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Antigene Eigensehaften yon ~'-~-Corticotropin* 
Von 

U. HACHMEISTER und  J. KRACHT 

~i t  2 Textabbildungen 

(Eingegangen am 26. Februar 1965) 

Mit der Konstitutionsaufk]/~rung yon /~-Corticotropin (BELL), einem Poly- 
pept id mit  39 Aminos~uren waren die Voraussetzungen zur chemischen Modifizie- 
rung und  zur Synthcse yon  Teilsequenzen des A C T H  mit  Corticotropin-AktivitKt 
gegeben (Lit. s. Sc~WYZE~). Sc~wYzE~ und  SIEBnR gelang die Tot~lsynthese yon  
fi-Corticotropin. Es zeigte sich, d~B die Aminos/s 1- -24  des natfir- 
lichen A C T H  bei allen Species gleieh und  ffir die biologisehe Aktivit/s verantwort -  
]ich ist, w/~hrend Speciesdifferenzen im l%es~molekiil zum Ausdruck kommen  
(HOFMA~r Corticotrop aktive synthetisehe Polypept ide sollen keine oder mini- 
m~le allergisierende bzw. antigene Eigenschaften besitzen. I m  Rahmen  eigener 
immunhis~ologischer Untersuchungen zur Darstel lung der ACTH-Bildungs-  
st/s mit  m~rkierten Antiseren gegen extrakt ives A C T H  interessierte die Frage, 
ob auch ein derartiges synthetisches Polypept id  unter  experimentellen Be- 
d ingungen antigene Eigenschaften zu entwickeln vermag. Damit  gewonnene 
Antiseren sollten sich zur Darstel lung und  Lokalisat ion ACTH-hal~iger Zellen im 
Vorderlappen verschiedener Species besser eignen als jene gegen natiirliehes 
ACTH, well Verunreinigungsf~ktoren entfallen und  damit  die Spezifit/it der 
Befunde steigen wfirde. 

Material und Methodik 
Verwende~ wurde das yon KAPPELEa und Se~wYzE~ synthetisierte fll-24-Corticotropin 

(Ciba **), ein Tetraeosapeptid mit den ersten 24 des aus 39 Aminos~uren bestehenden 
fi-Corticotropins in natfirlicher Reihenfolge. Die Substanz is~ chemisch-physikalisch, dureh 
quantitative Aminos~urenanalyse, UV-Spekbrum, Hochspannungselektrophorese, Diinn- 
schicht- und Papierchromatographie und dutch die spezifische I)rehung eharakterisiert 
worden (ScHvLEI~ U. Mitarb.). 

Vier weibliche Kaninchen mit einem Ausgangsgewieht zwischen 1,9 und 2,4 kg erhielten 
im Abstand yon 1 Woche jewefls 0,25 mg /~l-2r gelSst in 0,5 ml Aqua dest. 
emulgiert mit 0,5 ml komplettem Freundschen Adjuvans (Difco) i.m. 8 Tage nach der 
sechsten Injektion wurde erstmals Blur aus der 0hrvene entnommen und das Serum zur Be- 
stimmung des AzltikSrpertiters mit dem Boydentest (Flse~E~ u. Mitarb.) und ffir die Immun- 
fluorescenz gewonnen. In der angegebenen Art wurden dis Tiere welter immunisiert, urn bei 
Bedarf jeweils 8 Tage nach der letzten Injektion Serum zu gewinnen. Die Seren wurden bei 
- -20 0 C aufbewahr$ oder mit Mer$hiolat (1:10000) versetzt bei 0--20 C im Kfihlraum kurz- 
fristig gelager~. 

Zur weitgehenden Vermeidung unspezifiseher Reaktionen wurde die v-Globulinfraktion 
mit der l%ivanolmethode hergestellt. Im Hinblick auf mOgliche Denaturierungserscheinungen 

* Herrn Professor Dr. Dr. h.c.C. K~AUS]~E zum 70. Geburtstag gewidmet. 
** Der Ciba AG., Basel, danken wit fiir die (~berlassung yon fl~-2a-Corticotropin (Ciba 

30920 Ba, Synacthen| 
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durch Precipitation erschien dieses Verfallren vorteilhaft, da die y-Globuline hierbei nicht 
ausgef~llt werden. Die y-Globulinfraktion wurde mit einer Apparatur zur Liquoranreicherung 
(Membranfiltergesellsch~ft, GSttingen) auf 1/4 des Serumausgangsvo]umens eingeengt. 

Zur Markierung der Seren verwendeten wir das nach der Methode y o n  ]:~I~DERK1NECHT 
auf Celite adsorbierte Fluoresceinisothioeyanat (FITC-California Corporation for Biochemical 
Research, Los Angeles). Den Angaben yon RI~D~I~I~ECaT folgend, wurden dem y-Globu]in- 
konzentrat ein gleiches Volumen Carbonat-Biearbonatpuffer 0,05 M, pH 9 und 15 mg des 
10%ig auf Celite adsorbierten FITC zugeffigt. Mit dem Magnetriihrer wurde 30 rain gerfihrt. 
Das Adsorbens wurde anschliel~end abzentrifugiert und der ungebundene Farbstoff mittels 
Gelfiltration auf einer Sephadex G 50 fine S~ule (Deutsche Pharmacia Gmbg., Frankfurt a. M.) 
equflibriert mit phosphatgepufferter physiol. NaCI-LSsung yore Farbstoff-Protein-Konjugat 
getrennt. Dubei wird gleichzeitig der C~rbonatpuffer gegen den Phosphatpuffer ausgetauscht. 

Dem Konjugat wurde Merthiolat (1:10 000) zugesetzt. Vor Gebrauch wurde das markierte 
Serum mit 100 nag Kuninehen- oder Rattenleberpuder pro ml (1 Std lung) geschfittelt und 
der Puder anschliel3end bei 18000 U/rain ubzentrifugiert. 

Als Testobjekt dienten ttypophysen yon Schlachtschweinen. Das frisch entnommene 
Gewebe wurde 1 Std in 10%igem neutralem Formalin bei 0--20 C fixiert, anschliel3end je 
1 Std in 70, 80, 96 und 100% Athanol dehydriert und fiber Methylbenzoat und Benzol in 
Paraffin eingebettet. Weiteres Material wurde zur Aufarbeitung mit dem Kryostaten einge- 
froren. Zu Kontrollzwecken wurden ~ndere Hypophysen in Eieralbumin eingefroren. 

4 # dicke Schnitte wurden nach Entparaffinierung fiber die absteigende Alkoholreihe in 
phosphatgepufferte physiol. NaC1-LSsung gebracht. Kryostatschnitte yon 5--10# Dicke 
wurden 30 rain in 96%igem Athanol bei Zimmertemperatur fixiert und in gepufferter physiol. 
NaCI-LSsung gespfilt. Anschliel~end wurden die Schnitte mit paraffingetriinkten Klebe- 
streifen umrahmt, mit 6%igem Rinderalbumin beschiehtet und 45 rain lung bei 370 C in der 
feuchten Kammer inkubiert. Das Albumin wurde ansehliel3end mit FlieBpapier abgesaugt. 
Die daraufhin zweimal 30 rain mit markiertem Antiserum fiberschichteten Schnitte wurden 
bei gleicher Temperatur in der feuchten Kammer exponiert (direkte Methode nach Cooxs 
und ]~AI'LA~). Anschliel~end wurden sie dreimal 10 rain in gepufferter physiol. NaC1-LSsung 
(pH 7,2) gewaschen und mit einem Glycerin-Puffergemisch (pit 9) eingedeekt. 

Zur Sicherung der Spezifitiit der Befunde wurden Kontrolluntersuchungen durchgeftihrt. 
Die Schnittbeschichtung erfolgte hierbei mit: 

1. markiertem Serum unbehandelter Kaninchen, 
2. markiertem Antirattencolonserum yon Kaninchen, 
3. markiertem Antihuman-y-globulin, 
4. unmarkiertem Anti-fll-2~-Corticotropin gefolgt yon markiertem Anti-fll-24-Corticotropin, 
5. unmarkiertem Serum unbehandelter Kaninchen, danaeh mit markiertem Anti-fi 1-24- 

Corticotropin. 
6. Mischung yon steigenden Mengen 
a) phosphatgepufferter physiol. NaC1-LSsung, 
b) wie vor + 0,5 mg/~-24-Corticotropin/Inl, 
c) wie vor + 100 IE Aeethropan (ttoechst)/ml, 
d) wie vor + 0,5 mg TSH (Pretiron-Schering)/ml, 
e) wie vor ~- 0,5 mg Insulin (Kristallinsulin-Hoechst)/ml zu gleichbleibenden Mengen yon 

Anti.fil-24-Corticotropin. 
Nach zweistfindiger Absorption bei Zimmertemperatur erfolgte die Beschichtung yon 

Kryostatschnitten yon Schweinehypophysen. Um auch eventuelle unspezifisehe Reaktionen 
verifizieren zu kSnnen, wurde in diesem Fall auf die Pr~inkubation mit Albumin und die 
Absorption der Seren mit Leberpuder verzichtet. 

7. Kryostat- und Paraffinschnitte von Leber, Milz und Niere der Ratte wurden mit 
markiertem Anti-fll-~4-Corticotropin beschichtet. 

Paraffinschnitte yon Schweinehypophysen und Hypophysen anderer Species (Mensch, 
Hund, Katze, Kaninchen) wurden nach Betrachtung der Immunfluorescenzph~nomene mit 
der FerameisensSure-Alcianblau-PAS-Orange G-Methode umgef~rbt. Die Ergebnisse der 
Immunfluorescenz mit AntikSrpern gegen extraktiv gewonnenes ACTH (Aeethropan, tIoechst) 
und gegen das synthetische Peptid wurden an aufeinanderfolgenden 2 # dicken Schnitten in 
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spiegelbildlicher Anordnung miteinander verglichen, ttierzu diente die Leitz-Fluorescenz- 
einrichtung mit Dunkelfeldkondensor in Verbindung mit der Mikroskopkamera Orthomat 
am Ortholux. Als Strahlungsquelle wurde die Queeksilber-tt6ehstdrucklampe ItBO 200 W 
verwendet. UV-Erregerfilter: Sehott UG 1 (1 ram) in Kombination mit dem Rotd~mpfungs- 
filter BG 38 (4 mm), UV-Sperrfilter: K 430, Filmmaterial: Adox KB 14, Anseochrome 200 
(24 ])IN). 

Befunde 
Nit  FITC markierte Antiseren gegen fil-24-Corticotropin hinterlassen nach 

l)bersehichtung yon Kryosta t -  and  Paraffinschnitten yon Sehweinehypophysen 
eine aplelgrfine Fluorescenz in einem Tei] des Zellbestandes der Pars distalis und 
in einigen vorderlappennahen Zellen der Pars intermedia. Der Mittellappen hebt 
sieh dutch eine mehr diffuse Fluorescenz yon den kontrastreich fluoreseierenden 

Abb. 1. Immunhistologische Darstel]ung ACTtI-enthaltender Zellen im Hypophysenvorderlappen des Schweins 
mit markiertem /~t-~4-Corticotropin-Antiserum: Gelbgr(inliche, in der Wiedergabe weil3]iche Fluorescenz yon 

Zellkomplexen unter Aussparung der Zellkerne (Direktmethode nach CooNs u. ~AI%AN). Yergr. 312fach 

Zellen des Vorderlappens and  vom nichtfluorescierenden Hinterlappen ab. Die 
fluorescierenden Zellelemente sind meistens gruppenf6rmig angeordnet, teils 
liegen sie verstreut  und werden vielfaeh in unmittelbarer Nachbarsehaft  yon 
Gef~Ben angetroffen. Sie haben eine polygonale bis ovale Gestalt. Die Fluoreseenz 
bleibt auf das Cytoplasma beschr/~nkt; der Zellkern ist stets ausgespart (Abb. 1). 
Besonders zu erw~hnen ist das Hervortre ten der perinuele~ren Golgikomplexe, 
in denen die Fluorescenz abgesehw/~eht ist. Dadurch ergibt sieh ein deutlicher 
Kontras t  zum sonst diffus fluorescierenden Cytoplasma einerseits und zum Negativ 
des Zellkerns andererseits. Naeh Lokalisation und Struktur entsprechen die fluo- 
rescenzmikroskopiseh als Golgikomplexe angesprochenen Cytoplasmaanteile in 
allen Einze]heiten den mit  der Silberimpr/~gnation naeh McDONALD dargestellten 
Golgifeldern. Gleichartige Resultate wurden mit markierten Anti-Seren gegen 
extrakt iv  gewonnenes ACTH erzielt. Unterschiede bestehen nur insofern, als 
mit  markier~en Antiseren gegen/~l-24-Corticotropin angefertigte Pr~parate durch- 
schnittlieh kontrastreieher sind, weil die unspezifisehe Fluoreseenz des Hinter- 
grundes sehws ist oder ganz fehlb. Ihre Existenz naeh Anwendung marlderter 
Antiseren gegen kommerzielles ACTtI  yore Schwein beruht vermutlieh auf Anti- 
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k6rpern gegen Beimengungen. Bei der Be~rachtung der Aktivit~ts-/Gewichts- 
rela~ionen yon na~/irlichem A C T H  (Acethropan) und fl~-24-Corticotropin ergibt sich, 
dab der GehMt an In- 
ternat ionalen Einhei ten 
( I I I .  Int .  ACTtI-S~and.) 
im Tetraeosapept id um 
den Fak to r  125 grSl3er 
ist. Umfi~rbungen mit  
der Perameiscns/~ure-A1- 
cianblau - P A S  - Orange- 
G-Teehnik zeigen, dab 
die fluorescierenden ZeI1- 
elemente im Vorder- 
lappcn R-Zellen ent- 
sprechen (Abb. 2). Auch 
in dieser Fgrbung  heben 
sieh die Golgifelder 
als verminder~ granula- 
halt ig heraus. Prinzipiell 
gleichartige Befunde 
gelten ffir andere 
Species, bei denen ledig- 
]ich eine Variabilit/it 
hinsichtlich GrSge, An- 
ordnung und  Verteilung 
der antigenhalt igen Zel- 
len zu verzeiehnen ist. 

Die Besehiehtung yon 
Kontrollschnitten mit mar- 
kierten Seren yon unbe- 
handelten oder mit gatten- 
colonschleimhant bzw. 
mensehlichen y- Globulin 
immunisierten Kaninehen 
fiihrte lediglich zu einer 
blauen Autofluorescenz im 
Vorderlappen (Kontrolle 
1--3) .  Abb. 2. Oben: Fluoreseierende ACT}I-enthaltende Zellen im tIypophysen- 

vorderlappen des Schweins, dargestel]t mit FITC-markiertem fll-2~-Corti- 
Die Vorbeseh ich tung  cotropin-Antiserum (Direktmethode naeh C0o~s u. KAPLA~'): intensive 

mit unm~rkiertem _A~ltsi- Yluoreseenz des Cytoplasmas, Kern~ussparung~ verminderte Fluoreseenz 
fli-2*-CortieoSropin ergab im Golgi-Komplex. VnteIl: Gleieher Sehnitt nach IJmf~rbung m~t Per- 

ameisens~ture-Aleianblau-PAS-0range G. Die flaoreseierenden Elemente 
gemessen  a m  n e g a t i v e n  Er-  entsprechen R-Zellen. Golgi-KomDlexe sind vermindert grannlahaltig. 
gebnis naeh Vorbehandlung u 9~6fach (Nachvergr6Bert) 
der Sehnitte mit Serum 
unbehandelter Kaninchen nur eine Verminderung, jedoeh keine vollstgndige Hemmung der 
Fluoreseenz in den Antigen-l~eservoirs (Kontrolle 4--5). 

Naeh Absorption mit steigenden Mengen yon fll-~a-Cortieo~ropin, Aeethropan, thyreo- 
tropem Hormon, Insulin und phosphatgepufferter physiol. NaC1-L6sung ergaben sich die in 
der Tabelle wiedergegebenen Befunde. Dal:ei zeigt sieh, dab die Markierungspotenz yon 
fll-24-Cortieotropin-Antiserum durch fll-24-Cortieotropin bereits in einem niedrigen Konzen- 
trationsgrad gehemmt wird. Auf der Basis des III .  Internationalen ACTH-Standards ent- 



258 U.  I-IAcHIVIEISTEtr u n d  J .  K a ~ c H ~ :  

sprechen 0,5 mg fi~-ea-Corticotropin 50 IE Acethropan. Es wurde festgestellt, dag die I-temmung 
der Fluorescenz nach Absorption des Antiserums mit Acethropan schwKcher ist und bei doppe]- 
ter Ausgangsdosis erst in einem hSheren Konzentr~tionsbereich erfo]gt. Demgegeniiber fanden 
sich nach Anwendung yon thyreotropem Hormon und Insu]in noch positive Ergebnisse in 
wesentlich hSheren Konzentrationsbereiehen. 

Tabelle. Fluorescenz antigenhaltiger Zellen im Hypophysenvorderlappen des Schweines nach 
Beschichtung mit F I  TC-markiertem fl~-~-Corticotropin-Antiserum und vorheriger Absorption mit 

anderen Hormonen in verschiedenen Mengenverhdltnissen 
Antiserum: I-Iormon gel6st in phosphatgepufferter physiol. NaC1-L6sung. 

fl~-ea-Corticotropin 0,5 mg/ml . . . .  
Acethropan 100 IE/ml . . . . . . .  
Pretiron 0,5 mg/ml . . . . . . . . .  
Kristall. Insulin 0,5 mg/ml . . . . .  
Phosphatgepufferte phys. NaC1- 

LSsung . . . . . . . . . . . . .  

1:3 

+ 
+ 
+ 
§ 

§ 

1:5 1:10 

+ 

+ + 

1:15 1:20 

+ + 

1:40 1:60 

+ + 

Kryostat- und Paraffinschnitte yon Leber, Pankreas, Mflz und Niere der Ratte fluo- 
rescierteu nicht, nachdem sie mit FITC-markiertem Anti-fl~-2~-Corticotropin beschichtet 
worden waren. 

In der zweidimensionMen Geldiffusion n~ch OUC~EnLONY bildete das fll-~-Corticotropin 
mi$ seinem Antiserum keine Pri~cipitationslinien. 

Besprechung 
I n  eigenen Untersuchungen fiber den Produkt ionsor t  des cort icotropen 

Hormons  wurde festgestellt, dab mucoidzellige adenomat6se Hyperplasien des 
I iypophysenvorder lappens  bei hypothalamisch-hypophysi i r  vermit te l tem M.-Cu- 
shing aus R-Zellen bestehen (K~AcHT, ZIMMEI~MANN und K~ACHT). I)a in diesen 
Hyperp]asien verschiedentlich hohe ACTt t -Konzen t ra t ionen  nachgewiesen worden 
sind (Lit. s. K~ACaT) und  in Einzelf~tllen auch der immunhistologische Antigen- 
nachweis mi~ fluorescierenden ACTH-Ant ik6rpern  gelungen ist (LEz~OYF U. 
Mitarb.), dfirfte feststehen, dab ACTH in den R-Zellen oder in einer Untergruppe  
der l%Zellen gebildet wird. Da aus lichtop~ischen Fi~rbeverfahren jedoch nu t  
vergleiehende und  indirekte SchluBfolgerungen mSglich sind, gingen wit dazu 
fiber, den Fragenkomplex  immunhis~ologisch zu bearbeiten. 

Mit dieser Teehnik gelang MARSHALL erstmalig der Nachweis der ACTH-Lokalisation in 
der basophilen Zellgruppe der Schweinehypophyse. Wir konnten feststellen, dag mit Antiseren 
yon Kaninchen gegen extraktiv aus Hypophysen gewonnenes ACTH im Direktverfahren 
nach Coo~s und K~eLAx bei verschiedenen Species Vorder]appenze]len dargestellt werden, 
die sich nach Umf~rbung als l~-Zellen erweisen. Die eigenen Befunde deeken sich mit den 
Angaben yon PE~aSE und vAx NOOnDaY, L]~Z~OFF u. Mitarb. sowie M e G ~ Y  u. Mitarb. (2) 
fiir die Inenschliche Hypophyse. 

Hieraus ergab sich die Fragestellung, inwieweit ~thnliche oder bessere Ergeb- 
nisse mi t  Antiseren gegen ein synthetisches Polypept id  mit  ACTH-Akt iv i t~ t  
zu erzielen w/~ren. Es war fraglich, ob derartige Polypept ide fiberhaup~ Antigen- 
Eigenschaften besitzen, da experimentell  ein derart iger Naehweis bisher nicht  
gefiihrt werden konnte  (AxELnO~) u. Mitarb., LAbor)  und  aueh kliniseh der 
~herapeutisehe Vorteil yon  synthet isehem A C T H  dureh das Fehlen aliergisierender 
oder antigener Eigensehafgen betont  wird. Lediglich C~ARPIN U. Mitarb. er- 
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w~hnen den Fall einer 47jghrigen Frau mit Asthma bronchiale, bei der es einige 
Stunden naeh zweimaliger Anwendung des Tetraeosapeptids jeweils zur Asthma- 
krise kam. 

~rir stellten lest, dal3 die Immunfluorescenz der t~-Zellen im wesentliehen an 
das granulahaltige Cytoplasma gebunden ist. 

Zur Deutung des Ph/~nomens abgesehw~ehter Fluorescenz und geringeren 
Granulagehalts im Bereieh des Golgiapparates verweisen wit auf elektronen- 
mikroskopisehe Befunde kleinerer und weniger diehter Granula in der N~he oder 
innerhalb des Golgifeldes (FABQU~A~ und W~SLn~GS, FA~QUt~AR, G~JSEK). Diese 
Autoren treten I/it die Entstehung inkretoriseher Granula im Golgikomplex yon 
Vorderlappenzellen ein. Es mug allerdings offenbleiben, ob die geringere Immnn- 
fluoreseenz des Golgifeldes lediglieh auf geringerer Granulagr613e und Quantit/it 
beruht oder ob es sieh um einen Mangel an Antigen im Sinne einer niedrigeren 
Reifungsstufe im Rahmen der I-Iormonsynthese handelt. 

In der Immunhistologie kommt dem Spezifit/~tsnaehweis besondere Bedeutung 
zu. Die wiehtigste Voraussetzung hieff/ir ist ein definier~es Antigen, eine Forderung, 
die nieht immer erf/illt werden kann, in den vorliegenden Untersuehungen aber 
als Idealfall gegeben war. Beim Vergleieh yon ~1 24 Cortieotropi n und extraktivem 
ACTtI in der Immunfluoreseenz und mit der I-I~magglutinationsmethode (Boyden- 
Test) wird die immunologisehe Heterogenit/tt yon hypophysarem ACTH deutlieh. 
Im Gegensatz dazu sind die gegen das synthetisehe ~l-24-Cortieotropin geriehteten 
Antik6rper spezifiseh allein gegen das definierte Antigen geriehtet. 

lV[cGAt~t~Y u. Mi~arb. (1) beriehten, dal3 die Hemmung der Agglutination 
mit~ hypophys~rem ACTI-I beladener Erythroeyten dutch homologe Antik6rper 
naeh Zugabe won ~-~4-Cortieotropin nieht zu erreiehen war. Die Autoren ziehen 
daraus den Sehlug, da6 eine Kreuzreaktion nieht auftritt. Mit diesem System 
kamen wit zu gleiehen Reaktionsergebnissen, die wit jedoeh auf Grund er- 
g/~nzender immunologiseher Un~ersuehungen anders in~erpretieren miissen. Die 
Hemmung yon AntikSrpern, die dureh Immunisierung mit hypophys~rem ACTH 
gewonnen wurden, dutch Tetraeosapeptid in der Immunfluorescenztechnik, wie 
umgekehrt yon AntikSrpern, die dureh Verabreiehung yon fll-24-Cortieotropin 
entstehen, dureh natfirliehes ACTH lgl?t den SehluB auf eine immunologisehe 
Kreuzreaktion zu. Dieser immunhistologiseh gewonnene Befund wird dutch den 
Naehweis einer tIemmung der eellul/tren Antik6rperbildung mit fi~-~4-Cortieo- 
tropin beladener Erythroeyten dutch homologe Antik6rper naeh Zugabe yon 
Aeethropan bestgtigt (FIscI~ER u. Mitarb.). Bei der Immunisierung mit nat/Jr- 
lichen ACTII-Prgparaten (z.B. Aeethropan) entstehen neben dem spezifiseh 
reagierenden Anti-ACTH noeh ein oder mehrere AntikSrper, die offenbar immun- 
histologiseh nicht erfagt werden, wohl dann aber st6rend in Erseheinnng treten, 
wenn naeh dem Vorgehen yon McGAR~Y u. Mitarb. (1) getestet wird. 

Die Reaktion yon Antik6rpern gegen Tetraeosapeptid und gegen extraktiv 
gewonnenes ACTI-I im Schnitt wird bereits dureh geringe lVIengen yon /~1-24 
Corticotropin vollst/~ndig gehemmt. Zur Erzielung eines gleichartigen Effektes 
sind erheblieh gr6Bere Mengen an hypophysgrem ACTH crforderJich, die an 
Internationalen Einheiten gemessen eine gr66ere eortieotrope Aktivit~t besitzen 
als eine gleiehe tIemmung bewirkende Nengen des Tetraeosapeptids. Dies be- 
ruht unter anderem daranf, dag die immunologisehe Reaktion mit nat/irliehen 
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ACTH-Pr~paraten dureh den darin enthaltenen unspezifischen Antefl verz6gert 
bzw. gehemmt wird. 

Aus Grfinden der Spezifitgt wird deshalb zum immunhistologischen Nachweis 
zellgebundener eorticotroper Substanzen die Verwendung yon Antik6rpern 
empfohlen, die dureh Immunisierung mit einem chemisch definierten corticotrop 
wirksamen Antigen (z.B./31-24-Corticotropin) erzeugt werden. 

Zusammenfassung 
Mit Antiseren gegen synthetisehes/~l-~a-Corticotropin yore Kaninchen wurden 

die antigenhaltigen Zellelemente im Hypophyscnvorderlappen des Schweines 
und anderer Species (Menseh, Ilund, Katze, Kaninchen) immunhistologisch dar- 
gestellt. Die Befunde sind mit jenen vergleichbar, die mit markierten Antiseren 
gegen hypophys/tres ACTH erreicht werden, aber pr/~gnanter, da gegen Bei- 
mengungen geriehtete Antik6rper entfallen. Umfs mit der Perameisen- 
sgure-Alcianblau-PAS-Orange G-Teehnik ergaben, dag die fluoreseierenden 
Vorderlappenzellen R-Zellen entspreehen. Die Fluorescenz ist an das granula- 
haltige Cy~oplasma gebunden und irn Bercich yon Golgikomplexen abgeschw/~cht, 
w/~hrend der Zellkern ausgespart bleibt. Fiir die Immunhistologie zellgebundener 
eorticotroper Substanzen wird die Verwendung yon Antik6rpern cmpfohlen, die 
dnreh Immunisierung mit eincm chemisch definierten Antigen vom Typ der 
cor~ieotrop wirksamen synthetischen Polypeptide erzeugt werden. 

Antigenic Properties of ~l-ud-Cortieotropin 
Summary 

Using rabbit antisera produced against the synthetic fil-24-corticotropin, the 
antigen-containing ceils in the anterior lobe of the pig hypophysis and of other 
species (man, dog, cat, rabbit) were demonstrated immunohistologically. The 
results were comparable to those which were obtained with labelled antisera 
against hypophyseal ACTtt, but were more precise, since antibodies against 
impurities were excluded. Restaining with the periodic acid-alcian blue-PAS- 
orange G technic disclosed, tha t  the fluorescing cel]s of the anterior lobe are 
identical with the R-cells. The fluorescence was restricted to the granula- 
containing cytoplasm, in the region of the Golgi complex it was fainter, whereas 
the ceil nucleus failed to stain. For immunohistological studies on ceil bound 
corticotropic substances it seems recommendable to use such antibodies, which 
are obtained by immunization with a chemically defined antigen of the type 
of synthetic polypeptides with eorticotropic activity. 
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