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I. SEROLOGISCHE U N TER S U C H U N GS METH O D E N

Koordinierung und Vergleich der serologischen und immun-
biologischen Arbeiten liber den Nachwels, die Bedeutung der
Antigen-Antikorperreaktion bel Entwicklung und Verlauf ei-
nes Insulinresistent gewordenen Diabetes sind durch mehrere
Umstande erschwert.

1. Auf die Begriffsbestimmung des insulinresistenten, -re-
fraktaren oder erhoht insulinbedurftigen Diabetes wurde be-
reits im klinischen Tell eingegangen. Die Auffassung iiber die
Stoffwechselanomalien im Verlauf der Zuckerkrankheit hat
grossen Einfluss auf die Systematik und Methodik der ange-
wandten Untersuchungstechnik. Mit anderen Worten, der In-
sulinserologie wird nicht von alien Autoren, die sich mit diesen
Fragenkomplexen beschaftigen, bei der Abwagung pathogene-
tischer Momente der Insulinresistenz der ihr gebiihrende Wert
zuerkannt.

2. Empfindlichkeit, Genauigkeit und Reproduzlerbarkeit
der angewandten serologischen Methoden differieren sehr.

3. Es wird kein einheitlicher zeitlicher Abstand fiir die
Durchflihrung der Reaktlonen nach der letzten vorhergehen-
den Insulin-Injektlon eingehalten und die Vorperiode nicht ge-
niigend beriicksichtigt.

4. Es ist von Bedeutung, bei alien Versuchen die gleiche
Antlgenkonzentration anzuwenden. Antigenmengen, die weit
oberhalb der physiologischen Schwankungsbreite der experi-
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mentell ermittelten Insulinkonzentration liegen, entsprechen
nicht der zu erwartenden Antikorperkonzentration und kon-
nen daher negative serologische Reaktionen reproduzieren.

Fur unsere serologischen Untersuchungen wandten wir die
passive Hdmagglutination und die Komplementbindungsreak-
tion an.

A. Boyden-sche Hamagglutination.

Middlebrook & Dubos inkubierten Tuberkulin-sensibilisierte Ham-
melerythrocyten mit dem Serum Tuberkuloser und konnten Agglutina-
tion der beladenen Erythrocyten beobacbten. In Fortfubrung dieser Ar-
beiten uberzog Boyden Hammelerythrocyten mit einem Tanninsaure-
film. Der Adsorptionsprozess der Proteinantigene an der Oberfldche
der tanninisierten Erythrocyten lauft in zwei Pbasen ab. Durch die Tan-
ninsaure kommt es zu einer Art von ,,Aufraubung", d.b. Eiweissger-
bung, -fallung und von osmotischen Veranderungen an der Erytbro-
cytenoberflacbe, an die sicb die Proteinmolekiile anlagern. Zu den tan-
nisierten, antigenbeladenen Erytbrocyten wird in der 2. Pbase antikor-
perbaltiges Serum in Reibenverdunnungen gegeben. Bei Abbindung von
Antigen und Antikorper kommt eine wecbselnd starke Agglutination
zustande, die sicb makroskopisch oder mikroskopiscb mit dem Agglu-
tinoskop ablesen Iasst. Da die Erythrocytenagglutination den Indikator
einer stattgebabten Antigen-Antikorperbindung darstellt, wurde sie als
passiv oder indirekt bezeicbnet.

Stavitsky hat mehrere Faktoren angegeben, die die Ham-
agglutinationen in ihrer Empfindlichkeit und Spezifitdt beein-
flussen konnen.

1. Die optimale Fremderythrocyten-Menge und -Konzentration be-
tragt 0,05 ml. Je grosser erstere ist, umso niedriger ist nacb Stavitsky
der Grenz-Agglutinationstiter. Da wir jedocb keine Titerunterscbiede
bei Versucben mit verscbiedenen Erytbrocytenmengen feststellen konn-
ten und viel Material fur die mebrfacben Verdiinnungsreiben benotig-
ten, wurden (in Anlebnung an Scheiffarth & Frenger) einbeitlicb 0,25
ml ausgewablt.

2. Grbsse bzw. Durchmesser der Testrohrchen sind fur die Versucbs-
ergebnisse belanglos. Jedocb ist auf eine gleicbmassige Bodenrundung
derselben besondere Sorgfalt zu verwenden.
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3. Temperaturunterschiede konnen nacb Stavitsky die Hamaggluti-
nationsergebnisse nicbt sicbtlicb beeinflussen, sodass die Reaktionsgemi-
scbe grundsatzlicb bei Zimmertemperatur angesetzt wurden.

4. Stavitsky liest, entsprecbend den Angaben in seiner neuesten Mit-
teilung, das Agglutinationsergebnis das erstemal nacb drei Stunden und
dann nocbmal 12 bis ig Stunden spater ab. Innerbalb dieser Zeitspanne
trat im allgemeinen keine Hamolyse ein.

5. Die Antigenkonzentration kann Empfindlicbkeit und Spezifitat
der Reaktion wesentlicb beeinflussen. Die Gesicbtspunkte, die uns bei
der Auswabl der in den Versucben angewandten Insulin-Konzentratio-
nen leiteten, werden bei Bescbreibung der Tecbnik im einzelnen aus-
einandergesetzt.

Scheiffarth, Frenger, Berg & el Raheb untersucbten die Beeinflus-
sung der Hamagglutination durcb einzelne Serumproteinfraktionen und
verglicben die Heterobamagglutination {Hanganatziu-Deicher) mit
der Boyden'szhtn Hamagglutination und dem Verfabren nacb Waaler
& Rose. Wabrend die Ietztere Reaktion in ibrer Empfindlicbkeit durcb
Verscbiebungen im Bluteiweissbild nicbt beeintracbtigt wurde, kam es
bei den ersteren Reaktionen zu Titererbobungen bei Vermebrung der
J82- und y-Globuline, dagegen zur Abnabme bei Anstieg der oi-Frak-
tion. Das beweist aucb die neueste Arbeit von Scheiffarth, Frenger
& Moeckel, dass es bei Erkrankungen mit Verscbiebung des Eiweiss-
spektrums in Ricbtung der grobdispersen Pbase im Sinne einer Dys-
proteinamie zu einer Proteinanlagerung an die Erytbrocytenoberflacbe
kommt und dass es daber bei Diabetikern mit komplizierenden cbroni-
scben Erkrankungen zu pseudopositiven Hamagglutinationen kommt.
Es sind daber Serumlabilitatsproben und die Elektropborese fur die Be-
urteilung der Hamagglutinationen von Wicbtigkeit, falls neben dem
Diabetes cbroniscbe Erkrankungen vorliegen, die entweder Komplika-
tionen desselben darstellen oder parallel zu diesem ablaufen.

Beziiglich der Technik haben wir uns im wesentlichen an die
Angaben von Boyden, Borduas & Grabar sowie Stavitsky an-
gelehnt.

Stavitsky stellt eine i : 40 Verdunnung des Erythrocytenzentrifugats
mit dem Soerensen-Vuiier (pH 7,2) ber; wabrend Ietztere Erytbro-
cytensuspension bei 5° C 2-3 Tage lang obne starkere Hamolyse baltbar
ist, eine Verwendung jedocb innerbalb einer Frist von 18-24 Stunden
nacb Stavitsky angebracbt erscbeint, erlaubt die Verdunnung des Erytb-
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rocytenbreis mit der obigen Alsever-Liosung eine scbadlose Konservie-
rung, sowobl nacb Ansicbt von Scheiffarth & Frenger als aucb nacb
unseren Erfabrungen, fur etwa 3 Wocben im Eisscbrank. Die von uns
angesetzte Erytbrocytensuspension war ein 3 %iges Konzentrat. Wab-
rend die prozentuale Verdunnung keinen ersicbtlicben Einfluss auf die
Empfindlicbkeit der Hamagglutinationen ausubte, betragt die optimale
Flussigkeitsmenge der Erytbrocytensuspension im gesamten Ansatz nacb
Stavitsky 0,05 ml. Damit wurden die besten Agglutinationsergebnisse
erzielt. Auf die Bedeutung des verwandten Glasmaterials bezuglicb der
Bodenrundung wurde bereits oben bingewiesen. Bei Verwendung einer
prozentuell genau eingestellten Erytbrocytenverdiinnung ist es nicbt
notwendig, eine Auszablung der roten Blutkorpercben durcbzufubren,
wie sie z.B. Rauss & Kety bei ibren Bakterienbamagglutinationen fiir
erforderlicb eracbteten. Diese Autoren benutzten Erytbrocytenbrei mit
einer Konzentration von 400 000 Zellen pro cmm und stellten mit der
Spiralose nacb Takatsy Verdunnungsreiben ber.

Die Tanninisierung der Hammelerythrocyten wurde im Brutscbrank
bei 37° C wabrend 20 min. durcbgefiibrt, indem gleicbe Teile der bei-
den Reaktionskomponenten, der Erytbrocytensuspension und der Tan-
ninsaure, zusammengegeben wurden. Zur Tanninisierung der roten Blut-
korpercben wurde Tannin DAB <5 (E. Merck, Darmstadt) verwandt.
Als Stammlosung diente eine Verdunnung 1:100 in pbys. Kocbsalz-
losung. Boyden bat speziell fiir seine Tuberkulinbamagglutinationen
Verdunnungen von i : 15000, 2OOOO, 80000 und 32OOOO angegeben,
fur die passive Hamagglutination zum Nacbweis von Protein-Antikor-
pern bat sicb die Standardverdiinnung von i : 20000 bewabrt. Nacb der
Tanninisierung wurde die iiberstebende Fliissigkeit abpipettiert, es er-
folgte nocbmaliges Wascben, um die letzten und nicbt abgebundenen
Tanninsaurereste zu entfernen.

Es wurde scbon betont, dass die Antigenverdilnnungen zum experi-
mentellen Antikorpernacbweis sicb im Rabmen der pbysiologiscben
Konzentrationen bewegen sollen, wie sie bei natiirlicber Sensibilisierung
aufzutreten pflegen. Die Antigenkonzentrationen sind oft nicbt exakt
messbar. In unserem Falle sind auf Grund von Isotopenversucben und
der Rattenzwercbfellmetbode gewisse Anbaltspunkte gegeben, dass die
Insulinkonzentration um einen Mittelwert von io"^ E/ml bzw. IO""*
E/ml Plasma scbwankt. Als Stammlosung wurde reinstes, 5-7mal re-
kristallisiertes und glukagonfreies Insulin von Rind, Scbwein und Pferd
verwandt. Zwei Arbeiten von Lapresle & Grabar aus dem Pasteurinsti-
tut (Paris) zeigen, dass auf den Reinbeitsgrad der fiir die Hamagglu-
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tination verwandten Insulincbargen grosser Wert zu legen ist. Die
Boyden'sche. Hamagglutinationstecbnik mit Tanninisierung der Erytbro-
cyten erlaubt mit ibrer starken Empfindlicbkeit, die grosser ist als die
Metbodik mit bis-diazotiertem Benzidin, den Nacbweis von antigen wir-
kenden Unreinbeiten, die dann zu pseudopositiven Reaktionen im Serum
bocbinsulinierter Diabetiker fiibren konnen. Es ist daber notwendig
glukagonfreies und mebrfacb rekristallisiertes speciesspezifiscbes Insulin
fUr die Untersuebungen beranzuzieben. Die Konzentration dieser Insu-
linausgangslosung betrug 1,77 mg Insulin als Substanz mit einem Wir-
kungseffekt von 40 E; es wird dabei vorausgesetzt, dass i mg kristal-
lines Insulin wirkungsmassig 22,5 E entspricbt. Auf Grund dieser
Ueberlegungen wurden AntigenverdUnnungsreiben mit den Stufen
1: 200, 400, 600, 1200, 1600 und 2000 angesetzt und Zwiscbenverdiin-
nungen ( i : 300, 500, 700 und 900) dann berangezogen, wenn man mit
dem Agglutinations- bzw. Hamolysepbanomen in diesen Bereicben zu
recbnen batte. Mit diesen Verdiinnungsstufen kommt man den psysio-
logiscben Scbwankungen der Insulinamie, wie sie nacb der Nabrungs-
aufnabme auftreten, wobl am nacbsten.

Das auf Antikorper zu untersucbende Fatientenserum wurde V2
Stunde im Wasserbad bei 56° C inaktiviert. Fiir das Serum wurden
die Verdiinnungen i :2, 5, 10, 20, 40, 80 usw. gewablt. Da die gleicben
Verdiinnungsstufen des Patientenserums aucb fiir die stets parallel lau-
fende quantitative und abgestufte Komplementbindungsreaktion nacb
der Kolmer-Ttzhmk gewablt wurden, war eine gewisse Vergleicbsmog-
licbkeit der bei beiden Reaktionen festgestellten Antikorpertiter gegeben.

Nacb dem Tanninisierungsprozess der Hammelerytbrocyten und der
Entfernung nicbt abgebundener Tanninsaurereste erfolgt die Antigen-
beladung mit den obigen Insulinverdiinnungen. Die Dauer dieser Anti-
genexposition wurde mit 30 min. bei 37° C festgesetzt. Auf die von
Scheiffarth & Frenger angegebene nocbmalige Wascbung der bereits
antigenbeladenen, tanninisierten Erytbrocyten, wie sie aucb Boyden bei
den Tuberkulin-Hamagglutinationen vorgescblagen bat, baben wir ver-
zicbtet, da bereits adsorbiertes Insulin durcb zu beftige Manipulationen
wabrend des Zentrifugierens von der Oberflacbe der tanninisierten roten
Blutzellen ,,abgerissen" werden kann. Die iiberstebende Fliissigkeit
wurde zunacbst lediglicb abpipettiert und dann durcb vorsicbtiges, lang-
sames Zentrifugieren (iooo Umdrebungen/min., 15 min. lang) der
Rest entfernt.

Die Antiserum-Antigen-Tanninerytbrocytenmiscbung wird 2 Stun-
den in den Brutscbrank gegeben. Die erste makroskopische Ablesung
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erfolgte nacb dieser Zeit, eine zweite mikroskopische Untersuchung im
Agglutinoskop wurde 12 und 24 Std. nacb Aufentbalt im Eisscbrank
durcbgefiibrt. Beziiglicb der Ablesung der Bodensiitze ist zu sagen, dass
eine sicberere und eindeutigere Beurteilung am nacbsten Tag moglicb
wird. Aucb Boyden bebt bervor, dass man ein einigermassen zufrieden-
stellendes Ergebnis bereits nacb 2 Std. erbalten kann, dass aber ein-
deutigere und klarere Verbaltnisse dann vorliegen, wenn man die Test-
ansatze iiber Nacbt im Eisscbrank aufbewabrt und am nacbsten Mor-
gen abliest. Stavitsky & ArquUla legen sicb beziiglicb der Ablesungs-
termine in ibrer neuesten Arbeit nicbt fest und geben einen Zeitraum
von 3 bis 12 Stunden bei Aufbewabrung der Verdiinnungsreiben bei
Zimmertemperatur an. Das von diesen Autoren vorgescblagene Zentri-
fugieren zur Reaktionsbescbleunigung ist wobl speziell bei den Insulin-
versucben mit Vorsicbt nacbzuabmen, aucb wenn es nur bei 400 Um-
drebungen 2 min. lang erfolgen soil. Da gelegentlicb scbon der Tannin-
saurezusatz zu den resuspendierten und nocb unbebandelten Erytbro-
cyten eine falscbe Agglutination bervorrufen kann, miisste man daran
denken, dass bei dem erneuten Zentrifugieren nicbt ganz mit Insulin
besetzte Erytbrocyten nunmebr pseudoagglutinieren.

Die Ablesung erfolgt unter folgenden Gesicbtspunkten:

+ + + + kompaktes, granulares Agglutinat ;
+ + + Bodensatz mit eingefalteten und eingerollten Ecken;

+ + Bodensatz mit aufgeraubten, eingerissenen Abrundungen;
+ scbarf begrenzter, dicbterer Erytbrocytenring um einen

diinneren scbleierigen Bodensatz;
± Verkleinerung dieses Rings mit geringerem Durcbmesser;
— kleiner, dicbter, undurcbsicbtiger und roter Bodensatz in

der Kuppe des Testrobrcbens.

Es ist eine in der Serologie bekannte Tatsacbe, dass die ,,provozie-
rende" Antigen-Injektion (wenn man diesen Ausdruck in diesem Zu-
sammenbang wablen darf) zu einer Antikorper-Ausschwemmung aus
den Produktionsstatten in den Kreislauf fiibrt. Berson & Yalow, die
diese Beobacbtung mit der Radioisotopentecbnik bestatigen konnten,
fanden, dass sicb bei der Insulinresistenz zwei Antikorperkotnplexe zu
verscbiedenen Zeiten, je nacb dem Mengenverbaltnis des verabreicbten
Insulins zur Antikorperkonzentration, bilden. Ein bober Antikorper-
titer bindet Insulin sofort quantitativ maximal, es ist kein freies Insulin
vorbanden, das in den Geweben seine pbysiologiscben Funktionen aus-
iiben konnte. Wird dagegen Insulin in grosseren Mengen verabreicbt
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als dem vorbandenen Antikorpertiter entspricbt, dann stebt ein ,,iiber-
scbiissiger", durcb die Antikorper nicbt abgebundener Insulinbetrag fiir
den Stoffwecbsel zur Verfiigung. Da der rascb sicb bildende Antigen-
Antikorperkomplex auf Grund dieser Radioisotopenversucbe aucb
scbnell nacb neuerlicber Insulin-Injektion in seine Komponenten disso-
ziiert, ist es notwendig, bald nacb der Insulinverabreicbung die serolo-
giscben Untersuebungen durcbzufiibren, um den Zeitpunkt dieser Anti-
gen-Antikorperdissoziation zu erfassen.

Es wurde daber Blut in festgesetzten Zeitabstanden nacb der mor-
gendlicben Insulin-Injektion, zwiscben letzterer und der Nabrungsauf-
nabme, abgenommen und serologiscb untersucbt. Als Abnabmezeiten
wurden 5, 10, 15, 20 und 30 min. nacb der Insulinspritze gewablt. Bei
jedem Versucb wurden Kontrollreihen in verscbiedenen Kombinationen
angesetzt, wobei die eine oder andere Reaktionskomponente bei den
Ansatzen weggelassen wurde, z. B. die Tanninisierung der Erytbrocyten
oder deren Insulinbeiadung. Ausserdem sind Vergleichsuntersuchungen
bei Gesunden und mit Seren von rein diatetiscb bzw. mit geringen In-
sulinmengen eingestellten Diabetikern notwendig.

B. Quantitative Kotnplefuentbindungsreaktion.

Zur quantitativen Auswertung der Komplementbindungsreaktion

steben folgende Moglicbkeiten zur Verfiigung:

1. Abstufung des Komplements bei unveranderter Patientenserum-,
Antigen und Amboceptormenge;

2. Abstufung des Patientenserums bei einbeitlicber Komplement-,
Antigen- und Amboceptormenge;

3. Abstufung des Antigens bei konstanten Mengenverbaltnissen von
Patientenserum, Komplement und Amboceptor.

Zu den Untersuebungen wurden Verdiinnungsreiben von Patienten-
seren und Antigenkonzentrationen berangezogen. Hammelblut wird vom
Tier steril in der Alsever-l^bsung als Stabilisator aufgefangen, deren
pH durcb eventuelle Zugabe von Natr.citr. auf 6,1 bis 6,2 eingestellt
wurde. Bei dieser Konservierung erwies sicb die Blutkorpercbenauf-
scbwemmung bis zu 4 Wocben als baltbar und gebraucbsfabig. Der ba-
molytiscbe Amboceptor und das Meerscbweincbenkomplement wurden
von den Bebringwerken Marburg/Labn bezogen. Aus bereits dargeleg-
ten Griinden baben wir gleicbe Insulin- und PatientenserumverdUnnun-
gen sowobl beim Boyden-Test als aucb fiir die abgestufte Komplement-
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bindungsreaktion gewablt, um beide Tests vergleicben zu konnen. Die
Insulinverdiinnungen betrugen ebenso i : 2OO, 400, 600 und 800 (der
Stammlosung von i mg Substanz in 0,562 ml Losungsmittel), die Ver-
diinnungen des Patientenserums entsprecbend dem Hauptversucb nacb
der Kolmer-Technik 1: 2,5, 5, 10 und 20. Rausch-Stroomann & Sauer,
die die Komplementbindungsreaktion bei den Immunisierungsversucben
an Tieren anwandten, wablten als Antigen eine Stammlosung mit 0,2 E
pro ml in der Verdiinnung 1: 100.

Eine Antigenverdiinnungsreibe scbien uns vor allem wegen der Ge-
fabr des Prozonenphdnomens wicbtig, das bekanntlicb bei einem Miss-
verbaltnis der Antigen- zur Antikorpermenge aufzutreten pflegt. Be-
sonders bei relativ zu grossem Antikorperiiberscbuss kann eine Reaktion
der Komponenten ausbleiben. Steigerwald & Spielmann baben dieser
Moglicbkeit ebenfalls Recbnung zu tragen versucbt und benutzten die
Verdiinnungen i : 20 und i : 400 einer Insulinstammlosung (i mg/ml).
Nacb unseren Erfabrungen sind jedocb Reibenverdiinnungen des Anti-
gens unbedingt notwendig, da bei Anwendung nur der beiden obigen
Verdiinnungsstufen die Gefabr von Prozonenpbanomenen nicbt ganz
ausgescblossen ist.

Die ganze Reaktion setzt sicb aus zwei Vorversuchen und einen
Hauptversuch zusammen.

Der erste Vorversuch bat zum Ziele, den geeigneten Amboceptortiter
bei einem Ausgangstiter von i : iooo festzustellen. Mengenmassig ver-
teilen sicb die Reaktionskomponenten folgendermassen:

Amboceptot

0,5 ml
I : IOOO bis
1:8000

Kolmer
Sahlosung

1,7 ml

Die Ablesung des optimalen
Wasserbadaufentbalt bei 37'

Komplement
1:30

0.3 ml

Titers erfolgte
'C.

Hammelblutkor.
perchen, 2% Ig

0,5 ml

nacb einstiindigem

Der zweite Vorversuch diente zur Ermittlung des Komplementtiters.
Die Antigenverdiinnungen betrugen i : 200, 400, 600, 800, sodass dieser
Vorversucb jeweils in diesen vier Varianten anzusetzen war.

Das Gesamtvolumen betragt bei der Kolmer-Tczhmk 3,0 ml, d.b. das
Volumen des Komplements ist i ,0 ml und das der iibrigen Bestandteile
(Antigen, Patientenserum, Ambocepter und Hammelblutkorpercben)
je 0,5 ml. Leitgedanke fiir dieses Mengenverhdltnis der einzelnen Re-

3 Acta Allergologica, XVI, i
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aktionskomponenten ist,- dass das Komplement in diesem grosseren Ge-
samtvolumen exakter zu dosieren ist.

Die Patientenseren wurden wie iiblicb 1/2 Stunde bei 56° C inakti-
viert, eventuell war nocbmaliges Nacbinaktivieren von 10 min. notwen-
dig, falls die Proben nicbt am Tag der ersten Inaktivierung zur Unter-
sucbung verwandt wurden. Aucb bier war bei den 4 Antigenver-
diinnungsstufen jeweils der viermalige Ansatz des Hauptversuchs not-
wendig.

Einbeitlicbe KontroUversucbe zur Priifung der angewandten Reak-
tionskomponenten und Kontrolle des bamolytiscben Systems wurden
jeweils durcbgefiibrt. Zu Vergleicbszwecken wurden ebenso wie beim
Boyden-Test Seren von Diabetikern mit angesetzt, deren Stoffwecbsel
entweder rein diatetiscb eingestellt war oder mit geringen Insulinmen-
gen gut beberrscbt werden konnte. Steigerwald & Spielmann, die die
Komplementbindungsreaktion mit dem Serum eines scbweren Insulin-
Hautallergikers und einer insulinresistenten Patientin durcbfiibrten,
erzielten mit dieser Reaktion negative Ergebnisse. Sie beobacbteten eine
verstarkte Komplementbamolyse in alien insulinbaltigen Rorcben an-
stelle der erwarteten Hamolysebemmung als Zeicben der stattgebabten
spezifiscben Antigen-Antikorperbindung. Durcb Zusatz von Cboleste-
rin und Lecitbin, die zur Aufbebung des komplementbemmenden Ef-
fekts des Cardiolipins in der serologiscben Luesdiagnostik zugesetzt
werden, liess sicb zwar der bamolyseverstarkende Effekt weitgebend
kompensieren, sicbere positive Ergebnisse konnten obige Autoren jedocb
nicbt reproduzieren.

In Analogie zu den Blutabnahmezeiten beim Hamagglu-
tinationstest wurden auch hier Proben 5, 10, 20 und 30 min.
nach der Insulin-Injektion entnommen. Bei alien serologischen
Untersuchungen wurden gleichzeitig die passive Hamagglu-
tination und die Komplementbindungsreaktion angesetzt.

2. KLINISCHE UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Insgesamt wurden durchgefiihrt 438 passiveHdmagglutina-
tionen bei 140 und 44y Komplementbindungsreaktionen bei
1^6 Personen. Davon waren 55 gesunde Kontrollpersonen
oder Patienten mit leichteren Erkrankungen.

Unter den Patienten befanden sich 32 Diabetiker (26
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Frauen und 6 Manner), die auf Grund ihres Alters, Habitus,
ihrer dekompensierten Kohlenhydratstoffweehsellage mit
schlechter Insulinansprechbarkeit (im Sinne einer relativen
Insulinresistenz) als Altersdiabetes, ,,maturity-onset diabe-
tes", anzusprechen sind. Endokrin-hypophysare Korrelations-
storungen waren in wechselndem Ausmass vorhanden. Die
durchschnittliche Tagesinsulinmenge schwankte zwischen 60
und 152 E. Die positiven serologischen Ergebnisse verteilen
sich folgendermassen:

Manner Frauen

Boyden-Test 2 7
Kolmer-Test i i

Bei / / von 52 Altersdiabetikern, deren Kohlenhydratstoff-
wechsel dekompensiert war und hohe Insulindosen, teilweise
iiber 100 E, zur Rekompensation benotigte, waren demnach
hdmagghitinierende und bzw. oder komplementfixierende An-
tikorper vor und in bestimmten Abstanden nach der Insulin-
Injektion nachzuweisen.

Aus unserem Krankengut werden einige charakteristische Krankheitsverlaufe
herausgegriffen:

I. H.H. (II. Medizinische Klinik der Freien Universitat, Nr. 281/58), Alter
62 Jahre,, Diabetes seit 10 Jahren. Anfangliche Einstellung auf 64 E Depot-
Insulin; zunachst urticarielle Insulinuberempfindlichkeit, die nach Desensibili-
sierung verschwand.

JO.4.58: Blutzuckerwerte (im Tagesprofil) 190 - 304 - 236 mg%
Urinzucker 8,6 g, Aceton negativ. 64 E Depot-Insulin Hoechst.

11.4.58: Boyden-Test, Rinder-Insulin als Antigen.
For I.-Injektion: alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
10 min. nach I.-Injektion: Antigen i : 200 Serum i: 2,5 -)-

1: 400 1: 2,5 +

1: 600 1: 2,s +

15.4.58: Boyden-Test, Rinder-Insulin als Antigen.
Vor I.-Injektion: Alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
75 min. nach I.-Injektion: Antigen i : 200 Serum

1:4oo
20 min. nach I.-Injektion: i : 200

1:400

1: 600

2,5 +
2,5 +
5 +
2,5 +
2,5 -
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Komptementbindungsreakiionen vor und nach Insulin in alien Antigen-
und Serumverdunnungen negativ.

17.4.58: Blutzuckerwerte 180 - 276 - 206 mg%
Urinzucker 7,5 g, Aceton neg. 56 E Depot-Insulin Hoechst.
Kost: 144 g Kh, 80 g Eiweiss, 50 g Fett.

21.4.58: Blutzuckerwerte 155 — 234— 142 mg%
Urinzucker 6,4 g, Aceton neg. 48 E Depot-Insulin Hoechst.
Kost: 144 g Kh, 80 g Eiweiss, 50 g Fett.

25.4.-5.5.58: Einstellungsversuch mit Rastinon.
5.5.58: Blutzuckerwerte (im Tagesprofil) 278 - 325 - 284 mg%

Urinzucker 27,8 g, Aceton neg.
Auf Grund der serologischen Ergebnisse Verabreichung von
Schweine-Insulin 12 -|- 12 E.

9.5.58: Blutzuckerwerte 261 - 336 - 222 mg%

Zusammenfassend liegt ein charakteristischer Altersdiabe-
tes vor, der vor 10 Jahren bei dem jetzt 62Jahrigen Patienten
entdeckt wurde und sofort hohe Insulindosen benotigte. Offen-
sichtlich ist in den vergangenen Jahren keine wesentliche Stoff-
wechselverschlechterung eingetreten, die Insulindosis der Erst-
einstellung liess sich beibehalten. Die nachweisbaren hdmag-
glutinierenden Antikorper gegenliber 7 fach rekristallisiertem,
glukagonfreiem RinderinsuHn io, 15 und 20 min. nach der
therapeutischen Insulinverabreichung haben hier wohl keine
entscheidende pathogenetische Bedeutung fiir den Ablauf des
Diabetes. Denn das fiir eine Insulinresistenz charakteristische
Verhalten der Zuckerstoffwechselstorung, der laufend anstei-
gende Insulinbedarf, war nicht vorhanden. Bei dem Patienten
waren zu Beginn der Insulintherapie voriibergehend Haut-
allergien aufgetreten, die allerdings sehr rasch wieder zurlick-
gingen und seitdem nicht mehr zu beobachten waren. Es Iasst
sich ruckschauend nicht entscheiden, ob neben den hautsessilen
damals auch gleichzeitig zirkulierende Antikorper vorhanden
waren, da in den vergangenen Jahren keine insulinserologi-
schen Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Dazu kommt
noch, dass die Verabreichung von funffach rekristallisiertem
Schweine-Insulin, auf Grund der serologischen Ergebnisse,
hier keine ersichtliche Stoffwechselverbesserung gebracht hat,
sodass auch dieses Symptom im Sinne einer nur geringen pa-
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thogenetischen Bedeutung der nachgewiesenen Antikorper ge-
genuber RinderinsuHn zu werten ist.

Bei dem folgenden, beziiglich des Stoffwechsels ahnlich ge-
lagertem Fall, haben die nachgewiesenen Insulinantikorper
pathogenetisch eine andere Bedeutung.

2. F. C. (Stadtisches Krankenhaus Berlin-Hohengatow, Nr. 3444/57), Alter
76 Jahre, Grosse 150 cm, Gewicht 72 kg.

Diabetes mit 59 Jahren entdeckt, von Anfang an bestand Insulinbedurftigkeit,
zunachst 30 -|- 12 E Depot-Insulin, 1953 40 + 20 E Depot-Insulin Hoechst; Stoff-
wechselverschlechterung seit November 1957.

Aus dem klinischen Befund: Starke Adipositas, adipose Bauchdecken mit Fett-
schurzenbildung.

RR 215/105 mm Hg. Normaler Urinbefund.
25.2.58: Blutzuckerwerte 280 — 226 — 244 mg%

Urinzucker 4,5 % = 22,5 g, Aceton neg. Kost 108 g Kh.
Insulin: 6 - 16 - 12 - 12 E Alt-Insulin.

1.3.58: Blutzuckerwerte 296 - 288 - 192 mg%
Urinzucker 2,4 % =: 43,2 g, Aceton neg. Kost 108 g Kh.
Insulin 8 - 16 - 20 - 20 E Alt-Insulin.

18.3.58: Blutzuckerwerte 210 - 272 - 262 mg%
Urinzucker 3 bzw. 2 % = 18 g.

20.3.58: Komplementbindungsreaktion, Rinder-Insulin als Antigen.
Vor I.-Injektion: Alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
10

15

20

mm.
min.

min.

nach

nach

nach

I.-Injektion:
I.-Injektion:

I.-Injektion:

Antigen i

I

I

I

I

I

200

200

400

200

400

600

Serum i

I

I

I

I

I

I

I

2,5

2,5

2,5
10

20

2,5

5
2,5

-t-
-f-
-f
-f
+

+

+
Kontrollen durchweg negativ.
Boyden-Test: Rinder-Insulin als Antigen.
Vor I.-Injektion: Alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
10 min. nach I.-Injektion:

15 mm. nach I.-Injektion:

Antigen i: 200

1:4oo

1:2oo

Serum i

I

I

I

I

I

I

2

10

2

10

2

5
10

,5

,5

,5

-i-
±

-1-
±

-t-
-1-
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20 min. nach I.-Injektion: Alle Antigen und Serumverdunnungen negativ.
31.3.58: Blutzuckerwerte 162 - 174 - 246 mg%

Urinzucker 1,2 % = 12 g. Kost i2o g Kh.
Insulin 44 + 36 E Comb-Insulin.

Komplementbindungsreaktion, Rinder-Insulin als Antigen.
Vor I.-Injektion: Alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
10 min. nach I.-Injektion: Antigen i : 400 Serum 1:10 ±

1: 20 -f
KontroUen negativ.
Boyden-Test: Rinder-Insulin als Antigen.
Vor I.-Injektion Antigen i: 200 Serum

[: 600

70 min. nach I.-Injektion:

5 +
10 ±

2,5 ±
5 ±
2,5 +
5 +

10 ±

Zusammenfassend liegt ein stenischer Altersdiabetes vor,
kombiniert mit Fettsucht. Der Diabetes, beginnend mit 59 Jah-
ren, verschlechterte sich in den folgenden Jahren, sodass stan-
dige Insulinerhohung notig war, zuletzt wurden 44 E morgens
und 36 E Comb-Insulin abends verabreicht. Die hier nach-
gewiesenen hdmagglutinierenden und komplementbindenden
Antikorper gegenuber rein-kristallisiertem RinderinsuHn, teil-
weise mit Titeranstiegen nach der therapeutischen Insulin-In-
jektion, sprechen in Zusammenhang mit der klinisch auffalli-
gen, langsam progredienten Stoffwechselverschlechterung zu-
mindest fiir eine pathogenetische Mitbeteiligung eines Antigen-
Antikorpermechanismus bei dieser Diabetesform. Allerdings
ist mit zu berucksichtigen, dass gewisse hypophysare Ziige im
Sinne eines Ueberfunktionsdiabetes {Bartelheimer) hier vor-
liegen.

Diesen ausgewahlten Fallen von Zuckerkrankheit, die ent-
weder im Alter in Form des sog. Altersdiabetes manifest
wurde oder in den Jahren der Involution zunehmende Resi-
stenz zeigte, werden Falle von jugendlichem Diabetes gegen-
iibergestellt. Unser Krankengut im Zeitraum von November
1957 bis November 1958 umfasste g jugendliche Diabetiker,
die zwischen 60 und 128 E Insulin taglich zur Aufrechterhal-
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tung eines einigermassen zufriedenstellenden Stoffwechsel-
gleichgewichts benotigten. Wahrend bei vier Patienten auch
bei Kontrollen weder vor noch nach Insulin-Injektionen Anti-
korper nachzuweisen waren, boten die restlichen flinf Anhalts-
punkte fur einen im zuckerkranken Organismus ablaufenden
Antigen-Antikorpermechanismus. Hier einige ausgewahlte
Krankheitsfalle:

I. P.R. (Stadtisches Auguste Viktoria-Krankenhaus Berlin-Schoneberg, Nr.
7459/57). Alter 16 Jahre, Grosse 163 cm, Gewicht 56,8 kg. Vor 2 Jahren Dia-
betes festgestellt, der sofort insulinbedlirftig war, letzte Einstellung vor Kran-
kenhausaufnahme 48 E bzw. 40 E Novolente und 8 E Semilente.

Im allgemeinen klinischen Untersuchungsbefund keine wesentlichen Auffallig-
keiten.

9.1.58: Insulinbelastung (9 E Alt-Insulin i.v.)
Nuchternblutzucker 152 mg%
Insulin-Injektion

10 min. nach
20 „

30 „
40 „ ,,
60 ,.
80 „

Urinzucker 2,2 % =

150 ,, 100 min

142 „ 120 „

124 „ 140 „

112 ,, 160 ,,

62 ,, 180 „
100 ,, 200 „

20 g, Aceton negativ.

96mg%
100 „

90 ..
86 „

102 „

84 „

Kost: 210 g Kh, Insulin: 12 + 12 -(- 16 E Alt-Insulin,
14.T.58: Tagesprofil.

Nuchternblutzucker
28 E Depot-Insulin

16 E Depot-Insulin

8 Uhr 158 mg%
10 ,, 192 „

12 ,, 214 „

19 „ 220 „

21 ,, 200 „

28.1.58: Boyden-Test, Rinder-Insulin als Antigen.

14 Uhr
16 „

24 "

182

152

130

Vor I.-Injektion: Alle Antigen- und Serumverdunnungen negativ.
10 min. nach I.-Injektion: Antigen i : 200

1:400

1: 600

1: 800

Serum i

I

1

,

: 5
: 10

: 2,5

: 5
: 20

: 2,5

• 5
: 10

: 5
: 20

Tlg%
,,

+
-f

-f+
±
+ +

+ +
±
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3.2.58: Blutzucker 102 mg%
Urinzucker 1,5 % = 8,0 g. Aceton negativ.
Kost: 260 g Kh, Insulin 40 E -)- 20 E Comb-Insulin.

Zusammenfassend liegt ein mittelschwerer jugendlicher Dia-
betes bei einer 16 Jahrigen vor, der keine Zeichen einer rela-
tiven Insulinresistenz bot, wohl aber Symptome einer Gegen-
regulation (s. Blutzuckertagesprofil!) aufwies. Der hier ge-
fiihrte Nachweis von hamagglutinierenden Antikorpern spricht
daflir, dass trotz der endokrinen Regulationsstorungen der
Pubertatsjahre auch ein Antigen-Antikorpermechanismus eine
pathogenetische Rolle spielt. Diese hier beobachtete Verlaufs-
form weist zugleich darauf hin, dass zirkulierende Insulinanti-
korper als Symptom eines immunbiologischen Vorgange nicht
unbedingt mit dem klinischen Zeichen einer relativen Insulin-
resistenz einherzugehen brauchen.

2. IV.E. (Medizinische Poliklinik der Freien Universitat). i3Jahriges Mad-
chen, Grosse 153 cm, Gewicht 48 kg. Seit dem 5. Lebensjahr Diabetes, von An-
fang an mit Insulin eingestellt.

15.1.58: Blutzucker 240 mg%, Urinzucker 1,2 %. Aceton -t-.
40 E Depot- -I- 32 E Comb-Insulin.

1.2.58: Blutzucker 197 mg%, Urinzucker 1,4 %. Aceton: neg.
40 E Depot- -f 32 E Comb-Insulin.

^5-3-5S.' Blutzucker 177 mg%, Urinzucker negativ. Aceton: neg.
40 E Depot- -I- 32 E Comb-Insulin.

2.4.58: Blutzucker 106 mg%, Urinzucker neg. Aceton: neg.
40 E Depot- -|- 32 E Comb-Insulin.

10.4.58: Blutzucker 179 mg%, Urinzucker neg. Aceton: neg.
12.4.58: Boyden-Test, Rinder-, Kalbs- und Schweine-Insuline als Antigene.
Vor I.-Injektion:

Rinderinsulin

Kalbsinsulin

Schweineinsulin

Antigen i : 200
1:4oo
1:200
1:4C)o

1:4oo

1: 600

Serum 10

2,5
10

2,5

2,5

5
2,5

10 min. nach I.-Injektion: Mit Schweineinsulin alle Antigen- und
Serumverdunnungen negativ.



Rinderinsulin

Kalbsinsulin

Antigen i: 200 Serum

1:400

1: 600

1:2oo

1:4oo

1: 600

Komplementbindungsreaktion, Rinder- u. Kalbsinsulin als
Vor I.-lnjektion:

Rinderinsulin
Kalbsinsulin

IO min. nach I.-Injektion:
Rinderinsulin

Kalbsinsulin

Antigen i : 200 Serum
1:200

1: 200

1:400

1: 600

1:2oo

1:400

1:6oo

I

I

I

I

I

I

I

1

I

I

I

I

I

2,5 ±
5 +
2,5 -F-h
5 -t-
2,5 -f
5 +

20 ±
2,5 ±
5 +
2,5 + +
5 +
2,5 +
5 +

20 ±
Antigene.

I

I

I

]

I

I

I

I

I

I

I

I

5 +
5 +

2,5 ±
5 ±

10 ±

2,5 +
10 ±
2,5 ±
5 ±

10 ±

2,5 +
.10 +

Blutzucker 120 mg%, Urinzucker negativ, Aceton negativ.
Insulin: 40 E Depot- -f 32 E Comb-Insulin.

15.4.58: Komptementbindungsreaktion, Rinder- und Kalbsinsulin als
Antigene.

Vor I.-Injektion: Mit Rinder- u. Kalbsinsulin alle Antigen- und Serum-
verdunnungen negativ.

75 min. nach I.-Injektion: Mit Rinder- und Kalbsinsulin alle Antigen-
und Serumverdunnungen negativ.

Boyden-Test, Rinder- und Kalbsinsulin als Antigene.
Vor I.-Injektion:

Rinderinsulin Antigen i: 200 Serum i: 10 4-
*" 1:400 1: 2,5 4-

Kalbsinsulin 1: 200 i: 10 +
1: 400 1: 2,5 d:



15 min. nach I.-Injektion:
Rinderinsulin i: 200

1:400

1: 600

Kalbsinsulin i : 200

2,5 4-
5 4-
2,5 ±
2,5 4-

1:400

1: 600 I : 2,5 ±

3.5.58: Blutzucker 112 mg%, Urinzucker negativ. Aceton negativ.
Insulin: 40 E Depot- 4- 32 E Comb-Insulin.

Komplementbindungsreaktion, Kalbs- u. Schweineinsulin als Antigene.
Vor I.-Injektion: Mit beiden Insulinen alle Antigen- und Serumver-

dunnungen negativ.
20 min. nach I.-Injektion: Mit beiden Insulinen alle Antigen- und

Serumverdunnungen negativ.

Zitsammenfassung: Es liegt hier der jugendliche Diabetes
eines i3Jahrigen Madcbens vor, der seit dem 5. Lebensjabr
bestebt und sofort insuHnbedurftig war. Jetzt ist der Stoff-
wechsel auf insgesamt 72 E eingestellt, die Blutzuckerwerte
schwankten im Januar/Februar 1958 um 200 mg% bei einer
deutlichen Acidoseneigung. Ende Februar 1958 bis zu den
Untersuchungstagen am 12.4., 15.4. und 3.5.58 war dann bei
gleicher Insulintagesdosis von 72 E Depot- und Comb-Insulin
ein Ruckgang der Blutzuckerwerte eingetreten. Die Nuchtern-
blutzuckerwerte lagen im Normbereich.

Vergleicht man den klinischen Ablauf des Diabetes mit den
serologischen Titerergebnissen, so zeigt sich, dass

I. anfanglich beim Boyden-Test vor der provozierenden
Insulin-Injektion hamagglutinierende Antikorper gegen Rin-
der-, Kalbs- ttnd Schweineinsulin nachweisbar waren, allerdings
nur sehr schwach und bei den starkeren Serumkonzentratio-
nen. Ausserdem waren komplementbindende Antikorper gegen
Rinder- xxnd Kalbsinsulin vorhanden. Nach der Injektion des
Insulin-Handelspraparates traten deutliche Titererhohungen
nur bei rein-kristallisiertem Kalbs- und Rinderinsulin auf.
Durch den Reiz des plotzlichen Antigenuberschusses vom An-
tigen-Antikorperkomplex abdissoziiert, waren diese Antikor-
per nachweisbar. Auf die theoretischen Ueberlegungen uber
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eine Antigen-Antikorperkinematik {Berson & Yalow) wurde
bereits eingegangen; und dass

2. mit Besserung der Stoffwechselsituation, die ohne Aen-
derungen im Kostregime oder in der Insulindosierung eintrat,
auch ein Intensitatsrijckgang der Agglutinationsphanomene zu
beobachten war. Jedoch waren auch bei kurzfristigen Kontrol-
len keine komplementbindenden Antikorper zu erfassen.

Hier sei nur kurz auf die an sich selbstverstandliche Tat-
sache hingewiesen, dass es sich beim Insulin vom Rind und
vom Kalb um das Pankreashormon der gleichen Tierspecies
,,Rind" handelt. Ist die Genauigkeit unserer Methodik bin-
dend, dann muss der Grad der Hamolysehemmung bzw. der
Hamagglutination oder der negative Ausfall beider Reaktio-
nen unter Verwendung der beiden Insulinpraparationen paral-
lel gehen. Aus diesen Griinden haben wir die Untersuchungen
mit Kalbs- und Rinderinsulin sehr oft gleichzeitig ablaufen
lassen.

Ueberblickt man das gesamte Krankengut, das wir serolo-
gisch untersuchen konnten, so teilt es sich bezuglich der Ergeb-
nisse folgendermassen auf.

A. Gesamtzahl der untersuchten Diabetiker: 107, davon sind
I. Mit Insulin eingestellt

. • I. Altersdiabetes 48
positive serologische Reaktionen 11
Manner 3
Frauen 8
negative serologische Reaktionen 37
Manner 9
Frauen 28

2. Jugendlicher Diabetes 15
positive serologische Reaktionen 6
mannliche Jugendliche i
weibliche Jugendliche 5
negative serologische Reaktionen 9
mannliche Jugendliche 2
weibliche Jugendliche 7

3. Diabetes, nicht zu i. u. 2. gehorend 16
positive oder fraglich positive Reaktionen 2
negative serologische Reaktionen 14
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II. Ohne Insulin eingestellt
4. Diabetes aller Altersklassen 21

fraglich positive serologische Reaktionen 2
negative serologische Reaktionen 19

III. Mit peroralen Antidiabetica eingestellt 7
fraglich positive serologische Reaktionen i
negative serologische Reaktionen 6

B. Gesamtzahl der untersuchten gesunden Kontrollperso-
nen und diabetesfreien Leichtkranken 33

fraglich positive serologische Reaktionen 2
negative serologische Reaktionen 31

Es wurde schon mehrfach betont, dass ein positiver Insulin-
antikorper-Nachweis nur im Rahmen des klinischen Erschei-
nungsbildes der vorliegeiiden diabetischen Stof fwechselstorung
in seiner pathogenen Bedeutung zu beurteilen ist. In diesem
Sinne ist auch die bereits mehrfach zitierte Arbeit von Scheif-
farth, Frenger & Moeckel zu werten.

Diese serologische Studie, durchgefuhrt bei 83 insulineinge-
stellten Zuckerkranken ohne und 27 mit chronischen Begleit-
krankheiten mit Eiweissverschiebung im Sinne einer chroni-
schen Entzundung, hat ergeben, dass es mehrere Faktoren
gibt, die zu einer Fehlbeurteilung der sehr empfindlichen Ham-
agglutination fuhren konnen. Es wird allerdings in der Arbeit
nicht darauf hingewiesen, wann und in welchen Zeitabstanden
nach der Insulin-Injektion Blut fiir die serologischen Unter-
suchungen abgenommen wurde.

In unserem Untersuchungsgut ist das Zahlenverhaltnis insu-
linrefraktdrer bzw. hochinsulinierter Diabetesfdlle zum posi-
tiven bzw. negativen Antikorpernachweis folgendes:

1. Altersdiabetes. Von den 11 Diabetikern mit voruberge-
hend oder langer positiven serologischen Reaktionen waren
5 Frauen und i Mann mit passagerem insulinresistenten Ver-
halten.

2. Jugendlicher Diabetes. Von den 6 Diabetikern mit posi-
tivem Nachweis hamagglutinierender und bzw. oder komple-
mentbindender Antikorper (vorubergehend oder langere Zeit)



45

war ein Madchen mit ausgepragter passagerer Insulinresi-
stenz.

Die restlichen 5 Diabetiker benotigten zur Kompensation
ihres Stoffwechsels wohl hohe InsuHnmengen, Ietztere konnten
jedoch uber Monate hinaus konstant gehalten werden.

3. TIERVERSUCHE

Es wurden bisher zahlreiche Versuche bei der Ratte, beim
Meersehweinchen und beim Kaninchen unternommen, auf dem
Wege der Sensibilisierung Insulinresistenz zu erzeugen. Die
Versuche, durch Verwendung von handelsiiblichem oder rein-
kristallisiertem Insulin eine Immunitat beim Kleintier hervor-
zurufen, sind haufig an der zur Immunisierung relativ schwa-
chen Antigenitat des Insulins gescheitert. Bernstein, Kirsner &
Turner konnten bei sensibilisierten Meersehweinchen lediglich
anaphylaktische Reaktionen erzeugen. Nach einer 24tagigen
Sensibilisierung mit einem Fremdinsulin liess sich ein echter
anaphylaktischer Schock bei Reinjektion sowohl des gleichen
Tierinsulins, das zur Sensibilisierung verwandt wurde, als auch
eines anderen Insulinpraparates auslosen.

Durch Einfiihrung der Adjuvantien in die Immunbiologie {Freund)
war es moglich geworden, relativ schwache Antigene zur Antikorper-
produktion anzuregen. Ueber den Mechanismus dieser Steigerung der
antigenen Potenz bestebt nocb keine Klarbeit. Nacb Freund verzogert
Paraffinbl, eine der Komponenten des Adjuvans, die Antigenresorption
und wirkt positiv cbemotaktiscb auf mononukleare Zellen, die die Anti-
korperbildung bekanntlich begunstigen. Die Mycobakterien, die zweite
Komponente dieses Resorptionsverzogerers, erzeugen desgleichen eine
zellulare Reaktion; andere Autoren {Raffel, Arnaud, DukesS<, Huang)
sind der Ansicht, dass gewisse Lipide der Mykobakterien sich mit dem
Antigen verbinden und Reaktionen vom ,,Tuberk:ulintyp", eine ,,de-
layed reaction", bervorrufen.

Die Adjuvans-Tecbnik bat sicb u. a. bei der Bildungsforderung von
Dipbtberie-Antitoxin im Meerscbweincben und Kanincben {Ramon,
Lemetayer & Richou) bewahrt und wurde von Lowell & Franklin zur
Erzeugung einer Insulinresistenz im Kanincben verwandt. Aucb mit
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Pferdeserum als synergistiscb wirkendem Antigen {Swift & Schultz)
und mit dem parasympatbiscben Pilokarpin {Beldk, Sachy & Csere-
sznyes) Iasst sich die antigene Fnhigkeit des Insulins beben.

Auch wir haben versucht, Insulin-Antikorper bei Meer-
sehweinchen und Kaninchen durch regelmassige subkutane und
intraperitoneale Injektion von rekristallisiertem und glukagon-
freiem Insulin zu erzeugen, um erstere mit der Boyden-Tech-
nik und mit der abgestuften Komplementbindungsreaktion
nachzuweisen. Da jedoch auch der Konvulsionstest an der
Maus ebenso wie die serologischen Untersuchungen negativ
ausfielen, wurden diese Sensibilisierungsversuche mit reinem
Insulin ohne Zusatz einer Verzogerungssubstanz nicht mehr
weiterverfolgt.

Wir sind dann zur Adjuvanstechnik ubergegangen. Wir stellten die
gelblicb-milcbige Emulsion des Adjuvans aus Rinderinsulin mit 0,5 %
Pbenolzusatz, Emulgatoren und bitzeabgetoteten, getrockneten und
zerriebenen Mycobakterien ber; als Emulgatoren zur Herstellung einer
Wasser- in Oel-Emulsion verwandten wir Falba^ oder Arlacel A^ eine
Monooleat-Mannit-Verbindung; ausserdem wird Paraffin- oder Erd-
nussol fur die olige Pbase der Emulsion zugegeben. 5 mg abgetotete
Mycobakterien werden zunacbst in fliissiges Paraffin eingeriibrt. Dann
werden 4,0 ml Rinderinsulinlosung tropfenweise in 2,0 ml Emulgator
mit einem elektriscben Riibrgerat oder durcb mebrmaliges Aufzieben
und Miscben in der Spritze eingebracbt. Anscbliessend werden 4,0 ml
Paraffin mit den bereits vorber eingemiscbten Mycobakterien dazuge-
geben. Es entstebt eine weisse, dicke, olige Fliissigkeit, die reaktionslos
bei intramuskularer Injektion mit dicker Kaniile vertragen wird.

Durchfiihrung der Sensibilisierung. Viermal 0,5 ml ^ 8 E Insulin
im Abstand von einer Wocbe, in der 5. Wocbe 1,0 ml = 16 E. Vor,
wabrend und am Ende der Sensibilisierungsperiode wurde der Insulin-
toleranztest mit 0,1 E/kg Korpergewicbt durcbgefiibrt. Die Injektion
der dem Gewicbt des Versucbstiers entsprecbenden Insulinmenge er-
folgte in die Obrrandvene. Alle Kanincben wurden im gleicben Modus

' Pfaltz & Bauer, Inc., New York, N. Y.
^ O. Nordwald, Laboratorium fiir Fermente und Organsubstanzen, Hamburg-

Altona.
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sensibilisiert, der Blutzucker wurde 15, 30, 45, 60 und 120 min. nacb
der Insulin-Injektion bestimmt. Lowell & Franklin erzeugten mit die-
ser Insulin-Adjuvansmiscbung eine Resistenz beim Kanincben gegen-
uber der bypoglykamiscben Insulin-Injektion.

Es wurden 24 Kanincben und 30 Meerscbweincben mit mebrfacb
rekristallisiertem Rinderinsulin nacb der Freund'schtn Adjuvanstecb-
tecbnik sensibilisiert und am Ende der Sensibilisierungsperiode wurde
der Antikorpertiter bestimmt. Das Blut wurde durcb Punktion ent-
weder der gestauten Obr- oder aus der Carotisvene entnommen. Vor,
wabrend und nacb der Sensibilisierung wurde der Insulintoleranztest
durcbgefubrt.

Auszug aus einem t^ersuchsprotokoll: Kaninchen 24 (mannlich, Gewicht
3010 g) und 25 (mannlich, Gewicht 3250 g) wurden viermal in 8tagigen Ab-
standen mit einer Rinderinsulin-Adjuvansmischung (Arlacel A) gespritzt; Ein-
zeldosis 8 E. Die 5. Injektion erfolgte in doppelter Dosis am Ende der 5. Woche.
Die auf Tabelle i angegebenen Blutzuckerwerte nach Insulin zeigen bei beiden
Tieren ein Absinken derselben, und zwar unabhangig von der Sensibilisierungs-
phase. Im Gegensatz zu Lowell & Franklin, die hohere Einzeldosen bei grosseren
Abstanden zwischen den Injektionen verabreichten, konnten wir bei diesen Tie-
ren 24. und 25 keine Resistenz gegenuber der hypoglykamisierenden Wirkung des
injizierten Insulins erzeugen. Dagegen war ein positiver Nachweis hamaggluti-
nierender Antikorper gegen Rinderinsulin (das sensibiiisierende Antigen),
Schweine- und Kalbs-Insulin vier Tage nach der letzten sensibilisierenden In-
jektion moglich. Die Titerergebnisse bei Versuchsansatz mit Kalbsinsulin ent-
sprechen den Befunden mit dem Rinder-Pankreashormon.

TABELLE i
Insulintoleranztest beim Kaninchen im Verlauf der Sensibilisierungsperiode.

Tier Nr. 24. Tier Nr. 25

5.12.57 21.12.57 5.1.58 5.12.57 21.12.57 5.1.58

vor wahrend nach vor wahrend nach

Sensibilisierung Sensibilisierung

NW 194 96 113 98 118 115

Insulin 0,3 E i.v. Insulin 0,32 E i.v.

15 min. 100 93 99 93 92 88
30 „ 80 66 75 76 88 72
45 ., 80 76 53 71 77 61
60 „ 72 63 65 63 59 59

120 ,, 102 89 95 89 102 109
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Bei den Tieren 24 und 25 wurde in der Adjuvansmiscbung Arlacel A
verwandt, wabrend Falba den Adjuvansmiscbungen fur die Sensibili-
sierung der Tiere 3 und 4 zugegeben wurde; Tier 5 war das unbeban-
delte Kontrolltier. Es bat eine ,,gekreuzte Sensibilisierung" stattgefun-
den, d.b. der positive Nacbweis bamagglutinierender Antikorper konnte
nicbt nur mit dem sensibilisierenden Antigen, hier Rinderinsulin, son-
dern aucb mit einem cbemiscb verwandten Antigen (in diesem Falle
Scbweine-Insulin) gefubrt werden. An sicb ist die Tatsacbe einer ge-
kreuzten Sensibilisierung gegeniiber verschiedenen Tierinsulinen be-
reits bekannt. Lewis konnte anband des anapbylaktiscben Schultz-Dale-
Versucbes am jungfraulicben Uterus des mit Scbweine- bzw. Rinder-
insulin sensibilisierten Tieres ebenfalls gekreuzte Reaktionen zwiscben
diesen beiden Insulinen beobacbten. Nacb Westphal, der in seinem Vor-
trag ,,Die Struktur der Antigene und das Wesen der immunologiscben
Spezifitat" aniasslicb der 100. Versammlung der Gesellscbaft Deut-
scber Naturforscber und Aerzte (Wiesbaden 1958) aucb auf die sero-
logiscben Kreuzreaktionen einging, verbinden sicb Antikorper mit alien
denjenigen kunstlicben Antigenen, die die gleicbe determinante Gruppe
besitzen. Nacb den Versucben von Lowell und unseren tierexperimen-
tellen Ergebnissen waren demnacb bier diese determinanten Gruppen
nicbt innerbalb der Disulfidbrucken gelegen.

Wir baben, analog zu den serologiscben Untersuebungen bei den
Diabetikern, 9 Tage nacb der letzten Adjuvans-Insulin-Miscbinjektion,
d.b. 5 Tage nacb Blutabnabme fur die ersten serologiscben Reaktionen
0,2 E intravenos gegeben. Nacb Wasserman, Broh-Kahn & Mirsky ist
die Zeitspanne des 9.-12. Tages nacb der letzten Injektion die optimale
Zeit fiir den Nacbweis von Insulin-Antikorpern. 10, 15 und 20 min.
nacb der ,,provozierenden" Insulin-Injektion wurden nocbmals Boyden-
Tests mit Rinder- und Scbweine-Insulin durcbgefubrt. Die Titererho-
hungen von Rinderinsulin-Antikorpern sprecben dafur, dass die abso-
lute Menge von Antikorpern gegenuber Rinderinsulin grosser ist als
gegenuber Scbweineinsulin.

Vergleicbt man die serologiscben Untersucbungsergebnisse mit den
Blutzuckerwerten beim Insulintoleranztest, wie er fur die Tiere 24 a
und 25 a in Tabelle 2 dargestellt ist, dann bat man den Eindruck, dass
sicb bier eine Resistenz gegenuber dem Rinderinsulin als Antigen ent-
wickelt bat.
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TABELLE 2
Beeinflussung des Insulintoleranztestes durch die Sensibitisierung.

NW

15 min.

30 ,,
60 „

120 ,,

180 „

Tier Nr. 24. a
vor nach

Sensibilisierung

167 103

0,3 E Rinderii;isulin i.v.

150 100

146 96
119 102

103 131

96 134

Tier Nr. 25 a
vor

Sesnibil:

174

nach

isierung

112

0,2 E Rinderinsulin i.v

1 5 0

I 2 g

116

1 1 2

106

105

119

96

Die Sensibilisierungsversucbe mit dem Adjuvans-Insulingemiscb wa-
ren bei Verwendung von Meerscbweincben als Versucbstiere nicbt in
gleicbem Masse erfolgreicb. Es Iiessen sicb wobl gelegentlicb Hamag-
glutinationspbanomene mit dem Insulinantikorper-baltigen Serum und
dem Insulinantigen erzeugen, die Befunde waren jedocb nicbt konstant
und nicbt immer reproduzierbar.

4 Acta Allergologica, XVI, i






