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SUMMARY 

Labelling of insulin with Tritium 

Insulin can be labelled with Tritium by the WILZBACH-method. 
Repeated crystallisation or preparative paper electrophoresis followed by crystal- 

lisation leads to a preparation of constant specific activity. In paper electrophoresis 
under various pH conditions as well as during fibril growth followed by  reactivation 
and crystallisation of the reactivated hormone E3H]insulin shows a behaviour equal 
to that of unlabelled insulin. Columnchromatographic analysis of E3H]insulin hydroly- 
sates reveals a preferential incorporation of the hydrogen isotope into the aromatic 
amino acids. The bloodsugar-lowering effect of the labelled hormone is fully preserved. 
Unlabelled insulin causes an isotope dilution effect in the combination of ESH]insulin 
with rat diaphragm and ox retina in vitro. 

EINLEITUNG 

W~thrend fiber den Eigenstoffwechsel niedermolekularer Hormone zahlreiche Ergeb- 
nisse vorliegen, die mit Hilfe von z4C-, 3H- oder 131J-markierter Substanzen gewonnen 
wurden, ist die Kenntnis des Schicksals von Proteohormonen im Stoffwechsel be- 
schr~nkt, da fiir letztere keine geeigneten Markierungsverfahren bestehen. Biosynthese 
von Insulin z.B. in Kiilberpankreasschnitten in vitro aus [a4C]Aminos~urena, * sowie 
bei Ratten in vivo aus EasS]Aminosliuren3 ftihren lediglich zu geringen spezifischen 
Aktivitiiten des isolierten Hormones. Dariiber hinaus k6nnen aber molektilfremde 
Atom-Gruppierungen oder Atome durch chemische Reaktionen in das Insulinmolekfil 
eingeffihrt werden. So wurden der EsnS]Schwefels~ureester des Insulins 4 und das 
13XJ-markierte Derivat 5 dargestellt. Jodiertes Insulin ist in zahlreichen Untersuchun- 
gen eingesetzt worden 5. Die biologische Aktivitiit der benutzten PrAparate, soweit 
untersucht, bewegt sich, gemessen an der hypoglykiimisierenden Wirkung, zwischen 
ioo% e und 75% 7. Die Interpretation der nach Anwendung jodierter Proteine 
erhaltenen Ergebnisse ist erschwert 8, da eine intravitale Dejodierung ohne Peptid- 
hydrolyse m6glich erscheint 9. Unterschiede im Stoffwechsel jodierter und biosynthe- 
tisch markierter Proteine sind beobachtet worden 1°. 

Wir haben daher untersucht, ob das von WILZBACH n entwickelte Verfahren der 
Inkorporierung von Tritium (3H, fl- o,o18 MeV, 12,26 Jahre Halbwertszeit) dutch 

• Di rek tor :  Prof.  Dr. J. KOHNAU. 
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Austausch, speziell ffir das Proteohormon Insulin anwendbar ist. Ober erste Unter- 
suchungsergebnisse wurde von uns bereits kurz berichtet 1~, 13. Von anderer Seite wurde 
mit Hilfe des WILZBACH-Verfahrens das Protein Lysozym unter Erhaltung der biolo- 
gischen Aktivit~t markiert 14. 

EXPERIMENTELLES 

Markierung mit Tritium 

Insulin wurde jeweils in Mengen yon I g KristaUinsulin" (23 + 0.5 i.E./mg, 
0.62 % Zink) gegentiber einer Gesamtmenge von 2.18 C Tritium bei 0-39 atm. und 
+ 27 ° tiber eine Zeit von zwei Wochen exponiert**. Die bei diesen Verfahren beobach- 
teten AnfangsaktivitAten variieren ohne vorangehenden Austausch gegen hydrophile 
L6sungsmittel zwischen 17. 7 und 53/zC/mg Rohprodukt**. 

Radioaktivit~itsbestimmungen 

Die Tritium-Aktivit~tt wurde im fensterlosen Methandurchflussz~hler in einer 
Schichtdicke unterhalb der Selbstabsorption gemessen bzw. die Impulszahlen mit 
Hilfe von experimentell ermittelten Selbstabsorptionskurven korrigiert. Die Pr~parate 
gelangten auf Aluminiumsch~lchen nach Verdampfung der benutzten L6sungsmitte! 
(o.ooi N-o.oI  N HC1 bzw. CH3COOH ) unter der Infrarotlampe zur Messung. Die 
Angabe von spezifischen Aktivit~ten erfolgt in Impulsen/Min/Gewichtseinheit 4- 
Impulsen/Min ftir p = 0.05. Bei Bezug auf einen Tritiumstandard** betr~gt der 
Wirkungsgrad der Messanordnung ca. 30 %. Infolge der ausserordentlich geringen 
/~-Energie des Tritiums und der daraus resultierenden untibersichtlichen Absorptions- 
verh~fltnisse im Papier besitzen die Aktivit~ttsmessungen an Papier lediglich qualita- 
tiven Charakter. 

Proteinbestimmungen 

Die Insulinkonzentration in L6sungen wurde durch Messung der Extinktion bei 
278 m/z in I-cm Schichtdicke unter Bezug auf Kristallinsulinl6sungen bekannter 
Konzentrationen ermittelt. In einem Teil der Untersuchungen wurde die Insulin- 
konzentration mit Hilfe der von LOWRY 1~ angegebenen Methode bestimmt. 

Kristallisation yon Insulin 

Es wurde nach dem Verfahren von ROMAN, SCOTT UND FISHER 15 verfahren. 
Etwa 0.2 %ige L6sungen yon Insulin in o.1--o.5 N Essigs~ure wurden nach Zusatz 
von 0.07 ml 0.3 %iger Zinkacetatl6sung/ml Insulinl6sung mit I N Ammoniakl6sung 
an der Glaselektrode rasch auf pH 6- 7, anschliessend langsam mit I N Essigsiture auf 
pH 5.9 eingestellt, zun~chst ftir 2-3 Stunden bei Zimmertemperatur belassen und dann 
bei + 4 ° bis zur vollst~ndigen Kristallisation aufbewahrt. Der durch fraktionierte 
Zentrifugation bei lOO-2OOO U./Min gewonnene Kristallniederschlag wurde einmal 
mit etwa o.I M Ammoniumacetatpuffer von pH 5.9 und anschliessend mit destillier- 
tem Wasser gewaschen. Zur Gewinnung yon Trockensubstanz erfolgte wiederholte 
Waschung der Kristalle mit 96 %igem ~,thanol und anschliessende Lufttrocknung. 
Isoelektrische F~tllungen wurden im gleichen Ammoniumacetatsystem bei pH 5.2 
vorgenommen. 

* H e r r n  Dr. MITTENZWEI, H o r m o n - C h e m i e ,  Mtinchen,  sei herz l ich  fiir die grosszfigige ~3ber- 
l a s sung  yon  Insu l in  gedank t .  

** New E n g l a n d  Nuclear  Corp., Boston,  Mass. ,  USA.  
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Fibriltenbildung und Reaktivierung 

Die Herstetlung der fibrill~tren Modifikation des Insulins durch Animpfen von 
Insulinl6sungen mit Fibrillen sowie dessen Reaktivierung erfolgte nach den Angaben 
yon WAUGH17, TM. Dabei gelangten Mischungen yon elektrophoretisch-gereinigtem 
[~H]Insulin zu Tr~gerinsulin wie I : 19o zur Verwendung. 

Hydrolyse und Aminos~ureanalyse 

E3H]Insulin wurde in 5.7 N Salzs~ure unter N2 fiber 48 Stunden bei lO5 ° hydroly- 
siert, yon fiberschfissiger Salzs~ure im Vakuum fiber Natriumhydroxyd befreit und 
nach dem Verfahren yon STEIN UND MOORE 19 an Dowex I- und Dowex 5o-SAulen 
mit ansteigenden S~uregradienten chromatographiert. Konzentrationsbestimmungen 
erfolgten nach Einengung der Fraktionen zur Trockne (I-IO Torr fiber Natrium- 
hydroxyd, + 5 0  °) nach Wiederaufnahme der Rtickst~tnde in IO %igem Pyr id in-  
Wassergemisch mit Hilfe der Ninhydrinreaktion yon TROLL UND CANNAN 20. Aliquote 
Teile wurden zur Radioaktivit~tsbestimmung verwandt. Orientierende Unter- 
suchungen erfolgten papierchromatographisch nach Hydrolyse in folgenden L6sungs- 
mittelsystemen: Pyridin-Amylalkohol-Wasser (7: 6: 6), n-Butanol-Wasser-Eisessig 
(14:3 : 3), wasserges~ttigtes Phenol. 

Papierelektrophorese 

Analytische Versuche wurden bei einer Feldst~rke von IO V/cm und 2-5 mA/ 
Streifen (Whatman Papier Nr. I) fiber 3 Stunden durchgeffihrt. Folgende Puffer- 
systeme gelangten zur Anwendung: Glykokoll-Salzs~ure (pH 2) und Phosphat-  
Borat (pH 7-9). Die Anf~rbung der Proteine auf dem Papier erfolgte nach der von 
GRASSMANN angegebenen Methode21; auf eine quantitative Auswertung wurde aus 
naheliegenden Grfinden verzichtet. In pr~parativen Ans~tzen wurde [SH]Insulin 
(lOO-5OO mg) in der Anordnung yon GRASSMANN 22 (Spinco-Modell CP) bei pH 8.6 
im Di~thylbarbiturs~ure-Natriumdi~thylbarbiturs~uresystem (8ooV, 58-62mA, 
Schleicher u. Schfill-Papier Nr. 47 o, 4 °) aufgearbeitet. ESH]Insulin wurde aus ent- 
sprechenden Fraktionen auf zwei Arten isoliert: (a) Isoelektrische F~lung, anschlie- 
ssende ersch6pfende Dialyse bei 4 ° und Kristallisation. (b) Gefriertrocknung der 
Fraktionen mit Wiederaufnahme der Trockensubstan~ in etwa o.I des ursprfinglichen 
Volumens an Wasser, Einstellung von pH 3 und Extraktion der ausgef~llten Barbitur- 
s~ure mit Ather; F~liung des Insulins am isoelektrischen Punkt mit nachfolgender 
Kristallisation bis zur konstanten spez. Aktivit~t. 

Biologische Teste 

Blutzuckerbestimmungen erfolgten nach der Methode von FRANK UND 
KIRBERGER 23 an mAnnlichen Sprague-Dawley-Ratten (15o-2oo g K6rpergewicht) nach 
14 Std. Nahrungskarenz. Insulin wurde in o.oi N Salzs~ure gel6st intraven6s appli- 
ziert. Diaphragmen 3 Stunden nfichterner Ratten wurden in 2 ml Kaliumphosphat- 
Natriumchloridpuffer (pH 7, durchgast mit 8 % Kohlendioxyd in Sauerstoff) bei 37 ° 
und IiO Oszillationen/Min in der Warburg-Apparatur inkubiert. Die Glukosekonzen- 
tration des Inkubationsmediums betrug 250 mg %, die Konzentration des Insulins 
8.353 ~g/Ansatz. Das Verh~ltnis yon markiertem zu unmarkiertem Insulin wurde 
variiert. Nach I Stunde Inkubation wurde in aliquoten Teilen des Mediums die 
Tritiumaktivit~t bestimmt. Die Differenz vor und nach Inkubation wurde als Auf- 
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nahme/Ioo mg Diaphragma (Feuchtgewicht) berechnet. In gleicher Weise wie Ratten- 
diaphragmen wurden Rinderretinen inkubiert und die Tritiumaufnahme auf IOO mg 
Trockengewicht bezogen. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die hohe Aktivit~t des Rohpr~parates nach der Exposition gegeniiber Tritium l~sst 
das Auftreten zahlreicher Zerstrahlungsprodukte des Insulins erwarten. Daneben 
dfirfte der Hauptanteil des Tritiums in labiler, gegen Wasserstoff austauschbarer 
Form vorliegen. Hiermit in l~bereinstimmung steht das Ergebnis von Dialysever- 
suchen, s. Fig. I und Tabellen I und II. Der rasche Abfall nicht-wasserdampfflfichtiger 
Radioaktivit~t entspricht dem Herausdialysieren niedermolekularer Produkte. Da 
dutch Passage des Dialysewassers fiber einen Kationenaustauscher (Dowex 50 X8 H +) 
sich etwa 57 To der nicht-wasserdampffliichtigen Tritiumaktivit~t an den Austauscher 
binden und anschliessend mit NH4OH wieder eluieren l~sst, ist anzunehmen, dass es 
sich bei diesen Substanzen um Aminos~uren und Peptide handelt, zumal die papier- 
chromatographische Untersuchung des Eluates die Anwesenheit zahlreicher, nin- 
hydrinpositiver, SH-markierter Substanzen nachweist. Neben der Beseitigung yon 

Im mlse/Min/ml 

400C 

300C 

2OO( 

100C 

Fig. I. 

~'o do ~ ,6o ;~o ;2o 
Stunden 

Nicht  wasserdampfflfichtige Bestandteile im Dialysewasser einer [SH]Insulinl~sung im 
Verlaufe der Dialyse yon [SH]Insulin gegen Wasser  bei 4 % 

T A B E L L E  I 

SP~ZIFISCHE AKTIVlTAT VON [SH] INSULIN NACH BEHANDLUNG MIT WASSRIGEN LOSUNGSMITTRLN 

L6su~tgsmittd Impulse/Min/l~g 

- -  I 1.81o" lO 3 Impulse /Min"  
o.oi N Salzs~,ure 7.346" lO 8 Impulse/Min 
o.oI N S~dzsAure nach 

Dialyse gegen Wasser  2.169. IO a Impulse /Min 

* Theoretische Aktivitiit in der verwendeten Messanordnung unter  Zugrundelegung der im 
Fliissigkeitsscintillationsziihler (New England Nucl. Corp.) gemessenen Aktivit~t ohne voraus-  
gegangenen Aus tausch  gegen hydrophi le  LOsungsmittel.  
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92 c. VON HOLT et al. 

T A B E L L E  I I  

V E R T E I L U N G  DER TRITIUMAKTIVITAT EIN]ZS [3H] INSULINROHPRAEPARATES &OF 

PROTEIN-  UND NICHTPROTEIN ANTEILE 

Praeparation Total Impulse/Min 

A. Insul in  vor Dialyse 

B. Insul in  nach Dialyse gegen Wasser  

C. Nicht-wasserdampf-flfichtige Anteile 
im Dialysowasser  

D. Kationische, n icht-wasserdampf-  
fliichtige Anteile des Dialysewassers 

E. Wasserdampf-fl i ichtige Anteile des 
Dialysewassers 

3.I49"IO s 

5.783"105 

1.812.105 

1.O32"10 s 

2.389"105 
(A - -  27 BC) 

Zerstrahlungsprodukten ffihrt die Dialyse fiber l~gere Zeit jedoch zu einem st~ndigen, 
langsamen Zerfall des Insulins in der verdfinnten L6sung, wie die konstante AktivitAt 
nicht wasserdampfltfichtiger Produkte im Dialysewasser im weiteren Verlauf des 
Versuches zeigt. 

Wiederholte Kristallisation des Insulins jedoch ffihrt zu einem Produkt kon- 
stanter spez. Aktivit~t, s. Tabelle III. Die Aktivit~t dieses Pr~parates verRndert sich 
w~hrend 5-stfindiger Dialyse gegen Wasser nicht. Es lassen sich keine freien Amino- 
s~turen oder Peptide in dem Insulinkristallisat in gebr~uchlichen, papierchromato- 
graphischen Systemen durch Messung der Tritiumaktivit~t bzw. der Ninhydrin- 
reaktion nachweisen. 

T A B E L L E  I I I  

V]ERHALTI~N DER SP1~ZIFISCHEN AKTIVITAT VON [3H]INSULIN 
BEI WIED~ERHOLTER KRISTALLISATION 

Anzahl der Spex. Aktlvitgtt in 
KristaUisationen Impulse/Min/l~g 

I 7346 ~ 168 
2 2907 ± lO5 
3 3805 ~ 121 
4 3423 ~ 115 
5 3617 ~ 117 
6 3737 ± 119 

Bei Aufbewahrung von [3H]Insulinl6sungen konstanter spez. Aktivit~tt in Glas- 
gefXssen beobachtet man einen anfitnglich raschen, sp~tter langsamen Abfall der 
Aktivitltt/Volumeneinheit mit Einstellung einer konstanten Endaktivitltt. Die Fest- 
stellung, dass bei Umffillung der L6sung nach Erreichen der EndaktivitAt ein erneuter 
Abfall einsetzt (s. Fig. 2) und die M6glichkeit, durch vorherige Abs~ttigung des 
Glases mit unmarkiertem Insulin die Aktivit~tsminderung pro Volumeneinheit 
herabzusetzen (Tabelle IV), sprechen ftir eine Adsorption des Insulins an das Glas. 

Papierelektrophoretische Untersuehungen weisen nach, dass [3H]Insulin ausser- 
ordentlich intensiv ebenfaUs an Papier adsorbiert wird. Unter geeigneten Bedingungen 
l~sst sich auch bei unmarkiertem Insulin eine Adsorption an Papier fXrberisch nach- 
weisen. Fig. 3 zeigt das Ergebnis der Elektrophorese yon [°H]Insulin vorund nach 
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Impulse/Min/ml 

30 00C I 

\ UmfQIlun 9 in ein 

10 0(3( 

T A B E L L E  IV 

EINFLUSS DER ABS-~.TTIGUNG VON GLAS MIT INSULIN AUF DEN 
AKTIVIT~TSVERLUST EINER [SH]INSULINLOSUNG 

Zeltpunkt in Kontrollge/~s "lnsulin-ges~tigtes" 
Tagen ImpuIse/M~n/ml Ge/~ss Impulse/Min 

o 1846 1846 

i 885 I 3 i i  

2 825 1337 

3 739 1278 

Fig. 2. Aktivit i i tsverlust  einer [3H]Insulinl6sung bei Auf- 
bewahrung  in einem Glasgef~ss. Tage 

Krista~sation ohne Zusatz yon Tr~gefinsulin. Die Hauptmasse der Radioaktivit~t 
wird an der AuftragungssteLle adsorbiert. Der Zusatz yon Tr~gefinsufin beseitigt 
diesen Effekt und zeigt das dutch die Kristallisation erzielte Ausmass der Beseitigung 
von Zerstrahlungsprodukten (Fig. 4). Trotz des Zusatzes eines grossen ~3berschusses 
von Tfiigerinsulin findet sich jedoch in diesen Versuchen noch Tritiumaktivit~it, die 
nicht der Insulinbande zuzuordnen ist. Es wurde daher ISH]Insulin im kontinuierlichen 
Durchlaufverfahren einer pr~parativen Elektrophorese unterworfen und aus der 
insulinhaltigen Fraktion das Hormon isoliert und kristallisiert. Durch fraktionierte 
Zentrifugation wurde ein von amorphen Bestandteilen freies Kristallisat der typischen 
Kristallform erhalten, s. Fig. 5. Die analytische, papierelektrophoretische Kontrolle 
zeigt ein dem lediglich durch Kristallisation gereinigten Insulin analoges Verhalten 
des elektrophoretisch abgetrennten Hormones (Fig. 6). Auch nach elektrophoretischer 
Reinigung findet sich eine geringe Tritiumaktivit~t fiber die gesamte Laufstrecke 
verteilt. Diese Ergebnisse sprechen daftir, dass es sich bei der der Insulinbande nicht 
zuzuordnenden Aktivitiit um an das Papier adsorbiertes Insulin handelt und nicht um 
eine Verunreinigung des Pdiparates. 

In Abhiingigkeit vonder Anfangsaktivit~t des [3H]exponierten Insulins und der 
Dauer der Aufbewahrung des Rohpriiparates werden verschiedene Aktivit~iten des 
gereinigten [3H]Insulins gefunden (Tabelle V). Diese Ergebnisse machen eine interne 

T A B E L L E  V 

SPEZIFISCHE AKTIVITATEN VERSCHIEDENER [SH] INSULIN-PR~[PARATE 

A k2ivitOIen in 
Irapulse/ M in/mg Pr nparat~°n ge~pun~t der Untemuchung 

7.35" I °s  

3.4 ° .  lO 8 

1.59" lO6 

0.45. lO 6 

9.96. lO s 

2.49. lO 6 

o.79. IO e 

Rohproduk t  (I) 4 Monate nach Expos i t ion  

Kristal l isat ion bis zur konst,  spez. AktivitAt (I) 4 Monate nach Exposi t ion 

Kristal l isat ion bis zur konst ,  spez. Aktivitiit  (I) 18 Monate nach Exposi t ion 

Papierelektrophoret ische Reinigung (I) 18 Monato nach Exposi t ion  

Rohproduk t  (II) 6 Monate nach Exposi t ion 

Kristal l isat ion bis zur konst ,  spez. Aktivitiit (II) 6 Monato nach Exposi t ion 

Papierelektrophoret ische Reinigung (II) 6 Monate nach Exposi t ion 
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1 x 10  3. 
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E lek t ropho rese  
Streifen 
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1 x 10  3. 
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9 10 
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Elektrophorese 
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
+ cm - 

( 

b 

Fig. 3. Papierelektrophoroso von Io #g [SH]Insulin bei pH 8,0. a: Rohprodukt;  b: nach clreimaliger 
Umkristallisation. Vollausschlag: i -  lO 8 Impulse/Min, D~tmpfung: zoo Sek; Schreibgeschwindig- 

keit: 60 mm/Stunde;  ---~: Wanderungsrichtung. 

Selbstzerstrahlung des [SH]Insulins wahrscheinlich. Nach elektrophoretischer Reini- 
gung wird ausserdem eine niedrigere spez. Aktivit~it gefunden als nach wiederholter 
Kristallisation. Da der papierelektrophoretische Vergleich beider KristaUisate jedoch 
keinen Anhalt daffir ergibt, dass die Pr~iparate sich aus verschiedenen Komponenten 
zusammensetzen, muss angenommen werden, dass der lange Verbleib des [3H]Insulins 
in einer L6sung yon pH 8.6 unter Bedingungen, die eine Oxydation des Insulins 
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3 X 10~ZTt 

95 

E 

O) 
ul 

0 
Elektrophorese 
Streifen 

i x i 0  ~- 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
+ cm - 

E 

2E 

¢0 
-5 

0 
Elektrophorese 
Streifen 

0 I 2 3 4 5 6 7 B 9 ]0 11 12 
+ cm --  

K-- 

b 

Fig. 4. Papierelektrophoreso oiner Mischung yon io ~[gg [3H]Insulin und 900 #g unmarkiertem 
Insulin bei pH 8,0. a: l~ohprodukt; b: nach droimaliger Umkristallisation. VoUausschlag: a 
3" I o/ Impulse/Min; b = 1.1o 3 Impulse/Min; DXmpfung: i oo Sek; Schreibgeschwindigkeit: 

6o mm/Stunde; --~: Wanderungsrichtung. 

begfinstigen, zu einer Dena tur ie rung  yon EaH]Insulin-Molekfilspezies h6herer spez. 
Akt iv i t~ t  geffihrt hat  oder un te r  diesen Bedingungen ein zusAtzlicher Rfickaustausch 
von Tr i t ium gegen Wasserstoff s ta t tgefunden hat.  

Un te r  Zugrundelegung der gemessenen spez. Akt iv i t~ ten  des gereinigten Jail]- 
Insul ins  ist der Wasserstoff des Insul ins  in der Gr6szenordnung von io  - 5 -  i o ~ t %  
durch Tr i t ium ersetzt worden. 
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F i g .  5. [SH] I n s u l i n  K r i s t a l l e .  

Da die papierelektrophoretische Einheitlichkeit eines Proteins sowie dessen 
Darstellbarkeit in homogener, kristalliner Form allein nicht ausreichend ist ftir die 
Annahme der Einheitlichkeit, haben wir das Verhalten von Tritiuminsulin unter 
Bedingungen der Fibrillenbildung und Reaktivierung untersucht. Insulin l~sst sich, 
wie WAUGH 17 gezeigt hat, unter standardisierten Bedingungen in eine unl6sliche, 
fibrill~re, biologische inaktive Form iiberfiihren, die nach Behandlung mit Alkali in 
natives Insulin zurfickverwandelt und in typischer Weise kristallisiert werden kann 18. 
Die Bedingungen der Fibrillenbildung (mineralsaure L6sung, pH 1.5, 4 o°) sind gleich- 
zeitig geeignet, labiles, etwa noch vorhandenes Tritium gegen Wasserstoff aus- 
zutauschen. Tabelle VI zeigt die spezifischen Aktivit~ten der L6sungen yon kfistaUi- 
sierten [3H]Insulin-Tr~gerinsulin-Gemischen vor der Fibrillenbildung und nach Fi- 
brillenbildung mit anschliessender Reaktivierung durch Alkali und Kristallisation. 
9 2.4 ± 4.4 % der eingesetzten Tritiumaktivit/it verhalten sich unter den Bedingungen 
der FibriUenbildung, Reaktivierung und KristaUisation der reaktivierten Fibrillen 

T A B E L L E  V I  

VERHALTEN DER SP~ZIFISCHEN AKTIVITAT VON GEMISCHI~N AUS ]~LEKTROPHORI~TISCH GI~REINIGT]~M 
[3H]INSULIN UND INAHTIVEM INSULIN UNTER BEDINGUNGEN DI~R FIBRILLENBILDUNG 

S pe z. A ktivit~t in 
Art der Insulinpraeparation IrapulselMin/mg 

K r i s t a l l i s a t  v o r  F i b r i l l e n b i l d u n g  417  ° ± 185 
K r i s t a l l i s a t  n a c h  F i b r i l l e n b i l d u n g  
u n d  R e a k t i v i e r u n g  385  o -A- 186 
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wie natives Insulin. Diese Ergebnisse machen eine weitgehende Identit~t von Tri- 
tiuminsulin und unmarkiertem Insulin wahrscheinlich. 

Bei der Untersuchung der Verteilung des Einbaues von Tritium in die verschie- 
denen Aminosituren des Insulins wurde als analytische Methode das yon STEIN UND 
MOORE 19 angegebene Verfahren tier Chromatographie an Dowex 50 X 8 H + mit steigen- 
dem Salzs~uregradienten gew~hlt. Ffir die Beantwortung unserer Fragestellung 
erscheint dieses Vorgehen im Vergleich zu den mit Puffergemischen arbeitenden 
Verfahren trotz der bei letzteren besseren Trennung geeigneter, da eine Messung der 
Radioaktivit~t der Aminos~uren im Hinblick auf die geringe fl-Energie des Tritiums 
aus methodischen Grtinden m6glichst in unendlich dfinner Schicht erfolgen muss, dies 
jedoch bei der velwendeten Probenbereitung und Messung in Gegenwart von Puffer- 
salzen nicht realisierbar ist. Fig. 7 zeigt, dass ein Einbau von Tritium in verschiedene 
Aminos~uren stattfindet, wobei die aromatischen Aminos~turen Phenylalanin, Tyrosin 
und Histidin bevorzugt sind, w~hrend die Monoaminodicarbonsituren und Hydroxy- 
aminos~uren nur geringere Aktivit~tten aufweisen. Auff~.llig erscheint die in mehrereren 
Chromatogrammen beobachtete Aufspaltung von Radioaktivit~ttsgipfeln bzw. deren 
Verschiebung gegent~ber den Ninhydrinmaxima. Es handelt sich dabei m6glicherweise 
um Isotopeneffekte unterschiedlich markierter Aminos~uren der gleichen Spezies. 

Die Markierung des Insulins ffihrt, gemessen an der Blutzuckeraktivit~t des ge- 
reinigten [~Hllnsulins, zu keinem Verlust der biologischen Aktivit~t (Tabelle vii). 

T A B E L L E  V I I  

BLUTZUCKERS]~NKUNG B E I  R A T T E N  15 MIN NACH INTRAVENOSER INJEKTION VON 
[3H]INSULIN BZW. UNMARKIERTEM INSULIN* 

M iSteIweet des 
BlutzuckeeaMalles und AnzahI der Signi~kanz dee 

Standardab~,eichung in % Tieee Miltel~eetsdi~eeenzen 
des A usgangsbluSzuckees 

I n s u l i n  (25 I . E . / r a g )  33 .o • 9 8 K e i n e  Di f f e renz  
[all1. I n s u l i n  33.5 4- 13 12 

• o. 4 # g / i o o  g R a t t e .  

Allerdings wiirde das Vorhandensein von geringsten, biologisch inaktiven Anteilen 
hoher spezifischer Radioaktivit~t in einem derartigen Test nicht aufgedeckt werden. Es 
wurde daher ein weiteres Merkmal zur biologischen Charakterisierung des [~H]Insulins 
herangezogen. Insulin wird, wie STADIE a gezeigt hat, in spezifischer Weise von ver- 
schiedenen Geweben gebunden. Es wurde daher untersucht, ob die TritiumaktivitRt 
[3H]Insulins von Rattendiaphragmen oder Rinderretinen in gleicher Weise gebunden 
wird wie unmarkiertes Insulin. Wenn die Bindung der Tritiumaktivit~t an die 
spezifischen Gewebsstrukturen in gleicher Weise erfolgen wiirde wie die des Insulins, 
mfisste bei partiellem Ersatz yon [3H]Insulin durch unmarkiertes Insulin bei kon- 
stanter Konzentration von Gesamtinsulin im Ansatz ein echter Isotopenverdfinnungs- 
effekt bezfiglich der Bindung an die Gewebe nachweisbar sein. Die Figs. 8 und 9 
zeigen, dass die sich aus dem Verdfinnungsgrad des [3H]Insulins durch unmarkiertes 
Insulin errechnende Aufnahme von Tritiumaktivit~t den experimentell bestimmten 
Werten entspricht. 
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Fig. 6; Legende s. S. 99. 

Damit  ist bewiesen, dass unter den angewandten Versuchsbedingungen die Bindung 
von Trit iumaktivit~t  des tritiierten Insulins an die Gewebe den gleichen Gesetz- 
mitssigkeiten unterliegt wie unmarkiertes Insulin. Da [3H]Insulin sich bei der 
Kristallisation, Papierelektrophorese und Fibrillenbildung sowie in seiner hypo- 
glyk~mischen Wirkung als aueh in der Bindung an Gewebe wie unrnarkiertes Insulin 
verh~lt, erscheint seine Verwendung als tracer in biologischen Versuchen berechtigt. 
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Fig.  6. Papiere lekt rophorese  von Mischungen aus io  ~g [3H]Insulin und 9oo/~g unmark ie r t em 
Insulin.  a: R o h p r o d u k t  p H  2,o; b:  R o h p r o d u k t  p H  8,o; c: nach  e lektrophoret ischor  Reinigung,  
p H  2.o; d:  nach e lekt rophore t i scher  Reinigung p H  8.0. Vollausschlag:  3 .1o 2 Impulse/Min,  

DAmpfung : ioo Sek ; Schreibgeschwindigkei t  : 6o m m / S t u n d e  ; - -+  : Wanderungsr ich tung .  

Die Untersuchungen wurden 
Wasserwirtschaft gef6rdert. 

v o m  

DANK 

Bundesministerium ftir Atomkernenergie und 
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Fig.  7. C h r o m a t o g r a p h i e  e ines  H y d r o l y s a t e s  v o n  m e h r f a c h  umkr i s t aa l i s i c r t em [ a l l ] In su l i n  a n  
I o n e n a u s t a u s c h e r s A u l e n  n a c h  MOORE UND STXlN 19. E578mt~; . . . . .  I m p u l s e / M i n /  

V o l u m o n e i n h o i t ;  . . . . . . . . .  E436 my. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Insulin 1Asst sich im WlLZBACH-Verfahren mit Tritium markieren. 
Durch wiederholte Kfistallisation oder durch preparative Papierelektrophorese 

mit nachfolgender Kristallisation kann das Hormon als Pr~parat mit konstanter 
spezifischer Aktivit~t erhalten werden. Tritiuminsulin verh~lt sich in der Papier- 
elektrophorese unter verschiedenen pH-Bedingungen sowie im Verlaufe der Fibrillen- 
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Fig. 8. Bindung yon [SH]Insulin durch Rat ten-  
d iaphragma in vitro bei Variat ion des VerhAlt- 
nisses von maxkiertem zu unmaxkier tem Insul in  
und gleichbleibender Gesamtkonzent ra t ion  yon 
Insulin.  <~ = Berechnete Aufnahme;  + = Ex-  

perirnentell bes t immte  Aufnahme.  
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Fig. 9. Bindung von [SH]Insulin durch Rinder- 
ret ina in vitro bei Variat ion des VerhAltnisses 
yon mark ie r tem zu unmaxkier tom Insul in  und 
gleichbleibender Gesamtinsul inkonzentrat ion.  
~k = Berechnete Aufnahme;  O = Experi-  

mentell  bes t immte  Aufnahme.  

bildung mit nachfolgender Reaktivierung und Kristallisation wie unmarkiertes Insulin. 
Die s~tulenchromatographische Analyse yon [3H]Insulin-Hydrolysaten weist einen 
bevorzugten Einbau des Wasserstoffisotops in die aromatischen Aminos~iuren nach. 
Die blutzuckersenkende Wirkung des markierten Hormones bleibt voll erhalten. 
Beziiglich der Bindung von [SH]Insulin an Rattendiaphragma oder Rinderretina 
in vitro wird durch unmarkiertes Insulin ein Isotopenverdfinnungseffekt bewirkt. 
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