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Relation entre l'activité anticomplémentaire du sérum décomplémenté et les états glycémiques chez le rat

No. Poids Glycémie Unités C'Hy, P

de rats corporel mg/100 ml inhibées

examinés g (%) (%) % (x4 S.E.)
Groupe I hypoglycémique 5 287 40 39,80 4- 1,015 GI:GII; P<0,01

GI:GIII; P<0,01

Groupe IT  normoglycémique 6 327 150 35,65 + 0,421 GII:GIII; P<0,1
Groupe ITII hyperglycémique 5 318 250+ 32,144 1,682

Six rats méles, Wistar, pesant 225-400 g furent soumis
au cours de 3 semaines, consécutivement aux états hypo,
normo et hyperglycémique. 4 ml de sang furent soutirés
a la jugulaire, sous anesthésie & 1'éther, une fois par
semaine. Le sérum fut séparé et immédiatement mis en
expérience. L’état hyperglycémique fut produit par
Iinjection de 8 mmoles de glucose/100 g de p.c. par voie
s.c.,, 1 h avant la prise de sang. L’¢état hypoglycémique
fut obtenu par un jetine de 18 h suivi d’une injection de
1 /100 g de p.c. par voie s.c. d’insuline Zn (Connaught,
‘Insulin Toronto’) 1 h avant la prise de sang. La glycémie
fut déterminée par le test du Dextrostix (Ames Co.).

Les moyennes, les erreurs standard et les valeurs P
furent déterminées selon les méthodes usuelles? pour
chacun des 3 états glycémiques.

Résultats et discussion. Le sérum décomplémenté de
rat inhibe I’hémolyse des érythrocytes de mouton en
présence d’anticorps spécifiques, et du complément de
cobaye. L’effet inhibiteur persiste jusqu’a une dilution
du sérum de rat allant de 1:16 & 1:32. Au cours des
expériences présentes la dilution de 1:8 fut employée.

L’état glycémique du rat détermine le degré d’activité
anticomplémentaire dans le sérum décomplémenté. Le
sérum provenant de rats hypoglycémiques démontre une
activité anticomplémentaire plus forte que le sérum de
rats normo ou hyperglycémique (P << 0,01). Le sérum
de rat hyperglycémique démontre l'activité anticomplé-
mentaire la plus faible (Tableau).

La relation inverse entre le degré d’activité anticom-
plémentaire des séra décomplémentés et le niveau de la
glycémie s’observait chez tous les rats étudiés (Figure).

Une plus forte augmentation d’activité anticomplé-
mentaire a lieu en allant de ’état normo a I’état hypo-
glycémique, qu'en allant de I’état hyper & I’état normo-
glycémique (Tableau).

Summary. The anticomplementary activity of decom-
plemented rat serum was determined using a technique
of inhibition of guinea-pig complement in a 50%, hemo-
lysis system. The anticomplementary activity of the
serum varies inversely to the glycemic state of the rats,
being highest in the serum from hypo, and lowest in
that of hyperglycemic animals.
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Gewinnung prizipitierender Insulin- Antikérper von der Ziege, Caper domesticus

Die immunogene Eigenschaft des Insulins wurde durch
die gelungene Erzeugung von Antiseren gegen verschie-
dene artspezifische Insuline bei einer Reihe von Tier-
spezies unter Beweis gestellt1:2, wobei jedoch nur selten
prazipitierende Insulin-Antikérper auffindbar waren3-§,
so dass deren Existenz noch immer angezweifelt wird?.

Im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Atiopa-
thogenese des Diabetes mellitus arbeiten wir an der che-
mischen und biologischen Charakterisierung von Insulin-
Antikérpern (IAK), wozu sich die Bereitstellung grosse-
rer Mengen priazipitierender TAK (PIAK) erforderlich
macht. Wir versuchten deshalb, nachdem es uns auch
gelungen war, PIAK gegen Rinderinsulin am Meer-
schweinchen zu erzeugen, entsprechende Immunisierun-
gen an der Ziege vorzunehmen,

Dazu gaben wir minnlichen Ziegen (Caper domesticus,
20-30 kg) zehnfach rekristallisiertes Rinderinsulin (VEB

Berlin-Chemie) in komplettem Freundschen Adjuvanss,
Die Injektionen wurden insgesamt viermal in Abstdnden
von jeweils 4 Wochen verabreicht; die oft sehr protrahiert
auftretenden hypoglykamischen Reaktionen beherrschten
wir durch Glukosegaben (per os bzw. i.v.). 3 Wochen
nach der letzten Insulinapplikation erfolgte die Ent-
blutung durch Herzpunktion mit rascher Gewinnung des
Serums, das bei — 20°C zur Lagerung kam.

Wiahrend der Immunisierungsperiode fanden wieder-
holte Uberpriifungen des IAK-Titers im Serum mittels
des Agargel-Prizipitationstests nach OUCHTERLONY®
statt (Agargel 1,2%, Insulin bzw. Serum in Veronal-
puifer pH 8,6).

Aus dem Ziegen-Antiinsulinserum (vorgeschlagener
Terminus: GAIS = goat anti-insulin-serum) wurde das
Immunoglobulin nach der von Voss fiir die Gewinnung
von p-Globulinen aus Kaninchenimmunserum beschrie-
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benen Methode isoliert: in GAIS wird bei 4°C unter
kriftigem Riihren tropfenweise ein Aliquot von 3,2M
Ammoniumsulfat (in NaCl 0,9%,) eingebracht, der Nie-
derschlag in der Kilte abzentrifugiert, zweimal gewa-
schen, in NaCl 0,9%, aufgenommen und iiber eine Sepha-
dex-G-50-5S4ule entsalzt; abschliessend erfolgen Reinigung
iiber DEAE-Sephadex A 50 und Konzentrierung mittels
Druckfiltration (Ultrafilter Lsg 60 Sartorius Goéttingen).
Das gewonnene GAI-y-Globulin ist eine elektrophoretisch
einheitliche Fraktion; die Ausbildung einer starken Pri-
zipitationslinie mit Rinderinsulin in der Immunelektro-
phorese (Figur) weist einen hohen Anteil von PIAK
im GAI-y-Globulin aus.

Mit unseren Befunden ist erneut der Beweis erbracht,
dass es gelingt, prizipitierende TAK zu erzeugen und
dazu eine Spezies heranzuziehen, die grosse Mengen eines
einheitlichen hochtitrigen Antiserums zu gewinnen er-
laubt. An der Isolierung der PIAK aus GAI-y-Globulin
und deren physikochemischer Charakterisierung wird
gegenwdrtig noch gearbeitet .

Insulin
= GA/-y-Glob. . +

Insulin
Immunelektrophoretischer Nachweis der PIAK im GAI-p-Globulin.
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Summary. Antiserum was produced against beef insulin
in male goats (goat anti-insulin-serum). It contains
precipitating insulin antibodies; they were identified by
immunelectrophoresis as a fraction of y-globulin.

M. Z1eGLER und H. G. LIPPMANN

Institut fiir Diabetes «Gevhard Katschy,
Beveich experimentelle Diabetesforschung,
2207 Karisburg|Greifswald (DDR), 23. September 1968.
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Modified in vitro Assay for Melanocyte-Stimulating Hormone

A method for increasing the sensitivity of the in vitro
bioassay! for melanocyte-stimulating hormone (MSH) has
been recently reported? The present communication
describes some modifications of this assay method which
decrease its variability.

Methods. The equipment used for this assay has been
described by LonG and GuiLrLeEMIN®. The gray enamel
standard reflects approximately 289%, of the light which
is supplied by the Photovolt Photoelectric Reflection
Meter model 610 and is used to set the reflectance scale
at 100. The procedure of GEscHWIND and Husesv? is
followed, except that reflectance readings with MSH
standard (4,) are obtained before addition of the un-
known sample (4,) and the treated skins are rinsed twice
with Ringer’s solution during the 1h equilibration periods.

A 3 factor factorial experiment was designed to evaluate
the effects of the following on the variation of the assay
procedure: (A) constant illumination of the frogs, (B) pre-
treatment of the frog skins with MSH, and (C) applica-
tion of 2 rules for selection of suitable skins.

Exposure of the frogs to constant illumination (900
foot candles) was accomplished by means of fluorescent
lights placed approximately 15cm above the frogs for
at least 48 h. Control frogs were kept in darkness for
the same period of time.

Pretreatment of each frog skin with 1 unit of MSH
for 1 h was followed by a rinse with Ringer’s solution
for 1 h. This preceded the usual addition of 1 unit of
MSH standard which resulted in the 4, reading.

The first selection rule requires that a frog skin must
give an initial response of at least 8 reflectance units to

qualify for use in the assay. The second skin selection
stipulates that 1 h after treatment with 1 unit of MSH
standard, the light reflectance of the frog skin must be
similar to its original value. Since the failure of a skin
to return exactly to its baseline state of pigmentary’
dispersion will be a function of its initial sensitivity to
the standard MSH, the following arbitrary values were
used for the second rule: if the initial response (4,) to
the 1 unit of MSH standard is 8-10 reflectance units,
the frog skin must return exactly to the original value;
if 11-20, it must return to within 1 reflectance unit; if
21-30 to within 2 reflectance units; if over 30, to within
3 reflectance units.

In order to examine the potential effects and interaction
of the 3 sources of variation just indicated, an analysis
of variance of the within cell variances was performed.
Since sample variances are distributed as y square vari-
ables, a square root transformation was made, thus
satisfying the requirement of normality by the analysis
of variance. The sampling provided the required inde-
pendence. The response to 0.5 units of MSH was utilized
as the ‘unknown’ and designated 4,.

Results and discussion. The results of the analysis of
variance of the experimental variances after light, pre-
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