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Dextran.coated charcoal radioimmunoassay of glucagon 

Summary. A dextran-coated charcoal radioimmuno- 
assay of glucagon is described. Antigen (1~1 or 12~I-gluca- 
gon, 0.060 ng) --  an t ibody (rabbit  antiserum 1 : 550, final 
dilution 1:6600) reactions reached equilibrium within 
3 days at  4 ~ C. The use of a proteinase inhibitor (Trasylol) 
prevented incubation damage of the immunoreaet ive 
glueagon. The sensit ivity of the assay ( <  to 0.020 ng) 
corresponds to about  0.100 ng/ml of plasma. The precision, 
the reproducibil i ty,  the specificity of the assay and some 
problems related to the dextran-chareoal  separation 
have been studied. Recovery of ghcagon  added go plasma 
was approximat ively  90%. The mean glucagon concen- 
t ra t ion measured in peripheral  venous plasma was 0.208 
ng/ml in normal  human subjects after an overnight fast, 
0.396 ng/ml in anaesthetized dogs after an overnight fast, 
0.354 ng/ml in fed rats  and 0.909 ng/ml in the overnight- 
fasted duck. Up go now, the use of the assay seems go be 
restr icted go studies of glueagon secretion in vitro since 
our ant isermn cross-reacts with a mater ial  extracted from 
the duodenum. The relative contribution of this mater ial  
in the plasma glucagon determinations remains, however, 
go be established. 

~dsumd. Une mdthode de dosage radioimmunologique 
du glueagon comportant  une s@arat ion de l 'antiggne 
marqud libre et de l 'antig~ne marqud lid ~ l 'anticorps par  
du charbon-dextran est ddcrite. Les rdactions d'dquilibre 
glucagon-lalI ou -l"~aI (0.060 ng) et anticorps (antisdrum 
de lapin 1 : 550, dilution finale 1 : 6600) at te ignent  lear  
6quilibre en 3 jours k 4~ L 'emploi  d 'un  inhibiteur des 
protdinases (Trasylol) empgehe la ddgradation de la 
fraction immunordaetive du glucagon pendant  l ' incuba- 
tion. La  sensibilit6 de la mdthode ( <  k 0.020 rig) corres- 
pond k environ 0.100 ng/ml de plasma. La prdcision, la 
reproduetibil i td,  la spdcificitd du dosage et quelques problg- 
mes lids k la s@arat ion  par  le eharbon-dextran song 
dtudids. La  rdeupdration du glueagon ajout6 k du plasma 
est d 'environ 90~o. La concentration en glueagon dans le 
plasma veineux pdriphdrique est en moyenne de 0.208 
ng/ml ehez l 'homme normal  ~ jeun, de 0.396 ng/ml chez 
le ehien anesthdsid "~ jean, de 0.354 ng/ml chez le ra t  nourri 

et de 0.909 ng/ml chez le canard h jean. La mdthode de 
dosage proposde semble actuellement limitde ~ l 'dtude de 
la sdcrdtion du glucagon in vitro car l 'ant isdrum que nous 
utilisons prdsente une rdaetion croisde avec une substance 
d'origine duoddnale. L ' impor tanee  de l ' interfdrenee de 
eette substance dans l 'cst imation des concentrations en 
glucagon du plasma reste cependant  ~ ddterminer. 

Eine radioimmunologischc Bestimmungsmethode fi~r 
Glucagon mit Hilfe einer Trennung durch JDextran-Holz. 
kohle 

Zusammenfassung. Eine radioimmunologische Be- 
s t immungsmethode for Glueagon unter  Zuhilfenahme yon 
Dextran-Holzkohle fiir die Trennung des freien und des 
antikdrpergebundenen markier ten Antigens wird be- 
sehrieben. Das Gleiehgewieht zwischen mi t  125I und lalI 
markier tem Glucagon (0.060 ng) und Antikdrper  (Kanin- 
chen-Antiserum 1:550 in einer Endverdi innung yon 
1:6600) wird bei 4~ in 3 Tagen erreicht. Der Zusatz 
eines Proteinasen-I-Iemmers (Trasylol) verhindert  den Ab- 
bau der immunreakt iven Frak t ion  des Glucagons w/ih- 
rend der Inkubat ion.  Die Empfmdlichkeit  der Methode 
erreicht etwa 0.100 ng/ml Plasma. Die Genauigkeit,  die 
Reproduzierbarkeit ,  die Spezifitgt and  einige Probleme, 
die bei der Trennung dutch Dextran-Holzkohle auftau- 
then, werden untersucht.  Die Wiederauffmdungsquote 
fiir dem Plasma zugesetztes Glucagon betrug ca. 90%. 
Die mitt lere Glueagon-Konzentrat ion im peripheren ve- 
ndsen Plasma bei fastenden Normalpersonen lag bei 
0.208 ng/ml, beim fastenden anaesthesierten I-Iund bei 
0.396 ng/ml, bei 0.354 ng/ml fiir die gefiit terte Ra t t e  und 
bei 0.909 ng/ml bei fastenden Enten.  Die vorgeschlagene 
Bestimmungsmethode seheint nur fiir Untersuchungen 
fiber die in vi$~'o Sektretion yon Glucagon brauchbar  zu 
sein, da das yon uns verwandte  Antiserum eine Kreuz- 
reaktion mit  einer aus dem Duodenum stammenden Sub- 
stanz zeigt. Wie s tark  dieser Stoff die ?r von Glu- 
eagon-Konzentrat ionen im Plasma stdrt,  bleibt  noeh fest- 
zustellen. 

Key-words: Radioimmunoassay of glucagon, glucagon 
secretion. 

Au  tours  des 10 dernigres anndes, plusieurs  groupes 
d ' a u t e u r s  ou t  d6cri t  des mgthodes  de dosage radio-  
immunolog iques  du glucagon.  La  sdpara t ion  de 
l ' ant ig~ne marqu6  l ibre et  de l ' an t ig~ne marqu6  li6 
l ' an t i corps  est  effectude p a r  chromato6lec t rophorgse  
sur  pap ie r  [22, 6, 10, 2], p rdc ip i t a t ion  p a r  un second 
an t icorps  [7], adso rp t ion  sur  amber l i t e  G-400 [23] ou 
sur  poudre  de cellulose [13]. L ' app l i ca t i on  de ces 
mdthodes  a dgj~ appor t6  de nombreuses  in format ions  

en ce qui coneerne la physiologic  du glucagon,  mais  des 
cont rad ic t ions  majeures  subs is ten t  et  jus t i f ient  l ' in tgr~t  
de nouvelles  recherches en ce domMne. C'est  pourquoi  
nous nous proposons  de dgcrire e t  d ' ana lyse r  iei  une 
mdthode  de dosage rad io immunolog ique  du  glucagon 
c ompor t a n t  une s@ara t i on  pa r  du  cha rbon-dex t ran .  
Des rdsul ta ts  prdl iminai res  obtenus  avec cet te  mdthode  
sont  dgalement  prdsentds.  
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Mat@rid et m@thodes 

La s~paration du glucagon marqu@ libre et du 
glucagon marqu5 lid ~ l'anticorps est effectuge, apr~s 
une incubation classique, par une suspension de char- 
bon-dextran. Cette technique est une modification de 
celle qui a dtd proposde pour le dosage radioimmuno- 
logique de l'insuline [9] et que nous avons ddj~ 
employ@e pour le dosage de l 'hormone somatotrope 
chez le singe rhesus [11]. 

1. Glucagons utilisgs 
Le glucagon que nous utflisons pour les immuni- 

sations, la prgparation des standards de la courbe de 
rgfgrenee et les gtudes de rgeupgration de l 'hormone 
dans le plasma est du glucagon de boeuf-porc Lilly 
(Lot n ~ 258-234-B-167-1). 

Le glueagon marqug utilis6 comme traceur est soit 
du glucagon-~SlI avec des radioactivitgs sp6cifiques 
variant entre 320 et 880 ~Ci/~g [14] (glueagon de pore 
5~ovo, Centre National de Transfusion Sanguine, Paris, 
France), soit du glucagon-l~SI avee des radioaeti~it6s 
spgcifiques de l'ordre de 260 ~Ci/~g (Sorin, Turin, 
Italic). 

2. Antis@rum anti-glucagon 
L'antis@rum a @t@ obtenu par immunisation d 'un 

lapin. L'immunisation initiale a gt@ induite par 3 in- 
jections sous-cutan~es, effeetu@es ~ 3 semaines d'inter- 
valle, de 3 mg de glucagon couplgs ~ de l'albumine 
d'oeuf et ~mulsionn~s dans de l 'adjuvant de Freund 
selon la technique de Unger et al. [20]. L'immunisation 
ultgrieure a ~tg poursuivie en administrant tous les  2 
mois des doses de rappel par vole intramusculaire. 
Chacune de ces doses de rappel gtai~ eomposge de 
5 injections, effectuges s 2 jours d'intervalle, de 1 mg 
de glueagon gmulsionng dans un mglange d 'adjuvant  
de Freund et de cire d'abeille liqu~fige selon la tech- 
nique de Worobee et al. [24]. 

L'antisgrum a 6tg pr61ev6 par ponction cardiaque 3 
semaines aprgs la 2gme injection de rappel. 

3. Incubation 
Les rgaetifs employ~s sont les suivants: 
--  tampon v~ronal 0.05 M, pH 8.6, additionn@ de 

0.25% d'albumine bovine (fraction V, Sigma Chemical 
Company, St. Louis, Missouri). Une solution fraiche de 
tampon albumin@ est pr~par~e pour chaque incubation 
s partir  d'une solution stock de tampon vdronal; 

--  Trasylol (inh~biteur des prot~inascs) t~ 100000 
KIU/10  ml on 500000 K I U  sous forme lyophylisde; 

- -  solutions de glueagon-~3~I on de glucagon-~I  
prdpardes dans du tampon vdronal albumin~ et con- 
tenant 0.060 s 0.070 ng de traceur/50 ~1; 

--  antisdrum dilud ~ 1 : 550 avec du tampon vdronal 
albumind; 

- -  2 solutions standard de glucagon s 1 et 10 ng/ml  
et pr6par6cs dans du tampon v6ronal albumin6 
contonant 1000 K I U  de Trasylol/ml, 

Les solutions stock de tampon vgronal et le Trasylol 
sont conserv6s t~ 4 ~ C. Les solutions de glucagon marqud 
et non marqud, l'antisdrum dilu@ et les dchantillons 
sont conservds ~ --  20~ 

Pendant  route la durde de la prdparation du dosage 
les tubes d'incubation sont maintenus dans un bain 
glacg. Les rdactifs y sont ajoutds dans l'ordre suivant: 

a) tampon v@ronal albumind, 
b) Trasylol 100 ~1 (1000 KIU), 
e) glucagon-13~I ou glucagon-~I,  0.060 t~ 0.070 ng/  

50 ~1, 
d) antisdrum 1 : 550, 50~1, 
e) sSandards de glucagon, 0.020 t~ 1 ng, et gchantfl- 

lons, 100 ~1. 
Le volume d'ineubation final est de 600 ~1. Des 

tubes contr61es, sans antisdrum, correspondant ~ ]a 
courbe standard et aux divers @chantillons sont 
dgalement inclus dans l'exp@rience. Les tubes sont 
recouverts de parafilm, agit@s sur Vortex et incubds 
4 ~ C. Les rdaetions antigone -- anticorps atteignent leur 
dquflibre en 3 jours, en agitation constante. Tous les  
dosages sont cffectu@s en double. 

4. S~paration du glucagon marqu@ libre et du glucagon 
marqu@ lid ~t l'anticorps par le charbon-dextran 

La sdparation est r@alis@e par l 'adsorption du glu- 
cagon marqu@ libre sur le charbon-dextran. La suspen- 
sion de eharbon-dextran est pr@parde selon les indica- 
tions de Herbert  et al. [9] mais en rgduisant de moitid 
la concentration en charbon de la suspension (12.5 g/l). 
Dans chaque tube sont ajoutds 50 ~ 150 ~1 de s5rum de 
boeuf, de mani~re ~ amener la concentration en pro- 
tdines plasmatiques t~ une m~me valeur dans chaque 
tube, puis 2 ml de la suspension de charbon-dextran. 
Les tubes sont ensuite individuellement agit~s sur 
Vortex pendant 10 see puis centrifugds h 2600 tours/ 
minute pendant 25 min. Le surnageant est d~cant~ 
immddiatement apr~s la centrifugation et seuls les tubes 
contenant le s6diment de charbon sont comptgs. Toutes 
!es opdrations (adjonction de sdrum et de charbon- 
dextran, agitation, centrifugation et d6cantation) sont 
effectudes ~ 4 ~ C. 

Les comptages sont rdalis4s ~ l'aide d 'un scintilla- 
teur gamma automatique ~ eristal (Philips). 

5. Expression des rdsultats 
Les rdsultats sont exprimds dans le texte, ]es 

tableaux e t  les figures par la valeur moycnne, la d~- 
viation standard: s : V ( x -  2) 2 / ( n -  i), et le coefficient 
de variation: CV = s/moyenne (%). 

Rdsultats et estimation de la m@thode de dosage 

1. Capacit~ d'adsorption du charbon-dextran 
Dans les tubes contrSles, en absence d'antisgrum, 

le pourcentage de la radioactivitd totale adsorb@e sur 
le charbon-dextran varie entre 80 et 96% suivant les 
lots de glucagon marqud et le temps @could depuis le 
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marquage. (Nous admettrons, dans la suite de cet 
article, que ce pourcentage de radioactivit6 adsorbde 
en l'absence d'antisdrum reprdsente la quantitd de 
traceur non endommagd). La concentration de charbon- 
dextran utilisde est suffisante pour adsorber le traceur 
non endommagd car l 'adjonetion de glucagon non mar- 
qud, en doses allant jusqu'~ 1000 ng, n'inteffbre pas 
significativement avec cette adsorption (fig. 1). 
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Fig. 1. Adsorption sur le charbon-dextran de 0.060 ng de 
glucagon marqud, en 1'absence d'antisdrum et en prdsence 

de quantitds croissantes de glucagon non marqu6. 

2. Capacitd de liaison de l'antis@rum 

Nous ddfinissons ]a capacitd de liaison de l'antisdrum 
par le pourcentage de traceur non endommagd qua 
50 F1 d'antisdrum non dflu6 ou dilnd sont capables de 
lier dans notre systbme de dosage. La formule utilisde 
pour le ca]cul de cette capacitd de liaison est la sui- 
vante:  

F --  2" 
liaison glueagon marqu6 (%) --  F 

oh F ----radioaetivitd du charbon-dextran dans les 
tubes contr6les, en absence d'antisdrum, 

et F ' =  radioactivitd du charbon-dextran dans les 
tubes correspondants, en prdsence d'anti- 
sdrum. 

Pour un lot de glucagon donnd, la capacitd de liaison 
de l'antisdrum (ou pourcentage de traceur non endom- 
magd immunordaetif) diminue en gdndral ldg6rement 
avec le temps dcould depuis le marquage de l'hormone. 
Cette diminution est ndanmoins trop faible pour 
affeeter la reproductibilitd de la courbe standard pen- 
dant une pdriode ddterminde. La courbe standard 
moyenne obtenue pour 11 essais rdalisds au cours de 
7 semaines consdcutives (fig. 2), et dont l'analyse de 
prdcision est reportde dans le tableau 1, fllustre ce fair. 

Par contre, la eapaeitd de liaison de l'antisdrum 
peut varier considdrablement avec les diffdrents lots 
de glucagon marqud (fig. 3). Le pourcentage de liaison 
maximum que nous avons observd est de 90% (fig. 3, 

lot A de glueagon-lalI) et l 'incubation avec des quantitds 
croissantes (allant jusqu's 200 F1) d'antis4rum non 
dilud n 'a pu augmenter la valeur de cette liaison. I1 
semble done bien que, dans nos conditions expdri- 

I I I I I I i I 

5O 

GLUCAGON.  1125 0,060 ng 

~ \  ANTISERUM 1 : 5 5 0  

"~ \'\i\ 

T ~ 

g ',, ',, 
30  ~ \ \  

O ,, 

_J 

10 
I i i I I I I 

0 0,10 0,20 0,40 0,60 0,80 1,'00 

GLUCAGON ( n g / 6 0 0  pI ) 

Fig. 2. Courbe standard moyenne obtenue pour 11 essais 
rdalisds au cours de 7 semaines consgcutives. Les courbes 
en traits diseontinus reprdsentent les limites de la zone 

fiduciaire 95~o (Z :k t/s). 

Tableau 1. Analyse de la prdcision des mesures de la courbe 
standard de la fig. 2. 

Glueagon Liaison Ecart-type Coefficient 
non marqud glucagon-125I (s) de 
ajoutd (% du traceur variation 
(ng/600 t~l) non endommagd) (CV) 

0 47.34 1.15 2.4 
0,02 46.35 1.01 2.2 
0.05 44.38 0.85 1.9 
0,10 40.61 0.88 2.2 
0.20 30.80 0.99 3.2 
0.30 25.40 1.02 4.0 
0.40 20.81 0.89 4.3 
0.60 16.53 0.97 5.9 
0.80 13.98 0.85 6.1 
1.00 12.65 1.24 9.8 

Les valeurs des pourcentages de liaison reprdsentent 
la raoyenne des points obtenus en double au cours de 
11 essais consdcutifs. 

mentales, la capacitd de liaison de l'antisdrnm d@pende 
principalement des caractgristiques de l 'hormone 
marqude et non des qualitds de l'antis~rum lui-m@me. 

I1 est dvident que la variation de la capacit~ de 
liaison de l'antisdrum va entralner une variation de 
l'aspect des eourbes standard (fig. 4). Malgrd ce fair, il 
est remarquable de constater que les concentrations en 



124 V. Leclercq-Meyer et al. : Dosage Radioimmunologique du Glucagon Diabetologia 

glucagon de divers 6chanti l lons (s6rums de plusieurs 
esp6ces, mil ieux d ' i ncuba t ion  d ' i lots  isol6s de rat)  
res tent  tr6s comparables ( tableau 2). 

l i  I I t l ' I l I I I I I 
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Fig. 3. Variation de la capacit6 de liaison de l 'antis6rum 
pour diff6rents lots de glucagon marqu6; (A) et (B) 
lots de glucagonAa~I, (C) et (D) = lots de glucagonA~I. 
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Fig. 4. Courbes standard obtenues avee diff6rents lots de 
glueagon marqu6; (A) ~ lot de glucagon-zazI, (C)et  

(D) = lots de glucagon-Z25I (el. fig. 3). 

3. Efficacit@ du Trasylol 
Nous avons  vdrifi6 que l 'emploi  de Trasylol  

emp@che la d~gradat ion du t raceur  incub6 en pr6sence 
de s6rum ou de p lasma en a j o u t a n t  aux  tubes  d ' ineu-  
ba t ion  u n  exc6s d 'an t i s6rum.  Le tab leau  3 mon t re  les 
r6sultats  obtenus  avec u n  lot  de glucagon-lalI .  L'exe6s 
d ' an t i s4 rum lie a u t a n t  de t raceur  non  endommag6 en 
l 'absence qu ' en  pr4sence de s6rum ou de plasma.  I1 n ' y  

a donc pus, duns nos condit ions exp6rimentales,  de 
d iminu t ion  de la fract ion immunor6ac t ive  du t raceur  
au cours de ! ' incubat ion .  Cette absence de d6gradat ion 
exclut  l 'dventual i t6  d 'ob ten i r  des glucagop6mies faus- 
sement  61ev6es, ee qui  est le cas lorsqu 'une  d6gradat ion 
du t raceur  est interpr6t4e comme u n  d4placement  du 
t raceur  par  de l 'hormone  non  marqu6e [5]. 

Tableau 2. Concentrations en glucagon (ng/ml) de d~;vers 
~chantillons doses avec diff~rents tots de glucagon marqud 

(cf. fig. z ~t fig. 4) 

Echantil lons 

glucagon-131I glucagon-125I glucagonA2~l 
(lot B) (lot C) (lot D) 

94.5 a 85.9 a 91.4 a 

89,7 b 68.0 b 51.5 b 

60.2 c 48.3 c 31.1 c 

I-I 1 0.275 0.200 -- 
I-I 2 0.300 0.225 -- 
H D 3 0.250 0.300 -- 
T A 0.325 0.300 0.375 
N 1 0.300 0.225 0.250 
N 2 0.125 0.100 0.100 
N 3 0.400 0.200 0.225 
1 20 0.000 0.00O 0.000 
I 1 0.925 0.950 -- 
I 11 6.000 6.150 -- 
I 21 1.450 1.325 -- 
1% 1% -- 0.500 0.500 
I E -- 1.675 1.675 
I F --  0.675 0.625 

a Adsorption de radioactivitd sur le charbon-dextran 
duns les tubes contr61es, en absence d 'antis6rum ---- tra- 
eeur non endommag6 (% du total). 

b Liaison du glucagon marqu6 en pr6sence d 'un  exc6s 
d 'antisdrum (% du traceur non endomag6). 

c Liaison du glucagon marqu@ par de l 'antis6rum 
1:550 (% du traceur non endommag6). 

Tableau 3. 

Echantillons 
Traceur non Traceur 
endomrnagd immunordactif 
(% du total) (% du traceur 

non  endommag6) 

Traeeur seul 93.1 89.7 
Traceur ~ plasma 93.1 90.0 

humain  (100 ~1) 
Traceur ~ s6rum de 91,5 90.5 

rat  (100 ~1) 
Traceur ~- plasma de 89.5 89.3 

canard (100 ~1) 

Une  16g6re d@gradation peut  cependant  se produire,  
en par t ieul ier  avee du s6rum de r a t  qui poss6de une  
aet ivi tg prot6olyt ique tr6s glev6e [12], lorsque l ' incu-  
ba t ion  est effeetu6e ~ temp6ra ture  ambiante .  C'est la 
raison pour  laquelle nous  ma in t enons  les tubes  duns u n  
ba in  glue6 p e n d a n t  la prepara t ion  du dosage. 

E n  ce qui eoncerne l 'effet du Trasylol  ajout6 au 
sang au m o m e n t  du pr616vement, nous  avons constatg, 
eomme d 'aut res  auteurs  [5, 7], que la concent ra t ion  en 
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glucagon endoggne d'@chantillons pr@levgs sur Trasylol 
n'@tait pas significativement diff@rente de celle d'@chan- 
tillons pr@lev@s sans Trasylol. De plus, la d@cong@lation 
ne semble pas affecter le taux  de glucagon endog~ne 
mesur@. En effet, la concentration en glucagon d 'un 
plasma humahl  dos@ 5 lois (frais et apr~s 4 ddcong@- 
lations successives) est de 0.270 ng/ml avee Trasylol 
(s = 0.033; n = 5) et de 0.230 ng/ml sans Trasylol 
(s -= 0.033 ; n = 5), sans variation syst@matique au 
cours du temps. Dans les m@mes conditions nous 
avons obtenu 0.245 ng/ml (s ---- 0.045; n = 5) et 0.240 
ng/ml (s = 0.045; n = 5) pour un plasma de chien. 

4. Quelques 19robl~mes techniques lids h la s@aration 
par le charbon-dextran 

Nous avons constat@ que le charbon-dextran, aux 
concentrations protdiques basses, adsorbe non seule- 
ment  le glucagon marqu@ libre mais aussi une partie du 
glucagon lid ~ l 'anticorps. L'adjonction de s@rum de 
boeuf (ou de tout  autre sgrum ou plasma) imm@diate- 
ment  avant  la suspension de eharbon-dextran pr@vient 
eette adsorption. I t  est donc essentiel de rdaliser une 
re@me concentration finale en protgines plasmatiques 
dans tous les tubes. En effet, une teneur trop faible en 
protNnes plasmatiques dans les tubes de la courbe 
standard amgnerait  une estimation, erronn@e et trop 
faible, de la concentration en glucagon des @chantillons 
plasmatiques (fig. 5). 

I I I I I I i 

60 GLUCAGON-I T M  0,070 n g  

A NI,ISERUM 1:550 

5 o  ~,~ ~ 15o,, 
~-- \ ~ \  o---o 100 pI 

40 \\\\\x \ 

w %" 

"-o 
20 I I I I I I I__ 

0,10 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 

GLUCAGON (ng /600 pI)  

Fig. 5. Influence de la concentration en prot5ines plasma- 
tiques sur l'adsorption de radioaetivitd par le charbon- 

dextran. 

De mgme, la centrifugation ~ temp@rature ambiante 
augmente fortement l 'adsorption de radioaetivit@ par 
le eharbon-dextran (fig. 6). Cette augmentation d'ad- 
sorption se produit @galement pour les tubes eontenant 

les @chantfllons et l 'estimation de leur concentration en 
glucagon n'en est, par  cons@quent, pas faussge lorsque 
ces tubes sont centrifug@s en re@me temps que la courbe 
standard correspondante. Cependant, la perte de 
sensibilit@ de la courbe standard, le manque de repro- 
ductibilit@ des rgsultats obtenus dans ces conditions et 
l'impossibilit@ de comparer les r@sultats obtenus au 
eours de centrifugations successives nous ont conduit 
effectuer routes les manipulations de ]a s@aration par  
le charbon-dextran ~ 4~ 
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Fig. 6. Influence de la temp@rature de centrifugation sur 
l'adsorption de radioactivit6 par le eharbon-dextran. 

5. Evaluation de la mdthode 
a) Sensibilitd. La sensibilitd a dr@ @tudi@e g 1'aide 

des points obtenus au cours de 11 courbes standard 
successives (fig. 3 et tableau 3). Le point 0.02 ng est 
trSs significativement diff@rent de z@ro (diff@rences 
pair@es: t = 7.71, n = 11, P < 0.001) et correspond 
une concentration en glucagon plasmatique de 0.200 
ng/ml. En fair, comme nous le verrons dans le para- 
graphe suivant la sensibilit@ de la m@thode est @gale 
environ 0.100 ng/ml de plasma. 

b) Prdcision. La pr@cision de la re@rhode a dr@ 
@valude par deux procddds: 

- -  d'une part ,  en estimant 1'@cart-type des pour- 
centages de liaison et des concentrations en glucagon 
correspondantes d'dchantillons (4 concentrations diffdr- 
entes) dos@s 10 fois au cours d 'un m5me essai (tableau 
4); 

- -  d 'autre part ,  eu estimant l '5cart-type pour 
50 paires de dosages (6 gammes diffdrentes) effectuges 
au eours d'essais suecessifs; darts ee cas, t'@cart-type a 

V ~  [19], laquelle @t6 calcul@ selon la formule s = 2n dans 
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d repr6sente la diff6rence entre les 2 valeurs de ehaque 
paire et n le nombre  de paires (tableau 5). 

Ainsi que le mont re  le tableau 4, l 'erreur at tach6e 
au pourcentage de liaison s l ' int6rieur d ' u n  essai est 
trgs faible. Elle est due en majeure pat t ie  ~ l 'erreur  
inh6rente au comptage,  cette derni@re 6rant estim6e par  
10 comptages successifs de chaque tube  (tableau 4, 
nombre  entre parentheses) et ne d6passant  gdn6rale- 
men t  pas 1 pour  cent du nombre  de coups donn6s par  
le compteur.  Traduits  en termes de concentra t ion 
glucagonique (ng/ml), los dcarts-types sont comparables 
aux concentrat ions comprises entre 0 et 2.000 ng/ml, 
puis augmenten t  pour  los vMeurs sup6rieures ~ 2.000 
ng/ml (tableau 5). I1 est remarquable  que, pour  une 
concentra t ion donnde, la prdcision des est imations est 
la mgme s l ' int6rieur d ' u n  essai (tableau 4) et au eours 
d'essa, is successifs (tableau 5). 

de la formule t = d/V (812/nl) -]- (822/n2) indique que 2 
valeurs ne seront significativement diff6rentes au seuil 
P = 0.05 que si la diff6rence entre los 2 valeurs excgde 
0.200 ng/ml dans la gamme de concentrat ion 0 s 2.000 
ng/ml et 0.350 ng/ml pour  los vMeurs supdrieures. De 
m6me, la plus peti te valour significativement diff6rente 
de zdro est d 'envi ron  0.100 ng/ml. 

c) Reproductibilitd. Diff6rents 6ehantfllons ont  6t6 
dos6s ~ n reprises dans des essais suecessifs, pendan t  
une p6riode de 4 tools. Les valeurs de concentrat ion en 
glucagon obtenues sont de 0.211 ng/ml pour  un  plasma 
humain  (8 = 0.048, n = 17), de 0.334 ng/ml pour  un 
s6rum de ra t  (s ~ 0.062, n = 14), de 0.513 ng/ml pour  
un plasma de ra t  (s ---- 0.079, n = 8), et de 1.635 ng/ml 
pour  un milieu d ' incubat ion  d'flots de pancr6as de rat  
(s -~ 0.072, n = 12). 

Tableau 4. Prdcision des mesures d l'intdrieur d'un dosage. 

Liaison glucagon-125I Concentration en glucagon Erreur due aux 
(% du traeeur non (ng/ml) eomptages (%) 

Eehantillons endommag6) 
Mesure s CV ?r s CV ( C V )  (8) 
moyenne moyenne CV s 

1 
plasma humain 38.72 0.50 1.29 0.166 0.073 43.97 74.0 

( " ) (0.37) (0.95) ( " ) (0.054) (32.53) 
2 
s6rum de rat 37.11 0.63 1.70 0.407 0.097 23.83 75.3 

( " ) (0.48) (1.28) ( " ) (0.073) (17.93) 
3 
incubation 35.35 0.60 1.69 0.684 0.090 13.16 73.3 
~ots de rat ( " ) (0.44) (1.24) ( " ) (0.066) (9.65) 

4 
incubation 31.40 0.68 2.16 1.274 0.085 6.67 63.5 
riots de rat  ( " ) (0.43) (1.37) ( " ) (0.054) (4.24) 

Tableau 5. Pr@eision des mesures pour t'ensemble du dosage. 
R@sultats obtenus par l' analyse do 50 paires de dosages dana 

6 gammes do mesures. 

Gammas de Mesure Ecart- type Coefficient 
concentration moyenne (s) de 
en glucagon (ng/ml) variation 
(ng/ml) (CV) 

0 -0 .250  0.166 0.064 35.0 
0.250-0.500 0.387 0.072 18.5 
0.500-1.000 0.688 0.073 10.5 
1.000-- 1,500 1.207 0.092 7.6 
1.500-- 2.000 1.715 0.088 5.1 
2.000-6.000 3.372 0.137 4.0 

Ces erreurs sont  indvitables dans t o u s l e s  dosages 
immunologiques puisqu'elles d6pendent  essentielle- 
men t  de la pr6cision du comptage lui-m~me. I1 n ' en  
reste pas moins que cos observations incitent  ~ la 
prudence lorsqu 'on en vient  ~ dire que 2 glucagondmies 
mesur6es au cours d ' u n  m6me essai sont  statistique- 
men t  diffdrentes. Ainsi, dans nos conditions expgri- 
mentales oh los analyses sont faites en double, l 'emploi  

Los erreurs lides ~ cos d6terminations n 'exc~dent  
pas cellos de la m6thode et nous n ' avons  pas observ6 
de var ia t ion  systdmatique au cours du temps. 

d) Rdcupdrations. Des doses eroissantes de glueagon 
non marqu6 (de 0 ~ 5.000 ng en solution dans 50 ~1 de 
t a m p o n  vdronal albumin6 ~ 1000 K I U  de Trasylol/ml) 
et 1000 K I U  de Trasylol  (dans un  volume de 20 ~1) 
ont  6t6 ajout6s g 930 ~1 de plasma humain.  La  eoneen- 
t ra t ion  en glucagon de ces pr6parat ions a 6t6 estim6e 
sur 100 ~1 et exprim6e en ng/ml. Les rdeupdrations 
obtennes au eours de 7 essais eonsdcutifs sont d 'environ 
90% (tableau 6). 

La  r6cup6ration satisfaisante du glueagon a 6t6 
eonfirmde par  des expdriences oh nous avons inject6, 
par  voie intraveineuse, du glueagon aux doses de 1.25 
et 10 ~g/kg '~ des canards (fig. 7). La  concentra t ion en 
glucagon du plasma au temps  1 rain est approximat ive-  
men t  10 fois plus 61ev6e dans le eas oh la forte dose a 
6t6 injeet6e. A propos de ees expdriences, notons  que le 
niveau de la glueagon6mie ainsi induite eonditionne 



Vet. 6, No. 2, 1970 V. Leclereq-?cleyer et al. : Dosage Radioimmunologique du Glucagon 127 

d'ailleurs l 'ampleur de la riposte hyperglyc6mique et 
hyperinsulindmique [17]. Le temps de demi-disparition 
du glucagon injectd est trgs rapide, de l 'ordre de 2 s 3 

Tableau 6. Rdcup~ration du glucagon non marqud ajoutd 
du plasma humain. Moyennes de 7 expdriences consdcutives. 

Glueagon Concentration Glucagon r6cupdrd 
ajoutd en glucagon 
(ng/ml) (ng/ml • s) (ng/ml ~= s) (% • s) 

0 0.186~0.050 -- -- 
0.250 0.425-4-0.012 0.239~ 0.020 95.6~7.9 
0.500 0.639-t-0.056 0.453-4-0.037 90.6~7.3 
1.000 1.092• 0.907-4-0.099 90.7~9.9 
2.000 2.028• 1.842• 92.1~6.1 
5.000 4.801 ~0.330 4.615~0.339 92.3~6.8 

concentration de la substance pr6sente dans les ex- 
traits duod6naux ne repr6sente cependant, par  poids 
de tissu frais, que 0.2 ~ 3% de la quantit6 de glueagon 
extraite du pancr6as eorrespondant. Contrairement aux 
observations qui ont 6t6 faites par  d 'autres auteurs 
[16, 20, 18, 4], le comportement immunologique de 
cette substance est comparable dans notre syst6me 
celui du glucagon pancr6atique. Ces donn6es eontra- 
dictoires eonfirment que les anticorps anti-glucagon 
(obtenus selon les lois du hasard) pr6sentent des diff6- 
rences, peut-4tre plus quantitatives que qualitatives, 
en ce qui eoncerne leurs proprigt6s de discrimination 
entre le glucagon pancr~atique et les substances ~>glu- 
eagon-like(~ d'origine intestinale (8, I). 

rain, jusqu'au moment  off les concentrations en gluea- 
gon retournent aux valeurs normales (1 s 15 rain dans 
le eas de la dose 61evge et 1 $ 5 rain dans le cas de la 
dose faible). 
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Fig. 7. Concentrations en glucagon du plasma apr~s in- 
jection intraveineuse de glucagon de boeuf-porc aux doses 

de 1.25 et 10 fzg/kg chez le canard. 

e) Spdcificit& Des extraits aeido-alcooliques de 
pancr4as de chien, de rat,  de cobaye et de canard 
contiennent une substance qui poss~de les m~mes 
propridtds immunologiques clue le glueagon de boeuf- 
pore purifid (fig. 8). Ces observations eonfirment celles 
qui ont dtd faites par  d 'autres  auteurs [16, 20, 18, 3] 
mont ran t  que les glucagons pancr6atiques de diffdren- 
tes esp~ces ont un comportement  immunologique 
comparable. 

L'antisdrum que nous utilisons donne dgMement des 
eourbes de dilution qui sent parall61es fl celles du glu- 
eagon de boeuf-porc pour des extraits acido-alcooliques 
du duoddnum ehez ces m~mes esp~ces (fig. 8). La 
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Fig. 8. Courbes d'inhibition de la liaison antigtne-anti- 
corps par du glucagon purifi6 de boeuf-porc (GL.), des 
extraits acido-aleooliques de pancr6as de chien (1), de 
rat (2), de cobaye (3), de canard (4), et des extraits aeido- 
aleooliques de duodgnum de chien (5), de rat (6), de co- 
baye (7), et de canard (8). Les doses de glucagon purifid 
et les dilutions sent port~es sur une dchelle logarithmique. 

Nous avons 6galement 6tudid la spdeificitd du dosage 
en effectuant des dilutions s~rides d 'un milieu d'incuba- 
tion d'ilots de pancr6as de rat  et de divers dchantillons 
de sdrum ou de plasma. Le tableau 7 montre que la 
concentration apparente en glucagon, exprimde en 
ng/ml d'gchantillon non dflud, est identique pour les 
diverses dilutions, qu'il s'agisse du milieu d'incubation, 
de plasma de chien ou de sdrum de rat.  I1 ne semble 
donc pas y avoir d'interf~rence autre que celle de la 
substance d'origine duoddnale dans l 'estimation de la 
concentration en glucagon plasmatique dans nos con- 
ditions exp6rimentales. Par  centre, l 'augmentat ion 
apparente de la concentration en glucagon du plasma 
de canard indique une autre interference, peut- t t re  
celle des gamma-globulines comme Font suggdrd Unger 
et Eisentraut [21] et Assan et M. [4]. 

6. Valeurs exp~rimentales 
Nous avons esthn6 la concentration en glucagon 

dans le plasma ou le sdrum veineux pdriph6rique de 
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diff6rentes espgces. Chez des suje ts  n o r m a u x  ~ jeun ,  
elle est  de 0.208 ng /ml  (0 = 0.120, n = 29); chez le 
chien anesth@si6 & jeun,  elle est  de 0.396 ng /ml  (0 = 
0.270, n = 15); chez le r a t  nourr i ,  dans  le s~rum ob tenu  
p a r  dgcap i t a t ion ,  elle es t  de 0.354 ng /ml  (o = 0.144, 
n = 5) e t  chez le cana rd  ~ jeun,  elle est  de 0.909 ng /ml  
(0 = 0.305, n = 30). 

2. Assan, R.,  Rosselin, G., Tchobroutsky,  G., Drouet,  J . ,  
Dolais, J . ,  D6rot, 3/[. : Dosage radioimmunologique du 
glucagon plasmatique ehez l 'homme. Diabetologia 2, 
136 (1966). 

3. - -  Glueagon and glucagon cross-reacting substances 
in gastric (GE) and pancreat ic  extracts  (PE) for 
12 animal  species. 3rd In ternat ional  Congress of 
Endocrinology, Excerp ta  IV[edica Foundat ion,  Inter-  

Tableau 7. Effet de la dilution sur la concentration apparente en glucagon de divers 
gchantillons. 

Concentration en glucagon (ng/ml d'dchantil lon non dilu@) 
Dilution 
de incubation plasma plasma s@rum plasma 
l 'dchantillon riots humain de de de 

de ra t  chien ra t  canard 

1 : 1 1.150 0.220 0.342 0.350 0.810 
1 : 2 1.100 0.266 0.300 0.400 0.992 
1 : 4 1.000 0.264 0.364 0.332 1.680 
1 : 8 1.000 --  --  --  1.680 

Conclusion 

La  m dthode de dosage r ad io immunolog ique  que 
nous prdsentons  semble tr~s va lab le  pour  la  mesure  de 
faibles concent ra t ions  en glucagon.  Elle  a l ' a v a n t a g e  de 
comprendre  une sdpara t ion  s imple et  r ap ide  de 1'anti-  
gone marqu6  l ibre  et  de l ' an t ig~ne  marqu6  li6 g l ' an t i -  
corps.  Son emploi ,  ~ t e m p 6 r a t u r e  basse  (4~ et  en 
prgsence d ' une  concen t ra t ion  en protgines  p l a sma t iques  
suffisante,  ne pr@sente pas  de difficult6s majenres .  E n  
ra ison  du t y p e  d ' an t i sd rum que nous possgdons et  qui  
rdagi t  immuno log iquemen t  avec une subs tance  d 'or i -  
gine duod6nale ,  no t re  m~thode  semble ae tue l l ement  li- 
mitge & l '~ tude de la s~crdtion du  g lucagon  dans  des 
exp4riences effectudes in vitro. L ' i m p o r t a n c e  de l ' in te r -  
f6rencc de ce t te  subs tance  dans  l ' e s t ima t i on  des con- 
cen t ra t ions  en g lucagon  du  p l a s m a  reste  cependan t  b, 
d6terminer .  
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