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Mit 2 Textabbildungen
(Eingegangen am 26. Februar 1965 )

Mit der Konstitutionsaufkldrung von §-Corticotropin (BrLr), einem Poly-
peptid mit 39 Aminosduren waren die Voraussetzungen zur chemischen Modifizie-
rung und zur Synthese von Teilsequenzen des ACTH mit Corticotropin-Aktivitit
gegeben (Lit. s. SonwYzER). SCHWYZER und SIEBER gelang die Totalsynthese von
f-Corticotropin. Es zeigte sich, daBl die Aminosiurensequenz 1—24 des natiir-
lichen ACTH bei allen Species gleich und fiir die biologische Aktivitdt verantwort-
lich ist, wahrend Speciesdifferenzen im Restmolek{il zum Ausdruck kommen
(Hormaxw). Corticotrop aktive synthetische Polypeptide sollen keine oder mini-
male allergisierende bzw. antigene Eigenschaften besitzen. Im Rahmen eigener
immunhistologischer Untersuchungen zur Darstellung der ACTH-Bildungs-
stdtten mit markierten Antiseren gegen extraktives ACTH interessierte die Frage,
ob auch ein derartiges synthetisches Polypeptid unter experimentellen Be-
dingungen antigene Eigenschaften zu entwickeln vermag. Damit gewonnene
Antiseren sollten sich zur Darstellung und Lokalisation ACTH-haltiger Zellen im
Vorderlappen verschiedener Species besser eignen als jene gegen natiirliches
ACTH, weil Verunreinigungsfaktoren entfallen und damit die Spezifitdt der
Befunde steigen wiirde.

Material und Methodik

Verwendet wurde das von KAPPELER und ScHWYZER synthetisierte $~2-Corticotropin
(Ciba **), ein Tetracosapeptid mit den ersten 24 des aus 39 Aminosiuren bestehenden
B-Corticotropins in natiirlicher Reihenfolge. Die Substanz ist chemisch-physikalisch, durch
quantitative Aminosdurenanalyse, UV-Spekfrum, Hochspannungselektrophorese, Diinn-
schicht- und Papierchromatographie und durch die spezifische Drehung charakterisiert
worden (SCHULER u. Mitarb.).

Vier weibliche Kaninchen mit einem Ausgangsgewicht zwischen 1,9 und 2,4 kg erhielten
im Abstand von 1 Woche jeweils 0,25 mg (—2%-Corticotropin, gelost 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 Blut aus der Ohrvene entnommen und das Serum zur Be-
stimmung des Antikorpertiters mit dem Boydentest (FrscEER u. Mitarb.) und fir die Immun-
fluorescenz gewonnen. In der angegebenen Art wurden die Tiere weiter immunisiert, um bei
Bedarf jeweils 8 Tage nach der letzten Injektion Serum zu gewinnen. Die Seren wurden bei
—20° C aufbewahrt oder mit Merthiolat (1:10000) versetzt bei 0-—2° C im Kiihlraum kurz-
fristig gelagert.

Zur weitgehenden Vermeidung unspezifischer Reaktionen wurde die y-Globulinfraktion
mit der Rivanolmethode hergestellt. Im Hinblick auf mogliche Denaturierungserscheinungen

* Herrn Professor Dr. Dr. h.c. C. Krauspr zum 70. Geburtstag gewidmet.
** Der Ciba AG., Basel, danken wir fiir die Uberlassung von Bf124-Corticotropin (Ciba
30920 Ba, Synacthen®).
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durch Précipitation erschien dieses Verfahren vorteilhaft, da die y-Globuline hierbei nicht
ausgefillt werden. Die y-Globulinfraktion wurde mit einer Apparatur zur Liquoranreicherung
(Membranfiltergesellschaft, Gottingen) auf 1/, des Serumausgangsvolumens eingeengt.

Zur Markierung der Seren verwendeten wir das nach der Methode von RINDERKNECHT
auf Celite adsorbierte Fluoresceinisothiocyanat (FITC-California Corporation for Biochemical
Research, Los Angeles). Den Angaben von RINDERENECHT folgend, wurden dem -Globulin-
konzentrat ein gleiches Volumen Carbonat-Bicarbonatpuffer 0,05 M, pH 9 und 15 mg des
10%1ig auf Celite adsorbierten FITC zugefiigt. Mit dem Magnetriihrer wurde 30 min geriihrt.
Das Adsorbens wurde anschliefend abzentrifugiert und der ungebundene Farbstoff mittels
Gelfiltration auf einer Sephadex G 50 fine Sdule (Deutsche Pharmacia GmbH., Frankfurt a. M.)
equilibriert mit phosphatgepufferter physiol. NaCl-Losung vom Farbstoff-Protein-Konjugat
getrennt. Dabei wird gleichzeitig der Carbonatpuffer gegen den Phosphatpuffer ausgetauscht.

Dem Konjugat wurde Merthiolat (1:10000) zugesetzt. Vor Gebrauch wurde das markierte
Serum mit 100 mg Kaninchen- oder Rattenleberpuder pro ml (1 Std lang) geschiittelt und
der Puder anschliefend bei 18000 U/min abzentrifugiert.

Als Testobjekt dienten Hypophysen von Schlachtschweinen. Das frisch entnommene
Gewebe wurde 1 Std in 10%igem neutralem Formalin bei 0—2° C fixiert, anschliefend je
1 Std in 70, 80, 96 und 100% Athanol dehydriert und iiber Methylbenzoat und Benzol in
Paraffin eingebettet. Weiteres Material wurde zur Aufarbeitung mit dem Kryostaten einge-
froren. Zu Kontrollzwecken wurden andere Hypophysen in Eieralbumin eingefroren.

4 p dicke Schnitte wurden nach Entparaffinierung iiber die absteigende Alkoholreihe in
phosphatgepufferte physiol. NaCl-Losung gebracht., Kryostatschnitte von 5—10u Dicke
wurden 30 min in 96 %igem Athanol bei Zimmertemperatur fixiert und in gepufferter physiol.
NaCl-Losung gespiilt. Anschliefend wurden die Schnitte mit paraffingetrinkten Klebe-
streifen umrahmt, mit 6 %igem Rinderalbumin beschichtet und 45 min lang bei 37° C in der
feuchten Kammer inkubiert. Das Albumin wurde anschlieBend mit FlieBpapier abgesaugt.
Die daraufhin zweimal 30 min mit markiertem Antiserum tiberschichteten Schnitte wurden
bei gleicher Temperatur in der feuchten Kammer exponiert (direkte Methode nach Cooxs
und Kaprax). AnschlieBend wurden sie dreimal 10 min in gepufferter physiol. NaCl-Losung
(pH 7,2) gewaschen und mit einem Glycerin-Puffergemisch (pH 9) eingedeckt.

Zur Sicherung der Spezifitdt der Befunde wurden Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt.
Die Schnittbeschichtung erfolgte hierbei mit:

1. markiertem Serum unbehandelter Kaninchen,

2. markiertem Antirattencolonserum von Kaninchen,

3. markiertem Antihuman-y-globulin,

4, unmarkiertem Anti-f1~2:-Corticotropin gefolgt von markiertem Anti-f—24-Corticotropin,

5. unmarkiertem Serum unbehandelter Kaninchen, danach mit markiertem Anti-f-2:-
Corticotropin.

6. Mischung von steigenden Mengen

a) phosphatgepufferter physiol. NaCl-Losung,

b) wie vor + 0,5 mg f'~*%-Corticotropin/ml,

¢) wie vor + 100 IE Acethropan (Hoechst)/ml,

d) wie vor + 0,5 mg TSH (Pretiron-Schering)/ml,

e) wie vor -+ 0,5 mg Insulin (Kristallinsulin-Hoechst)/ml zu gleichbleibenden Mengen von
Anti-f-24.Corticotropin.

Nach zweistiindiger Absorption bei Zimmertemperatur erfolgte die Beschichtung von
Kryostatschnitten von Schweinehypophysen. Um auch eventuelle unspezifische Reaktionen
verifizieren zu konnen, wurde in diesem Fall auf die Prainkubation 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-f-%4-Corticotropin beschichtet.

Paraffinschnitte von Schweinehypophysen und Hypophysen anderer Species (Mensch,
Hund, Katze, Kaninchen) wurden nach Betrachtung der Immunfluorescenzphinomene mit
der Perameisensdure-Alcianblau-PAS-Orange G-Methode umgefirbt. Die FErgebnisse der
Immunfluorescenz mit Antikdrpern gegen extraktiv gewonnenes ACTH (Acethropan, Hoechst)
und gegen das synthetische Peptid wurden an aufeinanderfolgenden 2 u dicken Schnitten in
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spiegelbildlicher Anordnung miteinander verglichen. Hierzu diente die Leitz-Fluorescenz-
einrichtung mit Dunkelfeldkondensor in Verbindung mit der Mikroskopkamera Orthomat
am Ortholux. Als Strahlungsquelle wurde die Quecksilber-Hochstdrucklampe HBO 200 W
verwendet. UV-Erregerfilter: Schott UG 1 (1 mm) in Kombination mit dem Rotddmpfungs-
filter BG 38 (4 mm), UV-Sperrfilter: K 430, Filmmaterial: Adox KB 14, Anscochrome 200
(24 DIN).

Befunde

Mit ¥ITC markierte Antiseren gegen f'~2*-Corticotropin hinterlassen nach
Uberschichtung von Kryostat- und Paraffinschnitten von Schweinehypophysen
eine apfelgriine Fluorescenz in einem Teil des Zellbestandes der Pars distalis und
in einigen vorderlappennahen Zellen der Pars intermedia. Der Mittellappen hebt
gich durch eine mehr diffuse Fluorescenz von den kontrastreich fluorescierenden

Abb. 1. Immunhistologische Darstellung ACTH-enthaltender Zellen im Hypophysenvorderlappen des Schweins
mit markiertem Bi—24-Corticotropin-Antiserum: Gelbgriinliche, in der Wiedergabe weiBliche Fluorescenz von
Zellkomplexen unter Aussparung der Zellkerne (Dircktmethode nach CooNs u. KXAPLAN). Vergr. 312fach

Zellen des Vorderlappens und vom nichtfluorescierenden Hinterlappen ab. Die
fluorescierenden Zellelemente sind meistens gruppenférmig angeordnet, teils
liegen sie verstreut und werden vielfach in unmittelbarer Nachbarschaft von
Gefdlen angetroffen. Sie haben eine polygonale bis ovale Gestalt. Die Fluorescenz
bleibt auf das Cytoplasma beschrankt; der Zellkern ist stets ausgespart (Abb. 1).
Besonders zu erwihnen ist das Hervortreten der perinucledren Golgikomplexe,
in denen die Fluorescenz abgeschwécht ist. Dadurch ergibt sich ein deutlicher
Kontrast zum sonst diffus fluorescierenden Cytoplasma einerseits und zum Negativ
des Zellkerns andererseits. Nach Lokalisation und Struktur entsprechen die fluo-
rescenzmikroskopisch als Golgikomplexe angesprochenen Cytoplasmaanteile in
allen Einzelheiten den mit der Silberimprignation nach McDoxarp dargestellten
Golgifeldern. Gleichartigce Resultate wurden mit markierten Anti-Seren gegen
extraktiv gewonnenes ACTH erzielt. Unterschiede bestehen nur insofern, als
mit markierten Antiseren gegen f'~*4-Corticotropin angefertigte Praparate durch-
schoittlich kontrastreicher sind, weil die unspezifische Fluorescenz des Hinter-
grundes schwécher ist oder ganz fehlt. Thre Existenz nach Anwendung markijerter
Antiseren gegen kommerzielles ACTH vom Schwein beruht vermutlich auf Anti-
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korpern gegen Beimengungen. Bei der Betrachtung der Aktivitits-/Gewichts-
relationen von natiirlichem ACTH (Acethropan)und §*-24-Corticotropin ergibt sich,

dall der Gehalt an In-
ternationalen Kinheiten
(ITI. Int. ACTH-Stand.)
im Tetracosapeptid um
den Faktor 125 grofler
ist. Umféarbungen mit
der Perameisensédure-Al-
cianblau - PAS - Orange-
G-Technik zeigen, dal}
die fluorescierenden Zell-
elemente im Vorder-
lappen R-Zellen ent-
sprechen (Abb. 2). Auch
in dieser Farbung heben
sich die Golgifelder
als vermindert granula-
haltig heraus. Prinzipiell
gleichartige Befunde
gelten fiir andere
Species, bei denen ledig-
lich eine Variabilitit
hinsichtlich Grofe, An-
ordnung und Verteilung
der antigenhaltigen Zel-
len zu verzeichnen ist.

Die Beschichtung von
Kontrollschnitten mit mar-
kierten Seren von unbe-
handelten oder mit Ratten-
colonschleimhaut bzw.
menschlichen  y-Globulin
immunisierten Kaninchen
fithrte lediglich zu einer
blauen Autofluorescenz im
Vorderlappen  (Kontrolle
1—3).

]))ie Vorbeschichtung
mit unmarkiertem Anti-
p-#-Corticotropin  ergab
gemessen am negativen Er-

gebnis nach Vorbehandlung
der Schnitte mit Serum

Abb. 2. Oben: Fluorescierende ACTH-enthaltende Zellen im Hypophysen-
vorderlappen des Schweins, dargestellt mit FITC-markiertem [-24-Corti-
cotropin-Antiserum (Direktmethode nach Cooxs u. KAPLAN): infensive
Fluorescenz des Cytoplasmas, Kernaussparung, verminderte Fluorescenz
im Golgi-Komplex. Unten: Gleicher Schnitt nach Umfirbung mit Per-
ameisensdure-Alcianblau-PAS-Orange G. Die fluorescierenden Elemente
entsprechen R-Zellen. Golgi-Komplexe sind vermindert granulahaltig.
Vergr. 946fach (NachvergroBert)

unbehandelter Kaninchen nur eine Verminderung, jedoch keine vollstindige Hemmung der
Fluorescenz in den Antigen-Reservoirs (Kontrolle 4—5).

Nach Absorption mit steigenden Mengen von f2:.Corticotropin, Acethropan, thyreo-
tropem Hormon, Insulin und phosphatgepufferter physiol. NaCl-Lésung ergaben sich die in
der Tabelle wiedergegebenen Befunde. Dakei zeigt sich, daB die Markierungspotenz von
p1-#-Corticotropin-Antiserum durch f'-2-Corticotropin bereits in einem niedrigen Konzen-
trationsgrad gehemmt wird. Auf der Basis des III. Internationalen ACTH-Standards ent-
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sprechen 0,5 mg -24-Corticotropin 50 IE Acethropan. Es wurde festgestellt, dal die Hemmung
der Fluorescenz nach Absorption des Antiserums mit Acethropan schwicher ist und bei doppel-
ter Ausgangsdosis erst in einem hoheren Konzentrationsbereich erfolgt. Demgegeniiber fanden
sich nach Anwendung von thyreotropem Hormon und Insulin noch positive Ergebnisse in
wesentlich htheren Konzentrationsbereichen.

Tabelle. Fluorescenz antigenhaltiger Zellen im Hypophysenvorderlappen des Schweines nach
Beschichtung mit FITC-markiertem fY-24-Corticotropin-Antiserum und vorheriger Absorption mit
anderen Hormonen in verschiedenen Mengenverhdilinissen

Antiserum: Hormon gelost in phosphatgepufferter physiol. NaCl-Losung.

1:3 1:5 1:10 1:15 1:20 1:40 1:60
f-2-Corticotropin 0,5 mg/ml . . . . + — — — — — _
Acethropan 100 1E/ml . . . . . . . + + — — — — —
Pretiron 0,5mg/ml. . . . . . . . . + -+ + + + + —
Kristall. Insulin 0,5 mg/ml . . . . . + + + + + + —
Phosphatgepufferte phys. NaCl-

Losung. . . . . . . . . ... -+ + + + + + +

Kryostat- und Paraffinschnitte von Leber, Pankreas, Milz und Niere der Ratte fluo-
rescierten nicht, nachdem sie mit FITC-markiertem Anti-g1~2:-Corticotropin beschichtet
worden waren.

In der zweidimensionalen Geldiffusion nach OvcrTERLONY bildete das §1-24-Corticotropin
mit seinem Antiserum keine Pricipitationslinien.

Besprechung

In eigenen Untersuchungen iiber den Produktionsort des corticotropen
Hormons wurde festgestellt, dal3 mucoidzellige adenomatose Hyperplasien des
Hypophysenvorderlappens bei hypothalamisch-hypophysédr vermitteltem M.-Cu-
shing aus R-Zellen bestehen (KracHT, ZIMMERMANN und KracHT). Da in diesen
Hyperplasien verschiedentlich hohe ACTH-Konzentrationen nachgewiesen worden
sind (Lit. s. KracHT) und in Einzelfallen auch der immunhistologische Antigen-
nachweis mit fluorescierenden ACTH-Antikérpern gelungen ist (LEzZNorr u.
Mitarb.), diirfte feststehen, daB ACTH in den R-Zellen oder in einer Untergruppe
der R-Zellen gebildet wird. Da aus lichtoptischen Firbeverfahren jedoch nur
vergleichende und indirekte Schlufifolgerungen méglich sind, gingen wir dazu
iber, den Fragenkomplex immunhistologisch zu bearbeiten.

Mit dieser Technik gelang MArsHALL erstmalig der Nachweis der ACTH-Lokalisation in
der basophilen Zellgruppe der Schweinehypophyse. Wir konnten feststellen, daB mit Antiseren
von Kaninchen gegen extraktiv aus Hypophysen gewonnenes ACTH im Direktverfahren
nach Coons und KAPLAX bei verschiedenen Species Vorderlappenzellen dargestellt werden,
die sich nach Umfirbung als R-Zellen erweisen. Die eigenen Befunde decken sich mit den
Angaben von PEARSE und vaxn NooRDEN, LEZNOFF u. Mitarb. sowie McGARRY u. Mitarb. (2)
fiir die menschliche Hypophyse.

Hieraus ergab sich die Fragestellung, inwieweit dhnliche oder bessere Ergeb-
nisse mit Antiseren gegen ein synthetisches Polypeptid mit ACTH-Aktivitéit
zu erzielen wiren. Es war fraglich, ob derartige Polypeptide tiberhaupt Antigen-
Eigenschaften besitzen, da experimentell ein derartiger Nachweis bisher nicht
gefithrt werden konnte (Axerrop u. Mitarb., LaroN) und auch klinisch der
therapeutische Vorteil von synthetischem ACTH durch das Fehlen allergisierender
oder antigener Eigenschaften betont wird. Lediglich CmarpiN u. Mitarb. er-
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wihnen den Fall einer 47jahrigen Frau mit Asthma bronchiale, bei der es einige
Stunden nach zweimaliger Anwendung des Tetracosapeptids jeweils zur Asthma-
krise kam.

Wir stellten fest, daf die Immunfluorescenz der R-Zellen im wesentlichen an
das granulahaltige Cytoplasma gebunden ist.

Zur Deutung des Phénomens abgeschwichter Fluorescenz und geringeren
Granulagehalts im Bereich des Golgiapparates verweisen wir auf elektronen-
mikroskopische Befunde kleinerer und weniger dichter Granula in der Nédhe oder
innerhalb des Golgifeldes (FArRQUHAR und WELLINGS, FARQUHAR, GUSEK). Diese
Autoren treten fir die Entstehung inkretorischer Granula im Golgikomplex von
Vorderlappenzellen ein. Es muB allerdings offenbleiben, ob die geringere Immun-
fluorescenz des Golgifeldes lediglich auf geringerer Granulagréfie und Quantitit
beruht oder ob es sich um einen Mangel an Antigen im Sinne einer niedrigeren
Reifungsstufe im Rahmen der Hormonsynthese handels.

In der Immunbhistologie kommt dem Spezifitdtsnachweis besondere Bedeutung
zu. Die wichtigste Voraussetzung hierfiirist ein definiertes Antigen, eine Forderung,
die nicht immer erfilit werden kann, in den vorliegenden Untersuchungen aber
als Idealfall gegeben war. Beim Vergleich von '-24-Corticotropin und extraktivem
ACTH in der Immunfluorescenz und mit der Himagglutinationsmethode (Boyden-
Test) wird die immunologische Heterogenitiat von hypophysirem ACTH deutlich.
Im Gegensatz dazu sind die gegen das synthetische §'-*4-Corticotropin gerichteten
Antikorper spezifisch allein gegen das definierte Antigen gerichtet.

McGarry u. Mitarb. (1) berichten, dafl die Hemmung der Agglutination
mit, hypophysirem ACTH beladener Erythrocyten durch homologe Antikérper
nach Zugabe von f*—24-Corticotropin nicht zu erreichen war. Die Autoren ziehen
daraus den Schluf}, dafi eine Kreuzreaktion nicht auftritt. Mit diesem System
kamen wir zu gleichen Reaktionsergebnissen, die wir jedoch auf Grund er-
ginzender immunologischer Untersuchungen anders interpretieren miissen. Die
Hemmung von Antikérpern, die durch Immunisierung mit hypophysérem ACTH
gewonnen wurden, durch Tetracosapeptid in der Immunfluorescenztechnik, wie
umgekehrt von Antikérpern, die durch Verabreichung von f'-%4-Corticotropin
entstehen, durch natiirliches ACTH 146t den SchlufBl auf eine immunologische
Kreuzreaktion zu. Dieser immunhistologisch gewonnene Befund wird durch den
Nachweis einer Hemmung der celluliren Antikérperbildung mit f%-2%-Cortico-
tropin beladener Erythrocyten durch homologe Antikérper nach Zugabe von
Acethropan bestitigt (FiscHER u. Mitarb.). Bei der Immunisierung mit natiir-
lichen ACTH-Priparaten (z.B. Acethropan) entstehen neben dem spezifisch
reagierenden Anti-ACTH noch ein oder mehrere Antikdrper, die offenbar immun-
histologisch nicht erfaBt werden, wohl dann aber storend in Erscheinung treten,
wenn nach dem Vorgehen von McGARrY u. Mitarb. (1) getestet wird.

Die Reaktion von Antikérpern gegen Tetracosapeptid und gegen extraktiv
gewonnenes ACTH im Schnitt wird bereits durch geringe Mengen von [t
Corticotropin vollstindig gehemmt. Zur Erzielung eines gleichartigen Effektes
sind erheblich gréBere Mengen an hypophysirem ACTH erforderlich, die an
Internationalen Einheiten gemessen eine groBere corticotrope Aktivitdt besitzen
als eine gleiche Hemmung bewirkende Mengen des Tetracosapeptids. Dies be-
ruht unter anderem darauf, dafl die immunologische Reaktion mit natiirlichen
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ACTH-Praparaten durch den darin enthaltenen unspezifischen Anteil verzogert
bzw. gehemmt wird.

Aus Griinden der Spezifitdt wird deshalb zum immunhistologischen Nachweis
zellgebundener corticotroper Substanzen die Verwendung von Antikérpern
empfohlen, die durch Immunisierung mit einem chemisch definierten corticotrop
wirksamen Antigen (z.B. f-?.-Corticotropin) erzeugt werden.

Zusammenfassung

Mit Antiseren gegen synthetisches p'-24-Corticotropin vom Kaninchen wurden
die antigenhaltigen Zellelemente im Hypophysenvorderlappen des Schweines
und anderer Species (Mensch, Hund, Katze, Kaninchen) immunhistologisch dar-
gestellt. Die Befunde sind mit jenen vergleichbar, die mit markierten Antiseren
gegen hypophysires ACTH erreicht werden, aber priagnanter, da gegen Bei-
mengungen gerichtete Antikérper entfallen. Umférbungen mit der Perameisen-
sdure-Alcianblau-PAS-Orange G-Technik ergaben, dal die fluorescierenden
Vorderlappenzellen R-Zellen entsprechen. Die Fluorescenz ist an das granula-
haltige Cytoplasma gebunden und im Bereich von Golgikomplexen abgeschwicht,
wihrend der Zellkern ausgespart bleibt. Fiir die Immunhistologie zellgebundener
corticotroper Substanzen wird die Verwendung von Antikérpern empfohlen, die
durch Immunisierung mit einem chemisch definierten Antigen vom Typ der
corticotrop wirksamen synthetischen Polypeptide erzeugt werden.

Antigenic Properties of B!—**-Corticotropin
Summary

Using rabbit antisera produced against the synthetic §*2*-corticotropin, the
antigen-containing cells 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 ACTH, but were more precise, since antibodies against
impurities were excluded. Restaining with the periodic acid-alcian blue-PAS-
orange G technic disclosed, that the fluorescing cells 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 cell nucleus failed to stain. For immunohistological studies on cell 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 corticotropic activity.
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