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Mod~]ieat~on of the Procedure of Hales and Randle for 
the Radioimmunoassay of I,n~ulin. 

Summary. A modification of the radioimmunoassay 
for insulin (method of I-IALES and I~A,WD~E) is described. 
Separation of precipi ta ted/ant ibody-bound insulin from 
free insulin was achieved by  eentrifugation instead of 
filtration. Addi t ion of a carr ier- immunoprecipi tate  rel- 
a t ively diminished possible losses by  decantat ion during 
the washing steps. Sensit ivi ty (10 f~U/ml), precision (). 
0.067--0,314) and reproducibi l i ty are comparable with 
some other published data.  The modification avoids the  
diffictflties due to the  tilt, ra t ion procedure in the  use of 
commercially available test-ki ts  for the  radioimmuno- 
assay of insulin. 

Modification du dosage radioimmunologique de l'insu. 
line selon Hale~v et Randle. 

R@um,~. La m6thode de I:IA5Es ct  RANDLE du dosage 
radioimmunologique de l ' insuline a 6t6 modifige. La sdpa- 
ra t ion du complexe prgcipit6 (insuline antieorps) de Fin- 
suline libre a gtg effect.age par  eentrifugation au lieu de la 
filtration. L'addition d'un immunoprdcipitg transporteur 
diminue l ' importanee des per tes  pendant  le lavage du 
prgeipitd. La  sensibilit6 (10 FU/ml), Ia prgeision (Z = 
0.067--0.314) et la  reproductibil i t6 permet ten t  une corn- 

paxaison ~avorable avee des rgsultats publids dans la 
littgratttre. La modification permet  d 'uti l iser des combi- 
naisons commereiMisdes pour le dosage radioimmunolo- 
gique de l ' insuline tout  en gvitant  les difficultgs que peut  
poser la s@arat ion ~(B/F>) par  la ~iltration. 

Zusammenfassung. Es wird eine Modifikation der 
radioimmunologischen Insul inbest immung nach HALES 
und 14A~I)/2e angcgeben. Die Trelmung yon pr/izipitier- 
tem/omtikgrpergebLmdenem und freiem Insulin wird nicht  
dureh Fi l t ra t ion,  sondern dureh Zentrifugation vorgenom- 
men. Dtrcch Zusatz eines qu wh'd 
eine Prgzipi tatmenge erzielt, die grol~ genug ist, nm den 
Einflul~ eventue!Ier Verluste w/~hrend des Waschens and  
Dekantierens geniigend Mein zu halten. Sensibilit/~t 
(1O FE/ml), Genauigkeit  (~ ~ 0.067--0.314) und ICeprodu- 
zierbarkeit  erlauben einen zufriedenstellendcn Vergleieh 
mig entsprechenden Angaben der Literatur .  Die Modifi- 
kat ion erm6glieht die Benutznng k/~uflich erhgltlicher 
Testkombinationen zur radioimmunoIogischcn Insulin- 
besgimmung unter  Vermeidung der Sehwierigkeiten, die 
h/iufig be/ der  Benutzung der F i l t ra t ion  far  die B/F-  
Trenlnmg auftreten. 

Key-words. Igadioimmnnoassay, insulin, B/F-separa-  
tion, index of precision 

Eine  rad io immunolog i sche  Mcthode  zur  Best im- 
mung  des Insul ins  wurde  zuers t  yon  YALOW und  BER- 
SO~ angegeben  [11]. I h r  P r inz ip  i s t  folgendes:  E ine  
k o n s t a n t e  Menge Insu l in -An t i se rum wird  i nkub ie r t  
m i t  den  zu b e s t i m m e n d e n  P l a s m a p r o b e n  u n d  einer  
k le inen  Menge r ad ioak~ iv -mark ie r t en  Insul ins ,  die in  
al len Ansa tz rgh rehen  iden t i seh  ist .  Endogenes  Insu l in  
des P l a smas  n n d  mark i e r t e s  Insu l in  konkur r i e ren  u m  
die in. begrenz te r  Anzah l  vo rhandenen  Bindungss te l len  
des Ant ikgrpers .  J e  mehr  endogenes Insu l in  vo rhanden  
ist ,  des to  weniger  mark ie r t e s  t I o r m o n  wird  an  den 
An t ikg rpe r  gebunden.  F i i r  eine S t a n d a r d k u r v e  werden  
die P l a s m a p r o b e n  du tch  eine Reihe yon  Insu l in-Lgsun-  
gen versehiedener ,  b e k a n n t e r  K o n z e n t r a t i o n e n  ersetzt .  
A m  E n d e  der  I n k u b a t i o n  werden  Ant ik6rpe r -gebun-  
denes u n d  freies I n su l i n  vone inande r  ge t r enn t  (z.B. 
d u t c h  Elek t rophorese ,  dureh  ] ) i f fe ren t ia ladsorp t ion  
oder  ( lurch Immunpr/ i ,  zipit, a t ion  der  Gamma-Globu-  
line). Die  l{ad ioak t iv i t / i t  des An t ikg rpe r -gebundenen  
Insul ins  wird  gemessen u n d  als ]?rozent der  urspr f ing-  
l ieh zugegebenen G e s a m ~ a d i o a k t i v i t ~ t  berechnet  (al- 
te rnatgv k a n n  das  Verhgl tn is  des gebundenen  Insul ins  
zum fre igebl iebenen (B/F)  berechnet  werden).  I n  e inem 
K o o r d i n a t e n s y s t e m  wird  die gebundene  R a d i o a k t i v i t / i t  
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Abb. 1. Insulin Standardkurve,  I)iese Standardkurve  
wurde unter  Benutzung der ira Text  beschriebenen modi~ 
fizierten Methode gewonnen. Fi i r  die I-Ierstellung der 
Insulin-StandardlSsung wurde Schweine-Insulin verwen- 

det  
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(Ordinate) zu der jeweils zugehSrigen Menge unmar-  
kierten Insulins der Standardl6sung (Abszisse) in 
Beziehung gesetzt (Konstruktion der Standard_kurve, 
s. Abb. 1). Von dieser S~andardkurve kSnnen die Insu- 
linkonzentrationen der Plasmaproben abgelesen werden. 

In  vielen Laboratorien wird heute die k//uflieh er- 
h/iltliche Testkombination des l%adiochemical Centre, 
Amersham (England) benutzt,  deren Arbeitsanwei- 
sung 1 im wesentliehen der Variation C einer yon HALnS 
und RA~DL~ [5] besehriebenen Methode entspricht. 
Sie weist folgende Besonderheiten auf: 

2. Der Insulin-Antik6rper (der vom Meerschwein- 
ehen s tammt)  wird mittels eines Anti-Gammaglobulin- 
serums (vom Kaninehen) pr/~zipitiert. Diese Pr/~zipita- 
tion er~olgt schon vor der Inkubat ion  mit  den Insulin- 
standardlSsungen bzw. den Plasmaproben 2. Dadureh 
sell der EinfluB einer nnspezifischen Kreuzungsreak- 
tion zwischen dem pr/~zipitierenden Anti-Meersehwein- 
ehen-Gammaglobulin-Serum und Gammaglobulin des 
menschliehen Plasmas verhindert werden. Der so ,,pr/~- 
pr/~zipitierte" Insulin-Antik6rper verliert nieht seine 
Fghigkeit, das Antigen (Insulin) zu binden. 

Pr/i-pr/izipitiertes Anti-Insulin-Serum (0.1 ml) 
(Meerschweinchen/Kaninehen) 

+ 

Plasma oder Standard-Insulin-L6sung (0.1 ml) 
(0-- 10-- 20 -- 50-- 100-- 200-- 500 ~E/ml) 

Inkubation 

(24 Std /+  4~ 

l~sJ-Insulin (0.i ml) 
( 50 ~Ci/tzg / 67 ~E/ml) 

Inkubation 

(24 Std /+  4~ 

Kaninehen-?, Globtilin 
(0.4 mg/ml) 

o 
+ 

Anti- (Kaninchen-y-Globulin)- Serum 
r 

(Verdiinnung entsprechend vorheriger Titration) 

1 ~ 
Inkubation 

(24 Std /+  4~ 

Zugabe von 0.2 ml Suspension des Tr~ger- < 
Pr/izipitates zu jedem Inkubations-RShrehen 

Nisehen 

Zentrifugation 
(30 Min bei/-3000 g) 

2 • Waschen mit eiweil]reiehem 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 Inkubat ion des Insulin-Antik6rpers finder 
zungchst nur mit  dem unmarkierten Insulin der Stan- 
dardl6sung bzw. mit  den Plasmaproben start. Das radio- 
akt iv  markierte Insulin wird erst zum Ansatz hinzu- 
gefiigt, wenn die Bindung des unmarkierten Insulins 
a n  den AntikSrper weitgehend stat tgefunden hat. Die 
Sensibilit/~t der Methode wird hierdureh erhSht. 

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

2 In  der Testkombination des l~adioehemieal Centre 
ist das bereits prgzipitierte Insulin-Antiserum Ms ,,Bind- 
ing Reagent" enthalgen. 

3. Die Trennung des an den AntikSrperkomplex 
gebundenen vom freien Insulin (B/F-Trennung) am 
Ende der Inkubat ion  gesehieht durch Filtration auf 
,,Millipore"- oder ,,Oxoid"-Filtern. I-Iierbei passiert 
das freie Insulin das Filter, und der pr//zipitierte 
Insulin-AntikSrperkomplex wird zuriiekgehalten. 

4. Nach den Angaben des l~adioehemieal Centre 
reagiert der benutzte Insulin-AntikSrper in gleieher 
Weise mit  Human- ,  Binder- und Sehweine-Insulin. 

Die Inkubat ion fiir die Insulinbestimmungen, wie 
sie veto Radioehemieal Centre empfohlen wird, ist 
danaeh folgendermaBen: Ein mit  Antigammaglobulin- 
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Serum pr/~zipitiertes Anti-Insulinserum (,,Binding 
Reagent")  wird mit  den Plasmaproben oder Standard- 
insulinlSsungen versehiedener Konzentrat ionen bei 
~- 4 ~ C inkubiert. Nach 6 Std wird das radioaktiv mar- 
kierte Insulin hinzugefiigt, und eine zweite Inkubat ion 
yon 18 Std bei d- 4~ angeschlossen. Danach wird die 
B/F-Trennung dureh Filtration vorgenommen. Die 
Radioaktivit/~t der Filter wird gemessen (sie entspricht 
der Frakt ion des antikSrpergebundenen Insulins). Die 
Konstrukt ion der Standardkurve nnd die Ablesung der 
unbekannten Insulinkonzentrationen erfolgt wie iib- 
lich. 

Die Methode der Abtrennung des prgzipitierten 
Insulin-Antik6rperkomplexes dureh Filtration ist rela- 
rig zeitraubend. Aul~erdem ergab sie in eigenen Ver- 
suehen hgufig sehr schleehte Doppel- bzw. Dreifach- 
Werte. Itierfiir k6nnten versehiedene Porengr6Ben der 
Filter, Adsorption ungebundenen Insulins an die Filter 
und andere Ursachen angeschuldigt werden, jedoeh 
wnrden n~here Untersuchungen nicht vorgenommen. 
Sehwierigkeiten bei Benutzung der Filtration zur B/F- 
Trennung bei radioimmunologischen Hormonbest im- 
mnngen wurden auch yon anderer Seite beriehtet [6, 
10s]. Es soll im folgenden eine Modifikation besehrieben 
werden, bei der unter Benutzung der Testkombination 
des Radioehemieal Centre, Amersham, die Filtration 
dureh eine Zentrifugation ersetzt wurde. Zugleieh wnr- 
den die Inknbationszeiten der Originalmethode (6 und 
18 Std) so ver/~ndert, dal~ alle Arbeitsg~nge morgens 
um 8 Uhr begonnen und damit  auch bei grSgeren An- 
s/~tzen innerhalb der normalen Laborarbeitszeit be- 
endet werden k6nnen (zweimal 24 Std). 

Methodik 

1. Ansatzschema (s. Abb. 2) 
Der Ansatz wird znn/~chst nach der Arbeitsvor- 

sehrift des Radioehemical Centre durchgefiihrt; es 
wird lediglieh die Zeit der Inknbat ion verl/ingert: 
0.1 ml vor-pr~zipitierter Insulin-AntikSrper (Binding 
Reagent) werden mit  0.1 ml Insulin-StandardlSsung 
bzw. 0.1 ml Plasma 24 Std lang bei d- 4~ inkubiert. 
Dann werden 0.1 ml radioaktiv markierten Insulins 
zugegeben, und es wird fiir weitere 24 Std bei d- 4 ~ C 
inkubiert. Zu Beginn dieser zweiten Inkubationsperi- 
ode wird jedoeh getrennt hiervon ein zus/~tzliches pr/~- 
zipitierendes Antigen-AntikSrper-System bei d- 4~ 
inkubiert  (,,Tr/~gerprs s. unten). Die Pr/~zipi- 
ration dieses Systems ist nach 24 Std abgeschlossen. 
Nach Beendigung der zweiten Inkubationsperiode yon 
24 Std werden 0.2 ml Suspension dieses Tr~gerpr~zipi- 
tares zu jedem RShrchen des Ansatzes (Standardkurve, 
Plasmaproben, Kontrollen) hinzugefiigt. Unmit telbar  

s Sei~ kurzem werden vom lgadiochemical Centre, 
Amersh~m, neue Oxoid-Fflter empfohlen, die naeh spe- 
ziellen Angaben hergestellt und vor der Abgabe auf ihre 
Brauchbarkeit fiir die Bestimmungsmethode gepriift wer- 
den. 

ansohliel~end wird zentrifugiert (30 MAn. bei etwa 
3000 g, d- 4 ~ C. Kiirzere Zentrifugationszeiten haben 
sieh nicht bew/~hrt). Das an den AntikSrperkomplex 
gebundene Insulin sedimentiert zusammen mit  dem 
Tr~gerpr~zipitat, w/~hrend das freie Insulin im Uber- 
stand bleibt. Nach Dekantieren wird das Pr~zipitat 
zweimal mit  jeweils 1 ml eines eiweil~reichen Puffers 
(ein Tefl Rinderserum auf 9 Teile Phosphat-Pnffer 
0.05 M, pI-I 7.5) gewaschen und jeweils erneut zentrifu- 
giert. Danaeh wird die Radioaktivi t~t  des Pr~zipitates 
im Bohrloehkristall gemessen. Die Auswertung erfolgt 
wie iiblich (Konstruktion der Standardkurve,  Ab]esen 
der Plasmakonzentration). 

2. Triiger-Immunopriizipitat 

Die Aufgabe des Tr~gerpr/~zipitates besteht darin, 
die Menge des w~hrend der Zentrifugation sedimen- 
tierenden Materials zu vergrSl3ern und evtl. Verlnste 
des Bodensatzes w/~hrend des Dekantierens relativ zu 
verringern. Ohne diesen Zusatz ist die Menge an Pr~- 
zipitat bei der Zusammensetzung der Testkombination 
des t~adioehemieal Centre auBerordentlieh klein. Die 
Antik6rper des vorgegebenen Systems s tammen vom 
Meersehweinchen (Anti-Insulin-Serum) und yore Ka- 
ninehen (Antigammaglobulin-Serum). Ftir das Trs 
system wurde Kaninchen-Gammaglobulin als Antigen 
gew/Lhlt. Antiserum gegen Kaninchengammaglobulin 
wurde im Sehaf erzeugt. Hierzu wurde r real im Ab- 
stand yon je etwa einer Woche 100 mg Kaninchen- 
gammaglobulin (Fraktion I I  aus Kaninchenplasma, 
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5 2,5 1,25 0,G2 0,31 0,156 
Kaninchen-'E- GtobuUn (mg/mt) Titration anti-(Kaninchen)-y-G!.obutin Serum 

Abb. 3. Titration Anti-(Kaninehen)-Gammaglobulin- 
serum. 0.1 ml Kaninehen-Gammaglobulin der verschiede- 
nen Konzentrationen wurde mit 0.1 ml des Antiserums in 
einem Gesamt-Volumen yon 0.5 ml fiir 24 Std bei +.. 4~ 
inkubiert. Weitere Einzelheiten siehe Text. Der Aqui- 
valenzpunkt liegt bei 0.t ml unverdiinnten Antiserums/ 

0.25 mg Kaninchen-Gammaglobulin 

Travenol International  GmbH, Miinchen) in 0.9%iger 
Kochsa]zlSsung zusammen mit  3 - -4  ml komplet tem 
Freund'schem Adjuvans subkutan injiziert. Danaeh 
war ein ausreichender AntikSrpertiter vorhanden, der 
dureh weitere Injekt ion yon je 50 mg Antigen etwa 
alle 4 Wochen aufrechterhalten wird. Das Tr/~ger- 
Antigen/AntikSrpersystem wird vor der Benutzung 
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gegeneinander austitriert,  mn die Konzentrat ionen der 
Reaktionspartner  so wghlen zu k6nnen, dab sie im 
Bereich der Xquivalenzzone liegen und eine optimale 
Pri~zipitation erreieht wird (Abb. 3). Fiir diese Titra- 
tion wird eine konstante Menge dos Antigammaglobu- 
Iin-Serums (0.I ml) mi t  fallenden Konzentrat ionen des 
Antigens (0.1 ml) in 0.9%iger  KoehsalzlSsung inku- 
biert (Gesamtvolumen 0.5 ml, 24 Std Inkubat ion  bei 
q- 4~ AnschlieBend wird zentrifugiert (10 Min. bei 
etwa 3000 g) nnd zweimal mi t  je 1 ml KoehsalzlSsung 
naehgewaschen. Das Pri~zipitat wird in 0.25 N Essig- 
s ta re  gel5st nnd die EiweiBmenge durch }Iessung der 
Absorption bei 280 nm im Spektrophotometer  be- 
st immt. I m  Antigen- und im AntikSrperiiberschuB ist 
die Prgzipitation geringer als in der Aquivalenzzone. 

Bei spgterer Benutzung yon 0.2 mt der Suspension 
~drd eine gemiigend groi~e Menge an Trggerprgzipitat  
erzMt, wenn die LSsung des Antigens 40 mg Gamma- 
globulin/100 ml 0.9 %iger KoehsalzlSsung enthglt  (urn 
den Faktor  5 bis 10 niedrigere Konzentrat ionen erge- 
ben ebenfalls zufriedenstellende Pri~zipitatmengen). 
Dies entspricht etwa der Gammaglobulinkonzentrat ion 
eines 1/i5 verdiinnten Vollserums. I m  Beispiel der 
Abb. 3 lieg~ die Aquivalenzzone bei 2.5 mg Antigen pro 
ml Antiserum. Zur optimalen Prgzipitation yon 40 mg 
Antigen wgren hier also 16 ml Antiserum zu verwenden 
(entspreehend 100 ml AntigenlSsung der Konzentra-  
tion 40 mg/100 m l u n d  t00 ml dos 1:6.25 verdiinnten 
Antigammaglobulin-Serums ). 

0.5 ml bei - -  20~ aufbewahr~. Je  eine Probe wird am 
Ansatztage aufgetaut  und mitbest immt.  Die Differenz 
der best immten Insulinkonzentrationen sollte 50 ~E/ml 
betragen. Die Absolutwerte kontrollieren zugleich die 
Reproduzierbarkeit  yon Ansatz zu Ansatz. Zur Kon- 
trolle des Waschvorganges werden RShrchen angesetzt, 
die ledig!ich albuminhaltigen Puffer (0.1%) and  radio- 
aktiv-markier~es Insulin, jedoch kein Anti.Insulin- 
Serum (Binding Reagent) und kein unmarkiertes In- 
sulin enthalten. 

Ergebnisse 

Bei insgesamt 68 verschiedenen Ansi~tzen wurden 
mit  der beschriebenen Methode folgende Ergebnisse 
erzielt: 

1. Sensibiliffit 
Zur Bestimmung der Sensibilit/~t wurde die Signifi- 

kanz der Differenz zwischen den MeBwerten berechnet, 
die zu den Konzentrat ionen 0 and  10 ~E Insulin/ml 
bzw. 0 und 20 ~E Insulin/ml tier Standardkurven ge- 
h5ren. ~u die ~Verte aller Standardkurven beriiek- 
sichtigt (n = 68), so ist die Differenz der Megwerte yon 
0 und 10 ~E/ml signifikant (P < 0.05, t-Verteilung). 
Wird die Berechnung fiir Einzelkurven vorgenommen, 
so ist manehmal  erst die Differenz zwisehen 0 and20  ~E 
Instflin/ml bei der 5%-Grenze signifikant. Es mug  also 
fiir jeden Ansatz erneut entsehieden werden, ob Wert~ 

Tabelle 1. Regressionskoeffizienten (b), Standardabweichung des t?egressionslcoeffi- 
zienten (S~) und Genauigl~eitsindex (~) yon, fi'tnf einzelnen Standards Einzel- 

heiten s. Text 

30.10.67 a 11. 12. 67 a 12. 12.67 ~ 14. 12. 67 ~ 6.3. 68 a 

b b -- 0.3798 -- 0.4326 -- 0.5049 -- 0.4842 -- 0.3868 

Sb c 0.0676 0.1359 0.0541 0.0487 0.0258 

).a 0.1780 0.3141 0.1071 0.1006 0.0666 

,~e 0.1974 0.2120 0.2287 0.2206 0.1416 

a Datum des Ansatzes 

b b = S X y  
Sx 

c Sb = ] /S(Y)  -- b.  [S(xy)] 
[ N - - 2  

2 = ~ (Ordinate + Abszisse Iogarithmiseh) d 

e ~ ~ A0 �9 = ~ (Ordinate : ~ Abszisse logarithmieh) 

A0 and A t = prgzipitierte Radioaktivit~it in Abwesenheit and Gegen- 
wart yon unmarkiertem Insulin 

3. Kontrollen 

Das System wird bei jedem Ansatz in bezug auf 
Reproduzierbarkeit  nnd Wiederfindung kontrolliert. 
Hierzu wird ein Poolplasma mi t  niedrigem Insulin. 
gehalt ohne (Plasma I) und mit  Zusatz yon 50 ~E 
Schweine-Insulin/mI (Plasma I I )  in Portionen yon je 

z~dschen 10 and  20 ~E Insulin/ml wirklieh yon der 
Standardkurve ablesbar sind oder nieht. 

2. Genauiglceit 

Die statistische Prfiflmg der Methode effolgte wei- 
ter  durch Berechnung des Genauigkeitsindex 2 (vgl. 
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Legende zu Tab. 1). Entsprechende Bereehnungen wur- 
den bisher nur selten angegeben. Um einen Vergleich 
mit den yon M]~LA~I et al. [7] fiir ihre Methode der 
radioimmunologischen Insulinbestimmung angegebe- 
nen Werte zu erm5gliehen, wurden beide Achsen des 
Koordinatensystems, in das die Werte der Standard- 
kurve eingetragen werden, logarithmisch transformiert 
(Verh~ltnis gebundenes zu ffeiem 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 yon 5 Fi~llen kleiner 
als der yon MELA~I et al. angegebene Wert yon 0.2 ffir 
eine Standardkurve im gleichen Insulinkonzentrations- 
bereich. Die Sehwankungen yon ~ sind weniger stark, 
wenn die logarithmisehe Umformung nicht ffir beide 
Aehsen sondern nut  ffir 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-AntikSrpers 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-Antfl~6r- 
per-Verhifltnissen der Testkombination des Radioehe- 
mical Centre). Der Verlauf der Standardkurve ent- 
sprieht dann einer Exponential-Funktion und nieht 
einer Hyperbel. ]Die naeh dieser Umformung erreehne- 
ten ~-Werte sind eben~alls in Tab. 1 aufgefiihrt. 

Bei der Beurteilung der statistischen Berechnungen 
mull berficksichtigt werden, dal~ die Sensibilitgt einer 
radioimmunologisehen Methode u.a. yon der Qualit~t 
des AntikSrpers (seiner Aviditi~t fiir das Antigen [1]), 
seiner Konzentrat ion im Ansatz und yon der Menge 
des markierten Antigens abh~ngig ist. ]Diese Faktoren 
sind in der Testkombination des Radiochemical Centre 
teilweise festgelegt und nicht ver/~nderbar. Es ist also 
z.B. nieht mSglich, durch Verringerung der Konzen- 
tration des Anti-Insulinserums und des markierten 
Insulins die Sensibilits und den Regressionskoeffi- 
zienten zu erh5hen und den ~-Wert zu senken. ]Der 
Genauigkeitsindex ist dem Regressionskoeffizienten 
(Steflheit der Regressionsgraden der Standardkurve) 
umgekehrt und dessen Standardabweichung direkt 
proportional (vgl. Legende zu Tab. 1). Da der Regres- 
sionskoeffizient im wesentliehen durch die Kombina- 
tion der Materialen der Testkombination festgelegt ist, 
kSnnten durch Vergleiehe des Genauigkeitsindex Mo- 
difikationen der Methodik in ihrem EinfluB auf die 
Prgzision der Bestimmungen beurteilt werden. Ent- 
spreehende Angaben fiber die Originalmethode, wie sie 
yore Radiochemieal Centre Amersham empfohlen wird, 
liegen jedoeh bisher nieht vor. ]Die in der Originalarbeit 
yon HALES and ~X~CDL~. [5] angegebenen Werte yon 

~ 0.016 und 0.056 sind nicht direkt vergleiehbar, da 
offenbar der vonihnen benutzte AntikSrper eine steflere 
Regressionsgerade (st/~rkerer prozentualer Abfall im 
Bereich kleiner Konzentrationen unmarkierten Insu- 
lins) ermSglichte. Das Gleiche grit fiir den yon M~,LANI 

et al. [7] angegebenen Wert  von 0.039, der erzielt wur- 
de, als die Standardkurve in den Bereich yon 0--25 
wE Insulin/ml gebracht werden konnte. Der mit der 
hier besehriebenen Methode bei einer Standardkurve 
erzielte Wert yon ~ ~ 0.0666 zeigt jedoch, dal~ diese 
Genauigkeit mit der Testkombination des Radiochemi- 
eal Centre unter Benutzung der hier beschriebenen 
Modifikation prinzipiell auch erreicht werden kann. 

3. Waschkontrollen 

Die Radioaktivitiit in den Wasehkontrollen (Ab- 
wesenheit yon Anti-Insulin-Serum) betr/~gt 2.9% der 
Gesamtradioaktivit~t (Standardabweichung ~- 1.62 

---- 67). 

4. Inkubationszeit 

Die Verl~ngerung der Inkubationszeiten auf zwei- 
real 24 Std ergab keine Veri~nderung der absoluten 
Insulinwerte. Bei mehreren Inkubationen, die mit 
gleichen Materialien und einerseits den Inkubations- 
zeiten der Originalmethode (6 und 18 Std) andererseits 
den verl~ngerten Inkubationszeiten (zweimal 24 Std) 
vorgenommen wurden, ergab sieh kein signifikanter 
Unterschied der bestimmten Plasma-Insulinkonzen- 
trationen. Ein solcher Unterschied ist aueh prinzipiell 
nieht zu erwarten, da die Ver~nderung der Inkubations- 
zeiten Standardkurven und ]?lasmaproben in gleieher 
Weise betrifft. 

5. Reproduzierbarkeit und Wiederfindung 

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

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

Plasma I Plasma II  Differenz I /II  

Insulin (~E/ml) 25.7 a 78.9 a 53.2 b 

S c 9.9 8.1 6.1 

a Mittelwert aus 10 Bestimratmgen an verschiedenen 
Tagen 

b Mittelwert der individuellen Differenzen 

c s = V N---~ [Z(x~)--~Z(x)J 

trationen des Plasmas I und des Plasmas I I  sollte der 
zugegebenen Menge an Insulin (50 ~E/ml) entsprechen. 
Die relativ groBe Standardabweichung der Mittelwerte 
ist zum Teil dureh die technisehen Gegebenheiten be- 
dingt, auf die in der ]~espreehung (s. unten) n~her ein- 
gegangen wird. 

6. Plasma-Insulinlconzentrationen 

Die Plasma-Insulinkonzentrationen yon 24 gestm- 
den, normalgewichtigen Erwaehsenen im Alter yon 
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t7.5 bis 34 Jahren (13 Frauen und 11 Mgnner) sind in 
Tab. 3 angegeben. Aufgefiihrt sind die 5Iiichternwert~ 
und zus~tzlich die maximale Inm~linkonzentr~tion 
naeh Stimulation mit  20mg l~astinon| KSrperge- 
wieht (i.v.). 

Tabelle 3. 1V4~chternwerte und maximale Insulin~onzen- 
tration nach Tolbutamixl-( Rastinon| Belastung 

l~iichtern- 1 a ~iichtern-2 b l~[ax.a 

Insulin (y.E/ml) d 18.2 20.1 111.2 

Se 14.0 20.1 34.8 

1V 20 21 14 

a 20 Min. vor tCastinongabe 
unmittelbar vor l~astinongabe 

c maximale Insulinkonzentration nach Belasttmg (i.v.) 
mit 20 mg Rus~inon| KSrpergewieht 

Z (931) 
a Mittelwert �9 : ~ iV 

e S = Y ~  [E(x~)--~ E(x)] 

Beslgrechung 

Die Entwicklung der geschilderteu Modifikation der 
Methode yon I~IAL~S und I~A~DLV, wurde yon dem Ge- 
danken besthnmt, die Vorteile einer kgufHchen Test- 
kombination ffir die radioimmunologisehe Insulinbe- 
stimmung zu nntzen (Verwendung bereits t i tr ierter 
AntikSrper und radioaktiv-markierten Insulins) und 
gleichzeitig die Schwierigkdten bei der B/F.Trennung 
durch Fil t rat ion zu beseitigen. Die Benutzung der 
Zent~4fugation anstelle der ~i]tration bedeutet eine 
Arbeitserleiehterung (die Zentrifugation ermSglicht 
die Bearbeitung einer grSBeren Zahl yon Proben und 
~erlang~ vceniger angestrengte Aufmerksamkeit) und 
umgeht gleichzeitig alte Sehwierigkeiten, die sich durch 
ungleiche Filterqualit~t [6] oder dureh Adsorption an 
die Fi l ter  ergeben kSnnen. Die geringe Menge an Prg- 
zipitat, die bei der Zusammense~zung der Testkombi- 
nation des l%adiochemical Centre erzielt wird, muBte 
jedoch fiir die Zweeke der Zentrifugation vergrSi~ert 
werden, um evil. Verluste beim Waschen rda t iv  zu 
verringern. Das hierzu benutzte prgzipitierende Anti- 
gen/AntflC6rpersystem (Tr~gerpr~zipitat) kann wahr- 
scheinlich ~uch von anderen als den benutzten Spezies 
stammen und muB nieht unbedingt Gammaglobulin 
als Antigen benutzen. Es muB jedoeh eine Interferenz 
mit  dem eigentliehen BestimmungssYstem vermieden 
werden. So miissen auch alle Stoffe, die das Prgzipltat 
in unspezifiseher ~Neise vergrSBern kSnnten (Latex, 
Zellulose oder ~hnliehes) aber evtl. freies Insulin adsor- 
bieren, vermieden werden. 

Die mit  dem modifizierten System erzielten Ergeb- 
nisse entsprechen etwa denen einiger anderer 1Y[ethoden 
zur radioimmunologLsehen InsuHnbesthnmung. Die 
Sensibilit~t der Standardkurve erseheint ausreiehend, 
wenn sic 10 ~E Insulin/ml erreicht, da die normalen 

~fiehternwerte der Insulinkonzentration ha  mensch- 
lichen Plasma ha  allgemeinen b d  etwa 20 9E/ml liegen 
(s. unten). Bei der hier angegebenen Sensibilitgt ist zu 
berficksiehtigen, dab aus teehnischen Grfinden die 
Messung der Radioaktivi tat  im Bohrlochkristall und 
mit zwei ineinandergestellten GlasrShrchen vorgenom- 
~arde.  Bei der relativ weiehen ?-Strahlung des j125 
(35 keV) entstehen hierbei erhebHche Strahlungsver- 
luste durch unterschiedliehe Glasstgrken und in der 
Luft.  Es ist anzunehmen, dal~ die Signifikanz der Met~- 
wertdifferenzen wesentlich verbessert werden kann, 
wenn entweder ha  Fliissigkeits-Szintillationsz~hler ge- 
messen wird oder wenu j~al anstelle yon j l ~  benutzt  
~drd a. Literaturangaben fiber die Sensibilitgt anderer 
radioimmunologiseher Insulinbestimmungsmethoden 
sind etwa 20 ~E/ml [4], 6.5 f~E/ml [2], 0.1 ~E/ml [11]. 

Die l~eproduzierbarkeit entspricht etwa der yon 
Buc~u~_~'~ und McKmDIE [2] ebenfalls mit  der Me- 
rhode yon t t ~ s  and I~AND~E erzielten. Die Wieder- 
findung ist mit  I06% der eingesetzten Insulinmenge 
(53.2 ~E/ml anste]le yon 50 9E/ml) zu~riedenstellend: 
Die gefundenen InsulimPlasmakonzentrationen ent- 
spreehen den yon anderen Autoren bei vergleichbaren 
Kollektiven ge~undenen Werten. Angaben ~iir Insulin- 
Nfiehternwerte sind z.B. 21 y.E/ml [11], 17.2 f~E/ml [5]; 
22 ~E/ml (t0) trod 20 ~E/ml [3]. Der Anstieg nach 
l~astinon-Injektion ist allerdings grSBer als der yon 
anderen Autoren besehriebene [8, 9], jedoch sind die 
Wer~e untereinander nicht vergleichbar, d~ die ver- 
wendete Rastinon.Dosis versckieden groB ist (1 g bzw. 
20 mg/kg KSrperge~dcht). 

leh danke Herrn Prof. Dr. G. FrJeHs (Direktor des 
Institutes fiir l~Ied. Statistik ~md Dokumentation) fiir 
wertvolle I-Iilfe bei den statistisehen Berechnungen. 

Die Farbwerke Hoechst AG, FrankfurtfMain, stellten 
freundlieherweise kristallines l%inder- und Schweine- 
Insulin zur Verfiigung. 

Die Arbelten wurden mit tectmischer l=Iflfe yon l~rgu- 
lein I~G~ Qur~zow und ~r~ulein I ~  D o ~ - ~ o w s ~  
dm-chgefiihrt. 

Die Untersuch~mgen wurden dutch die Deutsche For- 
schungsgemeinschaft gefSrdert. 
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