % 
16 

Zuverlässigkeitskriterien 

Präzision 

Die Präzision wurde aus 22 3fach-Bestimmungen einer Serie ermittelt. Im Konzen
trationsbereich zwischen 2,9 ng/ml und 21,8 ng/ml ergab sich eine Standardabweichung 
von 0,71 ng/ml und ein mittlerer Variationskoeffizient von 5,9% (x = 12,1 ng/ml). 

Wiederfindung 

Zu Beginn der Ostradiolbestimmung wird im Plasma eine relativ geringe Menge tri
tiummarkiertes Ostradio! zugegeben, woraus nach der Extraktion der Verlust berechnet 
und in jedem Fall der aus der Eichkurve erhaltene Wert auf 100% korrigiert werden 
kann. 

Der Verlust nach 2maliger Extraktion mit je 10 ml Äther beträgt 7,0 + 3,2%. 

Nachweisgrenze 

Als kleinste nachweisbare Konzentration wurde ein Wert von 2,6 pg Ostradiol be
rechnet [13). 

Freies und proteingebundenes Ostradiol 
während des Menstruationszyklus 

Im Rahmen der Zyklusdiagnostik wurde die Ostradiolkonzentration bei biphasischen 
(n = 8) und anovulatorischen (n = 3) Zyklen bestimmt, und in Abbildung 2 wurden die 
Mittelwerte gegenübergestellt. 

Parallel wurde LH (RIA-mat®-LH, Byk Mallinckrodt) bestimmt, das präovulatorisch 
um das 4fache durchschnittlich auf 40 mIE/ml steil ansteigt. Bereits 2 Tage vor der Ovu
lation steigt die Konzentration des Ostradiols auf Werte um 260 + 30 pg/ml, um dann 
im Verlauf von 4 Tagen wieder auf Werte um 90 ± 18 pg/ml abzusinken. In der lutealen 
Phase erreicht die Ostradiolkonzentration noch einmal ein Maximum mit Werten um 
140 + 20 pg/ml. 

Die im anovulatorischen Zyklus auftretenden Konzentrationsschwankungen des östra
diols sind wesentlich geringer als im ovulatorischen Zyklus. Es fehlt ebenfalls der scharf 
ausgeprägte LH-Peak im mittleren Teil des Zyklus. Während das gesamte Ostradiol im · 
normalen Zyklus Werte von 30 pg/ml bis 300 pg/ ml erreichte, stieg die Ostradiolkonzen
tration im anovulatorischen Zyklus nicht über 70 pg.'ml. 

Der freie Anteil des Ostradiols schwankt sowohl während des ovulatorischen als auch 
anovulatorischen Zyklus zwischen 1,8% und 2,8%. 

Der prozentuale Anteil des freien Ostradiols beim anovulatorischen Zyklus erscheint 
etwas höher als beim ovulatorischen Zyklus. Ebenso ist eine Tendenz in der Verände
rung des freien Ostradiolanteils im Verlauf des Zyklus erkennbar (Tab. III). 

Freies und proteingebundenes Ostradiol 
in der Schwangerschaft 

Die in Abbildung 3 dargestellten Werte von der 7. bis 37. Woche für normale Schwan
gerschaften zeigen besonders gegen Ende der Schwangerschaft eine relativ große 
Schwankungsbreite. 
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Abb. 2. Ostradio!- und LH-Werte von Frauen mit normalen (n = 8; oben) und anovulatorischen (n = 3) 
Zyklen 

Tabelle III. Gegenüberstdlung des prozentualen Ante ils des freien nichtprot{'ingebundenen Ostra.diolE< 
im ovulatorischcn und anovulatorischen Zyklus 

Zyklustag 

2 bis 8 
ll bis 15 

16 bis 20 
21 bisU 

Digitized by Google 

Ovulatorisch 
<:;, -frei 

2,4 ± 0,4 
2,:1 ± 0,:1 
2,2 ± O,:l 
2,0 ± 0,2 

II =- 8 

Anovulat~)risch 
";, -frei 

2,:1 ± 0,2 
2.5 ± 0,3 
2,3 ± 0,2 
2.1 ± U,2 
n - :1 
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Abb. 4. Der freie, nichteiweißgebundene Östradiolanteil in der Schwangerschaft (n = 43) 

In der 7. bis 9. Schwangerschaftswoche wurden östradiolwerte von 0,2 ng/ml bis 2,5 ng 
pro ml gefunden. Gegen Ende der Schwangerschaft (32. bis 37. Woche) lagen die östra
diolkonzentrationen im Mittel bei 16 + 7 ng/ml. Der freie Anteil des Ostradiols (Abb. 4) 
fällt von durchschnittlich 2,3% während des Zyklus bis zu 1,2% in der 24. Schwanger
schaftswoche ab, um dann konstant bei 1,2% bis zum Geburtstermin zu bleiben. 
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Die östradiolkonzentration steigt vom Beginn bis zum Ende der Schwangerschaft um 
ungefähr das lO0fache an. Der freie Anteil verringert sich nur etwa um die Hälfte, so daß 
das biologisch wirksame östradiol um etwa das 50fache ansteigt. 

Diskussion 
Mit dem beschriebenen Verfahren kann Östradiol relativ spezifisch, einfach und mit 

wenig Probematerial im Zyklus und in der Schwangerschaft bestimmt werden. 
Einige veröffentlichte östradiol-RIA (1, 3, 5 bis 7, 10, 15, 23) schließen einen chromato

graphischen Schritt ein, der auf Grund der nicht genügenden Spezifltät des Antiserums 
gegenüber östron und anderen Östrogenen erforderlich ist. Das im Kaninchen durch Im
munisierung mit 17-ß-östradiol-6-(0-carboxymethyloxim) :RSA gewonnene Antiserum 
weist eine ausreichend hohe Spezifltät auf, so daß auf eine chromatographische Isolierung 
des Östradiols verzieh tet werden kann. 

Die in neueren Arbeiten (5, 8, 11, 12, 14, 22) mit dem gleichen Antigen präparierten 
Antisera weisen in ihrer Spezifltät und in ihrem Titer vergleichbare Eigenschaften auf. 

Der durch Dialyse in vitro bestimmte freie Anteil des Östradiols ist als eine Näherungs
größe aufzufassen. 

Die Resultate des gesamten östradiols im Plasma im Menstruationszyklus sind mit den 
Angaben anderer Autoren in Einklang zu bringen (3, 7. 17, 18). 

Für die Beschreibung des Menstruationszyklus wurde das LH als Bezugsgröße für den 
Zeitpunkt der Ovulation gesetzt. Bai r d und G u e v a r a (4) äußern die Vermutung, daß 
eine bestimmte kritische Östradiolkonzentration den LH-Peak und somit die Ovulation 
auslöst. Somit wäre auch zu erklären, daß eine gehemmte östradiolproduktion bei einem 
anovulatorischen Zyklus für das Ausbleiben der Ovulatim1 verantwortlich ist. Von den 
Östrogenen ist bekannt, daß sie die Bildung des Sexualhormon bindenden Globulins 
(SHBG) stimulieren. Auf Grund der relativ großen physiologischen Streuungen des pro
zentual freien Östradiols konnten keine statistischen Unterschiede errechnet werden. Bei 
der Betrachtung der Mittelwerte jedoch sind Unterschiede der Proteinbindung während 
des normalen Zyklus und im Vergleich zum anovulatorischen Zyklus erkennbar. 

Tu 1 chi n s k y [19) untersuchte den prozentualen Anteil des freien Östradiols nur in 
der Lutealphase und fand geringfügig niedrigere Werte. 

Die ermittelten Analysenergebnisse für das gesamte Östradiol im Plasma in der 
Schwangerschaft stimmen mit denen von Tu 1 chi n s k y und Koren man (21) sehr 
gut überein. 

D e H er t o g h und Mitarb. [9] sowie Co h e n und C o h e n (6) fanden gegen Ende 
der Schwangerschaft etwa 10 ng/ml höhere Werte. Die große Schwankungsbreite der 
östradiolkonzentration im Plasma am Ende der Schwangerschaft wurde von allen Auto
ren in gleicher Weise bestätigt. 

Tu l chi n s k y und Chop r a [20) beobachteten zu Beginn der Schwangerschaft bei 
der Verdoppelung der östradiolkonzentration auch eine Verdoppelung der SHBG-Kon
zentration im Plasma. Eine weitere Erhöhung des Serumöstradiols war mit einer ge
ringeren SHBG-Zunahme begleitet. 

Bis zum Ende der Schwangerschaft erhöht sich das gesamte östradiol auf etwa das 
lO0fache, die SHBG-Konzentration dagegen nur um etwa das 6fache. 

Die maximale SHBG-Konzentration wird bereits nach dem I. Trimester erreicht, wäh
rend das Ostradiol bis zum Ende der Schwangerschaft kontinuierlich ansteigt. Das stimmt 
mit den von uns gefundenen Ergebnissen des freien Ostradiols in der Schwangerschaft 
überein. Es zeigte sich ein signifikanter Abfall des prozentualen Anteils des freien 
Ostradiols im Verlauf des 1. Trimesters der Schwangerschaft. Im weiteren Verlauf der 
Schwangerschaft blieb der prozentuale freie Anteil konstant. 

Die dargestellten Ergebnisse bestütigen, daß das relativ einfache und spezifische Ver
fahren zur Bestimmung des freien und unkonjugiL' rlen östradiols für das klinisch-chemi
sche Laboratorium geeignet ist. 

Dil' .\11t,wt·11 11u,d1t,·n Herrn l>r. \\". H11hd<' /In;.:tit11t f iir P:-.p,·rinwntt·lk Endokrinologie der ('haritc 
Berlin) fiir d iP ll1·rste ll1111g dPr ..\nti,wra Yidmal,- dank, -11. 
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