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EXPERIENTIA 25/8

Fehlende immunogene Wirkung exogenen Insulins bei Hunden nach langsamer Adaptation an

Insulin

Tierexperimentelle Arbeiten von MOHNIKE et al. 1: 2 hat-
ten bewiesen, dass durch einschleichende Insulinierung
eine Adaptation an grosse Insulindosen méglich ist. Durch
die vorliegenden Untersuchungen sollte iiberpriift werden,
inwieweit Insulinantikérper (IAK) an den Adaptations-
vorgédngen beteiligt sind.

Matevial und BMethoden. Zwei Bastardhunde erhielten
s.c. 3x 14 E/die kommerzielles Alt-Insulin? nachdem sie
durch eine wochentliche Erhohung der tiglichen Menge
um 2 E an diese Enddosis (3,5 bzw. 4,2 E/kg/die) adap-
tiert wurden. Wegen gehdufter hypoglykdmischer Reak-
tionen war eine wejtere Steigerung nicht mdéglich. Nach
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Elutionsdiagramme einer Gelfiltration iiber Sephadex G200 der mit
125 ]-Insulin inkubierten Hundesera.

Applikation von insgesamt 31100 E/27 Monate bzw.
21150 E/18 Monate wurde das Serum dieser Hunde auf
TAK im Vergleich zum Serum nichtinsulinierter bzw.
gegen Insulin immunisierter* Geschwistertiere untersucht.
Zum Nachweis der IAK wurde die Prézipitation von
unmarkiertem Insulin im Agardiffusionstest nach Ouca-
TERLONY S5 untersucht und die Lokalisation sowie die
Kapazitit der 1?3]J-Insulinbindung® (IBC) des Serums
bestimmt. Zur Lokalisation der 1?*]-Insulinbindung ver-
wandten wir die Autoradiografie* nach Immunoelektro-
phorese? und nach einfacher Agargelelektrophorese des
mit 125J-Insulin inkubierten Serums sowie die Gel-Filtra-
tion an Sephadex G 200 nach Crao et al® (Inkubation
1h, 37°C, 1ml Serum, 0,1ml J-Insulin = 50 pE,
spezifische Aktivitdt ca. 60 mCi/mg). In den Eluatfrak-
tionen wurden die Proteinkonzentration am Unicam
SP 800 bei 280 nm und die Radioaktivitdt im Bohrloch-
kristall gemessen. Die Bindungskapazitit der Sera fiir
1257 Insulin ermittelten wir grafisch aus der durch Inku-
bation von 2,5 yE 125]-Insulin mit zunehmender Serum-
menge (maximal 200 gl} erhaltenen Titerkurven, Die
Verdiinnung des Serums und des 12 ]-Insulins erfolgte
in 0,04 M Phosphatpuffer, pH 8, der 0,25% HSA wund
0,29, NaCl enthielt. Die Trennung von freiem und gebun-
denem 125]-Insulin erfolgte durch die Alkoholprazipi-
tation 9-11. -

Evgebnisse und Diskussion (Tabelle und Figur). Das
Serum der an Insulin adaptierten Hunde unterscheidet
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Untersuchung von Hundeseren auf Insulinantikérper mit differenten Nachweismethoden

125 J-Insulinbindung an y-Globuline

Prizipitation Insulinbindung an Serum
von Insulin im Autoradiografie nach Gelfiltration 125 7-Tnsulin/m! Serum
Agardiffusionstest Agargelelektrophorese  Sephadex G 200
nach OUCHTERLONY? Immunelektrophorese  (Figur)
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sich bei den von uns angewandten IAK-Nachweis-
methoden nicht von dem Serum der Kontrolltiere, welche
niemals Insulin erhielten. Eine Beteiligung der TAK an
den Adaptationsvorgédngen ist deshalb nicht anzunehmen.
Als Ursache fiir das Fehlen von IAK kénnte an die
Induktion einer Immunotoleranz? durch die einschlei-
chende Insulinapplikation gedacht werden, zumal iiber
die gute immunologische Reaktivitit dieser Spezies gegen
Insulin?, insbesondere gegen das therapeutisch beim
diabetischen Hund verabreichte identische Insulinpri-
parat®®, erst kiirzlich berichtet wurde. Fiir das Ent-
stehen einer TAK-bedingten Insulinresistenz ist deshalb
ausser den bekannten Faktoren (unter anderem Reaktivi-
tit des Individuums, Reinheit des Insulins) auch der
Modus der initialen Insulinierung entscheidend. Dies
sollte bei der Diskussion iiber die Ursachen von TAK bei
Patienten, wie auch bel der Behandlung der Diabetiker,
beriicksichtigt werden.
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Summary. Subcutaneous injection of exogenous insulin
always results in a production of antibodies against
insulin. But after a slowly increased dose of insulin (a
daily end dose of 3.5-4.2 U/kg) insulin antibodies could
not be found in the serum of 2 dogs. This failure of
immunogenic action of insulin is discussed as an induction
of immunotolerance by the modus of initial antigen
application.
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Reduced Lymphatic Drainage from Hamster Cheek Pouch: A Proposed Explanation of its Immuno-

logically Privileged Character

The question of whether or not the cheek pouch of
the hamster contains lymph vessels for the egression of
foreign antigen to the regional seats of host sensitization
in the evocation of an immunological response has come
to be a central issue in the elucidation of its immuno-
logically privileged character. While the classical
methods of injecting carbon and vital dyes have failed
to demonstrate lymphatic channels in the cheek pouch
connective tissue or leading therefrom to its regional
cervical lymph nodes?:2, the recent histological verifica-
tion of lymph vessels in the pouch?® and of a retarded
blackening of the ipsilateral submental nodes after India
ink injection to the pouch? support the existence of a
lymphatic drainage from this organ. By depositing an
iron compound into the cheek pouch wall and later
histochemically staining the regional lymph nodes for
iron at regular intervals, additional evidence is here
presented for a delayed and reduced lymphatic drainage
from this site.

Eight golden hamsters (Mesocricetits auvatus), obtained
commercially (Hilltop Lab Animals, Scottdale, Pa.), of
both sexes and weighing 70-80 g, were anesthetized with
sodium amobarbital (100 mg/kg i.p.), their left cheek
pouches everted and pinned to a corkboard, and injected
with 0.1ml of a 1:1 water dilution of cadmium-free
ferritin (Nutritional Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio)
into the cheek pouch wall. The pouches were then wiped
clean of any excess ferritin and replaced in the hamsters’
mouths. 2 hamsters were sacrificed by overdosing with
anesthesia at intervals of 2, 4, 6, and 24 h post injection
and their left cheek pouches, left and right submental
lymph nodes, and livers removed, fixed in 109, neutral
formalin, and sectioned in paraplast; hematoxylin-eosin
and Gomori’s iron stains were performed on all specimens.
Another group of 8 hamsters, serving as controls, received
0.1 ml of the ferritin solution intracutaneously to the left
part of their upper lips. These animals were sacrificed
and their tissues processed as.in the cheek pouch group.

The presence of stainable iron in the ipsilateral sub-
mental lymph node prior to any systemic dissemination
of this compound was considered as indicative of a lym-
phatic drainage from the cheek pouch. It was found that
histochemically demonstrable iron was present only in a

few foci of the ipsilateral nodes in the group sacrificed
at 24 h post implantation of ferritin in the cheek pouch
(Figure A). In comparison, the same nodes already
contained a greater amount and distribution of stainable
iron at 2 h after injection to the lip (Figure B), but did
not appear to increase measurably in quantity during the
first 24 h. In both cases, stainable iron was essentially
limited to the lymph nodes’ sinusoidal system. No iron
deposition was found in the livers of the animals of
either group.

This reduced and delayed egression of ferritin from the
hamster cheek pouch agrees well with our previous results
using India ink injected into an isolated cheek pouch
chamber assembly*. In fact, the reduced drainage by a
factor of about 10 is identical with that obtained with
carbon?, It would seem, then, that molecules ranging
from 9 to 13 nm, or their conglomerates, drain from the
cheek pouch to its regional ipsilateral submental lymph
node at 1/10 the rate as from adjacent areas of the head.
This finding thus militates against the view! that no
direct route exists between the cheek pouch and its
regional lymph nodes. Since lymph vessels have been
demonstrated in histological sections of the cheek pouchs?,
our results might reflect 1. an impeded spread of such
particulate matter within the cheek pouch connective
tissue thus not bringing a sufficient number of molecules
to the lymph channels, in accordance with BiLLINGHAM
and SILVERS’S connective tissue ‘barrier’ hypothesis,
2. a paucity of lymph vessels in the cheek pouch, and/or
3. lymph vessels in the pouch which are of a different
functional character than those elsewhere in the hamster.
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