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1. Inleiding.

Het doel van dit onderzoek was te zoeken naar een verbete-
ring van de gebruikelijke ijkingsmethoden van insuline-praepa-
raten met konijnen als proefdieren.

Ter oriéntering werden ons de resultaten van een aantal ijkin-
gen en proeven gegeven; in paragraaf 3.1 zal dit materiaal uit-
voeriger beschreven worden.

In dit rapport zullen in hoofdstuk 2 de verschillende
problemen, welke bij een dergeli jke verbeteringspoging naar
voren komen, besproken worden. Cijfers tussen vierkante haken[ ]
verwi jzen naar de literatuurlijst aan het einde van dit rapport.
Hoofdstuk 3 is gewijd aan de berekeningen en toetsen welke 0D
het materiaal zijn toegepast, in verband met de problemen uit
hoofdstuk 2. Hierbij zij nog opgemerkt dat een volledig onder-
zoek pas mogelijk zou zijn indien de resultaten van speciaal
voor elk probleem opgezette proeven ter beschikking stonden.

De suggesties over een eventueel verbeterd of vereenvoudigd
proefschema voor de ijkingen zijn in hoofdstuk X4 samengevat.

2. Algemene beschouwingen en literatuurverwi jzingen.

Ter wille van de overzichtelijkheid zijn de problemen in
vier groepen ondergebr:cht

1) een maat voor de reactie,

2) invloeden op de reactie,

3) schema’s voor een ijking en

L) berekeningsmethoden;

het zal echter blijken dat de sroblemen uit deze vier groepen
nauw met elkaar samenhangen.

2.1. Een maat voor de reactie.

Wordt een konijn met een dosis insuline ingespoten dan zal
zijn bloedsuikergehalte een tijdelijke daling vertonen, waarva»
- de duur en de diepte afhankelijk zijn van de soort en de hoe-
veelheld van het insuline-praeparaat. Van deze elgenschap van
het konijn wordt nu gebruik gemaakt bij de ijking (dus sterkte-
bepaling) van het insuline-praeparaat.

Het eerste probleem, dat nu aan de orde komt, is:

welke waarnemingen moeten er worden verricht en welke, uit de
waarnemingen te berekenen, grootheid kan het doeltreffendst

als maat voor de reactie van het konijn gebruikt worden. Nu zijn
de mogeli jke waarnemingen waar we van uit moeten gaan de volgende:

1) het sulkergehalte van het koni jnenbloed vlak voor de in
spuiting met het insuline-praeparaat; dit gehalte zullen we ﬁ




noemen (in de literatuur meestal I.B.S.);

2) de suikergehaltenvop verschillende tijdstippen na de
insuline~injéctie, bv. op 1, 2, 3, 4 en 5 uur of op 1, 2 en 3
uur na inspuiting. Het gemiddelde van deze gehalten (of bij één
gehalte-bepaling na inspuiting, dit gehalte zelf) zullen we
met /&‘aangeven;

Uitgaande van een dergelijk waarnemingsmateriaal zijn nu
verschillende grootheden als reactiemaat mogeliljk. We noemen

als voornaamste:

p _
1)/00’4‘"& » de percentuele bloedsuikerdaling, de in de

praktijk het meest gebruilkte maat, waarbij € het gemiddelde
van 3 & 5 gehalten na inspuiting is.

2) 4--2, de absolute daling.

3) 2 , het absolute niveau dat een enkele gehalte-bepaling
kan zijn of het gemiddelde van een aantal bepalingen. Een waar-
neming van 4 is hierbij overbodig geworden.

Als overwegingen welke bij een keus van de reactiemaat een rol

spelen;, kunnen we de volgende noemen:

1) physiologische overwegingen, overwegingen in verband met
de klinische toepassing van het praeparaat en met wat reeds be-
kend 1s over het pfaeparaat (praeparaten met vertraagde wer-
king!); |

2) de tijd waarin de konijnen weer hersteld zijn en be-
schikbaar voor een volgende 1ijking;

3) de wens een van-%z onafhankell jke reactiemaat te vinden,
zodat correcties voor 4§aoverbodig zljn;

4) de nauwkeurigheid van de 1jking die met de verschillende
reactiematen bereikt kan worden;

5) de bewerkelijkheid van het bepalen van de ractie en het
pberekenen van de ijkuitkomst.

De overwegingen onder 1) genoemd vallen natuurlijk buiten
dit statistisch onderzoek. Ook punt 2) is geen statistische
maar een biologische vraag. Wel is het duidelijk dat een reactie
bepaling met kortere herstellingstijd te verkiezen is. K.L SMITH
e.a. ([B], [jS], [ﬂf]) vermelden dat bij gebruik van het absolute
niveau op één tijdstip na inspuiting (reactiemaat 3))met slechts
één bloedafname per konijn!) de konijnen vlug hersteld zijn; zo
zelfs dat ze op zes achtereenvolgende dagen voor proeven gebruikt
kunnen worden ([]_3:}p° 45)

In de literatuur wordt vermeld dat reactiemaat 1) en, in
nog sterkere mate, reactiemaat 2) gecorreleerd zijn met 6 s, maar
dat verschillende groepen konijnen significant verschillende



waarden voor deze afhankelijkheden geven EE} (zie ook paragraaf
2.4.1). Dezeicorrelatie zou voor het absolute niveau op bv. 1
uur of 1% uur na intraveneuze inspuiting veel minder zijn
([@] p. 62). (De gebruikelijke behandeling is een subcutane
inspuiting.) K.L.SMITH behandelt een ijking met subcutane in-
spuiting en één bloedafname na 1% uur ([B] p 44). Bestaat er
een correlatie tussen ’6‘en de reactie dan kan een correctie
voor deze correlatie vaak de nauwkeurigheid van de uiltkomst
vergroten. De bewerking van de waarnemingen wordt hierdoor
echter wel ingewikkelder en het zou dus aanbeveling verdienen
te werken met een reactiemaat die niet met 4& gecorreleerd 1is,
mits natuurlijk de nauwkeurigheid van de uitkomst hieronder
niet te veel 11ijdt.

In verband met het bovenstaande zullen we ons blj de ana-
lyse van het waarnemingsmateriaal alleen bezighouden met de
reactiematen 1) en 3) en reactiemaat . 2) verder buiten beschou-
wing laten.

Over de nauwkeurigheid in verband met de reactiemaat is in
de literatuur niets gevonden. Wel worden een aantal ijkuitkom-
sten met hun nauwkeurigheid gegeven bij het gebruik van reactie-
maat 1), en voor verschillende proefschema's (zie paragraaf 2.3).
Zo geven BLISS en MARKS BQ] als ultkomst voor de logarithmen
van de sterkte-verhouding tussen praeparaat en standaard 0,12
met spreiding 0,03 voor een proefschema met 12 dieren welke twec
maal 4 doses (2 praeparaat en 2 standaard) toegediend krijgen
op in totazl 8 dagen. Voor hetzelfde schema geven YOUNG en
ROMANS [373 als schatting voor de spreiding van de 1ijkuitkomst
(gehalte aan insuline) 12% van de uitkomst (een betrouwbaarheids-
interval met 0,05 als onbetrouwbaarheid zou hier dus, ruw ge-
schat een lengte van 48% van de uitkomst bezitten). FIELLER 132]
bepaalt ult een serie van 7 gewone kruisproeven met elk 12 & 14
dieren een betrouwbaarheidsinterval met een lengte van 20% van
de ultkomst. IS

Bij deze proeven werd de helling van de 1ijklijn uit het-
zelfde materiaal als de sterkte van het praeparaat geschat.

We kunnen nog wijzen op een tabelletje van K.L.SMITH [B]
waarin hij een schatting geeft van het aantal dieren dat voor de
verschillende proefschema's nodig zal zijn om een betrouwbaar-
heldsinterval van bepaalde lengte te verkrijgen.

Voor reactiemaat 2) en 3) zijn geen gegevens over de nauw-
keurigheid bekend.

Wat betreft de bewerkelijkheid van het bepalen van de rc-
actle per konijn verdient het absolute niveau op één tijdstip n-




4
2.2,2.3

inspuiting de voorkeur. Over het berekenen van de ijkuitkomst
zal in paragraaf 2.4 nog een verhandeling volgen.

2.2. Invloeden op de reactie.

Deze invloeden kunnen we als volgt indelen:

1) De omstandigheden als ras, plaats, leeftijd, behande-
ling, voeding enz.

2) Tijdstip waarop de proef gedaan wordt: daginvloeden en
seizoeninvloeden.

3) Individuele eigenschappen van het konijn.

Om van een groep konijnen vergelijkbare waarnemingen te
krijgen is het van belang de omstandigheden in 1) genoemd zoveel
mogelijk voor alle dieren gelijk te maken.

De dag- en seizoeninvloeden kunnen bij biologische 1ijkin-
gen een grote rol spelen. Verschillende onderzoekers [?] wijzen
op een grote daginvloed welke de waarnemingen van een hele grocu
konijnern kunnen verhogen of verlagen. In verband hiermee 1s het
van belang, om bij vergelijking van reacties op verschillende
praeparaten insuline, de proeven met beide praeparaten op de -
zelfde dagen te doen plaats vinden. In de volgende paragraaf,
over een proefschema, wordt hier nog nader op in gegaan. Bij het
onderzoek van het materilaal is de invloed van het seizoen nog
onder~_ _h',

Ten slotte wordt de reactie van een konijn nog bepaald door
zijn individuele eigenschappen. In hoeverre deze eigenschappen
de plaats van een konijn in een groep vastleggen is in paragraafl
3.4 voor het beschikbare materiaal onderzocht. In hoofdstuk b
wordt hierop nog een suggestie over de vervanging van konijnen
bij routine-ijkingen gebaseerd.

2.3. Schema voor een 1jking.

Daar het onmogelijk is alle invloeden genoemd in paragraaf
2.2 in rekening te brengen of voor iedere ijking gelijk te maker.
is een absolute ijking van een insuline-praeparaat onmogelijk en
zal een 1jking steeds bestaan uit een vergelijking van de re-
acties op het onbekende praceparaat met de reacties op een prac-
paraat van bekende sterkte, waarbij beide praeparaten op dezellde
dagen en zovcel mogelljk onder gelijke omstandigheden worden in
gespoten ([1] en [2]). Het élgemeen gebruikeli jke schema voor
een dergelijke ijking 1s het kruisproefschema [?]. Hierbij wor-
den twee groepen konijnen elk met het onbekende én het bekende
praeparaat (in het vervolg aan te geven met praeparaat resp. sten-

daard) behandeld- hiervoor zijn twee dagen nodig daar een konijn
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niet op éénidag zowel met standaard als praeparaat kan worden
ingespoten. We kunnen het proefschema als in.Schema I weergeven.

Schema I Kruisproef

koni jnen proetrdag
groep 1e dag o€ dag

G1 S p

G2 o) S

In dit schema stelt s een dosis van de standaard en p een dosis
van het praeparaat voor. Wanneer nu de som van alle reactles oD
de standaard-dosis vergeleken wordt met de som van de reacties
op de praeparaat-dosis, dan zijn in belde sommen alle dieren en
beide dagen vertegenwoordigd, zodat verwacht mag worden dat
verschillen tengevolge van daginvloeden en individuele verschil-
len tussen de konijnen van beide groepen geen overwegende rol
meer spelen bij het reactieverschil tussen praeparaat en stan-
daard.

Opgemerkt moet worden dat de ijking bij dit schema in we-
zen op een nulmethode berust. Dat wil zeggen, bij de statis-
tische behandeling van een dergelijke proef is slechts één con-
clusie mogelijk,in de vorm van een betrouwbaarheidsinterval (met
zekere onbetrouwbaarheid ot ) voor het verschil tussen de gemid-
delden (verwachtingen) van de reacties op standaard en praepa-
raat. D.w.z. een uit de waarnemingen berekend interval, dat
behoudens een onbetrouwbaarheid o< de werkelijke (onbekende)
waarde van dit verschil zal bevatten. Bij een kleinere waarde
van o« zal dus een langer interval gevonden worden. Bevat het,
bij een bepaalde onbetrouwbaarheld o<« berekende, betrouwbaar-
heidsinterval de waarde O dan kunnen we bij deze onbetrouwbaar-
heid niet overgaan tot verwerping van de hypothese dat standaard
en praeparaat even sterk zijn. Bevat het interval de waarde O
niet, dan kan de hypothese wel verworpen worden (met een over-
schrijdingskans & oc¢, (zie het aan dit rapport toegevoegde me-
morandum S 47(M 61)), maar uit het betrouwbaarheidsinterval
voor het verschil tussen de gemiddelden der reacties volgt nog
niets over de grootte van het verschil (of de verhouding) tuscsen
de sterkten van standaard en praeparaat.

Willen we komen tot een ijking die een schatting of be-
trouwbaarheidsinterval geeft voor het verschil in sterkte (of
de verhouding van de sterkten) van praeparaat en standaard
(waaruit dus de sterkte van het praeparaat volgt, daar die van
de standaard bekend is) dan moet iets bekend zijn over het ver-
band tussen reachtie en toegediende dosis [ij.
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Door verschillende doses van een bekend praeparaat toe te dienen
is dit verband verschillende malen onderzocht ([3], a1, 11l

en 66]), Hierop zal in de volgende paragraaf nader worden inge-
gaan. Om een dergelijk verband ook bij elke 1jking te toetsen
zijn verschillende ultbreidingen van het kruisproefschema voor-
gesteld, waarbij meerdere doses van standaard en/of praeparaat
gebruikt worden ([4], [32] en (B]). Hierbij ziJjn dan ook meer
proefdagen en/of meer groepen konijnen nodig. Een bespreking

van de voornaamste van deze schema's 1s te vinden bij EMMENS [Blo
In hoofdstuk 3 is onderzocht in hoeverre het door MARKS [§J ge-
vonden en veel toegepaste reactie-dosis-verband ook door ons
materiaal bevestigd wordt. Van belang hierbij is onder andere de
vraag of een gevonden relatie nog onderhevig is aan selzoen-
invloeden.

2.4, Berekeningsmethoden.

De in de literatuur vermelde berekeningsmethoden vallen
uiteen in twee groepen. De oudere veel gebruikte berust op on-
derzoekingen van MARKS, HEMMINGSEN e.a. De tweede groep steunt
op de variantie- en regressieanalyse en is o.a. door FIELLER

op insuline-ijkingen toegepast.

2.4.1. Methode van MARKS e.a.

Deze onderzoekers vonden ult hun materiaal de volgende be-
trekking tussen de verhouding van de sterkten van praeparaat en
standaard ( S, resp. .S;) en de verhouding van de reacties op
praeparaat en standaard (j{respotg'q)), zie E@j p. 636:

(1) - &;?z:r(%«/

Hierin is 5 (resp. X ) het gemiddelde van de reacties van alle
konijnen na inspuiting met de praeparaat-dosis (resp. standaard-
dosis). Zijn de aantallen recacties op praeparaat en standaard
gelijk, dan kan ook met de som der reacties in plaats van hun
gemiddelde gewerkt worden. Als reactiemaat van een konijn werd
door MARKS de percentuele bloedsuikerdaling gebruikt.

- s . e e o e - —— ——

1) De reacties van de konijnen zijn stochastische grootheden,
d.w.z. grootheden met een waarschijnlijkheidsverdeling; we
geven dit aan door onderstreping van de symbolen. De ver-
wachting, het theoretische gemiddelde, van een stochasti-
sche grootheid 7z geven we aan met € z
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Uit groot materiaal werd zo als schatting fL van T bepaald:
t= 0,66 (zie [6]). |

Om deze berekeningsmethode te kunnen toepassen moet eerst
worden nagegaan of ook onder gewiljzigde omstandigheden deze
relatie en deze schatting ¢ voor T voldoen (zie paragraaf 3.5).
Hierbij is tevens een onderzoek naar seizoeninvloeden van be-
lang. :
Ult hun materiaal bepaalden MARKS en HEMMINGSEN [5] ook de
afhankelijkheid tussen de reactie van een konijn en {1, zljn
bloedsuikergehalte vlak voor de proef. Z1ij vonden een stijging
van de reactie die 0,22 maal de stijging van 4& bedroeg en
stelden een hierop gebaseerde correctle van de reactieverhou-
ding voor. De waarde 0,22 is in paragraaf 3.3 met ons materiaal
vergeleken.

Een ernstig nadeel van deze methode is dat ze geen moge-
1ijkheid geeft de spreilding van, of betrouwbaarheldsgrenzen
voor, 1og‘;& te bepalen. Wel is er een methode om een betrouw-

S - -
baarheidsinterval voor f_g_ te berekenen ( Elzj en Ei9]), indien

we voor de reacties enﬁ;ie onderstellingen (o0.a. normaliteit)
maken. Maar ook de schatting t voor T 1s een stochastische
grootheid {immers berekend uit reacties die stochastisch zijn)
en deze wordt éénmaal uit een bepaald materiaal geschat en
voor alle +volgende berekeningen gebruikt. Hierdoor worden alle
schattingen voor de sterkteverhoudingen op dezelfde, maar on-
bekende, wijze beinvloed, zelfs indien voldaan is aan de onder-
stellirg dat T onafhankelijk is van plaats, tijd en ras. M.a.w.
alle r cerkteverhoudingen met behulp van deze schatting van T
zullen onder- of overschat worden, maar het 1s onbekend of het
een onderschatting of overschatting is en hoe groot deze 1is.
FIELLFR e.a. {31] wijzen dan ook terecht op de wenselijkheld

de helling uit eigen materiaal steeds opnieuw te schatten.

2.4,.2., Toepassing van variantie- en regressieanalyse 2).

FTFLLER e.a. Eéj gebruikten als berekeningsmethode een
directe Gtoepassing van de variantie- en regressieanalyse. De
variantie- en regressieanalyse zelf zullen we hier niet behan-
delen, maar wel zullen we onderstellingen en resultaten bij
deze methoden aangeven.

- o s s i - . e e - - . w4 - - = —

2) Deze paragraaf werd ingevoegd als theoretische basis voor
de in hoofdstuk 4 voorgestelde gewljzigde schema's. Voor
het verkrijgen van een globaal ingzicht in het in de hoofd-
stukken 3 en 4 behandelde is lezing van deze paragraaf niet
noodzakelil jk,
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Zoals steeds blj variantieanalyse het geval is, wordt uit-

gegaan van de volgende onderstellingen:

1) normaliteit der waarnemingen 3),

2) homoscedasticiteit bij verschillende doses, etc. (ge-
1ijkheid der spreidingen),

3) onderlihge onafhankeli jkheid van de waarnemingen.

Bovendien wordt nog ondersteld:

4) additiviteit van de bijdragen der verschillende invloe-
den op de reactie (daginvloed, grootte van de dosis,
individuele eigenschappen van het konijn).

Bepalen we ons nu tot het gewone kruisproefschema (Schema
I, paragraaf 2.3), dan kunnen we dg)met dit schema te verkrij-
genvwaarnemingen als in Schema II samenvatten.

Schema II Overzicht der waarnemingen.

eroep waarnemingen
coni jnen 16 dag o€ dag reactieverschillen

_§Il _E'n Eu -;Su "‘:Zw

4
Sim, Pin, Pin, = 20, = Yum,
P2y Sas Poyr T 50 = YGas

62 i .
Pim, Sem, Pan, — S22, = L2,

Uit dit schema zal tevens de gebruikte notatie duidelijk zijn.
Geven we de bijdrage door de daginvloed aan met(ﬁ , de bijdrage
van de individuele eigenschappen van het konijn met ?’ en zijn
&p en Je de doses insuline (uitgedrukt in internationale
eenheden) van resp. praeparaat en standaard, dan specificeert
FIELLER het verband tussen reactie en dosis (in overeenstemming
met de onderstellingen 1)...4)) als:

- . . . o - o r - —

3) Een grootheid X heet normaal verdeeld met gemiddelde « en
spreiding ¢ (aangegeven met Nﬁﬂjoﬁ) indien de kans om een
waarde voor x kleiner dan een gegeven X te vinden,

P(x ¢ x] , voldoet aan: .

Xy
- [
P['?_c; ész-l— /@.m( /udi‘.
fﬁ?ﬁ_ag



PO

Sie=d *?/*Pﬁ'}f Yie+ Esii (b=trom),
Spc =6+, +/e&}b@ FYae *Esgi Cinto )
pi =6 etnp by ety oo

b pag Loy Yy Epe Coh )

waarin de grootheden é; alle onderling onafhankeli jk normaal

verdeelde grootheden zijn met gemiddelde O en onbekende maar
geli jke sprelding Wil men bovendien de eventuele afhankeldl jk-
heid met de beginwaarde fz van het bloedsuikergehalte onder-
zoeken dan kunnen we (1) uitbreiden tot

Syc = X Ty =6 + ¢, "'/f%}/s * Yt Esii

—

Sec = X Puzi = IR &}3/5 Yt Esain
f/b' - ké/d = g+%*/&707)7b Vi +Enri

Pare =Xl = 84, +/<9@)7,+y4‘- #Epai

waarin de eerste index van fi de dag aanwijst, de tweede index
de groep en de derde index het nummer van het konijn in de groep.
In deze vergelijkingen zijn ¥, & , g@ , ?%-%/9 s }4¢ en %
onbekende parameters. Uitgaande van de onderstellingen 1). L)
en van (2) is nu, bij voldoende waarnemingsmateriaal, bij ver-
schillende doses van de standaard of het praeparaat, met behuld
van de variantieanalyse te onderzoeken of verschillen bestaan
tussen koni jnen (3&), tussen dagen (95), of/ﬁ? en -4 constant
zijn over verschillende dagen (of seizoenen), of X een van nul
te onderscheiden waarde heeft en of de onderstelling van line-
ariteit van het verband tussen reactie en dagdosis en tussen
reactie en beginwaarde bevestigd wordt.
Op deze toetsen gaan we hier niet verder in. &
Wel zullen we een schatting voor/é? en voor de sterkte van het
praeparaat geven. Hierbij gaan we uit van (1) en corrigeren dus
niet voor eventuele afhankelijkheid van de beginwaarde. Dezelfde
afleidingen zouden ook met (2) gegeven kunnen worden, waarbl]
dan tevens een schatting voor X te vinden zou zijn.

Noemen we:
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en

952""9!)/:?S

dan volgt uit (1) en schema II:

G =¢+p~‘ﬁ?g+§,a (=t 2,),

z}_” =—p 4 fgg% = (€t v 7).

Hierin is dus 3; de gezochte praeparaatsterkte.

(3)

Om een schatting voor,A9 mogelijk te maken moeten een
aantal krulsproeven met verschillende praeparaatdoses verricht
worden. In overeenstemming met de voorstellen uit hoofdstuk 4
zullen we onderstellen dat steeds tegelijkertijd twee kruils-
proeven met verschillende praeparaatdoses worden uitgevoerd.
Het schema van deze tweevoudige kruisproef is te vinden in
hoofdstuk %4 (Schema III), terwijl de werkschema's 1,I; 2,1 en
3,I, welke aan het einde van hoofdstuk 4 bijgevoegd zijn, een
overzicht van de te verkrijgen waarnemingen geven en de notatie
duidelijk zullen maken.

Deze tweevoudige kruisproef denken we ons een aantal malen
in de loop van enige tijd uitgevoerd (met hetzelfde of met
andere onbekende praeparaten). Hierbij onderstellen we dat de
verhouding tussen de doses van het praeparaat bij een tweevou-
dige krulsproef steeds constant gehouden wordt. De grootheden
bij de I)E-tweevoudige krulsproef zullen we voorzien van een
index VY vOdr het symbool. Analoog aan (3) kunnen we dan voor
de reactieverschillen tussen praeparaat en standaard schrijven:

v =P +ﬁ@3’g— #HE,  (i=4-"371),
< A

Vo =vP e TepdE ey Eap (Gan ),
¢ o=

(%) .
97([3‘- :—?ﬁ +/€ @% +9,§_3¢ (C.—.. VARRE N 9773))
——— . S

‘);?b‘ :“‘\)/@7‘7\?@% 7"\)_@_95 (t.:./,: - '9?2?)

Vo= 4 7cﬂ/

-9d7 en.oaz zljn dus de onbekende hoeveelheden eenheden insu-
line in de 1° en 2° dosis van het praeparaat. Wel is hun ver-

met
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houding bekend (uit de aantallen cc of mg die van het praepa-
raat zijn toegediend), zodat we dus kunnen schrijven:

’la—?z=n)X-Pz ~&7 ‘-’g:;- =~>b"/"ﬁ>
S ; s

waarin 4 onbekend is maar p, en A, de bekende verhoudings-
getallen zijn. Definidren we nu: '

)¢ —~/9 zf%;l y —n X, 1£51 P (J= /2),

dan gaat (4) over in:

"\)f/i :\)¢ * )< "ﬁx/ ”'gé ¢

Ve =3Pty F X HE e s
(5)
VFze TTIF AT, Xe #9&€5¢ 5

NF e = =P P X+ E

Het bepalen van de meest aannemelijke schattingen (Engels:
maximum likelihood estimates) voor de onbekende parameters komt
in gevallen als dit neer op het toepassen van de methode der
kleinste kwadraten, dus het bepalen van die schattingen voor
/A?,Q c eny ¢ (deze laatste interesseren ons minder) welke de
uitdrukking:

{ 3% 2
E ‘:Z=:/ (\) e Y 515*96.\#'*")7“

2 .
* }; G e 5 —¢ *ﬁxz)]

minimaliseren. Voor de eenvoud der formules zullen we nu onder-
stellen dat 7. -7, =yn; =47 =y2 1s voor alle V 5 in

werkschema 3 zijn de formules voor ongeliljke aantallen gebruikt .
Bij uitwerking vinden we als kleinste kwadraten-schatting voor

/? :
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= e = .

(7) ﬁ:\ ’ / A:: 972(92—17"92—3 "9_-‘?1'“427) X

x,-x, *
2 [:: "/)z
waarin
— 4&5 W
92:.{3’ B :!7? o Vg (F=023.9).

In hoofdstuk 4 zal voorgesteld worden deze schatting voor
/? uit ﬁ’ tweevoudige kruisproeven te gebruiken bij de sterkte-
bepaling van het praeparaat in de (%5—/)2-tweevoudige kruis-
proef. Dit kan dan als volgt geschieden: De kleinste kwadraten-
schatting voor yC uit één tweevoudige kruisproef is (we laten

nu de index Y weg):
A

S=g(2ra R A)EE

f

met
x

if

Lxem),

Als schatting voor

gy -

volgt hieruit:

8 _2- 2 (& *%*é ‘) _ =

Hierin wordt dan de in (7) gegeven schatting voor/é? uit de f?
voorafgaande 1ijkingen gebruikt.

Daar 3/=antilog/u, is en );::3433../y het aantal eenheden
insuline in de eerste praeparaatdosis voorstelt, vinden we als

schattingen:
éL = antilog;é%
en
(9) v = antilog 2 )
j%- ( s/£7'32°/y'

Het is mogeli jk VOOP/AL en dus voor 3/, exacte betrouwbear-
heidsgrensen ') te bepalen en wel met de door FIELLER {jé],[ﬁ?}

4) We spreken van een betrouwbaarheldsinterval, met onbetrouw-
baarheid o<« , voor een onbekende parameter indien de kans dat
dit interval de werkelljke waarde van de parameter niet zal
bevatten gelijk aan o<« is. Dit betekent dus dat, wanneer der-
gelljke intervallen vele malen bepaald worden, een gedeelte
o van deze intervallen niet de werkelljke waarde van de bij-
behorende onbekende parameter zal bevatten.
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en [2d1,beschreven methode, met de aanvulling die in [?1] wordt
gegeven. We zullen deze methode niet behandelen; in hoofdstuk by,
werkschema 2,II1 worden de eindfornules gegeven voor deze be-
trouwbaarheidsgrenzen. Wel vermelden we, zonder aflelding, nog
een benadering voor de variantie van/&} die in de werkschema's
1,III en 3,III gebruikt wordt blj de bepaling van benaderde be-
trouwbaarheidsgrenzen. Deze benadering vereist minder reken-
werk en geeft een in vele gevallen goede benadering van de be-
trouwbaarheidsgrenzen (de benadering wordt beter naarmateéé;
groter is). 2
Noem~n we:

(10) A= HrdrF)

dan wordt een benadering van de variantie van/}? gegeven door:

2 ;A
O—;\L = Z’j__ +/‘za/:§\ )
A 2 A .
) A Vel
e o s onafhankelijk verdeeld zijn (dit wordt gewaar-

borgd doordat ze uit verschillend waarnemingsmateriaal bepaald
worden). Een schatting §£'\nn1 qg verkri jgen we door//L en
door hun schattingenbég en :‘ en Oj en qé door hun schattinge~
52 en %5 te vervangen. Uit de uitdrukkingen voorlé (10) en /ﬁ

(7) volgt:

~

Sho=t 22 (g -0

18 n¢n=1) 7o

en
£ 2
<! -é?”iéi
_ﬂ: - —Z 2 )
LZ:Q”-(II‘XL)J
N=/
waarin

De benad~__.., soor een betrouwbaarheidsinterval voor is nu
£~ _..ouwbaarheid 0,05):

A LA
(11) (fo-4g963s ;5 2 +49653),

—

dus voor )7 :

Xp,anh&_g/_{z . ' . ‘
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Dezelfde afleidingen kunnen gegeven worden indien de vier
groepen in een tweevoudige kruisproef niet even groot zijn
(572, 9% 375 en 3%, niet gelijk). De resultaten zijn te vin-
den in werkschema 3 (achter hoofdstuk 4). Een sterke vereenvou-
diging van bovengegeven formules zou nog optreden indien gold
Qka 7 voor alle v .

3. Analyse van het waarnemingsmateriaal.

3.1. Overzicht van het materiaal.

Ter demonstratie van de gebrulkte ijkmethode werden de re-
sultaten van een aantal kruisproeven verstrekt. De verderop ge-
noemde "grafiekjes" zijn resultaten van proeven over het gedrag
van konijnen bij verschillende doses insuline en over het ver-
loop van het bloedsulkergehalte na insuline-inspuiting.

De gegevens bestonden uit:

I: 9 kruisproeven uit de periode 20 December 1949 - 20 April
1950; geinjiceerd O,5.£—van de standaards; per Kruisproef onge-
veer 22 koniljnen.

IT: 8 kruisproeven uit de periode 28 Maart 1951 - 8 Juni 1951;
geinjiceerd 1 E van de standaard; per kruisproef ongeveer 22 ko-

nijnen.

III: 56 grafiekjes van het verloop van het bloedsuikergehalte

na injectie met insuline bij 50 konijnen, alleomstreeks April
1951. Elk konijn werd drie maal gebruikt, nl. met 115; 1%[? en

2 f.insulineu Elke keer werd bepaald het bloedsuikergehalte vlak
voor de injectie en op 1, 2, 3, 4 en 5 uur na de injectie.

IV: 141 grafiekjes als boven, nu echter omstreeks September 1951,

terwijl per konijn slechts 2 injecties werden uitgevoerd, nl.
met % £ en 1 £-insuline, Het bloedsuikergehalte werd vlak voor
de injectie en op de tijdstippen 1, 2 en 3 uur na de injectie
bepaald.

De proeven beschreven met de grafiekjes bleken meestal wecr
volgens een kruisproefschema verricht te zijn. Bij de 50 grafie
jes bleken de proeven met 15 £:zich over een kleiner aantal de-
gen uit te strekken dan die met 1 en 2 £ insuline.

3.2. Normaliteit en homoscedasticiteit.

Zoals in paragraéf 2.4.2 werd vermeld, zijn normaliteit en
homoscedasticiteit van de waarnemingen noodzakelijke onderstel-
lingen om variantieanalyse te kunnen toepassen.

Over de normaliteit 1s een klein orié&nterend onderzoek
uitgevoerd bij de waarnemingengroep IV. In figuur 1 zijn de fre-
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quenties van de reacties tegen de reacties uitgezet voor %zf en
1 Zfinsuline; als reactie werd hler genomen de percentuele
daling. '

Passen we de';fl¥toets (zie memorandum S 47 (M 12)) voor aan-
passing van een normale verdeling toe, dan vinden we bij % £oew.
overschri jdingskans (zie memorandum S 47 (M 6)) 4(;556J“ en bij
1F 2 # =060 . De hypothese van normaliteit kan dus zeker voor
deze waarnemingengroep niet verworpen worden.

Door de begrensdheid van het interval waarin de reacties kunnen
liggen (bij percentuele bloedsulkerdaling in leder geval tussen
0 en 100%, maar de grenzen zijn in de praktijk nauwer daar die-
ren met een erg hoge of lage reactie uitgesloten worden, ver-
dacht van ziekte) zal de verdeling van de reacties scheef kunnen
worden blj hele grote of hele kleine doses. Het zal daarom aan-
bevellng verdienen de dosis zoveel mogelijk zo te kiezen dat de
reacties om het midden van het interval gegroepeerd liggen.

De homoscedasticiteit is niet speciaal onderzocht; wel zijn
in de loop van het onderzoek een aantal varianties van de rear
ties uit de grafiekjes berekend, die we in tabel I zullen same..
vatten. Hlerbij moet nog bedacht worden dat de varianties uit
alle grafiekjes berekend zijn en de waarnemingen zich dus over
meer dagen uitstrekken dan gewoonlijk bilj een ijking het geval
is; hierdoor kan de homogeniteit der varianties ongunstig be-
invloed zijn. De varianties zijn berekend voor 1) de percentuel=
daling (bij het gemiddelde van 3 uurafnamen), 2) het absolute
niveau (gemiddelde van 3 uurafnamen), 3) het absolute niveau
van een bloedafname 1 uur na inspuiting.

Tabel I Varianties van reacties

periode reactiemaat dosis varlantie
April '51 |percentuele | 1 £ 115,5
daling 3£ 137,5
2 £ 137,5
abs. niveau | 1 /£ 126,5
3 bloedaf- 15 £ 208,6
namen 2 £ 2uo,0
abs. niveau | 1 £ 231,0
1 bloedaf- 13 £ 192,5
name 2 £ 242,0
Sept. '51 [percentuele | 2 & 96,60
daling 1£ 106,40
abs, niveau | 1 & 105,0
3 bloedafn. | 1£ 101,8
abs. niveau | £ 75,6
1 bloedafn. 1£ i T4, 2
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We zien dat de verschillen in elke periode tussen de verschil-
lende toegediende doses niet zeer groot zijn. Wel bestaan er
grotere verschillen tussen de varianties gevonden in de twee

perioden.

3.3. Onderzoek in'verband met een keuze van de reactlemaat.

Een belangrijke vraag is, vooral in verband met de bewer-
kelijkheid der berekeningen bij een ijking, of de gekozen maat
voor de reactie nog afhankelijk is van het begin-bloedsuiker-
gehalte {2. Bovendien is het van belang om, indien een derge-~
1i jke afhankelijkheid bestaat, te bepalen welke correctie hier-
voor toegepast kan worden.

De afhankelijkheid tussen begin-bloedsuikergehalte en
reactie is op verschillende manieren onderzocht.

1) Op de gevens bij de kruisproeven is een parametervrije
toetsingsmethode (hierbij wordt niets over de verdeling der
waarnemingen ondersteld) toegepast, nl. de rangcorrelatie-metho-
de van KENDALL (zie memorandum S 47 (M 13)). De te toetsen hy-
pothese 1s hier: er bestaat geen correlatie tussen reactie en
begin-bloedsulkergehalte. Voor elke dag en voor praeparaat en
standaard apart werd de grootheid éf van KENDALL bepaald. Is he™=
aantal waarnemingen niet te klein, dan bezit deze grootheid bij
benadering een normale verdeling met een bekende sprelding (al-
leen afhankelijk van het aantal waarnemingen en de aantallen ge-
1ijke waarnemingen). Het is dan dus mogelijk deze grootheden
voor het hele materiaal of gedeelten ervan door optelling te com-
bineren tot een grootheid welke weer normaal verdeeld is met
bekende spreiding. In een tabel van de normale verdeling is dan
de overschrijdingskans bij de gevonden waarde op te zoeken. (De
overschrijdingskans is de kans dat deze of een nog verder van O
verwl jderde waarde gevonden zal worden indien de onafhankeli jk-
heidshypothese Julst 1s. Een kleine overschrijdingskans leidt
dus tot verwerping van deze hypothese.) Bij het krulsproefmate-
riaal werden de in tabel II vermelde resultaten gevonden. Als
reactiemaat diende hier de percentuele bloedsuikerdaling.

Tabel II Correlatie tussen reactie en begingehalte

‘ overschril jdingskans
alle 12 dagen 0.0k
alle 2~ dagen 0.7k
kruisproeven 1 - 9:
1€ dagen 0.03 { k £ 0.04
2€ dagen A A 0.75
kruisproeven 1° - 8%:
1€ dagen 0.77
2€ dagen 0.88

' De eerste kolom geeft het gedeelte van het materiaal waarvoor de
grootheden A; gecombineerd zijn.
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De 1° dagen van de kruisproeven 1 - 9 geven dus een zwakke
aanwijzing voor afhankelijkheid tussen reactie en begin-bloed-
zulkergehalte.

2) Gaan we uit van de onderstelling dat ﬁa en g% een simul-
t;ﬁ§$%e;deling bezitten, dan is het mogelijk de correlatie-
coéfficiénﬁ_JP tussen f& en 4. te schatten en te toetsen. De
verdeling van jf is door F.NaﬁkVID, Tables of the correlation
coefficient, bepaald, met tabellen voor de toetsing van ver-
schillende hypothesen van de vorm /°= /2 . De schatting vanJﬁ

is

Z (Y- LI -2
— J
Vg 31T (22

—
=

f—

de door ons getoetste hypothese was JP =0 . In tabel IITI zijn
de resultaten vermeld voor twee reactiematen: de percentuele
daling van het gemiddelde van drie uurafnamen na injectle en
het absolute niveau uit één bloedafname op 1 uur na injectie.
De berekening werd alleen uitgevoerd voor de grafiekjes 5274 4fo

Tebel III Correlatieco&fficiént tussen reactie en begin-bloed-
suikergehalte voor de periode September 1951.

reactie- . 3 overschri jdings- aantal
maat dosls £ kans (éénzijdig) | reacties
% daling 3 £ 0.155 0.0k 133
1£ 0.213 0.012 133
abs. niveau | 3 £ 0.1026 0.17 140
1 bloedafn. | 1£ 0.2006 0.03 140

Deze onderzoekingen geven dus wel enige aanleiding om voor beilu.
reactliematen een afhankelijkheld van het begin-bloedsuikergehal-
te te onderstellen.

3) De afhankelijkheid tussen reactie en begingehalte is nog
op een derde manier bekeken, welke tevens een mogelijkheid bizdc
een vergelijking te maken met de gebruikelijke correctiemethon=
( HEMMINGSEN en MARKS [i}). We nemen nu het begingehalte als cn-
afhankelijk veranderlijke en bepalen de regressieco&fficiént
van de reactie t.o.v. het begingehalte. Deze regressieco&ffi-
ci¥nt is per periode en per dosis bepaald, terwijl bij dit ge-
deelte van het onderzoek ook naar geslachten is onderscheiden.
Noemen we voor het ig-konijn het begingehalte ’ﬁ; en de reacti-:
<?; dan is de regressieco&fficiént:




_E(s-F D)
Tt -E)*F

x

waarin )
5,
{=;—Z‘. Z

indien 7 het aantal dieren uit de beschouwde groep is. Als
reactiemaat is hierbij de percentuele bloedsuikerdaling, uit
alle bloedafnamen tezamen, en in een paar gevallen het absolute
niveau na één uur, genomen. Is _§;. de schatting voor de varian-
Tie van de reacties éz;, dan wordt de schatting voor de varian-

J

tie van %

2
I (4 -¢)°

3

[ IR

Zijn de grootheden é#; normaal verdeeld met spreiding 0;1, de-
is ook ¥ normaal verdeeld en wel Aﬁ/b) Ty ) , indien «
T4 -8t

te toetsen hypothese van onafhankelijkhe;d tussen éz en {2 Jutns
is. In een tabel van de STUDENT-verdeling met (2-/) vrijheic. -
graden kan dan de overschrijdingskans opgezocht worden van de
waarde g%f- (zie memorandum S 47 (M 8). In tabel IV zijn de ui“
komsten Qbor beide groepen grafiekjes opgegeven. Voor het abso-
lute niveau is de regressieco&ffici®nt alleen bepazld voor de
markantste groepen bij de percentuele daling, in verband met hat

vele rekenwerk.

Tabel IV Regressieco&fficiént van reactie en begingehalte

eactie- R ge - . aan- overschr.
maat perlode slacht dosis tal 14 '§Z kans
percen- |Sept. '51 & s £ 62 | 0,36[0,43 >0, 4
tuele G4 1F 62 | 0,15(0,14 >0,3
bloed- ® £ 71 10,015|0,13 >0,9
sulker- ) 1& 71 0,20(0,17 >0,2
daling g+ 9 1£ 133 | 0,17/0,097| »>0,05
& +@ 1£ 133 | 0,25(0,11 =0,05¢«
&+ 3 en 1£(133 | 0,18/0,09 | ~0,05«
April '51 & 1 £ 31 | 0,25(0,27 >0,3
s 154 31 |-1,46(0,27 <0, 001
& 2 £ 31 |-0,21|0,51 >0,7
P 1 £ 25 | 0,45/0,20 | «0,05¢
@ 13£ 25 |-0,07|0,20 | «0,7
9 2 £ 25 | 0,23(0,19 0,2
absolute |Sept. '51| &+ @ 1 £ 140 | 0,22/0,189| < 0,03«
niveau e
na 1 uur |April '51| & 15 & 31 | 0,80{0,25 | ¢ 0,005
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De resultaten geven dus geen aanleiding systematische verschil-
len tussen mannell jke en vrouwelljke dieren te veronderstellen.
De zes kleine overschrijdingskansen (op een totaal van 12 onaf-
hankell jke onderzoekingen), wijzen wel op verband tussen begin-
gehalte en percentuele daling; er is echter met deze aanwijzing
door de ulteenlopende waarden (zelfs één negatieve onder de
significant van O verschillende) van de regressieco&ffici&nten
weinig te beginnen. En zeer zeker is in dit materiaal geen
grond voor de onderstelling van een constant verband met regres-
slecoéfficiént 0.22 zoals door HEMMINGSEN en MARKS wordt aange-

nomen [5].

3.4. Gevoeligheid der konijnen.

Tijdens het onderzoek kwam een eigenschap der konijnen naar
voren, die wellicht van belang kan zijn voor de vergroting van
de nauwkeurigheid van een ijking. Het bleek namelijk dat door
de daginvloed wel alle reacties van een groep konijnen verhoogd
of verlaagd werden, maar dat de volgorde van reactiehoogte bin-
nen een groep practisch niet door deze daginvloed beinvloed word*.
Deze elgenschap is onderzocht door bij de kruisproeven de reac-
ties van 2 dagen van dezelfde groep konijnen met elkaar te ver-
gelijken wat hun volgorde van grootte betreft. De waarden, die
de 5 van KENDALL (zie memorandum S 47 (M 13)), per groep bere-
kend, aanneemt, worden voor het hele kruisproefmateriaal opge-
teld en getoetst. BiJ de grafiekjes van 3 £ - 1 £ zijn alle reac-
ties op 3 £ op deze wijze vergeleken met die van 1 £ , zodat
hieruit één .5 -waarde berekend werd. Hierbij kan dus het feit
dat niet alle dieren op dezelfde dagen behandeld werden, storend
werken, hetgeen bij de krulsproeven niet het geval is. De re-
sultaten zijn verzameld in tabel V.

Tabel V Gevoeligheid der konijnen

materiaal | 75 “ Os s overschr.kans

kruisproeven 856 75.35 | ¢¢40.07

prafiekjes 24 - 14 | 601 |201.46 | 0.023k>0.01

De kleine overschrijdingskansen geven hier dus een dulde-
lijke aanwijzing voor de gecorreleerdheid der reacties binnen
een groep, dus voor een systematisch verschil in gevoeligheid
tussen de konijnen.

3.5. Het reactie-dosis verband.

Ult de betrekking tussen reactie en dosis welke door MARKS




@J ondersteld werd (zie paragraaf 2.4.1):

Ef:t(éé—yh
Ss x

waarin ;2 resp. X de gemiddelde reacties op praeparaat resp.
standaard voorstellen, volgt:

—

. EF e
t(Z-%) S5
Uit de grafiekjes waar we steeds twee bekende doses van een 1n-
é%- bekend is, kunnen
we nu een schatting t voor T wmet een betrouwbaarheidsinterval,
volgens de methode van FIELLER [ﬁg], bepalen. De resultaten zijn
vermeld in tabel VI. Het betrouwbaarheidsinterval is met een be-
trouwbaarheid 0,95 bepaald. Dit betekent dus dat in 95% van de

gevallen waarin we een dergelijk interval bepalen, dit interval

suline-praeparaat vergelijken, dus

de werkeliljke parameterwaarde zal bevatten. Voor de grafiekjes

1 -1 -2 £ is de berekening voor 1 en 1% £ en voor 1 en 0 £
ultgevoerd; deze bepalingen zijn dus niet onafhankelijk van el-
kaar.,

Tabel VI  Betrouwbaarheidsinterval voor de co&ffici&nt van MARKS

pertode  |38008 . [geslacht [ VEREEIEkem Tronder T, [ hoven
Sept. 51 71 1% 3 en 1 £ 0.962 | 1.136 | 1.302
62 o] L en 1£ 0.887 | 1.054% | 1.217]
133 @+% Len1f |0.981 | 1.099 | 1.215
Boril 57 25 @ 1 en 1% -0.75 | 0.267 | 1.12
25 @ 1en 2 & 0.13 | 0,607 | 1.03
30 g 1 en 15 &€ -0.17 | 0.546 | 1.19
30 s 1en 2 £ 0.64 | 0.912 | 1.17
55 g+ 1en 13 £ | -0.14 | 0.448 | 0.93
55 @+ 1en 2 £ 0.53 | 0.776 | 1.01

BiJ deze berekeningen is nog weer naar eventuele verschillen
tussen 9 en &' gekeken; maar de resultaten wiljzen ook hier niet
op systematische verschillen.

Wel constateren we een duidelijk verschil tussen de 2 groe-
pen graflekjes onderling en met de door MARKS [ﬁ] gevonden schat-
ting ¢ = 0,66 en eveneens tussen de schatting voor = bij verge-
lijking van 1 en 15 £ en van 1 en 2 Va bij de tweede groeo gra-
fiekjes. Een verklaring voor de verschillen tussen de groepen
grafilekjes is wellicht het verschillende seizoen waarin de waar-
nemingen verricht werden. Een mogeli jke verklaring voor de ver-
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schillen tussen 1-1% £ en 1-2/ kan zijn dat het verbamd tussen
reactle en dosis in dit vrij grote gebied niet lineair is maar

als in figuur II geschetst,

reactile

¢ |2 £
dosis op logarithmische
schaal

Fig. IT Een mogelijk reactie-dosis verband

3.6. Conclusies.

1) Uit paragraaf 3.2 mozen we afleiden dat er geen ernstige
bezwaren zijn tegen de onderstellingen van normaliteit en homo-
scedasticitelt van de reacties binnen een ijking. Wel waren er
aanwijzingen voor een mogelijke tijdsafhankelijkheid van de
spreidingen.

2) Uit paragraaf 3.3 volgt, dat er wel is waar aanwijzin-
gen bestaan voor een correlatie tussen percentuele bloedsuiker-
daling (en eveneens voor het absolute niveau na 1 uur) en begin-
gehalte, maar dat dit verband sterk wisselend is tussen verschil-
lende groepen waarnemingen, zodat het zeer twijfelachtig is, of
een correctie hiervoor aangebracht kan worden. Voor de eenvoud
der bepalingen en berekeningen verdient het daarom wellicht aan-
beveling geen correctie voor de beginwaarde toe te passen.

3) Bij ons onderzoek naar het reactie-dosis verband, =zoals
dit door MARKS werd ondersteld en ook bij veel routine-ijkingen
wordt gebruikt, vonden we schattingen voor helling T na de 1ijk-
lijn, welke sterk afweken van de door MARKS opgegeven waarde en
ook onderling grote verschillen vertoonden; hierbij hebben ver-
moedelijk o.a. seizoeninvloeden een rol gespeeld (paragraaf 3.5).
Op grond hiervan is het niet aan te raden de schatting 0,66 voor
T van MARKS zonder controle over te nemen. In hoofdstuk 4 zul-
len we een 1jkschema en een berekeningsmethode voorstellen,
waarbij een regressieco&fficidnt uit eigen materiaal wordt ge-
schat.

4) Bij de behandeling van het waarnemingsmateriaal kwam
duideli jk naar voren dat er systematische gevoeligheidsverschil--
len tussen de konijnen bestaan, welke gedurende enige tijd be-
houden blijven, ondanks het feit dat door daginvloeden de gemid-




delde reactie van de hele groep aan sterke wisselingen onder-
hevig is (paragraaf 3.4). In hoofdstuk 4 zal een suggestie ge-
daan worden om met behulp van deze eigenschap een selectie op
de konijnen toe te passen, waardoor wellicht de nauwkeurigheid
van de 1jkingen vergroot kan worden.

4, vVoorstellen over een gewijzigd ijkschema met berekenings-

methoden.,
Deze voorstellen zullen omvatten:

1) een nleuw ijkschema, waarbij het mogelijk zal zijn uit
ledere 1jking gegevens te putten ter schatting van de helling
van de 1ijklijn (reactie-log dosis verband),

2) berekeningsmethoden voor de sterkte van het insuline-
praeparaat, waarbij gebrulk wordt gemaakt van een uit een aan-
tal onmiddellijk voorafgaande 1ijkingen geschatte 1ijklijn,

3) een selectie van de koniljnen in verband met hun gevoe-
ligheid waardoor wellicht de nauwkeurigheid vergrootkan worden
en

4) de inrichting van een grafische controle, waardoor de
veranderlijkheid van de helling van de ijklijn onderzocht kan
worden en enige controle op iedere 1jking mogelijk is.

In verband met de onduidelijke uitkomsten voor het verband
tussen reactie en begingehalte (zie conclusie 2)) is correctie

hiervoor achterwege gelaten.

De benodigde waarnemingen en berekeningen zijn in de aan
het eind van dit hoofdstuk bijgevoegde werkschema's samengevat.
Deze schema's worden in de volgende paragrafen uitvoeriger be-
sproken. Het zijn:

Werkschema 1. Dit behandelt het geval waarbij per 1ijking de groe-

pen konijnen, die de verschillende doses toegediend krijgen,

even groot zijn en geeft een benadering voor de betrouwbaarheids-
grenzen voor de sterkte van het praeparaat.

Werkschema 2. Dit behandelt hetzelfde geval maar geeft exacte

betrouwbaarheidsgrenzen.

Werkschema 3, Dit daarentegen geeft benaderde betrouwbaarheids-
grenzen voor het geval dat ook binnen een ijking de verschillen-
de koni jnengroepen in grootte verschillen.

De vierde mogelijkheid: exacte betrouwbaarheidsgrenzen bij onge-
1i jke groepen is niet uitgewerkt, daar de optredende formules
zeer ingewikkeld en dus minder geschikt voor routine-berekenin-
gen zullen worden.

De formules van werkschema 1 volgen uit die van werkschema
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3 door 7%,= 7, =’§=Zb=-%- te stellen. Heeft in een serie 1ijkin-
gen een gedeelte wel gelijke groepen dan kunnen voor deze 1ijkin-
gen dus in werkschema 3 de formules uit werkschema 1 gebruikt
worden. Mocht in een serie ijkingen met overigens gelijke groe-
pen per ijking een enkele maal één dier uit één groep wegvallen,
dan zullen de resultaten niet veel beInvloed worden wanneer toch
de voor gelijke groepen opgestelde formules gebruikt worden.

Het aantal dieren per groep mag, ook bij gebruik van werk-
schema 1 of 2, wel van ijking tot ijking varié&ren.

Als reactiemaat kan iedere maat gebruikt worden die in vol-
doende mate aan de onderstellingen van paragraaf 2.4.2 voldoet
en dit zal vermoedelijk zowel voor percentuele daling als voor
absolute daling van &én bloedafname gelden, zolang de gemiddelden
van de reacties per dosis niet te dicht bij de grenzen van het
toegelaten interval komen. Het komt ons aanbevelingswaardig voor
de bruikbaarheid van het absolute niveau uit één bloedafname
(bv. 1 of 1% uur nk injectie) te onderzoeken (zie overwegingen
uit paragraaf 2.1), vooral in verband met de vereenvoudiging van

de reactiebepaling die dit geeft en het eventuele vluggere her-
stel der konijnen.

4.1. Schema voor de routine-ijking (I in werkschema'é)

Op grond van de bij het onderzoek van het waarnemingsmate-
riaal verkregen resultaten (conclusie 2) en 3) uilt paragraaf
3.6) leek het ons wenselljk te komen tot een ijking waarbij de
helling van de 1jklijn uit eigen materiaal geschat en gecontro-
leerd kan worden, terwijl bovendien een schatting voor de nauw-
keurligheid van de 1ijking mogelijk is. In verband met dit laatste
zijn we uitgegaan van de bérekeningsmethode van FIELLER (zie
paragraaf 2.4.2). Om een bijdrage tot een schatting van de hel-
ling te verkrijgen worden per ijking twee verschillende doses
van het praeparaat toegediend volgens het tweevoudige kruisproef-
schema (zie schema III)

Schema IIT Tweevoudig krulsproefschema.

groepen eerste tweede
koni jnen dag dag
G,| pq ]
G2 Ps s
G3 s p,l
G4 3 p2

In schema IIT is s de standaarddosis en zijn p. en p, twee
verschillende praeparaat doses, die bij een serie routine-ijkin-
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gen steeds dezelfde verhouding dienen te hebben (doet men dit
niet, dan worden de berekeningen ingewikkelder dan nodig is).
Bij de keuze van de doses }%.en P2 spelen twee tegengestelde
overwegingen een rol, nl. enerzijds bevordert een groot verschil
tussen P. €0 P de nauwkeurigheid van de hellingschatting,
anderzijds zullen dan de gemiddelde reacties op P4 en P, niet
meer beide in de buurt van het midden van het reactie-interval
kunnen liggen, zoals voor de normaliteit gewenst was (zle para-
graaf 3.2). Wellicht is de verhouding 4:5 of 9:10 een geschikt
compromis.

- Werkschema 1,I en 2,1 zijn opgesteld voor even grote groepen

konijnen §,, G, , {, en (&q; werkschema 3,1 moet gebruikt wor-
den indien deze groepen niet dezelfde aantallen bevatten. In de
drie werkschema's 1,I, 2,I en 3,I vinden we de waarnemingen cn

de eerste berekeningen hieruit, welke blj de verdere berekenin-
gen gebrulkt worden. De gebruikte notaties zullen uit de sche-
ma's zelf duidelijk zijn.

Opmerkingen:
1) De groepen (i, en (;5 worden met dezelfde praeparaatdosis

behandeld en vormen dus één kruisproef evenals de groepen §, ¢n
G, |
2) Bij de verdeling van de konijnen in de vier groepen is het
belangrijk dit werkelijk aselect (Engels: random) te doen (bv.
met behulp van "random numbers"), vooral in verband met de weg-
lating van een correctie voor het begingehalte.
3) Bij de berekening van ﬁ;f kan men in elk der drie werksche-
ma's met vrucht gebruik maken van de identiteit:
‘n 2 L
— 2 -2
Y., -4Y; ) = gs: - nh g,
Z (99 = Z yi - G

waardoor de bereckeningen eenvoudiger kunnen worden uitgevoerd.

4.2, Schatting van de helling (II in de werkschema's).

Daar een schatting van de helling per ijking een te grote
onnauwkeurigheid zou bezitten en hét toch van belang is seizoen-
invloeden in rekening te brengen (zie conclusie 3) paragraaf 3.06)
wordt voorgesteld deze helling uit een aantal onmiddelli jk voor-
afgaande ijkingen te schatten 5)° Op deze manier wordt een soort

5) De waarnemingen uit de in behandeling z1ljnde 1ijking kunnen
beter niet voor de bepaling van /3 gebruikt worden om de on-
afhankeli jkheid tussen é? en /5 te verkrijgen welke nodig is
bilJ de benadering van 2 , die we zullen gebruiken (zie nara-

graaf 4.3). “
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voortschrijdende 1ijklijn verkregen, die beter dan een vaste 1jk-
1lijn aangepast is aan de gemiddelde omstandigheden in de proef-
periode. Het is duldelijk dat aan de ene kant om de aanpassing
aan de omstandigheden gevoellig te maken, de waarnemingen vVoOr
de helling-bepaling 2Zich over ecen niet te lange  periode moeten
ultstrekken, terwijl aan de andere kant een vergroting van het
aantal waarnemingen een vergroting van de nauwkeurigheid van de
schatting van /3 tengevolge zal hebben. Hiertussen zal een mid-
denweg gezocht moeten worden, waarbij de grafische controle,
zoals deze in paragraaf 4.4 besproken zal worden, wellicht van
dientst kan zijn.

Geven we de berekende grootheden bi]j de 1?9-ijking, uit de
serie van m 1jkingen waaruit we de helling willen schatten, aan
met de index v v&8r het symbool en geven we de sommatie van
| een grootheid over bovengenoemde serie aan met Zg.dan is de
meest aannemelijke (Engels: maximum likelihood) schatting voor

i

BA — Z N (vgi-vgz +v§3 —,S‘t)
i 2 (g -%3) z::,n

waarin x4 -%3= ﬂ’; '_:5 is (hiérin is .g_f; de voor alle 1jkingen
2 2
gell jke verhouding van de twee praeparaatdoses) en ,nh het aan-

tal dieren per groep is in de v £ ijking. Als schatting voor
de variantie vma/S wordt bepaald:

s2 _  Z 5.
& (7‘-1-7"2)2(% 9“)2

De werkschema's 1,II en 3,I1 geven een overzicht van de be-
rekening van /3 en S% ult een aantal ijkingen; ledere regel in
de eerste vier kolommen van deze schema's heeft betrekking op

één waarde van v . De in de tabel genoteerde waarden zijn dus
afkomstig van een aantal aan deze 1ijking voorafgaande 1jkingen.

Het werkschema 2,I1 wijkt van de bovengencemde schema's alleen

af door de toevoeging van een kolom voor het aantal dieren per
groep in een ijking en dit aantal verminderd met 1; de totalen
van deze kolommen zullen bij verdere berekeningen gebrulkt worden.
Bovendien ontbreekt de berekening van S% welke door berekenin-
gen in 2,IIT vervangen wordt. £

De afleidingen vari de schattingen /:\i en 5% zullen we niect
uvitvoerig behandeleno/G is de meest aannemelijke schatting voor

/3 (in gevallen als deze komt dit overeen met de kleinste kwa-
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dratenschatting), uitgaande van onderstellingen over de reacties,
geformuleers in paragraaf 2.4.2 en vastgelegd in de formules
(5) van die paragraaf.

4.3. Berekening van de sterkte van hetvprgeparaat (IIT in de
werkschema's) . ‘

In paragraaf 2.4.2 zijn de schattingen‘/ﬁ en é%a (het aan-
tal eenheden insuline in de eerste praeparaat dosis) afgeleid
((8) en (9)). De werkschema's 1,III en 2,IIT geven deze onver-
anderd, werkschema 3,III geeft de schattingen bilj ongelil jke
groepen.

De werkschema's 1,ITI en 3,III bepalen benaderde betrouw-

baarheidsgrenzen voor de sterkte van het praeparaat met behulp

van een schatting,_ﬁé , voor de variantie van /g. (zie para-
graaf 2.4.2).

Werkschema 2,II1 geeft de berekening van exacte betrouwbaarheids-
grenzen voor dﬁﬁ . Hierbij moet 1@,opgezocht worden in een ta-
bel van de verdeling van STUDENT met 6 vrijheidsgraden;'ttm is
nl. die waarde waarvoor geldt:

P[VE’ ? t,s‘,].—:c(

wanneer t; een STUDENT-verdeling met vrijheidsgraden bezit.

Tabellen van deze verdeling zijn o.a. te vinden in [A].
De hetrouwbaarheidsgrenzen voor st zijn afgeleid uit dile voor
é}é (door er % (%, +%2) bij op te tellen), welke zijn:

A ~ 2 » 2 ¥
AR . VRE. (Rt (P-tiew)
/32— té Az, Bz~ tea Qoo

Voor de afleiding hiervan verwijzen we naar {20] en [24]°

ovy
o

Opmerking. In de uitdrukking voor 523 in werkschema's 1,III en
3,IIT stelt 54 Sz cen schatting voor de variantie van A voor. De-
ze schatting kan zonder bezwaar vervangen worden door een simul-
tane schatting uit het gehele materiaal (dus met gebrulkmaking
van de variantie-schattingen uit de voorafgaande 1jkingen). Dit
zal de nauwkeurigheid van de schatting;.gé vergroten. In verband
met de complicaties die hieruit voor het werkschema optreden is
dit achterwege gelaten. Indien het in de practijk wenselijk zou
blijken deze verfijning aan te brengen kan dit alsnog geschieden.

4.4, @grafische controle van de helling van de ijklijn (IV van
de werkschema's).

Uit iedere ijking apart is een schatting voor de helling




van de ijklijn te verkrijgen, nl.:

A= D

— S

X

en voor de sprelding van/é':

s@___\/gi;

Door deze waarden 1n een grafiekje te zetten tegen de da-
tum van de ijking, krijgt men een indruk van de fluctuaties van
helling en spreiding in de loop van een serie ijkingen en van
de grootte van de seizoeninvloeden.

Het zo verkregen inzicht kan belangrijk zijn bij het bepalen
van het aantal ijkingen dat voor de schatting van de helling ge-
bruikt =zal worden.

Behalve voor het bepalen van dit aantal heeft deze grafi-
sche controle nog een ander, directer, nut. Plotselinge afwilj-
kende waarden van /3 en/of Sﬁ kunnen nl. een aanwijzing zijn
voor fouten bij de bepaling (dit kunnen zijn: afwijkend gedrag
van de konijnen, fouten bij de ultvoerlng van de 1ijking, fouten
bij de berekening, enz.). Grenzen voor /3 en 56 , waarbulten een
nader onderzoek van de 1jking gewenst is, zullen voornameliljk
experimenteel bepaald moeten worden. Leidraad hierbij kan het
volgende zijn (bij de werkschema's 1,IV en 2,IV):

B -8B 5;36 heeft een STUDENT-verdeling met 4 (n-1) vrijhelds-
graden (zie [A] of [B}), hlerln is /3 onbekend, als schatting
hiervoor zou de helling /3 gebruikt kunnen worden, die bij de
berekening van de praeparaatsterkte gebruikt wordt (dit ver-
stoort de STUDENT—verdeling natuurlijk enigszins).

De grenzen voor /§‘, waarbinnen 95% van de gevonden waarden

dient te liggen, worden dan benaderd door:

N A
ﬁ - te.ns ..S.é' en Kf + to.os §é‘

waarin t,.,. bepaald is door:

—P[\tt)>to.o5] = 0,05

als t een STUDENT-verdeling met 4(n_1) vrijheidsgraden bezit.
Als benadering kan gelden t,o5 =2,02 (dit geldt bij n=11).

m

Z (v”-l) §Z

L .
(n_1) 5
4{n-1) en QE(n 1) vrijheidsgraden (zie [A] of [B]), waarin
n de aantallen dieren per groep zijn voor de ijkingen waaruit

heeft bij benadering een F -verdeling met

N ,{D)




28
4.5

/? bepaald is en 7 het aantal dieren per groep van de ijking
waarvan we//g’bekijken. Als grenzen voor\Si, kunnen genomen

worden: -
% -/ SA <n i 5'2 /C .
R : 0,975 ' 0,025
;fq’”"’) & ;(4"“’) z

B1j het werkschema 3,1V gelden dezelfde beschouwingen als bij
werkschema 1,IV en 2,IV; met gewljzigde aantallen vrijheids-
graden voor bovengenoemde verdelingen: de STUDENT-verdeling be-
zit nu (2, + 2, +2,2 7, ~4 ) vrijheidsgraden en de F -verde-
ling (7, + M, + 7, + n, ~Y ) en %:(\',72,%??, +97?3+4727—9)
vrijheidsgraden.

4,5, Voorstel in verband met de gevoelligheld der konijnen.

Het systematische verschil in gevoeligheid van de konijnen
gedurende enige tijd (zle paragraaf 3.4) kan wellicht als volgt
gebrulkt worden voor het homogeniseren van de stal en het ver-
groten van de nauwkeurigheid van de 1jkingen. Heeft een konijn
bij een 1jking zowel op de standaardsdosis als op de praeparaat-
dosis de grootste of kleinste reactie van zijn groep gegeven,
dan zetten we dit konijn voor volgende ijkingen op non-actief en
vullen de groep aan met een nieuw konijn willekeurig gekozen uit

een reservegroep. Komt een dergelijke situatie te weinig voor,
dan kan het voorschrift ook zo gemaakt worden dat een konijn
vervangen wordt zodra zijn reacties op standaard en praeparast
tot de hoogste twee of tot de laagste twee behoren. Op deze ma-
nier kan een geregelde verversing van de 1ijkingsgroepen verkrec-
gen worden, terwijl konijnen die herhaalde malen wegens hoge of
lage reacties vervangen moesten worden, verder totaal kunnen
worden ultgesloten. De toepasbaarheid van dit voorstel hangt

in sterke mate af van de tijd gedurende welke een konijn voor
ijkingen te gebruiken is en van de frequentle van dit gebruik
en kan dan ook slecht door ons beoordeeld worden. De ultwerking
van deze maatregel valt niet met zekerheid te voorspellen, maar
zal 1in de practijk moeten blijken.
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Werkschema 4. Routine-ijkingen.
Datum: . . . . Standaarddosis gg:= . . J.[Jinsuline. 5

/
Praeparaatdoses p = . . ccen p,= . . ¢C(vaste verhouding 75—)

groep ties reactie Zroeps -
I |konij- ool verschil-| gemid- z = -
men praep.jstand. | delden /- Z%;ﬁ”'
Py = S// = ;” {)
— x = o b = ..
: . ' -2 Vad
G, | : . . Z, F
Prn = Sin = F12 Iy e
P, - Say = #,Z/ - ::2;'[27"&?37‘%/): e
C N . : —
l . . M ‘2’ ~ _‘_ > 5 .
-[ Pan ~ Sam = é‘l’? y = ‘8'1-{72(57 z *;} }'Y)a
P3; =~ 83, = Y3/ 2 vz o
C : : : - . InsJ,:.._%_ -Z-.Z(;“‘—j,):...
_/3 : : ;f_? q(h-l/J:l YA ./
Psn =| S3m =  Fs» © o, a2
| Pye ~ 5}” = 7y - S, el
q, . . . 7’4
6’ ’ ) N 7 X =R/ X, =Xy [= ...
fq’l - Syn = %y-;, ( ! é}_

11 Berekening/@ _en\%g ult voorafgaande ijkingen

datum 2
ijking | & X S, AL T
—T AE
N v o
_"_ . : ‘SAT-EI“"
otalen|r= ... |C= ..- |[V=...

ITI Berekening sterkte praeparant

Aantal eenheden insuline in praeparaatdosis Pt

a’lblrfs./b,./m%/ﬁ=...
Grenzen van betrouwbaarheidsinterval (Onbetrouw-
boarheid ongeveer 0.05):

())p > :
: = ... en - entils (/,QKSA):...
a/ryl—éxf? (1,96s3) %l / ~

In een grafiek uitzetten tegen de datum van de ijking, met
vermeldingvan de woarde van 4 (»-:

2
GAI: é:. L e,nS , = ____/S'L, =
/ X A X
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Werkschema 2. Routine-ijkingen met berekening van exacte be-
trouwbaarheidsgrenzen voor de sterkte van het

praeparaat. ‘
Datum: . . . . Standaarddosis ) = .. .£insuline
Praeparaatdoses p, = ... ccen p = .. ce (vaste verhouding;;;)

groep

: . reactie |groeps-
icont j- reacties

Pv =1 &, = S

G| | o\ AR R B R)

P’lh -— Srn = #m

- verschil-|gemid- ) .
nen praep. [stand. len delden x'-"ﬁ}/’l’“;xz*élﬂz:“‘

P ~ ‘SZI = -~ - -
q :7./ ;fz/ _ B;.r/w(j’-z*l% ‘-fc/}=
2 . . ' +
Pincl Sin = g S ox ZE(y )
pg/ - 53! = ?Jl ! —9?;::14[':/ i=y jg"‘ /
: . . 7. P4 9 2
C&s 7z 2 ~ |2
. . ) - L__ - = .
Pen_=| S =| 4an '5; "J-g i:z(j)t }/)
Py, —| Sy = ?'z//
"~ : .- .v ) = 7 I"‘x [
Gy . : : Ve X (xi=%)
Pyn ~| Sya = Fin
Berekening /7 Uit voorafgaande 1jkingen
datum } . S*-
i jking R R~/ B3 3

Totalen|N- ... (Fl=... |T=... |C-... ,52

7=

Berekening sterkte praeparaat
/uzgj._..é (x,-mcl)-_-_ o f.:g(?r—:*ﬁ):, ’%’x=-

2 ,512. '5'1

e =0, + )y = o

/ 2 2 2

a,,:?{-.ﬁ.‘s;:... FaA =%  a,-.. ;
(23 :—L.-A—{.(Sd::--. ::'\l—-fz.af = . .. H:f—-:

22 f CL g 9 ﬂ lﬁ’* 23 g

grenzen voor//4(onbetrouwbaarheid <)

/,:—5(2,42‘2)9-/‘/*\/”1*56 = ..
/ll—zav-zl- (x[f“ xz)?‘f/*"/”z"ﬁ/e = ,

Aantal eenheden insuline in praeparaatdosis P

E/P,:KS.P/.WA'/&?/Q:. .

grenzen van betrouwbaarheidsinterval (onbetrouwbaarheid o)
voor het aantal eenheden insuline in Pt

ag. Pr - a.owlvéfo‘?/a,
Yo P am//.;&og L

/]

i

In een grafiek ultzetten tegen de datum van de ijking, met ven

mel?ing van het aantal vrijheidsgraden 4(a-s/ (eventueel ook
91):,
]

—B" Nl = 5’ =
A=l e Sps\/Sp =
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Routine-ijkingen wanneer de groepen nlet even

grooc zijn.

Datum: Standaarddosis y; = . £ insuline
- P,
Praeparaatdoses p, =...cc en Pr= c(vaste verhouding ?E)
groep reacties reactie aantal-|groeps-| groeps-
koni jnen [praep, stand. verschillery len |gemidd.|varianties 7p
P |- 5, = P xﬂ@ﬁw-u 3 %a= '%FF“
. ‘. . —_ <
ql ' : : % 4 s, A-— 2, 7 G » i_,f»,,;‘/=
Prn, - 5/7', = Frn, R, A2y N3 Ry
Prs |- Sia |a 7% -
' 7 22y 72
Ci : : . ys 2 8- 9;;-7:4('%‘, *7:.-17:(}3 9)
2 : . : P ¥ S, 4
Pry |- Sim = P2 52 w7 (/,z ’ 5*)/”3”#)2(532 sy
P - Ssy - ,‘131 ("’»"u) Y *5; 2/ onvmy ;,; )
' : . — 2
as || . SO A R I Al e T
P3ny —_ SJhJ = ?"7’3 ("I“"J/)‘ (715 ,4_7,‘,)¢ =
Pyr = Sy, = ;{91
. . f —_ 2 _ 72,7, ey )
Gy : ' ™y < Sy X = (= x‘)({:%j'*v?ﬁ;)'
Pyny |— Svm, |=  Hymy
Berekening/é' en %ﬁ uilt voorafgaande 1jkingen
datum 2
1jking B X /5/ s
.. T - ==
: N
. . .. fé =G
Totalen |72 ... C=... VAR

erekening sterkte praeparaat

Ny X F Ry K, >

~_A ny 2, + e F_
Bt my

Ny ey

7

\/%*5% +/4L = ...

Aantal eenheden insuline in praeparaatdosis Pt

Tl AT S

Grenzen van betrouwbaarheidsinterval (onbetrouwbaarheid onge-

veer 0.05):
d//\P' en % MV“@ s
S & s AUS— . (4 965 2 Jam s e

In een graf‘iék ultzetten tegen de datum met vermelding van de
waarde van ( 22, » %2, » =y » 72, )i




5. Samenvatting.

Dit rapport over de gebruikelijke insulineiljking en een
eventuele verbetering hiervan bestaat uit drie gedeelten:
1) een literatuuroverzicht,
2) een onderzoek van het waarnemingsmateriaal dat ons ter be-
schikking was gesteld en
3) een ultwerking van voorstellen over een nieuw 1ijkingsschema.

1) Als voornaamste resultaten van het literatuuronderzoek
(hoofdstuk 2) vonden we:
Zowel de percentuele bloedsuikerdaling als de absolute daling
als maat voor de reactie Van een konijn op een insuline-ins uil-
ting bleken gecorreleerd met het beginbloedsuikergehalte; de in
de literatuur opgegeven waarden voor deze correlatie lopen ech-
ter sterk uiteen. Bij een correctie voor deze correlatie is bij
routine-ijkingen een regressieco&fficiént 0,22 gebruikelijk.
Latere onderzoekers melden, dat het absolute niveau op één tijd-
stip na inspuiting als reactiemaat minder afhankelljk van het

begingehalte zou zijn (paragraaf 2.1).

Ook de helling van de ijkiijn (het verband tussen reactie en
dosis, deze moet gebruikt worden om uit de reacties af te lei-
den hoe groot de dosis van het onbekende praeparaat was) is
door verschillende onderzoekers bepaald. MARKS e.a. vinden als
helling voor hun ijklijn (verband tussen reactieverhouding en
logarithme van dosesverhouding) ¢ = ¢, 6§64 ; dit is een vaak bij
routine~ijkingen gebruikte waarde van de helling (paragraaf
2.4.1). Door FIELLER e.a. werd het verband tussen reactieverschil-
len en de logarithme van de dosesverhouding onderzoch (para-
graaf 2.4.2). De tweede methode heeft op de eerste voor dat ze
een betere nauwkeurigheidsbepaling toelaat.

FIELLER waarschuwt tegen het gebruik van een vaste éénmaal ge-
schatte ijklijn, daar hierdoor systematische afwijkingen in de
1jkuitkomsten geintroduceerd worden. Beter is het de ijklijn

steeds opnieuw uit eigen materiaal te schatten.

Het gebruikelijke proefschema is de kruisproef of ultbreidingen
hiervan (meer doses, meer dagen), dat een vergelljking tussen
praeparaat en standaard onder zoveel mogelijk voor beide geli jke
omstandigheden mogelijk maakt (paragraaf 2.3).

2) Bij de analyse van het waarnemingsmateriaal (hoofdstuk
3) bleek, dat ook hier afhankell jkheid tussen reactie (reactie-
maten: percentuele bloedsuikerdaling en absoluut niveau) en be-
ginbloedsuikergehalte aangenomen moet worden; de resultaten geven
echter geen aanleiding een constant verband te onderstellen (ver-
moedelijk grote seizoen- en daginvloeden). Correctie voor deze |




afhankelijkheid met een constante regressieco&fficié&nt 0,22 is
dan ook niet aan te bevelen.

Voor de helling van de ijklijn volgens MARKS werden sterk ver-
schillende waarden gevonden, vermoedelijk o.a. als gevolg van
seizoeninvloeden. Hieruit blijkt dus het belang van een 1jklijn
bepaling uit eigen materiaal. Een schapting van de helling van
de 1ijklijn van FIELLER kon uit dit waarnemingsmateriaal niet ge-
geven worden.

Bij de berekeningen bleek nog dat er systematische gevoelig-
heidsverschillen tussen de konijnen bestaan, welke zich ondanks
grote daginvloeden zeker enige tijd handhaven.

3) De voorstellen over een nieuw ijkschema (hoofdstuk 4)

gaan uit van een tweevoudige kruisproef (twee praeparaatdoses
in plaats van één); hierdoor wrdt het mogelijk de helling van
de 1jklijn steeds opnieuw uit eigen materiaal te schatten. Om
de nauwkeurigheid te vergroten zonder hiervoor het aantal ko-
nijnen per ijking te moeten uitbreiden, worden hiervoor een
aantal onmiddellijk aan de pas ultgevoerde 1jking voorafgaande
ijkingen gebruikt. Als ijklijn wordt, als bplJ FIELLER e.a., het
verband tussen reactieverschillen en logarithmen van dosesver-

houdingen gebruikty waardoor een goede nauwkeurigheidsbepaling
mogelil jk wordt.
In verband met de keus van een reactiemaat vestigen we nog

eens de aandacht op het belang van verdere experimenten hier-
over, vooral wat betreft het absolute niveau op één tijdstip
na inspuiting. De bepaling hiervan zal de 1ijking sterk bekorten
en zou ook verdere voordelen bezitten (betere onafhankelijkheid
van het beginbloedsuikergehalte, sneller herstel van de konijnen,
zie hoofdstuk 2).

Verder wordt voorgesteld de systematische gevoeligheidsver-
schillen tussen de konijnen te gebruiken bij de selectie der
koni jnen, waardoor wellicht een homogenere stal en daardoor nauw-
keuriger 1ijkingen verkregen worden.

4) We willen er ten slotte nog op wijze dan een verder ex-
perimenteel onderzoek naar de besproken punten zeer gewenst zou
zijn.
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MATHEMATISCH CENTRUM

Amsterdam
Statistische Afdeling.
S47(M6)
Algemene gang van zaken bij het toetsen van een 1)
hypothese.
/@ﬂ

De toetsing van een hypothese <4 berust steeds op een aan-
tal waarnemingen % ,% ,..., %4, van één of meer stochastische
grootheden2 s Oof op enige groepen van waarnemingen (bv. twee
steekproeven).

Bij een toets behoort een toet51ngsgroothe1d (soms meer

dan één), die een functie is van bovengenoemde stochastische
grootheden en die, voor de waargenomen waarden % , & ,..., %,
een waarde aanneemt, die berekend kan worden (bv.: het gemid-
delde der wearnemingen, of de spreiding, ef het verschil van
de gemiddelden van twee waarnemingen).

De toetsingsgrootheid wordt s+eeds zo gekozen, dat men, op
grond van de onderstelling, da,tCzn juist 1is, de waarschlgnllak*
heidsverdeling van deze grootheid kan berekenen.

Vervolgens kiest men een verzameling 7 van mogelijke uit-
komsten van # , en wel op zodanige wijze, dat de kans, dat «
een in 7 gel=gen waarde aanneemt, onder de hypothese Q%% s 8€:

®
i~
5o
e
h"

is aan een gegeven getal & , zodat Z dus van o afhankelijk is
Z heet de kriuieke zdne van de toets, X de gnhetrouwhasrkeids-
drerpsl (Engels: level of significance), Voor o/ neem’ men
veelal de waarde 0,05 of 0,01.

- Men verwerpt nu ¢%§ op grond van de waarnemingen % , %, ,
cesy %, indien de bij deze waarnemingen bzhorende waarde
van # in 7 ligt. Dit wordt vaak uitgedrukt door te zeggan,
dat het resultaat van het experiment "significant" is. De waar-
de van # mcet dan echter worden vermeld. D¢ kans, dat dit =2l
gebeuren, is, indien‘ﬁg’ juist is, gelijk aan. o Derhalve i3

o de kans op ten omrechtc verwerping van de juiste nypothese,

6ok de kens op een fout van de eerste soort genoemd. Indien

mn deze methode toepast, met & = (0,05 resp. 0,01, zal men in
gemiddeld ongeveer é&n op 20 resp. op 100 van de gevallen,
wgarin de hypo+bese die men toetst juist is, deze toch verwerpen.

1) Dit memorandum is slechts bedoeld ter oriéntatie en str=cfi
niet naar volledigheid of volledige exactheid.

2) Een stochastische grootheid is een grootheid, die een
waarschijrlijkheidsverdeling bezit, of, anders gezegd, een groot-
heid, die voor de elementen ven een gollectie(univeggggﬁpogula—

tie) gedefinicerd is en daarop alierlei wasrden aanneemt. Stc-—-
chastisehe grooviwden worden aaunsegeven docr guderstroopie
letters.

3) Soms kan men slechts bereiken, dat deze kans = OFis.



De toetsingstheorie biedt in het algemeen geen mogelijk-
heid om tot aanvaarding van een hypothese te komen. Indien
een bepaalde hypotheseé%f niet verworpen kan worden, is dit
gewoonlijk met een hele verzameling van hypothesen tegelijk
het geval. Niet-verwerpen staat dus niet gelijk met aanvaarden.

Wel zal men vaak in de loop van een statistische analyse
bepaalde onderstellingen, die plausibel schijnen en voor de
verdere analyse van nut zijn, toetsen, alvorens ze bij de
verdere bewerking van het materiaal te gebruiken. Worden zij
dan op grond van de toets niet verworpen, dan houdt dit in zo
verre een rechtvaardiging van die onderstellingen in, dat een
grote afwijking door de toets veelal wel zou zijn ontdekt.
Indien men dan verder de onderstellingen gebruikt, verwaarloost
men oventueel aanwezige afwijkingen van onbekende grootte,
die echter niet zo groot zijn, dat zij door de toets zijn
ontdekt. _

Vele toetsen gelden zelf alleen onder bepaalde onderstel-
lingen omtrent de waarschijnlijkheidsverdelingen der stochas-
tische grootheden, waarvan waarnemingén zijn verrioht. Deze
nevenvoorwaarden dienen steeds uitdrukkelijks te warden ver-

meld en, zo mogelijk, zelf te worden getoetst.
In plagts van de onbetrouwbaarheidsdrempel ¢¢ wordt vaak
bij de uitslag van een toetsing de overschrijdingskans vg op-

gegeven; dit is de kleinste waarde van & , waarbij in het
betrokken geval, nog tot verwerping vantﬁf zou zijn overgegaan;
anders gezegd: de kleinste o , waarvoor de gevonden waarde
der toetsingsgrootheid nog juist in de (bij & behorende)
kritieke zdne 7 ligt. Wordt dus de waarde A opgegeven _en
werkt men met onbetrqgwb&anhgi@g@rempel ol , dan wordt

verworpen, indien 4z is.

Voor het onderscheid tussen één- en tweezijdige toetsing
en de keuze tussen deze twee mogelijkheden vergelijke men bv.
de tweede hieronder gegeven litteratuurplaats. Wij moeten hier
volstaan met de opmerking, dat geénzijdige toetsing veelal
eérder tot verwerping van&ﬁgieidt, maar dat deze slechts en-
der bijzondere omstandigheden kan worden toegepast.

Litteratuurs ' o
J.Neyman, First course in probability and statistics, New
York, 1950, Chapter 5. ]
J.Hemelrijk en H.R. van der Vaart, Het gebruik van één- en
tweezijdige overschrijdingskansen veor het toetsen
van hypothesen, Statistica 4 (1950) p.54-06.




MATHEMATISCH CTNTRUM
2de Boerhaavestraat 49
AMSTRERDIDAM O
Statistische Afdeling
S47 (M12)

.De X %-toets voor aanpassing 1)

De Y g.toets voor aanpassing dient voor het toetsen van de
hypotheseC%; ; dat een stelsel waarden %, ---,% ecen steek-
proef is uit een continue waarschijnlijkheidsverdeling met
verdelingsdichtheid;&ﬂj, Hierbij wordt een grootheid }°
waarvan de verdelingsfunctie bekend is, als toetsingsgroot-
heid gebruikt.
De verdelingsfunctie van z"wordt nog nader gekarakteriseerd
door een grootheid ¥ welke het aantal vrijheidsgraden van
Xﬂ aangeeft. De grootte van Qflen het getal Y worden op de
valgende wijze bepaald:

Wanneer ]41) de onderstelde verdclingingsdichtheid is

(figél)
- ) *
2=e, 2V t=a,,

fig.l .
wordt het interval [, €] in A stukken verdeeld, zodanig
dat boven ieder interval [ %%xi?ﬂl een oppervlak A% ligt

QP=A-~~-»K) Daar het gehele oppervlak onder de kromme

de totale wairschijnlijkheidsmassa voorstelt, dus gelijk aan
{ is, geldt de betrekking p, =4, + ------ - foe = 1

Bestaat nu de steekproef uit = waarnemingen %,% ,......, %,

dan zal men onder de hypothesed%f in het algemeen verwachten,

dat ongeveer ﬁz?‘ van de 72 steekproef-waarnemingen in het

interval [62~, i;ﬁ] komen te liggen. Is het werkelijke
aantal waarnemingen uit de steekproef, dat in het interval

[iy,a;*,] valt #, (dus 2 wanrden in[&,, 4,] etc.)

2
dan word@[als volgt gedefinieerds
2
Z — 2 2
= C2b) nmmp)] L = mpy
i @ o foye

1) Dit memorandum is slechts bedoeld ter oridntatie en streeft

niet naar volledigheid of volledige exactheid.
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Deze/)(’2 is een maat voor de afwijking van de werkell jke
verdelingsdichtheid van x van de onderstelde verdelingsdicht-
heid.?@%)o Is de werkelijke verdelingsdichtheid van X inderdaad
gelijk aan 2429 zoals volgensé%i ondersteld wordt, dan zal ){2
in het algemeen klein zijn; 1s de verdelingsdichtheid echter ver-
schillend van 74“3, dan worden grote waarden van/z“zwaarschijn—
1lijker dan het geval 1is, a134%5 juist is. De kritieke z0ne voor
deze toet £t 2>y pij ¥*

eze toets geeft men daarom de gedaante/% /%; , waar lJ’Rg
correspondeert met een onbetrouwbaarheidsdrempel o« en uit tabel-
len voor de/Xz—verdeling opgezocht kan worden, waarbij rekening
gehouden moet worden met het in de tabellen aangegeven:

Aantal vrijheidsgraden VY. Dit getal wordt als volgt bepaald:

zijn er { parameters van 2/6%) (b.v. het gemiddelde, de spreiding
e.d.) uit de steekproef bepaald, dan is)h=£c/L/, waarin éyhet
aantal intervallen zrqy,cy*tf (zie boven) is. Is zéug van te-
voren geheel gespecificeerd, dan is dus kh=7§~/.

Voorbeelden: bij toetsing op bovenstaande wijze van de hypothe-

se, dat de steekproef x,,...., X%, uit een normale verdeling ("ver-
deling van Gauss'") afkomstig 1s, worden gemiddelde en spreiding
van de steekproef gebruikt om.j%zd te bepalen. Door gemiddelde
en spreiding is de normale verdeling geheel bepaald. Dan is dus
;uw{—j . Wenst men echter de hypothese te toetsen, dat de steek-
proef afkomstig is uit een volledig gegeven normale verdeling,
waarbij dus gemiddelde en spreiding ook gegeven zijn, dan behoe-
ven deze parameters niet uit de steekproef geschat te worden en

is Y= B—1.

Opm. In de practijk worden de getallen &,,0,, .. .;% meestal even

groot gekozen, dus alle geliﬂ{%f

Het aantal delen“%'laat men
bovendien nog afhangen van het aantal waarnemingen, waaruit de
steekproef bestaat. De benadering, die bij het toepassen van de
;yz—toets gebruikt wordt, is alleen dan behoorlijk indien het aan-
ta17{ zodanig gekozen wordt, dat het verwachte aantal waarden

d.i..20¢- niet al te klein is, b.v.

in de intervallen [a/-)a 2

”
~
- 10.

v
Litteratuur:

M.G.Kendall, The advanced Theory of Statistics
London 1947, Deel 1 hfdst. 12.
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Rangcorrelatie1)

T . o o G bt S oy e s S WS e (o W GO S S S G SO et S G Wk

De door M,G. Kendall ontwikkelde methode der rangcorre-
latie is toepasbaar op de volgende situatie:

De stochastische grootheden . X en y bezitten een si-
multane verdeling, Over deze verdeling zelf behoeft niets on-
dersteld te worden, :

a(xi,yi) (i =1,...,n), zijn onafhankelijke waarnemings-
paren van deze stochastische grootheden

Voorbeeld:

i= 1 2 3 4 5 6
x5 0,11 0,12 0,10 0,11 0,15 0,13
yi 314‘ 390 392 395 3,5 3,5

Wij zeggen dat de waarnemingsparen (xi,yi) en (xjyj)
Eositigﬁ gecorreleerd zijn, als de volgorde van X, en X, het-
zelfde is als die van y; en yy (bv. x4 < Xy en y; < yj); 21 j
zijn negatief gecorreleerd als de volgorde van X; en xj tegen-
gesteld is aan de volgorde van y; en yj (bv. X5 > Xj en
¥y < yj) en zij zijn niet gecorreleerd als X4 = Xj of V= yj.

In tabel 1 hebben wij van alle tweetallen (xi,yi) en
(Xj’yj) wit ons voorbeeld nagegaan of zij positief, negatief
dan wel niet gecorreleerd zijn, Een positieve correlatie is
aangeduid met +1, een nagatieve met -1, terwijl het ontbreken
van correlatie wordt aangegeven door een O,

De toetsingsgrootheid van de methode van rangcorrelatie
is nu het aantal positief gecorreleerde tweetallen verminderd
met het aantal negatief gecorreleerde, of wel de som van de
getallen, die in tabel 1 in de kolom "correlatie" voorkomen,

De verdeling van S voor het geval dat X en y onafhankeli jk
zijn 1s bekend (zie § 2). De hypothese dat X en y onafhankeli jk

1) Dit memorandum is slechts bedoeld ter orientatie en streeft
niet naar volledigheid of volledige exactheid.
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Tabel 1 zijn, kan dus getoetst worden,
Berekening van S Is de hypothese van onafhanke-

voor het voorbeeld 1ijkheid niet vervuld, dan is de

i J Correlatie waarschijnlijkheid van grote posi-

1 2 -1 tieve of grote negatieve waarden
o 3 +1 van S groter, dan wanneer dit wel

1 4 0 het geval is, De kritieke zbne is

1 5 +1 daarom van de vorm |S) 2__80, en “ij

1 6 +1 “ éénzijdige toetsing van de vorm

2 3 -1 S»;.Sé (rechtszijdige toetsing) of

2 4 -1 $=35] (linkszijdige toetsing).

2 5 +1

2 6 +1

3 4 +1

3 5 +1

3 6 +1

4 5 0

4 6 0

5 6 0

S = 45

- A — G0 Gt s et SR s S b GND RGeS ca OO o . e gn S - G — W i S S G A S

( Als er noch bij de X5 noch bij de yj gelijke waarden
voorkomen kunnen wij gebruik te maken van exacte tabellen,

die voorkomen in [1] pg 141 (n = 4 t/m,10) en in [2] (tables
T rnd II, n = 4 t/m 40). Bovendien vindt men in[2] table III

de kleinste waarden van.§_, waarvan de overschrijdingskansen
onder de hypothese van onafhankelijkheid hoogstens gelijk zijn
aan & voor & = 0,005; 0,01; 0,025; 0,05 en 0,10 en
n=4,506,,..,40,

Als er bij de x; 6f bij de y;, doch niet bij beide twee-
tallen of drietallen gelijken voorkomen, kan men voor n <10
geluik maken van de tabel van Sillitto [4] . S

Voor grote waarden van n is de verdeling van ég (waarm

Us de spreiding van.g.is, die uit een hieronder op te geven

formule berekend kan worden) bij benadering normaal met ge-
middelde O en spreiding 1, Hiervan kunnen we gebruik maken

om de hypothese van onafhankelijkheid te toetsen in de geval-
len waar de exacte verdeling niet getabelleerd is, Dit ge-
schiedt dan, door in een tabel van de normale verdeling de
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overschrijdingskans op te zoeken, die behoort bij de gevon-
den waarde van = .
oy

o

Om G-5¢t€ berekenen, nemen wij in de rij der waarnemingen
X4 de gelijke waarnemingen in groepen bij elkaar, De aantallen
waarnemingen in die groepen duiden wij aan met th, waarin
h.=;1,2,...,k1. Evenzo doet men in de rij der waarnemingen
yj, waar we de overecenkomstige aantallen aanduiden met u,
waarin A = 1,2,.°“,k2. qu kan dan gevonden worden uit de
volgende formules -

K
o 1
(1) T2 = Fy{n(n-1)(2n+5) - %;% £ (1) (25,%5) =
x

2
- /E1 11(1&——1)(21&?5)} +

& o
]
* SRE=TI(E=2) 4, b (1, =1) (8y-2) = ulue1) (u2)
K X2

] .
B 2 g

*n ons voorbeeld van § 1 komt in de rij X één tweetal
gelijken(dus ky=1 en t1=2) en in de rij Y5 {én drietal gelijken

(k2= T, Uy = 3) voor, Dus geldt:

t1(t1-— 1)(2t1+ 5) = 2,1.9 = 18
ug (uy= 1) (2uy+ 5) = 3.2.11 = 66
t1(t1- (- 2) = O,{';* G e
tq(t1~ 1) =2,1 =2
u1(u1u 1) = 3,2 =6
n(n-1)(2n+5) = 6,5.17 = 510
n(n-1) = 6,5 = 30
zodat:

i

1

Dy { 510-18-66) + g5 x 2 x 6 = 23,87

N

!

Gf_
en a .

t

4.8¢ 1is,

122

Als allc %y - en alle gé gelijkz?nnm1 en er dus in geen

van beide rijen gelijken voorkomen, gaat formule (2) cver in:
. ,‘ 1
(2) T =\ n(n-1)(2ms5)

Ben tabel van deze functie voor n = 40,41,,..,100 vind™®
men in| 2] (table IV), '




i

-4 -

3. Rangcorrelatiecoéfficiént

ot o s S S o S S e e (o S W W S Gt s W M S S ST S WS WS S U0 s

Als maat voor de correlatie " . de rij van waarnemings-
paren (x1,y1),.,.,(xn,yn) heeft Kendall de coéfficiént 7T
gedefiniecrd, die + 1 is als de volgorden der waarnemingen
in beide rijen XqyseeesX, €0 Yqreees¥y volledig overeenstemmen
en -1 is, als deze volgorden volkomen tegengesteld zijn, De
definitie van € is:

(3) T = 25

| k1 1% k2 \ﬁ.
{n(n—1)—%;$th(th—1bf{n(n—1)t£§1 q{(q£-1) [

Als er in geen van beide rijen gelijke waarnemingen

voorkomen wordt deze formule:

4) T = —ry

Literatuur:

[1] M,G. Kendall, Rank correlation Methods London 1948,
Hoofdstw 1.
[2] L. Kaarsemaker en A, van Wijngaerden, Tables for use
in rark correlation . (1952)
Report R 73 of the Computation Department of the
Mathematical Centre,
£3] J., Hemelrijk., Kendall's rangcorrelatie-cogéfficiént .
Hoofdstuk I der eursus ""arametervrije
Methoden" Rapport S 59 (1951) Mathematisch
Centrum, blz, 1-17,
£4] G.P, Sillitto. "The Distribution of Kendall's coefficient
of rankcorrelation in rankings containing
ties, Biometrica 34 (1947) p. 36-40.
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Toets van "Student" voor het gemiddelde van een
nermale verdeling.D

Gegeven: de steekproef % ;2% ,...., % uit een normale
collectie. Anders gezegd: % ,..., % 2ijn onafhankelijke waar-
" nemingen van de stochastische grooctheid £, die normaal ver-
deeld is (de zgn. waarschijnlijkheidsverdeling van Gamss
bezit)2 .
é%: (te toetsen hypothese): Het gemiduelde van £ bezit de
waarde # ; % is hierin een gegeven getal, b.v.O.
Toetsingsgrootheid
£ =alm—p )/’

waarin de bij de steekproef behorende waarden van 2z en S ge~
G Xy A e T Ty

geven worden door 77 = en gL (X,-m)°

72 PP~y

is.

Indien d%?juist is, zullen dicht bij O gelegen waarden
vaker voorkomen dan ver van O gelegen waarden. Is echter het
gemiddelde van X verschillend van /¢ , dan zullen verder van
0 af liggende waarden vaker voorkomen dan indien ¢% juist is.
Als kritiecke z®ne 7 kiedt men daarcm voor tweezijdige toet-
sing een gebied van de vorm

Izl = 4

en voor éénzijdige toetsing

linker-teetsing rechter-tcetsing
Z“-‘_—z”’fz é%éz

De waarden £,, £ en ;, zijn getabelleerd voor verschillende
waarden van de onbetrouwbaarheidsdrempel X .

Litteratuur:

M.G. Kendall, The Advanced Theory of 3tatistics, Londen 1946,
gol.II, p.98-102; tabellen in deel I, p. 440-41.
pmerking: Het bij de tabellen vermelde aantal
vrijheidsgraden (aangegeven door V ) is gelijk
aan 72 -1
A.M. Meod, Introduction to the theery of Statistics, London
1950, p.425.

- — - —— - — — - — — — o S o

1) Dit memorandum is slechts bedoeld ter origéntatie en streeft
niet naar volledigheid of volledige exactheid.
2) d.w.z., dat de kans, dat X ¢ X is, gegeven werdt door:

?[ / x 5‘( (k - &)2
2 sx]= ‘// e T
2z_J

avarz



