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ว ิธ ีหาปริ มาทนอสกราน'ไออ สที เสนอ1ใ น ร า ย ง า น  น เมีนวิธี  เรห ิโ อ อ ํม ม ว -  
ใ น แ อ ส เ ส ย  ธ ีง ใชแอนค ีบอกท ี เกร ียม'?าทการฉ ีศกระกายหคลองศวย เอส fl ร า ไ ก — 
ออสที เกาะก ิกช ับ b ov in e  serum albumin ท ีการบอนอะคอมก า แหนง 6 

ส า ร ก ก ฉ ล า ก ท เช  กอ o e s t r a d i o l - 6 - o x i m e / ^ 2^ I - h i s t a m i n e  'รง เกรยม  
ข น เองจ ากการกกฉ ลากร ีส กาม ีน ค ้ว ย  โ ซ เ ก ย ม ไ อ โ อ ไ ค ก - 1 2 5  (Na า 2 5 1)V J
โ ก ย ว ธ ก ส อ ร า  มน-ห แล วนามา เชอมก บ O e s t r a d i o l - 6 -  (û -c a rb ox y m eth y l  ) -  
oxime แ ล ะ ห า ใ ห บ ร ิส ห ธกวย ห ิน เส เยอรโกรม าโฅ กราฟ ท ี  โ ก ย โ ซ  a lumina1 ' I ’
p r e c o a t e d  s h e e t  แ ล ะ ,ในสวน ข สมเบนธ ี นะ เ อ ท า น อ ล  ( 5 *. 1 V/V ) ส า ร ก ก  

ฉ ล า ก น จ ะ ใ ซ ไ ก ค ี  เ ม ี อ ก ว า ม เ ข ม ฃ น ส ุ ก ห า ย ข อ ง แ อ น ค ี บ อคี เมีน 1 !  4 2 0 » 000  แก 
เม ี อทาให้ บร ิ ส ุ หธ ี อ ี กกรงห'นง โ ก ข ก า ร ข า น ก อ ล ้ ม น เ ซ ฟ า เ ก ก ร  LH-20 ปฏ ิ กร ิ ยา  
ก า ร ร ว ม ช ั ว ช ั บ แอนคี บอคี จะกี ขน แ ล ะ ส า ม า ร ถ จ ะ ล ก ก ว า ม I ข ม ข น ส ุ ก ห า ย ข อ ง แ อ น ก -  
บ อก ี ลง เ ม ี น  1 Î 6 4 0 , 0 0 0  ป ฏ ิ ก ร ิ ย า เ ร ค โ อ อ ิ ม ม ิ ว โ น แ อ ส ์ เ ส ย  ห า โ ก ย อ น ห ิ ว เ บ ห  
สาร  กิกฉ ลา ก  {ไบ แอ นก บอกใน 0 . 1  M ฟ อฟ้ เ  y! ฅ บ้พ I /'๒ ร pH 7 , 0  ที อุผห ภูมิ 4 * 2 *
Iม ีนเวลา 1 6  -  2 4  ซม. การแยกสารกกฉลากรฺปอสระออกจากรูปทีจับชับ

^ ^  " 1, A 1 *  v  *  11 J  1 11 <แธนคีบอกหาไกโกยเกมขงถานเกลอบควยเกกซํแกรน4 งอย'ในแอสเสยบพเฟอร
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ทีลก‘ใไจากท ีรมควยอเทอรโคยว ิธ ีท ียานเ1ละไม ข าน ท ีไรท โครม าโกกราฟ ท ี  พบวาI I ! I £  r
ก วาม แม น ย าชอ งแงล องว ิธ ไม แก กก างก ้น  และกาส ้มประว ิทธของการIปล ียนแปร  
มีคาอยูระV.วาง 3 * 6  -  1 5 - อ/โ: ท ้ง ในการทคลอง เค ีย ว ค ัน และระห วางการ

ษ V  ' I 1
ทคลอง ความถูกก้อง ของ ว ิธ ีขานโครมาโฅกราฟท ี  เมือ เทีมลา ร มากร ฐานระหวาง  ข 1 1 1 1
1 50 -  8 , 0 0 0  พ,โ ค ก ท ! / ธ ม 5 ลงในท ีร ้ม บ ุรษจะค ีกวาว ิธ ีห ีไมฆานโกรมาโฅ-. ท ี  V ทีทีทีก้ ’ ’ที .  I
กราฟที  กลาวค ือ ความถ ูกก ้องของว ิธ ีหงลองม ีคาอย ูระหวาง 9 1 * 6 - 1 1 2 + 9 / 7  
และ 8 6 ± 5 “ า 4 0  ± 21,  คามลาค ับ ความจาเพาะของว ิธ ีทคลองอย ู ใน ระค ับส ูง  
กลาวคอ แอน,คบธค ่ เกค c r o s s  r e a c t i o n  .ก บ ล เก อ ร อ ย ก เพ ย ง บ า ง ก ว  คอ 
เอ ล โก ร น  เอสฅรออถและ 1 6 - อ ท ี เอ ส ก ร ิอ อ ล เท ีย ง ร อ ย ล ะ  0 . 3 6  1 * 7 2  และ* * V V
5 . 0  คามลาคับ ค ว าม ไว ข องก ารท ก ลอ ง  เม ือคานวผจากจคทความเขมขนของ14 9, V r ฟ 1 ที 1
ลารมาฅรฐาน เปน ถ ูน ย •บ?ไวย 2 เท า ช อ ง ค ว า ม เม ีย ง  เ บนมากรฐานม ืคา เ  มืน
1 0 . 2  พํ,โ ค ก ค ัม /ธ ม 5

ผล ิการว ัคปร ินาทนอลกราไคออลในท ีท!1ใน ร อ บ เค ือ น ข องล ฅ ร ีอ าลา! I
ลคักร 4 ราย ปรากฎวา  ใน ป ีว งก ล างรอบ เค ีอ น ระค ับ เอล ่ก ราไค อ อ ลล ุงส ค ม ื1 1  I I บ 1
ค าระห วาง  4 6 7  -  1 1 94  ทีโคกร*ม/ธม5 ( ค า เฉ ล ีย  7 7 0  ท ีโคกท!/•ธม5 )1 I I
และในซวง mid l u t e a l  phase  ม ืการะหวาง 2 3 2  -  6 0 8  พ,โ ค ก ค ัม /ธ ม 5 
( ค า เ ฉ ล ีย  3 6 0  ทีโคกร*ม/ธม5 ) ร ูปแบบและระคับความเข ้มข ้นของ เ อ ล ฅ ร า -  
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A b s t r a c t

The a s s a y  o f  o e s t r a d i o l  d e s c r i b e d  i n  t h i s  s tu d y  i s  a
radioimmunoassay u s i n g  a s p e c i f i c  a n t ib o d y  produced i n  r a b b i t s  
a g a i n s t  o e s t r a d i o l - 6 -BSA., The r a d i o a c t i v e  l i g a n d ,  o e s t r a d i o l - 6 -

h i s t a m i n e  f o l l o w e d  by i t s  c o u p l i n g  to  th e  o e s t r a d i o l - 6 - ( 0 - c a r b o x y -  
m eth y l )  oxime and then p u r i f i e d  by t h i n  l a y e r  chromatography u s i n g  
alumina p r e c o a t e d  s h e e t  d e v e lo p i n g  i n  th e  s o l v e n t  sy s te m  b e n z e n e ะ 
e t h a n o l  (3 :1  v /v ) .  Although th e  r a d i o l i g a n d  c o u ld  be u t i l i z e d  
w it h  th e  a n t ib o d y  a t  a f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 :̂ +2 0 , 0 0 0 , i t s  immuno- 
r e a c t i v i t y  was c o n s i d e r a b l y  improved a f t e r  a second  p u r i f i c a t i o n  
s t e p  u s i n g  a sephadex LH-20 column and th e  a n t ib o d y  f i n a l  d i l u t i o n  
c ou ld  be i n c r e a s e d  to 1:8^+0,000.  The r e a c t i o n  m ixture  was in c u b a t e d  
i n  0 .1  M p hosphate  b u f f e r  pH 7 . 0  a t  k^c f o r  16  -  2 k  hour and the  
s e p a r a t i o n  o f  bound and f r e e  form was performed by th e  a d d i t i o n  o f  
10  mg o f  d e x t r a n - c o a t e d  c h a r c o a l  i n  a s s a y  b u f f e r  per  tu b e .



A comparative  s tudy  on the e f f e c t  of  c e l i t e  chromatography  
on the r e l i a b i l i t y  of  the method i n  determ in ing  serum o e s t r a d i o l
e x tra c te d  with  e th er  showed t h a t  the p r e c i s i o n  of the two methods  
were not  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  The c o e f f i c i e n t  of  v a r i a t i o n  
v ar ied  from 3 .6  -  า 9.8% both f o r  w i t h i n  and between a s s a y  and the  
accuracy  of the chromatographic method was h ig h e r  than the  method 
w ith o u t .  The p ercen ta g e  r e c o v er y  ranging  from 9 1 - 6 - 1 1 2 - 9 %  
to 86 -  5 -  140 ± 21% were obta ined when the standard o e s t r a d i o l  
was 3,dded to  the male serum a t  a c o n c e n t r a t i o n  of 150 -  8 ,000  pg/cm^ 
r e s p e c t i v e l y .  The a n t ib od y  was con s id ered  to  be h i g h l y  s p e c i f i c  
having c r o s s  r e a c t i o n  w ith  on ly  few s t e r o i d s .  The p ercen ta g e  of  
c r o s s  r e a c t i o n  with  o e s t r o n e ,  o e s t r i o l  and 16 - e p i e s t r i o l  were 0 . 3 6 ,  
1 .7 2  and 5 .0  r e s p e c t i v e l y .  The s e n s i t i v i t y  of  the method c a l c u l a t i n g  
from the p er c e n ta g e  bound a t  zero  c o n c e n t r a t i o n  minus two standard  
d e v i a t i o n  was found to be 1 0 .2  pg/cm^

The d e t er m in a t io n  of serum o e s t r a d i o l  during  m enstru a l  c y c l e  
of fo ur  women showed th a t  the l e v e l  o f  o e s t r a d i o l  Vlas h i g h e s t  a t  mid 
c y c l e  per iod  rang ing  from 487 -  1194 pg/cnr w ith  a mean of 770 pg/cra 
and the c o n c e n t r a t i o n  a t  mid l u t e a l  phase var ied  from 232 -  608 pg/cm 
with  a mean of 380 pg/cm . The p a t t e r n  of o e s t r a d i o l  c o n c e n t r a t i o n  
was h i g h l y  r e l a t e d  to the c o n c e n t r a t i o n  o f  l u t e i n i z i n g  hormone,  
f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  hormone and p r o g e s t e r o n e .
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E 2 - 3 - B S A O e s t r a d i o l - 3 “ h e r a i s u c c i n a t e - b o v i n e  

s e r u m  a l b u m i n

E? - 1 7 - 3 S A O e s t r a d i o l - า 7 - h e m i s u c c i n a t e - b o v i n e  

s e r u m  a l b u m i n

1 2 5 ï -HGH ^ “ 3 I - H u m a n  g r o w t h  h o r m o n e

1 2 5 i - h c g ^ I - H u m a n  c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p i n

1 2 5 i - f s h l 2 3 I - F o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e
E 2 - 6 - 1 2 5 I 0 e s t r a d i o l - 6 ~ ( 0 - c a r b o x y m e t h y l ) -  

o x i n e / ^ 2 3 I - h i s t a m i n é

3 h - e 2 O e s t r a d i o l - 6 , 7 “ 3 H ( N )

A n t i - E 2 “ 6 - 5 S A A n t i b o d y  o f  o e s t r a d i o l - 6 - ( 0 - c a r b o x y -  

m e t h y l ) - o x i m e - b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n
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