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Die Normalwerte fiir 17KOH-Progesteron liegen um
100 ng/100 ml, In 11 F&llen von unbehandeltem AGS
wurden zwischen 10000 und 100000 ng/100 ml 170c.
OH-Progesteron gefunden.

Unter der Substitutionsbehandlung mit Cortisol oder
Prednison fillt der Wert auf 200 - 5000 ng/100 ml
17 -Hydroxyprogesteron ab, In dringenden Féllen
148t sich die Bestimmung innerhalb eines Arbeitsta-
ges durchfiihren,

10.3 P. Doerr (Max-Planck-Inst, f, Psychiatrie,

Miinchen)

Radioimmunologische Ostradiolbestimmung im peri-
pheren Plasma (Hapten-Radio-Immunoassay for Plas-
ma Estradiol)

1. Gewinnung und Charakterisierung der Antikorper.
Ostradiol-3-O-hemisuccinat wird kovalent an das
Trigerprotein Keyholelimpet-Hédmocyanin gebunden,
Minnliche Neuseelandkaninchen werden mit 2 mg
des Antigens unter Verwendung von Freunds Adjuvant
in l14tdgigem Abstand injiziert, Das Antiserum, das
zur Endpunktbestimmung verwendet wird, hat fol- *°
gende Eigenschaften: Titer: 32 pg Ostradiol werden
von 100 pl des 1:4 100 verdiinnten Antiserums zu 50%
gebunden, Affinitat: Das Antiserurn erlaubt quantita-
tive Bestimmungen im Bereich von 10-10 Mol/1
(Reaktionsansatz). Spezifitdt: Lediglich Ostron und
170oL-Ostradiol zeigen eine wesentliche Kreuzreaktion,
2., Probenaufarbeitung und Endpunktbestimmung,
Ostradiol wird aus Plasma mit Ather extrahiert., An-
schliefiend erfolgen Verteilung des Atherriickstandes
zwischen 1 N NaOH und Petroldther, Neutralisieren
der wifirigen Phase mit Phosphorsédure, zweite
Atherextraktion, Durch Diinnschicht-Chromatogra-
phie im System Bz / EtAc (75:25) (zus&tzl, 100 pl
2-Mercaptoidthanol / 100 ml Laufmittel) wird Ostra-
diol von kreuzreagierenden Ostrogenen und einigen
Leerwertkomponenten abgetrennt, Die quantitative
Bestimmung erfolgt im Eluat nach dem Prinzip der
Sittigungsanalyse unter Verwendung von Ostradiol -
2,4,6,7-3H (S. A, 100 Ci/mM).

3. Fehlerquellen, pg-Mengen Ostradiol kénnen sehr
rasch auf der Diinnschichtplatte oxydiert werden,
Dies liefl sich durch Zusatz von 2-Mercaptoéthanol
zum Laufmittel verhindern. Reproduzierbare, hin-
reichend kleine Leerwerte hatten zur Voraussetzung:
Sauberes Glasgerit (nach iblicher Spiilung und Trock-
nung Erhitzen fiir 2 h auf 500°C), weitgehende Eli-
minierung von Plastikgerédt, Reinigung der Losungs-
mittel und Diinnschichtplatten, Die additive Konstanz
der unspezifischen Leerwerte bei der Endpunktbe-
stimmung ermdoglichte eine einfache Korrektur.

4, Die Zuverldssigkeit der Methode hinsichtlich Ver-
lust, Nachweisgrenze, Reproduzierbarkeit und Spe-
zifitdt wurde ermittelt,

10,4 M, Wiedemann, A, Wirtz, H,J. Bauer und

L. Raith (I, Med, Univ, -Klinik, Miinchen)

Trennung von freien und proteingebundenen Steroiden
mit Amberlite. Anwendung bei der Bestimmung von
Testosteron im Plasma mit der kompetitiven Protein-
bindungsmethode (Separation of Free from Protein-
Bound Steroids with Amberlite. Application to the
Determination of Testosterone in Plasma by Com-
petitive Protein- Binding Method)

Z. Anal. Chem., Band 259, Heft 3 (197¢)

Problematisch ist bei jeder Methode, die auf dem
Prinzip der kompetitiven Proteinbindung basiert die
Trennung des eiweiRgebundenen Steroids vom ''freier'
Hormon. Bei den bisherigen Verfahren wurden die
nicht gebundenen Steroide meist durch Adsorption ar
Florisil, Dextrankohle oder Fullers Erde aus dem
Reaktionsgemisch abgetrennt, Es ist jedoch schwie-
rig, bei diesen Methoden alle Bedingungen wie Inku-
bationszeit, Temperatur, Zentrifugierzeit usw, im
Routinebetrieb eines Labors fiir eine groflere Serie
von Proben exakt einzuhalten, Wir haben deshalb
untersucht, ob ein mit Amberlite (Amberlite IRA 40))
beschichteter Kunststoffstreifen (4,5 x 0, 6 cm, Re-
somat® -Fa, Mallinckrodt), der auch fiir die Bestim-
mung von Thyroxin im Serum verwendet wird, zur
Adsorption freier Steroide, insbesondere von Testo-
steron geeignet ist. Im einzelnen ergab sich:

1, Tritium-markiertes Testosteron, Dihydrotesto-
steron, Corticosteron, Progesteron und Ostradiol
werden in wifirigen Medien an Amberlite adsorbier:,
Nach 60 min sind jeweils mehr als 90% der eingese:z-
ten Steroide adsorbiert.

2. An Amberlite werden vorwiegend die freien Sters-
ide adsorbiert, nicht jedoch die an Proteine gebun-
denen Hormone,

3. Bei der quantitativen Bestimmung von Testosteron
ergab sich in dem Bereich von 1 - 10 ng/Probe fiir
die einzelnen Eichwerte ein Variationskoeffizient von
maximal 3, 9%,

4, Die an verschiedenen Tagen erstellten Eichkurven
stimmten ausgezeichnet liberein, Der prozentuale
Fehler, errechnet aus den an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen bestimmten Werten, betrug fiir 8 ng Testo-
steron 5, 7%,fiir 2 ng nur 1, 7%,

Im Vergleich zu den bisher verwendeten Adsorben-
tien sind die Amberlitestreifen wesentlich einfacher
zu handhaben; dadurch kann gleichzeitig eine grofiere
Anzahl von Proben bearbeitet werden, Auflerdem sind
die Ergebnisse besser reproduzierbar als mit den
bisherigen Trennmethoden.

10,5 K, Horn, J.Habermann, J.Henner, 1. zur
Horst und P. C. Scriba (II. Med. Klinik, Univ,

Miinchen)

Automatisierte Schilddriisenhormonanalytik im Se-
rum: Tg-in vitro-Test und Gesamtthyroxin (CPB)
(Automatization of Thyroid Hormone Analysis in

Serum: T3 Uptake and Total T4 (CPB))

1. T3-in vitro-Test: Serum (0, 2 ml) und T3--2%J
(0,1 pCi) in 0,4 ml 0, 5% Albumin, 0, 05 M Na-Phos-
phatpuffer ph 7, 4 werden 15 min bei Zimmertempe-
ratur inkubiert, Durch eine 25 Kanal-Proportionier-
pumpe kénnen 25 Proben gleichzeitig angesaugt und
auf 25 kleine S#ulen aufgetragen werden, welche 1 g
Sephadex G-25 fine enthalten und in einem Thermo-
block (29°C) temperiert sind, Diese Siulen trennen
den proteingebundenen und den sog. freien = dextran-
gelgebundenen Anteil des T3-125J. Das dextrangelge-
bundene Tg- J wird durch einen Uberschuf§ von
Nachwaschserum aus den Sdulen entfernt, so dafl die-
se wochenlang benutzbar bleiben., Die ganze Trennung
erfolgt automatisch durch einen zeitgesteuerten Appa-
rat innerhalb von 25 min,

2. Gesamtthyroxin: Serum (0, 1 ml) und T4-125J

(0,1 pCi) in 0, 3 ml 0, 5% Albumin, 0,05 M Na-Phos-
phatpuffer pH 7, 4 werden 15 min lang bei Zimmer-
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temperatur irkubiert. Die Inkubationsgemische wer-
den wiederum auf 1 g Sephadex G-25 s, f, Sdulen auf-
getragen, welche vorher mit 0, 02 NaOH alkalisiert

wurden, um kaltes endogenes und radioaktives T4 voll-

stiandig zuriickzuhalten. Die Sdulen werden daraufhin
mit 0, 05 M Na-Barbitalpuffer pH 8, 6 gewaschen,
Durch Zusatz von 1,6 ml 1:100 verdinntem Schwange-
renserum wird eine kompetitive Proteinbindung (CPB)
des auf der Sdule befindlichen Thyroxins erreicht und
gleichzeitig das auf diese Weise gebundene Thyroxin
eluiert, Der prozentuale Anteil der eluierten Radio-
aktivitédt ist proportional zum Gehalt einer Probe an
endogenem T4. Das auf der Sdule verbliebene T4 wird
schlieBlich durch einen Uberschufl von Nachwaschse-
rum eluiert, so daf} die Sdulen wieder verwendet wer-
den kénnen, Fir diese CPB-Methode zur Serum-Ty-
Bestimmung wird der gleiche automatische Apparat
wie fir den T4-in vitro-Test benutzt,

Diese einfachen, schnellen und preiswerten Techniken
erlauben, die wochentlich in einer Zahl von jeweils

mehr als 200 angeforderten Bestimmungen des Serum-

gesamtthyroxins und des Tg-in vitro-Tests durchzu-
fiihren. Klinische Daten und Qualitdtskontrolle der
Methoden werden mitgeteilt,

10,6 J. Spona (Hormonlab,, [.Univ, Frauenklinik,

Wien/Osterreich)

Radioimmunologische Schnellbestimmung des luteini-
sierenden Hormons (LH) (Fast Radio-Immunoassay
for Luteinizing Hormone (I.H))

Eine rasche und reproduzierbare Untersuchungsme-
thode fiir das luteinisierende Hormon (LH) ist bei
der Sterilitdtsberatung von grofler Bedeutung, da

11, Elektrofokussierung

11,1 H. Stegemann (Inst, f. Biochem., Biolog. Bun-

desanstalt, Braunschweig)

Apparatur zur thermokonstanten Elektrofokussie-
rung oder - phorese von Proteinen bzw, Nukleins&u-
ren in Réhrchen oder Platten (Apparatus for Thermo-
stated Electro-Focusing or -Phoresis of Proteins
and Nucleic Acids, resp., in Tubes or Slabs)

Eine preiswerte Apparatur mit einfachen Zusatzteilen
in ausbaufdahiger Konstruktion dient zur Trennung von
Proteinen und Nukleinsduren im elektrischen Feld.
Tréger sind Polyacrylamid- oder Mischgele mit
Puffern bzw, Ampholinen™,

Die Techniken der Fokussierung und Elektrophorese
kénnen sowohl in P’latten als auch in R6hrchen im
gleichen Grundgerédt durchgefiihrt werden. Die aus-
gezeichnete Reproduzierbarkeit der "'Mapping-Tech-
nik" (1. Dimension Fokussierung, 2.Dimension Elek-
trophorese) wird fiir Proteine aus Meristemkulturen,
serum u, &, nachgewiesen,

Die Apgaratur gestattet analytische oder préparative
(20 cm#® Geloberfliche fiir die Applikation der Probe)
Trennungen, wozu frither verschiedene Gerédtetypen
eingesetzt werden mufiten, Fiir die kontinuierliche
Elution gibt es einen vergleichsweise einfachen Ein-
satz. Ein Gelschneider gestattet den Schnitt von diin-
neren aus dickeren Platten, wodurch bei zweidimen-
sionalen Trennungen in 16 mm Gelen bis zu 8 ver-
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man mit diesem Verfahren den optimalen Konzep-
tionszeitpunkt bestimmen kann, Der hier zu beschrei-
benden Methode liegt die Tatsache zugrunde, daf
Gammaglobuline an Kunststoffoberflichen adsorbiert
werden konnen (Catt, K, J., Tregear, G.W.: Science
158, 1570 (1967)). In so mit Antiserum beschichteten
Roéhrchen werden die unbekannten Serumproben nach
einer Verdﬂnnun% auf 1:5 zusammen mit jeweils
100000 cpm von 257 _markiertem LH (spezifische
Aktivitdt 90 - 150 pCi  pro pg) inkubiert, Gleichzei-
tig werden bekannte Hormonkonzentrationen (0, 25 -
16 mIE pro ml) inkubiert, um eine Standardkurve zu
erhalten, Nach einer Inkubationszeit von 5 h wird

das Medium abgesaugt und die Réhrchen werden 3 mal
mit Wasser gewaschen. Die an den Antik6rper gebun-
dene Radioaktivitdt wird von uns mit einem ’ackard
Autogammaspektrometer Modell 5219 (Zihlausbeute
55, 8% bei 80% '"gain'' und einem "window'' 80-260)
gemessen,

Die Auswertung der Mefresultate erfolgt mittels
eines Computerprogramms, In dem verwendeten
Me@lbereich der Standardkurve schwankt die Interas-
say-Prazision der Methode zwischen ¥ 7 und * 15%,
Der Variationskoeffizient fiir die Interassay-Bestim-
mung variiert zwischen ¥ 6 und * 13%, Die Empfind-
lichkeit der Methode ist besser als 0,5 mIE I.H/ml
Serum, Das von uns verwendete Antiserum zeigt
keine Kreuzreaktion gegen FSH und andere Peptid-
und Proteohormone.

Infolge der raschen Durchfiihrbarkeit, guten Repro-
duzierbarkeit und Spezifitdt des beschriebenen Sy-
stems wird diese Untersuchungsmethode von uns zur
Ausniitzung des optimalen Konzeptionszeitpunktes bei
Sterilitdtspatientinnen routineméflig angewendet.

schiedene Nachweise ermdoglicht werden, Fiir Unter-
suchungen im genetischen Bereich eigneten sich:
unspez. Proteinfarbung, Phosphatase, G-6-F-Dehydro-
genase, Esterase, Peroxidase, Phosphoglucomutase,
Phosphorylase, Amylase,

11,2  H.Delincée und B.J. Radola (Inst, f, Strahlen-
technol. Bundesforschungsanstalt f. Lebens-

mittelfrischhaltung, Karlsruhe)

Isoelektrische Fokussierung in gel-stabilisierten
Schichten - Umwandlung von Peroxidase Isoenzymen
(Isoelectric Focusing in Gel Stabilized l.ayers - Inter-
conversion of Peroxidase Isoenzymes)

Mittels der prédparativen isoelektrischen Fokussierung
auf 40 cm x 20 cm Glasplatten in 2 mm dicken Sepha-
dex G-175 (Superfine)-Schichten mit Zusatz von 1%
Trigerampholyten verschiedener pH-Bereiche wurden
neutrale, saure und basische Isoenzyme der Meer-
rettich- Peroxidase aus vorgereinigten Isoenzym-
gruppen mit RZ 2,5 - 3, 5(Sdulen-Gelfiltration auf Se-
phadex G-200 und Ionenaustausch-Chromatographie
auf mikrogranuldrer Whatman CM 52 Cellulose) er-
halten. Bei der analytischen diinnschicht-isoelektri-
schen Fokussierung auf 20 cm x 20 cm Glasplatten mit
0, 6 mm Sephadex G-75 (Superfine)-Schichten mit Zu-
satz von 1% der pH 3-10 Trdgerampholyte stellten



