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Modification of the Procedure of Hales and Randle for
the Radicimmunoassay of Insulin.

Summary. A modification of the radioimmunoassay
for insulin (method of Harrs and RANDLE) is described.
Separation of precipitated/antibody-bound insulin from
free insulin was achieved by centrifugation instead of
filtration. Addition of a carrier-immunoprecipitate rel-
atively diminished possible losses by decantation during
the washing steps. Sensitivity (10 uU/ml), precision (1 =
0.067—0.314) and reproducibility are comparable with
some other published data. The modification avoids the
difficulties due to the filtration procedure in the use of
commercially available test-kits for the radioimmuno-
assay of insulin.

Modification du dosage radioimmunoclogique de Uinsu-
line selon Hales et Randle.

Résumé. La méthode de HALES et RANDLE du dosage
radioimrunologique de P'insuline a été modifide. La sépa-
ration du complexe préeipité (insuline anticorps) de lin-
suline libre a été effectude par centrifugation au lieu de la
filtration. I’addition d’'un immunopréeipité transporteur
dirinue Pimportance des pertes pendant le lavage du
précipité. La sensibilité (10 uwU/ml), la préeision (2 =
0.067—0.314) et la reproductibilité permettent une com-

Eine radioimmunologische Methode zur Bestim-
mung des Insuling wurde zuerst von YALow und Beg-
son angegeben [11]. Thr Prinzip ist folgendes: Eine
konstante Menge Insulin-Antiserum wird inkubiert
mit den zu bestimmenden Plasmaproben und einer
kleinen Menge radioaktiv-markierten Insuling, die in
allen Ansatzrohrchen identisch ist. Endogenes Insulin
des Plasmas und markiertes Insulin konkurrieren um
die in begrenzter Anzahl vorhandenen Bindungsstellen
des Antikorpers. Je mehr endogenes Insulin vorhanden
ist, desto weniger markiertes Hormon wird an den
Antikirper gebunden. Fiir eine Standardkurve werden
die Plasmaproben durch eine Reihe von Insulin-Losun-
gen verschiedener, bekannter Konzentrationen ersetzt.
Am Ende der Inkubation werden Antikdrper-gebun-
denes und freies Insulin voneinander getrennt (z.B.
durch Elektrophorese, durch Differentialadsorption
oder durch Immunprizipitation der Gamma-Globu-
line). Die Radioaktivitét des Antikérper-gebundenen
Insulins wird gemessen und als Prozent der urspriing-
lich zugegebenen Gesamtradioaktivitdt berechnet (al-
ternativ kann das Verhéltnis des gebundenen Insuling
zum freigebliebenen (B/F) berechnet werden). In einem
Koordinatensystem wird die gebundene Radioaktivitéiit

paraison favorable avee des résultats publids dans la
littérature. La modification permet d’utiliser des combi-
naisons commercialisées pour le dosage radioimmunolo-
gique de I'insuline tout en évitant les difficultés que peut
poser la séparation «B/F» par la filtration.

Zusammenfassung. BEs wird eine Modifikation der
radioimmunologischen Insulinbestimmung nach Hargs
und Raxpre angegeben. Die Trennung von prézipitier-
tem/antikorpergebundenem und freiem Insulin wird nicht
durch Filtration, sondern durch Zentrifugation vorgenom-
men. Durch Zusatz einos Triger-Immunoprézipitates wird
eine Prizipitatmenge erzielt, die groB genug ist, um den
EinfluB eventueller Verluste wihrend des Waschens und
Dekanticrens geniigend klein zu halten. Sensibilitét
(10 pE/ml), Genauigkeit (4 == 0.067—0.314) und Reprodu-
zierbarkeit erlauben einen zufriedenstellenden Vergleich
mit entsprechenden Angaben der Literatur. Die Modifi-
kation erméglicht die Benutzung kéuflich erhéltlicher
Testkombinationen zur radioimmunologischen Insulin-
bestimmung unter Vermeidung der Schwierigkeiten, die
héufig bei der Benutzung der Filtration fur die B/F-
Trennung auftreten.

Key-words. Radioimmunoassay, insulin, B/F-separa-
tion, index of precision
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Abb. 1. Insulin Standardkurve., Diese Standardkurve

wurde unter Benutzung der im Text beschriebenen modi-

fizierten Methode gewonnen. Fiir die Herstellung der

Insulin-Standardlésung wurde Schweine-Insulin verwen-
det,
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(Ordinate) zu der jeweils zugehorigen Menge unmar-
kierten Insulins der Standardlésung (Abszisse) in
Beziehung gesetzt (Konstruktion der Standardkurve,
s. Abb. 1). Von dieser Standardkurve kénnen die Insu-
linkonzentrationen der Plasmaproben abgelesen werden.

In vielen Laboratorien wird heute die kiuflich er-
hiltliche Testkombination des Radiochemical Centre,
Amersham (England) benutzt, deren Arbeitsanwei-
sung!im wesentlichen der Variation C einer von HALES
und RANDLE [5] beschriebenen Methode entspricht,
Sie weist folgende Besonderheiten auf:

Pri-préazipitiertes Anti-Insulin-Serum (0.1 ml)
(Meerschweinchen/Kaninchen)
_|_
Plasma oder Standard-Insulin-Lésung (0.1 ml)
(0—10—20—50—100—200—500 pE/ml)
Inkubation

(24 Std/+ 4°C)

H.-J. Quassr: Modifikation der radioimmunologischen Insulinbestimmung

Diabetologia

2. Der Insulin-Antikérper (der vom Meerschwein-
chen stammt) wird mittels eines Anti-Gammaglobulin-
serums (vom Kaninchen) prizipitiert. Diese Préizipita-
tion erfolgt schon vor der Inkubation mit den Insulin-
standardlésungen bzw. den Plasmaproben? Dadurch
goll der EinfluB einer unspezifischen Kreuzungsreak-
tion zwischen dem prézipitierenden Anti-Meerschwein-
chen-Gammaglobulin-Serum und Gammaglobulin des
menschlichen Plasmas verhindert werden. Der so ,,pré-
prézipitierte’ Insulin-Antikérper verliert nicht seine
Fihigkeit, das Antigen (Insulin) zu binden.

125 Insulin (0.1 ml)
(50 pCijug/ 67 pE/ml)

Inkubation
(24 Std/4-4°C)

Kaninchen-y-Globulin
(0.4 mg/ml)
+
. Anti-(Kaninchen-y-Globulin)-Serum
(Verdiinnung entsprechend vorheriger Titration)

gleiche Teile

Inkubation

(24 Std/+ 4°C)

| Zugabe von 0.2 ml Suspension des Tréger-

Préizipitates zu jedem Inkubations-Réhrchen

Mischen

Zentrifugation
(30 Min bei/ 3000 g)

l

2 X Waschen mit eiweiBreichem Puffer (1 ml)
(5 mg Bovines Serum-Albumin pro ml) (jeweils zentrifugieren)
Abb. 2. Schema der modifizierten Insulinbestimmungsmethode unter Benutzung der Zentrifugation zur B/F-Trennung

1. Die Inkubation des Insulin-Antikérpers findet
zunéchst nur mit dem unmarkierten Insulin der Stan-
dardlésung bzw. mit den Plasmaproben statt. Das radio-
aktiv markierte Insulin wird erst zum Ansatz hinzu-
gefiigt, wenn die Bindung des unmarkierten Insulins
an den Antikérper weitgehend stattgefunden hat. Die
Sensibilitédt der Methode wird hierdurch erhéht.

1 Data sheet 5616, The Radiochemical Centre, Amer-
sham.

2 In der Testkombination des Radiochemical Centre
ist das bereits préazipitierte Insulin-Antiserum als ,,Bind-
ing Reagent‘‘ enthalten.

3. Die Trennung des an den Antikdrperkomplex
gebundenen vom freien Insulin. (B/F-Trennung) am
Ende der Inkubation geschieht durch Filtration auf
,,Millipore®‘- oder ,,Oxoid‘‘-Filtern. Hierbel passiert
das freie Insulin das Filter, und der prézipitierte
Insulin-Antikérperkomplex wird zuriickgehalten.

4. Nach den Angaben des Radiochemical Centre
reagiert der benutzte Insulin-Antikérper in gleicher
Weise mit Human-, Rinder- und Schweine-Insulin.

Die Inkubation fiir die Insulinbestimmungen, wie
gie vom Radiochemical Centre empfoblen wird, ist
danach folgendermafBen: Ein mit Antigammaglobulin-



Vol. 5, No. 2, 1969 H.-J. Quassr: Modifikation der radioimmunologischen Insulinbestimmung

Serum préazipitiertes Aunti-Insulinserum (,,Binding
Réagent*‘) wird mit den Plasmaproben oder Standard-
insulinlésungen verschiedener Konzentrationen bei
-+ 4°C inkubiert. Nach 6 Std wird das radioaktiv mar-
kierte Insulin hinzugefiigt, und eine zweite Inkubation
von 18 Std bei + 4°C angeschlossen. Danach wird die
B/F-Trennung durch Filtration vorgenommen. Die
Radioaktivitit der Filter wird gemessen (sie entspricht
der Fraktion des antikérpergebundenen Insuling). Die
Konstruktion der Standardkurve und die Ablesung der
unbekannten Insulinkonzentrationen erfolgt wie {ib-
lich.

Die Methode der Abtrennung des prizipitierten
Insulin-Antikérperkomplexes durch Filtration ist rela-
tiv zeitraubend. Aullerdem ergab sie in eigenen Ver-
suchen hiufig sehr schlechte Doppel- bzw. Dreifach-
Werte. Hierfiir kénnten verschiedene Porengréfien der
Filter, Adsorption ungebundenen Insulins an die Filter
und andere Ursachen angeschuldigt werden, jedoch
wurden ndhere Untersuchungen nicht vorgenommen.
Schwierigkeiten bei Benutzung der Filtration zur B/F-
Trennung bei radioimmunologischen Hormonbestim-
mungen wurden auch von anderer Seite berichtet [6,
103]. Es soll im folgenden eine Modifikation beschrieben
werden, bei der unter Benutzung der Testkombination
des Radiochemical Centre, Amersham, die Filtration
durch eine Zentrifugation ersetzt wurde. Zugleich wur-
den die Inkubationszeiten der Originalmethode (6 und
18 Std) so verdndert, daB alle Arbeitsginge morgens
um 8 Uhr begonnen und damit auch bei gréferen An-
sitzen innerhalb der normalen Laborarbeitszeit be-
endet werden konnen (zweimal 24 Std).

Methodik

1. Ansatzschema (s. Abb. 2)

Der Ansatz wird zundchst nach der Arbeitsvor-
schrift des Radiochemical Centre durchgefiihrt; es
wird lediglich die Zeit der Inkubation verlingert:
0.1 ml vor-prézipitierter Insulin-Antikérper (Binding
Reagent) werden mit 0.1 ml Insulin-Standardlésung
bzw. 0.1 ml Plasma 24 Std lang bei -+ 4°C inkubiert.
Dann werden 0.1 ml radioaktiv markierten Insulins
zugegeben, und es wird fiir weitere 24 Std bei + 4°C
inkubiert. Zu Beginn dieser zweiten Inkubationsperi-
ode wird jedoch getrennt hiervon ein zusétzliches pré-
zipitierendes Antigen-Antikorper-System bei -+ 4°C
inkubiert (,, Trégerprézipitat® s. unten). Die Prézipi-
tation dieses Systems ist nach 24 Std abgeschlossen.
Nach Beendigung der zweiten Inkubationsperiode von
24 Std werden 0.2 ml Suspension dieses Trégerpréazipi-
tates zu jedem Rohrchen des Ansatzes (Standardkurve,
Plasmaproben, Kontrollen) hinzugefiigt. Unmittelbar

3 Seit kurzem werden vom Radiochemical Centre,
Amersham, neue Oxoid-Filter empfohlen, die nach spe-
ziellen Angaben hergestellt und vor der Abgabe auf ihre
Brauchbarkeit firr die Bestimmungsmethode gepriift wer-
den.
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anschlieBend wird zentrifugiert (30 Min. bei etwa
3000 g, + 4°C. Kiirzere Zentrifugationszeiten haben
sich nicht bewshrt). Das an den Antikérperkomplex
gebundene Insulin sedimentiert zusammen mit dem
Trigerprizipitat, wihrend das freie Insulin im Uber-
stand bleibt. Nach Dekantieren wird das Préizipitat
zweimal mit jeweils 1 ml eines eiweillreichen Puffers
(ein Teil Rinderserum auf 9 Teile Phosphat-Puffer
0.05 M, pH 7.5) gewaschen und jeweils erneut zentrifu-
giert. Danach wird die Radioaktivitdt des Prazipitates
im Bohrlochkristall gemessen. Die Auswertung erfolgt
wie iiblich (Konstruktion der Standardkurve, Ablesen
der Plasmakonzentration).

2. Trager-Immunoprdzipitot

Die Aufgabe des Trigerprézipitates besteht darin,
die Menge des wihrend der Zentrifugation sedimen-
tierenden Materials zu vergroBern und evtl. Verluste
des Bodensatzes wahrend des Dekantierens relativ zu
verringern. Ohne diesen Zusatz ist die Menge an Pré-
zipitat bei der Zusammensetzung der Testkombination
des Radiochemical Centre auBerordentlich klein. Die
Antikérper des vorgegebenen Systems stammen vom
Meerschweinchen (Anti-Insulin-Serum) und vom XKa-
ninchen (Antigammaglobulin-Serum). Fiir das Tréger-
system wurde Kaninchen-Gammaglobulin als Antigen
gewihlt. Antiserum gegen Kaninchengammaglobulin
wurde im Schaf erzeugt. Hierzu wurde 4 mal im Ab-
stand von je etwa einer Woche 100 mg Kaninchen-
gammaglobulin (Fraktion II aus Kaninchenplasma,
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Titration anti-(Kaninchen)-Y= Globulin Serum
Abb. 3. Titration Anti-(Kaninchen)-Gammaglobulin-
serum. 0.1 ml Kaninchen-Gammaglobulin der verschiede-
nen Konzentrationen wurde mit 0.1 ml des Antiserums in
einem Gesamt-Volumen von 0.5 ml fiir 24 Std bei 4 4°C
inkubiert. Weitere Einzelheiten siche Text. Der Aqui-
valenzpunkt liegt bei 0.1 ml unverdiinnten Antiserums/
0.25 mg Kaninchen-Gammaglobulin

Travenol International GmbH, Miinchen) in 0.99,iger
Kochsalzlésung zusammen mit 3—4 ml komplettem
Freund’schem Adjuvans subkutan injiziert. Danach
war ein ausreichender Antikérpertiter vorhanden, der
durch weitere Injektion von je 50 mg Antigen etwa
alle 4 Wochen aufrechterhalten wird. Das Triger-
Antigen/Antikorpersystem wird vor der Benutzung
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gegeneinander austitriert, um die Konzentrationen der
Reaktionspartner so wihlen zu kénnen, dafl sie im
Bereich der Aquivalenzzone liegen und eine optimale
Prizipitation erreicht wird (Abb. 3). Fir diese Titra-
tion wird eine konstante Menge des Antigammaglobu-

lin-Serums (0.1 ml) mit fallenden Konzentrationen des

Antigens (0.1 ml) in 0.9 %iger Kochsalzlosung inku-
biert {Gesamtvolumen 0.5 ml, 24 Std Inkubation bei
+ 4°C). Anschliefend wird zentrifugiert (10 Min. bei
etwa 3000 g) und zweimal mit je 1 ml Kochsalzlosung
nachgewaschen. Das Prézipitat wird in 0.25 N Essig-
siure gelost und die Eiweillmenge durch Messung der
Absorption bei 280 nm im Spektrophotometer be-
stimmt. Im Antigen- und im Antikérpertiberschull ist
die Prizipitation geringer als in der Aquivalenzzone.
Bei spiterer Benutzung von 0.2 ml der Suspension
wird eine gentigend grofie Menge an Trigerprazipitat
erzislt, wenn die Losung des Antigens 40 mg Gamma-
globulin/100 ml 0.9 %iger Kochsalzlésung enthalt (um
den Faktor 5 bis 10 niedrigere Konzentrationen erge-
ben sbenfalls zufriedenstellende Priizipitatmengen).
Dies entspricht etwa der Gammaglobulinkonzentration
eines 1/15 verdiinnten Vollserums. Im Beispiel der
Abb. 3 liegt die Aquivalenzzone bei 2.5 mg Antigen pro
ml Antiserum. Zur optimalen Prézipitation von 40 mg
Antigen wiren hier also 16 ml Antiserum zu verwenden
(entsprechend 100 ml Antigenlésung der Konzentra-
tion 40 mg/100 ml und 100 ml des 1:6.25 verdiinnten
Antigammaglobulin-Serums).
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0.5 ml bei — 20°C aufbewahrt. Je eine Probe wird am
Ansatztage aufgetaut und mitbestimms®. Die Differenz
der bestimmten Insulinkonzentrationen sollte 50 K /ml
betragen. Die Absolutwerte kontrollieren zugleich die
Reproduzierbarkeit von Ansatz zu Ansatz. Zur Kon-
trolle des Waschvorganges werden Réhrehen angesetzt,
die lediglich albuminhaltigen Puffer (0.19,) und radio-
aktiv-markiertes Insulin, jedoch kein Anti-Insulin-
Serum (Binding Reagent) und kein unmarkiertes In-
sulin enthalten.

Ergebnisse

Bei insgesamt 68 verschiedenen Ansétzen wurden
mit der beschriebenen Methode folgende Ergebnisse
erzielt:

1. Sensibilitit

Zur Bestimmung der Sensibilitit wurde die Signifi-
kanz der Differenz zwischen den Mefwerten berechnet,
die zu den Konzentrationen 0 und 10 pE Insulin/ml
bzw. 0 und 20 pE Insulin/ml der Standardkurven ge-
hiren. Werden die Werte aller Standardkurven beriick-
sichtigt (n = 68), so ist die Differenz der MeBwerte von
0 und 10 pE/ml signifikant (P < 0.05, t-Verteilung).
Wird die Berechnung fiir Einzelkurven vorgenommen,
so ist manchmal erst die Differenz zwischen 0 und 20K
Insulin/m] bei der 59%,-Grenze signifikant. Es muB also
fiir jeden Ansatz erneut entschieden werden, ob Werte

Tabelle 1. Regressionskoeffizienten (b), Standardobweichung des Regressionskoeffi-
zienten {Sp) und Genauigheitsindex (1) von fimf einzelnen Standardiurven. Einzel-
heiten s. Text

30. 10. 672 11. 12. §7» 12.12. 67> 14. 12. 873 6. 3. 682
br — 0.3798 — 0.4326 — 0.5049 — 0.4842 — 0.3868
Spe 0.0676 0.1359 0.0541 0.0487 0.0258
Ad 0.1780 0.3141 0.1071 0.1006 0.0666
Ae 0.1974 0.2120 0.2287 0.2206 0.1416
a2 Datum des Ansatzes
Sxy
D h o L
b 5.
S{y) — 6. [S (=y)]
e S, =
i ]/ N2

a4 3= ‘%9 (Ordinate + Abszisse logarithmisch)

e ] = ‘% {Ordinate: égAbszisse logarithmich)

Ay

Ay und A, = prézipitierte Radioaktivitét in Abwesenheit und Gegen-
wart von unmarkiertern Insulin

3. Konirollen

Das System wird bei jedem Ansatz in bezug auf
Reproduzierbarkeit und Wiederfindung kontrolliert.
Hierzu wird ein Poolplasma mit niedrigem Insulin-
gehalt ohne (Plasma I) und mit Zusatz von 50 pE
Schweine-Insulin/ml (Plasma II) in Portionen von je

zwischen 10 und 20 pE Insulin/ml wirklich von der
Standardkurve ablesbar sind oder nicht.

2. Genauigkert

Die statistische Priifung der Methode erfolgte wei-
ter durch Berechnung des Genauigkeitsindex 1 (vgl.
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Legende zu Tab. 1). Entsprechende Berechnungen wur-
den bisher nur selten angegeben. Um einen Vergleich
mit den von MELANI et al. [7] fiir ihre Methode der
radioimmunologischen Insulinbestimmung angegebe-
nen Werte zu ermdglichen, wurden beide Achsen des
Koordinatensystems, in das die Werte der Standard-
kurve eingetragen werden, logarithmisch transformiert
(Verhiltnis gebundenes zu freiem Insulin (B/F) auf der
Ordinate, Konzentration des unmarkierten Insulins
auf der Abszisse). Die in Tab. 1 angegebenen Werte
zwischen 0.067 und 0.314 sind in 4 von 5 Fillen kleiner
als der von MELANI et al. angegebene Wert von 0.2 fiir
eine Standardkurve im gleichen Insulinkonzentrations-
bereich. Die Schwankungen von A sind weniger stark,
wenn die logarithmische Umformung nicht fiir beide
Achsen sondern nur fiir die Abszisse vorgenommen
wird, und die Werte der Ordinate fiir jede gegebene
Insulinkonzentration auf den Wert bei der Insulin-
konzentration Null bezogen werden [5]. Dabei wird
beriicksichtigt, daB bei gegebener Konzentration des
Insulin-Antikérpers die maximale Bindung des mar-
kierten Insulins in der Abwesenheit unmarkierten In-
sulins einen endlichen Wert hat (etwa 40—50%, der
Gesamtmenge unter den gegebenen Antigen-Antikoér-
per-Verhiltnissen der Testkombination des Radioche-
mical Centre). Der Verlauf der Standardkurve ent-
spricht dann einer Exponential-Funktion und nicht
einer Hyperbel. Die nach dieser Umformung errechne-
ten A-Werte sind ebenfalls in Tab. 1 aufgefiihrt.

Bei der Beurteilung der statistischen Berechnungen
muB beriicksichtigt werden, dal die Sensibilitdt einer
radioimmunologischen Methode u.a. von der Qualitét
des Antikorpers (seiner Aviditdt fiir das Antigen [1]),
seiner Konzentration im Ansatz und von der Menge
des markierten Antigens abhingig ist. Diese Faktoren
sind in der Testkombination des Radiochemical Centre
teilweise festgelegt und nicht verdnderbar. Es ist also
z.B. nicht moglich, durch Verringerung der Konzen-
tration des Anti-Insulinserums und des markierten
Insuling die Sensibilitit und den Regressionskoeffi-
zienten zu erhShen und den A-Wert zu senken. Der
Genauigkeitsindex ist dem Regressionskoeffizienten
(Steilheit der Regressionsgraden der Standardkurve)
umgekehrt und dessen Standardabweichung direkt
proportional (vgl. Legende zu Tab. 1). Da der Regres-
sionskoeffizient im wesentlichen durch die Kombina-
tion der Materialen der Testkombination festgelegt ist,
konnten durch Vergleiche des Genauigkeitsindex Mo-
difikationen der Methodik in ihrem EinfluB auf die
Prézision der Bestimmungen beurteilt werden. Ent-
sprechende Angaben iiber die Originalmethode, wie sie
vom Radiochemical Centre Amersham empfohlen wird,
liegen jedoch bisher nicht vor. Die in der Originalarbeit
von HarEs and RANDLE [5] angegebenen Werte von
A = 0.016 und 0.056 sind nicht direkt vergleichbar, da
offenbar der von ihnen benutzte Antikdrper eine steilere
Regressionsgerade (stérkerer prozentualer Abfall im
Bereich kleiner Konzentrationen unmarkierten Insu-
lins) ermdoglichte. Das Gleiche gilt fiir den von MELANI
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et al. [7] angegebenen Wert von 0.039, der erzielt wur-
de, als die Standardkurve in den Bereich von 0—25
pE Insulin/ml gebracht werden konnte. Der mit der
hier beschriebenen Methode bei einer Standardkurve
erzielte Wert von 1 = 0.0666 zeigt jedoch, daBl diese
Genauigkeit mit der Testkombination des Radiochemi-
cal Centre unter Benutzung der hier beschricbenen
Modifikation prinzipiell auch erreicht werden kann.

3. Waschkontrollen

Die Radioaktivitdt in den Waschkontrollen (Ab-
wesenheit von Anti-Insulin-Serum) betrigt 2.9, der
Gesamtradioaktivitét (Standardabweichung = 1.62
N = 67).

4. Inkubationszeit

Die Verlingerung der Inkubationszeiten auf zwei-
mal 24 Std ergab keine Verdnderung der absoluten
Insulinwerte. Bei mehreren Inkubationen, die mit
gleichen Materialien und einerseits den Inkubations-
zeiten der Originalmethode (6 und 18 Std) andererseits
den verldngerten Inkubationszeiten (zweimal 24 Std)
vorgenommen wurden, ergab sich kein signifikanter
Unterschied der bestimmten Plasma-Insulinkonzen-
trationen. Ein solcher Unterschied ist auch prinzipiell
nicht zu erwarten, da die Verdnderung der Inkubations-
zeiten Standardkurven und Plasmaproben in gleicher
Weise betriftt.

5. Reproduzierbarkeit und Wiederfindung

Die Ergebnisse zur Kontrolle der Reproduzierbar-
keit und der Wiederfindung sind in Tabelle 2 zusam-
mengestellt. Die Differenz zwischen den Insulinkonzen-

Tabelle 2. Reproduzierbarkeit und Wiederfindung. Einzel-
heiten s. Text

Plasma I Plasma IT Differenz I/IT
Insulin (LE/ml) 25.72 78.92 53.2b
Se 9.9 8.1 6.1

a Mittelwert aus 10 Bestimmungen an verschiedenen
Tagen
b Mittelwert der individuellen Differenzen

o5 = |/ g 26 — a2

trationen des Plasmas I und des Plasmas IT sollte der
zugegebenen Menge an Insulin (50 pE/ml) entsprechen.
Die relativ groe Standardabweichung der Mittelwerte
ist zum Teil durch die technischen Gegebenheiten be-
dingt, auf die in der Besprechung (s. unten) njher ein-
gegangen wird.

6. Plasma-Insulinkonzentrationen

Die Plasma-Insulinkonzentrationen von 24 gesun-
den, normalgewichtigen Erwachsenen im Alter von
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17.5 bis 34 Jahren (13 Frauen und 11 Ménner) sind in
Tab. 3 angegeben. Aufgefithrt sind die Niichternwerte
und zusdtzlich die maximale Insulinkonzentration
nach Stimulation mit 20mg Rastmon®/kg Korperge-
wicht (1.v.). ‘

Tabelle 3. Niichiernwerte und maximale Insulinkonzen-
tration nach Tolbutamid-{ Rostinon®- ) Belastung

Niichtern-12 Niichtern-2f Max.g
Insulin (uE/mb)e  18.2 20.1 111.2
Se 14.0 20.1 34.8
N 20 21 14

a 20 Min. vor Rastinongabe

* unmittelbar vor Rastinongabe

¢ maximale Insulinkonzentration nach Belastung (i.v.)
mit 20 mg Rastinon®/kg Korpergewicht

d Mittelwert & = g‘(l\;;}_)

{Z @) — & Z(x)]

Besprechung

Die Entwicklung der geschilderten Modifikation der
Methode von Hares und RANDLE wurde von dem Ge-
danken bestimms$, die Vorteile einer kiuflichen Test-
kombination fiir die radicimmunologische Insulinbe.
stimmung zu nutzen (Verwendung bereits titrierter
Antikérper und radioaktiv-markierten Insulins) und
gleichzeitig die Schwierigkeiten bei der B/F-Trennung
durch Filtration zu beseitigen. Die Benutzung der
Zentrifugation anstelle der Filtration bedeutet eine
Arbeitserleichterung (die Zentrifugation ermdglicht

die Bearbeitung einer gréferen Zahl von Proben und -

verlangt weniger angestrengte Aufmerksamkeit) und
umgeht gleichzeitig alle Schwierigkeiten, die sich durch
unglelche Filterqualitét [6] oder durch Adsorption an
die Filter ergeben konnen. Die geringe Menge an Pré-
zipitat, die bei der Zusammensetzung der Testkombi-
nation des Radiochemical Centre erzielt wird, mufite
jedoch fiir die Zwecke der Zentrifugation vergroBert
werden, um evtl. Verluste beim Waschen relativ zu
verringern. Das hierzu benutzte prézipitierende Anti-
gen/Antikérpersystem (Trégerprizipitat) kann wahr-
scheinlich auch von anderen als den benutzten Spezies
stammen und muB nicht unbedingt Gammaglobulin
als Antigen benutzen. Es muf} jedoch eine Interferenz
mit dem eigentlichen Bestimmungssystem vermieden
werden. So miissen auch alle Stoffe, die das Prézipitat
in unspezifischer Weise vergroBern konnten (Latex,
Zellulose oder dhnliches) aber evtl. freies Insulin adsor-
hieren, vermieden werden.

Die mit dem modifizierten. Sys’oem erzielten Ergeb-
nisse entsprechen etwa denen einiger anderer Methoden
zur radioimmunologischen Insulinbestimmung. Die
Sensibilitdt der Standardkurve erscheint ausreichend,
wenn sie 10 pE Insulin/ml erreicht, da die normalen
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Niichternwerte der Insulinkonzentration im mensch-
lichen Plasma im allgemeinen bei etwa 20 pE/ml Hegen
{s. unten). Bei der hier angegebenen Sensibilitédt ist zu
beriicksichtigen, dall aus technischen Griinden die
Messung der Radioaktivitdt im Bohrlochkristall und
mit zwei ineinandergestellten (lasréhrchen vorgenom-
wurde. Bei der relativ weichen y-Strahlung des J'2
(35 keV) entstehen hierbei erhebliche Strahlungsver-
luste durch unterschiedliche Glasstirken und in der
Luft. Es ist anzunehmen, dal} die Signifikanz der MeB-
wertdifferenzen wesentlich verbessert werden kann,
wenn entweder im Fliissigkeits-Szintillationszéhler ge-
messen wird oder wenn J*% anstelle von J'# benutzt
wird4. Literaturangaben iiber die Sensibilitit anderer
radioimmunologischer Insulinbestimmungsmethoden
sind etwa 20 pE/ml [4], 6.5 pHE/ml [2], 6.1 pE/ml [11].

Die Reproduzierbarkeit entspricht etwa der von
Bucaawaw und McKopie [2] ebenfalls mit der Me-
thode von Hares und RaNDLE erzielten. Die Wieder-
findung ist mit 1069, der eingesetzten Insulinmenge
{53.2 pE/ml anstelle von 50 pE/ml) zufriedenstellend.
Die gefundenen Insulin-Plasmakonzentrationen ent-
sprechen den von anderen Auboren bei vergleichbaren
Kollektiven gefundenen Werten. Angaben fiir Insulin-
Niichternwerte sind z. B, 21 pE/m! [11], 17.2 pE/ml [5],
22 uE/ml (10) und 20 pE/ml [3]. Der Anstieg nach
Rastinon-Injektion ist allerdings groBer als der von
anderen Autoren beschriebene [8, 91, jedoch sind die
Werte untereinander nicht vergleichbar, da die ver-
wendete Rastinon-Dosis verschieden grof ist (1 g bzw.
20 mg/kg Korpergewicht).

Ich danke Herrn Prof. Dr. G. Fucms (Direktor des
Institutes fiir Med. Statistik und Dokumentation) fiir
wertvolle Hilfe bei den statistischen Berechnungen.

Die Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt/Main, stellten
freundlicherweise kristallines Rinder- und Schweine-
Insulin zur Verfiigung.

Die Arbeiten wurden mit technischer Hilfe von Friu-
lein Inoe Qurrzow und Friulein Karin DOLATEOWSKI
durchgefiihrt.

Die Untersuchungen wurden durch die Deutsche For-
schungsgemeinschaft gefordert.
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