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STELLINGEN
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Bij het analyseren van het effect van fenobarbitalbehandeling op
de uitscheiding van stoffen in de gal bij de rat, wordt vaak ten
onrechte te weinig rekening gehouden met de zeer complexe
werking van fenobarbital op de lever.

II

De opvoedende waarde van de bergsport verdient grotere aan-
dacht.

III

Ernstige reactieve hypoglycaemie kan berusten op een overma-
tige afgifte van glucagon-achtig immunoreactief materiaal.

v

Ter bepaling van de diagnose bij stoornissen van psycho-soma-
tische aard moet, gelet op de relationele betrokkenheid op an-
deren, niet alleen de enkeling maar ook het relevante interac-
tiesysteem in de aandacht worden betrokken.

v

De bewering dat het ontstaan van vacuolen binnen een door
rontgenstralen getroffen cel veroorzaakt kan worden door ver-
hoogde vorming van water binnen deze cel moet als zeer on-
waarschijnlijk worden beschouwd.
E. Ulrich-Greve - Encyclopedia of Medical Radiology Vol. II, Part 3, p.181.
Ed. O.Hug & A.Zuppinger. Spinger Verlag, Berlin 1972.

VI

Bij het gebruik van experimenteel-vetzuchtige ratten en muizen
als model bij het onderzoek van adipositas dient men bedacht
te zijn op een verschil tussen genetisch en niet-genetisch be-
paalde vetzucht.

VII

Het gebruik van gewichtseenheden bij het aangeven van concen-
traties en gehaltes van peptidehormonen is onjuist zolang de
referentiepreparaten niet zijn gestandaardiseerd.






Aan Anna

Voor Talliena



Een ieder, die op enigerlei wijze heeft bijgedragen tot de tot-
standkoming van dit proefschrift, betuig ik mijn dank.

Voor een gedeelte van het in dit proefschrift beschreven onder-
zoek werd financiéle steun ontvangen van de Nederlandse Orga-
nisatie voor Zuiver Wetenschappelijk Onderzoek (Z.W.O.).

Dr. D.W.Smits (Rekencentrum der Rijksuniversiteit Groningen)
hielp ons met het programmeren van de berekeningen voor de
radioimmunologische insulinebepaling.

Dr. J.F.F.Lekkerkerker (Kliniek voor Inwendige Geneeskunde,
Academisch Ziekenhuis Groningen) was ons behulpzaam bij het
verkrijgen van plasma en serum van adipeuze patienten.

Dr. A.W.Kersjes (Kliniek voor Veterinaire Heelkunde, Rijks-
universiteit Utrecht) verrichtte de operatieve canulering van het
pancreas bij een rund voor de verzameling van pancreasvene-
bloed.

Het runderinsuline was een gift van de N.V. Organon te Oss.

Humane insulinestandaard werd ter beschikking gesteld door
Novo Industri A/S te Kopenhagen.



Inleiding

Hoofdstuk I:

Hoofdstuk II:

INHOUD

Methoden ter bepaling van insuline in bloed

Biologische bepalingsmethoden
In vivo methoden
In vitro methoden
Diafragmamethode
Epididymisvet-methode
Geisoleerde vetcellen
Immunologische bepalingsmethoden

Onderzoekingen over de transportvorm van
insuline in bloed

Met antiserum neutraliseerbare en niet-neu-
traliseerbare activiteit
Resultaten verkregen met serumeiwitfractio-
nering

Gefractioneerde precipitatie

Electroforese

Gelfiltratie
De 'bound insulin'' theorie van Antoniades

Hoofdstuk III: Kritische beschouwing en probleemstelling

Hoofdstuk IV: Methoden

Scheidingsmethode
Gelfiltratie
Biologische bepalingsmethoden
Vetweefsel in vitro
Diafragma in vitro
In vivo methode
Radioimmunologische bepalingsmethode
Bereiding ['31] insuline
Bereiding en selectie van antisera
Bepalingsmethode
Scheiding van vrij en gebonden insuline
Opzet van de bepaling
Gevoeligheid van de bepaling

OO0 uo ww

13

13

15
15
15
16
17

20

28

28
28
30
30
32
33
34
34
38
40
43
45
46



Hoofdstuk V:

Hoofdstuk VI:

Hoofdstuk VII:

Hoofdstuk VIII:

Samenvatting
Summary

Literatuur

Endogeen insuline in rundersera

Scheiding van exogeen en endogeen insuline
van serumeiwitten
Onderzoek van serumeiwitfracties
Serum 51119
Discussie

Vorming en dissociatie van een grootmolecu-
lair insulinecomplex

Generatie van een grootmoleculair insuline-
complex

Incubatie van serum en insuline met lever-

homogenaat
Immunologische en biologische eigenschappen
van het complex

Epididymisvetweefsel in vitro

Diafragma in vitro

Invloed op het glucosemetabolisme in vivo
Complexvorming in afwezigheid van leverho-
mogenaat en temperatuurafhankelijkheid
Samenvattende beschouwing
Dissociatie van het insulinecomplex

Spontane dissociatie

Invloed van zure pH

Invloed van ureum

Invloed van natriumdodecylsulfaat
Discussie

Onderzoekingen met menselijk bloed

Patienten en normale proefpersonen
Methoden
Resultaten
Droge eiwitfracties
Generatie van een grootmoleculair insuli-
necomplex
Discussie

Slotbeschouwing

Lijst van afkortingen

47

47
48
53
54

59

60

60

64
65
65
67

69
72
74
74
7
78
80
82

86

87
88
89
89

95
100

104
113

117

121
129



INLEIDING

Het hormoon insuline is een eiwit dat zoals alle hormonen
slechts in zeer geringe concentraties in het bloed circuleert te-
midden van een grote hoeveelheid andere eiwitten. In nuchtere
toestand bedraagt het langs immunologische weg meetbare insu-
linegehalte van bloedserum minder dan 10%mg/ml. De concen-
tratie van de gezamenlijke overige serumeiwitten is daarentegen
ongeveer 70 mg/ml. Kwantitatieve bepaling van insuline in plas-
ma of serum is daarom vergelijkbaar met het tellen van spel-
den in een hooiberg.

In de periode van 1950-1960 zijn biologische bepalingsmetho-
den voor insuline in bloed ontwikkeld, die berusten op het me-
ten van de biologische activiteit van dit insuline op geincubeer-
de weefsels en cellen. Omdat met deze methoden tevens het to-
taal effect van alle overige stimulerende en remmende substan-
ties op de gekozen parameter wordt gemeten, bepaalt men op de-
ze manier meer de netto insuline-achtige activiteit van het se-
rummonster dan het werkelijke insulinegehalte. Belangrijke
verbetering in dit opzicht gaf de sinds 1960 op grote schaal
toegepaste immunologische bepalingsmethode. Deze methode is
gebaseerd op de herkenning van de voor het insulinemolecuul
specifieke eiwitstructuur door middel van tegen dit molecuul
gerichte antilichamen, die aan het bepalingssysteem worden toe-
gevoegd.

Spoedig bleek dat immunologische bepalingen van insuline in
serum of plasma, lagere uitkomsten gaven dan de biologische
bepalingsmethoden. Bovendien werd gevonden dat slechts een
deel van de met biologische methoden in serum meetbare in-
suline -achtige activiteit door toevoeging van tegen insuline ge-
richte antilichamen geneutraliseerd kon worden. Deze waarne-
mingen en verdere resultaten verkregen met eiwitfracties uit
menselijk en dierlijk serum, hebben met name Antoniades ge-
bracht tot het postuleren van het bestaan van een aan eiwit ge-
bonden vorm van insuline, die niet door de immunologische be-
palingsmethoden zou worden gemeten.

Deze conceptie die op onvoldoende experimenteel bewijs steun-
de, is aanleiding geworden tot een heftige wetenschappelijke
controverse tussen Antoniades enerzijds en de ontdekkers van
de radioimmunologische bepalingsmethode Yalow en Berson an-
derzijds. Deze controverse bereikte zijn hoogtepunt in de jaren
1964-1967. In feite werd hierbij een gevecht geleverd over de
validiteit van radioimmunologische insulinebepalingen in plasma
of serum als zodanig. Dit gevecht lijkt op dit ogenblik in het



voordeel van de immunologische bepalingsmethode te zijn be-
slist.

Verschillende tegenstrijdigheden die uit de vele onderzoekin-
gen over dit onderwerp naar voren zijn gekomen, zijn echter
nimmer opgehelderd. Verder ligt er het feit, dat verschillen-
de niet eiwit-achtige hormonen, zoals b.v. cortisol en de
schildklierhormonen voor het merendeel aan serumeiwitten ge-
bonden circuleren. Deze hormonen zijn in eiwit-gebonden vorm
biologisch niet actief en moeten eerst uit hun binding worden
vrijgemaakt alvorens zij hun werking kunnen uitoefenen. Van de
peptide-hormonen vasopressine en oxytocine is bekend dat een
eiwit waaraan ze gebonden kunnen worden, het neurofysine, in
het bloed voorkomt. Ook van enkele enzymen is bekend dat zij
een complex kunnen vormen met bloedeiwitten, waardoor zij
hun biologische activiteit geheel of gedeeltelijk verliezen.

Deze gegevens en de nog steeds onopgehelderde tegenstrijdig-
heden zijn de aanleiding geweest tot het in dit proefschrift be-
schreven onderzoek naar het voorkomen van een eiwit-gebonden
vorm van insuline. In de eerste drie hoofdstukken zullen de
verschillende bepalingsmethoden voor insuline in bloed en de
literatuur rond het probleem van een gebonden vorm van insu-
line besproken worden. Na de beschrijving in Hoofdstuk IV van
de door ons gebruikte methodieken, volgen de resultaten van
ons eigen onderzoek en de daaraan te verbinden conclusies.



HOOFDSTUK I

METHODEN TER BEPALING VAN INSULINE IN BLOED

Gelijktijdig met de isolering van insuline uit pancreas ont-
stond de behoefte het hormoon kwantitatief te bepalen. Reeds
binnen enkele jaren was het mogelijk met biologische metho-
den het gehalte van insulinepreparaten met een redelijke be-
trouwbaarheid te meten. De ontwikkeling van een geschikte me-
thode ter bepaling van insulineconcentraties in plasma of serum
stuitte echter op problemen. Na een eerste door Brugsch en
Horsters in 1930 beschreven poging, die mislukte doordat zij
de convulsieve werking van intraperitoneaal toegediend bloed bij
intacte muizen nagingen, een methode die te ongevoelig en ach-
teraf bezien ongeschikt was, duurde het tot omstreeks 1950
voor een enigszins bruikbare methode ter beschikking kwam.
De bepaling geschiedde in die tijd alléén op grond van de bio-
logische werking van het hormoon. Toen later meer van de
structuur en de immunologische eigenschappen van insuline be-
kend werd, heeft men getracht op basis hiervan bepalingsme-
thoden op te zetten.

De methoden die in de loop der jaren zijn ontwikkeld en af-
hankelijk van de vraagstelling gebruikt worden, kunnen onder-
scheiden worden in twee, principieel van elkaar verschillende
typen: de biologische bepalingsmethoden en de immunologische
bepalingsmethoden.

BIOLOGISCHE BEPALINGSMETHODEN

In vivo methoden

Na de isolering van insuline in 1921 (Banting & Best 1922)
werden spoedig biologische bepalingsmethoden ontwikkeld voor
de standaardisering van insulinepreparaten. Bekendheid in dit
opzicht verwierven vooral de ijkmethode die gebaseerd was op
de bloedsuikerverlagende werking van insuline bij konijnen
(Marks 1925) en de gevoeliger muizen-convulsiemethode (Hemming-
sen & Krogh 1926). Aangezien deze methode echter niet gevoelig
genoeg bleken voor het meten van de zeer lage, in het bloed
aanwezige insulineconcentraties, werden afzonderlijke bepalings-
methoden voor dit doel ontwikkeld.



In 1925 was reeds aangetoond dat dieren door chirurgische
verwijdering van de hypofyse gevoeliger worden voor de wer-
king van insuline (Houssay & Magenta 1925). Ook het wegnemen
en denerveren van de bijnieren bleek een verhoogde gevoelig-
heid voor het hypoglycaemisch effect van insuline tot gevolg te
hebben (Cannon e. m. 1924).

Door ratten te gebruiken waarbij zowel de hypofyse als het
bijniermerg waren verwijderd, gelukte het Gellhorn en mede-
werkers (1941) als eersten insuline in fysiologische concentra-
ties te bepalen. Hoewel het nog niet mogelijk was om insuline
in bloed van nuchtere proefpersonen aan te tonen, werd op deze
wijze 2% uur na een maaltijd een gehalte van ongeveer 200 uE
insuline per ml bepaald.

De gevoeligheid van de proefdieren voor insuline kon nog ver-
der worden verhoogd, door naast chirurgische verwijdering van
de hypofyse en de bijnieren of het bijniermerg tevens het endo-
criene deel van het pancreas uit te schakelen met behulp van
alloxaan (Anderson e.m. 1947, Bornstéin 1950). Op deze wijze
konden concentraties van 50 uE insuline per ml worden aange-
toond en werd het tevens mogelijk insuline in bloed van nuch-
tere personen te bepalen (Bornstein & Trewhella 1950). Born-
stein wist met behulp van deze methode onderscheid te maken
tussen twee verschillende typen van diabetes mellitus. Het ene
type kwam voornamelijk voor bij patienten met overgewicht, bij
wie de diabetes op oudere leeftijd was ontstaan. In bloed van
deze categorie kon ondanks de diabetes insuline worden aange-
toond. Het andere type werd in iedere leeftijdsklasse gevonden,
doch hoofdzakelijk bij patienten die de ziekte reeds op jeugdige
leeftijd hadden gekregen. In deze gevallen was geen insuline
in het bloed aantoonbaar, terwijl ratten die met plasma van
deze patienten waren behandeld, ongevoelig werden voor een
hierop volgende dosis insuline (Bornstein & Lawrence 1951).

Een in vivo methode die gebaseerd is op een geheel andere
werking van insuline werd geintroduceerd door Rafaelsen (1964).
Bij deze methode wordt niet het hypoglycaemisch effect, doch
de toename van het glycogeengehalte in het diafragma (midden-
rif) als parameter voor de insuline-activiteit genomen. Deze
methode is later nog verbeterd en uitgebreid. Gelijktijdig met
het insuline-bevattende monster wordt een geringe hoeveelheid
uniform gemerkt [14C]g1ucose intraperitoneaal toegediend aan
intacte, jonge manlijke ratten. Enige tijd na de injectie wordt
nagegaan hoeveel radioactiviteit geincorporeerd is in het spier-
glycogeen en in het glycogeen en vet van het epididymisvet-
weefsel (Rafaelsen e. m. 1965, Young 1967). Door het effect
van een onbekend monster op de incorporatie van radioactivi-



teit te vergelijken met het effect van bekende hoeveelheden in-
suline kan de insuline-achtige activiteit van het monster wor-
den bepaald.

In vitro methoden

Als gevolg van de beperkte gevoeligheid en de grote onnauw-
keurigheid zijn de hierboven beschreven in vivo methoden nim-
mer op grote schaal toegepast voor de bepaling van insuline in
bloed. Ook de ontwikkeling van gevoeliger en minder voorbe-
reiding vergende in vitro methoden heeft hiertoe bijgedragen.

Diafragmamethode

Reeds in 1926 werd bij onderzoekingen naar de stofwisselings-
processen in geisoleerd weefsel gebruik gemaakt van het mid-
denrif (diafragma) van de rat (Takane 1926). Daarbij werd ge-
vonden dat de glucoseopname van geincubeerd spierweefsel on-
der invloed van insuline toeneemt. Niet alleen de glucoseop-
name wordt echter door insuline gestimuleerd, doch ook de
glycogeensynthese (Gemmill 1941), terwijl er tevens een kwan-
titatief verband bleek te bestaan tussen de insulineconcentratie
in het incubatiemedium en het effect op het glucosemetabolisme
(Hechter e.m. 1941, Stadie & Zapp 1947, Krahl & Park 1948).

Nadat door Tuerkischer en Wertheimer (1948) was waarge-
nomen dat ook normaal serum stimulerend werkt op het gluco-
semetabolisme van het geisoleerde rattediafragma, werd door
Groen en medewerkers voor het eerst een kwantitatieve bepa-
lingsmethode voor insuline-activiteit in serum volgens dit prin-
cipe uitgewerkt en toegepast (Kamminga e.m. 1950, \Villebrands
e.m. 1950). Zij maakten hierbij gebruik van hemi-diafragma's,
terwijl de glucoseopname als index voor de insuline-achtige ac-
tiviteit diende. Het bleek op deze wijze mogelijk de insuline-
achtige activiteit in het bloed van nuchtere personen te bepalen
(Willebrands e.m. 1951, Groen e.m. 1952). Deze methode is
door vele onderzoekers, soms met geringe wijzigingen, over-
genomen (Randle 1954, 1956, Vallance-Owen & Hurlock 1954,
Wright 1957).

Hoewel Groen en medewerkers (1952) spraken over 'insuline-
achtige' activiteit, meende men toch dat het stimulerend effect
van serum op de glucoseopname voornamelijk door insuline
werd veroorzaakt. Het insuline-achtige effect verdween name-
lijk geheel wanneer dit serum behandeld werd met cysteine of
gereduceerd glutathion, stoffen waarvan bekend is dat zij in-
suline inactiveren (Groen e.m. 1952, Randle 1954, Vallance-



Owen & Hurlock 1954). Bovendien kon in bloed van pancreas-
loze honden (Groen e.m. 1952) en katten (Vallance-Owen & Lu-
kens 1957), evenals in bloed van patienten met ernstige juvenile
diabetes of in diabetisch coma (Groen e.m. 1952, Vallance-
Owen e.m. 1955), geen insuline worden aangetoond, terwijl in
bloed van patienten met een eilandjestumor hoge spiegels aan
insuline-achtige activiteit werden gevonden (Vallance-Owen e. m.
1955, Kelly 1956, Willebrands & Groen 1956). Ook kon het in-
suline-achtige effect van serum op de glucoseopname met anti-
insulineserum geneutraliseerd worden (Wright 1959).

Zowel Groen en medewerkers (1952) als Vallance-Owen en
Hurlock (1954) wezen er echter op, dat met de diafragmame-
thode slechts de effectieve insulineconcentratie wordt gemeten
en dat deze niet gelijk behoeft te zi1jn aan de werkelijk aanwe-
zige hoeveelheid, aangezien men onder deze omstandigheden
het totaal-effect van verschillende stoffen meet. Zo is ge-
bleken dat adrenaline en noradrenaline in fysiologische con-
centraties een remmende invloed hebben op de glucoseop-
name van het diafragma (Groen e.m. 1958), terwijl leucine
in fysiologische concentraties de glucoseopname stimuleert
(Castrillon e.m. 1962).

Het is mogelijk met de diafragmamethode insulineconcentra-
ties met een ondergrens van 50-100 uE/ml te detecteren. Be-
palingen van de insuline-activiteit in serum blijken echter sterk
uiteenlopende resultaten op te leveren, hetgeen moet worden
toegeschreven aan verschillen in experimentele omstandigheden,
zoals glucoseconcentratie, incubatieduur, gewicht en oppervlak-
te van het diafragma, adsorptie van de insuline-standaard aan
glas en niet in de laatste plaats het al of niet verdunnen van
het te onderzoeken serummonster. Bepalingen in onverdund
serum leveren belangrijk lagere activiteiten op dan die in ver-
dund serum, een verschijnsel dat bekend geworden is als het
"verdunningseffect'. Dit effect is o.m. toegeschreven aan het
uitverdunnen van in serum aanwezige insuline-antagonerende
substanties. Door Groen en medewerkers (1958) is gewezen op
de mogelijke betekenis van adrenaline in dit opzicht. Aan serum
toegevoegd insuline wordt echter kwantitatief terugbepaald (Randle
1954, Vallance-Owen & Hurlock 1954).

Problemen zoals bovengenoemd zijn er oorzaak van dat de
diafragmamethode nimmer een betrouwbare uitdrukking van de
insuline-activiteit van serum op basis van insuline-eenheden
heeft opgeleverd. Geen van de vele beschreven modificaties van
deze methode blijkt in feite te voldoen aan elementaire eisen
die men aan een kwantitatieve biologische bepalingsmethode moet



stellen. Met name aan de absolute voorwaarde van parallelle
regressie van het effect van overeenkomende verdunningen van
de standaard en het onbekende preparaat (i.c. serum) blijkt
vrijwel geen van de bovengenoemde onderzoekingen te voldoen.
Het merendeel van de bepalingen berust op z.g. drie-punts
ijkingen. Als methode voor het kwalitatief aantonen van de aan-
wezigheid van insuline in bloed heeft de diafragmamethode ech-
ter zeer waardevolle informatie opgeleverd en belangrijk bij-
gedragen tot de thans bestaande inzichten over de betekenis van
insuline.

Epididymisvet-methode

Bij in vivo proeven werd gevonden dat insuline ook het gly-
cogeengehalte van vetweefsel doet toenemen (Wertheimer 1945,
Fawcett 1948). Tevens bleek er een dosis-werkingsrelatie te
bestaan tussen de hoeveelheid toegediend insuline en de glyco-
geenstapeling (Engel & Scott 1950). Ook in vitro kon een direct
effect van insuline op de glucoseopname van vetweefsel worden
aangetoond (Krahl 1951). Met name door Renold en medewer-
kers is veel werk gedaan over de invloed van insuline op de
koolhydraatstofwisseling van vetweefsel (Renold e.m. 1950, Re-
nold e.m. 1957, Martin e. m. 1958, Winegrad & Renold 1958).
Hieruit werd een gevoelige biologische bepalingsmethode voor
insuline en insuline-achtige activiteit van serum ontwikkeld
(Martin e.m. 1958, Renold e.m. 1960). Een veel gebruikte
parameter bij deze bepalingsmethode is de vorming van 4CO,
uit [1- 14C]glucose (Renold e.m. 1960), doch ook de incorpo-
ratie van !4C in glycogeen of vet (Cahill e.m. 1959, Leonards
e.m. 1962), de glucoseopname door het vetweefsel (Humbel
1959, Steelman e. m. 1960) of de netto gasuitwisseling (Ball
e.m. 1959) worden wel als index voor het insuline-effect ge-
nomen.

Ook met deze methode wordt in serum niet alleen insuline,
maar de totale insuline-achtige activiteit bepaald. De effecten
van eventuele andere stimulerende of remmende stoffen op de
gekozen parameter worden immers eveneens gemeten. Hoewel
de insuline-achtige activiteit van serum geheel verdween na be-
handeling met glutathion of cysteine (Renold e.m. 1960, Leo-
nards e.m. 1962), kon echter slechts 5-30% van de totale meet-
bare activiteit met anti-insulineserum worden geneutraliseerd
(Burgi e.m. 1962, Leonards e.m. 1962). Ook bleek in bloed
van pancreasloze honden nog activiteit aantoonbaar te zijn (Eg-
dahl & Goldberg 1962, Leonards e.m. 1962, Steinke e.m. 1962),
hoewel dit immunologisch niet kon worden aangetoond (Egdahl



& Goldberg 1962). Wanneer echter serum van pancreasloze
honden, verkregen 5 dagen na de operatie, geextraheerd werd
met zure alcohol, kon het grootste deel van de in het extract
aanwezige activiteit met anti-insulineserum geneutraliseerd
worden (Steinke e.m. 1962). Slater en medewerkers (1961)
vonden bovendien een opvallende discrepantie, in die zin dat de
activiteit die gemeten werd met de 14COQ-productie niet afnam
na verwijdering van het pancreas, terwijl deze activiteit geheel
verdween wanneer de !4C-vetsynthese als parameter werd geno-
men.

Hoewel de epididymisvetmethode gevoeliger is dan de diafrag-
matechniek en de minimaal detecteerbare insulineconcentratie
slechts 10 uE/ml of nog minder bedraagt, kleven ook aan deze
methode verschillende van de bezwaren zoals reeds voor de dia-
fragmamethode zijn beschreven. Ook hier blijkt bij bepalingen
in serum het onbegrepen verdunningseffect op te treden, alhoe-
wel tussen vier- en twintigvoudige verdunningen de regressie
redelijk parallel met die van het insulinestandaardpreparaat
verloopt. Het feit dat de in serum voorkomende activiteit slechts
gedeeltelijk met antiserum te neutraliseren is en bovendien na
pancreatectomie niet op korte termijn verdwijnt, vormt echter
een probleem dat nog niet is opgelost.

Een belangrijk voordeel van de epididymisvetmethode boven
de diafragmatechniek is ongetwijfeld dat de precisie voor een
biologische ijking niet onbevredigend is. Met name de inter-
diervariatie kan althans binnen één proef grotendeels worden
opgeheven, aangezien het mogelijk is uit vetweefsel van ver-
schillende dieren een redelijk homogene weefsel-"pool" te vor-
men, die over de verschillende incubatievaatjes verdeeld kan
worden.

Geisoleerde vetcellen

In 1964 gelukte het Rodbell vetcellen te isoleren door vet-
weefsel gedurende enige tijd met collagenase te behandelen.
Deze geisoleerde vetcellen bezaten nog dezelfde metabole eigen-
schappen als het vetweefsel, terwijl ook de gevoeligheid voor
insuline niet was afgenomen. Gliemann (1965, 1967) gebruikte
deze geisoleerde vetcellen voor een zeer gevoelige bepalings-
methode voor insuline-achtige activiteit. De gevoeligheid van
deze methode zou ongeveer 10 x groter zijn dan wanneer stuk-
jes vetweefsel worden gebruikt. Doordat de vetcellen afkomstig
zijn van het epididymisvet van &én dier heeft men geen last van
de interdiervariatie en is de spreiding van de uitkomsten ge-
ringer dan bij de vorige methoden. Overigens is deze methode



vergelijkbaar met die waarbij stukjes epididymisvet worden ge-
bruikt. Een groot nadeel van de geisoleerde vetcellen, waardoor
deze methode niet algemeen gebruikt wordt, is gelegen in het
feit dat het isoleren van de vetcellen een bewerkelijke proce-
dure is die moet gebeuren, kort voordat men met de eigenlijke
insulinebepaling kan beginnen.

IMMUNOLOGISCHE BEPALINGSMETHODEN

Reeds in de beginjaren van de klinische toepassing van insu-
line meende men te mogen concluderen dat dit hormoon anti-
gene eigenschappen bezit. Caviae die enige weken na een eerste
insuline-injectie voor de tweede maal met insuline werden inge-
spoten, reageerden hierop met anaphylactische shock (Barral &
Roux 1931). Omdat alleen een tweede injectie met insuline shock
tot gevolg had en een injectie met pancreashomogenaat geen
effect vertoonde, werd aangenomen dat insuline en niet een of
andere contaminatie van het preparaat het voor de shock ver-
antwoordelijke antigeen was.

Ook met de Schultz-Dale techniek, waarbij uteri van vrouwe-
lijke caviae die door behandeling met insuline waren gesensibi-
liseerd werden gebruikt, werden de antigene eigenschappen van
insuline aangetoond (Lewis 1937). Tevens werd een sterke kruis-
reactie met runder- en varkensinsuline gevonden, doch de im-
munologische eigenschappen van de beide soorten insuline bleken
niet volkomen identiek te zijn. Bij konijnen konden complement-
bindende antilichamen worden opgewekt die volledig kruisrea-
geerden met insuline van verschillende diersoorten (Wasserman
e. m. 1940), terwijl sera van een aantal insulineresistente pa-
tienten de convulsieve werking van insuline konden neutralise-
ren (Banting e.m. 1938, Lowell 1942, 1944, Lerman 1944).

De verschillende eigenschappen van de antisera worden veroor-
zaakt door verschillende antilichamen en kunnen onafhankelijk
van elkaar voorkomen bij met insuline behandelde mensen en
dieren (Lowell 1942, 1944, Bouman e.m. 1965, Corcos & Ovary
1965, Schuurs e.m. 1965).

Door caviae met een interval van enkele weken te injiceren
met een in Freund's adjuvant geemulgeerde insulineoplossing
verkregen Moloney en Coval (1955) antisera met een zeer grote
affiniteit voor insuline. De aanwezigheid van antilichamen werd
door hen met verschillende immunologische methoden aange-
toond. Dat de antilichamen tegen insuline waren gericht en niet
waren opgewekt door verontreinigingen in het insulinepreparaat
blijkt uit het feit dat uit het antigeen-antilichaamcomplex weer



insuline vrijgemaakt kon worden. Bij konijnen konden door deze
auteurs geen insuline-neutraliserende antisera worden opgewekt.
Het verschil in reactiviteit tussen het konijn en de cavia wordt
waarschijnlijk veroorzaakt door het feit dat bij vele diersoorten,
waaronder ook het konijn, de aminozuursamenstelling van het
insuline ten opzichte van runderinsuline slechts op de plaatsen
8, 9 en 10 van de A-keten varieert, terwijl bij het insuline
van de cavia 18 van de 51 aminozuren afwijken (Smith 19686).
Mogelijk is echter ook de tertiaire structuur van het insuline-
molecuul van belang voor de antigene werking van het hormoon
daar in enkele gevallen met homologe insulines antisera konden
worden opgewekt (Lockwood & Prout 1962, Renold e.m. 1964).

Stavitsky en Arquilla (1953, Arquilla & Stavitsky 1956) waren
de eersten die insuline met immunologische methoden aantoon-
den en kwantitatief bepaalden. Het was met de door hen ge-
bruikte methoden, de haemagglutinatie- en de haemolyserem-
mingstest, niet mogelijk insuline in bloed te bepalen.

Bij een onderzoek naar het metabolisme van [!3!1]insuline
vonden Berson en medewerkers (1956) dat het radioactieve in-
suline bij personen die gedurende enige tijd met insuline waren
behandeld, minder snel uit de circulatie verdween dan bij on-
behandelde personen. Bij de behandelde personen werd het in-
suline aan 7Y-globuline gebonden, terwijl bij de controleperso-
nen geen binding aan dit globuline werd waargenomen. Later is
aangetoond dat het hier binding aan immuunglobuline betrof. Bij
verder onderzoek van dit insuline-bindende globuline bleek dat
de binding van [!13!I]insuline aan het antilichaam competitief ge-
remd werd door de aanwezigheid van niet-gemerkt insuline.

De kwantitatieve competitie voor de bindingsplaatsen in het an-
tiserum tussen [!3!1]insuline en niet-gemerkt insuline is de
basis van de radioimmunologische bepalingsmethode voor insu-
line die door deze onderzoekers werd ontwikkeld (Berson &
Yalow 1959, Yalow & Berson 1959, 1960).

Bij deze methode laat men enig ['3!I]insuline reageren met
een zodanige hoeveelheid antiserum dat ongeveer 60-70% van
het radioactieve hormoon aan antilichamen gebonden wordt.
Wanneer aan het reactiemengsel niet-gemerkt insuline wordt
toegevoegd zal het percentage gebonden [**!I]insuline (B, bound)
afnemen, doordat een gedeelte van de bindingsplaatsen door het
niet-gemerkte hormoon bezet wordt. Als de concentratie van
het niet-gemerkte hormoon toeneemt, zal de hoeveelheid ge-
bonden radioactiviteit afnemen en gelijk daarmee de hoeveel-
heid vrij ['31]insuline (F, free) stijgen. De B/F-verhouding is
dus een maat voor de hoeveelheid toegevoegd insuline. Door
de B/F-waarden van enkele bekende hoeveelheden insuline gra-
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fisch uit te zetten tegen de insulineconcentratie wordt een stan-
daardlijn verkregen. Het insulinegehalte in een onbekend mon-
ster kan nu bepaald worden door de voor het monster gevon-
den B/F-waarde terug te lezen op deze standaardlijn.

De radioimmunologische bepalingsmethoden voor insuline zijn
alle gebaseerd op het hierboven beschreven principe. Zij ver-
schillen voornamelijk in de wijze waarop het vrije insuline en
het insuline-antilichaamcomplex van elkaar worden gescheiden.
Yalow en Berson maakten aanvankelijk gebruik van papierelec-
troforese. Door Grodsky en Forsham (1960) werd het insuline-
antilichaamcomplex uitgezouten. Het is ook mogelijk om het
oplosbare complex te precipiteren volgens de z.g. ''two anti-
body'" methode. Hierbij wordt een tweede soort antilichamen,
dat gericht is tegen het insuline-bindende antilichaam, aan het
medium toegevoegd waardoor een onoplosbaar complex gevormd
wordt (Morgan & Lazarow 1962, Hales & Randle 1963). Op nog
vele andere manieren is scheiding verkregen tussen het vrije
insuline en het insuline-antilichaamcomplex, o.a. door alcohol-
precipitatie (Gordis 1960, Heding 1966), m.b.v. ionenwisselaars
(Meade & Klitgaard 1962), gelfiltratie over Sephadex (Genuth
e.m. 1965), proteolytische afbraak van het vrije insuline (Beck
e.m. 1964, Mitchell & Byron 1967), met dextraan gecoate ac-
tieve kool (Herbert e.m. 1965), binding vooraf van het anti-
lichaam aan Sephadex (Wide & Porath 1966) of aan een kunst-
stofdrager (Catt e.m. 1967).

De radioimmunologische bepalingsmethoden bezitten naast een
goede precisie (Hales & Randle 1963, Morgan & Lazarow 1963)
een grote gevoeligheid. Hoeveelheden van minder dan 3 uE
(= 10-10g) insuline per ml plasma kunnen nog betrouwbaar wor-
den bepaald.

Het materiaal dat met de radioimmunologische bepalingsme-
thoden voor insuline rechtstreeks in plasma of serum aange-
toond kan worden, wordt aangeduid als IRI (Immunologisch Re-
actief Insuline). De aantoonbaarheid van IRI berust op een spe-
cifieke chemische configuratie, zoals deze in het insulinemole-
cuul voorkomt. De aanwezigheid van deze configuratie behoeft
echter niet te betekenen dat het betreffende molecuul odk bio-
logische activiteit bezit. Zo reageert b.v. een insulinemolecuul
dat de laatste acht aminozuren van de B-keten mist, nog wel
met insuline-antilichamen, terwijl het zijn biologische activiteit
verloren heeft (Yalow & Berson 1961). Ook het vrij recent aan-
getoonde ''proinsuline" is immunologisch reactief, maar het mo-
lecuul als zodanig zou slechts zeer geringe biologische activi-
teit bezitten (Steiner e.m. 1968).

Hoewel het antilichaam specifiek gericht is tegen een bepaalde
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configuratie in het insulinemolecuul, moet men steeds bedacht
zijn op de aanwezigheid van stoffen die de complexvorming
kunnen beinvloeden, waardoor foutieve uitkomsten verkregen
worden. Dergelijke factoren, waardoor b.v. de precipitatie van
het insuline-antilichaamcomplex met behulp van een tweede an-
tilichaam wordt geremd, =zijn in bloed aangetoond (Morgan
e.m. 1964).
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HOOFDSTUK 1II

ONDERZOEKINGEN OVER DE TRANSPORTVORM VAN INSU-
LINE IN BLOED

MET ANTISERUM NEUTRALISEERBARE EN NIET-NEUTRALISEERBARE ACTIVITEIT

In tegenstelling tot de insuline-achtige activiteit van serum
op diafragmaweefsel die geheel of nagenoeg geheel met anti-
serum geneutraliseerd kan worden (Taylor & Randle 1959), is
de met epididymisvetweefsel gemeten insuline-achtige activiteit
(ILA, insulin-like activity) slechts gedeeltelijk met anti-insuline-
serum neutraliseerbaar (Leonards 1959).

Op grond hiervan werd door Samaan en medewerkers aange-
nomen dat insuline in twee verschillende vormen in bloed voor-
komt. De ene vorm, ''typisch insuline", zou door antiserum ge-
neutraliseerd worden, terwijl de andere vorm, ''atypisch insu-
line", zodanig gemodificeerd zou zijn dat het niet meer met
anti-insulineserum kan reageren, doch nog wel biologische ac-
tiviteit op vetweefsel in vitro uitoefent (Samaan e.m. 1962).
Volgens deze onderzoekers zou insuline in de '"typische'" vorm
door het pancreas worden afgegeven en daarna elders in het
lichaam, vermoedelijk in de lever, gedeeltelijk in de "atypi-
sche'" vorm worden omgezet (Samaan e.m. 1962, 1963). Een
belangrijk argument dat ''atypisch insuline', waarvan de mol.
massa groter is dan 30.000, een gemodificeerde vorm van
insuline zou kunnen zijn, vonden zij in het feit dat een deel van
deze ''atypische' activiteit door behandeling met zure alcohol
omgezet kon worden in de met antiserum neutraliseerbare vorm
(Samaan e. m. 1963a).

Door Froesch en medewerkers (1963) werd de insuline-ach-
tige activiteit van serum op vetweefsel onderscheiden in een
""antibody-suppressible' (neutraliseerbare) en een ''nonsuppres-
sible" (niet-neutraliseerbare) ILA. Bij een onderzoek naar de
fysisch-chemische en biologische eigenschappen van het niet-
neutraliseerbare deel van de insuline-achtige activiteit werd
gevonden dat de electroforetische beweeglijkheid ervan overeen-
kwam met die van de az—Bl-globulinen en dat de mol. massa
70.000-150. 000 bedroeg. Door deze grootmoleculaire, niet-neu-
traliseerbare ILA te behandelen met 5 M azijnzuur trad er een
irreversibele dissociatie van het complex op, waarna de acti-
viteit gebonden was aan moleculen met een mol. massa tussen
6. 000 en 10.000 en na electroforese hoofdzakelijk gevonden werd
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in het gebied van de B-v-globulinen, d.w.z. in de omgeving
van de opbrengplaats (Burgi e.m. 1966). Bij onderzoek van de
biologische eigenschappen van dit kleinmoleculaire preparaat
in de aanwezigheid van overmaat antiserum ter neutralisering
van eventueel aanwezig insuline, kon op geen van de onder-
zochte parameters enig kwalitatief verschil met de werking van
kristallijn insuline worden aangetoond (Froesch e.m. 1966).
Froesch en medewerkers waren echter van mening dat de niet-
neutraliseerbare activiteit niet veroorzaakt wordt door een ge-
modificeerde vorm van insuline, aangezien deze activiteit (in
tegenstelling tot de waarnemingen van Samaan) steeds op het-
zelfde niveau blijft ongeacht de hoogte van de insulinespiegels
en zelfs na pancreatectomie niet verdwijnt. Zij konden in hun
preparaten geen insuline aantonen, terwijl het ook niet moge-
lijk was een deel van de activiteit om te zetten in een met
antiserum neutraliseerbare vorm (Froesch e.m. 1967). Dit
laatste is echter niet in overeenstemming met de resultaten
van anderen die uit serum waarin geen neutraliseerbare activi-
teit meer aantoonbaar was, met zure alcohol een product kon-
den extraheren waarvan de biologische activiteit gedeeltelijk
door anti-insulineserum geremd kon worden (Steinke e.m. 1962,
Samaan e.m. 1963a).

Naar aanleiding van de in vivo proeven van Samaan en mede-
werkers (1963) waarbij doorstroming van de lever met insuli-
ne resulteerde in een toename van het ''atypische insuline",
is door een aantal groepen de afgifte van insuline-achtige ac-
tiviteit door de geperfundeerde geisoleerde lever nagegaan.
Burgi en medewerkers (1963, Kopetz e.m. 1966) vonden alleen
een snelle inactivering van het insuline, maar geen toename
van de niet-neutraliseerbare activiteit. Solomon en medewer-
kers (1967) zagen na 5-6 uren perfunderen wel een toename
van de niet-neutraliseerbare activiteit, die echter gepaard ging
met symptomen van leverbeschadiging. Siess en medewerkers
(1965) en Gershoff en medewerkers (1970) vermeldden eveneens
afgifte van niet-neutraliseerbare activiteit, maar dit werd ook
waargenomen indien het perfusiemedium geen insuline bevatte.
Door Siess en medewerkers is dit toegeschreven aan een he-
patische oorsprong van dit materiaal zonder dat insuline hier-
bij een rol zou spelen, terwijl Gershoff en medewerkers op
grond van het gelijk blijven van de totale biologische activiteit
in het geval dat er wel insuline aanwezig was, meenden dat er
sprake was van omzetting van insuline in een andere vorm.
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RESULTATEN VERKREGEN MET SERUMEIWITFRACTIONERING

Gefractioneerde precipitatie

Met een in vivo methode waarbij gebruik gemaakt werd van
hypofyseloze, alloxaan-diabetische ratten kon in normaal men-
selijk plasma geen insuline-achtige activiteit aangetoond worden.
Dit was echter wel mogelijk in een globuline-bevattend precipi-
taat van ditzelfde plasma (Goetz e.m. 1954, Beigelman e. m.
1956). Werden de plasma-eiwitten gefractioneerd met behulp
van koude ethanol (Cohn e.m. 1946, Lever e.m. 1951), dan
werd de meeste biologische activiteit gevonden in de fractie
I + III die o.a. a@,- en B-globulinen en lipoproteinen bevatte
(Beigelman e. m. 1956, Vargas e. m. 1960). De fractieIV+V +VI
bleek als zodanig niet biologisch actief te zijn, doch na elec-
troforetische subfractionering van dit materiaal kon in het al-
bumine-a, -globulinegebied insuline-achtige activiteit aangetoond
worden, waarschijnlijk doordat een stof die de glucoseopname
door het diafragma remt van de actieve fractie gescheiden werd
(Vargas e.m. 1960).

Electroforese

Werd serum electroforetisch gefractioneerd en de verdeling
van de ILA in de verschillende fracties nagegaan, dan werd
steeds activiteit gevonden in het B-v-globulinegebied (Randle
& Taylor 1958, Beigelman & Onoprienko 1959, Bolinger e. m.
1959, Gundersen & Williams 1960, Lyngspe 1963, Ditschuneit
e.m. 1964, Gliemann 1965, Poffenbarger e.m. 1968). Soms
was ook activiteit aantoonbaar in het albumine- a,-globulinege-
bied (Randle & Taylor 1958, Gundersen & Williams 1960, Lyng-
spe 1963, Ditschuneit e.m. 1964). Men meende dat de activi-
teit in dit laatste gebied, althans gedeeltelijk, veroorzaakt werd
door vrij insuline, daar in controleexperimenten waarbij insu-
line aan het te scheiden serum was toegevoegd, dit insuline in
het albumine- @, -globulinegebied werd teruggevonden (Randle &
Taylor 1958, Gliemann 1965). De activiteit in het B-y-gebied
zou veroorzaakt worden door een gebonden vorm van insuline
en niet een gevolg zijn van een a-specifiek effect van het
preparaat, daar de activiteit geheel of gedeeltelijk met anti-
insulineserum geneutraliseerd kon worden (Randle & Taylor
1958, Lyngsde 1963, Ditschuneit e. m. 1964).

Men heeft ook getracht een eventuele binding van insuline aan
serumeiwitten na te gaan door radioactief insuline zowel in vi-
vo als in vitro toe te dienen en de verdeling van de radioacti-
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viteit in de verschillende eiwitcomponenten van het serum te
bepalen. Met behulp van immunoelectroforese werd aangetoond
dat de meeste radioactiviteit aan het @,-macroglobuline werd
gebonden (Clausen e.m. 1963, Zahnd & Scheidegger 1963, Geer-
ling & Sirek 1965). Uit de waarneming dat de binding aan het
@, -macroglobuline reversibel was wanneer anti-insulineserum
werd toegevoegd volgt dat de gemeten radioactiviteit afkomstig
was van gebonden immunologisch intact insuline (Zahnd & Schei-
degger 1963). Soms werd ook enige radioactiviteit in andere
componenten, b.v. het a; -globuline, aangetoond (Prout e.m.
1963, Zahnd & Scheidegger 1963, Geerling & Sirek 1965).

Gelfiltratie

Door middel van gelfiltratie over Sephadex G-50 of G-75 kan
het in serum aanwezige insuline gescheiden worden van de serum-
eiwitten. Zowel in het eiwit- als het insulinegebied kon insuline-
achtige activiteit worden aangetoond waarbij het eiwitgebied de
meeste activiteit bevatte (Gliemann 1965, Steinke & Soeldner
1965). Immunologisch konden zeer geringe hoeveelheden IRI in
het eiwitgebied worden bepaald (Steinke & Soeldner 1965, Kajinu-
ma e.m. 1969). Met Sephadex G-100 werd niet alleen insuline
van de serumeiwitten gescheiden, maar werden tevens de ei-
witten in twee fracties verdeeld. De insuline-achtige activiteit
bleek nu voornamelijk in de tweede eiwitpiek gelocaliseerd te
zijn en wel in het dalende gedeelte hiervan (Antoniades e. m.
1965, Poffenbarger e.m. 1968).

Wanneer serum, waaraan radioactief-gemerkt insuline was
toegevoegd, gescheiden werd met behulp van Sephadex G-200,
werden de serumeiwitten in drie fracties verdeeld. Radioactivi-
teit was meetbaar in de eerste en de derde eiwitpiek en tevens
op de plaats waar vrij insuline verwacht kon worden. De radio-
activiteit in de eerste piek bleek voornamelijk gebonden te zijn
aan het ay-macroglobuline en in geringere mate aan het ,-ma-
croglobuline, terwijl zij in de derde eiwitpiek aan een a,;-globu-
line gebonden was. Een deel van de in de eiwitpieken gebonden
radioactiviteit kon met een immunoprecipitatie-methode voor in-
suline worden neergeslagen en gedroeg zich dus nog als immu-
nologisch intact insuline (Gjedde 1967). Insuline-achtige activiteit
werd aangetoond in de drie gebieden waar ook de radioactiviteit
geconcentreerd was. De insuline-achtige activiteit in de eiwit-
fracties bleek van het niet-neutraliseerbare type te zijn, doch
na dialyse van deze fracties tegen water werd een sterke toename
van de biologische activiteit waargenomen die tevens voor een
groot deel met antiserum geneutraliseerd kon worden (Gjedde
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1968). Burgi en medewerkers (1966) vonden de niet-neutrali-
seerbare activiteit verspreid over een breed gebied met een
maximum tussen de tweede en de derde eiwitpiek.

Werd een zuur alcohol-extract van plasma over Sephadex
G-200 gechromatografeerd dan werden slechts twee eiwitpieken
verkregen. De eerste piek bevatte materiaal met een mol. mas-
sa van 300.000-1.000. 000, terwijl de tweede piek samenviel
met de plaats waar anders albumine wordt getlueerd. In het
gehele gebied van het eluaat kon insuline-achtige activiteit wor-
den aangetoond die niet met antiserum geneutraliseerd kon wor-
den. Alle fracties bevatten echter radioimmunologisch bepaal-
baar insuline, waarbij de meeste activiteit in de eerste eiwit-
piek werd gevonden (Cameron e.m. 1966). Deze auteurs gaan
niet in op het feit dat de biologische activiteit niet met anti-
insulineserum geneutraliseerd kon worden, terwijl er wel im-
munologisch reactief materiaal werd aangetoond. Zij meenden
dat de in de eiwitfracties bepaalde activiteit veroorzaakt werd
door aan eiwit (albumine) gebonden insuline.

Wanneer serum over Sephadex G-50 gefractioneerd werd en
de fracties afzonderlijk radioimmunologisch bepaald, kon tussen
het eiwit- en het insulinegebied ook nog activiteit worden aange-
toond (Roth e.m. 1968). Hoewel het nog niet met specifieke an-
tisera is aangetoond, wordt algemeen aangenomen dat dit ''big
insulin'', dat een mol. massa heeft van ongeveer 10.000, geen
insulinecomplex is, doch identiek is aan proinsuline. Dit voor-
stadium bij de biosynthese van insuline wordt naast insuline in
geringe hoeveelheden door het pancreas afgegeven.

DE “BOUND INSULIN" THEORIE VAN ANTONIADES

In 1956 werd door Beigelman en medewerkers waargenomen
dat bepaalde, uit citraat-plasma verkregen eiwitfracties wel
insuline-achtige activiteit bezaten, terwijl geen activiteit werd
gevonden in overeenkomstige fracties die verkregen waren uit
plasma dat bereid was uit bloed dat een kationenwisselaar was
gepasseerd om het onstolbaar te maken. Dit was voor deze
groep onderzoekers aanleiding om na te gaan of er activiteit
op de hars was achtergebleven. Door de hars te behandelen
met citroenzuur kon 40-80% van de oorspronkelijk in het plas-
ma aanwezige activiteit van de hars geelueerd worden (Antoni-
ades e.m. 1958). De geelueerde activiteit was alleen aan te
tonen met de epididymisvet-methode en bleek geen invloed te
hebben op de glucoseopname van het geisoleerde diafragma. Uit-
gaande van de gedachte dat het verschil in effect veroorzaakt
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zou kunnen zijn door een stof die aanwezig is in vetweefsel en
niet in spierweefsel en die het aanvankelijk niet-actieve mate-
riaal kan omzetten in een actieve vorm, werd het eluaat be-
handeld met een vetextract waarna inderdaad ook op het dia-
fragma insuline-achtige activiteit gevonden werd (Antoniades &
Gundersen 1961).

Op grond van deze waarnemingen postuleerden Antoniades en
medewerkers dat insuline in twee vormen in bloed zou circule-
ren, nl. als vrij insuline en in een gebonden vorm. 'Vrij"
insuline kan met biologische bepalingsmethoden rechtstreeks
gemeten worden, de activiteit ervan is met antiserum te neu-
traliseren en evenals gezuiverd insuline hecht het zich niet
aan een kationenwisselaar. ""Gebonden insuline' zou gemakkelijk
uit bloed geisoleerd kunnen worden met behulp van een kationen-
wisselaar waarvan het met verdund zuur of base geetlueerd zou
kunnen worden. Het complex als zodanig zou alleen actief zijn
op vetweefsel en niet op spierweefsel. Eerst na behandeling van
het complex met vetextract zou biologische activiteit op diafrag-
maweefsel optreden.

Bij nuchtere mensen en dieren is volgens Antoniades insuline
voornamelijk in de gebonden vorm in de circulatie aanwezig.
Na glucosebelasting werd een stijging van de concentratie van
het vrije insuline in het bloed beschreven en bleek de hoeveel-
heid '"gebonden insuline' sterk af te nemen (Antoniades e.m.
1962, Gozariu e.m. 1966). De auteurs meenden dat de toename
van het vrije insuline voor een deel veroorzaakt werd door
dissociatie van het circulerend insulinecomplex.

Dat de activiteit van 'gebonden insuline'" niet alleen een in
vitro effect zou zijn, maar mogelijk ook in vivo een rol zou
kunnen spelen wordt gesuggereerd door de waarnemingen dat
intraperitoneale toediening van het complex bij ratten de incor-
poratie van [“C]glucose in vet- en diafragmaweefsel deed
toenemen (Antoniades e.m. 1965a), terwijl een intraveneuze
toediening van het materiaal bij ratten (Antoniades & Gershoff
1966) en bij apen (Ensinck e.m. 1967) hypoglycaemie tot ge-
volg had.

Ook van vetextract werd een in vivo effect beschreven. Werd
vetextract toegediend aan bijnierloze ratten die gevoelig zijn
voor kleine hoeveelheden insuline, dan trad een daling van het
bloedsuikergehalte op en stierven vele dieren tengevolge van
een ernstige hypoglycaemie. Dit zou gepaard gaan met een af-
name van de hoeveelheid circulerend ''gebonden insuline" (Lenti
e.m. 1968, Antoniades 1969).

Hoewel het nimmer gelukt is met radioimmunologische be-
palingsmethoden in het eluaat (na dissociatie van het complex
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met behulp van vetextract) insuline aan te tonen, werd door
Antoniades en enkele andere onderzoekers gerapporteerd dat
een gedeelte van de activiteit op het diafragma met anti-insu-
lineserum geneutraliseerd kon worden (Antoniades 1961, 1963,
Shaw & Shuey 1963, Gundersen & Lin 1965). Ook na extractie
van ''gebonden insuline' met zure alcohol bleek het preparaat
actief te zijn op spierweefsel en was een gedeelte van de ge-
extraheerde activiteit met antiserum te neutraliseren, hoewel
radioimmunologisch geen insuline aangetoond kon worden (An-
toniades e.m. 1965). Werd de activiteit van ''gebonden insuline'
in vivo bepaald, dan kon deze activiteit eveneens gedeeltelijk
geneutraliseerd worden (Stern e.m. 1969, Antoniades & Simon
1972).

Ook is gesteld dat het antidiabeticum tolbutamide in vivo niet
alleen de insulinesecretie bevordert, maar dat de toename van
het vrije insuline tevens gepaard zou gaan met een afname van
het '"gebonden insuline''. Dit laatste zou een gevolg zijn van
een verhoogde utilisatie van het complex door het weefsel of
van dissociatie van het insulinecomplex (Antoniades e. m. 1963).

Reeds hier dient er echter op gewezen te worden dat vele
onderzoekers van mening zijn dat de door Antoniades gelan-
ceerde conceptie van ''bound insulin" onvoldoende door zijn
experimentele gegevens ondersteund wordt om het gebruik van
de term ''bound insulin'" te rechtvaardigen. Bovendien zijn vele
onderzoekers er niet in geslaagd de waarnemingen van Antonia-
des te bevestigen. Het is dan ook niet verwonderlijk dat ''bound
insulin'" het domein is geworden van een heftige wetenschappe-
lijke controverse, te meer omdat deze theorie een rechtstreekse
aantasting betekende van de validiteit van de radioimmunologische
insulinebepaling. In het volgende hoofdstuk zal op deze aspec-
ten nader worden ingegaan.
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HOOFDSTUK III

KRITISCHE BESCHOUWING EN PROBLEEMSTELLING

Hoewel ook anderen het bestaan van een insulinecomplex heb-
ben gesuggereerd, is juist het "gebonden insuline'" zoals dit
door Antoniades en medewerkers (1962) gepostuleerd werd on-
derwerp geweest van zeer veel kritiek (Berson & Yalow 1964,
Kipnis & Stein 1964, Gener-Segui & Wolfe 1966, Yalow & Ber-
son 1967, Meade e.m. 1968). Berson & Yalow (1964) meen-
den dat de door Antoniades beschreven waarnemingen op een
artefact berusten en een gevolg zijn van geringe gevoeligheid
en a-specificiteit van de biologische bepalingsmethoden. Daar-
naast hebben deze onderzoekers een reeks van meer zakelijke
argumenten tegen het bestaan van een gebonden vorm van in-
suline naar voren gebracht en op verschillende tegenstrijdig-
heden in de experimentele gegevens van Antoniades gewezen.
Dit alles neemt niet weg dat, hoewel het bestaan van een ge-
bonden vorm van insuline tot dusver niet onomstotelijk is aan-
getoond, het tegendeel evenmin is bewezen. Teneinde dit te
verduidelijken zijn de volgende argumenten pro en contra van
belang.

Het meest centrale en het moeilijkst te weerleggen bezwaar
tegen het bestaan van het ''gebonden insuline' van Antoniades
is het feit dat bij dissociatie van het complex door middel van
vetextract, vrij insuline zou moeten ontstaan. Dit zou met ra-
dioimmunologische methoden moeten kunnen worden aangetoond.
Alle door verschillende onderzoekers ondernomen pogingen
hiertoe, waaronder die van Antoniades zelf, hebben echter
slechts negatieve resultaten opgeleverd (Antoniades 1961, Ber-
son & Yalow 1961, Soeldner aangehaald door Antoniades e.m.
1965, Stern e.m. 1969). Aan de andere kant laat dit zich
moeilijk rijmen met het feit dat de versterkte insuline-achtige
werking op diafragmaweefsel van met vetextract behandeld se-
rum, wel met anti-insulineserum onderdrukt kan worden, een
verschijnsel dat door verschillende onderzoekers is waargeno-
men (Antoniades 1963, Shaw & Shuey 1963, Gundersen & Lin
1965, Stern e.m. 1969).

Terecht wijzen Berson & Yalow (1964) op de experimentele
resultaten van Antoniades en medewerkers (1962) dat de totale
in het plasma aantoonbare insuline-achtige activiteit (''vrij'' +
'""gebonden'' insuline) 20-30 minuten na een intraveneuze gluco-
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sebelasting afneemt. Algemeen wordt echter zowel met de epi-
didymisvetmethode als met de diafragmamethode een toename
van de insuline~achtige activiteit gevonden.

Yalow & Berson (1967) bepaalden met de radioimmunologische
methode het insulinegehalte in fracties die verkregen waren
met behulp van electroforese van plasma. De afwezigheid van
immunologisch reactief materiaal in de eiwitfracties gebruikten
zij als argument tegen het voorkomen van een gebonden vorm
van insuline. Zij gaan er hierbij van uit dat het eventueel in
een gebonden vorm aanwezige insuline met de radioimmunolo-
gische methode aangetoond zou kunnen worden. Dit is echter
op grond van de gedeeltelijke biologische werkzaamheid en de
slechte neutraliseerbaarheid van het ''gebonden insuline'' niet
te verwachten en mag dan ook niet als argument tegen het be-
staan van een dergelijk complex worden aangevoerd.

Op grond van het feit dat na chirurgische verwijdering van
het pancreas slechts een gedeeltelijke afname van de insuline-
achtige activiteit werd waargenomen (Leonards 1959, Egdahl &
Goldberg 1962, Steinke e.m. 1962, Schoeffling e.m. 1965, Ide
e.m. 1969), terwijl de immunologisch bepaalbare activiteit wel
geheel verdwijnt (Egdahl & Goldberg 1962, Schoeffling e.m. 1965,
Ide e.m. 1969), menen vele onderzoekers dat de epididy-
misvetmethode niet specifiek is en dus ongeschikt om insuli-
ne in bloed te bepalen. De na pancreatectomie nog dagenlang
resterende activiteit kan volgens vele onderzoekers moeilijk
veroorzaakt worden door insuline, althans niet wanneer het pan-
creas geheel verwijderd is en er geen insuline meer aan de
bloedbaan wordt afgegeven. Het is echter mogelijk gebleken uit
serum van pancreasloze dieren, dat als zodanig geen neutrali-
seerbare activiteit bevatte, materiaal te extraheren waarvan
de activiteit met anti-insulineserum neutraliseerbaar was (Steinke
e.m. 1962, Schoeffling e. m. 1965). Dit zou kunnen betekenen dat
er in bloed een zekere hoeveelheid insuline circuleert in een
vorm die als zodanig niet met antilichamen kan reageren en die
mogelijk biologisch minder actief is dan vrij insuline, aangezien
de dieren enige tijd na pancreatectomie sterven tengevolge van
een ernstige keto-acidose. Dat deze activiteit geruime tijd na
het verwijderen van het pancreas aanwezig blijft zou misschien
kunnen worden toegeschreven aan een lange halfwaarde-tijd van
een eventueel insulinecomplex. Aan de andere kant moet echter
ook gedacht worden aan de mogelijke aanwezigheid van ectopisch
pancreasweefsel (Barron 1959). Ook door anderen is aangetoond
dat althans een gedeelte van de biologische activiteit die niet
door antilichamen geneutraliseerd wordt, door behandeling met
zure alcohol kan worden omgezet in een wel met antiserum neu-
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traliseerbare vorm (Moloney 1962, Samaan e.m. 1963a). Dat
de insuline-achtige activiteit, die na pancreatectomie nog in
serum aantoonbaar blijft, misschien fysiologische betekenis
heeft zou kunnen volgen uit de waarneming dat ook bij honden
waarbij 5-6 dagen tevoren het pancreas was verwijderd de in-
suline-achtige activiteit na glucosebelasting toenam (Egdahl &
Goldberg 1962).

Tegenover de door anderen geopperde mogelijkheid dat al-
thans een deel van de niet-neutraliseerbare activiteit door in-
suline wordt veroorzaakt, staat de mening van Froesch en me-
dewerkers dat het niet-neutraliseerbare deel van de insuline-
achtige activiteit volledig een gevolg is van de a-specificiteit
van de bepalingsmethode en niets met insuline te maken heeft.
Tegen de conclusies van deze groep onderzoekers zijn toch wel
enige bedenkingen aan te voeren. Zo vonden zij in een tussen-
product dat verkregen was bij de zuivering van de niet-neutra-
liseerbare activiteit, geringe hoeveelheden neutraliseerbaar ma-
teriaal. In 14 preparaten werd een gemiddelde niet-neutrali-
seerbare activiteit van 52 uE/mg bepaald, terwijl in de helft
van de preparaten neutraliseerbare activiteit kon worden aan-
getoond met een gemiddelde waarde van 17 uE/mg. Bij verdere
zuivering waarbij de ''recovery' aan niet-neutraliseerbare ac-
tiviteit ongeveer 100% was, verkregen zij een product met een
niet-neutraliseerbare activiteit van 1775 uE/mg en een neutra-
liseerbare activiteit van 900 uE/mg (Burgi e.m. 1966). Zijle-
verden geen commentaar op het feit dat een groot deel van de
totale biologische activiteit van het preparaat met anti-insuli-
neserum geneutraliseerd kon worden, terwijl tevens de toena-
me aan neutraliseerbare activiteit per mg relatief groter was
dan de toename aan niet-neutraliseerbare activiteit. Om na te
gaan of de niet-neutraliseerbare activiteit mogelijk toch door
een of andere vorm van insuline veroorzaakt zou kunnen zijn
hebben zij hun materiaal geoxideerd met permierenzuur waar-
door eventueel aanwezig insuline in A- en B-keten gesplitst
wordt. Na electroforetische scheiding van 0,5 mg van het be-
handelde materiaal konden geen A- en B-ketens worden aange-
toond (Burgi e.m. 1966, Froesch e.m. 1967). Deze waarne-
ming mag echter niet, zoals door genoemde onderzoekers is
gedaan, als argument tegen de aanwezigheid van insuline inhun
preparaat gebruikt worden daar de hoeveelheid materiaal te
gering was om, zelfs wanneer alle activiteit door insuline ver-
oorzaakt zou zijn, de afzonderlijke ketens te kunnen detecteren
(minder dan 20 ng A- of B-keten). In later werk werd aange-
toond dat er minstens twee soorten niet-neutraliseerbare acti-
viteit voorkomen en dat met de door hen gebruikte methode
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minder dan 5% van de in serum aanwezige niet-neutraliseer-
bare activiteit ge&xtraheerd wordt. Om deze redenen zijn de
verkregen resultaten niet representatief voor de totale niet-
neutraliseerbare activiteit doch slechts voor een gering deel
hiervan (Jakob e.m. 1968).

Zeer recent werd door Hall (1972) beschreven dat somato-
medine ('"sulfation factor') uit plasmaeiwitfracties verkregen
kan worden volgens de methode die Jakob en medewerkers (1968)
gebruikten voor de zuivering van een fractie met niet-neutrali-
seerbare insuline-achtige activiteit. Bij de zuivering, waarbij
0.a. gebruik gemaakt werd van de kationenwisselaar Dowex 50
volgens de methode van Antoniades, werd gevonden dat de insu-
line-achtige activiteit per mg eiwit in dezelfde mate toenam als
de somatomedineactiviteit. Dit zou kunnen betekenen dat soma-
tomedine één van de factoren is waardoor een deel van de niet-
neutraliseerbare insuline-achtige activiteit in bloed veroorzaakt
wordt en tevens dat het aanwezig is in het materiaal dat door
Antoniades is aangeduid als ''bound insulin". Behalve op de glu-
cosestofwisseling heeft somatomedine ook een insuline-achtig
effect op de leucine incorporatie door spierweefsel (Salmon &
DuVall 1970) en remt het de door adrenaline gestimuleerde li-
polyse van vetweefsel (Underwood e.m. 1972).

Ook de pogingen die gedaan zijn om met behulp van toege-
voegd insuline een mogelijke binding van insuline aan serumei-
witten aan te tonen, leveren onvoldoende argumenten védr of
tegen het bestaan van een gebonden vorm van insuline. In de
gevallen waarbij radioactief insuline werd gebruikt om eventu-
ele binding van insuline te onderzoeken, werd bij voorbaat aan-
genomen dat radioactief insuline zich in het testsysteem iden-
tiek gedraagt als niet-gejodeerd insuline. Hiervan mag men
echter niet zonder meer uitgaan, daar in ieder geval één van
de vier in het insuline aanwezige tyrosines een joodatoom be-
vat, d. w. z. dat aande benzeenring vandit aminozuur een atoom ge-
hechtis datongeveerevengrootis alsde benzeenring zelf. Het is
daarom niet uitgesloten dat een eventuele binding van insuline
aan eiwit door het joodatoom in positieve of negatieve zin be-
invloed wordt. Bovendien is het niet bekend in hoeverre er tij-
dens het experiment ''beschadiging' van het radioactieve mole-
cuul optreedt en welke gevolgen dit heeft voor het resultaat.

Hoewel niet alle beschadigd ['3!1]insuline aan serumeiwitten
gebonden wordt, is volgens Berson en Yalow (1964) wel alle
eiwit-gebonden radioactiviteit- afkomstig van beschadigd insuline.
Zij menen dat beschadigd insuline dat aan eiwit gebonden is
niet meer met antilichamen kan reageren. Hiertegenover staan
echter de waarnemingen van anderen, die vonden dat bij toe-
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voeging van antiserum geen binding van radioactiviteit aan a-
globuline optrad (Prout e.m. 1963), of dat zelfs de hoeveelheid
reeds gebonden radioactiviteit afnam (Zahnd & Scheidegger 1963).
Gjedde (1967) heeft waargenomen dat een deel van de aan eiwit
gebonden radioactiviteit met een voor insuline specifieke im-
munoprecipitatie met behulp van een z.g. ''second antibody' kon
worden neergeslagen. In niet gepubliceerde experimenten hebben
ookwij gevonden dat een gedeelte vande gebonden radioactiviteit nog
met anti-insulineserumkan reageren. De bewering dat de gebonden
radioactiviteit uitsluitend door beschadigd, niet meer immuno-
reactief insuline veroorzaakt wordt is dus niet juist. Dit be-
hoeft echter evenmin te betekenen dat de binding van radioac-
tiviteit een maat voor de binding van niet-gemerkt insuline aan
serumeiwitten zou zijn. Toevoeging van relatief grote hoeveel-
heden kristallijn insuline heeft volgens sommige onderzoekers
weinig of geen invloed op de binding van radioactiviteit, er is
dus geen competitie voor dezelfde bindingsplaatsen tussen kris-
tallijn en radioactief insuline (Berson & Yalow 1964, Merimee
e.m. 1965). Dit is echter niet in overeenstemming met de re-
sultaten van Gjedde (1967). Mogelijk zijn betrekkelijk geringe
experimentele verschillen reeds van invloed op de hoeveelheid
en de eigenschappen van de gebonden radioactiviteit.

Uit de resultaten die verkregen zijn met behulp van de ultra-
centrifuge zou blijken dat endogeen of toegevoegd radioactief
insuline niet aan serumeiwitten gebonden is of gebonden kan
worden (Berson & Yalow 1962, Kipnis & Stein 1964, Chao e.m.
1965). Steeds werd gevonden dat een gedeelte van de toegevoeg-
de radioactiviteit of de immunologisch detecteerbare endogene
activiteit sedimenteert, terwijl ongeveer 60-80% van de oor-
spronkelijk in het plasma of serum aanwezige activiteit na cen-
trifugeren in de bovenste lagen achter bleef. Door Chao en me-
dewerkers werden overeenkomstige waarden gevonden wanneer
radioactief insuline werd toegevoegd aan een fysiologische zout-
oplossing, zodat volgens deze onderzoekers het verdwijnen van
activiteit uit de bovenlaag veroorzaakt werd door sedimentatie
van vrij insuline en niet een gevolg is van het precipiteren van
een grootmoleculair complex. Als men na centrifugeren van
plasma een afname van IRI in het supernatant vindt die over-
eenkomt met de afname van de radioactiviteit in deze laag bij
controle-experimenten, is dit onvoldoende bewijs om het be-
staan vaneen gebonden vorm van insuline te mogen uitsluiten. Men
gaaterdannl. van uit dat een eventueel insulinecomplex met de
radioimmunologische methode bepaald kan worden. Dit behoeft
echter niet zo te zijn en is zelfs niet waarschijnlijk gezien het
feit dat in de literatuur, in die gevallen waar een insulinecom-
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plex gesuggereerd wordt, onderdrukking van de biologische ac-
tiviteit met anti-insulineserum alleen mogelijk was na bijzon-
dere behandeling van het materiaal. Sedimentatie van een even-
tueel insulinecomplex zal dan op deze wijze niet gemeten kun-
nen worden. Ook de resultaten waarbij gebruik gemaakt werd
van radioactief insuline mogen niet als bewijs tegen een insu-
linecomplex gebruikt worden. Men mag niet zonder meer aan-
nemen dat radioactief insuline zich identiek zal gedragen als
endogeen insuline, er zijn op het ogenblik zelfs aanwijzingen
dat het tegendeel het geval is. Maar zelfs wanneer dit wel zo
mocht zijn, is het nog de vraag of op deze wijze onderscheid
gemaakt kan worden tussen wél of géén complexvorming in nor-
maal plasma of serum. De eventueel aanwezige bindingsplaat-
sen voor insuline zullen reeds bezet zijn (er is immers nog
vrij insuline aanwezig), zodat binding van radioactief insuline
slechts kan plaatsvinden door uitwisseling met gebonden endo-
geen insuline. Dit is misschien wel mogelijk, maar het is niet
waarschijnlijk dat dissociatie in hoge mate plaats heeft en daar-
naast zal er competitie tussen vrij en radioactjef insuline voor
de vrijgekomen bindingsplaats optreden, zodat slechts weinig
radioactiviteit gebonden zal worden. Bij een afname van 20-40%
van het vrije radioactieve insuline uit de bovenlaag zal het
moeilijk zijn een geringe toename van de sedimenterende acti-
viteit significant te bepalen. Bovendien is het mogelijk dat een
complex met een geringere sedimentatiesnelheid dan albumine
gevormd wordt, zodat het complex minder snel uit de boven-
laag verdwijnt dan verwacht zou worden.

Een opvallend en nog niet verklaard verschijnsel is gelegen
inhetfeitdat de totale insuline-achtige activiteit in alle fracties te-
zamen zowel na electroforetische scheiding als na gelfiltratie hoger
is dandie van het uitgangsmateriaal (Gundersen & Williams 1960,
Steinke e.m. 1962, Lyngséde 1963, Ditschuneit e.m. 1964, Bfirgi
e.m. 1966, Gjedde 1968). Werden de fracties bovendien nog
gedialyseerd, dan werd nog een extra toename van de activi-
teit gevonden die bovendien voor een deel met anti-insulinese-
rum geneutraliseerd kon worden (Lyngséde 1963, Gjedde 1968).
Een mogelijke oorzaak hiervoor zou kunnen zijn dat door de
fractionering en de eventueel er op volgende dialyse een insu-
line-antagonist van het actieve materiaal werd gescheiden waar-
door de activiteit nu volledig bepaald kon worden. Ook zou het
mogelijk kunnen zijn dat er aanvankelijk insuline in een niet-
actieve vorm aanwezig was, die dan door de bewerking vrij-
komt en daardoor bepaald kan worden. Voor deze laatste moge-
lijkheid pleit tevens het feit dat de door dialyse vrijgemaakte
activiteit voor een deel met antiserum geneutraliseerd kon
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worden, terwijl dit véér de dialyse niet het geval was.

Uit de voorgaande kritische beschouwing van de literatuur
blijkt dat het probleem van het wel of niet bestaan van een ei-
witgebonden vorm van insuline in bloed nog niet is opgelost.
Anders gezegd: de van verschillende zijden aangevoerde tegen-
argumenten zijn hoogstens voldoende om de oorspronkelijk door
Antoniades gelanceerde theorie als onbewezen te kwalificeren,
mede op grond van gerechtvaardigde twijfel aan de conclusies
die deze onderzoeker aan zijn experimentele bevindingeri heeft
verbonden. Dit houdt echter evenmin in dat de opvatting dat
insuline uitsluitend in vrije, ongebonden vorm circuleert, daar-
mee als bewezen mag worden aangenomen.

Aangezien deze controversionele materie in essentie te herlei-
den is tot een vraagstelling met betrekking tot de moleculaire
grootte van circulerend insuline, hebben wij ons tot doel ge-
steld juist dit aspect kritisch te toetsen. Als middel hiertoe
werd gelfiltratie over Sephadex gekozen, een methode waar-
mee de in serum aanwezige eiwitten op basis van hun molecu-
laire grootte snel van elkaar gescheiden kunnen worden.

Uit de aard van de vraagstelling volgt tevens dat het te ge-
bruiken scheidend systeem bij voorbaat aan de noodzakelijke
voorwaarde moet voldoen, dat op deze wijze endogeen, niet-
eiwitgebonden insuline op grond van zijn geringe moleculaire
grootte inderdaad van de serumeiwitten gescheiden kan worden.
Dit diende eerst te worden bevestigd alvorens tot onderzoek
van eiwitfracties op de mogelijke aanwezigheid van insuline kon
worden overgegaan.

Een tweede minstens even essentieel beslissingspunt was het
formuleren van criteria, waaraan eventueel in de eiwitfracties
aan te treffen of hieruit vrij te maken materiaal zou moeten
voldoen teneinde dit als insuline te kunnen bestempelen. Hier-
toe werden de volgende criteria gekozen:

1. Een dergelijk materiaal dient detecteerbaar te zijn met voor
insuline specifieke radioimmunologische bepalingsmethoden.
Dit houdt in dat het materiaal een voor het insulinemole-
cuul kenmerkende structurele conformatie dient te bezitten.

2. Een dergelijk materiaal dient een dosis-afhankelijke biolo-
gische werking te bezitten, welke overeenkomt met die van
kristallijn insuline. Bovendien moet deze biologische acti-
viteit kwantificeerbaar zijn in termen van insuline-eenheden.
Dit vereist dat de dosis-werkingsrelaties van het materiaal
en van kristallijn insuline gekenmerkt zijn door een z.g.
'"'parallel-line response''. Het voldoen aan dit criterium is
noodzakelijk voor het vaststellen van overeenkomst in bio-
logische werking (activiteit).
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De biologische werking van een dergelijk materiaal dient on-
derdrukt te kunnen worden door de aanwezigheid van tegen
insuline gerichte antilichamen in het biologische bepalings-
systeem. Het voldoen aan dit criterium slaat een noodzake-
lijke brug tussen de beide voorgaande criteria, aangezien op
deze wijze wordt aangetoond dat eventuele biologische acti-
viteit van het materiaal volgens het tweede criterium, ge-
baseerd is op een voor insuline kenmerkende structurele
conformatie overeenkomstig het eerste criterium.
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HOOFDSTUK IV

METHODEN

SCHEIDINGSMETHODE
Gelfiltratie

Hoewel er nog nooit insuline uit bloed geisoleerd is, wordt al-
gemeen aangenomen dat insuline in een kleinmoleculaire vorm,
waarschijnlijk als monomeer met een mol. massa van bijna
6.000, in bloed voorkomt (zie ook Frank e.m. 1972).

Daar wij wilden nagaan of insuline werkelijk alleen als zoda-
nig circuleert of misschien tevens in een vorm met een veel ho-
gere mol. massa, was het nodig het aanwezige kleinmoleculai-
re insuline te scheiden van de serumeiwitten. De gebruikelijke
scheidingsmethoden, zoals b.v. extractie, chromatografie of e-
lectroforese, leken voor dit doel minder geschikt. Men dient er
namelijk rekening mee te houden dat labiele verbindingen onder
dergelijke omstandigheden veranderingen kunnen ondergaan, waar-
door er eventueel complexen zouden kunnen dissocieren of ont-
staan en het verkregen materiaal niet meer dezelfde vorm heeft
als waarin het in bloed voorkomt. Een methode die deze be-
zwaren niet of nagenoeg niet heeft en dus geschikt is voor het
scheiden van labiele verbindingen is de gelfiltratie, een metho-
de die in 1959 door Porath en Flodin werd geintroduceerd, en
waarbij gebruik gemaakt wordt van dextraan-gel om de opgelos-
te stoffen op grond van hun molecuulgrootte van elkaar te schei-
den.

Methode. Voor ons onderzoek was het nodig insuline te schei-
den van de overige serumeiwitten. Daar in eerste instantie niet
beoogd werd om naast separatie van insuline ook nog een schei-
ding van de serumeiwitten zelf te verkrijgen, werd aanvankelijk
aan Sephadex G-75 de voorkeur gegeven, omdat volgens de toen
geldende opgave moleculen met een massa groter dan 50. 000
niet in de gel kunnen doordringen en bijna alle serumeiwitten
boven deze limiet liggen. Aangezien een nieuwe partij Sephddex
G-75 wel aan de oorspronkelijk gestelde eis voldeed, doch niet
het scheidingspatroon gaf zoals aanvankelijk was verkregen, zijn
we bij het verdere onderzoek overgegaan op Sephadex G-100,
tenzij anders is vermeld.
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De gel werd in buffer gebracht en gedurende 24-48 uur hierin
bewaard om te zwellen. Hierna werden de kolommen, die een
inwendige doorsnede hadden van 2,5 cm tot een hoogte van 40
cm met deze vochtige gel gevuld.

Als elutiemiddel werd aanvankelijk Krebs-Ringer bicarbonaat-
buffer (Umbreit e. m. 1957) gebruikt omdat de ionenconcentratie
en -samenstelling hiervan goed overeenkomt met die van bloed.
Voor zover kon worden nagegaan, werd met 0,1 M veronalbuf-
fer pH 8,5 eenzelfde scheidingspatroon verkregen als met Krebs-
Ringer bicarbonaatbuffer, waarna uit practische overwegingen
(buffer beter te bewaren, buizen minder vuil) het meeste werk
met deze veronalbuffer gedaan werd. Krebs-Ringer buffer werd
hoofdzakelijk gebruikt in die gevallen waarin de verkregen frac-
ties biologisch getest moesten worden. In die gevallen waarbij
ook de activiteit in de insulinepiek werd nagegaan, bevatte het
elutiemiddel 0, 025% (gew/vol) runderalbumine om de adsorptie
van insuline aan glas tot een minimum te beperken. De filtra-
tie werd steeds uitgevoerd bij 4°C.

In het begin werden hoeveelheden van 4 ml serum op de ko-
lom gebracht om te worden gescheiden. Voor latere proeven
werden als regel volumina van 5 ml gebruikt, zonder dat dit
een nadelige invloed had op het scheidingspatroon.

De elutiesnelheid werd geregeld met een peristaltische pomp
en bedroeg voor de Sephadex G-100 kolommen steeds ongeveer
25 ml per uur. Met behulp van een foto-electrische druppelteller
werden fracties van 64 druppels, ongeveer 4 ml, verzameld.
Daar het volume van 64 druppels niet steeds even groot was,
werden per kolom steeds 6 fracties gewogen om het volume
vast te stellen. Indien meerdere kolommen tegelijk werden gee-
lueerd, werd voor alle kolommen de elutievloeistof met dezelf-
de pomp, en dus met dezelfde snelheid, op de kolommen ge-
bracht en werden voor alle kolommen de fracties tegelijk ge-
wisseld.

Aanvankelijk werd de eiwitverdeling 'in het eluaat bepaald door
de extinctie van de afzonderlijke fracties te meten bij 280 nm
op een Beckman DU spectrofotometer. Later werd tijdens de
elutie de transmissie continu gemeten bij 279 nm met behulp
van een Uvicord II (LKB).

Meestal werd een geringe hoeveelheid [13) Jinsuline ter mar-
kering aan het te scheiden materiaal toegevoegd. De verdeling
van de radioactiviteit in het kolomeluaat werd nagegaan door de
afzonderlijke fracties met een gamma-spectrometer bij 364 KeV
te meten. Hoewel de verdeling van de radioactiviteit niet een
maat is voor de verdeling van de endogene insuline(-achtige)
activiteit, was zij zeer geschikt om de verschillende fracties
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steeds op overeenkomstige wijze te kunnen indelen.

In de hiervoor in aanmerking komende gevallen werd de insu-
line-achtige activiteit in de afzonderlijke of de gecombineerde
fracties radioimmunologisch en/of biologisch bepaald.

BIOLOGISCHE BEPALINGSMETHODEN
Vetweefsel in vitro

De insuline-achtige activiteit werd in een aantal gevallen be-
paald met behulp van geisoleerd vetweefsel volgens een enigs-
zins gewijzigde methode van Steelman en medewerkers (1960).
Deze methode is gebaseerd op het feit dat vetweefsel, dat in een
glucosehoudend medium geincubeerd wordt, glucose uit het me-
dium zal opnemen. Door insuline aan het incubatiemedium toe
te voegen kan deze glucoseopname worden gestimuleerd. Tevens
is gebleken dat er een lineair verband bestaat tussen de glucose-
opname en de logarithme van de insulineconcentratie over het
traject 10-150 uE/ml, waardoor het mogelijk is met twee con-
centraties insuline een ijklijn te bepalen. Door na te gaan hoe-
veel glucose uit het medium wordt opgenomen onder invloed van
een onbekend monster kan op de ijklijn worden teruggelezen met
hoeveel insuline het stimulerend effect van het onbekende mon-
ster overeenkomt.

Methode. Voor de bepaling werd gebruik gemaakt van epidi-
dymisvet van normale manlijke ratten met een lichaamsgewicht
van 150-160 gram. De dieren waren de middag v4dr de bepaling
in afzonderlijke kooien geplaatst, zij hadden toegang tot voldoen-
de water en voer. Zestien tot achttien uur later werden de die-
ren gedecapiteerd en het epididymisvetweefsel verwijderd. Het
vetweefsel werd in stukjes van ongeveer 15 mg geknipt en van
elk dier werd telkens een stukje in afzonderlijke glazen vaatjes
die 2 ml incubatiemedium bevatten, gebracht. Dit gebeurde voor
zes ratten, waarbij de stukjes over dezelfde vaatjes werden ver-
deeld als voor de eerste rat. Uiteindelijk bevatte ieder vaatje
dus ongeveer 90 mg vetweefsel afkomstig van zes verschillende
ratten.

De vaatjes werden, afhankelijk van het aantal te bepalen mon-
sters, onderverdeeld in enkele groepen van 3-5 vaatjes.

Eén groep diende om de ongestimuleerde glucoseopname, de
basisopname, van het vetweefsel te bepalen. Deze vaatjes bevat-
ten 2 ml Krebs-Ringer bicarbonaat buffer (Umbreit e. m. 1957)
waarin 2 mg glucose en 2,5 mg runderalbumine per ml buffer
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waren opgelost.

Twee groepen vaatjes werden gebruikt voor het bepalen van
de ijklijn. Zij bevatten 2 ml buffer met een glucoseconcentratie
van 2 mg per ml. Bij de ene groep bevatte de buffer tevens een
lage insulineconcentratie, 121 ME [ ml, terwijl de concentratie in
de andere groep 50 puE/ml bedroeg. Ook aan de incubatiemedia
van deze beide standaarden was runderalbumine toegevoegd. De
hoeveelheden waren niet steeds voor beide standaarden gelijk en
varieerden zodanig dat de hoeveelheid eiwit in een te bepalen
monster en in de hiermee overeenkomende standaard niet al te
veel verschilden. Toevoegen van eiwit was noodzakelijk, omdat
insuline in een eiwitloos medium zeer gemakkelijk aan glas ad-
sorbeert en dan niet meer beschikbaar is om de glucoseopname
te stimuleren. Hoewel geringe hoeveelheden eiwit reeds voldoen-
de zijn om de adsorptie tegen te gaan, is het met elkaar in o-
vereenstemming brengen van de eiwitconcentraties van het mon-
ster en de overeenkomstige standaard wenselijk, omdat eiwit
alléén reeds een gering stimulerend effect heeft op de glucose-
opname en een verschil in eiwitconcentratie het resultaat dus
zou kunnen beinvloeden.

De overige groepen incubatievaatjes werden gebruikt voor het
meten van de activiteiten in onbekende monsters. Wanneer de
totale insuline-achtige activiteit van een monster bepaald werd,
werd het effect hiervan op de glucoseopname nagegaan in twee
concentraties, die evenals de standaardconcentraties een factor
4 van elkaar verschilden. Op deze wijze werd tevens een inzicht
verkregen of de regressielijnen voor de standaard en het mon-
ster wel parallel liepen. Om na te gaan welk deel van het sti-
mulerend effect door insuline veroorzaakt werd, werd de gluco-
seopname onder invloed van één dosering van het onbekende
monster vergeleken met de glucoseopname die werd gemeten
wanneer aan dezelfde hoeveelheid van het onbekende monster
30-60 minuten voor de aanvang van de incubatie een overmaat
anti-insulineserum was toegevoegd. Een verminderde glucose-
opname in het tweede geval was dan veroorzaakt doordat het in
het onbekende monster aanwezige insuline door het antiserum
was geneutraliseerd.

De vaatjes werden gedurende vier uur bij 37°C onder een gas-
mengsel van 95% O, en 5% CO, in een Dubnoff-incubator gein-
cubeerd. Hierna werd het vet uit de vaatjes gehaald, met fil-
treerpapier gedroogd en vervolgens gewogen. Het glucosegehalte
van de media werd in triplo bepaald met de anthronmethnde
(Seifter e. m. 1950, Bouman & Dermer 1960). Door dit gehalte
te vergelijken met de oorspronkelijk aanwezige concentratie kon
berekend worden hoeveel mg glucose per gram vetweefsel was
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opgenomen. Bij een gedeelte van de bepalingen werd het glucose-
gehalte met een ''auto-analyser' (Technicon) volgens de ferri-
cyanide-methode bepaald (Hoffman 1937).

In het geval dat het onbekende monster in twee concentraties
bepaald werd tegen twee concentraties van het standaardprepa-
raat werd het gehalte berekend volgens de methode van een
(2 + 2)puntsijking zoals deze uitvoerig is beschreven door Burn
e.m. (1952) en door de statistische afdeling van de N.V. Orga-
non te Oss in gecomprimeerde vorm is uitgewerkt. Wanneer het
onbekende monster slechts in eén verdunning bepaald werd, dan
werd de insuline-achtige activiteit berekend volgens de methode
van een (2 + 1)puntsijking (Colquhoun 1971).

Diafragma in vitro

Deze methode werd voor het eerst in 1952 toegepast door
Groen en medewerkers. Zij berust op het feit dat diafragma's
die in een glucosehoudend medium geincubeerd worden, glucose
uit dit medium opnemen. Deze opname kan gestimuleerd worden
door insuline, waarbij de mate van stimulering afhankelijk is
van de hoeveelheid toegevoegd hormoon. Op deze wijze is het
mogelijk om, evenals bij vetweefsel, met bekende hoeveelheden
insuline een ijklijn te maken en met behulp van deze ijklijn de
insuline-achtige activiteit in een onbekend monster te bepalen.

Voor ons werk was het echter niet noodzakelijk om de activi-
teit kwantitatief te bepalen. \Vij wensten alleen te weten of er
insuline-achtige activiteit in onze preparaten aanwezig was, en
zo ja, of deze activiteit ook met anti-insulineserum geneutrali-
seerd kon worden.

Methode. Voor de bepaling werden vrouwelijke ratten met een
lichaamsgewicht van 120-125 gram gebruikt. De dieren waren
de middag voor de bepaling in afzonderlijke kooien geplaatst en
voorzien van voldoende water en ongeveer 10 gram voer. On-
geveer 16 uur later werden de dieren gedecapiteerd, de dia-
fragma's verwijderd en telkens een half diafragma in een incu-
batievaatje gebracht. Om zo homogeen mogelijk weefsel te krij-
gen werden de hemidiafragma's gedurende 30 minuten bij 37°C
gepreincubeerd in Krebs-Ringer buffer (Umbreit e.m. 1957) waar-
in per ml 2 mg albumine en 2 mg glucose waren opgelost.

Voor de bepaling werden de vaatjes onderverdeeld in 6 groe-
pen. Eén groep diende om de basisopname te meten en bevatte
2mlKrebs-Ringer buffer met albumine en glucose. Een tweede groep
bevatte dezelfde bufferoplossing als groep één waarin bovendien een
hoeveelheid insuline van 200 uE/ml was opgelost. De overige
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groepen dienden voor het bepalen van de glucoseopname onder
invloed van een onbekend eiwitpreparaat. De vaatjes bevatten
2 ml buffer waarin per ml waren opgelost 2 mg glucose en

5 mg van het eiwitpreparaat met of zonder toevoeging van een
overmaat anti-insulineserum.

Nadat de diafragma's gedurende 30 minuten waren gepreincu-
beerd, werden zij overgebracht in de voor de bepaling bestemde
vaatjes en 60 minuten geincubeerd. Aan het eind van deze 60
minuten werden de diafragma's uit de media gehaald en gedu-
rende 4 uur bij 80°C gedroogd waarna het gewicht van de droge
diafragma's werd bepaald. Met de anthronmethode (Seifter e.m.
1950, Bouman & Dermer 1960) werd nagegaan hoeveel glucose
er na de incubatie nog in de media aanwezig was, waaruit dan
de glucoseopname in mg/100 mg droog diafragmaweefsel bere-
kend kon worden.

In vivo methode

Deze methode werd beschreven door Rafaelsen en medewer-
kers (1965) en uitgevoerd volgens een door Mulder en Bakker
enigszins gewijzigde methode van Young (1967). De bepalings-
methode berust op de locale werking die insuline heeft als het
intraperitoneaal wordt geinjiceerd. Enige tijd na de intraperito-
neale toediening van insuline of een onbekend monster wordt het
effect hiervan op de glycogeen- en de vetsynthese in het dia-
fragma en epididymisvetweefsel nagegaan.

Methode. Jonge manlijke ratten met een lichaamsgewicht van
60-70 gram werden de middag v4dr de bepaling in aparte kooi-
en geplaatst. De dieren kregen voldoende water doch geen voer.
Ongeveer 18 uur later werden de dieren intraperitoneaal inge-
spoten met 1 ml fysiologische zoutoplossing waarin waren opge-
lost 2 mg runderalbumine, 1 uCi uniform gemerkt [14C]glucose
en de gewenste hoeveelheid gezuiverd insuline of onbekende stof.
Tevens werd gecontroleerd of de testes nog wel in de buikholte
lagen hetgeen bij deze jonge dieren meestal het geval was. Na
twee uur werden de dieren onder narcose gebracht door 3,5 mg
Nembutal®/100 g lichaamsgewicht intraveneus toe te dienen.
Tien minuten later werden de dieren gedecapiteerd en het dia-
fragma en het epididymisvetweefsel verwijderd.

Het diafragma werd in tweeen geknipt en na gewogen te zijn
werd iedere helft gedestrueerd door het 12 minuten te koken in
1 ml 30% KOH. Na afkoelen werd 0,4 ml van een 2%-ige na-
triumsulfaatoplossing en 3,2 ml absolute ethanol toegevoegd. De
buizen werden gedurende 90 minuten bij -40°C weggezet waar-
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door een precipitaat van glycogeen ontstond. Vervolgens werd
gecentrifugeerd waarna het precipitaat werd gewassen met 2 ml
66% ethanol. Het precipitaat werd gedroogd en hierna weer op-
gelost in 0,5 ml water.

De beide stukjes epididymisvet werden gewogen en gedurende
ongeveer 18 uur bij 4°C geextraheerd met 5 ml chloroform-
methanol (2 : 1). Hierna werden de stukjes vetweefsel uit de
vaatjes gehaald en behandeld zoals hierboven is beschreven voor
de glycogeenbepaling in het diafragma. Het chloroform-metha-
nol extract dat het extraheerbare vet bevatte, werd gedroogd
door het extractiemiddel te verdampen.

Aan de glycogeenoplossingen en de droge chloroform-metha-
nol extracten werd 10 ml scintillatievloeistof volgens Bray (1960)
toegevoegd, waarna de radioactiviteit in een vloeistofscintillatie-
teller werd gemeten. Op deze wijze werd het aantal scintillaties
per minuut (cpm) geteld. Daar dit slechts een deel is van het
werkelijke aantal desintegraties van het #C (dpm), werden de
cpm's omgerekend tot dpm's. De incorporatie van het ¢ in gly-
cogeen of vet werd uitgedrukt in dpm/mg weefsel.

RADIOIMMUNOLOGISCHE BEPALINGSME THODE

Radioimmunologische bepalingsmethoden voor insuline berus-
ten op het principe dat een bepaalde hoeveelheid antilichamen in
staat is een constante hoeveelheid [!3!1Jinsuline te binden. Wordt
aan dit antigeen-antilichaammengsel enig niet-gemerkt insuline
toegevoegd, dan zal een gedeelte van de radioactiviteit die aan
het antilichaam gebonden kan worden, vervangen worden door
niet-gemerkt insuline. Het percentage radioactiviteit dat aan
antilichamen gebonden is zal hierdoor afnemen. Naarmate er
meer niet-gemerkt insuline in het medium aanwezig is, zal min-
der radioactiviteit door de antilichamen gebonden worden, zo-
dat het percentage gebonden radioactiviteit een maat is voor de
hoeveelheid niet-gemerkl insuline in het te bepalen medium.

Bereiding [ ***I Jinsuline

Bij de radioimmunologische bepalingsmethode voor insuline
volgens Yalow en Berson (1960), zoals deze door ons werd ge-
bruikt, moet de radioactiviteit van zeer geringe hoeveelheden
[*%'] insuline (minder dan 2 x 107!° gram) gemeten worden. Om
tot een bruikbaar aantal tellingen per minuut (cpm) te komen is
het nodig de beschikking te hebben over [3I]insulinepreparaten
met een hoge specifieke activiteit. Aan de andere kant mag de
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specifieke activiteit ook weer niet te hoog zijn, daar anders het
insuline als gevolg van te veel straling beschadigd zou kunnen
worden (Yalow & Berson 1956, Berson & Yalow 1957).

Behalve voor de radioimmunologische bepaling wensten wij
het radioinsuline ook nog als ''tracer' te gebruiken om het ge-
drag van insuline in een aantal systemen te kunnen volgen.
Hiervoor was het noodzakelijk dat de fysische-, immunologische-
en biologische eigenschappen van het [!3!1]insuline zoveel mo-
gelijk gelijk moesten zijn aan die van het niet-gemerkte insu-
line. Door verschillende onderzoekers is gevonden dat hieraan
wordt voldaan bij een joderingsgraad van maximaal 1 joodatoom
per insulinemolecuul (de Zoeten & van Strik 1961, Izzo e.m.
1964, Brunfeldt e.m. 1968). Om een zo hoog mogelijke speci-
fieke activiteit bij een zo laag mogelijke joderingsgraad te ver-
krijgen was het nodig voor het joderingsproces gebruik te ma-
ken van z.g. dragervrije Na!®I-preparaten. Dit geldt temeer,
daar het 13!] verkregen wordt door bestraling van telluur, dat
uit verschillende isotopen bestaat, waardoor naast !3!I ook de
isotopen 1?°I en !?’] worden gevormd. De percentages waarin de-
ze drie isotopen in het product voorkomen zullen variéren met de
tijd die verlopen is sedert de bestraling. Van de door ons ge-
bruikte preparaten zal het isotoop 31 maximaal 20% van het
totale jodide uitmaken (Brunfeldt 1965). Dit betekent dat een
joderingsgraad van gemiddeld 1 joodatoom per insulinemolecuul
overeenkomt met een specifieke activiteit van ongeveer 500
mCi/ mg insuline.

De bereiding van [ !%!1 Jinsuline geschiedde volgens de chloor-
amine-T methode, zoals deze ontwikkeld was door Hunter &
Greenwood (1962) voor de bereiding van [lall:lgroeihormoon en
door Banerjee & Gibson (1962) voor insuline was gemodificeerd.
Deze methode is zeer geschikt voor joderingen op laboratori-
umschaal daar geen speciale voorzieningen nodig zijn. In tegen-
stelling tot andere joderingsprocedures waarbij met hoeveelhe-
den van 10 mCi tot zelfs meer dan 50 mCi 13! moet worden
gewerkt, wordt bij de chlooramine-T methode slechts ongeveer
2mCi 131 gebruikt, terwijl de reactie uitgevoerd kan worden in
het flesje waarin het Nal3ll wordt geleverd. Deze methode is
zeer efficient wat de binding van het isotoop aan insuline be-
treft daar voor de oxidatie van het !*1- een overmaat chloor-
amine-T wordt gebruikt, waardoor een groot deel van het !3!I-
dat bij de substitutie vrijkomt weer opnieuw geoxideerd kan wor-
den (Brunfeldt 1967).

(CH, ) SO,NCI)- + H,0 “= CH, «{ )- SO,NH, + ClO-

ClO™ + 21" + 2H — C1” + HO + I,
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Door het jood worden é&n of meer tyrosylresten van het in-
suline op één of beide orthoplaatsen gesubstitueerd.

Methode. De joderingen werden alle verricht met het Nal3lI-
preparaat IBS.3 van ''The Radiochemical Centre, Amersham"
Dit preparaat werd ontvangen in hoeveelheden van 2-2,5 mCi
in 0,05 ml natriumhydroxideoplossing pH 8-10. Hieraan werd
toegevoegd 2,5 ug insuline in 0,025 ml boraatbuffer pH 8,0 en
50 ug chlooramine-T in 0,025 ml boraatbuffer. Na 15 seconden
werd de reactie gestopt door 120 ug natriummetabisulfiet in
0,1 ml boraatbuffer toe te voegen. Om het mengsel met min-
der verlies uit het reactievaatje te kunnen verwijderen werd het
volume vergroot tot 0,5 ml door 0,3 ml boraatbuffer toe te
voegen.

Om het niet aan insuline gebonden !3!] te verwijderen werden
door ons 2 methoden toegepast, aanvankelijk werd gedialyseerd,
terwijl wij de laatste jaren filtreerden over Sephadex G-25. De
daarop volgende scheidingen van het 'beschadigde'' en intacte
[13'1]insuline verschilden slechts in details.

In verband met het zeer geringe volume dat gedialyseerd
moest worden werd gebruik gemaakt van Visking dialyseslang
8/32". Om eventueel in de slang aanwezige stoffen, die een
nadelige invloed op het insuline zouden kunnen hebben, te ver-
wijderen, werd de slang voor het gebruik twee maal gedurende
korte tijd in gedestilleerd water gekookt. Direct na de jodering
werd het mengsel uit het reactievaatje overgebracht in de dia-
lyseslang en gedurende drie maal 30 minuten bij 4°C gedialy-
seerd tegen telkens 2 1 water. Op deze wijze werd de niet aan
het insuline gebonden radioactiviteit snel van het [j‘”l]insuline
gescheiden waardoor de beschadiging van het [!3!1 Jinsuline als
gevolg van externe straling tot een minimum werd beperkt.

Het is mogelijk dat tijdens de joderingsprocedure een gedeel-
te van het insuline door straling en/of oxidatie beschadigd wordt.
Om dit beschadigde materiaal te scheiden van het intacte insu-
line werd gebruik gemaakt van de eigenschap van beschadigd
insuline dat het zich gemakkelijk aan serumeiwitten hecht (Ber-
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son e. m. 1956), waardoor scheiding op basis van verschil in
molecuulgrootte mogelijk is. Het gedialyseerde materiaal werd
daarom gemengd met 0,5 ml serum en op een Sephadex G-T75
kolom (30 x 1 cm) gebracht, waarna getlueerd werd met vero-
nalbuffer pH 8,5. Fracties van + 1 ml werden opgevangen in 9
ml veronalbuffer waaraan 0,025% albumine was toegevoegd. De-
ze onmiddellijke verdunning van het eluaat werd toegepast om de
hoeveelheid radioactiviteit per volume-eenheid tot een minimum
terug te brengen en hierdoor beschadiging van het insuline ten-
gevolge van externe straling te beperken.. De toevoeging van ei-
wit gaat niet alleen de adsorptie van insuline aan het glas te-
gen, doch heeft daarnaast ook een beschermende werking tegen
stralingsbeschadiging (Yalow & Berson 1956). De radioactiviteit
in de fracties werd gemeten en de topfracties van de tweede ra-
dioactieve piek werden voor verder werk gebruikt. De insuline-
concentraties in deze fracties werden berekend en een gedeelte
hiervan zo ver doorverdund als voor gebruik in de radioimmu-
nologische bepaling voor insuline nodig was.

Werd Sephadex G-25 gebruikt om [!3!I]insuline te bevrijden
van het niet-gebonden 131, dan werden, vlak voordat het reac-
tiemengsel op de Sephadex-kolom (30 x 1 cm) werd gescheiden,
enkele druppels runderserum op de kolom gebracht om het Se-
phadex met eiwit te verzadigen en zodoende adsorptie van insu-
line tegen te gaan. De kolom werd geelueerd met veronalbuffer
die 0, 025% albumine bevatte. Fracties van + 1 ml werden op-
gevangen. Om het beschadigde en intacte [ !3![]Jinsuline vam el-
kaar te scheiden werden 3 of 4 fracties van de insulinepiek van
de Sephadex G-25 kolom gecombineerd en gemengd met 1,5 ml
runderserum. Hierna werd het mengsel op een Sephadex G-75
kolom (40 x 2 cm) gebracht en geelueerd met veronalbuffer
0,025% albumine. Nu werden fracties van + 5 ml opgevangen.

De scheiding van het [ !*1]Jinsuline en het niet-gebonden !31]
met behulp van Sephadex G-25 verloopt veel sneller dan met
dialyse. waardoor een aanzienlijke tijdwinst werd verkregen en
mogelijk ook de stralingsbeschadiging geringer was. De G-25
gezuiverde preparaten vertoonden althans na de tweede zuivering
een aanzienlijk geringere beschadiging dan het gedialyseerde
materiaal.

Van de geselecteerde fracties werd steeds nagegaan hoeveel
procent van de totale hoeveelheid ['™1]insuline "beschadigd"
was. Dit geschiedde door middel van een eenvoudige papierchro-
matografische methode waarbij het intacte insuline op de op-
brengplaats achterblijft en het ''beschadigde' materiaal zichmet
de vloeistofstroom verplaatst. Het bleek dat het reactiemengsel
een aanzienlijk deel ''beschadigd" insuline bevatte. In de insu-
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linefracties van de Sephadex G-25 kolom werden hoeveelheden
""beschadigd' insuline aangetoond die 20-40% van de totale hoe-
veelheid radioactief materiaal vertegenwoordigen. Na de zuive-
ring over de Sephadex G-75 kolom (40 x 2 cm) werd in de ge-
selecteerde fracties als regel 4-10% ''beschadigd" insuline aan-
getoond. Deze ''beschadiging' nam langzaam in de tijd toe.

Bereiding en selectie van antisera

De antisera tegen insuline werden bereid volgens de methode
van Moloney & Coval (1955). Kristallijn runderinsuline werd op-
gelost in gedestilleerd water dat met zoutzuur op pH 2-3 was
gebracht. Aan de insulineoplossing werd een gelijk volume
Freund's adjuvant toegevoegd waarna het geheel werd geemul-
geerd. De eindconcentratie van het insuline bedroeg 1 mg per
ml emulsie.

De te immuniseren caviae kregen ieder 1 ml van de emulsie
(25 E insuline) subcutaan toegediend. De hypoglycaemieen die
hierdoor ontstonden werden bestreden door de dieren glucose
toe te dienen. Nog twee maal werd insuline toegediend, resp.

4 en 8 weken na de eerste injectie. Eén week na de laatste in-
jectie werden de dieren verbloed. Het bloed werd 1} uur bij
kamertemperatuur bewaard om te stollen, waarna het serum
verzameld werd.

De antisera werden getest op hun bruikbaarheid in de radio-
immunologische bepaling. Als eerste werden de titers aan in-
sulinebindende antilichamen van deze sera met elkaar vergele-
ken. Hiertoe werd aan een constante hoeveelheid van ongeveer
11 puE [1¥1]Jinsuline antiserum in verschillende verdunningen
toegevoegd, waarbij steeds gezorgd werd dat het eindvolume
0,5 ml bedroeg. De verdunning werd uitgevoerd met veronal-
buffer pH 8,5 die 0,25% albumine bevatte. De mengsels werden
gedurende 4 dagen bij 6°C bewaard waarna het niet-gebonden
EISIIjinsuline en het insuline-antilichaamcomplex met behulp van
papierchromatografie van elkaar werden gescheiden. Een ver-
gelijking van de titer aan insulinebindende antilichamen was mo-
gelijk door die verdunning waarbij 50% van het [lalljinsuline ge-
bonden werd als maat voor de titer te nemen. Enkele van deze
verdunningscurven zijn weergegeven in fig. 1.

Geven de titers aan in welke verdunning een bepaald antise-
rum gebruikt zou kunnen worden, zij geven geen informatie o-
ver de bruikbaarheid hiervan in de radioimmunologische bepa-
ling. Hiervoor is het nodig dat bij de te gebruiken antiserum-
verdunning het percentage van het [!*!I]insuline dat aan antili-
chamen is gebonden sterk afneemt, wanneer een geringe hoe-
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Fig. 1. Titerbepaling anti-insuline-carvaiserum. Weergegeven zijn de percentages van de radioac-

tiviteit van + 11 pE (=~ 0,45 ng) [lsll]insuline die gebonden zijn door antisera in
verschillende verdunningen.

veelheid niet-gemerkt insuline aan het medium wordt toegevoegd.
Om deze verandering in de bindingspercentages na te gaan werd
aan 0,05 ml [*®'1]insuline-oplossing 0,05 ml niet-gemerkt in-
suline in verschillende concentraties en 0,40 ml antiserum in
de gewenste verdunning toegevoegd. Fig. 2 laat zien dat het
toevoegen van eenzelfde hoeveelheid insuline niet voor alle anti-
sera een even sterke daling van het bindingspercentage van de
radioactiviteit tot gevolg heeft. Daar vaak juist geringe hoeveel-
heden insuline gemeten zouden moeten worden, was het belang-
rijk om een antiserum te gebruiken dat bij een gering verschil
in insulineconcentratie een zo groot mogelijk verschil in bin-
dingspercentage laat zien. Op grond hiervan werd antiserum 812
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Fig. 2. Effect van geringe hoeveelheden niet-gemerkt insuline op de binding van [1311] in-
suline door enige antisera.

gekozen voor het gebruik in de radioimmunologische bepaling.
Daar het antiserum opgewekt was met runderinsuline en de ra-
dioimmunologische bepaling ook gebruikt zou worden voor ande-
re soorten insuline, werd nagegaan of er voldoende kruisreac-
tie was met deze soorten. Het antiserum vertoonde een matige
kruisreactie met ratte-insuline, zodat het minder geschikt was
voor de bepaling van dit soort insuline (fig. 3). Daarom wer-
den ook tegen ratte-insuline antisera bereid die op de hierboven
beschreven methode werden getest en die een gevoelige bepa-
ling van dit hormoon mogelijk maakten.

Bepalingsmethode

Wordt aan een "tracer'-hoeveelheid [ !3!1Jinsuline een zodani-
ge hoeveelheid antiserum toegevoegd dat b.v. 2/3 van de radio-
activiteit aan de antilichamen wordt gebonden, dan zal de hoe-
veelheid gebonden radioactiviteit afnemen naarmate meer niet-
gemerkt insuline in het medium aanwezig is. De afname van de-
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Fig. 3. Effect van biologisch equivalente hoeveelheden niet-gemerkt insuline van ver-
schillende diersoorten op de binding van radioactief runderinsuline door een
anti-runderinsuline-caviaserum.

ze hoeveelheid gebonden [13II]insuline (B) zal gepaard gaan met
een toename van de hoeveelheid vrij radioactief insuline (F).
Door de veranderingen in de verdeling van de radioactiviteit
grafisch uit te zetten tegen de concentratie niet-gemerkt insu-
line in het medium verkrijgt men een ijklijn. Door Yalow en
Berson werd de B/F-verhouding uitgezet tegen de concentratie.
Wij gaven er de voorkeur aan om het bindingspercentage, dus
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ijklijn was een ''rechte'' in het gebied van de lage insulinecon-
centraties, terwijl de kromming in het gebied van de hoge in-
sulineconcentraties geringer was dan bij de B/F-verhouding,
waardoor de aflezing in dit gebied minder onnauwkeurig is.

Om het insulinegehalte in een monster te kunnen meten is het
nodig eerst een ijklijn te bepalen. Daar, zoals uit fig. 3 blijkt,
de reactie van het antiserum met insuline niet voor iedere soort
gelijk is, is het wenselijk zo niet noodzakelijk dat voor de ijk-
lijn insuline van dezelfde diersoort gebruikt wordt als in het te
bepalen monster. De bindingspercentages voor de ijklijn werden
bepaald door 0,05 ml van de insulinestandaard in de concentra-
ties 0, 10, 20, 40, 60, 100, 150 en 200 #E insuline per ml,
te mengen met 0,05 ml [lalljinsulineoplossing en hieraan 0, 40
ml verdund antiserum toe te voegen. De insulineoplossingen en
de antiserumverdunning waren gemaakt in veronalbuffer waaraan
0,25% albumine was toegevoegd, de [lall]insulineoplossing be-
vatte 0,025% albumine. Zoals reeds eerder werd vermeld bevat-
ten de [lslljinsulineoplossingen een geringe hoeveelheid ''be-
schadigd" insuline. Daar dit ''beschadigd" insuline niet met an-
tiserum zou reageren (Yalow & Berson, 1960), terwijl het bij
de scheiding van vrij en antilichaamgebonden insuline op de
plaats van het gebonden insuline terecht komt, moet hiervoor
een correctie op de hoeveelheid gebonden [lall]insuline aange-
bracht worden. Om de grootte van de correctie te bepalen werd,
gelijk met het inzetten van de ijklijn, 0,05 ml [ !31Jinsuline-
oplossing verdund met 0,45 ml buffer die 0,25% albumine, doch
geen antiserum bevatte. De buisjes met oplossingen werden ge-
durende 3 of 4 dagen bij 6°C bewaard, waarna met behulp van
papierchromatografie het vrije insuline gescheiden werd van het
insuline-antilichaamcomplex. Uit de chromatografie van de ver-
dunde ''tracer''oplossing werd berekend hoeveel radioactiviteit
in niet aan antilichamen gebonden vorm werd verplaatst, waar-
na de hoeveelheid gebonden insuline hiervoor werd gecorrigeerd.

x 100%, als maat te nemen. De op deze wijze verkregen

Na deze correctie kon B ?F x 100% worden berekend en de ijk-
lijn worden uitgezet.

De antiserum- en ''tracer''verdunningen werden zodanig ge-
kozen dat bij gebruik van het antiserum tegen runderinsuline
ongeveer 65% van het [1311:|insuline werd gebonden in het geval
dat geen extra insuline was toegevoegd. Hierdoor werd een sys-
teem verkregen met maximale gevoeligheid waarvan de ijklijnen
lineair zijn in het gebied van de lage insulineconcentraties.

De onbekende monsters werden op overeenkomstige wijze be-

handeld als de insulineverdunningen voor de ijklijn. In plaats

42



van 0, 05 ml insulineoplossing werden nu echter 0,05 ml van
het te bepalen monster gemengd met 0,05 ml [!3'I Jinsuline en
0,40 ml antiserumverdunning. Ook voor de monsters werd de
hoeveelheid ''beschadigd" insuline bepaald door 0,05 ml monster
te mengen met 0,05 ml [!3!1 Jinsuline en 0,40 ml buffer die
0,25% albumine, doch geen antiserum bevatte. Het is nl. ge-
bleken dat ook de monsters een beschadigende invloed op het
[1311 Jinsuline kunnen hebben, reden waarom dus voor ieder
monster deze beschadiging moet worden nagegaan. Na correc-
tie van de verplaatste radioactiviteit voor de hoeveelheid ''be-
schadigd" insuline werd voor de monsters het bindingspercen-
tage berekend. Met behulp van de ijklijn kon dan de met het
bindingspercentage overeenkomende insulineconcentratie in het
monster afgelezen worden.

Scheiding van vvij en gebonden insuline

Voor de scheiding van vrij en aan antilichaam gebonden insu-
line werd gebruik gemaakt van de eigenschap van insuline dat
het zeer gemakkelijk aan cellulose geadsorbeerd wordt (Kallee
1952). Deze eigenschap bezitten het insuline-antilichaamcom-
plex en het beschadigde insuline niet meer (Yalow & Berson
1960). Door nu een mengsel van insuline, insuline-antilichaam-
complex en beschadigd insuline met cellulose samen te brengen
zal alleen het intacte insuline hieraan worden geadsorbeerd en
op deze wijze van het antilichaamcomplex en beschadigd insu-
line geisoleerd kunnen worden. Hiervan werd door Berson e.m.
(1956) gebruik gemaakt bij hun onderzoek naar het voorkomen
van antilichamen bij patienten die met insuline waren behandeld.
Zij scheidden het vrije en het aan antilichamen gebonden [1311 -
insuline met behulp van papierelectroforese waarbij het vrije in-
suline op de opbrengplaats aan het cellulose werd geadsorbeerd,
terwijl het insuline-antilichaamcomplex zich verplaatste met de
7-globulines. Later gebruikten deze onderzoekers als regel de
""chromato-electroforese''. Hierbij vond de electroforese plaats
in een open bak waardoor de eiwitten zich niet alleen verplaats-
ten als gevolg van een electrisch potentiaalverschil doch tevens
doordat er een vloeistofstroom in het papier optreedt als ge-
volg van verdamping.

Overeenkomstig de gunstige ervaringen van Maingay (1964)
werd door ons voor de scheiding alleen chromatografie in niet
afgesloten bakken toegepast zonder dat er een potentiaalverschil
op het papier werd aangebracht.

Aan het te scheiden medium, dat steeds een volume van
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0,50 ml had, werd 0,05 ml serum van nuchtere caviae toege-
voegd om het eiwitgehalte te verhogen waardoor betere schei-
ding tussen het vrije [ !3!1 |insuline en de zich verplaatsende ra-
dioactiviteit werd verkregen. Zou nl. te weinig eiwit in het
medium aanwezig zijn, dan zal het gebonden insuline zich wel
verplaatsen, doch zal er onderweg steeds radioactiviteit achter-
blijven waardoor 'trailing'' optreedt.

Voor de chromatografie werden strookjes Whatman 3 MM pa-
pier van 23 x 4 cm gebruikt. Hierop werden op afstanden van
10 en 17 cm van een van de uiteinden lijnen aangebracht. Op
de lichtbevochtigde stroken werd op de 10 cm lijn (start) 0,3 ml
van het inzetmedium gebracht. Op deze startlijn werd tevens
een zeer geringe hoeveelheid broomfenolblauwoplossing gebracht
om de plaats van de migrerende eiwitten te markeren. Vervol-
gens werden de stroken horizontaal gespannen, terwijl het uit-
einde aan de kant van de startlijn in veronalbuffer 0, 25% al-
bumine hing. Als gevolg van de capillaire werking van het pa-
pier enerzijds en de verdamping aan de lucht anderzijds ont-
staat er een vloeistofstroom in het papier, waardoor het insuli-
ne-antilichaamcomplex en/of het ''beschadigde' insuline tezamen
met de serumeiwitten worden verplaatst, terwijl het vrije insu-
line op de startlijn achterblijft. De verplaatsing van de eiwitten
kon door de toegevoegde kleurstof worden gevolgd. Zodra deze
vlek bij de 17 cm lijn was aangekomen, hetgeen na ongeveer 1
uur het geval was, werd de chromatografie beeindigd en de
stroken gedroogd. Na de chromatografie blijkt de radioactiviteit
op de stroken in twee gebieden verdeeld te zijn. De radioac-
tiviteit op de opbrengplaats wordt veroorzaakt door geadsorbeerd
(**'1Jinsuline (F), terwijl het andere radioactieve gebied samen-
valt met de kleurstofvlek en veroorzaakt wordt door gebonden
(B) en/of '"beschadigd" insuline. Ergens tussen deze twee radio-
actieve pieken bevindt zich een traject waar de radioactiviteit
minimaal is. Door de vlek steeds tot de 17 cm lijn te laten
lopen kon een goede reproduceerbaarheid van de plaats van dit
minimum verkregen worden. Hierdoor was het mogelijk de stro-
ken steeds in het minimum door te snijden en de radioactivi-
teit in B en F te meten zonder voorafgaande ''scanning' van de
strook.

Voor de chromatografie werd niet het gewone Whatman 3 MM
chromatografiepapier gebruikt doch de kwaliteit ''not selected for
chromatography''. Met deze kwaliteit werd een bruikbare schei-
ding tussen vrij en gebonden insuline verkregen, terwijl dit niet
het geval was met papier van de chromatografiekwaliteit. Iede-
re partij papier werd na ontvangst getest op het scheidend ver-
mogen, omdat dit, vooral in de beginperiode, niet altijd even
goed was.
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Opzet van de bepaling

Voor de bepaling van het insulinegehalte in onbekende mon-
sters moet, zoals reeds werd vermeld, eerst een ijklijn vast-
gelegd worden. De eindconcentraties van het insuline in het be-
palingssysteem voor de ijklijn bedroegen 0, 1, 2, 4, 6, 10, 15
en 20 uE/ml. De bindingspercentages voor deze punten werden
in duplo bepaald met uitzondering van de ''nulwaarde' die in
viervoud bepaald werd. De bepaling van het beschadigingsper-
centage voor de ijklijn geschiedde eveneens in duplo. In totaal
werden dus voor de ijklijn 20 monsters gechromatografeerd
waaruit 40 radioactiviteitsmetingen resulteerden. Daar altijd
een zekere achtergrondstraling aanwezig is, werd iedere radio-
activiteitsmeting voor deze achtergrondstraling gecorrigeerd,
voordat verdere berekeningen werden uitgevoerd.

De onbekende monsters werden eveneens in duplo bepaald.
Voor correctie voor '"incubatiebeschadiging'' werd met het oog
op eventuele verschillen in samenstelling van de monsters, zo-
als b.v. bij plasma, voor ieder monster het beschadigings-
percentage in enkelvoud gemeten. Waren de monsters echter
opgelost in hetzelfde medium, zodat geen verschillen in be-
schadigingspercentage verwacht werden, dan werd het bescha-
digingspercentage van 4 willekeurige monsters bepaald en het
gemiddelde hiervan gebruikt voor de berekening der bindings-
percentages.

Hoewel de berekeningen zeer eenvoudig zijn, is de hoeveel-
heid rekenwerk omvangrijk, terwijl bovendien naderhand een
ijklijn moet worden getekend, waarna de gehaltes der onbe-
kende monsters hierop kunnen worden afgelezen. Bij een aan-
tal van 4 bepalingsreeksen per week is hier meer dan een vol-
ledige werkdag voor één persoon voor nodig.

In samenwerking met Dr. D.W. Smits van het rekencentrum
der R.U. werd een programma opgesteld voor machinale ver-
werking van de gegevens. De meetresultaten worden hiertoe op
een ponsband geregistreerd. In deze band zijn vooraf een aan-
tal gegevens geponst die nodig zijn voor administratie van de
uitkomsten, zoals b.v. welk soort insuline werd bepaald, wel-
ke standaardinsuline en welk antiserum hiervoor gebruikt
werden. Tevens moeten de instructies voor de computer wor-
den ingeslagen om aan te geven welk deel van het program-
ma moet worden gebruikt, d.w.z. of de onbekende monsters
moeten worden uitgerekend met ieder een eigen beschadigings-
bepaling of dat er 4 beschadigingsbepalingen zijn voor een
serie monsters. De punten voor de ijklijn worden door de
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computer uitgerekend, waarna deze met de methode van de
kleinste kwadraten de best passende lijn door deze punten bere-
kent. Meetpunten die meer dan 3 standaarddeviaties van de be-
rekende ijklijn afwijken, worden als 'uitbijter' aangeduid en niet
meer gebruikt voor de berekening van deze ijklijn. De bindings-
percentages voor de onbekende monsters worden door de compu-
ter op deze ijklijn afgelezen en de bijbehorende insulinegehaltes
afgedrukt (Konijnendijk & Smits 1968).

Gevoeligheid van de bepaling

De gevoeligheid van onze radioimmunologische methode werd
nagegaan voor 10 bepalingen waarbij runderinsuline als stan-
daardpreparaat werd gebruikt en die gedaan zijn over een periode
van 28 maanden. Als enige voorwaarde was gesteld dat de nul-
waarden van de standaardlijnen geen uitbijters mochten bevat-
ten, voor het overige waren de bepalingen willekeurig gekozen.
Van de nulwaarden van de 10 standaardlijnen werd de gemiddel-
de standaarddeviatie berekend. Met behulp van deze waarde werd
voor ieder van de 10 bepalingen de grens van het spreidingsge-
bied voor de nulwaarde bepaald (p < 0,05). Het gemiddelde van
deze grenswaarde werd als ondergrens van bepaalbare activiteit
genomen. Voor deze 10 standaardlijnen berekenden we s = 0,61
waaruit gevonden werd dat de ondergrens voor onze bepaling
0,3 uE/ml (eindconcentratie) bedraagt.
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HOOFDSTUK V

ENDOGEEN INSULINE IN RUNDERSERA

Aan het slot van Hoofdstuk III hebben we de vraagstelling voor
ons onderzoek geformuleerd. Tevens is daar aangegeven aan
welke voorwaarde de door ons gebruikte scheidingsmethode (gel-
filtratie over Sephadex G-100) moet voldoen en welke de cri-
teria zijn waaraan eventueel in de eiwitfracties aan te treffen
activiteit moet voldoen teneinde dit als insuline te kunnen be-
stempelen. In dit hoofdstuk hebben we deze voorwaarde en cri-
teria getest op rundersera en de daaruit verkregen eiwitfrac-
ties.

SCHEIDING VAN EXOGEEN EN ENDOGEEN INSULINE VAN SERUMEIWITTEN

Via het slachthuis werd perifeer runderbloed dat afkomstig
was van verschillende koeien verkregen. Runderserum met een
hoog gehalte aan endogeen insuline werd verkregen door de pan-
creasvene van een koe na laparotomie onder locale anaesthesie
te canuleren™. Het bloed werd opgevangen in centrifugebuizen
en gedurende twee uur bij kamertemperatuur bewaard om te
stollen. Vervolgens werd het gestolde bloed gedurende 20 mi-
nuten bij 2700 rpm gecentrifugeerd, waarna het serum in por-
ties van ¥ 11 ml werd verdeeld en bij -25°C bewaard.

Om het vermogen van de Sephadexkolommen om exogeen en
endogeen insuline van de serumeiwitten te scheiden na te gaan,
werden perifeer runderserum waaraan gezuiverd runderinsuline
was toegevoegd (460 uE/ml) en pancreasveneserum (213 uE/ml)
gebruikt. Het eluaat werd opgevangen in fracties van ongeveer
3,5 ml en hierin het IRI-gehalte bepaald. Zoals de figuren 4 en
5 laten zien, blijken zowel toegevoegd als endogeen immunoreac-
tief insuline voornamelijk in een duidelijke piek in het klein-
moleculaire gebied van het eluaat geconcentreerd te zijn. In
beide gevallen werd echter ongeveer 7-10% van het oorspron-
kelijke IRI-gehalte in de eerste eiwitpiek, die voornamelijk
globuline bevatte, geelueerd. Hoewel de nauwkeurigiieid van dit
percentage in verband met de beperkingen die door de gevoelig-

- . .
Deze operatie werd voor ons verricht door Dr. A.W.Kersjes van de Dicrgeneeskundige
faculteit van de Universiteit te Utrecht.
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Fig. 4. Elutiepatroon verkregen bij gelfiltratie over Sephadex G-100 van 4 ml runderserum
waaraan kristallijn runderinsuline was toegevoegd (460 pE/ml). Het grijze gedeelte
geeft de verdeling van de immunologisch bepaalbare activiteit weer, de getrok-
ken lijn die van de eiwitten.

heid van de bepaling worden opgelegd betwijfeld mag worden,
is het een vrij regelmatig -optredend fenomeen (zie b.v. ook
fig. 6).

ONDERZOEK VAN SERUMEIWITFRACTIES

Van 11 willekeurige sera werd de immunologische en de bio-
logische activiteit van het serum en de daaruit verkregen ei-
witfracties nagegaan.

Om de biologische activiteit van de eiwitfracties te kunnenbe-
palen werden van 10 sera telkens 2 porties van ieder 5 ml over Se-
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Fig. 5. Elutiepatroon verkregen bij gelfiltratie over Sephadex G-100 van 4 ml pancreas-
veneserum met een gehalte van 213 pE endogeen IRI per ml. Het grijze gedeelte
geeft de verdeling van de immunologisch bepaalbare activiteit weer, de getrok-
ken lijn die van de eiwitten.

phadex G-100 gescheiden met Krebs-Ringer bicarbonaatbuffer als
elutiemiddel. De eluaten van de beide kolommen werden sa-
mengevoegd op grond van hun optische dichtheid. Op deze wij-
ze werden de serumeiwitten verdeeld in twee ''pools'' die voor-
namelijk globulines resp. albumine bevatten. Tevens werden
van alle 11 sera droge eiwitfracties bereid door na gelfiltratie
van de sera de beide ''pools'' droog te vriezen, gedurende 48
uur bij 4°C te dialyseren tegen 5 maal het 25-voudige volume
gedemineraliseerd water en vervolgens weer droog te vriezen.
De biologische bepaling met behulp van vetweefsel werd op
de in Hoofdstuk IV beschreven wijze uitgevoerd. Alle ''onbe-
kenden' werden in een (2 + 1l)puntsbepaling getest in afwezig-
heid en aanwezigheid van een overmaat anti-insulineserum.
De sera werden getest in een 4-voudige verdunning. De insu-
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Fig. 6. IRI-gehalte, totale en met anti-insulineserum neutraliseerbare ILA van 11 runder-
sera en van serumeiwitfracties die verkregen zijn door gelfiltratie over Sephadex
G-100. De waarden zijn weergegeven in pE per mi van het oorspronkelijke serum,

line -standaardoplossingen bevatten 1% runderalbumine. De nat-
te eiwitfracties werden als zodanig getest, waarbij de insuli-
ne-standaardoplossingen nu 0,25% runderalbumine bevatten,

De droge eiwitfracties werden getest in een concentratie van
8 mg per ml. De droge eiwitfracties van serum 51119 werden
bovendien nog in een (2 + 2)puntsbepaling getest om parallelli-~
teit met de insuline-standaardlijn aan te tonen.

De immunologische activiteit van de sera en de natte eiwit-
fracties werden getest in een eindverdunning van 1:10. De
eindconcentraties van de droge eiwitfracties varieerden tussen
0,25 en 2,0 mg per ml.
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De resultaten van deze 11 sera zijn weergegeven in fig.6.
In de 10 sera die in het linkerdeel van de figuur zijn aange-
duid als normaal, bedroeg het IRI-gehalte gemiddeld 24 t3,5
uE/ml (¥ standaardfout). Het totale ILA-gehalte bedroeg 164
* 14 yE/ml waarvan 67 ¥ 11 yE/ml met anti-insulineserum
geneutraliseerd konden worden.

Om directe vergelijking met de onbehandelde sera mogelijk
te maken zijn de activiteiten van de uit deze sera bereide
eiwitfracties uitgedrukt per ml oorspronkelijk serum, waarbij
is aangenomen dat deze fracties gelijke hoeveelheden eiwit be-
vatten bij een totaal eiwitgehalte van 65 mg per ml serum. In de
drooggevroren globuline- en albuminefracties kon geen IRM of
neutraliseerbare ILA worden bepaald. De biologische activiteit
was geheel van het niet-neutraliseerbare type. Wanneer de
immunologische activiteit van de natte eiwitfracties werd be-
paald, werd in de globulinepiek een gemiddelde hoeveelheid
van 47 ¥ 9 uE IRM per ml serum gevonden en in de albumi-
nepiek 36 ¥ 10 uE per ml.

LE/mg eiwit’ wE/ml
serum*

GZobu%ine Portie Portie Portie Gemiddeld
fractie 1 2 2 + st. fout
0,25 mg/ml* | 6,8 8,8 9,2
0,5 mg/ml 8,0 7,8 8,6 8,0 + 0,3 260 + 10
1,0 mg/ml 8,6 7,1 7,4
Albumine
fractie
0,5 mg/ml -
1,0 mg/ml 1,1 2,3 1,4 + 0,3 46 + 10
2,0 mg/ml 1,0 2,0
Globuline + 306
Albumine

x Eindconcentratie in het bepalingssysteem

+ Afzonderlijke waarden gebaseerd op bepalingen in
4-voud

* Aangenomen dat het serum 65 mg eiwit per ml bevat,
gelijk verdeeld over de beide eiwitfracties

Tabel 1. Radioimmunologisch bepaalde activiteit van droge eiwitpreparaten van serum 51119.
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LE/mg eiwit pE/ml serum*
Globu%ine Totale Neutr. Totale Neutr.
frastie ILA ILA ILA ILA
4-punts bep. 11 (8,l—l5,2)x
(portie 1) 14(10,7-18,6)
3-punts bep. 8 (4,2-24,3) 6
(portie 2) 15(10,3-23,5) 11
Gem. + st.f. 12 + 1,6 8,5 390 + 52 276
Albumine
fractie
4-punts bep. 4(2,6-5,3)
(portie 1) 4(2,5-7,1)
3-punts bep. 7(2,6-23,0) 6
(portie 2) 3(1,9-13,7) 2
Gem. + st.f. 4,5 + 0,9 4 146 + 29 130
Globuline + 536 406
Albumine

x 957 betrouwbaarheidsgrenzen
* Aangenomen dat het serum 65 mg eiwit per ml bevat,
gelijk verdeeld over de beide eiwitfracties

Tabel 2. Totale en neutraliseerbare ILA van droge eiwitpreparaten van serum 51119.

De weergave van de resultaten op deze wijze houdt een aan-
zienlijke extrapolatie van de bepalingsresultaten in gezien de
verdunning van het serum die optreedt bij de elutie. De mini-
male hoeveelheid activiteit die op deze manier in de eiwitfrac-
ties bepaald kan worden, wordt verkregen door de verdunnings-
factor voor iedere eiwitpiek te vermenigvuldigen met de laag-
ste insulineconcentratie die in onze immunologische bepaling
nog gedetecteerd kan worden (0,3 uE/ml). Deze bedraagt voor
de globulinepiek 20 uE per ml serum en voor de albumineirac-
tie 25 uE per ml. Als we tevens in aanmerking nemen dat bij
8 van de 10 sera het IRM-gehalte van de globulinepiek hoger
was dan de minimaal detecteerbare hoeveelheid, dan zou de
gemiddelde activiteit van 47 ¥ 9 uE/ml die in deze piek werd
gemeten een bepaalbare hoeveelheid IRM vertegenwoordigen.

De aanwezigheid van IRM in de albuminepiek is evenwel zeer
twijfelachtig, daar de gemiddelde waarde van 36 t 10 puE/ml
niet hoger is dan de maximale ''ruis' van deze piek, die ca25
#E/ml bedraagt.
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Serum 51119

Eén serum (51119) dat, in vergelijking met de tien andere
sera, sterk afwijkende resultaten opleverde, werd uitvoeriger
getest. De droge eiwitten van dit serum werden in twee afzon-
derlijke hoeveelheden bereid met behulp van Sephadexkolommen
die nog niet eerder gebruikt geweest waren. De eerste portie
eiwitten was verkregen uit 20 ml serum, de tweede portie werd
twee maanden later bereid uit 60 ml serum. De afzonderlijke

% B %8B

60 { globuline fractie 60 . albumine fractie

M@ —

[ ]
50 X \
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Fiy. 7. Radioimmunologisch bepaalde standaardlijnen voor kristallijn runderinsuline in aan-
wezigheid van verschillende concentraties van de droge eiwitfracties van runder-
serum 51119,
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resultaten van deze porties zijn weergegeven in de tabellen 1
en 2.

Tabel 1 laat de resultaten zien die verkregen zijn met de
radioimmunologische bepaling van de droge eiwitfracties in drie
verschillende concentraties. De immunologisch bepaalbare acti-~
viteit in de globulinefractie bedroeg gemiddeld 8,0 £ 0,3 wuE
per mg, de albuminefractie bevatte gemiddeld 1,4 + 0,3 uE
per mg. De mogelijkheid dat deze resultaten een gevolg waren
van een niet-specifieke interferentie met de reactie tussen de
antilichamen en het gemerkte hormoon werd uitgesloten door
de standaardlijnen te bepalen in de aanwezigheid in het bepa-
lingssysteem van verschillende concentraties van de eiwitfrac-
ties. In beide gevallen werden parallelle standaardlijnen ver-
kregen (fig. 7).

De activiteiten van de fracties op vetweefsel in vitro zijn ver-
meld in tabel 2. De totale ILA die zowel in de (2 + 2)- als de
(2 + 1)puntsbepaling tweemaal werd gemeten bedroeg voor de
globulinefractie 12 ¥ 1,6 uE/mg en voor de albuminefractie
4,5 * 0,9 uE/mg. Van deze activiteit kon resp. 8,5 en 4
uE/mg met antiserum geneutraliseerd worden. Deze laatste
waarden komen goed overeen met de radioimmunologisch be-
paalde activiteit. Op grond van deze resultaten kan voor de
gecombineerde globuline- en albuminefracties van serum 51119
een immunologisch bepaalbare activiteit van 306 uE per ml se-
rum berekend worden en een neutraliseerbare ILA van 406
uE per ml (fig. 6, rechterzijde). Deze waarden zijn ongeveer
een factor 20 resp. 10 hoger dan de in het oorspronkelijke
serum bepaalde IRI- en neutraliseerbare ILA -waarden welke
resp. 15 uE/ml en 46 uE/ml bedroegen. Deze laatste waarden
liggen in hetzelfde spreidingsgebied als de andere 10 sera.

DISCUSSIE

Bij filtratie van pancreasveneserum van een koe over Se-
phadex G-100 werd het grootste deel van het endogene IRI ge-
elueerd als een stof met een kleine mol. massa, vergelijkbaar
met toegevoegd gezuiverd insuline. De recovery in deze frac-
tie van 66-85% van het oorspronkelijke IRI is in goede over-
eenstemming met onderzoekingen met pancreasveneserum van
een hond na scheiding over Sephadex G-50 (Kajinuma e.m.
1969) en na centrifugeren in de ultracentrifuge van menselijk
plasma na een glucosebelasting (Berson & Yalow 1962). Wan-
neer we bovendien in aanmerking nemen dat de ILA in klein-
moleculaire serumfracties met antiserum geneutraliseerd kan
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worden (Kipnis & Stein 1964, Gjedde 1968, Kajinuma e.m.
1969), kan er weinig twijfel over bestaan dat in normaal plas-
ma of serum met hoge spiegels aan endogeen IRI, insuline
voornamelijk aanwezig is in de vorm van een vrij en relatief
klein molecuul dat op basis van zijn grootte van de serum-
eiwitten gescheiden kan worden.

Onze eigen resultaten en gegevens uit de literatuur maken
het echter zeer twijfelachtig of deze conclusie mag worden
geéxtrapoleerd naar sera met lage nuchtere IRI-spiegels. In
de natte globulinefracties van 10 willekeurige sera met een
IRI-gehalte van 24 t 3,5 uE per ml werd 47 * 9 yE IRM per
ml serum bepaald. Deze laatste waarde is niet alleen hoger
dan de minimaal detecteerbare IRI-spiegel in deze fracties,
doch ook hoger dan het IRI-gehalte van het oorspronkelijke
serum. Dit is zeer merkwaardig, als men aanneemt dat door
de gelfiltratie het kleinmoleculaire IRI van de overige eiwitten
gescheiden werd.

Kleine hoeveelheden IRM (7-14 uE/ml serum) in gefiltreerde
serumeiwitfracties zijn ook vermeld door Kajinuma en mede-
werkers (1969). Aan deze waarneming werd echter, gezien de
afwezigheid van neutraliseerbare ILA, geen verdere aandacht
geschonken. Dit laatste fenomeen, dat ook bij ons eigen onder-
zoek werd waargenomen, kan geheel verklaard worden door de
betrekkelijke ongevoeligheid en onnauwkeurigheid van de biolo-
gische bepaling met behulp van vetweefsel in vergelijking met
de radioimmunologische bepaling. In de natte globulinefracties
werd een ILA -gehalte gemeten van gemiddeld 18 uE per ml.
Bij een gemiddelde ) (precisie-index) van 0,13 ligt de onder-
grens van deze waarde bij ongeveer 12 uE per ml (Sheps e.m.
1960, Steinke & Soeldner 1965). Om de neutraliseerbare acti-
viteit nog als zodanig te kunnen bepalen zal zij in dit geval
ruim 6 uE per ml natte fractie of 40 uE per ml serum moeten be-
dragen. De afwezigheid van immunologische reactiviteit in de
droge eiwitfracties is minder duidelijk, hoewel deze reeds ver-
klaard kan worden door een vermindering van de activiteit met
30% gedurende de dialyse en droogvriesprocedure. De totale
ILA van de droge eiwitfracties is met 50% afgenomen. Yalow
en Berson (1960) vermeldden een verlies van 20-60% bij het
dialyseren van insuline.

Resultaten die een opvallende overeenkomst vertoonden met
de in dit hoofdstuk vermelde resultaten, werden verkregen door
Kipnis en Stein (1964). Zij onderzochten 5 humane plasma's
met een gemiddeld IRI-gehalte van 42 uE per ml. Na ultra-
centrifugatie werd in het supernatans 32 uyE en in de eiwitlaag
nog eens 52 uE IRI per ml gevonden. Ook nu is de vermelde
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afwezigheid van neutraliseerbare ILA in deze fractie niet ver-
wonderlijk. De biologische bepalingsmethoden met behulp van
vetweefsel laten de meting van neutraliseerbare activiteit die
slechts 5% bedraagt van de totale ILA van ongeveer 1100 uE per ml,
zoals in deze fractie gemeten werd, niet toe.

Wij menen dat deze waarnemingen duidelijke aanwijzingen
bevatten voor het bestaan van een grootmoleculaire vorm van
immunoreactief materiaal in hoeveelheden die gelijk zijn aan
het direct bepaalbare IRI-gehalte van nuchter plasma of serum
of deze zelfs overtreffen. Daar de stijging van het plasma-in-
sulinegehalte bij een glucosebelasting voornamelijk weerspie-
geld wordt in de kleinmoleculaire IRI-fractie (Berson & Yalow
1962, Kajinuma 1969), lijkt de betekenis van grootmoleculair
IRM beperkt tot de nuchtere toestand. De mogelijke fysiolo-
gische betekenis ervan zal evenwel nog moeten worden aange-
toond.

De merkwaardige eigenschappen van het aberrante serum
51119 geven een extra steun aan de gedachten die hierboven
zijn uitgedrukt. Terwijl de bepalingen die gedaan zijn met het
natieve serum waarden gaven die de waarden van de andere
sera dicht benaderden, werd na gelfiltratie in de eiwitfrac-
ties 306 uE IRM per ml serum gemeten waarvan 260 ¢E in
de globulinefractie. Met de biologische bepalingsmethode wer -
den ongeveer equivalente hoeveelheden neutraliseerbare acti-
viteit in deze fracties gevonden. De validiteit van deze resul-
taten werd bevestigd door de identieke bepalingsuitkomsten
die werden verkregen met twee onafhankelijk van elkaar ge-
isoleerde hoeveelheden serumeiwitten en extra controle-experi-
menten. Het lijkt er dus op dat de serumglobulinefractie on-
der bepaalde omstandigheden werkelijk aanzienlijke hoeveel-
heden IRM kan bevatten, terwijl de aanwezigheid ervan in na-
tief serum door een of ander mechanisme wordt gemaskeerd.

Gezien de controversionele aard van deze resultaten verdient
de mogelijke toevallige contaminatie met kristallijn insuline
ernstige aandacht. Theoretisch zou de contaminatie vdbr, tij-
dens of na de isolering van de serumeiwitten hebben kunnen
optreden. De eerste van deze mogelijkheden kan worden uit-
gesloten daar alle bepalingen van het oorspronkelijke serum
zijn gedaan na isolering van de tweede portie. Bovendien zou
het contaminerend insuline zich gedragen hebben als een stof
met een geringere mol. massa (fig. 4). Contaminatie van de
Sephadexgel kan eveneens worden uitgesloten, daar nieuw-be-
reide kolommen werden gebruikt voor de isolering van ieder
van de twee porties. Bij contaminatie van de elutiebuffer zou
de activiteit evenredig zijn verdeeld over beide eiwitfracties.
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Dit was niet het geval. Ten derde, er kan geen aannemelijke
reden worden gegeven voor de veronderstelling dat geconta-
mineerd glaswerk verantwoordelijk zou kunnen zijn voor de
ongelijke verdeling en de reproduceerbaarheid van de conta-
minatie van de globuline- en albuminefracties van porties van
verschillende grootte die met een interval van twee maanden
zijn bereid.

De duidelijke aanwezigheid van een gemaskeerde vorm van
grootmoleculair IRM in serum 51119 roept vele vragen op wel-
ke nog niet beantwoord kunnen worden. Het vrijkomen van de-
ze activiteit geschiedde gedurende de gelfiltratie of een van
de volgende stappen tijdens de bereiding, zoals vriesdrogen
of dialyse tegen water. De resultaten van de bepaling met
behulp van vetweefsel suggereren dat de grootmoleculaire ac-
tiviteit in de natieve vorm niet biologisch actief was. Een af-
doend bewijs hiervoor ontbreekt echter, daar het oorspronke-
lijke serum niet getest is op insuline-antagonerende werking
op vetweefsel. De aanwezigheid in dit serum van een neutrali-
serend immuunglobuline kan echter worden uitgesloten, daar
het gemerkte runderinsuline in het immunologische bepalings-
systeem geen complex vormde met de serumeiwitten in afwezig-
heid van anti-insulineserum. In dit verband kan het relevant
zijn dat met antiserum neutraliseerbare ILA is waargenomen
in serumglobulinefracties die verkregen waren door gelfiltratie
over Sephadex G-200, nadat deze gedurende 48 uur bij 37°C tegen
1 mM CaCly bij pH 7,7-8,1 gedialyseerd waren (Gjedde 1968).

Er kan weinig gezegd worden over de aard van het groot-
moleculaire IRM in serum. Daar het materiaal in de globuline-
fractie voorkomt, heeft het een mol. massa van minimaal
100.000 en lijkt de aanwezigheid van insulinepolymeren of pro-
insuline zeer onwaarschijnlijk. De meest voor de hand liggende
verklaring lijkt daarom dat de activiteit zetelt in een eiwit-
complex. Het bestaan van een eiwit-gebonden vorm van insu-
line in serum is reeds door Antoniades en medewerkers (1962)
gepostuleerd, doch de experimentele bewijzen hiervoor zijn aan
hevige kritiek onderworpen geweest (Berson & Yalow 1964, Kipnis
& Stein 1964, Berson & Yalow 1965, Yalow & Berson 1967, Meade
e.m. 1968). Pogingen om de aanwezigheid van IRI in serumfrac-
ties die bereid waren met behulp van een ionenwisselaar volgens
de methode van Antoniades aan te tonen, hebben tot nu toe geenre-
sultaat gehad. Dit argument kan niet worden aangevoerd tegen
de door ons gevonden grootmoleculaire activiteit. De activiteit
in serum 51119 blijkt te voldoen aan de drie criteria voor en-
dogeen insuline, zoals wij die in Hoofdstuk III hebben geformu-
leerd.
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De oorzaak die aan de aberrante eigenschappen van serum
51119 ten grondslag ligt, blijft duister. In verband met de ge-
suggereerde aanwezigheid van geringe hoeveelheden grootmole-
culair IRMin willekeurige sera is het verleidelijk te specule-
ren dat het verschil voornamelijk kwantitatief was en dus een
wat overdreven beeld van een in de grond normaal patroon
geeft. Of dit een mogelijk gevolg is van een pathologische toe-
stand blijft op gissingen berusten, daar verdere gegevens van
de koe waarvan serum 51119 afkomstig is ontbreken.
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HOOFDSTUK VI

VORMING EN DISSOCIATIE VAN EEN GROOTMOLECULAIR
INSULINECOMPLEX

In het vorige hoofdstuk werd de vondst beschreven van een
runderserum, waarvan de globulinefractie relatief grote hoe-
veelheden bevatte van een substantie, die volgens de in Hoofd-
stuk III geformuleerde biologische en immunologische criteria
niet van insuline te onderscheiden was. Aangezien de aanwezig-
heid van dit materiaal in het onbewerkte serum gemaskeerd bleek
te zijn, verschaffen deze resultaten een sterke aanwijzing dat
binding van insuline aan serumeiwitten inderdaad mogelijk is.

Het verdere onderzoek werd belemmerd door het feit dat het
genoemde verschijnsel in deze omvang slechts &énmaal werd
waargenomen, terwijl het betreffende serum wegens de beperk-
te beschikbare hoeveelheid niet uitvoeriger onderzocht kon wor-
den. In de overige onderzochte sera konden in de natte globu-
linefracties slechts op de grens van de meetgevoeligheid liggen-
de hoeveelheden immunoreactief materiaal worden aangetoond.
Deze hoeveelheden waren te gering om ook met biologische be-
palingsmethoden gedetecteerd te kunnen worden, zodat in deze
gevallen niet aan de reeds genoemde criteria voor identiciteit
met insuline voldaan kon worden.

Om deze redenen werd besloten te onderzoeken of door incu-
batie van willekeurige normale rundersera met toegevoegd runder-
insuline, meetbare insulineactiviteit in de serumeiwitfracties
gegenereerd zou kunnen worden. Bij de opzet van deze proeven
werd uitgegaan van de volgende overwegingen. Het is een be-
kend feit dat, wanneer [13II]insuline aan serum wordt toege-
voegd, een geringe hoeveelheid radioactiviteit zich aan de serum-
eiwitten hecht. Volgens Berson en medewerkers (1956) berust
dit verschijnsel op binding van beschadigd [!%'1]insuline aan
serumeiwitten. Deze beschadigde fractie van het gemerkte in-
suline zou bovendien niet meer immunologisch reactief zijn (Ya-
low & Berson 1960).

Uit eigen waarnemingen is echter gebleken dat een deel van
de aan eiwit gebonden radioactiviteit, die volgens de criteria
van Yalow en Berson als ''beschadigd'' moet worden aangeduid,
wel degelijk met tegen insuline gerichte antilichamen kan rea-
geren. Wij vroegen ons daarom af of een lichte beschadiging of
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verandering van het insulinemolecuul die de immunologische en
biologische eigenschappen van het molecuul niet of nauwelijks
aantast, gepaard zou kunnen gaan met het optreden van binding
aan serumeiwitten. Teneinde het eventueel ontstaan van een der-
gelijk complex zowel met immunologische als biologische be-
palingsmethoden te kunnen onderzoeken, werd besloten de expe-
rimenten met een relatief grote hoeveelheid niet-gemerkt insu-
line uit te voeren.

Als beschadigend systeem werd leverhomogenaat gekozen op
grond van het feit dat lever rijk is aan insuline-afbrekende en-
zymactiviteit, die ook fysiologisch van betekenis lijkt te zijn.
Verschillende onderzoekingen hebben aangetoond dat ongeveer
de helft van het insuline dat via de portale circulatie de lever
binnenstroomt, door dit orgaan verwijderd en afgebroken wordt
(Madison e.m. 1959, Mortimore e.m. 1959). Bij de opzet van
het experiment werd gestreeft naar een zodanige verhouding van
afbrekende activiteit en toegevoegd substraat, dat een gelijktijdig
toegevoegde speurdosis [131 I]insuline slechts gedeeltelijk tot klei-
ne radioactieve fragmenten zou worden afgebroken.

GENERATIE VAN EEN GROOTMOLECULAIR INSULINECOMPLEX
Incubatie van sevum en insuline met leverhomogenaat

Leverhomogenaat werd verkregen door 1 gram lever (afkom-
stig van 4 ratten) te homogeniseren in 10 ml Krebs-Ringer bi-
carbonaatbuffer. Vervolgens werd gedurende 15 minuten bij 4°C
op 30.000 x g gecentrifugeerd. Het supernatans, dat insuline-
degraderende activiteit bevatte, werd gebruikt voor de experi-
menten.

Aan 5 ml runderserum werd 0,5 ml leverhomogenaat, 0,5 ml
[ 131 I|insulineoplossing (+ 350 yE per ml veronalbuffer pH 8,5)
en 0,250 ml niet-gemerkt insuline (25 E per ml zure aqua dem.
pH 2-3) toegevoegd. De eindconcentratie van het insuline be-
droeg 1 E/ml (¢ 7 yuM). Parallel hieraan werd aan 5 ml van
hetzelfde serum 0, 5 ml leverhomogenaat, 0, 5 m1[ 13![]Jinsulineop-
lossing en 0,250 ml zure aqua dem. toegevoegd. De diverse media
waren vooraf op 4°C gekoeld. De beide mengsels werden geduren-
de 30 minuten bij 37°C in een Dubnoff-incubatiebad geincubeerd,
waarna van ieder der geincubeerde mengsels 5 ml bij 4°C over
Sephadex G-100 werd gescheiden. Om de degradatie van insuli-
ne na te gaan, werden de fracties behandeld met trichloorazijn-
zuur (TCA). Intact insuline precipiteert in 5% TCA, insuline-
brokstukken blijven onder deze omstandigheden in oplossing. De
hoeveelheid oplosbare radioactiviteit is dus een maat voor insu-
linedegradatie.
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Fig. 8. Elutiepatronen verkregen bij gelfiltratie over Sephadex G-100 na incubatie van run-
derserum, leverhomogenaat en een “tracer”-hoeveelheid (231 insuline (links) en
van een gelijksoortig systeem dat bovendien nog 1 E runderinsuline per m! bevatte
(rechts). De grijze blokken geven het insulinegehalte in de samengevoegde fracties
weer. =-- extinctie; — radioactiviteit; ...... TCA.

In het linkerdeel van fig. 8 is het patroon weergegeven, zo-
als dit werd verkregen bij de filtratie van het incubatiemedium
waaraan geen extra insuline was toegevoegd. De radioactiviteit
die ge#lueerd werd in de fracties 13 t/m 33, het globuline-,
albumine- en postalbuminegebied, was op het tijdstip van de schei-
ding gebonden aan materiaal dat aanzienlijk groter was dan het
oorspronkelijke [131 I]insulinemolecuul. Waarschijnlijk is dit ver-
oorzaakt door gemodificeerd |13 I)insuline c.q. |!'1]insuline-
brokstukken die zich aan eiwit hebben gehecht. In het gebied
waar bij afwezigheid van leverhomogenaat onbeschadigd [131 I] in-
suline ge#&lueerd wordt, fractie 35-45, werd nu relatief weinig
radioactiviteit gevonden. De radioactiviteit die ge&lueerd werd
na fractie 45, bestond voornamelijk uit radioactieve fragmenten
van het [131 I] insuline. Het TCA-patroon laat duidelijk zien dat
het grootste deel van de radioactiviteit oplosbaar was in 5% tri-
chloorazijnzuur, Uit deze resultaten blijkt dat bij incubatie van een

61



speurdosis [131 I] insuline in runderserum met leverhomogenaat
een aanzienlijke degradatie van het radioactieve hormoon op-
treedt.

In het rechter deel van fig. 8 is het scheidingspatroon weer-
gegeven van het incubatiemedium dat niet-gemerkt insuline be-
vatte in een concentratie van 1 E per ml. De aanwezigheid van
niet- gemerkt insuline in het incubatiemengsel veroorzaakte een
aanzienlijke reductie van de radioactiviteit in het gebied na frac-
tie 45 (insulinebrokstukken). Ook de radioactiviteit in het eiwit-
gebied was afgenomen. In dit geval werd 43% van de totale ge-
elueerde radioactiviteit in het eiwitgebied gemeten, terwijl dit
percentage voor het linker deel van fig. 8 73% bedroeg. De ra-
dioactiviteit in het albumine-postalbuminegebied (fractie 20-29)
was zeer sterk verminderd, terwijl er een duidelijke toename
was in de eerste radioactieve piek. Het grootste deel van de
radioactiviteit werd in het insulinegebied gevonden. De TCA-cur-
ve laat duidelijk zien dat er nu veel minder radioactiviteit op-
losbaar was in 5% trichloorazijnzuur dan bij de incubatie in af-
wezigheid van niet-gemerkt insuline.

Uit de resultaten van fig. 8 blijkt dat de degradatie van [1%1 I]-
insuline door toevoeging van 1 E niet-gemerkt insuline per ml
incubatiemedium voor een groot deel, doch niet volledig is ge-
remd. Aangenomen mag worden dat er onder deze omstandig-
heden ook enige afbraak c.q. modificatie van het toegevoegde
niet-gemerkte insuline heeft plaatsgehad.

Het eluaat van het rechterdeel van fig. 8 werd samengevoegd
zoals aangegeven in de figuur en de insuline-activiteit hierin
radioimmunologischbepaald. Van de 5000 mE insuline die oor-
spronkelijk in het op de Sephadexkolom gebrachte incubatieme-
dium aanwezig waren werden 2971 mE in het insulinegebied te-
ruggevonden. In het albuminegebied werden 18,5 mE gemeten,
terwijl in het globulinegebied eveneens 18,5 mE IRM bepaald
werden. De totale ''recovery' bedroeg 60,2% van het oor-
spronkelijk toegevoegde insuline. Van de in totaal van de
kolom geélueerde activiteit werd 0,6% als grootmoleculair
IRM in het globulinegebied bepaald.

De resultaten laten zien dat in het gebruikte systeem groot-
moleculair materiaal gevormd is dat in het radioimmunologisch
bepalingssysteem voor insuline gemeten kon worden. Zij geven
echter geen informatie of dit een gevolg is van de aanwezigheid
van leverhomogenaat in het incubatiemedium, van de aanwezig-
heid van serum dan wel van beide.

Het belang van de aanwezigheid van serum voor de vorming van
grootmoleculair IRM blijkt uit de resultaten die zijn weerge-
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Fig. 9. Elutiepatronlen verkregen bij gelfiltratie over Sephadex G-100 na incubatie van Krebs-
Ringer buffer, leverhomogenaat en een “tracer"-hoeveelheid 1311] insuline (links)
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vatte. De grijze blokken geven het insulinegehalte in de samengevoegde fracties
weer. — radioacdviteit; ...... TCA.

geven in fig. 9. De opzet van dit experiment komt overeen met
die van fig. 8, met alleen dit verschil dat het runderserum nu
vervangen was door Krebs-Ringer bicarbonaatbuffer waarin 0, 025%
runderalbumine was opgelost.

Het linker deel van fig. 9 laat zien dat het 101 I]insuline vrij-
wel volledig is afgebroken. Het grootste deel van de radioacti-
viteit was oplosbaar in 5% TCA en werd gevonden in het ge-
bied van de kleine insulinebrokstukken. In het rechter deel van
fig. 9 is het scheidingspatroon weergegeven voor het geval dat
aan het incubatiemedium niet-gemerkt insuline was toegevoegd.
Het merendeel van de radioactiviteit verscheen nu op de plaats
waar [1%1]insuline ge¢lueerd wordt, doch ook in het globuline-
gebied werd een duidelijke radioactieve piek waargenomen. De
radioactiviteit in het eiwitgebied bedroeg nu 45% van het totaal,
voor het linkerdeel van fig. 9 was dit 37%.

De fracties werden samengevoegd zoals aangegeven in de fi-
guur en het immunologisch reactief insuline in deze ''pools' be-
paald. In het globulinegebied werd 2,8 mE IRM aangetoond, in
het albuminegebied 5, 6 mE en in het insulinegebied 2085 mkE.
In totaal kon in het eluaat slechts 42% van het oorspronkelijk
aan het incubatiemedium toegevoegde insuline (5000 mE) worden
bepaald. Van de in totaal van de kolom geé&lueerde activiteit
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werd 0,13% in het globulinegebied aangetoond, berekend op de
oorspronkelijk in het incubatiemedium aanwezige activiteit be-
droeg het 0,06%. In vergelijking met de globulinepiek in het
rechter deel van fig. 8 werd slechts weinig grootmoleculair
IRM aangetoond. Het is nu evenwel geen echte piek, zodat we
niet weten of het misschien niet veroorzaakt wordt door overlap
van het materiaal uit de albuminepiek. Bovendien bevat lever-
homogenaat een geringe hoeveelheid bloedeiwitten, zodat het ook
mogelijk is dat het IRM hieraan is gebonden. Evenals in fig. 8
laat de TCA-curve duidelijk zien dat door toevoeging van niet-
gemerkt insuline aan het incubatiemedium de hoeveelheid TCA-
oplosbare radioactiviteit aanzienlijk afneemt.

De resultaten van de beide figuren samenvattend kunnen we
concluderen dat de aanwezigheid van serum kennelijk van be-
lang is voor het ontstaan van grootmoleculair IRM. Over de nood-
zaak van de aanwezigheid van leverhomogenaat voor de vorming
van grootmoleculair IRM geven deze experimenten geen uitsluit-
sel. Wel mag worden aangenomen dat het leverhomogenaat ook
in aanwezigheid van een overmaat niet-gemerkt insuline afbraak
van het hormoon heeft veroorzaakt. Dit is overeenkomstig het-
geen bij de opzet van deze reeks experimenten werd nagestreefd.

Na incubatie van serum en insuline met leverhomogenaat kon
zowel in het globuline- als het albuminegebied radioimmunologisch
bepaalbare activiteit worden aangetoond. Uit bepalingen van de
afzonderlijke fracties van het eluaat is echter gebleken dat de
radioimmunologisch bepaalbare insulinepiek eerder begint dan
de [%1]insulinepiek. Daar de indeling in "pools'" op grond van
het radioactiviteitspatroon geschiedde, zal een deel van de in
het albuminegebied bepaalde activiteit veroorzaakt zijn door con-
taminatie met het stijgende deel van de insulinepiek. Eén of twee
fracties meer of minder in de albuminepool kan reeds een ver-
schil van enkele mE (tot zelfs 10 mE) veroorzaken. Hoewel er
in het albuminegebied wel enig insulinecomplex voorkomt kan
deze, door het wisselend gehalte aan vrij insuline, niet met de
door ons gebruikte methode gekwantificeerd worden. Om deze
reden zal de albuminefractie verder buiten beschouwing gelaten
worden.

IMMUNOLOGISCHE EN BIOLOGISCHE EIGENSCHAPPEN VAN HET COMPLEX

Teneinde het gegenereerde grootmoleculaire immunoreactieve
materiaal als insuline te kunnen bestempelen, dient dit materiaal
eveneens te voldoen aan de in Hoofdstuk III geformuleerde cri-
teria betreffende biologische activiteit en neutraliseerbaarheid
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van deze activiteit met tegen insuline gerichte antisera. Om dit
na te gaan werden de eiwitfracties van met insuline geincubeer-
de sera drooggevroren, gedialyseerd tegen gedemineraliseerd
water en vervolgens weer drooggevroren. De droge eiwitfracties
werden in verschillende biologische bepalingssystemen onderzocht.

Epididymisvetweefsel in vitro

De bepalingsmethode is uitvoerig in Hoofdstuk IV beschreven.,
In de (2 + 2)puntsbepaling werd het grootmoleculaire materi-
aal getest in concentraties van 0,5 en 2 mg per ml, bij de
(2 + 1)puntsbepaling bedroeg de concentratie 1 mg per ml. Het
effect van iedere concentratie werd in 5-voud bepaald.

De resultaten van de biologische bepalingen zijn met hun 95%
betrouwbaarheidsintervallen weergegeven in tabel 3. De (2 + 2)-

(2+1)puntsbepaling (2+2)p

neutr. totale totale
IRM ILA ILA ILA
LE/mg eiwit 105 128 128 99

(97-174) (63-193)

Tabel 3. Biologische en immunologische activiteit van de globulinefractie verkregen uit run-
derserum dat geincubeerd was met leverhomogenaat in aanwezigheid van toegevoegd
runderinsuline.

puntsbepaling voldeed aan het in Hoofdstuk III gestelde 2e cri-
terium, de regressielijnen voor de insulinestandaard en het groot-
moleculaire materiaal liepen parallel. Met de (2 + 1)puntsbe-
palingen werd tevens voldaan aan het 3e criterium, nl. dat de
biologische activiteit van het materiaal met tegen insuline ge-
richt antiserum onderdrukt moet kunnen worden. Met de (2 + 2)-
puntsbepaling werd in de globulinefractie een totale ILA van 99
HE/mg aangetoond (A = 0,18), met de (2 + 1)puntsbepaling werd
een totale ILA gemeten van 128 uE/mg, welke activiteit volle-
dig met antiserum geneutraliseerd kon worden (A = 0, 09), ter-
wijl radioimmunologisch een activiteit van 105 uE per mg eiwit
werd bepaald. De biologische en de immunologische activiteit
van het grootmoleculaire IRM komen dus goed overeen.

Diafragma in vitro

Insuline stimuleert niet alleen de glucoseopname van vetweef-
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sel, maar doet dit ook op spierweefsel. We hebben hiervan ge-
bruik gemaakt om de invloed van het gegenereerde grootmolecu-
laire IRM op de glucoseopname van het geisoleerde rattediafrag-
ma na te gaan. De opzet van het experiment was er niet op ge-
richt de insulineactiviteit van het grootmoleculaire materiaal
kwantitatief te bepalen, doch was slechts bedoeld om tot een
kwalitatieve uitspraak betreffende het preparaat te kunnen ko-
men,

De proef werd op de in Hoofdstuk IV beschreven wijze uitge-
voerd. De globulinefracties die verkregen waren van serum dat
geincubeerd was met leverhomogenaat in afwezigheid resp. aan-
wezigheid van toegevoegd niet-gemerkt insuline, werden getest
in een concentratie van 5 mg/ml. De globulinefractie van het
met insuline geincubeerde serum bevatte 250 tE IRM per ml,

Fig. 10 laat zien dat het globuline-eiwit van serum dat met
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Fig. 10. Effect van globuline-eiwit op de glucoseopname van rattediafragma’s in vitro.
c = ongestimuleerde opname; ins. = opname o.i.v. 200 pE insuline; serum - ins.
- serum geincubeerd in afwezigheid van insuline; serum + ins. = serum geincubeerd
in aanwezigheid van toegevoegd insuline. Resultaten weergegeven + standaard fout.
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leverhomogenaat in afwezigheid van insuline geincubeerd was de
glucoseopname reeds stimuleerde. Dit effect kon echter niet met
anti-insulineserum geneutraliseerd worden. Het globuline-eiwit
dat verkregen was uit serum dat in aanwezigheid van toegevoegd
insuline was geincubeerd, stimuleerde de glucoseopname van dia-
fragmaweefsel aanzienlijk. Deze gestimuleerde glucoseopname
kon met antiserum worden teruggebracht tot het niveau van het
controleglobuline.

Het gegenereerde grootmoleculaire IRM is dus ook op diafrag-
maweefsel aantoonbaar. De biologische activiteit blijkt ook nu
geheel van het neutraliseerbare type te zijn.

Invloed op het glucosemetabolisme in vivo

Insuline heeft een stimulerend effect op de glucoseopname door
vetweefsel en diafragma in vitro. Minstens even kenmerkend
voor dit hormoon is de invloed die het heeft op de verdere me-
tabole omzetting van het opgenomen glucose in deze weefsels,
het verhoogt de omzetting van glucose tot glycogeen (vooral in
spierweefsel) en tot vetzuren en triglyceriden (vooral in vet-
weefsel). Deze laatste aspecten van de insulinewerking werden
voor het gegenereerde grootmoleculaire IRM onderzocht met be-
hulp van de in vivo methode volgens Rafaelsen en medewerkers
(1965) en Young (1967), waarbij gebruik gemaakt werd van [U-'‘C]-
glucose. De wijze waarop het experiment werd uitgevoerd is ver-
meld in Hoofdstuk IV. Aan de controledieren werd 1000 yE run-
derinsuline toegediend. De testdieren kregen globuline-eiwit toe-
gediend die een equivalente hoeveelheid rechtstreeks meetbaar IRM
bevatte.

Fig. 11 laat zien dat de omzetting van [14C]g1ucose in spier-
glycogeen, vetweefselglycogeen en totaal lipoid in vetweefsel door
grootmoleculair IRM werd bevorderd. Het waargenomen verschil
in effect ten opzichte van insuline was niet significant. Door zo-
wel het insuline als het globulinepreparaat voorafgaande aan de
toediening gedurende 30 minuten aan een overmaat anti-insuline-
serum bloot te stellen werd in beide gevallen de stimulatie van
de glucosestofwisseling tot hetzelfde niveau gereduceerd.

Het grootmoleculaire IRM is dus ook wat stimulering van de
metabole omzetting van glucose betreft niet van insuline te on-
derscheiden.

De resultaten van de experimenten samenvattend kunnen we con-
cluderen dat gegenereerd grootmoleculair IRM globaal genomen
zowel kwalitatief als kwantitatief de biologische activiteit heeft
die op grond van de radioimmunologische bepaling verwacht mag
worden. Alle onderzochte biologische effecten zijn kwalitatief
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Fig. 11. Effect van globuline-eiwit, afkomstig van met insuline geincubeerd runderserum, op
de incorporatie van [u-24c] glucose in glycogeen in diafragma en vetweefsel en
vet in vetweefsel. Resultaten weergegeven : standaard fout.

gelijk aan die van insuline en kunnen met anti-insulineserum
volledig worden geneutraliseerd.

Hiermee is vrijwel bewezen dat insuline onder de gekozen om-
standigheden met een of andere serumcomponent een grootmole-
culair complex kan vormen. De modificatie die eventueel in het
insulinemolecuul is opgetreden, is waarschijnlijk zeer gering,
daar zowel de biologische als de immunologische activiteit van
het hormoon nog steeds in het complex aanwezig zijn. Het is
niet bewezen dat de serumcomponent een eiwit zou zijn, maar
dit is wel waarschijnlijk.
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COMPLEXVORMING IN AFWEZIGHEID VAN LEVERHOMOGENAAT EN TEMPERATUURAFHAN-
KELIJKHEID

Bij de generatie van grootmoleculaire activiteit, zoals deze
beschreven is in de eerste paragraaf van dit hoofdstuk, werd
uitgegaan van de veronderstelling dat lichte enzymatische mo-
dificatie van het toegevoegde insuline nodig zou zijn voor de
vorming van een eventueel complex. De juistheid van deze ver-
onderstelling werd in verdere proeven nader getoetst.

Aan 5 ml runderserum werd 0,5 ml Krebs-Ringer bicarbo-
naatbuffer of 0,5 ml leverhomogenaat, 0,5 ml [131 I]insulineop-
lossing en 0,250 ml niet-gemerkt insuline (25 E per ml zure
aqua dem., pH 2-3) toegevoegd. De verschillende oplossingen
waren voor het mengen tot 0°C gekoeld. De mengsels werden
gedurende 30 minuten bij 37°C geincubeerd en vervolgens over
Sephadex G-100 gescheiden. Vier verschillende rundersera wer-
den op deze wijze getest. De incubaties werden niet parallel
uitgevoerd. De in de fracties gevonden activiteit is weergege-
ven in mE per ml serum. Berekening per mg eiwit was niet
goed mogelijk, daar het materiaal niet werd drooggevroren, doch
de activiteit in de samengevoegde kolomfracties direct als zo-
danig radioimmunologisch bepaald werd.

Wanneer tijdens de incubatie in het medium leverhomogenaat
aanwezig was, werd in de globulinefractie gemiddeld 6,1 mE
IRM per ml serum gemeten. Hoewel lager, was de gemiddelde
grootmoleculaire activiteit die in afwezigheid van leverhomo-
genaat gegenereerd kon worden toch nog 4,6 mE per ml serum
(tabel 4, bovenste 2 regels). Het verschil is echter niet signi-
ficant (p>0, 05). Hieruit blijkt dat de aanwezigheid van leverho-

mE/ml serum

30 min. incubatie 37°C * +
samen met homogenaat 6,1 £ 0,7 (%)
30 min. incubatie 37°C 4,6 + 0,2 (4)
30 min. incubatie 0°C 2,2 +0,] (4)
0 min. incubatie 0°C 2,3 +£0,3 (4)

15 min. verwarmd 60°C

30 min. incubatie 37°C 48,8 + 3,6 (6)

* standaardfout
+ aantal sera

Tabel 4. Immunoreactiviteit van de globulinefractie na incubatie van rundersera met run-
derinsuline onder verschillende omstandigheden.
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mogenaat in het incubatiesysteem het ontstaan van het grootmo-
leculaire insulinecomplex misschien in lichte mate kan bevorde-
ren, maar onmisbaar voor de complexvorming is leverhomoge-
naat in ieder geval niet.

Hierop komt de vraag naar voren welke factoren dan mogelijk
een rol spelen bij de vorming van een grootmoleculair insuline-
complex.

Serum-insulinemengsels werden als boven beschreven, zonder
toevoeging van leverhomogenaat, bij 0°C bereid. De mengsels
werden gedurende 30 minuten bij 0°C geincubeerd en daarna ge-
scheiden, of onmiddellijk na het mengen op de Sephadex G-100
kolom gebracht. Dezelfde vier sera als bij het vorige experiment
zijn gebruikt. Wanneer de tweede en derde regel van tabel 4 met
elkaar vergeleken worden, blijkt dat bij gelijkblijvende incuba-
tieduur verlaging van de temperatuur een significante verminde-
ring van de in de globulinefractie bepaalde immunoreactiviteit tot
gevolg heeft, nl. 4,6 + 0,2 mE per ml serum bij 37°C en 2,2
+ 0,1 mE bij 0°C (p<0, 001). Verkorting van de incubatieduur tot
het minimum heeft geen verdere vermindering van de activiteit
in de globulinefractie tot gevolg (tabel 4, regel 4).

Hoewel in mindere mate dan bij 37°C, treedt de complexvor-
ming ook nog bij 0°C op en is dan zelfs onafhankelijk van de in-
cubatieduur (tot 30 minuten). Het complex wordt dus bij 0°C vrij-
wel onmiddellijk gevormd.

De resultaten die zijn weergegeven in de tweede en derde regel
van tabel 4 zouden eventueel nog kunnen berusten op een in se-
rum aanwezige enzymatische factor die ook bij 0°C nog actief is.
We hebben deze mogelijkheid willen onderzoeken door het serum,
voorafgaande aan de incubatie met insuline, op 60°C te verwar-
men met de bedoeling hierdoor eventuele enzymactiviteit te rem-
men.

Runderserum werd gedurende 15 minuten op 60°C verwarmd.
Vervolgens werd afgekoeld tot 0°C waarna een serum-insuline-
mengsel zonder toevoeging van leverhomogenaat werd bereid zo-
als boven aangegeven. Het mengsel werd gedurende 30 minuten
bij 37°C geincubeerd en vervolgens over Sephadex G-100 geschei-
den. De fracties van het globulinegebied werden gecombineerd
en de hoeveelheid IRM hierin bepaald. Op deze wijze zijn 6 sera,
waarvan 2 ook bij de voorgaande experimenten gebruikt waren,
getest. De waarden zijn berekend per ml serum en weergegeven
in tabel 4, regel 5.

In de globulinefractie werd een gemiddelde activiteit van 48,8
mE per ml serum gevonden, een waarde die ongeveer 10 x ho-
ger is dan wanneer het serum onder overigens gelijke omstan-
digheden niet yooraf op 37°C verwarmd was geweest.
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Het blijkt dus dat door voorafgaande verwarming van het se-
rum aanzienlijk meer grootmoleculair insulinecomplex gevormd
werd., Dit pleit tegen een in serum aanwezig enzym dat de com-
plexvorming zou bevorderen. Deze mogelijkheid kan echter niet
volledig worden uitgesloten, doch dan zal het enzym warmtesta-
biel moeten zijn.

Vervolgens hebben we nagegaan of de complexvorming moge-
lijk een gevolg is van veranderingen die in serum zouden kun-
nen optreden door het invriezen, bewaren en ontdooien ervan.
Vijf ml vers runderserum werd 5-6 uur na het verzamelen van
het bloed gemengd met 0,4 ml [131 IJinsulineoplossing en 0,225
ml van een oplossing die 25 E runderinsuline per ml bevatte.
Het mengsel werd gedurende 30 minuten bij 37°C geincubeerd
waarna 5 ml incubaat over Sephadex G-100 werd gescheiden.
Nadat het serum gedurende 7 dagen bij -25°C bewaard was,
werden 5 ml ervan op overeenkomstige wijze behandeld. Het
effect van invriezen, opslag en ontdooien werd voor 3 sera na-
gegaan.

vers 7 dagen  verschil
serum 90826 4,1 3,9 -0,2
90902 4,8 3,9 -0,9
90909 3,4 3,1 -0,3
gemiddeld 4,1 3,6 -0,5
+ 0,43 + 0,27 + 0,22

Tabel 5. Generatie van grootmoleculair IRM in verse rundersera en in dezelfde sera nadat
deze 7 dagen bij -25°C waren bewaard. Resultaten in mE/ml serum.

De in tabel 5 weergegeven resultaten laten zien dat er weinig
of geen verschil is tussen de hoeveelheden grootmoleculair IRM
die in vers of in 7 dagen oud serum gegenereerd kunnen wor-
den. De waargenomen complexvorming is dus niet een gevolg
van het feit dat oud serum werd gebruikt.

Tenslotte hebben we nog onderzocht of de vorming van groot-
moleculair IRM niet slechts een fenomeen is dat alleen in vitro
wordt waargenomen, doch ook in vivo kan optreden. Hiertoe
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kregen ratten van ongeveer 200 gram lichaamsgewicht 20 E in-
suline via de staartvene toegediend. Dertig minuten na de injec-
tie werd bloed uit de arteria carotis opgevangen in een 5%-ige
citraatoplossing in een verhouding van 4 ml bloed op 1 ml ci-
traatoplossing., Nadat het plasma verzameld was, werd het zo
spoedig mogelijk over Sephadex G-100 gefiltreerd en de immu-
noreactiviteit in de globulinepool bepaald. Op deze wijze werd
éénmaal het effect van toegediend ratte-insuline en tweemaal dat
van toegediend runderinsuline nagegaan (tabel 6, eerste drie
regels).

soort insuline plasma globuline
toegediend fractie
rat 19,4 0,16
rund 37,5 0,28
rund 34,0 0,35
runderinsuline

toegevoegd in vitro g 0,01

Tabel 6. Vorming in vivo van grootmoleculair IRM bij ratten. Resultaten in mE/ml plasma.

In vergelijking met de resultaten die verkregen waren met de
in vitro generatieproeven, werd nu relatief weinig grootmole-
culair IRM gevonden. Na toediening van ratte-insuline werden
slechts 160 uE grootmoleculair IRM per ml plasma bepaald, na
toediening van runderinsuline bedroeg dit 280 #E en 350 UE per ml
plasma. Deze grootmoleculaire activiteit is inderdaad in vivo ge-
vormd. Dit werd aangetoond door het bloed van onbehandelde
ratten op te vangen in een citraatoplossing die ongeveer even-
veel insuline bevatte als in het plasma van de behandelde dieren
was gevonden. Onder deze omstandigheden konden in de globu-
linefractie slechts 10 uE grootmoleculair IRM per ml plasma
worden aangetoond.,

SAMENVATTENDE BESCHOUWING

Bij de aanvang van de generatieexperimenten zijn we uitge-
gaan van de veronderstelling dat enzymatische verandering
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van het toegevoegde insuline noodzakelijk zou zijn voor de vor-
ming van een grootmoleculair insulinecomplex. Als we de re-
sultaten van de experimenten nagaan, zijn er eigenlijk geen ar-
gumenten voor een noodzakelijke enzymatische modificatie van
het insulinemolecuul aan te voeren. Hoewel de invloed van en-
zymen op de complexvorming hiermee niet geheel is uit te slui-
ten, wordt deze toch wel zeer onwaarschijnlijk. Wel kunnen we
een aantal argumenten tegen deze veronderstelling aanvoeren:

1. De aanwezigheid van insulinedegraderend leverhomogenaat
is geen noodzakelijke voorwaarde voor de vorming van
grootmoleculair IRM.

2. Bij toevoeging van insuline aan serum van 0°C treedt on-
middellijk complexvorming op.

3. Voorafgaande verwarming van serum op 60°C heeft geen
vermindering van de complexvorming tot gevolg, doch doet
deze juist toenemen.

De aanzienlijke toename van de complexvorming zou verklaard
kunnen worden door het bestaan aan te nemen van een thermolabie-
le factor die de complexvorming in serum remt. Door verwarming
zou deze hypothetische factor uitgeschakeld worden, waardoor de
complexvorming kan toenemen. Deze mogelijkheid is echter niet
waarschijnlijk, daar bij verwarming van geisoleerde serumei-
witfracties zowel in de globuline- als de albuminefractie een
toename van de complexvorming werd waargenomen (experimen-
ten niet vermeld). In dat geval zou de thermolabiele factor in
beide fracties met verschillende molecuulgrootte moeten voor-
komen of er zouden twee verschillende thermolabiele factoren
in serum moeten voorkomen.

Uit de verwarmingsexperimenten komt nog een andere moge-
lijkheid naar voren, nl. dat voor de complexvorming een ver-
anderd (gedenatureerd) eiwit nodig is. Een aanwijzing dat er
inderdaad enige denaturatie van serumeiwitten optreedt, vinden
we in het feit dat het serum na verwarming enigszins opales-
cent is. We hebben echter niet na kunnen gaan of de eiwitcom-
ponent van het complex op een of andere wijze gemodificeerd is.

Hoewel we niet nauwkeurig weten aan welke voorwaarden vol-
daan moet zijn om complexvorming van insuline met een of an-
dere serumcomponent mogelijk te maken, zijn weder toch in
geslaagd om door incubatie van insuline met serum een groot-
moleculair insulinecomplex te doen ontstaan. Voor zover we
hebben kunnen nagaan, had het gegenereerde insulinecomplex
overeenkomstige eigenschappen als het immunoreactieve materi-
aal van de globulinefractie van serum 51119,

1. Zij waren beide radioimmunologisch aantoonbaar.
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2. Zij waren biologisch werkzaam en het biologisch effect
kon met anti-insulineserum onderdrukt worden.
3. Zij werden beide in de globulinefractie aangetroffen,
Dit maakt het wellicht mogelijk om dit complex te gebruiken als
model voor een eventueel grootmoleculair endogeen insulinecom-
plex.

DISSOCIATIE VAN HET INSULINECOMPLEX

Om van een insulinecomplex of gebonden insuline te kunnen
spreken, is het niet voldoende om door incubatie van serum en
insuline grootmoleculaire activiteit te genereren die met biolo-
gische en immunologische methoden aangetoond kan worden. Te-
vens zal voldaan moeten worden aan de voorwaarde dat uit het
grootmoleculaire materiaal weer kleinmoleculair insuline kan
worden vrijgemaakt, zoals ook reeds door Merimee en mede-
werkers (1965) is gesteld. We hebben daarom onderzocht 6f en
onder welke omstandigheden het complex kan dissocieren.

Spontane dissociatie

Grootmoleculaire activiteit werd gegenereerd door 5 ml run-
derserum tezamen met runderinsuline (eindconcentratie 1 E/ml)
gedurende 30 minuten bij 37°C te incuberen. Het ge’incubeerde
mengsel werd 