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M A T E R I A L S  AND METHODS

M A T E R I A L S

- A N I M A L S

E l e v e n  7 - 1 2  y e a r s  o l d  a d u l t  f e m a l e  c y n o m o l g u s  

m o n k e y s  ( M a c a c a  f a s c i c u l a r i s ) , w e i g h i n g  3 . 5 - 5 . 5  k g  e a c h ,  

w e r e  c a g e d  i n d i v i d u a l l y  i n  a  l i g h t  c o n t r o l l e d  ( 0 6 0 0 - 1 8 0 0  

h )  r o o m  w i t h  g o o d  v e n t i l a t i o n .  T h e s e  m o n k e y s  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  p r i m a t e  r e s e a r c h  u n i t ,  d e p a r t m e n t  o f  b i o l o g y ,  

C h u l a l o n g k o r n  U n i v e r s i t y .  T h e y  w e r e  f e d  d a i l y  w i t h  m o n k e y  

c h o w  ( P o k p h a n d  A n i m a l  F e e d  C o .  L t d .  T h a i l a n d )  i n  t h e  

m o r n i n g  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  f r e s h  f r u i t  ะ p i n e a p p l e s ,  

b a n a n a ,  s w e e t  c o r n ,  m e l o n ,  s w e e t  p o t a t o  i n c l u d i n g  b o i l e d  

e g g s  i n  t h e  a f t e r n o o n .

- PROTOCOL

T h e s e  m o n k e y s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  2 g r o u p s  a s  f o l l o w  

( 1 )  E x p e r i m e n t a l  g r o u p  ( ท - 7 )

I n  t h i s  g r o u p ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  f o r c e - f e d  d a i l y  

w i t h  MMI  i n  t h e  d o s e  o f  10  m g / d a y  b y  d i v i d e d  i n t o  t w o  

d o s e s  a t  0 8 0 0  a n d  1 7 0 0  h .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  s t a r t e d  o n  D3  

o f  c y c l e  a f t e r  o b s e r v e d  p r e v i o u s  n o r m a l  c o n s e c u t i v e  2
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c y c l e s .  T h e  f i r s t  d a y  o f  v a g i n a l  b l e e d i n g  w a s  d e s i g n a t e d  

D1 o f  t h e  m e n s t r u a l  c y c l e  a n d  c h e c k e d  b y  v a g i n a l  s w a b b i n g .  

A n  i n i t i a l  d o s e  o f  MMI  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d o s e  o f  30  

m g / d a y  g i v e n  i n  h y p e r t h y r o i d i s m  p a t i e n t s  a n d  a d d i t i o n a l  ธ 

f o l d s  i n c r e a s e  i n  l o w e r  s e n s i t i v i t y  t o  d r u g  i n  t h e  m o n k e y s  

t h a t  e a r l i e r  r e p o r t e d  ( M c G i n t y  a n d  W i l s o n ,  1 9 4 9 ) .  W h en  t h e  

m o n k e y s  b e c o m e  h y p o t h y r o i d i s m  b y  m o n i t o r i n g  m e a s u r e m e n t s  

o f  T 3 , T 4 , f T 4  a n d  TSH c o n c e n t r a t i o n s ,  10  m g / d a y  o f  MMI  w a s  

r e d u c e d  t o  5 m g / d a y  a s  m a i n t e n a n c e  d o s e .  S u b s e q u e n t l y ,  

t h e  d r u g  w a s  r e d u c e d  a g a i n  t o  2 . 5  m g / d a y  i n  o r d e r  t o  

e l e v a t e  s e r u m  l e v e l s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e s  r e a c h i n g  t h e  

s t a t e  o f  m i l d  h y p o t h y r o i d i s m .  F i n a l l y ,  MMI  w a s  w i t h d r a w n  

a n d  s t u d i e d  t h e  h o r m o n a l  c h a n g e s  f o r  a t  l e a s t  1 0 0  d a y s  

w i t h  f e r t i l i t y  t e s t .  T h e  p o s t - t r e a t m e n t  f e m a l e  m o n k e y s  

w e r e  p a i r e d  w i t h  f e r t i l e  m a l e  f o r  b r e e d i n g  o n  t h e  e l e v e n t h  

t h r o u g h  t h e  f o u r t e e n t h  d a y  o f  t h e  c y c l e .  T h e  f i r s t  d a y  

t h a t  f o u n d  t h e  s p e r m  p l u g  i n  v a g i n a  a n d  c o n f i r m e d  b y  l i g h t  

m i c r o s c o p e  w a s  c o u n t e d  t o  b e  D a y  1 o f  p r e g n a n c y .  

C o n s e q u e n t l y ,  t h e  v a g i n a l  b l e e d i n g  d u r i n g  i m p l a n t a t i o n  w a s  

c a r e f u l l y  o b s e r v e d  w h i c h  e a r l i e r  r e p o r t e d  i n  t h i s  c o l o n y .  

W i t h  r e g a r d  t o  d e t e c t i o n  o f  t h e  p r e g n a n c y ,  t h e  a b d o m i n a l  

p a l p a t i o n  a f t e r  3 r d  w e e k  o f  p o s t - m a t i n g  w a s  p e r f o r m e d  a n d  

c a p a b l e  o f  e s t i m a t i n g  g e s t a t i o n a l  a g e .  I n  t h e  c a s e  o f  

s u c c e s s f u l  p r e g n a n c y ,  t h y r o i d  h o r m o n e s  c h a n g e s  a n d  r e l a t e d  

t o  T B G ,  E 2  1 p , T S H , a n d  PRL  w e r e  s t u d i e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  

t h o s e  i n  t h e  n o r m a l  p r e g n a n c y  m o n k e y s .

T h e  p r o t o c o l  o f  b l o o d  w i t h d r a w a l  w a s  w e e k l y
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c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  e a r l y  M M I  t r e a t m e n t  a n d  s e v e r e  

h y p o t h y r o i d i s m .  I n  a d d i t i o n ,  i n t e r m i t t e n t  b l o o d  w i t h d r a w a l  

o n  จ 5 ,  8 ,  1 0 ,  1 1 ,  1 2 ,  1 3 ,  1 4 ,  1 6 ,  1 8 ,  2 5 ,  29  a n d  34  o f

e a c h  c y c l e  d u r i n g  t h e  c o m p e n s a t o r y ,  m i l d  h y p o t h y r o i d i s m  

a n d  r e c o v e r y  p e r i o d s  w a s  p e r f o r m e d .  T h e  e x p e r i m e n t  

p r o t o c o l s  a n d  d o s e  i n t e r v e n t i o n s  o f  e a c h  m o n k e y s  w e r e  

e x h i b i t e d  i n  f i g u r e  1 - 7 .

T h e  m o n k e y s  s u f f e r e d  f r o m  s o m e  d i s t u r b a n c e s  s u c h  

a s  l o s s  o f  a p p e t i t e ,  g a l a c t o r r h e a ,  m y x e d e m a  a n d  d r o w s i n e s s  

d u r i n g  h y p o t h y r o i d i s m  w e r e  c a r e d  i n  t h e  g o o d  c o n d i t i o n s .

( 2 )  N o r m a l  p r e g n a n c y  g r o u p  (ทะ:4 )

A f t e r  2 c o n s e c u t i v e  n o r m a l  m e n s t r u a l  c y c l e ,  t h e  

f e r t i l e  f e m a l e  m o n k e y s  w e r e  m a t e d  w i t h  f e r t i l e  m a l e  

m o n k e y s  o n  D 1 1 - D 1 4  o f  c y c l e s  a s  t h e  p o ร t - t r e a t m e ท t  

f e r t i l i t y  t e s t i n g .  W e e k l y  w i t h d r a w a l  o f  b l o o d  s a m p l e s  w a s  

p e r f o r m e d  f r o m  D1 o f  p r e g n a n c y  t o  t h e  d a y  a t  t e r m  a n d  

d e l i v e r y .

- B l o o d  C o l l e c t i o n

B l o o d  s a m p l e s  r a n g i n g  f r o m  4 t o  6 m l  w e r e  

c o l l e c t e d  a t  0 9 0 0 - 1 0 0 0  a . m .  t h r o u g h  f e m o r a l  v e i n  p u n c t u r e  

i n  n o n - a n e s t h e s i z e d  m o n k e y s .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  a l l o w e d  t o  

c l o t  a n d  s e r u m  w a s  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0  g .  

( 4  ^ C ) .  S e r u m  w e r e  t h e n  a l i q u o a t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0  

i m m e d i a t e l y .  S i n c e  p r e v e n t i n g  r e p e a t e d  t h a w s ,  t h e  s a m p l e s  

m u s t  b e  a l i q u o a t e d  b e f o r e  f r e e z i n g  s t o r a g e .
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Hon hflr  No. » »

M o n th /D a y 1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 1 1 12 13 M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Y s o r

A p r i l 4 A
May >' • • • • • • • • 1
J u n e • 9 ' 9

J u l y
____________1________________

• • ê 9 9 9
A u g u s t - B '

S e p t e m b e r
4 ร * • • • 8

O c t o b e r
0 9 0 • • 0

N o v e m b e r1 • 0 0 0 0 7
D e c e m b e r

9 « 9 0 0

J a n u a r y
0 0 9 9

F e b r u a r y 1
M arà h D• 9 9 9

A p r } ! ( 9
May

0 9 •
J u n £ f 9 4 9 • 8

J u  1 y
9 0

A n g u s  h * 9 • 9 0 8

S e p t e m b e r

Abbravlqtton •  = M e n s t r u a t i o n  A = Day  o f  MMI 5*2  mH a d m i n i s t r a t i o n  -B = Day o f  MMI 5 mg a d m i n i s t r a t i o n  c = Day o f  MMI  2 , 5  mg a d m i n i s t r a t i o n -
0  ร Day  o f  MMI w i t h d r a w a l  0  1= F i n i s h  e x p e r i m e n t  c o u r s e

F i g  1 . T h e  s t u d y i n g  p r o t o c o l  a n d  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  

i n  m o n k e y  n o .  3 3 .  M M I  1 0  m g / d a y  ( A )  w a s  

a d m i n i s t e r e d  f o r  1 2 3  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 

m g / d a y  ( B )  a n d  2 . 5  m g / d a y  ( c )  f o r  25  d a y s  a n d  1 9 5

d a y s ,  r e s p e c t i v e l y
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F i g

tl$mii£jLJi2 • aa
Mon t h / D a y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Year
A ^ r  l l • • A• # •
Mny • 4 « • 1
J u n e • « • •
J u l y 4 • • 9
A u g u s  t • f • B
S e p t e m b e r c

8
O c t o b e r
N o v e m b e r 7
D ocem be  r
J a n u a r y 4 • • • • •
F e b r u a r y

1 4 « • • 1
M a rc h • • •
A p r  i 1 D« • • 9Mny • • • •
J  u n e # • • 8
J u  1 £ 4 • •
A u g u s  t • • * 0 8
S e p t e m b e r

—  -*— ylgl l gn  * •  = M e n s t r u a t i o n  A = Ony o f  MMI 5x2  mg a d m i n i s t r a t i o n .
1 t> = Day  o f  MMI 5 mg a d m i n i s t r a t i o n  c .=  Day  o f  MMI 2 . 5  mg a d m i n i s t r a t i o n

D = Day  o f  MMI w i t h d r a w a l  0 = F i n i s h  e x p e r i m e n t  c o u r s e

2 .  The s t u d y i n g  p r o t o c o l  and  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  
i n  m o n k e y  n o .  2 5 .  MMI 1 0  m g / d a y  ( A )  w a s  
a d m i n i s t e r e d  f o r  124  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 
m g / d a y  (B)  and  2 . 5  m g / d a y  ( c )  f o r  26 d a y s  and  235  
d a y s ,  r e s p e c t i v e l y .
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M onte r No. T»
M o n t h / D a y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Year
A p r i  1 T

Nay • • • 1
J u n e • • «
J u l y • • • 9
Augti s1 B
S e p t e m b e r C 6
Oc t o b e r
N ovem be  r 7
D e c e m b e r
J a n u a r y 4 • 4 •
F e b r u a r y • • 4 1
M arc h
A p r !  ใ ร • • • 9
Hay
J u n e • 4 • 8
J u l y • 0 4

A n g u s t 0 0 4 0 0 8
S e p t e m b e r - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - — ~ ~ — ~ “ ~

" ■

A b b r e v i a t i o n • ะ M e n s t r u a t i o n A  = Day o f MMI 5x2  m g a d m i n i s t r a t i o n
B = Day o f  MMI 5 mg a d m i n i s t r a t i o n c = Day o f MMI 2 . 5  - g a d m i n i s t r a t i o n
จ  3 Day o f  MMI w i t h d r a w a l 0 = F i n i s h e x p e r i m e n t a o u r s e

F i g  3 .  The s t u d y i n g  p r o t o c o l  a nd  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  
i n  m o n k e y  n o .  7 8 .  MMI 10  m g / d a y  ( A )  w a s  
a d m i n i s t e r e d  f o r  136  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 
m g / d a y  (B)  a n d  2 . 5  m g / d a y  (C) f o r  25 d a y s  and  226  
d a y s ,  r e s p e c t i v e l y .
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t ta n h A r  N * . 8 7
M o n t h / D a y 1 2 3 4 5 ร 7 8 9 10 11 12 13 1 4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Year
A p r i l • • A• •
May • « • • 1
J u n e
J u l y • 9
Augua  t • • • • • B
S e p t e m b e r c • ร • 8
0๐ t o b e r • • • •
N o v e m b e r 7
D e c e m b e r
J a n u a r y • • 0
F e b r u a r y 0 • • 1

March t
A p r  i 1 • • • • « « 9
May D
J u n e 8
J u l y •- , • •
AllgllH t 0 8

A b b re v ia tio n  • _ M e n s t r u a t i o n  A  = Day o f  MMI 5x2 «g a d m i n i s t r a t i o n
B  ร Day o f  MMI 5 mg a d m i n i s t r a t i o n  c = Day o f  MMI 2 . 5  mg a d m i n i s t r a t i o n
0 ร Day o f  MMI w i t h d r a w a l  0  s  F i n i s h  e x p e r i m e n t  c o u r s e

F i g  4 .  The s t u d y i n g  p r o t o c o l  and m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  
i n  m o n k e y  n o .  8 7 .  MMI 1 0  m g / d a y  ( A )  w a s  
a d m i n i s t e r e d  f o r  119  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 
m g / d a y  (B) a nd  2 . 5  m g / d a y  (C) f o r  21 d a y s  and 240  
d a y s ,  r e s p e c t i v e l y .
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t b n k i ï - S f l '7 f
M o n t h / D a y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Ysar

A p r i l • • A
f

May 9 • 9 9 1
J u n e
J u l y • • • 9
A u g u s t • • • • 0
S e p t e m b e r c 8
O c t o b e r
N o v e m b e r 7
D e c e m b e r
J a n u a r y
F e b r u a r y • 9 • 1

M arch
Apr 1 1 • • • • 9
May ร • •
J u n e ? • • 8

J u l y
A ugus t . • • • 8 -
S e p t e m b e r 0

Abbreviation ,  .  H. , 1. t r u a t l o n  A a Day o f  HMI 5x2  m, « d . i n l . t r a t l o n
ÿ  -  Day o f  HMI 5 mg a d m i n i s t r a t i o n  c -  Day o f  MMI 2 . 5  mg a d m i n i s t r a t i o n
D ร Day o f  MMI w i t h d r a w a l  ' 0  = F i n i s h  e x p e r i m e n t  c o u r s e

F i g  5 .  The s t u d y i n g  p r o t o c o l  a nd  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  
i n  m o n k e y  n o .  7 7 .  MMI 1 0  m g / d a y  ( A )  w a s  
a d m i n i s t e r e d  f o r  1 1 4  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 
m g / d a y  (B)  and  2 . 5  m g / d a y  (C) f o r  21 d a y s  and  284
d a y s ,  r e s p e c t i v e l y
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d anksxJtfi'101
M o n t h / D a y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 Year
A p r l  1 • 9 A•
May • • 9 • 1
J u n e
J u l y 0 • • 9
A u g u s t » B 9 0 •
S e p t e m b e r c 8
O c t o b e r
N o v e m b e r 7
D e c e m b e r
J a n u a r y
F e b r u a r y • 1
M arch ใ0 • 0
A p r i l 7• 79 ?0 9
May ?0
J  l ine D • • 8
J u l y • 0 •
A n g u s  t • • 8
S e p t e m b e r • • • 0

A b b f v l o l t o n  .  _ M e n a t r u . t i o n  A * ท»y o f  MMI 5x2 »*
B ะ Day o f  MMI 5 m* a d m i n i s t r a t i o n  c » Day o f  m l 2 . 5  mf a d m iท 1 a t r a t I o n
D = Day o f  MMI wi t h d r a w a l  0  X F l n l a h  e x p e r i m e n t  c o u r a e

F i g  6 . T h e  s t u d y i n g  p r o t o c o l  a n d  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  

i n  m o n k e y  n o .  1 0 1 .  MMI 1 0  m g / d a y  ( A )  w a s  

a d m i n i s t e r e d  f o r  1 1 7  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 

m g / d a y  ( B )  a n d  2 . 5  m g / d a y  ( C )  f o r  2 1  d a y s  a n d  2 7 9  

d a y s ,  r e s p e c t i v e l y .
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H on ker  N o . S 3
M o n t h / D a y 1 2 3 4 ร 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 2 2 3 24 2 5 2 6 2 7 2 8 29 3 0 31 Year

A p r i l • • A• • •
May • • • 0 « 1
J u n e
J u l y 9
A u g u s t ธ
S e p t e m b e r C 8
O c t o b e r
N o v e m b e r 7
D e c e m b e r
J a n u a r y • ร • •
F e b r u a r y • ร • . 1
M arc h • • « .
A p r i l D ร • ê S L c < E! :si • บ P I E 3 N 4 N S Y 9
May
J u n e 8
J i l l  y
A u g u s t 8
S e p t e m b e r

A b breviat ion  • ' « ' ร 1 H e n o t r u n t i o n  " ' * A -  Day o f  MM I 3 x 2  mg a d m i n i s t r a t i o nB~= Day o f  MMI 3 > 1  a d m i n i s t r a t i o n  c = Day O f  MM I 2 .  ธ mg a d m i n i s t r a t i o n
D - a  Day o f  MMI w i t h d r a w a l  0  = F i n i s h  e x p e r i m e n t  c o u r s a

F i g  7 . T h e  s t u d y i n g  p r o t o c o l  

i n  m o n k e y  n o .  6 3 .

a n d  m e n s t r u a l  c y c l e  r e c o r d  

MMI 1 0  m g / d a y  ( A )  w a s

a d m i n i s t e r e d  f o r  1 1 8  d a y s  a n d  f o l l o w e d  b y  5 

m g / d a y  ( B )  a n d  2 . 5  m g / d a y  ( C )  f o r  3 9  d a y s  a n d  1 9 6

d a y s ,  r e s p e c t i v e l y
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To p r e v e n t  a n e m i c  s t a t e s ,  a l l  mo n k ey s  u s e d  i n  t h i s  
s t u d y  w e r e  g i v e n  o r a l  h e m a t i n i c s  ( N u t r o p l e x  l i q u i q ^  ะ 
U n i t e d  A m e r i c a n  P h a r m a c e u t i c a l  I n c .  U . S . A . )  t h r o u g h o u t  t h e  
c o n d u c t i o n .

M e th o ds

- D e f  i n i t i o n s  ( E k i n s ,  1 97 8 )

1.  S e n s i t i v i t y

The  s e n s i t i v i t y  o f  an  a s s a y  s y s t e m  w a s  m i n i m a l  
d e t e c t a b l e  d o s e  d e t e r m i n i n g  f rom t h e  z e r o  d o s e  i n t e r c e p t s  
o f  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  p r e c i s i o n  p r o f i l e .

2 .  P r e c i s i o n

P r e c i s i o n  i s  r e f e r e d  t o  t h e  l e s s  s c a t t e r  o f  
r e p l i c a t e  m e a s u r e m e n t s  a b o u t  t h e  mean v a l u e  a r i s i n g  f rom  
random e r r o r s .  T h i s  may b e  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  t h e  c v  o r  
SD p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  a m o u n t  o r  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
s u b s t a n c e  m e a s u r e d .  T h e  p r e c i s i o n  o f  a m e a s u r e m e n t  
e s s e n t i a l l y  d e f i n e d  t h e  a m o u n t  b y  w h i c h  a n o t h e r  
m e a s u r e m e n t  m u s t  d i f f e r  f o r  s u c h  a d i f f e r e n c e  t o  b e  
r e g a r d e d  a s  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  I n t r a  s a m p l e ,  i n t r a  
b a t c h  p r e c i s i o n  r e l a t e d  t o  t h e  s c a t t e r  o f  r e p l i c a t e  
m e a s u r e m e n t  on t h e  same s a m p l e  i n  t h e  same a s s a y  b a t c h .  
I n t e r  s a m p l e ,  i n t e r  b a t c h  p r e c i s i o n  r e l a t e d  t o  t h e  s c a t t e r  
o f  m e a s u r e m e n t s  on d i f f e r e n t  s a m p l e s  a t  t h e  s a m e  d o s e  
l e v e l  i n  t h e  same a s s a y  b a t c h .
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3 .  A c c u r a c y

A c c u r a c y  r e f e r e d  t o  t h e  c o r r e c t n e s s  o f  a 
m e a s u r e m e n t  and  e x p r e s s e d  a s  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  
b e t w e e n  t h e  d e t e r m i n e d  a nd  a d d e d  v a l u e s .

4 .  Wo r ki ng  r a n g e

T h i s  c o n s t i t u t e s  t h e  r a n g e  o f  a n a l y t e  
c o n c e n t r a t i o n s  w h i c h  a r e  m e a s u r e d  w i t h  " a c c e p t a b l e "  
p r e c i s i o n .

5 .  S p e c i f  i c i t y

T h i s  t e r m  r e l a t e d  t o  t h e  a b i l i t y  o f  a n  a s s a y  
s y s t e m  t o  d i s t i n g u i s h  a n d  m e a s u r e  t h e  s u b s t a n c e  o f  
i n t e r e s t  and  e x p r e s s e d  a s  % c r o s s  r e a c t i o n  o f  50 % o f  B / B 0 .

I . T h y r o x i n e ( T 4 )

T4 m e a s u r e m e n t  i n  c y n o m o l g u s  m o n k e y s  s e r u m  w a s  
e a r l i e r  p e r f o r m e d  b y  u s i n g  h uman T4 k i t  ( S m a l l r i g d e  e t  
a l . , 1 9 8 1 ;  K a m i s ,  1 9 8 2 ; R e n  e t  a l . ;  1 9 8 8 ) .  In  t h i s  s t u d y ,  
c o m m e r c i a l  h u m a n  T4 k i t  f r o m  D i a g n o s t i c  P r o d u c t  
C o o p e r a t i o n  (USA) w a s  u s e d .  S e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n  T4 
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  p a r a l l e l e d  a g a i n s t  human T4 s t a n d a r d  
c u r v e  ( f i g .  8 ) .  As w i t h  a n y  h e t e r o z y g o u s  a s s a y ,  v a l u e s  
m e a s u r e d  i n  t h i s  a s s a y  c o u l d  n o t  b e  i n t e r p r e t e d  a s  
a b s o l u t e  v a l u e s  o f  t h e  h o r m o n e .  T h e r e f o r e ,  t h e  r e s u l t s  
w e r e  r e g a r d e d  o n l y  a s  r e l a t i v e  v a l u e s  o f  t h e  h o r m o n e .  
F u r t h e r m o r e ,  p a r a l l e l i s m  h a d  a l s o  b e e n  i n t e r p r e t e d  a s
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F i g  8 .  P a r a l e l l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human T4 s t a n d a r d  
and s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  T4 s e r u m .
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e v i d e n c e  o f  i m m u n o l o g i c a l  s i m i l a r i t y  ( K i e f f e r  a n d  
M a l a r k e y ,  1 9 7 8 )  o r  a s  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  o b s e r v e d  
i m m u n o r e a c t i v i t y  was  n o t  an a s s a y  a r t i f a c t  ( K y l e  e t  a l . ,  
1 9 8 7 ;  B a l f e ,  1 9 8 7 ) .  1 50  ug  o f  8 - a n i l i n o - L -  n a p h t h a l e n e
s u l f o n i c  a c i d  ( ANS) was  u s e d  a s  a t h y r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n  
b l o c k e r  w h i l s t  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( PEG)  a s  a n  a c i d  t o  
e n h a n c e  t h e  s e p a r a t i o n  o f  bou nd  from f r e e  f o r m s  ( C h o pr a ,  
1972  ) .

R e a g e n t s

1 . T_4 a n t i s e r u m

R a b b i t  a n t i - h u m a n  T4 s t o r e  f r e e z e  d r i e d  a t  4 
was r e c o n s t i t u t e d  w i t h  50ml  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  and  m i x e d  
b y  g e n t l e  i n v e r s i o n .  T h i s  a n t i s e r u m  was s t o r e d  a t  2 - 8  
f o r  30 d a y s  a f t e r  r e c o n s t i t u t i o n .

2 . ( ^ ^ I ) T h y r o x i n e

E a c h  v i a l  o f  ^ ® I - T 4  i n  l y o p h i l i z e d  f o r m  w a s  
r e c o n s t i t u t e d  i n  55 ml d i s t i l l e d  w a t e r .  The t r a c e r  was  
k e p t  i n  r e f r i g e r a t o r  a t  2 - 8  w i t h i n  30 d a y s  a f t e r
r e c o n s t i t u t i o n .  P r o l o n g e d  s t o r a g e  o f  t r a c e r  s h o u l d  b e  
r e q u i r e d  t o  r e - c o l u m n  i n  o r d e r  t o  g e t  r i d  o f  f r e e  i o d i d e .

3 .  T h y r o x i n e  s t a n d a r d

The  t h y r o x i n e  s t a n d a r d  w e r e  s u p p l i e d  i n  l i q u i d  
f o rm and c o n t a i n e d  t h e  c a l i b r a t o r s  o f  0 ,  1 ,  4 ,  10 ,  16 and
24 u g / d l  w h i c h  e q u i v a l e n t l y  t o  0 ,  1 2 . 9 ,  5 1 . 5 ,  1 2 9 ,  206 and
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309 n m o l / l .  The human f r e e  T4 s e r um was  d e s i g n a t e d  t h e  
z e r o  c a l i b r a t o r  o r  b l a n k .  T h i s  c a l i b r a t o r s  w e r e  s t o r e d  a t
2-8 °c.
4 .  Go a t  a n t i - r a b b i t  gamma g l o b u l i n

T h i s  a g e n t  i s  s t a b l e  i f  k e p t  a t  2 - 8  . S i n c e  a
f i n e  p r e c i p i t a t e  ma y  f o r m  a f t e r  r e f r i g e r a t i o n ,  t h e  
p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  s h o u l d  b e  m i x e d  t h r o u g h l y  b e f o r e  
u s e ,  w i t h o u t  f o a m i n g .

The p r i n c i p l e  o f  a s s a y

The p r o c e d u r e  f o r  T4 a s s a y  was  a d o u b l e - a n t i b o d y  
RIA.  '*'‘̂ ! - l a b e l e d  T4 c o m p e t e d  w i t h  T4 i n  t h e  s a m p l e  f o r  
a n t i b o d y  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ANS,  t h e  
b l o c k i n g  a g e n t ,  t o  p r e v e n t  b i n d i n g  o f  r a d i o l a b e l e d  T4 t o  
t h y r o i d  hormon e  b i n d i n g  p r o t e i n s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  20 
m i n u t e s , s e p a r a t i o n  o f  bou nd  f rom f r e e  f o r m was  a c h i e v e d  by  
t h e  P E G - a c c e l e r a t e d  d o u b l e - a n t i b o d y  m e t h o d .  F i n a l l y ,  t h e  
a n t i b o d y - b o u n d  f r a c t i o n  was  p r e c i p i t a t e d  a nd  c o u n t e d  i n  
g a mma  c o u n t e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  r e a d  f r o m  a 
c a l i b r a t i o n  c u r v e  c o n s i s t i n g  o f  X a x i s  d e s i g n a t e d  % B / B q 

a nd  y a x i s  was  t h e  c a l i b r a t o r  c o n c e n t r a t i o n s .  D e t e r m i n i n g ,  
B was  t h e  mean c o u n t  (CPM) o f  a n y  s t a n d a r d ,  unknown s a m p l e  
and q u a l i t y  c o n t r o l .  B q o r  maximum b i n d i n g  was  t h e  t o t a l  
b i n d i n g  o f  ( ^ ^ ^ ! )  T4 a n d  a n t i s e r u m  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
c o m p e t i t i v e  e n d o g e n o u s  T4 o r  t h e  s t a n d a r d  i n  t h e  a s s a y
t u b e  .
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T4 a s s a y  p r o t o c o l

I n  10 X 75 mm d i s p o s a b l e  p o l y s t y l e n e  t u b e s ,  t h e  
v a r i o u s  r e a g e n t s  w e r e  a d d e d  t o  y i e l d  a f i n a l  v o l u m e  o f  600  
u l . 10 u l  o f  b l a n k  was  p i p e t t e d  i n t o  t h e  b l a n k  and NSB
t u b e s .  E a c h  r e m a i n i n g  c a l i b r a t o r ,  q u a l i t y  c o n t r o l  a n d  
unknown s a m p l e s  was  a l i q u o a t e d  i n t o  t h e  p r e p a r e d  t u b e s .  50 
u l  o f  ( ^ ^ ! )  T4 was  a d d e d  t o  a l l  t u b e s  i n c l u d i n g  t o t a l  
c o u n t  ( T c ) t u b e  a n d  s h a k e d  t h e  r a c k  b r i e f l y .  
T h e r e a f t e r , 5 0  u l  o f  T4 a n t i s e r u m  was  a d d e d  t o  a l l  t u b e s ,  
e x c e p t  t h e  NSB a n d  Tc t u b e s ,  a n d  v o r t e x e d .  A l l  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
P r e c i p i t a t i o n  o f  b o u n d  a n t i s e r u m  w i t h  5 0 0  u l  o f  c o l d  
s e c o n d  a n t i s e r u m  p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  t o  a l l  t u b e s  
e x c e p t  Tc t u b e  a n d  m i x e d  w e l l  b e f o r e  i n c u b a t e d  f o r  5 
m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  S e p a r a t i o n  o f  bou nd  f o rm by  
c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  g . , a t  25  a n d  f o r  15 m i n u t e s .  Th e
s u p e r n a t a n t  was  d e c a n t e d  u s i n g  a foam r a c k  and l e t  t h e  
t u b e s  s t o o d  i n v e r t l y  on a b s o r b e n t  p a p e r  f o r  a t  l e a s t  10 
m i n u t e s .  Then t h e  t u b e s  w e r e  t r a p p e d  a nd  b l o t t e d  t h e  r i m s  
i n  o r d e r  t o  r e mo v e  a l l  r e s i d u a l  d r o p l e t s .  The p r e c i p i t a t e  
a t  t h e  t u b e  b o t t o m  was t h e n  c o u n t  f o r  1 m i n u t e  i n  gamma 
c o u n t e r  w i t h  t h e  s u i t a b l e  wi ndow s e t t i n g  f o r  I

C a l c u l a t i o n

A f t e r  r e c o r d e d  t h e  CPM b o u n d  f o r  e a c h  t u b e ,  t h e  
%B/Bq f o r  e a c h  t u b e  was  c a l c u l a t e d  a s  ะ
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%B/Bq = CPMX -  CPMn s b  X 100
cpmb0 -  cpmn s b

w h e r e  CPMX = CPM f o r  e a c h  s t a n d a r d ,  q u a l i t y  c o n t r o l , a n d
unknown s a m p l e s

CPM^gg ะA v e r a g e  CPM f o r  t h e  NSB t u b e s  
CPMgQ = A v e r a g e  CPM f o r  t h e  b l a n k  t u b e s

V a l i d a t i o n  o f  T4 a s s a y

1.  S e n s i t i v i t y

I n  T4 a s s a y ,  t h e  s e n s i t i v i t y  was  0 . 2 0  u g / d l .

2 .  P r e c i s i o n

T h r e e  d i f f e r e n t  o f  p o o l e d  c y n o m o l g u s  monkey s e r a  
w e r e  made a n d  u s e d  an a s s a y  i n t e r n a l  q u a l i t y  c o n t r o l .  Hi gh  
l e v e l  q u a l i t y  c o n t r o l  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  a d u l t  m a l e  
m o n k e y .  Low and i n t e r m e d i a t e d  l e v e l s  o f  q u a l i t y  c o n t r o l  
w e r e  p o o l e d  f rom h y p o t h y r o i d i s m  and n o r ma l  f e m a l e  m o n k e y s .

T h e  w i t h i n  a s s a y  p r e c i s i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  
a s s a y i n g  20 a l i q u o a t s  o f  t h e  s a m e  s e r u m  i n  t h e  s a m e  
a s s a y ,  and  r e p r e s e n t e d  a s  % c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  w h i c h  
c a l c u l a t e d  f r o m  m e a n s  d i v i d e d  b y  s t a n d a r d  v a r i a t i o n  o f  
means  a s  p e r c e n t a g e .  B ut  t h e  b e t w e e n  a s s a y  p r e c i s i o n  was  
e s t i m a t e d  by  d u p l i c a t e  m e a s u r e m e n t s  i n  d i f f e r e n t  a s s a y s  on  
d i f f e r e n t  d a y s .  A c r i t é r i u m  f o r  p r e c i s i o n  r e q u i r e d  l e s s  
t h a n  a 20% c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  b o t h  w i t h i n  and
b e t w e e n  a s s a y  v a r i a n c e  ( H u b l ,  1 9 8 0 ) .
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I n  T4 a s s a y ,  t h e  w i t h i n - a s s a y  p r e c i s i o n s  w e r e  
5 . 2 0 ,  5 . 2 1  and  3 .78% f o r  l o w ,  i n t e r m e d i a t e  and h i g h  T4 
q u a l i t y  c o n t r o l  s a m p l e s .  The % CVs o f  b e t w e e n - a s s a y  w e r e  
7 .12% f o r  l o w ,  7 .52% f o r  i n t e r m e d i a t e  a nd  3.87% f o r  h i g h  
p o o l e d  s e r u m c o n t r o l s .  The w o r k i n g  r a n g e  was 1 . 2 4 - 2 4 . 0 0  
u g / d l  a t  % c v  1 4 . 5 - 4 . 5 .

3 .  A c c u r a c y

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n c y  b e t w e e n  d e t e r m i n e d  
a n d  a d d e d  v a l u e s  o f  T4 w a s  0 . 9 9 .

4 .  S p e c i f i c i t y

The  c r o s s  r e a c t i o n  o f  T4 a n t i s e r u m  w i t h  o t h e r  
s u b s t a n c e s  w h i c h  may b e  p r e s e n t e d  i n  s e r um was t e s t e d  by  
D i a g n o s t i c  P r o d u c t s  C o r p o r a t i o n  ( DPC, USA) a s  s h o w e d  i n  
t h e  f o l l o w i n g  t a b l e .  The c r o s s  r e a c t i o n  was  c a l c u l a t e d  a t  
50% o f  B / B 0

C r o s s  r e a c t i o n  s u b s t a n c e X c r o s s  r e a t i v i t y

L - t h y r o x i n e 100%
D - t h y r o x i n e 100%
T e t r a i o d o t h y r o a c e t i c  a c i d 11.4%
T r i  i o d o - L - t h y r o n i n e 4.0%
T r i  i o d o - D - t h y r o n i n e 9.7%
Di i o d o - L - t y r o s i n e 0.06%
Mono i o d o t y r o s  i n e 0.36%
M e t h i m a z o l 0 .42%
6 - n - P r o p y l - 2 - t h i o u r a c i l 0 .42%
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F i g  9 .  P a r a l e l l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human T3 s t a n d a r d  
and s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  T3 s e r u m .
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I I . T r i i o d o t h y r o n i n e ( T 3 )

T3 i n  c y n o m o l g u s  monkey  s e r um was  a l s o  d e t e r m i n e d  
b y  c o m m e r c i a l  human T3 k i t  ( D P C , USA)  a s  p r e v i o u s l y  
r e p o r t e d  ( S m a l l r i d g e  e t  a l .  , 1 9 8 1 ;  K a m i s ,  1 9 8 2 ;  R e n  e t  
a l . ,  1 9 8 8 ) .  The i m m u n o l o g i c a l  s i m i l a r i t y  i n t e r p r e t a t i o n  
was  p e r f o r m e d  b y  p a r a l e l l e d  b e t w e e n  human s t a n d a r d  c u r v e  
and  s e r i a l  d i l u t i o n  o f  c y n o m o l g u s  s erum ( f i g .  9 ) .

R e a g e n t s

1 . T3̂  a n t i s e r u m

R a b b i t  a n t i - h u m a n  T3 was  p r o v i d e d  i n  l y o p h i l i z e d  
f o r m .  T h i s  a n t i s e r u m  w a s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  50  ml  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  m i x e d  b y  g e n t l e  i n v e r s i o n .  A f t e r  
r e c o n s t i t u t i o n ,  i t  i s  k e p t  a t  2 - 8  i n  r e f r i g e r a t o r .

2 .  (125.1 ) T3

T h i s  t r a c e r  was  p r o v i d e d  i n  l y o p h i l i z e d  f o r m w i t h  
ANS. I t  was  r e c o n s t i t u t e d  b y  a d d i n g  50 ml d i s t i l l e d  w a t e r  
and  m i x e d  w e l l ,  s t o r e d  a t  2 - 8  w i t h i n  30 d a y s .

3 .  T3 s t a n d a r d

Each T3 c a l i b r a t o r s  was  p r o v i d e d  i n  l i q u i d  f o r m .  
Each  v i a l  c o n t a i n e d  t h e  T3 s t a n d a r d  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  0 ,  2 0 ,  5 0 ,  1 0 0 ,  2 0 0  and  6 00  n g / d l  w h i c h  e q u i v a l e n t l y  t o
0 ,  0 . 3 1 ,  0 . 7 7 ,  1 . 5 4 ,  3 . 0 7  and  9 . 2 2  n m o l / 1 .
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4 .  G o a t - a n t i  r a b b i t  gamma g l o b u l i n

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  g o a t - a n t i  r a b b i t  gamma  
g l o b u l i n  d i l u t e d  i n  PEG s a l i n e  s o l u t i o n .  T h i s  
p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  w a s  k e p t  a t  2 - 8  ® c .  T h e
p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  s h o u l d  b e  t h r o u g h l y  m i x e d  w i t h o u t  
f o a m i n g  p r i o r  t o  u s e .

T3 a s s a y  p r o t o c o l

50 u l  o f  d u p l i c a t e  s t a n d a r d ,  q u a l i t y  c o n t r o l s ,  
NSB, Bq and  unknown s e r um was  a l i q u o a t e d  t o  t h e  l a b e l e d  
t u b e s .  R a d i o i o d i n a t e d  T3 i n  q u a n t i t a t i o n  o f  50  u l  w a s  
a d d e d  t o  a l l  t u b e s  i n c l u d i n g  Tc t u b e  and  m i x e d  w e l l .  5 0 u l  
o f  T3 a n t i s e r u m  was  t h e n  a d d e d  t o  a l l  a s s a y  t u b e s  e x c e p t  
Tc  a n d  NSB . A l l  t u b e s  w e r e  m i x e d  i m m e d i a t e l y  a n d  
i n c u b a t e d  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  60 m i n u t e s .  N e x t  s t e p ,  
500  u l  o f  t h e  c o l d  s e c o n d  p r e c i p i t a t i n g  a n t i s e r u m  was
a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  Tc  t u b e s  a n d  v o r t e x e d ,  r e 
i n c u b a t e d  f o r  5 m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  A l l  t u b e s  
e x c e p t  Tc t u b e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 00 0  g ( 2 0  ®C) 
f o r  15 m i n u t e s .  The s u p e r n a t a n t  was  d e c a n t e d  by  u s i n g  foam  
d e c a n t i n g  r a c k .  The p r e c i p i t a t e s  l e f t  w h i c h  r e p r e s e n t  o f  
1 2 5 j _ r p g  b o u n d  f o r m  w e r e  c o u n t e d  f o r  1 m i n u t e  i n  gamma  
c o u n t e r .

V a l i d a t i o n  o f  T3 a s s a y

1 .  S e n s i t i v i t y
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The s e n s i t i v i t y  o f  T3 a s s a y  was  5 . 2 0  n g / d l .
2 .  P r e c i s i o n

The w i t h i n - a s s a y  o f  10 p a i r s  o f  t h e  same s a m p l e  
was  f o l l o w e d  a s  ะ 9 .17% f o r  l o w  l e v e l  c o n t r o l ,  4 . 62% f o r  
i n t e r m e d i a t e  l e v e l  c o n t r o l  a n d  7 . 0 8 %  f o r  h i g h  l e v e l  
c o n t r o l .  % c v  o f  b e t w e e n - a s s a y  o f  20 d i f f e r e n t  a s s a y s  f o r  
l o w  l e v e l  was  9 . 8 4  %, f o r  i n t e r m e d i a t e  l e v e l  o f  5 .73% and  
f o r  h i g h  l e v e l  o f  9 . 1 2 %.  The w o r k i n g  r a n g e  o f  a s s a y  was  
2 1 - 6 0 0  n g / d l  a t  t h e  l e v e l  o f  % c v  r a n g e d  1 2 . 5 0 - 6 . 2 3 % .

3 .  A c c u r a c y

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  T3 a s s a y  was  0 . 9 6 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

The  c r o s s  r e a c t i o n  o f  T3 a n t i s e r u m  w i t h  o t h e r  
s u b s t a n c e s  p r e s e n t e d  i n  s e r u m  w a s  e v a l u a t e d  b y  DPC a n d  
r e p o r t e d  a s  t h e  f o l l o w i n g  t a b l e .

C r o s s  r e a c t i o n  s u b s t a n c e s %Cross r e a c t i o n

T r i  i o d o - L - t h y r o n i n e ( T 3 ) 100%
L - t h y r o x i n e ( T 4 ) 0.09%
D - T h y r o x i n e 0.92%
M o n o i o d o t y r o s  i n e 0.02%
T e t r a i o d o t h y r o a c e t i c  a c i d 0.55%
3 , 5 - D i i o d o - L - t y r o s i n e 0.03%
M e t h i m a z o l e 0.06%
6 - n - P r o p y l - 2 - t h i o u r a c i l 0 .002%
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I I I  T h y r o i d  s t i m u l a t i n g  hormone  ( TSH)

C y n o m o l g u s  TSH v a l u e s  i n  b l o o d  w e r e  r e l a t i v e  
v a l u e s  o f  human TSH ( S m a l l r i d g e  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  Ren e t  a l . ,  
1 9 8 8 ) .  The  m e t h o d  e x p l o i t e d  t h e  a b i l i t y  o f  e n d o g e n o u s  
monkey  TSH t o  i n h i b i t  c o m p e t i t i v e l y  t h e  b i n d i n g  o f  1 ^ 1 -  
l a b e l e d  human TSH a n t i b o d i e s  t o  human TSH a s  d e s c r i b e d  by  
W h e r r y  e t  a l .  ( 1 9 7 0 )  a n d  m o d i f i e d  b y  A z u k i z a w a  e t  a l .  
( 1 9 7 8 ) .  T h e  d i l u t i o n  c u r v e s  o f  a m o n k e y  p i t u i t a r y  
h o m o g e n a t e  o r  o f  p l a s m a  f rom t h e  R h e s u s  monkey  c o n t a i n i n g  
a h i g h  l e v e l  o f  TSH w e r e  s h a r e d  p a r a l l e l i s m  a g a i n s t  t h e  
human TSH s t a n d a r d  c u r v e  ( A z u k i z a w a  e t  a l . , 1 97 8 ;  Melmed e t  
a l . , 1 9 7 9 ) .  I n  t h i s  a s s a y ,  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  c y n o m o l g u s  
TSH w e r e  p a r a l l e l e d  a g a i n s t  t h e  human TSH s t a n d a r d  c u r v e  
a s  r e p r e s e n t e d  i n  f i g  1 0 . The monkey  s e r u m  g r e a t e r  t h a n  30 
mIU/L was  d e f i n e d  a s  h i g h  l e v e l  i n  h y p o t h y r o i d i s m  a nd  i t  
was n o t  n e c e s s a r y  t o  d i l u t e d  i n  t h e  a s s a y .

R e a g e n t

1.  R a b b i t  a n t i - h u m a n  TSH

hTSH a n t i s e r u m  was  p r o v i d e d  i n  l i q u i d  form w h i c h  
c o n s i s t e d  o f  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m ,  g e l a t i n  i n  b a r b i t a l  
b u f f e r e d  s a l i n e  a nd  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e  a s  a p r e s e r v a t i v e  
a g e n t .

2 .  TSH

A p p r o x i m a t e l y  3 uCi  t r a c e r  was  i n  5 ml g e l a t i n  i n
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LOG CO NC ENTRAT I ON (mil) IL)

F i g  1 0 .  P a r a l e l l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human TSH s t a n d a r d
and  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  TSH s e r u m .



67

b a r b i t a l  b u f f e r e d  s a l i n e  and  0 . 0 0 2  M s o d i u m  a z i d e .

3 .  hTSH s t a n d a r d

The hTSH i n  t h i s  k i t  was  c a l i b r a t e d  a g a i n s t  t h e  
M e d i c a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  ( MRC) World  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n ,  
human p i t u i t a r y  TSH 6 8 / 3 8 .  T he  v a l u e s  f o r  hTSH w e r e  
e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  m i c r o - i n t e r n a t i o n a l  u n i t s  p e r  
m i l i l i t e r  ( u i u / m l )  w h i c h  c o n v e r t e d  d i r e c t l y  t o  ml U/ L o f  
ร .  I .  u n i t s .  The hTSH s t a n d a r d s  w e r e  c a l i b r a t e d  a t  2 ,  5,
1 0 ,  2 0 ,  50 ml U/ L i n  2 ml o f  b a r b i t a l  b u f f e r e d  s a l i n e  and
BSA w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .  T h i s  s t a n d a r d s  w e r e  k e p t  a t
2-8 °c.
4 .  Go a t  a n t i - r a b b i t  s e r u m ( s e c o n d  a n t i b o d y )

Go a t  a n t i - r a b b i t  gamma g l o b u l i n  was  i n  p h o s p h a t e  
b u f f e r  w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .  To i n s u r e  a h o mo ge no u s  
m i x t e r ,  i t  was  s t i r r e d  c o n t i n u o u s l y  w i t h  a m a g n e a t i c  m i x e r  
a nd  s p i n  b a r  p r i o r  t o  u s e .

5 .  human TSH b l a n k

Each v i a l  c o n t a i n e d  4 ml b a r b i t a l  b u f f e r e d  s a l i n e ,  
BSA w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .  B l a n k  i s  c a l i b r a t e d  a t  0 
m l U / L .

6 .  human TSH NSB r e a g e n t

Each v i a l  c o n t a i n e d  1 ml o f  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m,  
g e l a t i n  i n  b a r b i t a l  b u f f e r e d  s a l i n e  a n d  0 . 0 2  M s o d i u m
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a z i d e .

TSH a s s a y  p r o t o c o l

200  u l  o f  s t a n d a r d s ,  q u a l i t y  c o n t r o l ,  unknowns  was  
a l i q u o a t e d  t o  t h e  d u p l i c a t e d  t u b e s .  200  u l  o f  b l a n k  was  
t r a n s f e r e d  t o  t h e  NSB and Bg t u b e s .  I n  t h e  NSB t u b e s ,  100  
u l  o f  hTSH NSB s o l u t i o n  was  a d d e d .  A l l  t u b e s  w e r e  t h e n  
a d d e d  w i t h  100 u l  o f  f i r s t  a n t i b o d y ,  r a b b i t  a n t i - h u m a n  TSH 
e x c e p t  Tc  t u b e s  a n d  t h e  NSB t u b e s  a n d  t h e s e  w e r e  t h e n  
m i x e d  c a r e f u l l y .  T h e r e a f t e r ,  a l l  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  
1 h r  i n  a 37 w a t e r  b a t h .  100 u l  o f  ( ^ ^ ! )  hTSH was
a d d e d  t o  a l l  t u b e s  i n c l u d i n g  Tc t u b e  and  m i x e d  w e l l .  They  
w e r e  f u r t h e r  i n c u b a t e d  f o r  2 h r s  a t  37 i n  t h e  w a t e r
b a t h .  A f t e r  t h a t ,  1 0 0 0  u l  o f  w e l l - m i x e d  p r e c i p i t a t i n g  
a n t i s e r u m  s o l u t i o n  was  a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  Tc t u b e s  
a nd  m i x e d ,  r e - i n c u b a t e d  f o r  15 m i n u t e s  a t  37 i n  w a t e r
b a t h . T h e y  w e r e  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1000  g , 2 - 8 ^ c  

f o r  15 m i n u t e s .  A l l  t u b e s  e x c e p t  Tc t u b e s  w e r e  d e c a n t e d  
and  t h e n  c o u n t e d  f o r  1 m i n u t e  by  gamma c o u n t e r  w i t h  t h e  
s u i t a b l e  wi n do w s e t t i n g  f o r  1 - ^ ® .

V a l i d a t i o n  o f  TSH a s s a y

1 . S e n s  i  t  i v i t y

I n  t h i s  a s s a y ,  t h e  s e n s i t i v i t y  was  0 . 5 4  ml U/ L .

2 .  P r e c i s i o n

The % c v  o f  w i t h i n - a s s a y  i n  l o w  and  h i g h  q u a l i t y
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c o n t r o l s  w e r e  11 .72% and  6 .7 7 %,  r e s p e c t i v e l y .  The % c v  o f  
b e t w e e n - a s s a y  was  14.84% f o r  l o w  q u a l i t y  c o n t r o l  and 5.80% 
f o r  h i g h  q u a l i t y  c o n t r o l .  Th e  w o r k i n g  r a n g  w a s  3 . 1 5 - 5 0  
ml U/ L a t  t h e  l e v e l  o f  % c v  r a n g i n g  1 4 . 86%-4 .12%.

3 .  A c c u r a c y

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  TSH was  0 . 9 9 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

The  c r o s s - r e a c t i o n  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  b y  D a d e  
( B a x t e r  t r a v e n o l  D i a g n o s t i c s ,  USA) a s  t h e  f o l l o w i n g  ะ

C r o s s  r e a c t i o n  s u b s t a n c e s  % C r o s s - r e a c t i v i t y

T h y r o i d - s t i m u l a t i n g  hormone  100
L u t e i n i z i n g  hormon e  1 . 0
F o l l i c l e - s t i m u l a t i n g  hormone  < 0 . 1
Human c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p h i n  < 0 . 1

IV P r o l a c t i n  ( PRL)

C y n o m o l g u s  s e r u m  PRL w a s  m e a s u r e d  i n  1 0 0  u l  o f  
s a m p l e s  w i t h  a h o m o l o g u s  h u m a n  PRL R I A  p r e v i o u s l y  
e v a l u a t e d  i n  r h e s u s  m o n k e y s  ( Q u a d r i  a n d  S p i e s ,  1 9 7 6 ) .  
P a r a l l e l i s m  i n  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human PRL s t a n d a r d
and  l a t e  p r e g n a n t e d  monkey  s e r u m  was  e x h i b i t e d  ( f i g .  1 1 ) .
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F i g  1 1 .  P a r a l e l l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human PRL s t a n d a r d  
a nd  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  PRL s e r u m .
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R e a g e n t s

1.  R a b b i t  a n t i - h u m a n  PRL s erum

T h i s  f i r s t  a n t i b o d y  was  p r o v i d e d  i n  a l y o p h i l i z e d  
f o r m and t o  b e  r e c o n s t i t u t e d  by  a d d i n g  10 ml d i s t i l l e d  
w a t e r ,  m i x e d  g e n t l y  p r i o r  t o  u s e .

2 .  ( 1 2 5 .1 )  PRL

The  l a b e l e d  human PRL w a s  s u p p l i e d  a l s o  i n  a 
l y o p h i l i z e d  f o r m  w h i c h  h a d  b e e n  p u r i f i e d  b y  a f f i n i t y  
c h r o m a t o g r a p h y .  Each v i a l  was  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  10 ml o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  and m i x e d  w e l l .

3 .  hPRL s t a n d a r d

The s t a n d a r d s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  i n  human serum  
s t r i p p e d  o f  PRL b y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  w h i c h  
r e p r e s e n t e d  0 ,  5 ,  1 0 ,  2 0 ,  5 0 ,  100 and 200 n g / m l  i n  t e r m s
o f  t h e  WHO f i r s t  i n t e r n a t i o n a l  r e f e r e n c e  p r e p a r a t i o n  o f  
hPRL f o r  RIA,  no 7 5 / 5 0 4  ( l s j t  IRP 7 5 / 5 0 4 ) .  But  i n  t e r m s  o f  
t h e  mo re  r e c e n t  s e c o n d  i n t e r n a t i o n a l  s t a n d a r d  f o r  PRL,  
no 8 5 / 5 6 2 ,  t h e  s t a n d a r d s  h a v e  v a l u e s  o f  0 ,  1 1 5 ,  2 3 0 ,  4 6 0 ,
1 1 5 0 ,  2 3 0 0  and 4 60 0  ml U/ L (2 nd 8 5 / 5 6 2 ) .

4 .  Go a t  a n t i - r a b b i t  gamma g l o b u l i n  ( s e c o n d  a n t i b o d y )

Each v i a l  o f  s e c o n d  a n t i b o d y  w e r e  d i s s o v e l d  i n  
d i l u t e d  PEG i n  s a l i n e .  T h i s  p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  mus t  be  
k e p t  i n  a c o o l  p l a c e  ( 2 - 8  ) a n d  s h o u l d  b e  t h r o u g h l y
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m i x e d  b e f o r e  u s e .

PRL a s s a y  p r o t o c o l

100 u l  o f  b l a n k  was  p i p e t t e d  t o  t h e  NSB and Bq 
t u b e s .  1 0 0  u l  o f  e a c h  s t a n d a r d s ,  q u a l i t y  c o n t r o l  a n d  
u nk n o wn  s a m p l e s  w a s  a l i q u o a t e d  i n t o  p r e p a r e d  t u b e s .  
I o d i n a t e d  human PRL 50 u l  was  t h e n  a d d e d  t o  a l l  t u b e s  and  
m i x e d  w e l l .  50 u l  o f  PRL a n t i s e r u m  was a d d e d  l a t e r  t o  a l l  
t u b e s  e x c e p t  t h e  NSB and Tc t u b e s .  A l l  w e r e  v o r t e x e d  and  
i n c u b a t e d  f o r  3 h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e .  C o n s e q u e n t l y ,  
5 0 0  u l  o f  c o l d ,  w e l l  m i x e d  p r e c i p i t a t i n g  s o l u t i o n  w a s  
a d d e d  and v o r t e x e d .  S e p a r a t i o n  o f  bound  f orm was p e r f o r m e d  
by  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  15 m i n u t e s  a t  3 00 0  g ,  20 ®c .  The
s u p e r n a t a n t  w a s  d e c a n t e d  a n d  c o u n t e d  e a c h  t u b e  f o r  1 
m i n u t e .

V a l i d a t i o n  o f  PRL

1.  S e n s i t i v i t y

The s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  a s s a y  was  1 1 . 8 4  ml U/ L .

2 .  P r e c i s i o n

The w i t h i n - a s s a y  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  w e r e  
7 .78% f o r  l o w  l e v e l  o f  q u a l i t y  c o n t r o l  ( Q . C . ) ,  6 .65% f o r
i n t e r m e d i a t e  l e v e l  o f  Q . c .  and  4 .68% f o r  h i g h  l e v e l  o f  
Q . c .  . The b e t w e e n - a s s a y  p r e c i s i o n s  o f  l o w ,  i n t e r m e d i a t e  
and h i g h  l e v e l s  o f  q u a l i t y  c o n t r o l  w e r e  6 . 16%,  7 .41% and
12 .98%,  r e s p s c t i v e l y . The w o r k i n g  r a n g e  was 1 0 2 . 3 0 - 2 1 4 8 . 5 0



73

ml U/ L a t  t h e  % c v  1 2 . 9 5 - 1 4 . 0 0 % .

3 .  A c c u r a c y

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e  d e t e r m i n e d  
and  a d d e d  v a l u e s  was  0 . 9 7 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

The a n t i s e r u m  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  PRL, w i t h  an  
e x t r e m e l y  l o w  c r o s s - r e a c t i v i t y  t o  hGH, FSH, LH, TSH, hCG 
and hPL (DPC, U S A ) .

V. T h y r o x i n e  b i n d i n g  g l o b u l i n  ( TEG)

T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  on s a n d w i c h  l i g a n d  a s s a y  
p r i n c i p l e s .  TBG h a s  many a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  d ue  t o  i t s  
l a r g e  m o l e c u l e .  B i n d i n g  o f  a n t i - T B G  a n t i b o d i e s  t o  TBG 
u s u a l l y  d o e s  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  b i n d i n g  o f  T3 and T4 
t o  TBG. T h e r e f o r e ,  i t  i s  p o s s i b l e  f o r  TBG t o  b i n d  t o  T4 
and a n t i - T B G  s i m u l t a n e o u s l y  (Chan and A u c o c k ,  1 9 8 0 ) .  The  
t r a c e r ,  ^ ^ I - T 4 ,  i s  a d d e d  t o  b o t h  TBG s t a n d a r d  and  s erum  
s a m p l e s  i n  t h e  a s s a y .  L a b e l e d  T 4 , e n d o g e n o u s  T4 f rom serum  
s a m p l e s ,  and  e x c e s s  u n l a b e l e d  T4 i n  t h e  t r a c e r  form a T4 
p o o l  and  f o rm an e q u i l i b r i u m  w i t h  t h e  TBG i n  t h e  s erum  
s a m p l e s .  S i n c e  * ^ I - T 4  t r a c e r  i s  i n  a f i x e d  amount  p e r  
t u b e ,  t h e  t r a c e r  w h i c h  b i n d s  t o  TBG i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
t o t a l  TBG p r e s e n t s  i n  t h e  s a m p l e .  S u f f i c i e n t  a n t i - T B G  
s e r um i s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  a s s a y  t u b e  t o  b i n d  a l l  t h e
TBG.
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TBG-bound t r a c e r  i s  s e p a r a t e d  f rom t h e  r e m a i n i n g  
t r a c e r  p o o l  by  t h e  a n t i - T B G  a n t i b o d y  w h i c h  f o r m i n g  t h e  
p r e c i p i t a t e  w i t h  t h e  T4 - T B G - a n t i - T B G  c o m p l e x s . T h e  a n t i b o d y  
b o u n d  t r a c e r ,  l o c a t e d  i n  t h e  p r e c i p i t a t e  , i s  c o u n t e d  f o r  
r a d i o a c t i v i t y .  The c y n  TBG was  m e a s u r e d  and b a s e d  on t h i s  
p r i n c i p l e  u s i n g  hTBG k i t  ( B a x t e r  T r a v e n o 1 , ÜSA ) . S e r i a l  
d i l u t i o n  o f  c y n  TBG c o n c e n t r a t i o n  p a r a l l e d  a g a i n s t  hTBG 
s t a n d a r d  c u r v e  was shown ( f i g .  1 2 ) .

R e a g e n t

1 .  S h e e p  a n t i - T B G  s e r u m

S h e e p  a n t i - T B G  s e r um was i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  
s a l i n e ,  n o r m a l  g o a t  s e r um  and 0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .

2 . 1 ^ 2 5 แ  T4 t r a c e r

A p p r o x i m a t e l y  7 u C i  o f  i o d i n a t e d  T4 w a s  i n  
p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ,  BSA and 0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .

3 .  TBG s t a n d a r d  ( 1 : 4 1  d i l u t i o n )

TBG was p r o v i d e d  i n  1 ml o f  p r o c e s s e d  human s erum  
a n d  g e l a t i n  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  w i t h  0 . 0 2  M 
s o d i u m  a z i d e  a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 ,  1 0 ,  25 and 50 u g / m l ,
r e s p e c t i v e l y .

4 .  S e c o n d  a n t i b o d y  ( p r e c i p i t a t i n g  a n t i s e r u m  r e a g e n t )

E q u i n e  a n t i - g o a t  s e r u m  w a s  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r
w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .
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F i g  1 2 .  P a r a l e l l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human TBG s t a n d a r d
and  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  TBG s erum
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5 .  TBG s e r um  b l a n k  1 1 : 4 1  d i l u t i o n

TBG s e r u m  b l a n k  w a s  p r o v i d e d  i n  a 1 ml  o f  
p r o c e s s e d  human s e r um and g e l a t i n  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  
s a l i n e  w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .  B l a n k  was  c a l i b r a t e d  a t  0 
u g / m l  .

TBG a s s a y  p r o t o c o l

B e f o r e  a s s a y , b o t h  t h e  unknown and q u a l i t y  c o n t r o l  
s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  1 : 4 1  w i t h  a s s a y  b u f f e r .  The v o l u m e  o f  
50 u l  o f  TBG b l a n k ,  s t a n d a r d s ,  d i l u t e d  q u a l i t y  c o n t r o l s  
and unknown s a m p l e s  w e r e  a l i q u a o t e d  i n  t h e  d u p l i c a t e s  and  
t r a n s f e r e d  t o  a s s a y  t u b e s .  One h u n d r e d  u l  o f  i o d i n a t e d  T4 
was a d d e d  t o  a l l  t u b e s  and f o l l o w e d  by  100 u l  o f  s h e e p  
a n t i - T B G  s e r u m .  A l l  t u b e s  e x c e p t  Tc t u b e s  w e r e  m i x e d  by  
g e n t l y  s h a k i n g  o f  t h e  t e s t  t u b e  r a c k .  T h i s  w a s  t h e n  
i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
C o n s e q u e n t l y ,  100 u l  o f  p r e c i p i t a t i n g  a n t i s e r u m  r e a g e n t  
was t h e n  a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  Tc t u b e s  and m i x e d  e a c h  
t u b e  on a v o r t e x  m i x e r  s e t  a t  a l o w  s p e e d .  A l l  t u b e s  w e r e  
r e - i n c u b a t e d  f o r  10  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
S e p a r a t i o n  o f  b o u n d  f r o m  f r e e  f o r m  w a s  p e r f o r m e d  b y  
c e n t r i f u g e d  a t  1000  g ( 2 5  ®C) f o r  15 m i n u t e s ,  d e c a n t e d , a n d  
c o u n t e d  i n  gamma c o u n t e r  t h e r e a f t e r .

V a l i d a t i o n  o f  TBG

1.  S e n s i t i v i t y



77

In  t h i s  a s s a y ,  t h e  s e n s i t i v i t y  was  1 . 1  u g / m l .

2 .  P r e c i s i o n

T h e  w i t h i n - a s s a y  o f  % c o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n  
p e r f o r m e d  i n  t h e  i n t e r m e d i a t e  a n d  t h e  h i g h  q u a l i t y  
c o n t r o l s  t a k e n  p o o l e d  s e r a  f r o m  n o r m a l  a n d  p r e g n a n t  
m o n k e y s  w a s  2 . 5 5 %  a n d  5 . 1 6 %  r e s p e c t i v e l y .  T he  % c v  o f  
b e t w e e n - a s s a y  w a s  5 . 6 8 %  f o r  t h e  i n t e r m e d i a t e  l e v e l  a n d  
8 . 6 3 %  f o r  t h e  h i g h  l e v e l .  The w o r k i n g  r a n g e  was  3 . 7 8 - 5 0  

u g / m l  a t  % c v  o f  1 4 . 2 - 2 . 0 2 %

3 .  A c c u r a c y

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e  d e t e r m i n e d  
a nd  a d d e d  v a l u e s  was  0 . 9 9 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

D a t a  on t h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  a n t i s e r u m  u s e d  
i n  t h i s  k i t  t o  v a r i o u s  s u b s t a n c e s  a r e  s h o w n  i n  t h e  
f o l l o w i n g  t a b l e .  V a r y i n g  l e v e l s  o f  p o t e n t i a l  c r o s s -  
r e a c t a n t s  w e r e  a d d e d  t o  a s e r u m  p o o l .  R e s u l t s ,  e x p r e s s e d  
a s  p e r c e n t  r e c o v e r y ,  w e r e  o b t a i n e d  by  c o m p a r i n g  TBG v a l u e s  
b e f o r e  and  a f t e r  s p i k i n g .
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Compound Amount
A d d e d ( u g / m l )

TBG v a l u e  
( u g / m l )

%Recovery  '

- T h y r o x i n e ( T 4 ) 0 1 7 . 5 -
1 1 7 . 5 1 0 0

4 1 7 . 8 1 0 2

8 1 9 . 0 109
12 1 6 . 8 96
2 0 1 7 . 6 1 0 1

- A s p i r i n 0 2 3 . 8 -
2 2 5 . 8 108
2 0 2 6 . 0 109
2 0 0 2 4 . 0 1 0 1

- V a l i u m 0 2 3 . 8 -
1 2 5 . 0 105
1 0 2 3 . 5 99
1 0 0 2 2 . 9 96

VI F r e e  t h y r o x i n e  ( f T 4 )

C y n o m o l g u s  f T 4  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t w o  s t e p  
"i m m u n o e x t r a c t i o n "  p r o c e d u r e  w h i c h  h a s  shown t o  c o r r e l a t e  
m o s t  c l o s e l y  w i t h  a c c e p t e d  r e f e r e n c e  m e t h o d  o f  e q u i l i b r i u m  
d i a l y s i s  u n d e r  v a r i o u s  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  t h a t  e a r l i e r  
r e p o r t e d  b y  E l l i s  a n d  E k i n s  ( 1 9 7 5 )  a n d  W i r q u i n  e t  a l .  
( 1 9 8 7 ) .  P a r a l l e l i s m  b e t w e e n  c y n  fT4 s e r i a l  d i l u t i o n  c u r v e  
and hf T4  s t a n d a r d  c u r v e  was  e x h i b i t e d  ( f i g . 13)  The two  
s t e p  a s s a y  ( D a d e , B a x t e r  T r a v e n o l  I n c . ,  C a m b r i d g e ,  MS) was
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.18. ,71 1-6 2.4 4Æ I
LOG CONCENTRATIONS (ng Idl)

F i g  1 3 .  P a r a l l e l i s m  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t i e s  o f  human fT4  s t a n d a r d
a nd  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c y n o m o l g u s  fT4 s e r u m .
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d i v i d e d  i n t o  2 p a r t s  f o r  r e m o v a l  o f  TBG-bound T4 f rom t h e  
a s s a y  t u b e .

P r i n c i p l e s  o f  t h e  m e t h o d s

The Ga mmaco at ™ k i t  f o r  fT4 was  p e r f o r m e d  e n t i r e l y  
i n  t h e  c o a t e d  t u b e .  D u r i n g  t h e  f i r s t  i n c u b a t i o n ,  t h e  fT4  
f r a c t i o n  i n  e a c h  s a m p l e  and s t a n d a r d  was  bound  t o  t h e  T4 
s p e c i f i c  a n t i b o d y  i m m o b i l i z e d  on t h e  l o w e r  i n n e r  w a l l  o f  
t h e  G a mma c oa t ™ t u b e .  The T4 f r a c t i o n  w h i c h  r e m a i n e d  i n  
s o l u t i o n  b o u n d  t o  s erum b i n d i n g  p r o t e i n s  was  r emo v ed  from  
t h e  c o a t e d  t u b e  by  d e c a n t a t i o n .  The t u b e s  w e r e  r i n s e d  o n c e  
w i t h  i n c u b a t i n g  b u f f e r  a n d  t h e n  r e - i n c u b a t e d  w i t h  T4 
t r a c e r .  The t u b e s  w e r e  d e c a n t e d  a g a i n  and  c o u n t e d .

R e a g e n t s

1 .  R a b b i t  a n t i - T 4  s e r um c o a t e d  t u b e

P o l y p r o p y l e n e  t u b e s  ( 1 2 x 7 5  mm) c o a t e d  w i t h  r a b b i t -  
a n t i - T 4  s e r u m  w e r e  p r o v i d e d .

2 . ( ----- I ) t h y r o x i n e  ( T4 ) t r a c e r

A p p r o x i m a t e l y  5 uCi  was  i n  10 ml o f  t r i s  b u f f e r e d  
s a l i n e  w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .

3 . Tjl s e r um s t a n d a r d s

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  L - t h y r o x i n e  i n  1 ml  o f  
p r o c e s s e d  human s e r um w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e ,  s t a n d a r d  
w e r e  c a l i b r a t e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 2 1 ,  0 . 8 8 ,  1 . 9 0 ,
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3 . 0 0  a n d  5 . 8 0  n g / d l .

4 .  T_4 s e r u m  b l a n k

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  1 m l  o f  p r o c e s s e d  h u m a n  s e r u m  

w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .  B l a n k  w a s  c a l i b r a t e d  a t  0 n g / d l .

5 .  T j l  r e a g e n t  b u f f e r  c o n c e n t r a t e

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  10 m l  o f  t r i s  b u f f e r e d  s a l i n e ,  

4 mM A N S ,  6 mM s o d i u m  s a l i c y l a t e  w i t h  0 . 0 3  M s o d i u m  a z i d e .

6 .  I n c u b a t i o n  b u f f e r

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  1 2 5  m l  o f  t r i s  b u f f e r e d  s a l i n e  

w i t h  0 . 0 2  M s o d i u m  a z i d e .

R e a g e n t  p r e p a r a t i o n

- T r a c e r - b u f f e r  r e a g e n t

On e  v i a l  o f  T 4  r e a g e n t  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 0 m l )  

a s  w e l l  a s  t h e  e n t i r e  c o n t e n t  o f  T 4  t r a c e r  ( 1 0  m l )  w e r e  

a d d e d  a n d  m i x e d  w e l l .  9 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  t h e n  a d d e d  

a n d  m i x e d  g e n t l y .  T h i s  t r a c e r - b u f f e r  r e a g e n t  m u s t  b e  

s t o r e d  i n  t h e  d a r k  o r  f o i l  w r a p p e d  c o n t a i n e r ,  a t  2 - 8  i n  

r e f r i g e r a t o r .

F r e e  T 4  a s s a y  p r o t o c o l

5 0  u l  o f  s e r u m  b l a n k ,  e a c h  T 4  s e r u m  s t a n d a r d ,

q u a l i t y  c o n t r o l s  a n d  u n k n o w n s  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  b o t t o m
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o f  t h e  d u p l i c a t e  t u b e s .  1 0 0 0  u l  o f  i n c u b a t i o n  b u f f e r  w a s  

a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  T c  t u b e s  a n d  s h a k e d  t h e  t e s t  

t u b e  r a c k .  A l l  t u b e  e x c e p t  T c  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  20  

m i n u t e s  i n  a  37  w a t e r  b a t h .  C o n s e q u e n t l y ,  a l l  t u b e s  

( e x c e p t  T c  t u b e s )  w e r e  d e c a n t e d  a n d  a l l o w e d  t h e  t u b e s  t o  

d r a i n  i n  a n  i n v e r t e d  p o s i t i o n  f o r  3 - 5  m i n u t e s .  T h e  t u b e s  

w e r e  t r a p p e d  o n  a b s o r b e n t  p a p e r  t o  r e m o v e  a n y  a d h e r i n g  

l i q u i d  b e f o r e  p l a c i n g  t h e  t u b e s  u p r i g h t .  I n c u b a t i o n  b u f f e r  

i n  1 0 0 0  u l  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  e a c h  t u b e  e x c e p t  T c  

t u b e s  a n d  t h e n  d e c a n t e d .  T h i s  s e c o n d  a d d i t i o n  o f  

i n c u b a t i o n  b u f f e r  a s s u r e d  r e m o v a l  o f  T B G - b o u n d  T 4  f r o m  t h e  

a s s a y  t u b e .  A l l  t u b e s  w e r e  a d d e d  w i t h  1 0 0 0  u l  o f  t r a c e r -  

b u f f e r  r e a g a n t ,  s h a k e d  g e n t l y ,  a n d  r e - i n c u b a t e d  f o r  6 0  

m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A l l  t u b e s  w e r e  d e c a n t e d  

e x c e p t  T c  t u b e s  a n d  t h e n  c o u n t e d  i n  a  gamma  c o u n t e r  f o r  1 

m i n u t e  w i t h  t h e  w i n d o w  s u i t a b l y  a d j u s t e d  f o r  i o d i n e - 1 2 5 .

V a l i d a t i o n  o f  f T 4

1 .  S e n s i t i v i t y

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  t w o - s t e p  a s s a y  w a s  0 . 0 2

n g / d l  .

2 .  P r e c i s i o n

T h e  p e r c e n t a g e  o f  c o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n  i n  t h e  

w i t h i n - a s s a y  w a s  1 2 . 5 0 %  f o r  t h e  l o w  q u a l i t y  c o n t r o l  p o o l ,  

6 . 2 5 %  f o r  t h e  i n t e r m a d i a t e  q u a l i t y  c o n t r o l  p o o l  a n d  1 2 . 8 2 %  

f o r  t h e  h i g h  q u a l i t y  c o n t r o l  p o o l .  I n  t h e  b e t w e e n - a s s a y , t h e
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i n t e r m e d i a t e  a n d  h i g h  q u a l i t y  c o n t r o l s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  

w o r k i n g  r a n g e  w a s  0 . 2 2 - 5 . 8 0  n g / d l  a t  %cv 1 4 . 7 8 - 8 . 5 0 % .

3 .  A c c u r a c y

T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  f T 4  w a s  0 . 9 9 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

D a t a  i n  t h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  o f  t h e  a n t i s e r u m  u s e d  

i n  t h i s  k i t  w e r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  r a t i o  o f  t h e  T 4  

c o n c e n t r a t i o n  t o  t h e  c r o s s - r e a c t i n g  s u b s t a n c e  

c o n c e n t r a t i o n  a t  50% i n h i b i t i o n  o f  t h e  m a x i m u m  b i n d i n g  

( B a x t e r  T r a v e n o l , U S A ) .

% C V s  w e r e  e x h i b i t e d  1 4 . 3 5 % ,  6 . 8 9 %  a n d  1 6 . 3 8 %  f o r  l o w ,

C r o s s - r e a c t i v i t y  s u b s t a n c e % C r o s s - r e a c t i v i t y

L - t h y r o x i n e 1 0 0

D - t h y r o x i n e 1 00

L - t r i  i o d o t h y r o n i n e 2 . 6

D - t r i  i o d o t h y r o n i n e 2 . 1

D , L - d i  i o d o t h y r o n i n e 0 . 1

L - d i  i o d o t h y r o n i n e 0 . 1

D , L - m o n o i o d o t h y r o n i n e < 0 . 1

L - m o n o i o d o t h y r o n i n e < 0 . 1

D , L - t y r o s i n e < 0 . 1



8 4

V I I  L u t e i n i z i n g  H o r m o n e

T h e  r h e s u s  g o n a d o t r o p h i n s  d o  n o t  c r o s s - r e a c t  i n  

r a d i o i m m u n o a s s a y  s y s t e m s  f o r  t h e  h u m a n  g o n a d o t r o p h i c  

h o r m o n e s  ( N e i l l  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  I n  t h i s  a s s a y ,  t h e  LH k i t  

c o n s i s t i n g  o f  p u r i f i e d  c y n o m o l g u s  p i t u i t a r y  LH ( c y n  LH ) , 

r h e s u s  p i t u i t a r y  L H  r e f e r e n c e  p r e p a r a t i o n  a n d  r a b b i t  

a n t i s e r u m  t o  hCG w a s  k i n d l y  d o n a t e d  b y  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  

o f  H e a l t h  ( U S A ) , t h r o u g h  t h e  N a t i o n a l  P i t u i t a r y  A g e n c y  o f  

t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  A r t h r i t i s  M e t a b o l i c  a n d  

D i g e s t i v e  D i s e a s e  ( N I A M D D ) .

R e a g e n t s

1 .  R a b b i t  a n t i s e r u m  t o  hCG ( R 1 3 ,  p o o l  D

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  0 . 5 5  m l  o f  u n d i l u t e d  

a n t i s e r u m .

2 .  P u r  i  f  i  e d  c y n o m o l g u s  p i t u i t a r y  L  h ( c y n  L H  ) f o r  

r a d i o i o d i n a t i o n

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  1 0 0  u l  o f  p u r i f i e d  c y n  L H . T h e  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  0 . 1 5  u g / m l .

3 .  R h e s u s  p i t u i t a r y  LH  r e f e r e n c e  p r e p a r a t i o n  ( N I C H D - r h L H ; 

a l s o  k n o w n  a s  W P - X V - 2 0 )

E a c h  v i a l  c o n t a i n e d  4 0  u g  o f  r h L H  s t a n d a r d .  S i n c e  

t h e  p u r i t y  o f  t h i s  p r e p a r a t i o n  w a s  a p p r o x i m a t e l y  10%,  e a c h  

v i a l ’ s c o n t e n t  c o r r e s p o n d e d  t o  a b o u t  4 u g  o f  p u r e  r h L H .
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R a d i ๐ i o d i n a t i o n  o f  c y n o m o l g u s  LH

H i g h l y  p u r i f i e d  c y n o m o l g u s  L H  w a s  i o d i n a t e d  b y  

u s i n g  c h l o r a m i n e  T m e t h o d  a s  d e s c r i b e d  b y  G r e e n w o o d  a n d  

H u n t e r  ( 1 9 6 3 )  .

R a d i o i o d i n a t i o n  i s  t h e  p r o c e s s  o f  i n t r o d u c i n g  a t o m  

o f  r a d i o a c t i v e  i o d i n e  i n t o  a  m o l e c u l e .  I o d i n e  ( e i t h e r  

I  o r  ■ *■ ■̂ *■ -1) i s  g e n e r a l l y  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  i n  t h e  f o r m  o f  i t s  s o d i u m  s a l t .  W h i l e  i o d i n e  c a n  

b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  h i s t i d i n e  a n d  t r y p t o p h a n  r e s i d u c e s  a t  

pH 7 - p H 7 . 5  ( t h o s e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  f o r  r a d i o i o d i n a t i o n )  

i n  a  l i m i t e d  e x t e n t .  M o s t  i o d i n e  p r o d u c e d  w o u l d  b e  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  t y r o s i n e .  T h e  r e a c t i o n  t h a t  i s  b e l i v e d  

t o  o c c u r  i s  o x i d a t i o n  o f  s o d i u m  i o d i d e  t o  f o r m  t h e  i o d o u s  

i o n  ( I + ) ,  a n  e l e c t r o p h i l i c  a g e n t .  A t  a l k a l i n e  pH t h e  o r t h o  

p o s i t i o n  o f  t h e  a r o m a t i c  r i n g  i s  a c t i v a t e d  f o r  

e l e c t r o p h i l i c  a t t a c k  d u e  t o  t h e  e l e c t r o n  d o n a t i n g  e f f e c t  

o f  t h e  n e i g h b o u r i n g  h y d r o x y l  g r o u p .

I n  a d d i t i o n ,  p r o t e i n s  c a n  b e  d a m a g e d  b y  t h e  

o x i d a t o n  o f  m e t h i o n i n e  a n d  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  d u r i n g  t h e  

i o d i n a t i o n  p r o c e d u r e .  T h e  e f f e c t  o f  s u c h  o x i d a t i o n  d a m a g e  

o n  t h e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  a  p r o t e i n  o r  

p e p t i d e  c a n n o t  b e  p r e d i c t e d  b u t  c a n  s o m e t i m e s  r e s u l t  i n  

t h e  l o s s  o f  b i o l o g i c a l  a n d  i m m u n o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( H u n t e r ,

1 9 7 4 ) .



86

P r o t o c o l

1 . 5  u g  o f  p u r i f i e d  c y n L H  w a s  c o m b i n e d  w i t h  0 . 5  mC i  

o f  N a  I  a n d  8 . 7 5  u g  o f  c h l o r a m i n e  T i n  a  t o t a l

r e a c t i o n  v o l u m e  o f  4 0  u l  . T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  30  

s e c o n d  l a t e r  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 0  u l  o f  s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g  1 0 0  u g  o f  s o d i u m  m e t a b i ร น 1 f i t e  . A f t e r  t h e  

a d d i t i o n  o f  c a r r i e r  p r o t e i n  ( 1 0 0  u l  o f  1% BSA i n  PBS p l u s  

1 0 0  u l  o f  g e l - P B S )  , t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  i s  

c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a  s m a l l  c o l u m n  ( 1 0  m l )  o f  s e p h a d e x  G -  

1 0 0  w h i c h  h a s  b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  g e l - P B S .  F r a c t i o n s  

o f  0 . 5  m l  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  e a c h  

f r a c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s u r v e y  m e t e r  a f t e r  e l u t e d  w i t h

0 . 1 %  g e l - P B S .  T h e  p a t t e r n  o f  r a d i o a c t i v i t y  e l u t e d  s h o u l d  

c o n s i s t e d  o f  2 p e a k s .  T h e  f i r s t  p e a k  ( ~ t u b e  5 - 1 6 )  w a s  

t h e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o t e i n  f r a c t i o n .  

T h e  s e c o n d  ( t u b e  1 7 - 3 0 )  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s a l t  

f r a c t i o n  w h i c h  c o n s i s t e d  i n  p a r t  o f  t h e  f r e e  i o d i n e  s a l t .  

W i t h d r a w a l  o f  10 u l  f r o m  e a c h  t u b e  c o l l e c t e d  a n d  a d d e d  t o  

12  X  75  mm d i s p o s a b l e  t u b e  f o r  c o u n t i n g .

T h i s  p r e s e n t  i o d i n a t i o n  o f  c y n  LH w a s  s h o w e d  t h e  

3 2 . 3 %  y i e l d i n g  w i t h  7 1 . 8  u C i / u g  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  T h e  

i o d i n a t e d  c y n  LH w a s  s t o r e d  i n  0 . 1 %  g e l - P B S ,  pH 7 . 0  a n d  

d i l u t e d  w i t h  g e l - P B S  g i v i n g  t o t a l  c o u n t  0 . 1  n g / 1 0 0  u l  o f  

0 . 1 %  g e l - P B S  ( 3 0 , 0 0 0  c  P M ) . F o u r  f r a c t i o n s  w e r e

c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  m a x i m u m  b i n d i n g  a s  f o l l o w i n g

( f i g . 1 4 )
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F r a c t i o n n o  . 12, t h e % Bo z 10 .23%

F r a c t i o n n o  . 13, t h e % Bo = 14.97%

F r a c t i o n n o  . 14, t h e % Bo = 20 .45%

F r a c t i o n n o  . 15, t h e % Bo = 10 .36%

B o t h  f r a c t i o n  n o .  13 a n d  n o .  14  w e r e  c o m b i n e d  a n d  s h o w e d  

t h e  18% o f  % m a x i m u m  b i n d i n g .

P r e p a r a t i o n  o f  R e a g e n t s

1 .  A n t i - h C G  R 1 3

T h i s  f i r s t  a n t i b o d y  w a s  d i l u t e d  1 : 2 0 0 0  i n  t w o

s t e p s .

1 . 1  T h e  r a w  a n t i s e r u m  w a s  d i l u t e d  1 : 5 0  w i t h  0 . 0 5  

ED TA  i n  PBS ( E D T A - P B S )

1 . 2  T h i s  1 : 5 0  d i l u t i o n  w a s  t h e n  f u r t h e r  d i l u t e d  

w i t h  a  1 : 4 0 0  NRS i n  E D T A - P B S  g i v i n g  t h e  w o r k i n g  d i l u t i o n  

1 : 2 0 0 0 .  A t  a  f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 : 1 0 , 0 0 0 ,  2 2 %  o f  t h e  

t r a c e r  w a s  b o u n d  a n d  t h i s  w a s  t h e  d i l u t i o n  w h i c h  c h o s e n  

f o r  t h i s  a s s a y .

2 .  A n t i - r a b b i t  g amma  g l o b u l i n

1 m l  o f  a n t i - r a b b i t  gamma g l o b u l i n  w a s  d i l u t e d  w i t h  

39  m l  o f  0 . 0 5  M EDTA  i n  P B S .

3 .  R h L H  s t a n d a r d  ( W P - X V - 2 0 )

T h e  s t o c k  s t a n d a r d  c o n c e n t r a t i o n  w a s  1 . 0  u g / m l  a n d  

f r o z e n  i n  - 4 0 ° c .  T h e  s t o c k  s t a n d a r d  w a s  t h a w e d  a n d  t h e n

a d d e d  1 . 5  m l  o f  0 . 1 %  g e l - P B S  g i v e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1
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F i g  1 4 .  I o d i n a t i o n  o f  m L H  a n d  f r a c t i o n a l  c o l l e c t i o n .
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u g / 2 . 5  m l  o r  8 0  n g / 2 0 0  u l . T h i s  8 0  n g / 2 0 0  u l  o f  s t a n d a r d  

LH w a s  d e s i g n a t e d  a s  a  s t a r t i n g  s o l u t i o n  a n d  s e q u e n t l y  

d i l u t e d  w i t h  1 . 0  m l  o f  0 . 1 %  g e l - P B S .  T h e n ,  t h e  f u r t h e r  

s i x  s e r i a l  d i l u t i o n s  w i t h i n  a  r a n g e  o f  1 . 2 5  -  4 0  n g / 2 0 0  u l  

a r e  m a d e  f r o m  t h i s .

C y n  LH  R I A  p r o t o c o l

D a y  1 ะ 200 u l  o f  f i r s t  a n t i b o d y  w a s  a d d e d  t o  

2 0 0  u l  o f  d u p l i c a t e  s t a n d a r d ,  q u a l i t y  c o n t r o l  a n d  

u n k n o w n .  A l l  m a d e  u p  t h e  t o t a l  v o l u m e  w i t h  500 u l  o f  1% 

B S A - P B S .  A l l  t u b e s  w e r e  t h e n  v o r t e x e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  

2 0 - 2 4  h r s  a t  4 ° c .

D a y  2 ะ 1 0 0  u l  o f  i o d i n a t e d  c y n  LH w a s  a d d e d  t o  

a l l  t u b e s  i n c l u d i n g  T c  t u b e  a n d  t h e n  m i x e d ,  i n c u b a t e d  f o r  

2 0 - 2 4  h r s  a t  4 ° c .

D a y  3 ะ T h e  s e c o n d  a n t i b o d y  w a s  a d d e d  t o  a l l  

t u b e s  e x c e p t  T c  t u b e s  i n  v o l u m e  o f  2 0 0  u l ,  m i x e d  a n d  

f u r t h e r  i n c u b a t e d  f o r  6 h r s  a t  4 ° c .  C o n s e q u e n t l y ,  3 . 0  m l  

o f  c o l d  PBS w a s  a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  T c  t u b e s .  A l l  

t u b e s  ( e x c e p t  T c  t u b e s )  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 0  g ,  4 ° c  
f o r  3 0  m i n u t e s ,  u n b o u n d  f r a c t i o n  w a s  t h e n  c a r e f u l l y  

d e c a n t e d .  T h e  p r e c i p i t a t e d  b o u n d  f o r m  w a s  c o u n t e d  i n  a  

ga mma  c o u n t e r  f o r  1 m i n u t e .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  m o d i f i e d  

f r o m  M o n r o e  e t  a l . ,  1 9 7 0  a n d  s u m m a r i z e d  i n  t h e  f o l l o w i n g

t a b l e .
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I  . D .
S t d . / Q .  

U n k s  
( u l )

C /  1% B S A -  
PBS  
( u l )

' A n t i s e 
r u m  
( u l )

C y n L H *  

A ( U l )

a n t i -  
B gamma

g l o b u l i n

C o l d  
c PBS  

( m l )

T c - - - 1 00 - -

NSB - 5 0 0 - 1 00 2 0 0 3 . 0

Bo - 3 0 0 2 0 0 1 00 2 0 0 3 . 0

s t d 2 0 0 1 0 0 2 0 0 1 00 2 0 0 3 . 0

Q . c . 2 0 0 1 0 0 2 0 0 1 00 ; 2 0 0 3 . 0

บทk ร 2 0 0 1 0 0 2 0 0 1 00 2 0 0 3 . 0

A ะ i n c u b a t e 2 0 - 2 4  h r s a t  4 ° c

B ะะ i n c u b a t e 2 0 - 2 4  h r s a t  4 ° c

c  ะ: i n c u b a t e 6 h r s  a t 4 ° c

V a l i d a t i o n  o f  LH

1 .  S e n s i t i v i t y

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  a s s a y  w a s  10  n g / m l

2 .  P r e c i s i o n

O n l y  w i t h i n - a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  f o r  5 r e p l i c a t e s  

a n d  s h o w e d  t h e  % c v  o f  4 . 4 0 .

3 .  A c c u r a c y

T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e

d e t e r m i n e d  a n d  a d d e d  v a l u e s  o f  LH  w a s  0 . 9 8 .
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4 . S p e c i f  i c i t y

D e t a i l e d  s p e c i f i c i t y  s t u d i e s  w i t h  c y n  LH ะ a n t i -  

hCG R 13  R I A  w a s  r e p o r t e d  b y  N I A M D D .

4 . 1  C r o s s - r e a c t i o n  w i t h  o t h e r  h o r m o n e s  a n d  h o r m o n e  

s u b u n i t s .

I n  o r d e r  t o  p r o v i d e  a  r e a s o n a b l e  b a s i s  f o r  

q u a n t i t a t i v e  c o m p a r i s o n s  i n  d i s c u s s i n g  c r o s s - r e a c t i o n s  

w i t h  o t h e r  h o r m o n e s  o r  s u b u n i t s ,  t h e  a m o u n t s  o f  h o r m o n e s  

( i n c l u d i n g  L H ) a n d  s u b u n i t s  w i l l  b e  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  

' p u r e ’ s u b s t a n c e s  r a t h e r  t h a n  i n  t e r m s  o f  t h e  o f t e n  q u i t e  

i m p u r e  R I A  s t a n d a r d s .

a )  R h e s u s  c h o r i o n i c  g o n a d o t r o p i n  ( R h C G )

T h e  o n l y  h o r m o n e ,  o t h e r  t h a n  r h L H ,  w h i c h  r e a c t s  

s t r o n g l y  i n  t h e  c y n L H  ะ a n t i - h C G  R 1 3  s y s t e m  i s  r h C G .  I n  

t h i s  R I A ,  r h C G ' s  r e l a t i v e  p o t e n c y  i n  t e r m s  o f  t h e  r h L H  

s t a n d a r d  i s  a b o u t  70% o f  i t s  p o t e n c y  i n  t h e  m o u s e  l e y d i g  

c e l l  T P A ,  a g a i n  i n  t e r m s  o f  t h e  r h L H  s t a n d a r d .  T h i s  

s t r o n g  c r o s s - r e a c t i o n  w i t h  r h C G  i s  n o t  s u r p r i s i n g ;  i t  i s ,  

i n  f a c t ,  t o  b e  e x p e c t e d  i n  a n  R I A  w h i c h  e m p l o y s  a n d  

a n t i s e r u m  a g a i n s t  h C G .

b )  R h e s u s  LH b e t a  s u b u n i t

I t  a p p e a r s  t h a t ,  a l t h o u g h  r h L H  B c r o s s - r e a c t s  

s l i g h t l y , a n d  i n  n o n - p a r a l l e l  f a s h i o n , i n  t h e  c y n L H : a n t i - h C G  

R 13  R I A , t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  c r o s s - r e a c t i o n  i s  v e r y  s m a l l .
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c )  R h e s u s  a l p h a  s u b u n i t  1 p r o l a c t i n  a n d  g r o w t h

h o r m o n e

A m o n k e y  p i t u i t a r y  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  r h L  I 

p r o l a c t i n ,  a n d  GH i n  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  1 : 2 : 2 5  s h o w e d  

n o  r e s p o n s e  i n  t h e  c y n  LH : a n t i - h C G  R 1 3  R I A  w h e n  t e s t e d  

a t  d o s e s  c o n t a i n i n g  u p  t o  1 2 0  n g  r h L  , 2 4 0  n g  r h P R L ,  a n d

3 , 0 0 0  n g  r h G H .

d )  S e r u m  L H - 1 i k e  s u b s t a n c e  ( S e r u m  L H S )

T h e  s u b s t a n c e  i n  m o n k e y  s e r u m  w h i c h  c r o s s - r e a d s  

s o  s t o n g l y  i n  t h e  o v i n e  ะ a n t i - o v i n e  LH R I A  ( P e c k h a m  e t  

a l .  , 1 9 7 7  ) b u t  a p p e a r s  t o  b e  d e v o i d  o f  L H  b i o l o g i c a l

a c t i v i t y  w a s  t e s t e d  i n  t h e  c y n  L H  ะ a n t i - h C G  R 1 3  R I A .  

B e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  s u p p l y  o f  t h e  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n ,  

i t  w a s  t e s t e d  o n l y  a t  a  s i n g l e  d o s e  o f  1 2 5  u g , e q u i v a l e n t  

t o  6 2 . 5  n g  o f  r h L H  i n  t h e  o v i n e  ะ a n t i - o v i n e  R I A .  I n  t h e  

c y n L H  ะ a n t i - h C G  R 1 3  s y s t e m ,  i t  p r o d u c e d  a  v e r y  s m a l l  b u t  

s i g n i f i c a n t  r e s p o n s e ,  e q u i v a l e n t  t o  0 . 4  n g  o r  r h L H .  T h i s  

l o w  o r d e r  o f  c r o s s - r e a c t i v i t y  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  r e p r e s e n t  

a  p r o b l e m .

e ) R h e s u s  FSH

T h e r e  a p p e a r s  t o  b e  n o  c r o s s - r e a c t i o n  w i t h  r h F S H  

i n  t h e  c y n  LH  ะ a n t i - h C G  R 1 3  s y s t e m .

f ) R h e s u s  TSH

G o n a d o t r o p h i n - f r e e sera f r o m three
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t h y r o i d e c t o m i z e d  m o n k e y  s h o w e d  n o  r e s p o n s e  i n  t h e  c y n L H  ะ 

a n t i - h C G  R 1 3  s y s t e m .  T h e s e  s e r a  c o n t a i n  f r o m  10 t o  50  n g  

o f  TSH p e r  m l  a n d  w e r e  t e s t e d  a t  m a x i m u m  d o s e s  o f  2 0 0  u l , 

s o  i t  a p p e a r s  t h a t  a s  m u c h  a s  1 0 0  n g  o f  TSH p r o d u c e s  n o  

r e s p o n s e  i n  t h i s  R I A .  S i m i l a r l y ,  a  p i t u i t a r y  f r a c t i o n  

c o n t a i n i n g  a b o u t  25  n g  o f  r h  TSH p e r  m l  a n d  e s s e n t i a l l y  

f r e e  o f  L H , LH B ,  a n d  FSH f a i l e d  t o  e l i c i t  a  r e s p o n s e  w h e n  

t e s t e d  a t  2 0 0  u l .

2 ) E f  f  e c t  o f  s e r u m

G n - f r e e  m o n k e y  s e r u m  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  s p e c i f i c  

b i n d i n g  o f  c y n L H  t r a c e r  b y  a n t i - h C G  R 1 3 .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  

r e s p o n s e s  t o  v a r i o u s  q u a n t i t i e s  o f  s t a n d a r d  r u n  i n , t h e  

p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  G n - f r e e  s e r u m  a r e  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .

V a l i d a t i o n  o f  t h e  c y n  LH  j_ a n t i - h C G  R 1 3 R I A

H i g h l y  p u r i f i e d  c y n L H ,  s e r a  f r o m  o v a r i e c t o m i z e d  

a n d  o r c h i d e c t o m i z e d  r h e s u s  m o n k e y s ,  a n d  r h e s u s  m o n k e y  

s e r u m  t a k e n  d u r i n g  t h e  p r e o v u l a t o r y  s u r g e  a l l  s h o w e d  l o g  

d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  w h i c h  w e r e  p a r a l l e l e d  t o  t h a t  o f  t h e  

r h e s u s  p i t u i t a r y  LH s t a n d a r d  ( N I C H D - r h L H ) .  E s t i m a t e s  o f  

t h e i r  LH c o n t e n t  b y  t h e  c y n L H  ะ a n t i - h C G  R 13  s y s t e m  w e r e  

c o n s i s t e n t  w i t h  p o t e n c y  e s t i m a t e s  b a s e d  o n  t h e  m o u s e  

l e y d i g  c e l l  TPA  a n d  t h e  r h L H  : a n t i - h C G  # 2 6 7  R I A .

S e r a  f r o m  i n f a n t ,  h y p o p h y s e c t o m i z e d , a n d  e s t r o g e n

t r e à t e d  m a l e  r h e s u s  m o n k e y s  a l l  s h o w e d  u n d e t e c t a b l e  L H
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l e v e l s  i n  b o t h  R I A  s y s t e m  a n d  t h e  T P A . A s s a y  o f  d a i l y  

s a m p l e s  f r o m  n o r m a l ,  c y c l i n g  f e m a l e  r h e s u s  m o n k e y s  b y  t h e  

c y n L H  ะ a n t i - h C G  R 1 3  s y t e m  s h o w e d  t h e  e x p e c t e d  

p r e o v u l a t o r y  s u r g e s  o f  LH a n d  c o r r e l a t e d  h i g h l y  ( r  = 0 . 9 6 )  

w i t h  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  t h e  r h L H  ะ a n t i - h C G  # 2 6 7  s y s t e m .  

T h e  e x p e c t e d  c i r c h o r a l  p a t t e r n s  o f  L H  w e r e  f o u n d  i n  

s a m p l e s  t a k e n  a t  2 0  m i n u t e  i n t e r v a l s  f r o m  o v a r i e c t o m i z e d  

r h e s u s  m o n k e y s ,  a n d  a g a i n  t h e r e  w a s  a  h i g h  d e g r e e  o f  

c o r r e l a t i o n  ( r  = 0 . 9 4 )  b e t w e e n  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  t h e  t w o  

R I A s  . F u r t h e r m o r e ,  p r e l i m i n a r y  t e s t i n g  o f  a  n u m b e r  o f  

s e r u m  s a m p l e s  f r o m  p i g t a i l  m o n k e y s  ( M a c a c a  n e m e s t r i n a ) 

s u g g e s t s  t h a t  t h e  c y n L H  ะ a n t i - h C G  R 1 3  R I A  w i l l  p r o v e  

e q u a l l y  s u i t a b l e  f o r  m e a s u r i n g  c i r c u l a t i n g  L H  i n  t h i s  

s p e c i e s .

V I I I  E s t r a d i o l  1 7 - B  บ : 2 !

E s t r a d i o l  w a s  d e t e r m i n e d  b y  R I A  a s  d e s c r i b e d  b y  

A b r a h a m  e t  a l (  1 9 7 2  ) a n d  H u b l  ( 1 9 8 0 ) .  I n  t h e  c a s e  o f  

c y n o m o l g u s  s e r u m  E 2 1 e a c h  s a m p l e  w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  a n d  

d i d  n o t  p u r i f i e d  b e f o r e  a s s a y .  A n t i s e r u m  p r o v i d e d  b y  WHO 

M a t c h e d  P r o g r a m m e  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  E 2 '

R e a g e n t s  a n d  p r e p a r a t i o n

1 . E 2 s t a n d a r d

S t a n d a r d  E 2  i n  e t h a n o l i c  s o l u t i o n  a t  a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  160 n m o l / 1 ,  w a s  d i v i d e d  i n t o  100 u l  a n d  

s t o r e d  a t  4 ° c  u n t i l  u s e .  Wh en  r e q u i r e d ,  10 m l  o f  b u f f e r  ร
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( s e e  a p p e n d i x )  w a s  a d d e d  a n d  w a r m e d  t o  4 0 ° c  f o r  3 0  m i n s ,  

c o o l e d  t o  4 ° c  a n d  m i x e d  v i g o r o u s l y  b e f o r e  u s e .  T h i s  

s o l u t i o n  c o n t a i n e d  1 . 6  n m o l / 1  E 2  a n d  w a s  s t a b l e  f o r  2 - 3  

w e e k s  w h e n  s t o r e d  a t  4 °  c .

S i x  s e r i a l  d i l u t i o n s  ( s t a n d a r d  ะ b u f f e r  1 : 1 )  o f  E 2  

w i t h i n  a  r a n g e  o f  2 5 - 8 0 0  f m o l / t u b e  w e r e  p r e p a r e d .

2 .  E 2  t r a c e r

T r i t i a t e d  e s t r a d i o l - 1 7 B  ( 2 , 4 , 6 , 7 - ^ H - E 2 > s p e c i f i c

a c t i v i t y  2 5 0  u C i ) w a s  d i l u t e d  t o  o b t a i n  10  u C i / m l  w i t h  25  

m l  o f  t o l u e n e  ะ e t h a n o l  9 : 1  s o l u t i o n  a n d  s t o r e d  a s  t h e  

s t o c k  s o l u t i o n  a t  4 ° c .  W o r k i n g  t r a c e r  s o l u t i o n  w a s  

p r e p a r e d  f r o m  e v a p o r a t i o n  o f  1 5 0  u l  o f  t h e  s t o c k  s o l u t i o n  

a n d  r e - d i s s o l v e d  i n  15  m l  a s s a y  b u f f e r  ร .  T h e  t i m e  

n e c e s s a r y  f o r  r e - d i s s o l v a t i o n  o f  t r a c e r  w a s  30  m i n u t e s .  

T h i s  s o l u t i o n  w a s  s u f f i c i e n t  f o r  o n e  a s s a y  o f  1 0 0  t u b e s  

a n d  c o n t a i n e d  1 0 0  n C i / m l .  w o r k i n g  s o l u t i o n  w a s  d i s c a r d e d  

a t  t h e  e n d  o f  t h e  a s s a y .

3 .  R e c o v e r y  t r a c e r

P r e p a r e  t r a c e r  t o  m o n i t o r  r e c o v e r y  b y  t a k i n g  1 00  

u l  s t o c k  t r a c e r  s o l u t i o n  a n d  r e - c o n s t i t u t i n g  t o  1 m l  w i t h  

b u f f e r  ร a f t e r  e v a p o r a t i n g  t h e  s o l v e n t .

4 .  A n t i s e r u m

T h e  a n t i s e r u m  w a s  r a i s e d  i n  r a b b i t  a g a i n s t  

e s t r a d i o l - 1 7 B - 3 - 0 - c a r b o x y m e t h y l o x e n e - B S A . I t  w a s  p r o v i d e d



96

i n  l y o p h i l i z e d  f o r m  a n d  k e p t  a t  4 ° c .  I m m e d i a t e l y  b e f o r e  

u s e ,  i t  w a s  r e - c o n s t i t u t e d  i n  10 m l  b u f f e r  ร t o  g i v e  t h e  

f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 : 2 1 0 , 0 0 0 .

5 .  A b s o r b e n t

D e x t r a n - c o a t e d  

e m p l o y e d  t o  a b s o r b  t h e  

a l .  , 1 9 6 5 )  . R e a g e n t s  

C h a r c o a l  s u s p e n s i o n  mus  

b e f o r e  u s e  i m m e d i a t e l y .

c h a r c o a l  s e p a r a t i o n  

f r e e  f r o m  b o u n d  f o r m s  

w e r e  p r e p a r e d  ( s e e  

t  b e  c h i l l e d  a t  4 ° c  a n d

m e t h o d  w a s  

( H e r b e r t  e t  

a p p e n d i x ) . 

w e l l  m i x e d

5 .  C o u n t i n g  s o l u t i o n

P r e p a r e d  r e a g e n t s  w e r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  a p p e n d i x

p a r t .

D e t e r m i n a t i o n

1 .  E x t r a c t i o n  ะ

1 . 1  E x t r a c t i o n  o f  t h e  r e c o v e r y

T h e  r e c o v e r y  o f  e x t r a c t i o n  ( 8 6 . 5 0  -  8 9 . 0 0 % )  w as

s t a b l e  f r o m  a s s a y  b a t c h  t o  a s s a y  b a t c h .

2 0 0  u l  o f  a d d i t i o n a l  s a m p l e s  w e r e  a l i q u o a t e d  a n d  

t h e n  m i x e d  w i t h  2 0  u l  o f  r e c o v e r y  t r a c e r ,  l e f t  a n d  a l l o w e d  

t o  e q u i l i b r a t e  w i t h  s e r u m  b i n d i n g  p r o t e i n  f o r  3 0 - 6 0  

m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  I f  e x t r a c t i o n  w a s  c a r r i e d  

o u t  s o o n  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  ร 2 t r a c e r ,  t h e  r e c o v e r y  o f  

t h e  l a t t e r  w o u l d  b e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  p l a s m a  E 2 a n d
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t h e  l e v e l  o f  p l a s m a  Eg w o u l d  b e  u n d e r e s t i m a t e d  ( A b r a h a m  e t  

a l . ,  1 9 7 1 ) .  T h e  ' r e c o v e r y  t o t a l ’ t u b e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  

a d d i n g  2 0  u l  o f  ' r e c o v e r y  t r a c e r ’ p l u s  5 0 0  u l  o f  b u f f e r  ร 

d i r e c t l y  t o  t h e  c o u n t i n g  v i a l s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  

e x t r a c t e d  w i t h  5 m l  o f  f r e s h  d i e t h y l  e t h e r  b y  v o r t e x  

m i x i n g  f o r  1 m i n u t e  a n d  t h e n  l e f t  t o  b e  s e t t l e d .  A f t e r  

c l e a r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  t w o  p h a s e s ,  t h e  l o w  p h a s e  ( p l a s m a )  

w a s  q u i c k  f r o z e n  b y  d i p p i n g  i n  a c e t o n e  c o n t a i n i n g  c h i p s  o f  

d r y  i c e .  E t h e r  w a s  t h e n  d e c a n t e d  t o  g l a s s  t u b e s .  T h e  

e x t r a c t i o n  w a s  r e p e a t e d  a n d  t r a n s f e r e e !  t o  a  c o u n t i n g  v i a l  

a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .  T h e s e  r e c o v e r y  v i a l s  w e r e  r e -  

d i s s o l v e d  i n  5 0 0  u l  b u f f e r s .  S c i n t i l l a t i o n  f l u i d  w a s  t h e n  

a d d e d  t o  t h e  r e c o v e r y  t o t a l  t u b e s  a n d  t h e  ' a v e r a g e ’ 

r e c o v e r y  t u b e s .  T h e y  w e r e  c o u n t e d  i n  b e t a  c o u n t e r  f o r  5 

m i n u t e s  a n d  c a l c u l a t e d  t h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  f o r  e a c h  

s a m p l e  b y  d i v i d e d  t h e  c o u n t s  o b t a i n e d  i n  a v e r a g e  r e c o v e r y  

t u b e s  b y  t h e  ' r e c o v e r y  t o t a l ’ t u b e  c o u n t s .  A d d i t i o n a l l y ,  

a t  l e a s t  t w o  t u b e s  f o r  ' e t h e r  b l a n k ’ w e r e  p r e p a r e d .

1 . 2 E x t r a c t i o n  o f  t h e  u n k n o w n  s e r u m  a n d  q u a l i t y  

c o n t r o l

B e f o r e  a s s a y ,  t h e  u n k n o w n  s e r u m  a n d  q u a l i t y  

c o n t r o l  m u s t  b e  e x t r a c t e d  i n  o r d e r  t o  i s o l a t e  t h e  s t e r o i d s  

f r o m  t h e  i n t e r f e r i n g  s u b s t a n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  b i o l o g i c a l  

f l u i d .  T h e  v o l u m e  o f  2 0 0 - 5 0 0  u l  m o n k e y  s e r u m  w a s  e x t r a c t e d  

w i t h  a p p r o x i m a t e l y  10 v o l u m e s  o f  e t h e r  ( A b r a h a m  e t  a l . ,

1 9 7 1  ) .
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E 2  a s s a y  p r o t o c o l

D a y  1 ะ 2 0 0  u l  o f  e a c h  s a m p l e  o f  t h e  r e c o v e r y ,  

u n k n o w n ,  q u a l i t y  c o n t r o l  w a s  e x t r a c t e d  t h a t  e a r l i e r  

d e s c r i b e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  b u f f e r  ร ( 5 0 0  u l ) .  S i x  

s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  s t a n d a r d  w e r e  p r e p a r e d .  E x c l u d i n g  

t h e  NSB t u b e s ,  1 0 0  u l  o f  a n t i s e r u m  w a s  a d d e d  t o  a l l  o t h e r  

t u b e s  . T h e n  ร 2 t r a c e r  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  m i x e d  

w e l l ,  c o v e r e d ,  i n c u b a t e d  a t  4 ° c  f o r  1 8 - 2 4  h r  ( o v e r n i g h t ) .

D a y  2 ะ I n  i c e  b a t h ,  2 0 0  u l  o f  c o n t i n u o u s l y  

m i x e d  d e x t r a n  c o a t e d  c h a r a c o a l  s u s p e n s i o n  w a s  r a p i d l y  

a d d e d  t o  a l l  t u b e s  e x c e p t  T c  t u b e s .  A l l  t u b e s  w e r e  m i x e d  

i m m e d i a t e l y  b y  s h a k i n g  t h e  r a c k  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 0  

m i n u t e s  i n  a n  i c e  b a t h ,  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 0 0  g ,  a t  4 ° c  f o r  

15  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  i n  e a c h  t u b e  w a s  d e c a n t e d  

i n t o  a  c o u n t i n g  v i a l ,  a d d e d  w i t h  5 m l  o f  s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d ,  c a p p e d  a n d  s h a k e d  w e l l .  A l l  v i a l s  w e r e  l e f t  f o r  a t  

l e a s t  1 h r  a n d  t h e n  c o u n t e d  f o r  5 m i n u t e s  i n  a  b e t a  

c o u n t e r .

V a l i d a t i o n  o f  E 2

1 .  S e n s i t i v i t y

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  E 2  a s s a y  w a s  21 f m o l / t u b e .

2 .  P r e c i s i o n

T h e  c o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n  o f  w i t h i n - a s s a y  w a s  

6 . 0 8 %  f o r  t h e  l o w  q u a l i t y  c o n t r o l ,  6 . 9 8 %  f o r  t h e
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i n t e r m e d i a t e  q u a l i t y  c o n t r o l  a n d  7 . 9 1 %  f o r  t h e  h i g h  

q u a l i t y  c o n t r o l .  F o r  t h e  b e t w e e n  a s s a y  v a r i a b i l i t y ,  % 

c o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n s  o f  l o w ,  i n t e r m e d i a t e  a n d  h i g h  

q u a l i t y  c o n t r o l s  w e r e  6 . 1 3 % ,  1 0 . 3 3 %  a n d  1 0 . 8 9 %

r e s p e c t i v e l y .  T h e  w o r k i n g  r a n g e  w a s  2 4 . 7 9  -  7 5 0  f m o l / t u b e  

a t  t h e  % c v  1 3 . 9 4  -  1 0 . 4 5 % .

3 .  A c c u r a c y

T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e  d e t e r m i n e d  

a n d  a d d e d  v a l u e s  w a s  0 . 9 8 .

4 .  S p e c i f  i c i t y

T h e  c r o s s  r e a c t i o n  o f  a n t i s e r u m  w i t h  s t e r o i d s  

l i k e l y  t o  b e  p r e s e n t e d  i n  t h e  s e r u m  w e r e  t e s t e d  a s  t h e  

f o l l o w i n g  t a b l e  (WHO M a t c h e d  R e a g e n t  P r o g r a m ,  1 9 8 6 ) .

C r o s s - r e a c t i o n  s u b s t a n c e % C r o s s - r e a c t i o n

C o r t i s o l 0 . 0 0 1

T e s t o s t e r o n e 0 . 0 0 0 2

E s t r o n e 1 . 7 0 0

I X  P r o g e s t e r o n e

P r o g e s t e r o n e  r e a g e n t  w e r e  a l s o  p r o v i d e d  b y  WHO

M a t c h e d  P r o g r a m m e  ( 1 9 8 6 ) .



1 0 0

R e a g e n t s  a n d  p r e p a r a t i o n  

1 . P r o g e s t e r o n e  s t a n d a r d

T h e  s t a n d a r d  i s  p r o v i d e d  i n  e t h a n o l i c  s o l u t i o n  a t  

a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 5 0  n m o l / 1  i n  a n  a m p o u l e .  A f t e r  o p e n e d  

t h e  a m p o u l e ,  3 X  1 0 0  a l i q u o a t s  w e r e  t r a n s f e r e e !  i n t o  t h e  

s c r e w  c a p p e d  b o t t l e s  a n d  s t o r e d  a t  4 ° c  . W h en  r e q u i r e d ,

10 m l  o f  b u f f e . r  ร w a s  a d d e d  a n d  m i x e d  v i g o r o u s l y  . T h e  

s o l u t i o n  c o n t a i n e d  2 . 5  n m o l / 1 .  S i x  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  

p r o g e s t e r o n e  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  3 9 - 1 2 5 0  f m o l / 5 0 0  u l  

( t u b e )  w e r e  p r e p a r e d  s h o r t l y  b e f o r e  a s s a y e d .

2 .  P r o g e s t e r o n e  t r a c e r

T r i t i a t e d  p r o g e s t e r o n e  ( 1 , 2 , 6 , 7  ^ H - P r o g e s t e r o n e ,

1 0 0  u C i )  w a s  d i l u t e d  t o  o b t a i n  10  u C i / m l  w i t h  10  m l  o f  

h i g h  p u r i t y  t u l u e n e .  W o r k i n g  t r a c e r  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  

a s  f o l l o w e d ,  1 5 0  u l  o f  t h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  t a k e n  i n t o  a  

t u b e  a n d  e v a p o r a t e d  t h e  s o l v e n t  a n d  r e - d i s s o l v e d  i n  15 m l  

a s s a y  b u f f e r  ร ,  f o r  a t  l e a s t  3 0  m i n u t e s .  T h i s  w o r k i n g  

s o l u t i o n  c o n t a i n e d  1 0 0  n C i / m l  ( 3 . 7  K B q / m l ) .

3 .  R e c o v e r y  t r a c e r

T h e  r e c o v e r y  t r a c e r  f o r  m o n i t o r i n g  r e c o v e r y  w a s  

p r e p a r e d  b y  t a k i n g  1 0 0  u l  s t o c k  s o l u t i o n  a n d  r e 

c o n s t i t u t i n g  w i t h  1 m l  o f  b u f f e r  ร a f t e r  e v a p o r a t i n g  t h e

s o l v e n t .
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4 .  A n t i - p r o g e s t e r o n e  s e r u m

A n t i - p r o g e s t e r o n e  i s  p r o v i d e d  i n  l y o p h i l i z e d  f o r m .  

T h e  c o n t e n t s  o f  a n t i s e r u m  w a s  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  10 m l  o f  

a s s a y  b u f f e r  ร a n d  m i x e d  w e l l .  T h e  m i x t u r e  s h o u l d  b e  

s t o o d  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s  a n d  m i x e d  b e f o r e  u s e d .

5 .  A b s o r b e n t

S e e  a p p e n d i x

6 .  C o u n t i n g  S o l u t i o n

S e e  a p p e n d i x

P r o g e s t e r o n e  A s s a y  p r o t o c o l

D a y  1 ะ D u p l i c a t e  s a m p l e s  w e r e  a l i q u o a t e d  i n  

q u a n t i t i e s  o f  5 0  u l  f o r  t h e  l u t e a l  p h a s e  a n d  o f  1 0 0  u l  

f o r  t h e  f o l l i c u l a r  p h a s e .  1 0 0  u l  o f  e a c h  t h e  r e c o v e r y

s a m p l e s ,  q u a l i t y  c o n t r o l s ,  a n d  u n k n o w n s  w a s  e x t r a c t e d  f o r  

o n e  t i m e .  T h e  r e m a i n d e r  s t e p s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  m e t h o d  

o f  Eg  e x t r a c t i o n .  T h e  r e c o v e r y  o f  t h e  s t e r o i d  e x t r a c t i o n  

w a s  b e t w e e n  8 8 - 9 3 % .  D r i e d  s a m p l e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  b u f f e r  

ร 5 0 0  u l  a n d  m i x e d  w e l l .  T h e  s e r i e  o f  p r o g e s t e r o n e  

s t a n d a r d s  w e r e  a l i q u o a t e d  ( 5 0 0  u l ) .  E x c l u d i n g  t h e  T c  a n d

NSB t u b e s ,  t h e  f i r s t  a n t i b o d y  w a s  a d d e d  i n  t h e  a m o u n t  o f  

1 0 0  u l . P r o g e s t e r o n e  t r a c e r  ( 1 0 0  u l )  w a s  a d d e d  t o  a l l  

t u b e s  , m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  4 ° c  f o r  1 8 - 2 4  h o u r s .

D a y  2 : A l i q u o a t s  ( 2 0 0  u l  ) o f  c h i l l e d  c h a r c o a l
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s u s p e n s i o n  i n  i c e  b a t h  ( 4 ° C )  w a s  a d d e d  r a p i d l y  i n t o  a l l  

t u b e  e x c e p t  T c  t u b e s .  T h e y  w e r e  m i x e d  b y  s h a k i n g  t h e  r a c k  

a n d  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  1 5  m i n u t e s .  C o n s e q u e n t l y ,  a l l  

t u b e s  ( e x c e p t  T c  t u b e s )  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 0 0  g , 4 ° c  f o r  

1 5  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d e c a n t e d  i n t o  c o u n t i n g  

v i a l s  a n d  a d d e d  5 m l  o f  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .  T h e y  w e r e  

c o u n t e d  f o r  5 m i n u t e s  i n  a  b e t a  c o u n t e r .

V a l i d a t i o n  o f  P r o g e s t e r o n e

1 .  S e n s i t i v i t y

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  p r o g e s t e r o n e  a s s a y  w a s  3 5  

f m o l / t u b e .

2 . P r e c i s i o n

C o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n s  o f  l o w , i n t e r m e d i a t e  a n d  

h i g h  l e v e l s  o f  q u a l i t y  c o n t r o l  i n  t h e  w i t h i n - a s s a y  w e r e  

5 . 1 2 % ,  4 . 5 0 %  a n d  9 . 5 5 % ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  b e t w e e n -  

a s s a y ,  1 6 . 0 2 % ,  9 . 7 5 %  a n d  7 . 7 5 %  o f  c o e f f i c i e n t  v a r i a t i o n s

f o r  l o w ,  i n t e r m e d i a t e  a n d  h i g h  q u a l i t y  c o n t r o l s  w e r e  

r e s p e c t i v e l y  e x h i b i t e d .  T h e  w o r k i n g  r a n g e  w a s  6 7 . 9 5  -  

1 2 5 0  f m o l / t u b e  a t  % c v  1 2 . 7 6  -  5 . 3 7 % .

3 .  A c c u r a c y

T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e  d e t e r m i n e d

a n d  a d d e d  v a l u e s  w a s  0 . 9 6 .



1 0 3

4 .  S p e c i f  i c i t y

T h e  c r o s s - r e a c t i o n s  o f  s o m e  s u b s t a n c e s  m o s t l y -  

p r e s e n t e d  i n  b l o o d  w e r e  t e s t e d  b y  WHO M a t c h e d  R e a g e n t  

P r o g r a m m e  ( 1 9 8 6 )  a n d  l i s t e d  b e l o w .

C r o s s  r e a c t i n g  s u b s t a n c e s % C r o s s - r e a c t i o n

C o r t i s o l < 0 . 0 1  %

T e s t o s t e r o n e < 0 . 3 0 %

1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e < 3 . 0 0 %

2 0  - d i h y d r o x y p r o g e s t e r o n e < 3 . 0 0 %

S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s

T h e  r e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n  + S . D .  T h e  

m e a n  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  b e f o r e  a n d  a f t e r  e x p e r i m e n t  s t u d y  

w e r e  t e s t e d  b y  p a i r e d  t ’ t e s t .  S p e a r m a n ’ s r a n k  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n c y  w a s  u s e d  i n  t h e  s t a t i s t i c a l  e v a l u a t i o n  o f  

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t w o  p a r a m e t e r s .  A p r o b a b i l i t y  o f  p  < 

0 . 0 1  a n d  p  < 0 . 0 5  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  s t a t i s t i c a l l y  

d i  f  f  e r e n t .

C a l c u l a t i o n s

T h e  u n k n o w n  1 q u a l i t y  c o n t r o l s ,  % c v , t h e  r e s p o n s e  

e r r o r  o f  c o u n t s  a n d  e r r o r  a n a l y s i s  o f  t h e s e  h o r m o n e  a s s a y s  

w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  u s i n g  t h e  WHO I m m u n o a s s a y

P r o g r a m m e  ( V e r s i o n  P C .  5 . 1 )  a s  d e s c r i b e d  b y  E d w a r d ,  1 9 8 7 .
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