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Untersuehungen fiber die Reaktionsparameter bei der 
radioimmunologisehen Analyse des luteinisierenden 

Hormons (LH) 
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Mit 7 Abbildungen 

(Eingegangen am 4. Dezember 1972) 

Study on the Reaction Parameters of the Solid-Phase Radio- 
immunoassay of Luteinizing Hormone (LH) 

The application of plastic Cest tubes allowed to reduce the 
time of analysis for the radioimmunoassay of luteinizing hormone 
(LH). This special technique is based on the fact tha t  y-globulins 
adhere to plastic surfaces. Plastic tubes were coated by incuba- 
tion with antiserum, and this provided a simple way to perform 
the separation of bound and free tracer in a radioimmunoassay 
system. All variables of this assay (coating time, time of in- 
cubation with tracer and unknown samples, ~racer and anti ,  
serum concentrations) were studied and resulted in a cut of 
analysis time to 5 hours. The disadvantage of using greater 
amounts of antiserum is compensated by the speed of this proce- 
dure. This system is valuable for biochemical and clinical studies. 

Die Verwendung yon Kunststoffger~ten erlaubt eine ein- 
fache Trennung yon freiem und  an den AntikSrper gebundenem 
Tracer bei der radioimmunologischen Analyse des luteinisieren- 
den Hormons (LH). Dutch Inkubat ion  wird eine bestimmte 
Menge yon AntikSrpern an PlastiktestrShrchen gebunden. Die 
Untersuehung der einzelnen Reaktionsvariablen (Beschichtungs- 
dauer, Inkubationszeit,  Tracermenge und Antiserumverdiin- 
nung) des Analysenverfahrens ergab, dal3 eine radioimmunolo- 
gische Untersuchung des LH innerhalb yon 5 7 Stdn. mSglich 
ist. Der Nachteil des grol3en Antiserumverbrauchs wird d u r c h  
die Einfachheit und  rasche Durchfiihrung des Analysenver- 
fahrens aufgehoben. 

Bei der quan t i t a t i ven  Bes t immung  des luteinis ierenden Hormons  
(LH) versagen die i ibliehen Analysenlnethoden,  da die in  KSrperfliissig, 
kei ten u n d  in  biocheraischen in  v i t ro-Systemen vorl iegenden t t o rmon-  
konzen t ra t ionen  un te r  den Erfassungsgrenzen liegen. ~berdies  liegt das 
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L H  in  einem so komplexen Proteingemisch vor, dal3 dies eine auf- 
weadige Isolierung zur quan t i t a t i ven  E n d p u n k t s b e s t i m m u n g  erforderlich 
machea  wfirde. I n  dee le tz ten J ah ren  wurde des Pr inzip der radio- 
immunologische~ Bes t immung  1 aueh ~ mehrf~ch fiir die q u a n t i t a t i v e  
Unte r suchung  des L H  herangezogen ~-15. Da alle bisher ver6ffeat l ichtcn 
radioimmunologischea LH-Metho4en  eine An~lysendauer  bis zu 5 Tage~ 
beanspruehten,  haben  wir ein rasches Aaalysenverfahren  entwickelt  a n 4  
kfirzlich beschrieben16: Wi r  beriehte~ n u m n e h r  fiber clio l%eaktions- 
parameter  in  diesem System. 

M a t e r i a l  u n d  Method .en  

Hochgereinigtes humanes Choriongonadotropin (HCG . 36/F 3, 
10000I .  E./mg) win'de zur Immunisat ion yon Kaninchen verwendet. 
leSJod (10 Ci 125J/rag J, 200 mCi 125J/ml) war von Farbwerke Hoechst AG, 
Frankfurt .  l~inderserumalbumin (RSA) Fraktion V war yon Sigma, St. Louis, 
Mo., und  f6tales K~lberserum (FKS)  erhielten wir yon l%eheis Chemical 
Comp., Chicago, Ill. RSA-Diluens (0,01~-Phosphatpuffer p i t  7,4, mit 
0,5 % I~SA, 0,9 % l~aC1 und  0,1% Neomycinsulfat) diente als L6sungsmittel 
fiir Standard, markiertes Hormon und  unbekannte  Proben. L E R  907 mit 
einer biologischen Aktivit/ir yon 20 I. E. 2~SH und 48 I. E. L H  pro rag wurde 
als LH-Standard verwendet. Die Jodierung yon hochgereinigtem L H  
(LH IRC-2, -10, -12, -64, biologische Aktivit~t 5•  mit 125j 
wurde,~wie ffir des menschliche Plaeentolactogen yon uns bereits beschrieben ~v, 
durchgefiihrt. Des mit  125j markierte L H  (Tracer) hatte eine spezifische 
Aktivitiit yon 90 bis 150 tzCi/~zg. Des radioimmunologische Verfahren gliedert 
sich in folgende Analysenschritte: 

1. Beschichten yon Kunststo]]r6hrchen 

Mehrere Kunststoffe wurden getestet. Polystyrol und Polyi~thylen waren 
in ihren Eigenschaften gleichwertig. Des Beschichten yon Inkubations- 
r6hrchen (10 • 75 ram) erfolgte dutch Inkubat ion  mit  1 ml einer Antiserum- 
verdfinnung (0,05~-Natriumearbonat/bicarbonat-Puffer p g  9,6). Iqach Ab- 
lauf der Reaktionszeit wurde abgesaugt und  der LZberschu8 des Antiserums 
weggewasehen. 

2. [nkubation mit Standard und Analysenproben 

Zur Erstellung einer Eiehkurve wurde mit  je 1 ml einer LH-Standard- 
verdfinnung (0,25 bis 16 m. I. E. L H / L E R  907 in RSA-Diluens mit 20% 
Kontrollserum) in den R6hrchen inkubiert, die mit  Antiserum beschichtet 
waren. Zur Analyse yon unbekannten  Proben aus K6rperflfissigkeiten yon 
:patienten bzw. aus in vitro-System bei biochemischen Studien wurde auf 
gleiche Weise inkubiert. 125J-markiertes L H  in 0,5 ml RSA-Dfluens wurde 
zu Inkubationsbeginn oder nach Ablauf einer Pr~inkubationszeit hinzu- 
gefiig~. 

3. Bestimmung der an den Antik6rper gebundenen Aktivitat 
Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurde das Medium abgesaugt und  die 

Inkubationsr6hrchen mehrmals mit  Wasser gewaschen. Die an den Anti- 
kSrper gebundene Radioaktivits wurde durch Messen der Inkubations- 
r6hrchen in einem :Packard Auto-Gamma-Spektrometer, Modell 5219, 
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bestimmt. Hierauf ko~mte eine Standardkurve gezeichnet werden und davon 
die unbekannten Proben abgelesen werden. Die Auswertung der Daten wurde 
auch im spateren Verlauf der Untersuchungen mit Hilfe eines Computer, 
programms durchgef~t. 
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Abb. 1. Bindungskapazit~t verschiedener Antiseren bei Verd/innungen 
1 : 1000, 1 : 5000 und  11:10 000. ]3eschichtungsdauer 2 Stdn. bei Zimmer, 

temp.  Inkubat i0n  ra i t  100 000 cpm Tracer 12 Stdn. bei 4 ~ 

Ergebnisse  

Die Austestung der Bindungsf~higkeit verschiedener Antiseren gegen 
L H  ist in Abb. 1 wiedergegeben. Ffir das Antiserum mit der grSBten 
Bindungsk~pazitat (AS 4825) wurde der Titer bei konstanter Inkuba. 

40* 
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tionszeit genau best immt (Abb. 2). Dieses Antiserum ergab bei einer 
Verdiinnung yon 1 : 10 000 naeh 5 Min. Inkubationszeit  bei Zimmertemp. 
zum Beschichten der PolystyrolrShrchen mit  Antiserum bereits eine 
Bindung yon 4000 cpm, wenn die so beschichteten R5hrchen bei 37 ~ 
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VERDONNUNG 

Abb. 2. Titerbestimmung des Antiserums mit der besten Bindungsf/~higkeit 
(AS 4825). Beschichtungsdauer 2Stdu., Zimmertemp. Inkubationsdauer 

12 Stdn. bei 4 ~ mit 100 000 cpm Tracer 

2 � 8 9  Stda. mit  RSA-Diluens un4 anschlieBen4 21/2 Stdn. mit  Tracer 
inkubiert wurden. Mit zunehmender Dauer der Inkubat ion zur Be- 
sehichtung mit  AntikSrper nahm die gebundene I~adioaktivit/~t zu und 
erreichte nach 2 Stdn. einen S/~ttigungswert (Abb. 3). 

Die Analyse der Staadardkurven,  die bei der Inkubat ion verschie- 
dener Konzentrationen des L E R  907 w/~hren4 18 Stdn. untcr sonst 
konstanten Bedingungen bei 4 und 37 ~ erhalten wurden, zeigte, dab 
be i  der tieferen Temperatur  eine gr6Bere Genauigkeit un4 Empfindiich- 
keit des Systems erreieht wird (Abb. 4). Die Standardkurve konnte mit  
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Bo/B (Bo ~ Radioaktivit~t bei Standardkonzen~ration gleich Null, 
B ~-Radioaktiviti~t bei jeweiliger Standardkonzentration) linearisier~ 
werden, Ul14 die giinstigere Stan4ardkurve wir4 durch die gr6Bere Stei- 
gung bei 4er Bo/B.Transformation ersiehtlieh (Abb. 4). 

Abb. 5 zeigt~ 4aB eine Inkubationsdauer yon 5 St4n. fiir Tracer und 
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Abb. 3. Abh~ngigkoit der an den Antikbrper gebundenen Radioaktivi~t yon 
der Beschichtungsdauer, AS 4825, 1 : l0 000. Inkubationsdauer 5 Stdn. bei 

37 ~ mit 100 000 cpm Tracer 

Standard bei 37 ~ bereits eine brauchbare Standardkurve liefert. Durch 
Pr/iinkubation yon 2 ~  Stdn. ohne Tracer und nachfolgende Inkubation 
yon 2 ~ Stdn. mit markiertem ] tormon verbessert sich die Genauigkeit 
und Empfindlichkeit der Standardkurve. Dies zeigt die Linearisierung 
bcsonders deutlieh (Abb. 5). 

Die Uatersuchungsergebnisse fiber verschiedene Aatiserumver- 
4iinnungen (1 : 1000, 1 : 10 000, 1 : 30 000) beim Beschichtungsvorgang 
und verschiedene Radioaktivit~ten (50 000, 100 000, 150 000 epm) beim 
Inkubationsvorgang sind in Abb. 6 zusammengefaBt. Daraus ist ersicht- 
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lioh, dug mit  50 000 cpm bei einer Antiserumverdiinnuag yon 1 : 10 000 
nur ein geringer B0-Wert (10500cpm) erhalten wurde, wghrend bei 
einer Traceraktivit/tt 100 000 cpm bereits mehr  Ms 20 000 opm gebunden 
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Abb. 4. Abh~ngigkeit der Standardkurve you der Inkuba~ionsgemperamr 
(4 ~ 37 ~ Besehiehtungsdauer 2 Stdn., Zimmertemp.,.AS 4825, 1 : 10 000. 
Inkubationsdauer 18 Stdn. bei 4 bzw. 37 ~ miiG 100 000 cpm Tracer. Nit 
.Bo/B wurde eine Linearisierung der S~andardkurven erhMten. B0 is~ die 
gebundene Radioaktivi~gg bei der Standardkonzentra~ion Null. B is~ die 

Radioaktivitgt bei der jeweilige n Standardkonzen~ration 

wurden. Eine Erh6hung der Radioaktivit/it des Tracers ~uf 150 000 cpm 
bei gleichbleibender Antiserumverdiinnung bewirkte, dM~ B0 nur mehr 
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geringfiigig zunuhm. Die Steigung der Standardkurve nahm jedoch ~b 
(Abb. 6). 

Unter Verwendung eiaer Antiserumverd~innung yon 1:1000 bei 
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Abb. 5. Standardkurven mit und ohne 1)ri~inkubation. Beschichtungsdauer 
2 Stdn., Zimmertemp. mi~ AS 4825, 1 : 10 000. Inkubationsdauer 5 St4u. 
bzw. 21/2 Stdn. nach einer Pr~inkubation yon 2 ~ Stdn. ohne Tracer (,,delayed 

tracer") mit 100 000 cpm Tracer bei 37 ~ Linearisierung mit Bo/B 

einer Traceraktiviti~t voa 100 000 cpm steigt B0 auf 28 000 cpm. B0 
fi~llt bei Ko~stanthaltung der Traceraktivit~t und ErhShung der Anti- 
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serumverdiinntmg auf 1 : 30 000 auf 8000 cpm ab (Abb. 6), Die Spezifit~t 
unseres Systems wurde getestet und keine Kreuzreaktion gegen .FSH, 
S T H  (Abb. 7) und andere Polypeptidhormone gefunden. 

Diskuss ion  

Die radioimmunologische Analyse yon Substanzen, die als Antigene 
wirken un4 gegen die An~iseren produziert werden kSnnen, beruht auf 
4er Tatsache, dall unmarkiertes Material mit radioak~iv markiertem 
Material (Tracer) um Bindungsstellen am spezifischen Antik6rper 
konkurrenziert 1. Die an den Antik6rper gebmldene Radioaktivit~t l~llt 
sich mit Hilfe einer Eichkurve in Relation zur Konzentration der be- 
treffenden Substanz setzen. Eine kritische Stufe bei solchen radio- 
immunologisehen Veffahren ist die Abtrennung des ffeien Tracers yon dem 
Tracer, der an den Antik6rper gebunden warde. Die Radioaktiviti~t des 
nicht umgesetzten Tracers oder des Antigen--Antik6rper-Komplexes 
kann hierauf bestimmt werden, 

Die lange Analysendauer aller bisher beschriebenen radioimmunolo- 
gischen Systeme zur quan$itativen Analyse des LH 18 erlaubt es nieht, 
auf Grund des Analysenergebnisses kurzfristige Entscheidungen bei 
biochemischen Projekten bzw. klinischen Studien zu treffen. Die Ergeb- 
nisse der vorliegenden Untersuchungen aller Reaktionsparameter 
erlaubten die Analysendauer auf 5 Stdn. zu re4uzieren 1~. Die Trennung 
des freien yore gebundenen Tracer wurde hier mit Hilfe einer festen Phase 
(Polystyrol) durchgefiihrt. Sic beruht auf der Tatsache, dall 7-Globuline 
an Kunststoffoberfl/ichen adsorbiert werden kSnnen 19. Im ersten Schritt 
des Verfahrens mull die F/~higkeit yon Antiseren zum Besehichten yon 
Kunststoffen und die Bindungskapazit/~t ausgetestet wer4en (Abb. 1). 
Interessan$ war tmsere BeobachSung, 4all Antiseren mit genfigen4 hohem 
Titer in fliissig fliissig-Systemen einen geringen Titer in unserem 
fest--fliissig-System zeigten. Wir haben 4afiir zur Zeit keine Erkl/~rung. 
Das Antiserum mit der besten Bindungsf/ihigkeit wird ausgew~hlt und 
jene Ver4iinnung gew/~hlt, die mindestens 10 000 cpm Tracer binder, 
wean mit 100 000 cpm radioaktiv markiertem Hormon irrkubiert wird 
(Abb. 2). Die Beschichtung mit 7-Globulinen erfolgte durch Inkuba~ion 
der betreffenden An$iserumverdtinnung in PolystyrolrShrchen bei 
Zimmertemp. Unsere Studien zeigten, clall diese Reaktion sehr 
rasch verl/~uft, da bereits nach 5 Min. 4000 cpm gebtm4en werden 
kSnnen. Nach 2 Stdn, kommt es zu einer S/~ttigung mit einer maximalen 
Bindung yon 9000 cpm (Abb. 3). Da die nachfolgende Analyse der 
einzelnen Standardkurven nach den in Abb. 3 wiedergegebenen Be- 
schichtungszeiten die beste Eichkurve fiir 2 Stdn. ergab, wurde die 
Beschichtung nunmehr auf diese Zei$ standardisiert. 

Unsere Untersuchungen zeigten, dall mit diesem analytischen Ver- 
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fahren bereits n a o h  18 Stda. Inkubationsdauer yon bekan~ten LH-Kon- 
zentrationen mit  Tracer bei 4 ~ eine geeignete Sta~dar4kurve erhalten 
wir4 (Abb. 4). Die Genauigkeit und Nachweisgrenze des Systems wird 
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Abb. 6. EinfluB yon Antiserumkonzentration (AS 4825) und Radioak~ivitA$ 
des Tracers auf die Standardkurve, Inkubationsdauer 5 Stdn. (2~  S$dn. 

Pri~inkubation) bei 37 ~ Beschichtungsdauer 2 Stdn., Zimmertemp. 

dureh Iakubat ion  bei 37 ~ etwas verschlechtert. Am besten ls sich 
dies durch eine Bo/B-Transformation zeigen (Abb. 4). Diese Linearisie- 
rung (Abb. 4) erlaubt auch eine einfaChere Computerauswertuug der 
Resultate. 
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Nachdem cine Inkubatioa bei 37 ~ mSglich war, versuchtea vd:r 
eine Kurzinkubation yon 5 Stdn. Empfindlichkeit und Genauigkeit 
kormten dureh eine Prgigkubation yon 2 ~  Stdn. ohrm Tracer mit einer 
naelffolgenden Inkubation nfit Tracer wesentlieh verbessert werden 
(Abb. 5). Inkubation der Standardkurve uncl der unbekannten Proben 
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x LER 907 IN 20%PS IN BSADIL, hi A 2" a IRP IN J~ L H  IN ~ 
+ FS H (I.lYPOPI.lYS~) ,s 
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3O 

~J 

I t i I I ~ - - I  
mlEU4/rnl ~ 2 4 8 16 

n g / m l  10 20 30 40 

Abb. 7 a 

wurde auf diese Zeit standardisiert. Die geringffigige Abnahme der 
cpm-Zahl yon B0 wirkte sieh auf das System nicht aus. Da die untere 
Nachweisgrenze sowohl vo~ der AntikSrpermenge als anch yon der 
Tracermenge abhgngt, ergab unsere Untersuchung dieser beiden Para- 
meter, dab bei Vergnderungen dieser Versuehsbedingungen Standard- 
kurven mit untersehiedlichen Steigungen resultierten (Abb. 6). Eine 
Antiserumverdfin~ung yon 1 : 10 000 und 100 000 epm des Tracers ergab 
fiir das verwendete Antiserum (AS 4825) die g~instigsten Reaktions- 
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bedingungen, d.h. EmpfindlieSkeit uncl Genauigkeit waren bei diesen 
Bedingungen optimal. ])as Verhi~ltni~ Tracer Zu AntikSrpermenge mul3 
so eingestellt sein, dal3 die Tracermenge im t3bersehul~ vorliegt. D~ unser 
Systenl keine Kreuzreaktiollell gegeI1 ESH, STH (Abb. 7) ulld andere 
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Abb. 7 b 
Abb. 7. Test des Antiserums auf Kreuzrea.ktionen. Die Spezifit~t des Systems 
wird dureh die Bo/B-Lillearisierung noeh besser dargestellt. Beschichtungs- 
dauer 2 Stdn., Zimmertemp. mit AS 4825, 1 : 10 000, 5 Stdn. Gesamtdauer 
tier Inkubation (2 ~ Stdn. Pr~inkub~tion) Init 100 000 cpm Tracer bei 37 ~ 

Proteinhormo~m zeigt, l~I3t es sich zur spezifiseheI1 Bestimmung des LH 
bei klinischen und biochemischen Projekten verwenclen. 

Durch die Verwendung einer festen Phase zur Trelmung des freien 
yore gebulldellen Tracer wurcIe eine vereinfachbe I-Iandhabuilg d e s  
Systems erreicht. ~lbcrdies ergabell die vorliegellcleI~ Untersuchullgen, 
dab bei diesem System eiae raschere Gleichgewichtseinstellung erzielt 
werden kolmte. Die Analyselldauer betr~gt bei dem vorliegendei1 Ver- 
fahrell ~mr eilten Bruchteil der frtiherell Methoden. ~Tberdies kSnllen 
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vorbeschichtete Inkubationsr6hrchen bei Bedaff zur Analyse eingesetzt 
werden. Der  Nachteil, dab man "groBe Mengen des Antiserums ver- 
braucht, wird durch die Einfachheit und kurze Analysendauer auf- 
gehoben. 

Wir danken Frau Dr. A.  S. Hartree, dab sie uas hochgereinigtes L H  

zur Veffiigung stellte. Dem N I H  verdanken wir den Standard L E R  907. 
Hochgereinigtes HCG verdanken wit Herrn Dr. K. Li~blce, und einige 
Antiseren erhielten wir yon Herrn Dr. R. yon Berswordt-Wallrabe. Wir 
danken Frau E. Neustddtl, Frl. H. Otto, Frl. G. Blaha, Frl. M.  Klampfer, 
Frl. E. Meisinger und Frl. E. Schreiner fiir ausgezeichnete technische 
Mitarbeit an 4iesem Projekt. 
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