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Aus der Abteilung fitr Klinische Endokrinologic (Leiter: Prof, E. F. Pleifler)
der 1. Medizinischen Universitiitsklinik Frankturt am Main (Dircktor: Prof. F. Hoff}

Radioimmunologische Bestimmung des Insulins

Von E. F. Pfeiffer', }. Melani®, H. Ditschuneit und K. Srh.r‘}:fﬂirz.g,
Frankfurt am Main

Erst seit kurzem werden Antikdrper zur Messung von Eiweillhormonen
verwandt. Yorher kannte man sie im wesentlichen nur als stérende Fak-
toren in der Endokrinologie. Sie waren dafiir verantwortlich, dal Hor-
mone, die von anderen Species stammten, inaktiviert wurden. Als klas-
sisches Beispiel sei die immunologisch bedingtle Insulinresistenz genannt.

Die Messung von Insulin im Blute mit Hilfe von Insulinantikérpern
wurde dadurch méglich, dal} cinerseits weitgehend gereinigte, mehrfach
kristallisierte Insuline zur Verfiigung gestellt wurden, andererseits mit
Hilfe von Freundschem Adjuvans hochaktive Antiseren bei empfind-
lichen Tierarten, wie den Mecrschweinchen, kurzfristig zu erzeugen
waren; schlieBlich wurde in Gestalt des radioimmunologischen Verfah-
rens eine Technik gefunden, die an Empfindlichkeit alles bisher Dage-
wesene iibertraf. Bei diesem ven Yalow und Berson (1959) entwickelten
Verfahren wird die Bindung von I'¥l.markiertem Insulin an Insulin-
antikdrper und die kompetitive Hemmung dieser Bindung durch das
in der Serumprobe enthaltene endogene Insulin zur quantitativen Mes-
sung des Pancreashormons benutzt. Der Insulingehalt der Serumprobe
ergibt sich aus dem Vergleich mit einer eingewogenen Menge kristalli-
sierten Insulins, das an Stelle von Serum dem Gemisch aus [¥-Insulin
und Antikérpern zugesetzt wurde.

Dieser unumginglich notwendige, indirekte Vergleich stellt eines der
Probleme dieses Verfahrens dar. Das andere Problem liegt in der Tren-
nung des freien von dem durch Antikérper gebundenen I'™-Insulin.
Tahelle 1 gibt die verschiedenen Techniken wieder, die zur Trennung

! Durchgefithrt mit Unterstiitzung der Deutschen orschungsgemeinschaft, Bad
Godesberg.
2 Btipendiat der Alexander v. Humboldt-Stiftung 1964/65, Bad Godesberg.
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Tabelle 1

Immunologische und radicimmunologische Methoden zur Messung von Insulin im Blut

Technik Medium Empfind-  Auator
: lichkeit
arll

Erythroeyten-Agglutination

nach Sensibilisierung mit Bis-

AIAEGDETE v ien v nas Plasma 2500 Arquilla und Stavitsky
(1936)

Frythrocyten-Agglutination

nach Sensibilisierung mit Bis-

AR I, s e Plasmaextrakt 2500 Arguilla und Pellegrini
(1958)
Verwertung der Relation geb.
zu freies Insolin-IY¥1 (B/F).
Trennung durch:
Papierclektrophorese ...... TPlasma 0,1 Yalow und Berson
{L:10) (1960)
Prizipitation mil Natrium-
Bsposalfit - ooovmmonnmmmmmons Plasmaextrakt 20 Grodsky und Forsham
{1960)
Priizipitation mit Anti-p-Glo-
T [ R T Plasma 6,23 Hales nnd Randle
{1:2,1:4,1:8) (1962)
Priizipitation mit Anti-y-Glo-
Bulisi ooonmmmnmmmammon e s Serum 1 Lazarow und Morgan
(1:10) (1962)
lonenaustanscher
{Dowex 1-Amberlite) ...... Serum 36 Meade und Klitgaard
(1962)
Agarelektrophorese ....... Serum 10 Melani u. Mitarb.
(1:2) {1963 a)
Iuonenaustauscher
{Dowex 1-Amberlite) ...... Sernm 1 Melani u. Mitarh.
(1:4, 1:8) (1963 b)

benutzt wurden. Hierbei erfordert die elektrophoretische Separierung
auf Papier eine hohe, kommerziell nicht erhiltliche spezifische Aktivitit
von 150—300 mC/mg. Bei den anderen Verfahren reichen wesentlich
geringere Aktivitditen von 10—20 mC/mg aus. Sie werden heute von
verschiedenen Firmen angeboten (Hoechst-Frankfurt am Main, Deutsch-
land; Amersham, England; Oak Ridge, USA).

In unserem Laboratorium (Melant u. Mitarh. 1963, 1964) wurde
sowohl elektrophoretisch als auch mit Anionenaustauschern (Dowex 1
und Amberlite) getrennt. Kommerzielle sowic selbst markierte Insulin-
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praparationen wurden verwandt. Die elektrophoretische Trennung er-
folgte nicht auf Papier, sondern im Agargel.

Material und Methodik

Die verwandten kristallisierten Insuline stammten vom Schwein, Rind und Menschen.
Sie wiesen biologische Aktivititen von 27 bzw, 23,5 E/mg auf. Das Insulin wurde mit
Freundschem Adjuvans gemischt und in wichentlichen Abstinden 4mal subcutan
1 ml der Emulsion Mecrschweinchen injiziert, Der Fmulsion wurden 4 bis 1 mg abge-
titeter Tuberkelbakterien in abfallender Menge zugesetzt.

Das jodmarkierte Schweine- und Rinderinsulin wurde mit spezifischer Aktivitat
von 8-20 mC/mg bezogen. Hihere spezifische Aktivititen von 200-4G0 mC/mg, inshe-
sondere jodmarkiertes menschliches Insulin (von Novo, Kopenhagen}, wurden selbst her-
gestellt, Hierbei kam die von Greenwood und Hunter (1963) fiir die Markierung von Wachs-
tumshormon angegebene Methode zur Anwendung. Das Nal'*! wurde vom Radio-
chemical Center Amersham, England, gekauft. Als Tonenaustauscher wurden sowohl
Dowex 1xX 8 (200-400 mesh) als auch Amberlite (CG-400 I) von Serva-Heidelberg ver-
wandt, [Ye als Chlorid vorliegenden Harze miissen vor Gebrauch in die basische Form
iibergefithrt werden,

Die papierelektrophoretische Serumeiweilitrennung erfolgte in der iiblichen Weise
auf Papierstreifen (Schleicher & Schiill) und Messung der Verteilung der Radioaktivitiit
des zugesetzten jodmarkierten Insulins auf die einzelnen, mit Amidoschwarz ange-
firbten Proteinfraktionen. Bei der Trennung im Agargel wurde die Immunelektropho-
rese nach der Mikromethode von Scheidegger (1955) verwandt. Ein Filterpapierstreifen
wurde in den Bestimmungsansatz getaucht und senkrecht zur Linegsseite des Objekt-
triigers 1n die Mitte der Agarschicht eingedriickt. Nach einer Laufzeit von 40 min bei
3 Voltfcm wurde die Lokalisation der einzelnen Proteinfraktionen mit einem Vergleichs-
objekttrager in 3% iger Essigsaure ermittelt, Nach dieser Schablone wurden die - und
f#-Globuline sowie die a-Globuline und Albumine ans den entsprechenden Zonen heraus-
geschnitien, das Gel durch Frieren und Auftanen zerstiért und die Radioaktivitiit beider
Anteile mit Hilfe eines Fliissigkeitsszintillationszihlers (Tracerlab) gemessen.

Bei der Trennung des freien vom antikérpergebundenen I'3-Insulin mit Hilfe von
Ionenaustauschern wurde zuerst die Gesamtaktivitit des Bestimmungsansatzes er-
mittelt und dann nach Zusatz von 200 mg Harz eine Stunde lang bei Zimmertemperatur
geschiittelt. Die im Uberstand gefundene Radioaktivitat entsprach der Hilfte des anti-
kirpergebundenen Insulins (B '4), da das freie Insulin an das Harz gebunden wird.
Es ist gleichgiiltig, ob man die Radioaktivitit des gebundenen Insulins (B) von der
Gesamtaktivitiat abzieht und daraus den freien Anteil (F) ermittelt oder umgekehrt
den freien Anteil (F) direkt durch Bestimmung der Radioaktivitit des zngesetzten und
ausgewaschenen Harzes bestimmt.

Die Trennung erfolgte jeweils nach Aufbewahrung der Bestimmungsansitze bei
4% C iiber 48 Stud.

Ergebnisse

1. Technische Probleme

Sowoehl fiir die Aufstellung von Eichkurven als auch die Messung des
Insulingehaltes einer Serumprobe liegt die giinstigste Konzentration
fiir das I'®1-Insulin zwischen 0,5 und 2,0 uE/ml. Bei der Trennung des
freien vom gebundenen Insulin mittels Agarelektrophorese sind der-
artig kleine Insulinkonzentrationen nur dann verwendbar, wenn die

278



spezifische Aktivitidt 80-100 mC/mg betriigt. Arbeitet man mit kommer-
ziell erhiltlichen Radioinsulinen von 10-20 mC/mg, mul} dic Konzen-
tration des eingesetzten Insulins entsprechend erhoht werden (auf 20 bis
25 #E/ml). Bei der Trennung mittels Papierelektrophorese sind noch
weitaus hohere Konzentrationen erforderlich. Die relativ hohe Strahlung
fiihrt zur Spaltung des Insulinmolekiils und damit zu Verunreinigungen,
die das MeBlergebnis verfilschen. Das intakte Insulinmolekiil bleibt am
Startpunkt zurick, die Verunreinigungen wandern dagegen mit den
iy-Globulinen. Insulinantikérper reagieren nicht mit diesen Verunreini-
gungen. Sie binden im wesentlichen nur das intakte Insulinmolekiil.
Damit verschieben sie aber den Hauptgipfel der Radioaktivitit vom
Startpunkt zwischen die y- und g-Globuline, ohne den Aktivititsgipfel
im uy-Globulin-Bereich wesentlich zu beeinflussen. Je nach dem wver-
wandten Verfahren der Trennung werden entweder F oder B erhiht.

Nach Reinigung des markierten Materials mittels Sephadex -G-75
bleibt dagegen die gesamte, einem Normalserum zugesetzte Radioakti-
vitidt am Startpunkt liegen, wihrend zugesetztes Antiserum den gleichen
Gipfel allein zwischen y- und f-Globulinen auftreten laft.

Dic Bindung der durch die Markierung entstandenen Verunreinigungen
lifit sich auch mittels Anionenaustauschern zeigen. Tabelle 2 fafit die
Ergebnisse nach Eigenmarkierung zusammen: Vor der Reinigung ver-
bleiben nach Serumzusatz 259, im Uberstand an Proteine gebunden,
und nur 75°, werden an den Anionenaustauscher adsorbiert. Nach der
Reinigung bindet Amberlite dagegen 969, des freien Insulins, und nur
49, erscheinen im Serum. Die a,-Globuline, hatten wir gesagt, enthalten
den hichsten Anteil an Verunreinigungen. Von dieser Fraktion bindet
das Serumprotein sogar ca. 709, und nur 30°%, der Anionenaustauscher,
Setzt man das Insulinantiserum zu, so bleiben weniger als 10°, des

Tabelle 2
Einflul von Serum und Anti-Menschen-Insulin-Serum auf die adsorbierte Radio-
aktivitiit von ungereinigtem und gereinigtem '*'-markiertem Menscheninsulin (10 4 E)
an Amberlite®

Puffer Serum 1:4 Anti-Menschen-
Insulin-Serum
I31-Menschen-Insulin (460 mC/mg)
ANZEEBIDIET v i s sidn s 90% (10%,) 59 (259%,) 249, (769%,)
[**1-Menschen-Insulin (460 mC/mg)
EEEEIERIEE o onimsnimm sote s S 9995 (1%;) 96% (4%) 3% (953%)

() Radioaktivitit im Uberstand.
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Abb. 1. ¥Verteilung der Radioaktivitit von I'-Rinder- und -Schweine-Insulin nach
zonenelektrophoretischer Trennung in Agargel zusammen mit normalem Meerschwein-
chenserim und Meerschweinchen- Anti-Insulin-Serum,

gereinigten Materials im Anionenaustauscher zuriick, mehr als 90¢
xind infolge Bindung an die Antikérper im Uberstand zu finden. Bei
ungereinigten Praparationen fanden wir nur bis zu 802, im Uberstand
und etwa 20?, an Amberlite gebunden. Es sollten nicht mehr als 57, des
radivaktiven Insulins unspezifisch an Serumproteine gebunden werden.
Bei den kommerziellen ['3-Insulinen ist dieser Anteil manchmal hoher.

Bei mangelhafter Reinigung steigt der Anteil der unspezifisch an
Serumproteine gebundenen Insulinmolekiile in Abhingigkeit von Zeit
und Serumkonzentration an, Da man friithestens 48 Stunden nach An-
setzen der Probe die Trennung des {reien vom gebundenen Insulin durch-
fithren kann, empfichlt es sich, den Faktor Serumkonzentration durch
Verdiinnung herabzusetzen. Nach unseren Erfahrungen ist eine minde-
stens dfache Verdiinnung notwendig.

Bei der elektrophoretischen Trennung im Agargel wandert das radio-
aktive Insulin im Normalserum mit den Albuminen (Abb. 1).

Im 1:20 verdiinntem Meerschweinchen-Anti-Insulin-Serum findet sich
das Maximum der Aktivitdtim Bereich der Antikiérperglobuline zwischen
y= und §-Globulinen. Der zweite, kleinere Gipfel an der Auftragsstelle
wird durch den UberschuBl an freiem, markiertem Hormon hervor-
gerufen. Er wird vom Filtrierpapierstreifen adsorbiert. Bei gréBerem
('berschuB von Jodinsulin oder zu starker Verdiinnung des Antiserums
erscheint ein zusiitzlicher Gipfel von freiem Hormon bei den Albuminen.
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Man muB} ithn der Radioaktivitit des Albuminbereichs zurechnen bzw.
die Radioaktivitit beider zusammen bestimmen, um das Verhiiltnis B/F
zu erfassen.

Abb. 2 @bt das Ergebnis der Eichkurve wieder, die mit verschiedenen
Insulinkonzentrationen hergestellt wurde. Es wurde I'®'-Schweine-In-
sulin « Hoechst» mit ciner spezifischen Aktivitdt von 10-20 m(/mg ver-
wandt. Die ecingesetzte Insulinmenge betrug 25 uF/ml und die Anti-
serumverdiinnung 1:2500. Bei zunehmender Konzentration von un-
markiertem Schweineinsulin vergréflert sich der Anteil des radioaktiven
freien und umgekehrt. Die MeBpunkte der 45 Finzelmessungen unter-
schiedlicher Insulinkonzentrationen weisen eine Streuung um die Gerade
auf, und das Verhiltnis von Standardabweichungen der MeBpunkte zum
Anstieg der Geraden (Genauigkeitsindex) betrdgt 1 = 0,20. Dieser
Streubereich von 20° fiir den Logarithmus einer unbekannten Insulin-
konzentration entspricht dem auch am Rattenfettgewebe unter Ver-
wendung von an (-1 markierter Glukose erreichbaren Werte ( Ditschuneit
u. Mitarb. 1962). Das immunologische Yerfahren ist jedoch empfindlicher.

Die Trennung mittels Anionenaustauschern bietet gegeniiber der elek-
trophoretischen Auftrennung im Agargel den Vorteil 1. des geringeren
Arbeitsaufwandes und 2. der Verwendung von geringer aktiven Insulinen.

Ble

s b
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0.4 A=020 ® 7
0,3 &

02 -
1 [ T S G [ (|
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—[nsulin - Konztration pE/mi

Abb. 2. Einflul steigender Konzentrationen wvon nicht markiertem Schweineinsulin
auf das Verhiiltnis von gebundenem zu freiem 1'*'-Sehweine-Insulin.
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Abb. 3. Einflul von Yerunreinigungen anf das Verhiltnis B/F, Trennung mit Amberlite,

Wiihrend bei der Elektrophorese nur immer 0,01-0,03 ml Testserum auf-
getragen werden kénnen, lassen sich jetzt Volumina von mehreren
Millilitern und damit die etwa 400fach gréfiere Menge von I'¥1-Insulin
messen, Menge und Aktivitiit des einzelnen Radioinsulins kénnen daher
kleiner gewihlt werden. Hierdurch wichst die Empfindlichkeit der Be-
stimmung.

Ebenfalls erhht wird die Genauigkeit. Bei einem Mellbereich zwischen
0,5 und 25 uE/ml Insulin betrug der Genauigkeitsindex 0,04, d. h,,
dal fir cinen MeBwert von 2 yE/ml die obere Vertrauensgrenze bei 2,00
und die untere bei 1,94 y4FE/ml liegt. Bei einer 8fachen Verdiinnung des
Serums betriigt das VerldBlichkeitsintervall bei einem Tnsulingehalt einer
Serumprobe von 20 gE/ml nur 0,96 4E/ml. Fiir einen Insulingehalt von
100 uE/ml resultiert ein VerlaBilichkeitsintervall von 13 gE/ml, Im Ver-
gleich hierzu mufl bei der biologischen Bestimmung am isolierten Fett-
gewebe hei einem MeBwert von 100 4E/ml mindestens ein VerlaBlich-
keitsintervall von 130 uE/ml beriicksichtigt werden (Ditschuneit u.
Mitarb. 1962).

Auch bei der Trennung in Amberlite ist den Verunreinigungen des
markierten Insulins Beachtung zu schenken. In Abb.3 entspricht
Kurve A ungereinigtem, B gereinigtem I'3-Insulin. Beide Kurven er-
geben eine Gerade. Lost man dagegen die Insulinstandards nicht in
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Pufferlosung, sondernin 1:10 verdiinntem Serum, dann resultiert sowohl
eine Verschiebung der Eichkurven als auch cine Anderung des Kurven-
verlaufs. Mit ungerecinigtem Insulin wird die lineare Bezichung besonders
im unteren Meflbereich verindert und auflerdem die gesamte Eichkurve
nach oben verschoben. Die Ursache stellt die Bindung der Insulin-
verunreinigungen an Serumproteine dar. Hierdurch wird der Anteil des
gebundenen Insuling erhéht. Besonders kleinere MeBwerte werden somit
durch die Verwendung von ungereinigtem Radioinsulin verfilscht. Mit
gereinigtem Insulin wird dagegen durch Serumzusatz der Verlauf der
Eichkurve cbhenfalls im unteren Bereich, aber diesmal nach unten ver-
schoben. Diese Anderung ruft das endogene Insulin der zugesetzten
Serumprobe hervor. Es verschiebt das Verhiltnis B:F entsprechend
der Erwartung zugunsten von F. Mit ansteigender Konzentration des
Standardinsulins nimmt dann die Menge des zugesetzten endogenen
Hormons relativ ab, so dal} sich die Kurven im héheren MeBbereich
langsam nihern.

Unabhiingig davon, ob man Radioinsulin vom Menschen, Schwein oder
Rind verwendet, verschiebt sich das Verhaltnis B:F durch eine Erhi-
hung der Standardinsulinkonzentrationen um wenige 4 FE schon betrédcht-
lich. Das gegen menschliches Insulin gerichtete Antiserum reagiert
somit gleich stark mit Rinder-, Schweine- und Menscheninsulin, Damit
kann man auf das nicht immer verfiighare menschliche Insulin verzichten
und mit gleich gutem Erfolg das leicht erhiltliche Schweineinsulin ver-
wenden. Nach Yalow und Berson (1960) soll es sogar moglich sein, mit
eincm Anti-Schweine-Insulin-Serum und I!¥1-Schweine-Insulin  allein
auszukommen.

2. Biologische und klinische Kriterien der Spezifitit des radio-immuno-
logischen Verfahrens im Vergleich zur biologischen Messung am Fett-
gewebe

Von Berson und Yalow (1964) wurde kiirzlich zugunsten ihres Ver-
fahrens die praktisch absolute Spezifitat angefiihrt. Die Wiedergewin-
nung des zugesetzten Insulins sei vollstindig, die Verdiinnung des
Plasmas fithre zu entsprechender Verminderung der Werte, endogenes
Insulin in einer Serumprobe und I'3!-Insulin werde in gleicher Weise
von Cystein zerstort, an Cellulose adsorbiert und in der Ultrazentrifuge
sedimentiert.

Fiir die Fettgewebsmethode als der gebriduchlichsten Methode der bio-
logischen Insulinbestimmung gelten teilweise die gleichen Kriterien, teil-
weise ist man gezwungen, eine bunte Mischung von biologischen in vitro
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Abb. 4, EinfluB von Glukesebelastungen (100 g oral) auf die Insulinwirkung des Serums
{IL.A) und das immunologisch gemessene Insulin (IMI1) bei 6 Stoffwechselgesunden,

und in vive erhaltenen Resultaten und zusiitzlich noch eine Reihe von
klinischen Beobachtungen als Kriterien der Spezifitat dieser Art von
Aktivititsmessung za verwenden { Pfeiffer 1964a). Vergleicht man beide
Verfahren der Insulinbestimmung miteinander — und hiermit wollen wir
uns 1m folgenden befassen — und figt noch einiges hinzu, so ergibt sich
etwa folgendes Bild:

a) Mit Ausnahme der abselut immer niedrigeren Werte des immunolo-
gisch bestimmten Insulins (im folgenden IMI genannt) verhalten sich
IMT und insulindhnliche Wirkung (im folgenden ILA genannt) zeitlich
und quantitativ nach Stimulicrung der Insulinreaktion mittels 100 g
Glukose oral heim Menschen etwa gleich (Abb. 4). Das Maximum des
Insulinanstieges ist fiir beide Methoden etwa 1 Std. nach der Zuckergabe
erreicht; wenn man einen Unterschied sehen michte, so liegt er darin,
daf} die IMI-Werte nur etwa auf das 4fache des Ausgangswertes ansteigen,
die ILA sich dagegen mitunter bis auf das 6-7fache des Niiehternspiegels
erhihen.

Wendet man sich direkt dem Orte der Insulinbildung zu und praft die
Insulinsekretion isolierter Pancreasstiickchen wvon Tieren in vitre

(Abb. 5), so ist fiir beide Methoden die gleiche Abhingigkeit von der
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Abb. 5. Einflull von unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (50-400 mg%;) aunf die
Freisetzung von Insulin (ILA und IMI) aus isolierten Pancreasstiickchen von Kaninchen
in vitro.

Glukosekunzentration im Medium festzustellen. Die Anregung der
Insulinsekretion 146t sich nur bis zu Konzentrationen von 100 mg?
Zucker heobachten. Hihere Glukosekonzentrationen hahen keine weltere
Steigerung der Insulinabgabe zur Folge. Wiederum ist der Anstieg des
IMI relativ niedriger als der der ILA.

Dieser Unterschied verschwindet, wenn man am isolierten Pancreas
des Hundes, das in gitu belassen wurde, die Insulinkonzentration in dem
ausflieBenden Pancreasvenenblut nach Glukosegabe priift. Hier ver-
halten sich ILA und IMI auch relativ gleich.

b) Die wesentliche, zuerst mit der biologischen Insulinmessung ge-
wonnene Erkenntnis der letzten Jahre besteht wohl darin, dall der
frisch aufgetretene Diabetes des Menschen, und besonders der soge-
nannte Pridiabetes, hshere als normale Niichterninsulinspiegel aufweist
(Renold und Steinke 1962; Diischuneit u. Mitarb. 1962). Dieses erstaun-
liche Ergebnis ist sowohl mit der biologischen als auch der immunolo-
gischen Methode der Insulinbestimmung zu erzielen (Abb. 6). Hierbei
fallt auf, dal die extremen Anstiege der ILA, die die Pridiabetiker auf-
weisen konnen, von den IMI-Werten niemals erreicht werden. Sie liegen
ctwa in dem Bereich, der auch beim manifesten Diabetiker im Nuchtern-
serum zu messen ist.

Fithrt man nach dem Vorschlag von Conard (1955) Glukose in klei-

neren (Juantititen zur Messung des Assimilationskoeffizienten k in der
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Peripherie intravends zu, so steigen beim Stoffwechselgesunden die
[LA-Werte innerhalb von 15 min signifikant an, wihrend das IMI sich
nicht deutlich vom Niichternwert unterscheidet (Abb. 7). Das Verhalten
des immunologisch bestimmbaren Insulins entspricht damit der Vor-
aussetzung der Messung der Glukoseassimilation nach intravenoser
Zufuhr als MaBstab fiir die im peripheren Blute vorhandene biologische
Insulinaktivitit, nimlich dem Aushleiben einer wesentlichen Sekretion
pankreatischen Insulins, eher als das der ILA. Thr Anstieg steht in
keinem Verhiltnis zum Ausmall der Glukoseassimilation. Die aus ihr
berechnete Menge frisch zugefiihrten Insulins miifite einen weitaus
hoheren Koeffizienten k ergeben (Ditschuneit 1964).

Beim Pridiabetiker bleiben dagegen ILA wie auch IMI von der Glu-
kosezufuhr véllig unberiihrt. Sie entsprechen damit einer Stéorung der
Insulinsekretion, die wir bereits frither fiir das Verhalten oraler Zucker-
gabe beim manifesten Diabetes beschrieben hatten ( Pfeiffer u. Mitarb,
1959/61). In dieser (von Steinke u. Mitarb. 1963 bestitigten) «Sekre-
tionsstarre» hatten wir einen Defekt geschen, der schon den frithesten
Formen und sogar den Vorstufen der menschlichen Zuckerkrankheit
eigen sei und zur schlechteren Verwertung zugefiihrter Glukose beitragen

miisse.
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Abb. 6. Insulinwirkung {(ILA) und Immunoinsulin im Niichternserum von Stoffwechsel-
gesunden, Diabetikern und bei Verdacht auf Pradiabetes.
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Abb. 7. Verhalten von k-Wert der Glukoseassimilation, Seruminsulinwirkung (ILA),
Immunoinsulin (IMI)}, unveresterten Fettsiiuren (NEFA) und STH im Serum bei der
intravenisen Glukosebelastung (0,33 g/kg).

Ein deutlicher Unterschied liegt dagegen fiir beide Methoden beim
manifesten Zuckerkranken vor (Abb. 7, letzte Spalte). Hier ldBt sich
bereits 30 min nach der intraventsen (Glukosegabe der gleiche Anstieg
der IMI beobachten, den Yalow und Berson (1960) erstmals fiir das Ver-
halten des Insulins 2 Std. nach oraler Glukosegabe beschrieben hatten.
Vom biologischen Standpunkt mufl man auf diese Diskrepanz zwischen
markant gesteigertem Insulinspiegel und deutlich herabgesetzter Glu-
koseassimilation (vgl. k-Wert in der obersten Spalte der Abb. 7 rechts)
aufmerksam machen. Hier spiegelt die ILA-Messung die biologische
Realitit zweifellos besser wieder als dic immunologische Bestimmung
des Insulinmolekiils.
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Auf die Besprechung der Verhiiltnisse beim organisch hedingten Hy-
perinsulinismus und nach Zufuhr von Sulfonylharnstoffen michte ich
verzichten, um zwei Punkte noch eingehender behandeln zu kinnen.

¢) Einerseits handelt es sich um den Effekt des hypophysiren Wachs-
tumshormons (STH) auf die Insulinsckretion von Tieren und Menschen
(Pfeiffer 1964). In Abb. 8 ist das Verhalten von ILA und IMI im Pan-
creasvenenblut der isolierten Bauchspeicheldriise des Hundes wieder-
gegeben, Die IMI-Werte liegen in Ruhe in jedem Fall sehr niedrig und
zeigen mit dem massiven Anstieg nach Wachstumshormon einen weitaus
griberen (relativen) Unterschied zu den Ausgangswerten als die TLA.

Ahnliches LiBt sich beim stoffwechselgesunden Menschen 18 Std. nach
der in fraktionierten Dosen zugefithrten Gabe von 10 mg STH human
beobachten, Die IMI-Werte steigen stidrker als die TLA aus dem Aus-
gangsbereich heraus an. Beim Priidiabetes liegt dagegen die ILA, wie
bereits gesagt, spontan immer hdher als das IMI. Beim Akromegalen
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Abb. 8. Seruminsulinwirkung (ILA) und Immunoinsulin (IMI} in der V. pancreatica
nach intraveniser Belastung mit 2 mg/kg Human-5TH hei Hunden,
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Abb. 9. EinfluBl von Extraktion und AS-Zusatz auf die 11.A von Normal- und Houssay-
Hunden.

ist die Situation umgekehrt. Diese in der Regel schlanken Personen weisen
meist nur normale ILA-Werte auf, wihrend die des TMT sich bis auf das
Doppelte des Normalen erhdhen kénnen. Ebenso bewegen sich die Werte
der freien Fettsiuren (NEFA) beim Akromegalen im (Gegensatz zum
Pridiabetiker im Bereiche der Norm. Es ist naheliegend, das gleich-
artige Verhalten von ILA und freien Fettsauren im Blute mit der vor-
handenen oder fehlenden Ubergewichtigkeit der verschiedenen Pro-
bandengruppen zu korrelieren und hieraus bestimmte Schliisse zu zichen
(Pfetffer 1964c).

d) Der schwerstwiegende Finwand gegen dic biologische Messung der
Insulinaktivitit am Rattenfettgewehe, nimlich die Persistenz der TLA
nach Pankreatektomic, entfiillt bei radioimmunologischer Messung.
Dies konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, die zu-
nichst gemeinsam mit A. Sirek und 0. V. Sirek (Toronte) begonnen
(Sirek u. Mitarb. 1963, Schiffling u. Mitarb. 1963, 19654a) und spiiter in
unserer Abteilung allein fortgefithrt wurden (Schéffling u. Mitarb. 1965 b).
Die ILA war bei Houssav-Hunden bis zu 4 Monaten nach Hypophys-
ektomie und Pankreatektomie noch zu messen, wober die Hypophys-
cktomie beinahe einen grifleren Einflufl als die Entfernung der Bauch-
speicheldriise auf den Abfall der ILA ausgeiibt hatte. In einigen Seren
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Tabelle 3
Nichternblutzucker sowie Insulinwirknng (ILA) und Immunoinsulin (IM1) im Serum
von normalen, hypophysektomierten nnd Houssay-Hunden

Normalhund Hyp-X-Hund Houssay-Hund

Nii-BZ 62 (17) 50 (14) 227 (14)
ILA 118 (13) 113 (9) 106 (17)
IMI 16 (6) 7 (6) 0 (4)*

{ ) = Zahl der untersuchten Tiere.
* = Houssay-Stadium 10, 11, 31 und 94 Tage.

konnte auch mit Hilfe der Rattenfettgewebsmethode Insulinaktivitit
gefunden werden. Nach den {iblichen Kriterien mull diese persistierende
Insulinaktivitit tatsdichlich als Insulin angesprochen werden (Abb. 9).
Sie war mit Salzsdure-Alkohol in verniinftiger Relation zum Serumwert
zu extrahieren, der Extrakt konnte durch Antiserum praktisch voll-
stindig am Fettgewebe gehemmt werden. Allein der véllige Fehlschlag
der radioimmunologischen Messung dieser Insulinaktivitit zeigt, dafl es
sich hier nicht um Insulin gehandelt hahen kann (Tab. 3). Wihrend nach
der Hypophysektomie nur ein Abfall auf etwa die Hilfte des Ausgangs-
wertes cintrat, war nach zusétzlicher Pankreatektomie das véllige Ver-
schwinden von IMI zu becobachten. Nach einer der Grundregeln der
Endokrinologie, dafl ein Hormonnachweis im Blut nur dann spezifisch
ist, wenn die Entfernung des Mutterorgans von seinem Verschwinden
begleitet ist, mul} hier der radicimmunologischen Bestimmung allein
Spezifitit zuerkannt werden.,

Es ist eine andere Frage, ob damit in jedem Fall die biologische Si-
tuation erfafft wird. Hier scheinen die biclogischen Verfahren, besonders
die Bestimmung am Fettgewebe, ein beinahe feineres Indiz zu sein, um
eine Problematik zu enthiillen, mit der wir uns auseinanderzusetzen
haben, Lange Zeit werden wir wohl noch mit Profit beide Verfahren in
einem Laboratorium nebeneinander anzuwenden haben.

Zusammenfassung

Die radioimmunologische Bestimmung von Insulin im Blute erfolgte
mittels Trennung des freien von dem durch Antikérper gebundenen [131-
Insulin mittels Agar-Elektrophorese und Anionenaustauschern (Dowex 1
und Amberlite). Insuline von Schwein, Rind und Mensch, die zum Teil

290



mit Chloramin T und Nal'! selbst markiert wurden, fanden Verwen-
dung. Es lieB sich zeigen, dall mit bestimmten gemischten Antiseren
Schweineinsulin sowohl zur Sensibilisierung der Antiserumspender als
auch als markiertes Antigen zur Messung von endogenem menschlichem
Insulin in einer Serumprobe verwandt werden kann. Die grofie Bedeu-
tung von Verunreinigungen, die durch die Jodmarkierung entstehen,
wurde an typischen Beispielen demonstriert. Die Insulinbruchstiicke
binden sich an «,-Globuline und werden nicht vom Antikérper erfalit.
Nach Reinigung mittels Sephadex-(-75 lassen sich reine Lésungen von
1'*1.Insulin herstellen, die sowohl bei der Trennung im Agargel als auch
mittels lonenaustauschern brauchbare Resultate liefern (Genauigkeits-
index von 0,039 bei Trennung in Amberlite).

Die vergleichende Messung von Insulinwirkung (biologisch an Hand
der Umwandlung von 1-C1*-markierter Glukose zu C'*Q, durch das iso-
lierte Fettgewebe der Ratte bestimmt) und Immunoinsulin unter ver-
schiedenen Bedingungen ergab: Bei absolut immer niedrigeren Konzen-
trationen des immunologisch bestimmbaren Insulins relativ héohere An-
stiege der Insulinwirkung nach Glukosezusatz zum Inkubationsmedium
isolierter Pancreasgewehestiickchen in vitro, nach intraventser Glukose-
injektion in vivo im Pancreasvenenblut gesunder Hunde sowie nach
intravendser und oraler Glukosebelastung im peripheren Blut stoff-
wechselgesunder Menschen; gleichsinnige Erhdhungen von Insulin-
wirkung und Immunoinsulin im Niichternblut von Pridiabetikern;
fehlender Anstieg der biologischen Insulinaktivitit nach Glukoesegabe
beim Pridiabetiker und Altersdiabetiker, jedoch markante und nur
zeitlich verspitete Erhthung der Konzentration des immunologisch ge-
messenen Insulins beim Altersdiabetes. Auf Wachstumshormon stiegen
dagegen umgekehrt beim stoffwechselgesunden Hund und Menschen
im Pancreas- und peripheren Blut die Immuneinsulin-Spiegel relativ
héher an als die Insulinaktivititen. Beim Houssay-Hund (nach Hypo-
physektomie und Pankreatektomie) waren Insulinaktivititen noch
4 Monate nach der Entfernung der Bauchspeicheldriise zu messen, mit
Salzsdure-Alkohol aus dem Serum zu extrahieren und durch Antiserum
zu neutralisieren; immunologisch lief} sich dagegen kein Insulin mehr
bestimmen.

Es wird der Schlufl gezogen, dall die radioimmunologische Insulin-
bestimmung zwar genauer und empfindlicher als jede der verfigbaren
biologischen MeBtechniken ist, lange Zeit jedoch noch dic biologische
Bestimmung der Insulinwirkung mit Gewinn dazu benutzt werden kann,
am besten unter Vergleich mit einem immunologischen Verfahren, um
klinisch und biologisch interessante Probleme anzugehen.
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Résumé

La détermination radio-immunologique de Pinsuline dans le sang a
licu en séparant U'insuline '3 libre de Pinsuline I'# fixée sur les anticorps
par Pagar-électrophorése et les séparateurs d’anions (Dowex I et Amber-
lite). On utilisa les insulines de pore, de beeaf et humaine que nous avions
marquées nous-mémes particllement par la chloramine T et Na I3
On a montré que l'insuline de pore, additiovnnée de certains antisera
mélangés, peut servir a la sensibilisation des donneurs d’antisérum ains
que d’antigéne marqué pour mesurer 'insuline humaine endogéne dans
un échantillon de sérum. Quelques exemples caractéristiques démontrent
la grande importance des impuretés qui sont produites lors du marquage
a 'iode. Des fragments d’insuline se fixent a I'a,-globuline et ne sont pas
touchés par 'anticorps. Aprés purification avec le Sephadex-(-75, on ob-
tient des solutions pures d’insuline ' quifournissent desrésultats valables
ausgi bien par séparation dans I’'Agar-gel que par 'emploi de séparateurs
d’1ons (index d’exactitude: 0,039 par séparation avee amberlite).

La mesure comparative de Dactivité de l'insuline (biologiquement
mesurée par transformation de glucose marquée -Gl en C10, dans le
tissu graisseux isolé du rat) et de Pimmuno-insuline sous différentes con-
ditions donna comme résultats: avec des concentrations toujours plus
basses d’insuline selon détermination immunologique, on obtient des effets
insuliniens relativement plus élevés aprés addition de glucose in wvitro
au milicu d'incubation de fragments isolés de tissu pancréatique, aprés
injection mtraveineuse de glucose in vive dans le sang du pancréas du
chien normal ainsi qu’aprés injection intraveineuse ou administration
per os dans le sang périphérique de 'homme a métabolisme normal; chez
les prédiabétiques a jeun, le sang donne des élévations paralléles de Pac-
tivité de Pinsuline et de I'immuno-insuline; en outre on ne trouve pas
d’augmentation de Uactivité biologique de Iinsuline aprés administra-
tion de glucose chez les prédiabétiques et le diabéte sénile, par contre
une élévation nette et Iégérement retardée de la concentration de Uinsu-
line immunologique dans le diahéte sénile. L’administration d’hormone
de croissance provoque d’autre part chez le chien et Phomme normal
un niveau plus élevé de 'immuno-insuline que de P'insuline dans le sang
pancréatique et périphérique du chien et de I’homme a métabolisme
normal. Le chien de Houssay (hypophysectomie et pancréatectomie)
donnait encore quatre mois aprés ’ablation du pancréas une activité
insulinienne mesurable, et 'insuline a pu étre extraite avec de 1'alcool-
acide chlorhydrique et ncutralisée par antisérum; par voie immunolo-
gique on ne décelait cependant aucune insuline,
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Conelusion : La mesure radioimmunologique de U'insuline est plus exacte
et plus sensible que toute méthode biologique de mesure, mais la mesure
biologique de U'insuline sera néanmoins toujours employée avee suceés en
comparaizon avee la méthode immunologique pour I'étude des pro-
blémes cliniques et biologiques.,

Riassunto

La determinazione radio-immunologica dell'insulina nel sangue, fu
realizzata separando Iinsulina-iodio™ libera da quella fissata agli anti-
corpi servendosi dell’elettroforesi su agar e di sostanze separatrici di
anioni (Dowex 1 e amberlite). Furono adoperate insuline di maiale ¢ i
bue come pure insuline umane marcate con cloramina T ed il Na-It3!,

Si poté dimostrare cosi, che con certe determinate miscele di antisieri
I'insulina di maiale pud essere adoperata, sia per sensibilizzare 1 donatori
di antisiero, sia come antigene per la determinazione dell'insulina endo-
gena nel siero umano. Aleuni esempi illustrano la grande importanza di
certe impuritd provenienti dal marcamento con iodio radioattive. I fram-
menti di insulina si legano alla frazione alfa 2 delle globuline e non ven-
gono captate dall’anticorpo. Mediante purificazione col Sephadex-G-75
si possono ottenere soluzioni pure di insulina-iodio™, le quali danno poi
buoni risultati, sia per la separazione in agar allo stato di gel, che per
quello mediante separatori di ioni (titelo di approssimazione 0,039 nella
separazione con 'amberlite),

Le misure comparative dell’azione insulinica (biologicamente misurate
mediante trasformazione di glucosio marecato con 1-G1* in G110, nel tessuto
adiposo isolato di topo) e dell'immuno-insulina in condizioni diverse die-
clero i seguenti risultati: con conecentrazioni decrescenti di insulina deter-
minata immunologicamente, si osservano in vitro reazioni piu forti di atti-
vitd insulinica aggiungendao del glucosio almezzod’incubazione che consiste
in frammenti di pancreas isolati, mentre in vive le stesse reazioni si osser-
vano, o iniettando glucosio nella vena pancreatica di cane normale,
oppure mediante carico di glucosio per via orale o parenterale nel sangue
periferico di uomo sano; nel sangue dei prediabetici si poterono constatare
aumenti paralleli dell’azione insulinica ¢ del’immuno-insulina; nei casi
di prediabete ¢ di diabete senile non si constatd un aumento dell’attivita
biologica dell'insulina dopo somministrazione di glucosio; nei casi di
diabete senile inveee, si constatd un aumento significante e ritardato della
concentrazione d'insulina misurata immunologicamente,

Dopo somministrazione dell’ormone somatotropo si poté constatare al
contrario nel cane ¢ nell’'vomo sano un aumento piu significante dell’im-
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muno-insulina nel pancreas e nel sangue periferico che non quello dell’at-
tivita insulinica. Nel cane trattato secondo il metodo di Houssay (aspor-
tazione dell'ipofisi e del pancreas) si poterono misurare delle insuline
attive quatiro mesi dopo I'intervento sul pancreas mediante estrazione
con aleool ¢ acido cloridrico e neutralizzazione con antisiero; col metodo
immunologico invece non si poté pill trovare dell’insulina.

Concludendo si pud affermare che, la determinazione radio-immuno-
logica dell’insulina & piu esatta ed anche piu sensibile di quella biologica.

La determinazione hiologica dell’attivita insulinica perd, potra essere
ancora adoperata a lungo con profitto per studiare problemi clinico-bio-
logici, se verrd comparata a quella immunologica.

Summary

Radio-immunological determination of insulin in blood was performed
by separating free and antibody-bound insulin 18] utilizing agar-
electrophoresis and anion exchange resins {Dowex I and Amberlite).
Porcine, bovine, and human insulins, some of them labelled by ourselves
using Na'® J and Chloramin T, were emploved. In combination with cer-
tain mixed antisera, porcine insulin was eapable to serve both for sensi-
tization of antiserum donors as well as a labelled antigen for determina-
tion of endogeneous human insulin in serum samples. The significant
role of the impurities arising from the rodine-labelling procedure was
demonstrated in some typical examples. The insulin fragments bind
to a,-globulins and will not react with antibody. Purification by means
of Sephadex G-75 yields pure 1 J-insulin solutions, giving satisfactory
results both in agar-gel and ion exchange resin separation (accuracy
index for separation on Amberlite 4 0.039).

The comparison of insulin activity (measured by the conversion of
1.14 C-labelled glucose to G140, in isolated rat fatty tissue) and im-
muno-insulin under different conditions gave the following results:
whereas the immunologically determinable insulin remains at an abso-
lutely lower concentration, a relatively high increase of insulin activity
will follow the in vitro addition of glucose to incubated pancreas slices,
the intravenous injection of glucose inte pancreatic vein of healthy dogs
as well as the intravenous and oral glucose loading in the peripheral blood
of normal human beings: insulin activity and immune-insulin are
cqually elevated in the blood of fasting prediabetics; no rise in biological
activity was observed following glucose administration in pre-diabeties
and elderly diabetics, however, a striking and delayed increase in im-
muno-insulin was noted in the latter group. In contradiction, growth
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hormone administration caused an increase in the immuno-insulin level
rather than insulin activity in pancreatic and peripheral blood of normal
dogs and humans. Houssay dogs (hypophysectomized and pancreatectom-
ized) still showed measurable insulin activity four months following the
removal of the pancreas; the active principle could be extracted with
acid acetone and was neutralized by antiserum, but no insulin was found
by immunological methods.

In conclusion, the radio-immunological insulin determination seems
to be more exact and more sensitive than any of the present hiological
methods; however, biological insulin determination—preferably in com-
parison with immunoassay—will still be a valuable tool for clarifying
problems of clinical and biological interest.
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Diskussion

G. Wolf-Ieidegger (Basel}: Die interessanten Ergebuisse, tber die der Aulor herichtet
hat, dirlen meines Erachtens beimn jetzigen Stand der Dinge noch nicht als Beweis fiir
eine unmittelbar den Inselapparat stimulierende Wirkung des somatotropen Hormons
gewertet werden. Die beobachteten Effekte kinnten auch iiber eine Einwirkung des
somatotropen Hormons aul allgemeine Stoffwechselvorgiinge oder als eine indirekte
Wirkung des Hormons — auf dem Wege der Beeinflussung anderer Organe — zustande
kommen. Die allgemeinen Stoflwechselwirkungen des somatotropen Hormons sind viel
komplexer, als man gemeinhin annimmt ; dies haben u. a. Untersuchungen ans dem In-
stitut des Sprechenden iiber die Einwirkung des somatotropen Hormons anf das lym-
phatische Svstem gezeigt, Beobachtungen iiber cinen direkten Einflull des somatotropen
Hormons auf das Inselgewebe stehen jedenfalls noch aus: diesbezigliche Untersuchun-
pen wiren zur Erginzung durchzofiihren.

E. F. Pfeiffer (Frankfurt a. M.) an G. Wolf-Heidegger: Wenn ich den Eindruck erweckt
haben sollte, daBl der Effekt des STH die direkte Anregung der Insulinsekretion dar-
stelle, so wiirde ich dies bedavern. STH hat sicher mehrere Effekte. Was den Kohlen-
hydratstoffwechsel und das pankreatische Insulin angeht, so erhiéht es 1. (wenn auch
nur voritberzehend} die Glukoseproduktion der Leber, 2. hemmt es die Glukoseutili-
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sation in der Peripherie und 3. stimuliert es moglicherweise direkt die Insulinsekretion
der B-Zellen, Uber eine Frhihung des Blutzuckers magen 1 und 2 indirckt chenfalls an
der Insulinsekretion nach STH beteiligt sein. Es bleibt abzuwarten, wie sich Pancreas-
schnitte in vitro nach Zusatz von STH verhalten. Sollte das Wachstaumshormon bei
niedriger Glukosekonzentration im Medium dann ebenfalls noch eine Insulinabgabe be-
wirken, so wiire der 3. Effekt gesichert. Derartige Experimente fithren wir zur Zeit
durch.
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