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Zusammenfassung: Kinetik und Konzentrationen der in Plasma und Urin mefbaren B-Zellen-Peptide werden anhand
einer Ubersicht der bisher in der Literatur mitgeteilten Daten erldutert und die méglichen Anwendungsgebiete sowie
die klinische Aussagekraft der Methoden diskutiert. Allgemeine Probleme der MeSmethoden fiir freies und antikérper-
gebundenes Insulin, Proinsulin und C-Peptid und die moglichen Anwendungsgebiete vor allem im Hinblick auf Dia-

Pancreatic B cell peptides:

gnostik und Therapie insulinpflichtiger Diabetiker werden dargelegt.

Kinetic behaviour and concentrations of proinsulin, insulin and C-peptide in plasma and urine,
problems of assay methods, clinical significance and literature review

Summary: The kinetics and the concentrations of B-cell peptides in plasma and urine are reviewed. Methodical
problems in the determination of proinsulin, free and antibody-bound insulin and C-peptide are discussed, together
with the possible application of these methods in the control of insulin-dependent diabetics.

Einfithrung

Eine Reihe von in den letzten Jahren entwickelten bzw.
verbesserten Methoden hat den labordiagnostischen Be-
reich der Diabetologie und dér ihr verwandten Gebiete
deutlich erweitert. Durch geeignete Trennverfahren
wurde die radioimmunologische Bestimmung von Insulin
auch beim insulinpflichtigen Diabetiker ermdglicht, der
in der Regel Antikérper gegen das injizierte artfremde
Insulin entwickelt. Radioimmunologische Methoden

zur Bestimmung von Proinsulin, der Vorstufe des Insu-
lins, und C-Peptid, dem bei der Umwandlung von Pro-
insulin zu Insulin abgespaltenen connecting peptide,
sind entwickelt und weiter verbessert worden. Eine
Aussage iiber die Restfuriktion des diabetischen Pankreas
ist damit moglich geworden.

Im folgenden sollen in einem Literaturiiberblick die
Konzentrationen in Plasma iind Urin sowie die Kinetik
der B-Zell-Peptide, nachdem sie die B-Zelle verlassen
haben, besprochen werden. Allgemeine Probleme der
Mefimethoden werden diskutiert und die klinischen An-
auf die Diagnostik und Therapie insulinpflichtiger Dia-
betiker dargelegt.

Kinetik und Konzentration im Plasma von Proinsulin,
Insulin und C-Peptid

Die Primirstruktur von Proinsulin, Insulin und C-Peptid
ist in Abbildung 1 angegeben (1). Die Spaltung von Pro-
insulin innerhalb der B-Zellen der Langerhans’schen
Inseln fiihrt zur Bildung von Insulin, C-Peptid und zwei
Paaren basischer Aminosiuren (1, 2, 3). Insulin wird aus
der B-Zelle wahrscheinlich aus zwei verschiedenen pools
sezerniert, einem rasch verfiigbaren, der nach Reiz frei-
gesetzt wird, und einem langsam sezernierenden, mog-
licherweise Synthese-abhingigen pool, der fiir die basale
Insulinsekretion verantwortlich sein diirfte (4). Nach
Stimulation der B-Zelle durch intravendse Verabreichung
von Glucose oder Arginin erreicht das C-Peptid/Insulin-
Verhiltnis in der Portalvene nach 90—120 Sekunden
etwa den Wert 1, was deutlich macht, daf} beide Peptide
in Zquimolaren Mengen sezerniert werden (S, 6). Die

* Passage durch die Leber fiihrt — in Abhingigkeit von

der Konzentration (7) und offensichtlich als Ausdruck
seiner Wirkung (8) — beim Insulin zu einer Extraktion
von 50—70% (7,9—14), wogegen die hepatische Extrak-
tion von C-Peptid nur gering ist (11). Insulin wird mit
einer Halbwertszeit von etwa 5 Minuten (15, 16) aus
dem zirkulierenden Blut entfernt. Nach neueren Modell-
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C-Peptid

Abb. 1. Aminosduresequenz des menschlichen Proinsulins. Die bei der Spaltung von Proinsulin in Insulin und C-Peptid freiwerdenden
Aminosiurepaare der Positionen 31, 32 und 64, 65 sind bisher beim Menschen nicht identifiziert. Aus Analogie zu allen bisher
aufgekldrten Aminosiuresequenzen verschiedener Proinsuline ist die Paarung Arg-Arg und Lys-Arg wahrscheinlich. Das mensch-
liche Insulinmolekiil unterscheidet sich in Position 30 vom Schweine-Insulin (Thr statt Ala ) und in den Positionen 8, 10 und 30

vom Rinder-Insulin.

Position 1 (Phenylalanin) = N-terminal; Position 86 (Asparagin) = COOH-terminal.

studien (13, 17) sind neben dem Plasmapool wenigstens
zwei weitere Verteilungsriume anzunehmen, ein mit
dem Plasma schnell austauschendes Kompartiment, das
moglicherweise durch die Organe Leber, Herz und
Niere reprisentiert wird, und ein langsam austauschen-
des Kompartiment, das im wesentlichen den Organen
Muskel, Fettgewebe und Haut entsprechen diirfte.
C-Peptid wird mit einer Halbwertszeit von 11—-33 Minu-
ten aus dem Plasma entfernt (18—20). Die Unterschiede
in der hepatischen Extraktion und den metabolischen
Clearance-Raten zwischen Insulin und C-Peptid fithren
dazu, daf sich das dquimolare Sekretionsverhiltnis
beider Peptide in der Peripherie nicht widerspiegelt
(20, 21). Die unterschiedliche Verschwinderate ist iiber-
dies kein konstanter Faktor, sondern schwankt nach
neueren Untersuchungen stark (20, 21). Peripher wird
im Niichternzustand ein C-Peptid/Insulin-Verhaltnis
zwischen 3—17 angegeben (21), so daf eine genaue
Kalkulation der Konzentration des endogenen Insulins
aus der Konzentration des C-Peptids nicht méglich ist.
Das C-Peptid/Insulin-Verhiltnis ist iiberdies verschoben
bei Erkrankungen derjenigen Organe, die im wesent-
lichen fiir den Abbau des jeweiligen Peptids verant-
wortlich sind (C-Peptid: Niere; Insulin:Leber).

Proinsulin wird aus dem Pankreas im gleichen Verhéltnis
zu Insulin und C-Peptid ausgeschiittet, wie es in der B-

Zelle vorliegt — etwa 2,5—-9% des immunoreaktiven
Insulins (6). Peripher spiegelt sich dieses Verhaltnis
aufgrund des langsameren Metabolismus von Proinsulin
gegeniiber Insulin nicht wieder (15, 16). Die Halbwerts-
zeit von Proinsulin im Plasma liegt zwischen 17—26
Minuten (15, 16). Beim Gesunden betrigt der Proinsulin-
anteil am gesamten peripher meffbaren immunoreaktiven
Insulin zwischen 0—22% (21—24). Das Proinsulin/Insulin-
Verhiltnis steigt mit dem Alter (22), bei schwerer Hypo-
kaligmie (25), beim Phiaochromocytom (26), bei chroni=
schen Nierenerkrankungen (27) und infolge der Bindung
an Antikorper beim insulinpflichtigen Diabetiker an (21,
28). Gabby et al. (29) beschrieben 1976 eine Familie,

bei der eine autosomal vererbte Anomalie in Synthese
oder Spaltung des Proinsulins zu einer familidren Hyper-
proinsulindmie fiihrte.

Alle drei B-Zellen-Peptide werden durch die Niere in den
Harn ausgeschieden. Aufgrund der unterschiedlichen
Ausscheidung — nur etwa 0,1% des vom PankKreas sezer-
nierten Insulins erscheinen im Urin (30), dagegen 5-20%
des pankreatischen C-Peptids (19, 20, 30, 36—39) — ist
die Messung von Insulin und Proinsulin im Urin zwar
méglich (31-35), aber wenig sinnvoll, da im C-Peptid
eine verlaBlichere Kenngrofle gegeben ist. Die renale
C-Peptid-Clearance betriigt 5,1 * 0,6 ml/min, ist damit
etwa fiilnfmal so hoch wie die von Insulin (19, 20, 30)
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und weitgehend unabhingig von der endogenen Krea-
tinin-Clearance (30). Dennoch kommt es im terminalen
Nierenversagen und bei Dialysepatienten zu einer deut-
lichen Einschrinkung der C-Peptid-Clearance (37).

Die C-Peptidausscheidung im Urin geht den Konzentra-
tionen im Plasma weitgehend parallel — sowohl unter
Basal- als auch unter Stimulationsbedingungen (38) —
und ist somit auch ein Maf fiir die Funktion der B-
Zelle.

Metabolismus und Konzentrationen der einzelnen
B-Zellen-Peptide im Plasma unterscheiden sich beim
insulinpflichtigen Diabetiker deutlich von den beim
Gesunden dargestellten Verhiltnissen. Vier Griinde sind
hierfiir im wesentlichen verantwortlich:

1. Die Insulinproduktion des Pankreas eines juvenilen
Diabetikers ist vermindert oder volistindig erloschen

Das Versiegen der endogenen Insulinproduktion der
B-Zelle ist der pathogenetische Ausgang fiir die Mani-
festation des juvenilen Diabetes. Die Einschrinkung
der Insulinsynthese erfolgt in der Regel nicht abrupt,
sondern iiber Wochen und Monate (40). Auch nach
Manifestation des Diabetes persistiert die endogene
Restproduktion des Pankreas an Insulin hiufig iiber
einen Zeitraum von mehreren Jahren, bis sie schlieBlich
ganz zum Erliegen kommt. Fille, bei denen sich auch
nach zehnjihriger und lingerer Diabetesdauer anhand
mefibarer C-Peptid-Konzentrationen eine endogene Rest-
produktion nachweisen li8t, sind keine Seltenheit
(41—44). Wir konnten vor kurzem einen juvenilen Dia-
betiker mit 28 Jahre dauerndem Diabetes untersuchen,
der normale Niichternwerte fiir C-Peptid zeigte und
dessen B-Zelleninsuffizienz erst nach einem oralen
Glucosetoleranztest sichtbar wurde (45).

Zumindest in der Anfangsphase besteht beim juvenilen
Diabetiker in der Regel nur ein relativer Insulinmangel.
Die Dauer der Persistenz der endogenen Restproduktion

scheint vom Manifestationslater abzuhingen (40). Beginnt

der Diabetes mit Ketoacidose und schiwerer Hypergly-
kimie, ist meist kein C-Peptid nachweisbar (46), das
missionsphase bis in den Normbereich reichende C-Pep-
tid-Sekretion zeigen (46—48). Eine Reihe von Verdffent-
lichungen der letzten Jahre hat deutlich gemacht, da®
die Persistenz der endogénen Restproduktion an Insulin
von entschéidendér Bedeutung fiir Therapie und Giite
der Einstellung des Diabetikers ist (Ubersicht bei l.c.
(49, 50)).

2. Der Ausgleich des Insulinmangels durch exogenes
Insulin kann in der Regel nur systeimisch erfolgen

Beim Gésunden gelangt das auf Reiz ausgeschiedene
Insulin via vena portae unmittelbar in die Leber als dem
Schliisselorgan der Glucosehomdostase. Die subcutane
oder intraniuskuléire Verabreichung von Insulin beim
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juvenilen Diabetiker fithrt dagegen zuerst zu einem Kon-
zentrationsanstieg des Insulin im gesamten systemischen
Kreislauf. Die Unwigbarkeiten der Absorptionsraten
des s.c. oder i.m. applizierten Insulin, die vom Injek-
tionsort und dessen Durchblutung (51—56) und der
verwendeten Insulinart abhingen (57), erschweren eine
im Hinblick auf die postprandialen Glucoseanstiege
zeit- und dosisgerechte Insulinapplikation.

3. Die Bildung von Insulin-Antikorpern

In der Regel induziert die Injektion von artfremdem
Insulin beim Diabetiker die Bildung von Insulin-Anti-
korpern. Je nach Reinheit des applizierten Insulins
lassen sich bei Verwendung der sog. konventionellen,
also nicht hochgereinigten Insuline, nicht nur Anti-
korper gegen das Insulinmolekiil selbst nachweisen,
sondern auch gegen die in diesen Insulinpriparationen
teilweise vorhandenen Verunreinigungen wie Proinsulin,
Insulineinzelketten, ja selten auch gegen andere pankre-
atische Hormone wie Glucagon, pancreatic polypeptide
and vasoactive intestinal polypeptide (VIP) (58). Die
Frage, ob die Verwendung der chromatographisch hoch-
gereinigten Insuline zu einer Verringerung der Antigeni-
tit des Insulinmolekiils selbst gefiihrt hat, wird in der
Literatur kontrovers beantwortet (Ubersicht siehe bei
l.c. (59)). Unumstritten ist aber, da} durch die bessere
Reinigung der Anteil der Verunreinigung mit Proinsulin
zuriickgegangen ist. Abbildung 2 gibt eine schematische
Darstellung der méglichen B-Zellenpeptidfraktionen

im Plasma eines Diabetikers, der iiber endogene Rest-
produktion an Insulin verfiigt und ein nicht hochge-
reinigtes Rinder-Schweine-Mischinsulin injiziert. Nicht
aufgefiihrt sind hierbei die vor kurzem von De Haen

et al. beschriebenen verschiedenen Proinsulin-Insulin-
Intermediate im menschlichen Plasma (60). Die Verun-
reinigungen mit Rinder- und Schweine-Proinsulin fiihren
zur Bildung von spezies-spezifischen Antikérpern gegen
das jeweilige Proinsulin und die C-Peptid-Komponente
(61). Aufgrund der gegeniiber menschlichem C-Peptid
sehr unterschiedlichen Aminosiuresequenz dieser Pro-
insuline bzw. deren C-Peptid-Komponente binden die
dagegen gebildeten Antikorper kein menschliches Pro-
insulin und C-Peptid (62, 63). Der gegen die artfremden
Insulinmolekiile gebildeten Antik6rper bindet dagegen
sowohl das injizierte Rinder- und Schweine-Insulin —

je nach Speziés mit méglicherweise unterschiedlicher
Affinitit (64—66) — als auch das endogen sezernierte
humane Insulin und Proinsulin (67). Obwohl in der
Regel bedeutend weniger Proinsulin als Insulin oder C-
Peptid von der B-Zelle sezerniert wird, ist die periphere
Konzentration an Proinsulin aufgrund seiner Bindung

an Antikérper beim insulinpflichtigen Diabetiker héher
als die des C-Peptid (21, 29, 67). Der Proinsulinanteil am
gesamt mefibaren immunoreaktiven Insulin kann, wie
neueste Studien von Heding et al. (21) gezeigt haben, bei
Diabetikern, deren Pankreas noch Insulin produziert, bis
zu 93% beitragen. Die Konzentrationsverhiltnisse
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Abb. 2. Frcic_ und antikii'rpcrgcbundcnc Fraktionen der B-Zellen-Peptide im Plasma von Diabetikern, dic tiber einc endogenc Restpro-
duktion an Insulin verfligen und cin nicht hochgereinigtes Rinder-Schweine-Mischinsulin injizieren.

h = human (Mensch); b = bovine (Rind); p = porcine (Schwein); AK| = Antik8rper gegen Insulinmolekiil; AKy e = Antikorper
gegen Rinder-C-Peptid-Scgment; AKpc = Antikdrper gegen Schwciné-C-Pcptid- egngw%t. bC pe

Schema modifizicrt nach L.c. (61).

zwischen freiem und antikdrpergebundenem Insulin
hiingen in vivo sowohl von der Menge und Affinitit des
gebildeten Antikérpers als auch von der Absorptions-
rate des injizicrten Insulins und nicht zuletzt von der
unterschiedlichen Verschwinde- und Abbaurate beider
Insulinfraktionen ab. In der Regel ist beim Diabetiker
gegeniiber der Konzentration an freiem Insulin die 5-20
(=100)fache Konzentration an Antikorper gebunden
(68=74). Freies Insulin hat cinc Halbwertszeit von etwa
5 Minuten im Plasma (15, 16), antikdrpergebundenes
Insulin soll dagegen erheblich linger persistieren (75).
Der Antikérmper schiitzt also einerseits Insulin vor dem
Abbau, blockicrt aber andererseits dessen Wirkung an
der Erfolgszelle, da nach allgemeiner Auffassung gebun-
denes Insulin nicht wirksam ist. Berson & Yalow (64)
haben gezeigt, daf die divalenten Antikdrper vom Typ
des IgG Insulin mit Bindungsstellen unterschiedlicher
Affinitit binden (low and high affinity sites). Nach Asso-
ziation- und Dissoziationsstudien in vitro (75=77) ist
der Austausch an der low affinity site ein Minutenpro-
zef}, wogegen Bindung und Dissoziation von Insulin an
der high affinity sitc deutlich langsamer vorsichgehen.
Vor kurzem konnten wir zcigen, da auch in vivo die
Konzentrationsinderungen des freien Insulins nach
intravendser Gabe von Insulin von schnellen Konzen-
trationsiinderungen eines Teils des antikérpergebun-
denen Insulins begleitet sind (72). Uberdies fand sich
eine enge Korrelation der in vivo zu bestimmenden Kon-
zentrationsverhiltnisse zwischen gebundenem und
freiem Insulin (b/f ratio) auf der einen Seite mit den
aus Siittigungsanalysen iiber Scatchard-plots zu ermit-
telnden Affinititscharakteristika (Bindungskapazitiiten
und Affinititskonstanten) der beiden Bindungsstellen
auf der anderen Seite (50). Mit anderen Worten: die
Lage des dynamischen FlieBgleichgewichts von der Ab-

sorption des exogenen Insulins bzw. der Sekretion des
endogenen Insulins iiber die Assoziations- und Disso-
ziationsprozesse am Antikdrper bis hin zu Rezeptor-
bindung und Abbau des Insulins und somit auch die
Konzentration der Kenngrofie , freies Insulin® wird
wesentlich durch Affinitit und Bindungskapazitit der
Insulinantik6rper mitbestimmt. Aufgrund der Komplexi-
tit dieser Vorginge crscheint es nicht verwunderlich, daB
die Aussagen {iber die Wertigkeit von Antikdrpern fiir

die Therapie des Diabetikers in der Literatur duflerst
kontrovers sind. Wihrend einzelne Autoren (78—80)
einen stabilisierenden Effekt der Antikérper vor allem
auf die Einstellbarkeit des “brittle diabetes” beschrieben,
kommen andere (81-89) zu genau gegenteiligen Ergeb-
nissen. Aus den meisten Arbeiten zu diesem Thema
lassen sich keine eindeutig definierbaren Einfliisse der
Insulin-Antikérper auf die Einstellbarkeit des Diabe-
tikers und den tiiglichen Insulinbedarf ableiten (68—74,
90-96).

4. Die periphere Resistenzlage

Pathogenetisch ist der juvenile Diabetiker gekeénnzeichnet
durch cinen relativen oder absoluten Mangel an endo-
genem Insulin. In der Ara der Insulintherapie ist es den-
noch nur bedingt richtig, von einem Insulinmangeldia-
betes zu sprechen. Infolge der therapeutischen Substitu-
tion haben die meisten insulinpflichtigen Diabetiker eine
Hyperinsulinimie (siche Tab. 1). Dies hat unter anderem
zu Uberlegungen tiber den Zusammenhang zwischen
Hyperjnsulindmie und Makroangiopathie gefithrt (97).
Die tigliche Insulinproduktion des gesunden Pankreas
betrigt zwischen 20-30 Einheiten (98). Diabetiker
ohne endogene Restproduktion — gemessen am Fehlen
von C-Peptid — spritzen in der Regel mehr. --
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Tab. 1. Insulin in Plasma oder Serum*).

Referenz

freies Insulin

Gesamt-Insulin

Personen (n) B
(mU/D Pty emerkungen
Nakagawa et al. 19,7 £+ 10,3 (SD) Normalpersonen ii
s y niichtern
1973 (101) 7,3z 4,3 (SD) juv. Diabetiker (57) niichtern
ge;;::;\t;orman 27,1 (10-72) 1959 (67—-9500) Insulinpfl. Diabetiker (20) niichtern
1975 (69)
Lewis et al. 244+ 2 (SEM) gesunde Schwangere (6) 24 h-Durch i
- schnittswerte
1976 (131) 42,4 +5,1 (SEM) diabet. Schwangere (7) 24 h-Durchschnittswe:te
bei guter Kontrolle
Olefsky et al. 7,1+1(1-11) Normalpersonen (24) niichtern
1977 (148) 13,2+ 2 (1-26) lat. Diabetiker (14) niichtern
18,3+ 3 (1-32) juv. Diabetiker (33) niichtern
Kuzuya et al. 10 (2,5-25,5) 1765 (193—3911) juv. Diabetiker (11 i
1976 (68 ] (11) niichtern
Gerbitz 24,6 (6—58) juv. Diabetiker niichtern
& Kemimler mit C-Peptid (8)
1979 (50)
39,1+6,9 (SEM) 460 (22-1700) juv. Diabetiker 24 h-Durchschnittswerte
mit C-Peptid (8)
19,1 (8—-34) juv. Diabetiker niichtern
ohne C-Peptid (8)
21,2+ 4 (SEM) 277 (39-1173) juv. Diabetiker 24 h-Durchschnittswerte

ohne C-Peptid (8)

*) in die Tabelle wurden nur Werte aufgenommen, die nach Fillung des Plasmas mit Polyethylenglykol gewonnen wurden.

Der erhdhte Insulinbedarf, die daraus resultierende
Hyperinsuliniimie, die auch bei i.v. Gabe von Insulin
zur Normalisierung der Glucosekonzentration unter-
schiedliche, notwendige Insulindosis (72), Fille mit
stark erhohten freien Plasmainsulinkonzentrationen
ohne Hypoglykimie (45, 69) und die teilweise extrem
variierende Ansprechbarkeit des “brittle diabetes™ auf
Insulin haben die Resistenzlage der Insulin-sensitiven
Gewebe beim Diabetiker in den Vordergrund des Inter-
esses geriickt. Der Rezeptorpool der peripheren Erfolgs-
zelle ist in seiner Gesamtheit bisher nicht kalkulierbar.
Sicher ist, daf er grofe Mengen an Insulin binden und
im Sinne eines Reservoirs moglicherweise wieder abgeben
kann (14). Es ist daher fiir die klinisch-experimentelle
Diabetologie eine der Aufgaben der Zukunft, die Be-
ziehungen zwischen peripherer Resistenzlage und

den Konzentrationen der B-Zellen-Peptide im Plasma
zu klédren.

Anmerkungen zur Methodik der Bestimmung
von Insulin, C-Peptid und Proinsulin

Trennung von fréiem und antikorpergebundenem Insulin
Die Konzentration des an Antikérper gebundenen zirku-

- lierenden Insuliris ist in der Regel beim insulinpflichtigen
Diabetiker erheblich hoher als die des freien Insulins.
Freies Insulin wird als die wirksame Form angesehen. Bei
der Messung von Insulin beim Diabetiker ist daher eine
Trennung beider Fraktionen notwendig. 1971 beschrieben
Desbuquois & Aurbach (99, 100), da freie und Anti-
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korper-gebundene Peptidhormone durch Polyethyl-
englykol getrennt werden konnen. 1973 modifizierten
Nakagawa et al. (101) diese Methode zur Trennung von
freiem und antikérpergebundenem Insulin. In der
Zwischenzeit sind weitere Modifikationen und erste
Erfahrungen beschrieben worden (68—70). Die von
uns verwendete Modifikation (71) ist schematisch in
Abbildung 3 angegeben.

Bestimmung des freien Insulins und des Gesamt-
Insulins in Polyethylenglykol-Extrakten

Die Bestimmung beider Insulinfraktionen in den jewei-
ligen Uberstinden nach Fillung mit Polyethylenglykol
kann nach unseren eigenen und den in der Literatur mit-
geteilten Erfahrungen (68—71, 101) sowohl mit den ver-
schiedenen kommerziell vertriebenen Radioimmuno-
assays fir Insulin als auch mit selbsthergestellten Anti-
seren vorgenommen werden. Prinzipiell ist es dabei
gleichgiiltig, ob nach der Inkubationszeit die Trennung
von gebundenem und freiem Insulin im Test durch
Adsorption an Kohle o.a., Doppelantikérper-Methode
oder andere Fillungsverfahren, z. B. mit Polyethylen-
glykol erfolgt, sofern folgende Punkte beriicksichtigt
werden:

— die Konzentration an Polyethylenglykol muf in
Standards und Proben die gleiche sein, da Polyethylen-

glykol zu einer, wenn auch meist geringgradigen Ver- .
schiebung der Standardkurve fithren kann.
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Gesamt-Insulin

Schritt 1

Freies Insulin

0,1 ml Serum + 0,05 ml 1 mol/l HCI

Aufsprengen des
Insulin-Antikrper-Komplexes

Riitteln fiir 60 min bei Raumtemperatur

Schritt 2

+0,2 ml 250 g/1 Polyethylenglykol-
Losung in 25 mmol/l Na-Phosphate, pH 7,4

Abtrennung der

Insulin-Antik6rper +0,5 ml 1 mol/l NaOH 0,2 ml Serum + 0,2 ml 250 g/1 Polyethylenglykol-
Ldsung
Riitteln fiir 1 min bei Raumtemperatur Riitteln fiir 10 s ;;:ei Raumtemperatur
Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 g Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 g
Schritt 3
(Uberstand verdiinnen)
Insulin-Messung Pellet Aliquot des Uberstandes Pellet verwerfen
|
(Ax;tikiirper- Radioimmunoassay
charakterisierung) fir Insulin

Abb. 3. Schema der Probenvorbereitung zur Messung von Gesamt-Insulin und frejem Insulin in Serum und Plasma.

— die Konzentration an Polyenthylenglykol soll wihrend
der Inkubationszeit nicht hoher als 4% sein, da es sonst
schon wihrend der Inkubation zur Prazipitation kommen
kann.

In unserer Hand hat sich auch im radioimmunologischen
Test die Trennung durch Fillung mit Polyethylenglykol
(Zugabe eines dem Ansatzvolumen gleichen Volumens .
an Polyethylenglykol-Losung — 25 g/dl) als schnelle und
prizise Methode bewihrt. Um eine vollstindige Fallung
des im Testansatz gering konzentrierten Antikorperpro-
teins zu erreichen, geben wir unmittelbar nach Zugabe von
Polyethylenglykol 0,05 ml an insulinfreiem Normalse-
rum oder menschlichem Gammaglobulin (Benglobm) Zu.

Einzelne Antiseren konnen unterschiedliche Kreuzreakti-
vitit mit den verschiedenen Insulinen zeigen. Da im
Patientenplasma Rinder-, Schweine- und Human-Insulin
vorliegen kénnen, ist die Verwendung eines zu 100%
mit den verschiedenen Speziesinsulinen kreuzreagie-
renden Antiserums notwendig. Generell ist die Kreuz-
reaktivitit des Antiserums vorher auszutesten.

— die fiir die Standardkurve im Insulintest verwendeten
Standards solltén in Serum angesetzt vorliegen. Zumin-
dest ist fiir jeden Test zu priifen, ob die Standardkurven
in wiBrigen, in der Regel Albumin enthaltenden Medien
und Seruim deckungsgleich sind. Insulinfreies Serum laf3t
sich durch Zusatz von 0,02 ml einer himolysierten
Erythrocytensuspension zu 1 ml Serum herstellen. In-
kubation bei 37 °C iiber Nacht zerstdrt durch Wirkung
der Erythrocyten-Insulinase (102) das vorhandene In-
sulin. Das Enzym wird durch nachfolgenide Inkubation
des Ansatzes fiir 1 Stunde bei 56 °C zerstort.

— zur Bestimmung des freien Insulins sollten hochaffine
Antiseren verwendet werden, die eine sichere Analytik
auch im Bereich bis 10 mU/1 erlauben.

Die Konzentration an Antikérpér-gebundenem Insulin
errechhet sich als Differenz aus Gesamt-lnsuhn und
freiem Insulin.

Etwaige Stérmoglichikeitén der Fﬁllungsmeﬂxode mit
Polyethylenglykol wurden ausfiihrlich untersiicht
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(68-70, 73, 99—102). Asplin et al. (73) verglichen die
Ergebnisse der Bestimmung von freiem Insulin und
Gesamt-Insulin in Polyethylenglykol-Extrakten mit den
Ergebnissen nach Gleichgewichtsfiltration an Sephadex
G-50 und fanden nahezu identische Werte fiir Gesamt-
Insulin, wogegen die Werte fiir freies Insulin nach
Gel-Filtration sowohl gegeniiber der Fillungsmethode
mit Polyethylenglykol als auch gegeniiber der Ethanol-
fillung (74) niedriger waren und stirker streuten. Eine
ausreichende Erkldrung hierfiir ist bisher nicht gefunden.
Obwohl die von Asplin et al. verwendete Gleichgewichts-
filtration von der Theorie her als Referenzmethode ange-
sehen werden kann, ist sie in der Ausfithrung so auf-
wendig, dal der Referenzcharakter der Methode in der
Hand eines weniger Erfahrenen durch die methodischen
Schwierigkeiten beeintrichtigt wird. Eine Dissoziation
des Insulins vom Antikorper wihrend der Fillung mit
Polyethylenglykol — und damit eine filschliche Erthéhung
der Werte fiir freies Insulin — ist nach unseren Unter-
suchungen (70) nicht gegeben.

Ebenso konnte die von Kuzuya et al. mitgeteilte (68)
zeitabhingige Dissoziation von gebundenem Insulin

nach Auftauen eingefrorener Seren von uns nicht bestitigt
werden (70).

Insulin-Antikdrper

Die Fillungsmethode mit Polyethylenglykol kann auch
zur Charakterisierung der Insulinantikérper verwendet
werden (Bestimmung der Bindungskapazititen und Af-
finitatskonstanten). Die genaue Prozedur ist vor kurzem
von uns beschrieben worden (70).

C-Peptid

Eine Reihe von radioimmunologischen Testverfahren
zur Bestimmung der Immunoreaktivitit des C-Peptids
(CPR) ist in den vergangenen Jahren beschrieben worden
(63, 67, 103—109). Die in der Literatur mitgeteilten,
stark variierenden C-Peptidkonzentrationen bei Niich-
ternen (siehe Tab. 2) lassen vermuten, daf neben der
unterschiedlichen Sensitivitit dér verwendeten Antiseren
auch Unterschiede in der Spezifitit vorhanden sind.

In einer vergleichenden Studie mit sieben verschiedenen
C-Peptid-Antiseren konnten Faber et al. (109) nach-
weisen, dafl Antiseren mit hoher unspezifischer Tracer-
Verdringung hohe C-Peptidwerte ergeben. Die unspe-
zifische Tracer-Verdringung eines Antiserums variiert
iiberdies von Probe zu Probe, so dal die Autoren vor-
schlagen, durch Austestung mehrerer C-Peptid-freier
Proben eine durchschnittliche unspezifische Verdrin-
gung zu ermitteln. Durch Wiederfindungsversuche,
Verdiinnungsreihén und die Ermittlung von realen Null-
werten in Proben von langjihrigen Diabetikemn ist die
Spezifitit des verwendeten Antiserums zu testen.
Wahrscheinlich ist, dal die Heterogenitit des im Plasma
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- markiertem und unmarkiertem Antigen und zwischen X

auftretenden C-Peptids (110, 111) und die daraus mog-
licherweise resultierende unterschiedliche Immunreak-
tivitidt zusdtzlich fiir den weiten Bereich der in der
Literatur mitgeteilten C-Peptidkonzentrationen verant-
wortlich ist. Antiseren gegen den connecting peptide-
Anteil des Proinsulins (CPR) erfassen sowohl das ab-
gespaltene C-Peptid als auch intaktes Proinsulin mit

von Antiserum zu Antiserum variierender Affinitit (109).
Bei Normalpersonen ist die Proinsulin-Konzentration

zu gering, um signifikante Verfalschungen der C-Peptid-
werte zu ergeben (109). Da die Proinsulin-Konzentration
mit dem Alter ansteigt (22), bei schweren Nierenerkran-
kungen (27), Hypokalidmie (25) und beim Phiochromo-
cytom (26) erhéht ist, ist die Verwendung eines moglichst
geringgradig mit Proinsulin kreuzreagierenden C-Peptid-
Antiserums zu empfehlen. Die Antikorperfixierung des
Proinsulins beim insulinpflichtigen Diabetiker, die zu
einer starken Erthéhung der Proinsulin-Konzentration
fiihren kann (21, 28), macht die Abtrennung des anti-
korpergebundenen Proinsulins notwendig. In Uberein-
stimmung mit Kuzuya et al. (68) konnten wir vor kurzem
zeigen (50), daB auch hier die Fillung mit Polyethylen-
glykol zu einer quantitativen Abtrennung des antikorper-
gebundenen Proinsulins fijhrt, wogegen C-Peptid im
Uberstand bleibt und radioimmunologisch bestimmt
werden kann. Der Einflu von Polyethylenglykol auf die
C-Peptid-Standardkurve ist zu priifen.

Weitere mogliche Fehlerquellen bei der C-Peptidbestim-
mung seien hier kurz aufgefithrt (112):

— fehlende Ubereinstimmung in der Immunoreak tivitit
des verwendeten Antiserums zwischen synthetischen
Standards und natiirlichem, menschlichen C-Peptid
(113-118).

Aufgrund fehlender Kreuzreaktion von Antiseren verschie-
dener Spezies mit menschlichem C-Peptid muf8 zur Immu-
nisierung, als Standard und als radioaktiver Marker
menschliches C-Peptid verwendet werden. Da die Reini-
gung ausreichender Mengen menschlichen C-Peptids
schwierig ist, wird in den meisten Tests synthetisches
C-Peptid verwendet. Unterschiede in der Inmunoreak-
tivitdt zwischen synthetischen und natiirlichem C-Peptid
sind beschrieben (109).

— C-Peptid enthilt kein Tyrosin. Diese zur Markierung
mit 125I notwendige Aminosiure muf erst ins Molekiil
eingefiihrt werden. Unterschiede in der Bindung zwischen

verschiedenen markierten synthetischen C-Peptid-
Chargen sind beschrieben (109).

Der C-Peptid-Gehalt von Plasmaproben nimmt bei Lage-
rung in Abhingigkeit von der Temperatur ab. Da der Grad
der zu messenden Abnahme der C-Peptid-Reaktivitdt von
der Art des verwendeten Antiserums abhingt (109), ist
wahrscheinlich, daB8 die lagerungsbedingte Verinderung
des C-Peptid-Molekiils nicht von allen Antiseren in
gleicher Weise erkannt wird.
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Tab. 2. C-Peptid und Proinsulin in Plasma oder Serum.

Referenz C-Peptid Proinsulin Personen Bemerkungen
(nmol/l) (nmol/1) (n)
Block et al. 0,43:0,1 Normalpersonen (9) niichtern
1972 (67) 1,47 £ 0,27 Normalpersonen (9) 1 h nach 100 g Glucose oral
0,9 0,23 Altersdiabetiker (11) niichtern
1,67 £ 0,37 Altersdiabetiker (11) 2 h nach 100 g Glucose oral
Heding & Rasmussen 0,37 £ 0,02 (SD) Normalpersonen (14) niichtern
1975 (106) 2,53+0,2 (SD) Norrnalpersoneri (14) 1 h nach Glucosé (1,75 g/kg)
0,37 £ 0,04 (SD) Insulinpflichtige niichtern
Diabetiker vor
Insulin-Behandlung (10)
0,49 + 0,05 (SD) Insulinpflichtige 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
Diabetiker vor
Insulin-Behandlung (10)
0,86 + 0,17 (SD) Altersdiabetiker (9) niichtern .
2,49 + 0,31 (SD) Altersdiabetiker (9) 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
Heding 0,35 + 0,09 (SD) Normalpersonen (24) niichtern
1975 (107) 2,24 + 0,71 (SD) Normalpersonen (24) 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
0,21 + 0,14 (SD) juvenile Diabet. (17) niichtern

Horwitz et al.
1975 (6)

Kuzuya et al.
1976 (68)

Lewis et al.
1976 (131)

Beischer et al.
1976 (125)

Krause et al.
1977 (139)

Faber & Binder
1977 (141)

Faber & Binder
1977 (140)

Faber & Binder
1977 (142)

Regeur et al.
1978 (155)

Ludvigson & Heding
1976 (43)

0,42 + 0,24 (SD)
0,74 £ 0,51 (SD)
2,34 + 1,18 (SD)

0,43 (SD)
62 (SD)

1,2
1,550,
1,0 £0,3 (SD)

+ + i+

6,23 + 2,47 (SD)

0,82 % 0,32 (SD)
2,34 £ 0,67 (SD)
0,29 £ 0,18 (SD)
0,44 + 0,14 (SD)

0,84 1,27
0,23 £ 0,04 (SEM)
2,23:0,5 (SEM

ococoe
= o
@0

i+

© roro
NV N0 W ==
[=))

i)

0,36 (0,26—0,69)
1,28 (0,91-1,88)
0,18 (0,05-0,41)

0,36 (0,08—0,94)
0,34 (0,08-0,78)
0,36 (0,25-0,56)
1,14

0,66 (0,42—-0,91)
0,17 (0,08-0,45)
0,32

0,22 (0,07-0,55)

0,35 (0,18-0,63)
0,04

0,04-0,17

juvenile Diabet. (17)
Altersdiabetiker (9)
Altersdiabetjker (9)

Normalpersonen (6)
Normalpersonen (6)
Normalpersonén (6)

Normalpersonen (6)

Normalpersonen (19)
Normalpersonen (19)
juv. ketot. Diab. (5)
juv. ketot. Diab. (5)

Ges. Schwangere (6)
diab. Schwangere (4)
diab. Schwangere
vor Insulintherapie

Normalpersonen (25)
juv. Diabetiker (11)
juv. Diabetiker (4)
Altersdiabetiker (22)

Normalpersonen (130)

Normalpersonen (37)
Altersdiabetiker (19)
Altersdiabétiker (19)

Insulinpflichtige
Diabetiker (17)

Normalpersonen (10)
Normalpersonen (10)
Insulinpflichtige
Diabetiker (17)

Insulinpfl. Diab. (17)
Insulinpfl. Diab. (17)
Normalpersonen (10)
Normalpersonen (10)
Normalpersonen (10)
Insulinpfl. Diab. (17)
Insulinpfl. Diab. (17)
Insulinpfl. Diab. (17)

Normalpersonen (27)

juv, Diab., Kinder (62)

juv. Diab., Kinder (19)

1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
niichtern
1 h nach Glucose (1,75 g/kg)

niichtern (peripheres Blut)
niichtern (Vena portae)
90 s nach 25 g Glucoseé iv.
(peripheres Blut)

90 s nach 25 g Glucose iv.
(Vena portae)

* niichtern

1 h nach 50 g Glucose oral
niichtern
1 h nach 50 g Glucose oral

Durchschnittswerte iiber 24 Stunden
Durchschnittswerte iiber 24 Stunden
Durchschnittswerte iiber 24 Stunder.

niichtern
niichtern
niichtern wihrend Remission
niichtern

niichtern
1 h nach 100 g Glucose oral
niichtern
1 h nach 100 g Glucose oral

Durchschnittswerte iiber 24 Stunden

niichtern
peak nach Glukagonstimulation
niichtern

peak postprandial

peak nach Ghicagonstimulation
niichtern

1 h postprandial
Diichischnittswerte 8=19 Uhr
niichtern )

1 h postprandial
Durchschnittswerte 8-19 Uhr

niichtern

niichtern, Diabetesdauer:
3—15 Jahre, x 8 Jahre

niichtérn, Diabetes mit Dauer:
2-11,X 4, 5 Jahre
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Tab. 2. (continued)

Referenz C-Peptid Proinsulin Personen Bemerkungen
(nmol/l) (nmol/l) (n)
0,18-0,63 juv. Diab., Kinder (12) niichtern, Diabetes mit Dauer:
3-5,X 3,8 Jahre
0,63 juv. Diab., Kinder (3) niichtern, Diabetes mit Dauer:
2-3,X 2,3 Jahre
Kemmler 0,35 (0,18-0,54) Normalpersonen (10) niichtern
1978 (143)
Kuzuya et al. 0,64 £ 0,27 (SD) Normalpersonen (27) niichtern
1978 (37) 0,15+ 0,13 (SD) juv. Diabetiker (12) niichtern
0,54 + 0,18 (SD) Altersdiabetiker (19) niichtern, normalgewichtig
0,57 £ 0,14 (SD) Altersdiabetiker (16) niichtern, iibergewichtig
1,46 + 0,39 (SD) niichtern
0,63+ 0,3 (SD) Lebererkrankung (12) niichtern
2,23+ 1,15 (SD) Niereninsuffizienz (7) niichtern, Himodialyse
1,48 £ 0,1 (SD) Insulinom-Patient (3) niichtern
Hedtmann 0,78 + 0,28 (SD) Normalpersonen (8) niichtern
& Griineklee 1,77 + 0,69 (SD) Altersdiabetiker (5) niichtern
1978 (144) 0,29 + 0,31 (SD) Insulinpfl. Diab. (5) niichtern
Kaneko 0,42+0,1 Normalpersonen (195) niichtern
1977 (38)
Krause et al. 0,8 = 0,07 (SEM) Normalpersonen (32) niichtern
1979 (156) 0,25 + 0,03 (SEM) Normalpersonen (32) 120 min nach 0,15 U Insulin iv
1,59 £ 0,16 (SEM) Insulinpfl. Altersdiab. (10) niichtern
0,95 + 0,13 (SEM) Insulinpfl. Altersdiab. (10) 120 min nach 0,15 U Insulin iv
1,76 £ 0,16 (SEM) Sulfonylharnstoff- niichtern
behand. Diabetiker (10)
0,82 £ 0,13 (SEM) Sulfonylharnstoff- 120 min nach 0,15 U Insulin iv
behand. Diabetiker (10)
Kaspar et al. 0,59+ 0,12 Normalpersonen (7) niichtern
1978 (145) 1,03 £ 0,56 komp. Niereninsuff. (5) niichtern
1,83+1,23 dekomp. Nierenins. (7) niichtern, Himodialyse
Heding 0,38+ 0,11 (SD) 0,009 + 0,005 (SD) Normalpersonen (24) niichtern
1977 (120) 1,67 £ 0,55 (SD) 0,052 x 0,023 (SD) Normalpersonen (24) 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
0,54 £ 0,55 (SD) 0,022 + 0,034 (SD) Altersdiabetiker (9) niichtern
1,54 £ 0,94 (SD) 0,046 = 0,022 (SD) Altersdiabetiker (9) 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
0,24 + 0,12(SD) 0,01 =+ 0,009 (SD) juv. Diabetiker (10) niichtern
0,44 +0,3 (SD) 0,032+0,022(SD) juv. Diabetiker (10) 1 h nach Glucose (1,75 g/kg)
Jaspan et al. 0,685 + 0,077 (SD) 0,016 + 0,001 (SEM) Normalpersonen (44) niichtern
1977 (27) 3,354 + 0,605 (SD) 0,121 = 0,028 (SEM) chron. Niereninsuff. (6) niichtern
Turner & Heding 0,27 0,042—4,2 Insulinom-Pat. (15) niichtern
1977 (134)
Heding & Ludvigson . 0,009 + 0,008 Normalpersonen (38) niichtern
1977 (146) nachweisbar in 0,055+2,0 juv. Diabetiker (73) niichtern
26%vonn=173 nachweisbar in
42% vonn=173
Heding 0,39 (0,18-0,79) 0,014 (0-0,034) Normalpersonen (46) niichtern
1978 (21) 1,2 (0,1=9,4) juv. Diabetiker (24) niichtern
Heding & Persson 0,76 + 0,56 (SD) 0,048 + 0,069 (SD) Insulinpfl. Miitter (12) Geburtstermin, keme Insulin-
1978 (126) Antikorper
0,94+1,1 (SD) 0,173+ 0,202 (SD) Neugeborene Geburtstermin, keine Insulin-
obiger Miitter (12) Antikorper
0,04 = 0,01 (SD) nachweisbar nur bei Insulinpfl. Miitter (8) Geburtstermin, Insulin-
50% vonn=8 Antikdrper vorhanden
1,13+ 0.79(SD) 2,11 2,496 (SD) Neugeborene Geburtstermin, Insulin-
obiger Miitter (8) Antikorper vorhanden
Heding & Sestoft 0,69 0,027 Normalpersonen (5) niichtern _
1978 (147) 1,08 0,043 Normalpersonen (5) 1/, Stunde postprandial
0,79 0,049 Hyperthyreotiker (6) niichtern ]
1,15 0,124 Hyperthyreotiker (6) 1/, Stunde postprandial
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Proinsulin

Erste Messungen der Vorstufe des Insulins, des Pro-
insulins, basierten auf der Méglichkeit, Proinsulin auf-
grund seines héheren Molekulargewichts (M, 9000) vom
Insulin (M; 6000) und C-Peptid (M, 3000) durch Gel-
filtration abzutrennen und durch Insulin-Antiseren
oder C-Peptid-Antiseren nachzuweisen (63, 103, 104,
107, 108, 119, 120). Gelfiltrationsmethoden sind auf-
grund des methodischen Aufwandes und der bendtigten
grofien Probenmengen (4—5 ml) fiir Routinemessungen
ungeeignet. Auflerdem zeigen bestimmte Antiseren
unterschiedliche Affinitit zu Insulin und Proinsulin,
was bei Verwendung von Insulinstandards im Testsystem
zu falschen Proinsulinwerten fiihrt. Kitabchi et al. (121)
teilten eine Methode mit, bei der Insulin durch eine spezi-
fische Protease zerstort und das verbleibende Proinsulin
mit einem Insulin-Immunoassay bestimmt wird. Eine
weitere Uberpriifung des Tests aber ergab, da} Insulin
in Abhingigkeit von seiner Konzentration nur teilweise
zerstort wird und auch Proinsulin durch das verwendete
Enzym angegriffen wird (22, 122). Eine elegante Nach-
weismethode fiir Proinsulin wurde vor kurzem von
Heding (21) beschrieben. Das Prinzip des Testes ist
folgendes: Insulin und Proinsulin werden an einen im
Uberschuf zugegebenen Insulinantikdrper, der an
Sepharose gekoppelt ist, gebunden und nach Inkuba-
tion abzentrifugiert, wogegen C-Peptid im Uberstand
verbleibt. Das Sediment wird mit einem C-Peptid-
Antiserum im Uberschuf} inkubiert. Der C-Antikérper
verbindet sich dabei mit Proinsulin, das bereits an

den an Sepharose gekoppelten Insulin-Antikérper
gebunden ist. Die Konzentration des im Uberstand
verbleibenden nicht verbrauchten C-Peptid-Antikérmpers,
die der Konzentration an Proinsulin invers proportional
ist, wird durch Zugabe von !25I.-Tyr-C-Peptid bestimmt.

Die wesentlichen Vorteile dieses Verfahrens sind:

— der Test ist schnell und sehr sensitiv (nach Angabe
von Heding kénnen 0,01 nmol/l Proinsulin entsprechend
etwa 1 mU/1 Insulin sicher bestimmt werden),

— die vorherige Abtrennung von C-Peptid und die Tat-
sache, daf} nur Proinsulin sowohl an den Sepharose-
gekoppelten Insulin-Antikérper als auch an den C-
Peptid-Antikorper bindet, bedingt eine hohe Spezifitit
des Tests. Die limitierte Verfiigbarkeit von mensch-
lichem Proinsulin, das als Standard eingesetzt werden
muf, hat bisher eine weite Anwendung des Verfahrens
erschwert. Dementsprechend liegen auch noch keine
Erfahrungsberichte verschiedener Arbeitsgruppen vor.
Erste Messungen in unserem Labor bestitigen die Giite
des Tests (45). Die in Tabelle 2 angegebenen, von der
Arbeitsgruppe Heding seit 1977 erstellten Proinsulin-
Daten sind mit diesem Test erarbeitet.

Eine ebenfalls direkte, aber weniger sensitive Nachweis-
methode fiir Proinsulin wurde vor kurzem von Handels-
mann (66) beschrieben.

Bestimmung von B-Zellen-Peptiden

Von den in Abbildung 2 angegebenen Verteilungsformen
der B-Zellen-Peptide lassen sich die folgenden entweder
direkt radioimmunologisch bestimmen oder durch Kom-
bination verschiedener Kenngréfien berechnen:

1. die Konzentration an freiem Insulin

Sie umfafit sowohl exogenes Rinder- und/oder Schweine-
Insulin, als auch — so noch vorhanden — endogenes
Humaninsulin, dariiber hinaus je nach Immunreaktivitit
des im Test verwendeten Antiserums auch geringe Mengen
an Proinsulin. Eine Differenzierung dieser einzelnen Frak-
tionen ist bisher nur mit spezifischen Antiseren méglich.

2. die Konzentration an Gesamtinsulin bzw. — als Diffe-
renz Gesamtinsulin minus freies Insulin — die Konzen-
tration an Antikdrper-gebundenem Insulin.

Sie umfafit die gleichen Spezies-Fraktionen wie das freie
Insulin, eine Auftrennung ist auch hier in der Regel nicht
moglich.

3. die Konzentration an C-Peptid

Kommerzielle Tests, die sich aber zum Teil erheblich
hinsichtlich Spezifitdt und Sensitivitit unterscheiden
konnen, sind von mehreren Firmen auf den Markt
gebracht worden.

4. die Konzentration an exogenem Rinder- und/oder
Schweine-Proinsulin und — wichtiger — an endogenem
Human-Proinsulin. Hierzu ist zur Zeit noch die Anwen-
dung von chromatographischen Methoden und die
Herstellung eigener Antiseren notwendig, da ent-
sprechende, direkt im Plasma messende kommerzielle
Tests bisher nicht angeboten werden.

5. die Konzentration, Berechnung von Affinitit und
prozentualer Sittigung der Insulin-Antikorper.

Entsprechende Methoden hierzu sind beschrieben (Uber-
sicht bei l.c. (70)). Die bis Ende 1978 in der Literatur
mitgeteilten Daten sind in den Tabellen 1--3 zusammen-
gefafdt.

Klinische Anwendung und Aussagekraft

Die Bedeutung der Messung der einzelnen B-Zellen-
Peptide fiir die klinische Forschung liegt auf der Hand.
Im letzten Jahrzehnt lieen sich so wichtige Erkenntnisse
iiber den Sekretionsmechanismus des Insulins bzw. seiner
Vorstufen aus der B-Zelle und die Verteilung im Extra-
zeltuldrraum sowohl beim Gesunden als auch beim Dia-
betiker gewinnen (Ubersicht bei l.c. (123, 124)). Den-
noch sind die Anwendungsméglichkeiten zum unmittel-
baren Nutzen bei der Therapie insulinpflichtiger Dia-
betiker noch gering. Die wesentlichen Fragen, die hier
Gegenstand der klinischen Forschung sind, sind folgende:

— hat die Einfithrung der hochgereinigten Insuline, die
unbestritten zu einem geringeren Auftreten von Lipo-
dystrophien und Insulinallergien gefiihrt habert, zu
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Tab. 3. C-Peptid und Proinsulin im Urin.
Referenz C-Peptid Proinsulin Personen (n
(nmol/24 h)* (pmol/24 h) ® Bemerkungen
(nmol/g Kreatinin)**
(nmol/1)***
Constan et al, 5,0 3,5 (SD) Normal
, s personen (8)
1975 (35) 18,0 Insulinom (1)
Kuzuya et al. 18,1+ 6** N
Tor 66 ormalpersonen (11)
Kuzuya et al. 26,7 £ 11,9* (SD) Normal '
, , personen (26)
1978 (37) 18,5+ 8,9** (SD) Normalpersonen (26)
2,6+ 2% (SD) juv. Diabetiker (12)
3,3 3,3** (SD) juv. Diabetiker (12)
148+ 6,9* (SD) Altersdiabetiker (19) normalgewichtig

17,5 £ 11,2** (SD)
21,1 £ 11,6* (SD)
20,1z 11,6** (SD)
64,4 + 33,7* (SD)
58,7 + 22,1** (SD)
17,2+ 15,6* (SD)
39,6 + 28** (SD)
28,1 £ 12,5* (SD)
33,3+ 16,1** (SD)

2,6+ 3,3* (SDh)
15,2+ 16,5** (SD)
23,4+ 5,3* (SD)
20,8+ 7,3** (SD)

Horwitz et al. 119+ 1,3% (SEM)

1977 (30) 0,36 + 0,17* (SEM)
7,9 £2,3* (SEM)

Hedtmann & Griineklee 15,2 +4,3*% (SD)

1978 (144) 19,1 +8 (SD)

6,2 t4* (SD)
Kaneko 8,18 £ 2,5*** (SEM)
1977 (38)

Altersdiabetiker (19)
Altersdiabetiker (16)
Altersdiabetiker (16)
Steroidbehandlung (7)
Steroidbehandlung (7)
Anorexia nervosa (6)
Anorexia nervosa (6)
Lebererkrankungen (12)
Lebererkrankungen (12)
chron. Niereninsuff. (21)
chron. Niereninsuff. (21)
Insulinom (3)

Insulinom (3)

Normalpersonen (25)
juv. Diabetiker (6)
Altersdiabetiker (12)

Normalpersonen (6)
Altersdiabetiker (5)
insulinpfl. Diabetiker (5)

Normalpersonen (10)

normalgewichtig
iibergewichtig
iibergewichtig

Himodialyse
Himodialyse

einer generellen Herabsetzung der Antigenitit der appli-
zierten Insulins gefiihrt (Ubersicht beil.c. (59))?

— welche Bedeutung hat das Auftreten von Insulin-Anti-
korpemn iiberhaupt fiir den Diabetiker im Hinblick auf
seine Einstellbarkeit mit Insulin, die bendtigten Tages-
dosen, etwaige Spiatkomplikationen und nicht zuletzt
die Persistenz einer etwa noch vorhandenen Restfunk-
tion der B-Zelle?

— laBt sich die endogene Restproduktion an Insulin,
die nach iibereinstimmender Meinung giinstig fiir die
Einstellbarkeit des Diabetikers ist, durch bestimmte
Therapieschemata beeinflussen?

— Welche Konzentrationen an freiem Insulin im Plasma
sind fiir eine gute Einstellung eines Insulin-pflichtigen
Diabetikers notwendig und durch welche Therapieart
lassen sie sich erréichen?

— 148t sich die beim Diabetiker immer wieder beschrie-
bene periphere Resistenz bei Kenntnis der Konzentra-
tionen der B:-Zellen-Peptide im Plasma beeinflussen?

— welche anderen Moglichkeiten erdffnet die differen-
zierte Messung der B-Zellen-Peptide im Plasma?

J. Clin. Chem. Clin. Biéchem. / Vol. 18, 1980 / No. 6

Eine eindeutige Antwort auf die ersten beiden Fragen
ist aus den in der Literatur angegebenen Daten nicht

zu geben. Die Behandlung mit hochgereinigten Insu-
linen filhrt wahrscheinlich zu niedrigeren Titern an
Insulin-Antik6rpern; lingere Verlaufsstudien und Ver-
gleiche an geniigend grofien Kollektiven sind aber bisher
nicht mitgeteilt.

Da auch in der nichsten Zukunft nicht mit dem Vor-
handensein eines nicht antigenen Insulins zu rechnen ist,
bleibt die Antwort auf die Frage nach der Wertigkeit
der Insulinantikérper fiir die Therapie des Diabetikers
weiterhin offen. Die in der Literatur bestehenden Wider-
spriiche werden sich nur bei genauer Kenntnis der Fak-
toren 16sen lassen, die den Assoziations-Dissoziations-
proze3 am Antikorper in vivo beeinflussen.

Der in einer Reihe von Arbeiten in den letzten Jahren
eindeutig belegte (42, 48—50, 95, 125) giinstige Ein-
fluB einer endogenen Restproduktion des diabetischen
Pankreas — gemessen an peripheren C-Peptidkonzen-
trationen — und die Frage, ob sich das Versiegen der
B-Zelle durch Therapie verzégern oder gar aufhalten
14t, riickt immer mehr in den Vordergrund des Inter-
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esses. Heding & Persson (126) diskutierten in diesem
Zusammenhang die Rolle der Insulin-Antiké6rper, die
aufgrund ihrer hohen Bindungskapazitit quasi einen
Sog auf das insuffiziente Pankreas ausiiben und bei
schwangeren Diabetikerinnen nach Permeation durch
die Placentarschranke (126) oder — zumindest im
Tierversuch (127) auch iiber die Muttermilch — Ein-
fluf auf das kindliche Pankreas nehmen. Antikérper
im fetalen Kreislauf mit erthohten C-Peptid-, Pro-
insulin- und Insulinkonzentrationen scheinen diese
Auffassung zu bestitigen (41, 126, 149). Die Hem-
mung der Insulinsekretion des Pankreas durch Erho-
hung der peripheren Insulinkonzentrationen scheint
mittlerweile gesichert (128—130). Welchen Einflu
dieser Mechanismus auf die Persistenz der endogenen
Restfunktion des insuffizienten diabetischen Pankreas
hat, ist bisher unklar. Genauere Angaben lassen sich
iiber die fiir eine optimale Einstellung des insulinpflich-
tigen Diabetikers notwendigen Konzentrationen an
freiem Insulin im Plasma machen. Kuzuya et al. (131)
konnten an Kollektiven gut eingestellter Diabetiker
zeigen, daf die peripher mefibaren Konzentrationen

an freiem Insulin im 24-Stunden-Mittel nicht unter

40 mU/I1 liegen diirfen — also etwa das 2—3fache des
Normalen betragen miissen — und postprandial erheb-
lich hohere Insulinspitzen als beim Gesunden not-
wendig sind. Wir konnten dies vor kurzem durch Ver-
gleich von s.c. und i.v. Insulinapplikation bei Diabetikern
mit und ohne Insulinantik6rper bestitigen (72). Die
Frage, in welcher Weise die Messung der B-Zellen-Peptide
im Plasma unmittelbare Entscheidungshilfe bei der Wahl
des therapeutisch benétigten Insulins und des individu-
ellen Applikationsschemas geben, ist erst durch weitere
Untersuchungen zu beantworten.

Eindeutiger ist die Indikation zur Messung von Insulin
und vor allem C-Peptid und Proinsulin dagegen bei ver-
schiedenen anderen Zustinden (132—138, 150—154).
Die folgende, von uns modifizierte Aufstellung von
Rubenstein et. al. (123) soll die wesentlichen Indika-
tionsgebiete darstellen:

Hypoglykimische Zustinde

Inselzelladenom (Suppressionstest)
Inselzelladenom beim Diabetiker
Hypoglycaemia factitia
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