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Mit der von Timm (1) inaugurierten Sulfidsilbermethode lassen sich die mit
Schwefelwasserstoff fallbaren Metalle histochemisch nachweisen. Es gelingt
damit nicht nur die histologische Darstellung der kiinstlich dem Organismus
zugefiithrten, sondern auch der normalerweise in manchen Geweben deponierten
Metalle. Die vorliegenden Untersuchungen wurden durchgefithrt, um einen
Uberblick iiber die Verteilung der Metalle im menschlichen und tierischen Pankreas
unter normalen und krankhaften Bedingungen sowie nach einigen Metallver-
giftungen zu gewinnen. Dabei wurde besonders auf das in den Langerhansschen
Inseln vorkommende Zink und sein Verhalten beim diabetischen und nicht-
diabetischen Menschen und Tier geachtet und versucht, dessen Aufgabe néher
zu ergriinden.

I. Die Sulfidsilbermethode

In Weiterfiilhrung Liesegangscher (1,2, 3) Versuche konnte RoBERTSs (1, 2, 3)
zeigen, dafl man Gold nach Injektion von Goldthiosulfat durch eine sog. physi-
kalische Entwicklung im histologischen Schnitt sichtbar machen kann. Dies ist
nach Trvm (1) auf das hierbei im Gewebe entstehende Goldsulfid zuriickzufiithren.
Nicht nur Goldsulfid, sondern auch andere Metallsulfide einschlieBlich Arsensulfid
sind mit der physikalischen Entwicklung histochemisch nachzuweisen [Timm (2),
Vorar (1)]. Hierzu bedient man sich nach Timm (2) des folgenden Verfahrens
(Sulfidsilbermethode).

a) Die Fixierung. Das Gewebe wird in schwefelwasserstoffgesattigtem, 70 %igem Alkohol
fixiert. (Es diirfen grundsétzlich nur analysenreine Substanzen verwendet werden, und es ist
peinlichste Sauberkeit beziiglich der Glasgerate usw. einzuhalten.) Hierbei dringt der Schwe-
felwasserstoff (gelost und in dissoziierter Form) sehr schnell in das Gewebe ein, und es kommt
zu einer Sulfidfillung aller Metalle. Es ist anzunehmen, daB dieser Vorgang bereits abge-
schlossen ist, bevor die bei der Fixierung auftretenden Diffusionsstrome eingesetzt haben.
Die Sulfidfallung bedingt eine mengenméafige VergroBerung der Metallpartikel, die offenbar
an Ort und Stelle in den Gewebsmaschen verankert werden.

Die Organstiicke diirfen nicht allzu groB sein, um ein gleichmiBiges Durchtranken mit
dem Schwefelwasserstoff zu erzielen.

Mitunter beobachtet man an Schnitten von Priparaten, die linger als etwa 12 Std in
dieser Losung belassen worden waren, nach der physikalischen Entwicklung eine diffuse
Schwirzung der Schnittrander. Dies ist vermutlich auf die Anwesenheit von elementarem
Schwefel zuriickzufithren, der sich manchmal — wahrscheinlich durch die Wirkung der im
Gewebe noch wirksamen reduzierenden Fermente — in der Fixierungslosung bildet. Man
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sieht in solchen Fillen nadelférmige Schwefelkristalle in der Alkohollésung, die sich auch an
der Oberflache der Gewebsstiicke ablagern. Dies wird besonders auch durch die Einwirkung
von Licht, besonders Sonnenlicht, begiinstigt. Die Fixierung geschieht deshalb zweckmiBig
im Dunkeln.

Das Material wird hiernach in der iiblichen Weise in Paraffin eingebettet. In der Alkohol-
reihe darf Carbolxylol nicht verwendet werden.

b) Die physikalische Entwicklung. Die entparaffinierten Schnitte werden einer physi-
kalischen Entwicklung unterzogen. Es handelt sich dabei um einen technischen Vorgang, der
besonders in der photographischen Praxis seine Anwendung findet (Verstiarkung von Platten).
Hierzu iibergieBt man die in Schalen ausgebreiteten, auf Deckglisern ohne Anwendung von
Klebmitteln aufgezogenen histologischen Schnitte mit einer Entwicklerlosung, die aus Gummi
arabicum (Schutzkolloid), Silbernitrat, Hydrochinon (Reduktionsmittel) und eventuell auBer-
dem noch etwas Citronensiure oder Borsdure besteht. Man beobachtet nach einiger Zeit,
d. h. bevor eine ‘Allgemeinschwiirzung der gesamten Entwicklerlosung eingesetzt hat, eine
Anlagerung von schwarzem, elementarem Silber in der Umgebung der Metallsulfidpartikel
im histologischen Schnitt.

Die Metallsulfide wirken in gleicher Weise wie die Belichtungskeime in photographischen
Schichten, d. h., sie beschleunigen in ihrer Umgebung katalytisch den Reduktions-Oxydations-
vorgang zwischen den Silberionen und dem Reduktionsmittel Hydrochinon. Dabei ist es
tiir das Zustandekommen dieses Effektes erforderlich, dafl die Reaktion kiinstlich verlangsamt
wird. Das wird durch das Gummiarabicum und die Citronenséure oder Borsaure bewirkt.
Man kann statt des Silbernitrats aber auch Silbersalzkomplexe (Natriumsulfit und Silber-
nitrat) anwenden, wie dies z. B. im Entwickler nach Lipro-CraMER der Fall ist und von
QuEeripo fiir histochemische Zwecke benutzt wurde.

Die Verlangsamung des Prozesses ist fiir die Ziichtung groBer Silberpartikel in der Um-
gebung der Metallsulfide von grofiter Bedeutung. Hier liegt aber auch die groBte Variations-
moglichkeit und Schwierigkeit bei der technischen Handhabung des Verfahrens, weil die hier-
fitr verwendeten Gummiarabicum-Sorten unterschiedliche Qualitdt aufweisen konnen. Als
ungeeignet hat sich bisher in jedem Falle pulverisiertes Gummiarabicum erwiesen. Am
besten 16st man moglichst groBe Stiicke. In fritheren Versifentlichungen wurde eine 20 %ige
Gummiarabicum-Losung empfohlen, die auch von Tmm (2) beibehalten worden ist, der
allerdings jetzt seinem Entwickler eine wesentlich gréBere Citronensduremenge zugibt, als
dies frither geschah. Der Entwickler nach Tmim (2) arbeitet verhaltnismifBig rasch. Es wird
aber auch sehr bald eine Briunung bzw. Schwirzung der Lisung beobachtet, die eine mikro-
skopische Kontrolle des Entwicklungsvorganges im Schnitt erschwert. Auflerdem ist es
schwierig, diesen moglichst gleichzeitig fiir alle Schnitte abzubrechen.

Nach vielen Versuchen hat sich nun folgender Entwickler den bisher angegebenen {iber-
legen erwiesen:

60ml 40%ige walrige Gummi arabicum-Losung (gut gequollen, d.h. mindestens
14 Tage alt und wéhrend dieser Zeit haufig geriihrt. Gegen Verpilzung werden einige Thymol-
kristalle zugegeben. Die Losung wird bei Zimmertemperatur aufbewahrt).

Vor Gebrauch gibt man hierzu 0,6 ml 10%ige wifBirige Silbernitratlosung und schiittelt
gut durch. Dies wird mit 6 ml folgender, hochstens 24 Std alter Losung versetzt: 0,4 g
Hydrochinon + 0,9 g Citronepséure + 20 ml Aqua bidest.

Die Gesamtlésung wird mindestens 30 sec sehr gut geschiittelt und sofort itber die in
flachen Schalen befindlichen Schnitte gegossen.

Ein Standardrezept fiir die Zusammensetzung des Entwicklers 148t sich jedoch kaum
angeben, sondern man muf} je nach Gummiarabicum-Qualitat variieren.

Die Schalen werden dann mit Glasplatten abgedeckt, um ein Trocknen der Losung an
der Oberfliche zu vermeiden. Wahrend der Entwicklung wird ab und zu vorsichtig ge-
schwenkt. Fiir die Zeitdauner der Versilberung hat das Licht eine erhebliche Bedeutung.
Vor Sonnenlicht muB gewarnt werden. Es hat sich am zweckméBigsten herausgestellt, die
Entwicklung bei kiinstlichem Licht vorzunehmen und eine 60 Watt-Lampe etwa 40 cm iiber
die Schalen zu plazieren. Zu starke Beleuchtung fithrt alsbald eine Schwérzung der Losung
herbei, ohne daB der erwiinschte Versilberungseffekt an den histologischen Schnitten ein-
getreten ist. Die Entwicklung wird durch Abspiilen der Schnitte in flieBendem Wasser dann
beendet, wenn eine Schwirzung der im Gewebe vorhandenen Metallsulfide (mikroskopische
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Kontrolle) herbeigefithrt worden ist. Um den Zeitpunkt besonders bei Vergleichsunter-
suchungen richtig beurteilen zu kénnen, hat es sich als zweckmaBig herausgestellt, stets einen
Kontrollschnitt von einem bestimmten Organstiick mitzufithren.

LaBt man den Entwickler zu lange einwirken, so zeigt sich mit dessen fortschreitender
Schwirzung auch eine Anlagerung von Silberpartikeln an den Strukturen des Schnittes, ohne
daBl man eine Bevorzugung bestimmter Gewebsanteile beobachten: kann.

¢) Identifizierung der Metallsulfide. Durch die Fixierung in Schwefelwasserstoff-Alkohol
kommt es zu einer Sulfidfallung samtlicher Metalle. Die Differenzierung der einzelnen
Metallsulfide trifft nun auf ganz erhebliche und mitunter unerklirliche Schwierigkeiten. So
konnen konzentrierte Sauren und Langen bei der Durchfithrung von Lésungsversuchen am
Gewebe nicht angewandt werden, da es hierbei zu einer Zerstérung der histologischen Struk-
turen kommt. AuBerdem erhilt man vielfach keine vollstéindige Losung der Metallsulfide,
selbst wenn man die verschiedenen Reagentien in entsprechend verdiinnter Form oft tagelang
einwirken 1a8t. Dies ist oft unbegreiflich und beruht vielleicht auf dem Kolloidcharakter
des histologischen Materials.

Es wurde hierzu frither vorgeschlagen [Vorat (1), STEeNER und Frscurr], durch Zusatz
von Reagentien zur Fixierungslosung die Bedingungen fiir die Fillung der einzelnen Metall-
sulfide zu verdndern, StecNER und FiscHER haben hierfiir unlingst ein ausfithrliches Schema
gegeben. Dieses Vorgehen birgt aber eine erhebliche Gefahr in sich: Es kann zu Umlage-
rungen der einzelnen Metalle im Gewebe kommen, wahrscheinlich bevor die Schwefelwasser-
stoff-Fallung eingesetzt hat. Dies lafit sich gut am Pankreas z. B. des Hamsters
demonstrieren: Fixiert man das Gewebe in ameisensaurem schwefelwasserstoffgesittigtem
Alkohol, so zeigtsich nach erfolgter Versilberung, wie die das Zink markierenden Silbergranula
in Klumpen angeordnet sind. Dies entspricht durchaus nicht den wirklichen Verhiltnissen:
das Zink ist gleichméBig iiber das Zellplasma verteilt. Ob dieser Effekt darauf zuriickzufithren
ist, daf} durch die Saure eine Verlagerung des Zinks vor der Fallung mit Schwefelwasserstoff
eintritt, oder ob durch die Saureeinwirkung Strukturverinderungen am Gewebe herbeigefiihrt
werden, die eine Verlagerung der Zinksulfidpartikel zur Folge haben, mag dahingestellt
bleiben.

Das Vorgehen SteanERs und FIscHERs stellt zweifellos eine gute Hilfe bei der Differen-
zierung der Metallsulfide dar, wenn man nur die chemische Seite betrachtet. s kann aber
zu histologischen Fehldeutungen Anlafl geben, besonders wenn man berticksichtigt, daB es
durch Verlagerungen der im Gewebe diffus verteilten, geringsten Metallmengen auch zu
lokalen Konzentrierungen kommen kann, die nunmehr bei der nachfolgenden physikalischen
Entwicklung sichtbar werden. Besser scheint dann doch zu sein, wenn man sich mehr auf
Ergebnisse an solchem Material verlift, das in gewshnlichem, annihernd neutralem schwefel-
wasserstoffgesittigtem Alkohol fixiert wurde. Mit einiger Geduld kann man auch unter
Verwendung der von SreeNER und FiscHER aufgefithrten Reagentien manchmal zn einiger-
mafen brauchbaren Resultaten kommen, wenn man Liosungsversuche an dem gefillten
Material durchfihrt.

Fir die Identifizierung der verschiedenen Metallsulfide verwendet man die in der analy-
tischen Chemie gebriduchlichen Reagentien: Salzsiure, Essigsiure, Ammoniaklésung sowie
Ammonium und Cyanid.

Die Identifizierungsmoglichkeit der Metallsulfide im histologischen Material ist jedoch
bislang begrenzt, so daf weitere Moglichkeiten gefunden werden miissen. Nach Tmm (3)
kann man z. B, Eisensulfid mit Penanthrolin 16sen.

Mit Dithizon wurde in eigenen Versuchen bislang keine vollstindige Entfernung der
Metallsulfide erzielt.

Fehlerquellen. DaB bei der Anwendung der Sulfidsilbermethode eventuell reduzierende
Substanzen (z.B. durch Sprengung von Schwefel-Briicken) im histologischen Schnitt stéren,
kann schon deshalb ausgeschlossen werden, weil man durch Variation des pr die Fillung
bestimmter Metallsulfide begiinstigen oder verhindern kann, oder aber man kann, wie geschil-
dert, vor der Versilberung einen Teil der bereits gefallten Metallsulfide zur Lisung bringen,
wie dies ebtwa den Prinzipien der analytischen Chemie entspricht. Wiirden nur reduzierende
Substanzen vorliegen, diirfte man kaum ein analoges Verhalten erwarten konnen. Wasser-
und alkohollssliche reduzierende Substanzen (z. B. Vitamin C) werden schon bei den Mani-
pulationen zur Herstellung der Schnitte entfernt.
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Argyrophile oder argentaffine Substanzen sind in dem Entwicklersystem nicht wirksam
[Vorar (5)].

Wie in fritheren Mitteilungen beschrieben [Voiar (1)], kann es im Gewebe zum Auftreten
von chemisch bisher nicht niher identifizierten Substanzen kommen, die sich auch ohne eine
Fixierung in Schwefelwasserstoff-Alkohol mit einer physikalischen Entwicklung nachweisen
lassen. Diese Substanzen konnen also auch dann mit der Versilberung sichtbargemacht
werden, wenn das Gewebe nur in Alkohol fixiert wurde. Sie fanden sich in den Nieren bei
verschiedenen Nephroseformen in der Lunge, in abgestoBenen Alveolarepithelien, aber auch
in tuberkulésen Herden. Das Auftreten solcher Stoffe ist selten, trotzdem erscheint es erfor-
derlich, in jedem Falle bei Untersuchungen mit der Sulfidsitbermethode auch eine Kontroll-
untersuchung an alkoholfixiertem Material vorzunehmen.

Weitere Methoden

Da man im Pankreas in erster Linie mit dem normalen Auftreten von histochemisch
nachweisbarem Zink zu rechnen hat, wurde auch mit der Magnesiumdithizonatmethode
[Trvwr (2)] untersucht; dabei wird das Zink als ein roter Niederschlag dargestellt, der sich
auf Grund des Farbtones z. B. von dem Kobalt (dunkelviolett) oder Blei (braun) unterscheiden
laBt. Nickel ergibt mit dem Reagens einen braunvioletten Niederschlag.

Das Verfahren ist der Dithizonmethode nach MONARY nach eigenen Beobachtungen. des-
halb iiberlegen, weil es sich besonders gut am Paraffinschnitt anwenden 148+, auch wenn das
Material in Schwefelwasserstoff-Alkohol fixiert wurde.

Fiir die Herstellung der Magnesiumdithizonatlosung hat sich folgendes Vorgehen bewahrt:

In etwa 20 ml Aqua bidest. schwemmt man eine gute Messerspitze Magnesiumoxyd auf
und gibt hierzu eine Messerspitze Dithizon (als Substanz). Die Losung wird 2 Std bei Zimmer-
temperatur im Dunkeln und moglichst unter Luftabschlufl stehengelassen, weder geschiittelt
noch gerithrt, um jede Oxydation zu vermeiden. Nach Filtrierung ist die Losung ge-
brauchsfertig.

Entparaffinierte Schnitte, moglichst von Material, das in Schwefelwasserstoff-Alkohol
oder aber in Alkohol fixiert wurde, legt man fiir 30 min in diese Losung ein und montiert
nach kurzem Abspiilen in Aqua dest. in Gummiarabicum-Glycerinlosung. Die Priparate
werden im Dunkeln aufbewahrt und sind einige Tage haltbar.

Dithizonmethoden sind nicht so empfindlich wie das Sulfidsilberverfahren und geben nicht
so klare histologische Bilder. Das ist auch schon von SerFerT anerkannt worden. Trotzdem
sind die damit zu erzielenden Ergebnisse eine wertvolle Ergidnzung zu den mit der Sulfid-
silbermethode erhaltenen Resultaten.

I1. Das Sulfidsilberbild des menschlichen Pankreas

1. Das Pankreas des Embryos

Zur Untersuchung gelangten Feten mit einer Scheitel-Sohlenlinge von 8, 12,
14,5, 15, 15,5, 19, 22, 25, 29, 29,5, 32, 39, 44 cm und von reifen gesunden Neu-
geborenen. Teilergebnisse dieser Untersuchungen sind bereits frither mitgeteilt
worden [VoraT (8)]. Diese wurden nunmehr durch das weitere Material ergénzt.

Bereits bei dem jingsten der untersuchten Feten (8 cm) 146t sich im Cyto-
plasma der zwischen den Epithelien der primitiven Driisenschliuche einge-
sprengten Inselzellen das Vorhandensein dichter schwarzer Granula nachweisen.
Auch die ersten primitiven Inselzellkomplexe haben ein schwarz granuliertes
Plasma. Die Untersuchung mit der Magnesiumdithizonatmethode zeigt eine
deutliche Rotfirbung. Loésungsversuche vor der physikalischen Entwicklung
(8. 207) deuten darauf hin, daB die dem Versilberungseffekt zugrunde liegende
Substanz Zink ist.

Die gleichen Verhiltnisse liegen beim 12 em langen Feten vor. Beim Embryo
mit einer Linge von etwa 15 cm kommt es nun plotzlich zum Auftreten von 2 ver- .
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schiedenen Inselzelltypen: solchen, die bei schwacher Vergrélerung schwarz, und
solchen, die braun aussehen. Bei starker VergroBerung zeigt sich dann, dal in
den sog. schwarzen Zellen, dicht gepackt, schwarze Granula vorhanden sind,
wihrend in den sog. braunen Zellen die Granula feiner verteilt sind. Die zwischen
das Acinusepithel eingesprengten Inselzellen enthalten stets die dichten schwarzen
Granula, wihrend die schon als Langerhanssche Inseln ansprechbaren Zellgruppen
aus sog. schwarzen und braunen Zellen bestehen. Die schwarzen Zellen befinden
sich mehr an der Peripherie der Inseln, wihrend die braunen Zellen im Zentrum
der Inseln gelegen sind. KEs treten auch kleine Gruppen von nur sog. braunen
Inselzellen auf. Magnesiumdithizonat farbt die schwarzen Zellen rot, wihrend die
braunen Zellen nur eine bedeutend schwéchere, eben erkennbar Rosafirbung
erkennen lassen.

Diese beiden Zellarten, d. h. sog. braune und schwarze, lassen sich auch in der
Folgezeit beim Embryo unterscheiden. Die sog. schwarzen Zellen liegen mehr an
der Peripherie der Inseln, wihrend die zentral gelegenen Inselzellen die feinere
Granulierung aufweisen. Man sieht aber auBerdem bei Feten zwischen 20 und
30 em Korperlinge das Auftreten von Inseln, die aus 2 durch Bindegewebe und
BlutgetaBe voneinander getrennten Anteilen bestehen, wobei die eine Halfte nur
sog. braune und die andere Hilfte nur schwarze Inselzellen enthilt. Es treten
auch Inseln auf, die nur aus braunen Zellen bestehen. Eingesprengte schwarze
Inselzellen zwischen den Epithelien der Driisenendstiicke sind héunfig, zwischen
denen der Gange relativ selten.

Mit zunehmendem Wachstum des Feten verschwindet dann der Unterschied
zwischen den sog. braunen und schwarzen Zellen allm&hlich, d.h., die Granu-
lierung in den braunen Zellen wird dichter, und beim reifen Neugeborenen ist es
schon schwierig, einen sicheren Unterschied im Schwirzungsgrad der einzelnen
Ingselzellen festzustellen.

2. Das Pankreas des gesunden Erwachsenen

Kindliches Material steht bislang leider nicht in geniigendem Umfang zur
Vertfiigung, so daB hier nur die an Erwachsenendriisen gefundenen Verhiltnisse
dargelegt werden kénnen. KEs handelt sich dabei um gerichtliches Obduktionsgut.

Inselzelle. (In Langerhansschen Inseln, eingesprengten Inselzellen in den
Driisenendstiicken und den Ausfihrungsgéingen.)

Das Bild unterscheidet sich nicht wesentlich von dem, was beim reifen Neu-
geborenen geschildert wurde. Man sieht, daB sdmtliche in den Langerhansschen
Inseln vorkommenden Zellen schwarze Granula in ihrem Zellplasma aufweisen.
Das Cytoplasma mancher Inselzellen ist so dicht von schwarzen Granula aus-
gefillt, daB bei schwacher Vergroferung der Eindruck einer vollstindigen
Schwirzung dieser Zellen hervorgerufen wird. Diese Zellen machen den groBten
Anteil der Inseln aus. Daneben gibt es aber dann noch Inselzellen, in deren
Cytoplasma die Granula etwas weniger dicht nebeneinanderliegen. Das einzelne
Granulum erscheint bei starker Vergroflerung vielleicht auch etwas kleiner als
in den sog. schwarzen Zellen. Bei schwacher Vergroflerung gewinnt man den
Eindruck, als ob solche Zellen braun tingiert wiren. Es ist jedoch auBerordent-
lich schwierig, diese beiden Zellarten voneinander zu unterscheiden oder gar das
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Mengenverhdltnis zu berechnen. Die ,,schwarzen Zellen haben ein kappen-
formiges Plasma. Treibt man die physikalische Entwicklung zu weit, d. h., 146t
man den Entwickler zu lange einwirken, verschwindet der Unterschied voll-
kommen. Alle Inselzellen sind dann vollsténdig schwarz. Es muB besonders
betont werden, dall simtliche Granula auf das Plasma der Inselzellen konzentriert
sind, die Kerne sind frei.

Mit der Magnesiumdithizonatmethode 146t sich eine Rotfirbung der Langer-
hansschen Inseln herbeifithren.

Beim Vorgehen nach SteeNER und Fiscuer (Zufugung der Chemikalien zum Fixierungs-
gemisch) zeigt sich ein dem Zink analoges chemisches Verhalten (SeirerT).

Hiernach kann also davon ausgegangen werden, dall man mit der Sulfid-
silbermethode in den Langerhansschen Inseln das Zink erfafit, wie dies auch von
Tivmm und NETH betont worden ist.

Auch wenn die Faulnis bereits fortgeschritten ist, d. h. wenn also Kernfiarbungen usw.
nicht mehr moglich sind, lassen sich die Langerhansschen Inseln mit der Sulfidsilbermethode
noch gut sichtbar machen. Bei mittlerem Faulnisgrad sieht man manchmal eine Schwirzung
der Inselkerne. Dies beruht vermutlich darauf, daff es vor der Fixierung mit Schwefelwasser-
stoff zu einem Umsatz der Nucleinsdure mit dem in der Umgebung vorhandenen Zink

gekommen war. Dies hat damit zu einer postmortalen Anreicherung von Zink im Bereiche
der Zellkerne gefiihtt.

Mit der Sulfidsilbermethode darstellbare, zwischen den Epithelien der Driisen-
endstiicke eingesprengte Inselzellen treten nicht oft auf, und Inselzellen im
Epithel der normal aussehenden Ausfihrungsginge sind selten. Die Entscheidung,
ob es sich bei solchen isolierten Inselzellen um solche mit einer groben oder einer
feineren schwarzen Granulierung handelt, ist nicht méglich.

Die normal gestalteten [nseln bestehen entweder nur aus sog. schwarzen Zellen,
oder aber man kann das Vorhandensein beider Zellarten, d. h. grober (schwarzer)
und feiner granulierter (brauner) erkennen, wobei die schwarzen Inselzellen meist
an Capillaren angrenzen.

Driisenendstiicke und Ausfihrungsginge. Mit der Sulfidsilbermethode 148t sich
in den Acinuszellen und Epithelien der Ausfiihrungsgéinge normalerweise keine
Schwirzung nachweisen.

Dies mag etwas merkwiirdig erscheinen, da man ja das Vorhandensein von Zink [in der
Carbanhydrase; Kernin und Maxx (1, 2)] auch in diesen Epithelien annehmen mufl. Das
Zink 148t sich jedoch dann erfassen, wenn man die Dithizonreaktion am Spodogramm durch-
fithrt. Dabei wird natiirlich durch Zusammensintern der in diesen Zellen vorhandenen Zink-
mengen eine gewisse Verlagerung herbeigefithrt und das in der Zelle vermutlich diffus ver-
teilte Zink konzentriert. Mit Hilfe dieser Untersuchung 148t sich keine Auskunft dariiber
geben, in welchem Zellanteil (Kern oder Plasma) sich das Zink in den Acinusepithelien vor-
findet.

Das Zink ist also offenbar in den Acinuszellen so fein verteilt, daB es sich dem histo-
chemischen Nachweis mit der Sulfidsilbermethode entzieht.

Allerdings beobachtet man manchmal auch beim gesunden Menschen in den
Lumina und den nach dem Lumen zu gelegenen Anteilen der Epithelien der
Driisenendstiicke und in den Ausfithrungsgingen das Vorhandensein schwarzer
Granula. Tn solchen Fillen sind nicht etwa alle Acini betroffen, sondern meistens
nur kleinere Abschnitte.

Bindegewebe. Mit, der Sulfidsilbermethode 18t sich im Bindegewebe niemals
das Auftreten von Metallen feststellen.
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Gefifwandung. Die Gefdlwandung erweist sich beim gesunden Menschen frei
von Substanzen, die sich mit der Sulfidsilbermethode nachweisen lassen.

Physikalische Entwicklung alkoholfizierten Gewebes. Alle vorliegenden Falle, aber auch
Operationsmaterial wurden in dieser Weise untersucht. Es zeigt sich dabei, daB man an
ganz frischem Material keinen Versilberungseffekt erzielen kann. Sobald jedoch postmortale
Veriinderungen einsetzen, 148t sich eine granulierte Versilberung der Tnselzellen herbeifiihren.
Diese ist jedoch meist nicht so stark ausgeprigt wie an solchem Material, das in Schwefel-
wasserstoffalkohol fixiert wurde.

Wenn also am alkoholfixierten Pankreas der oben beschriebene Versilberungseffekt ein-
tritt, so ist hierfiir moglicherwiise eine postmortale Bildung von Zinksulfid verantwort-
lich. Diese kann auf der autochthonen Bildung von Schwefelwasserstoff aus schwefel-
haltigen Eiweifverbindungen beruhen. Der Bildungsmechanismus ist von SprcaT eingehend
geschildert worden.

3. Das Pankreas des nichidiabetischen Kranken und des Diabetikers

Zur Untersuchung gelangte das Obduktionsmaterial von 73 Personen, die in
der Klinik an Erkrankungen verstorben waren, bei denen also eine griindliche
klinische Untersuchung vorausgegangen war. HEs handelt sich um Bauchspeichel-
driisen von 36 Nichtdiabetikern und 37 Diabetikern. Wegen der lickenhaften
oder iiberhaupt fehlenden anammestischen Daten, besonders hinsichtlich einer
eventuell bestehenden Zuckerkrankheit, konnte das gerichtliche Sektionsgut fiir
diese Untersuchungen nicht herangezogen werden.

a) Die Langerhansschen Inseln. Anzahl und Gestalt der Inseln. Die Sulfid-
silbermethode gestattet eine hervorragende farberische Heraushebung der Insel-
zellen gegeniiber dem tbrigen Gewebe der Bauchspeicheldriise, das mit Kern-
echtrot oder Paracarmin angefirbt wurde. Damit ist es leicht, die Gestalt und
die Menge der Inseln nidher zu beurteilen.

Isolierte Inselzellen kénnen normalerweise einzeln oder in kleinen Gruppen im
Verband der Epithelien der Ausfithrungsginge, auch zwischen den eventuell mehr-
schichtigen Epithelien besonders cystischer Bildungen der Génge, aber auch
zwischen den Epithelien der Drusenendstiicke auftreten. AuBerdem findet man
einzelnliegende Inselzellen in fibrésen Bezirken und im Bindegewebe zwischen
den Acini. Sie entgehen leicht der Untersuchung, wenn man nicht Spezial-
farbungen wie die Sulfidsilbermethode anwendet.

Recht haufig treten kleinere Inselzellhaufen auf, die aus wenigen Zellen bestehen
und zwischen denen man nur selten einmal eine versorgende Capillare sehen kann.
Sie finden sich manchmal in direktem Anschluf an isolierte Inselzellen im Epithel
von Gingen, die oft cystisch erweitert sind und meist in sklerotischen Bezirken
liegen. Zwischen den Géngen und jenen Zellhaufen vermifit man eine bindegewebige
Zwischenschicht. Die Inselzellen umhiillen auch manchmal als ein diinner Mantel
den gesamten Gang. Solche Inselzellhaufen beobachtet man aber auBerdem sehr
haufig in bindegewebigen (sklerotischen) Bezirken okne Verbindung mit Géngen
oder Driisenendstiicken.

Eine weitere Inselform sind sdulen- oder bandartige Inselzellkomplexe, die
meist aus einer Zellreihe, manchmal aber auch aus 2—3 bestehen. In ihnen
erkennt man selten oder nur mit Mithe Capillaren. Diese Bildungen finden sich
vorzugsweise in bindegewebigen (sklerotischen) Bezirken, aber auch manchmal
zwischen den acinésen Pankreasanteilen und dann nur vor einer zarten binde-
gewebigen Iille umgeben. Nicht in einem einzigen Falle konnte ein sicherer

21*
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direkter rdumlicher Zusammenhang mit den Epithelien der Ausfihrungsginge
oder einzelnen Inselzellen im Verband der Epithelien der Driisenendstiicke be-
obachtet werden.

Eine weitere Form einer gestaltlichen Abweichung von normalen Langerhans-
schen Ingeln stellen grofere Inselzellkomplexe dar, die nicht rundlich sind, sondern
eine unregelmaBig gestaltete Umgrenzung haben. Es fehlt ihnen vielfach eine
deutlich sichtbare Bindegewebskapsel. Man hat manchmal den Eindruck, als
ob diese Zellkomplexe direkt mit den Zellverbénden der Acini in Verbindung
stehen. Auch vermifit man eine regelmiBige Lagerung um Capillaren herum.
Solche Komplexe sind bedeutend grofer als normal aussehende Inseln.

Die Hyalinmassen bei Inselhyalinose zeigen im Sulfidsilberbild meist eine
diffuse Gelbfirbung sowie mitunter locker eingestreute schwarze, manchmal etwas
klumpige Granula. In fibrosen Inselbezirken kann nie ein positiver Austall der
Reaktion festgestellt werden.

Besonderheiten nach Anwendung der Sulfidsilbermethode. Wihrend bislang beim
normalen, gesunden Erwachsenen und beim reifen Neugeborenen nur 2 schwer
zu trennende Zellarten auf Grund ihrer Darstellung mit der Sulfidsilbermethode
unterschieden werden konnten, ergaben sich bei der Untersuchung des in diesem
Abschnitt besprochenen Materials 2 weitere Moglichkeiten:

1. Inselzellen, deren Plasmaleib nach Anwendung der Sulfidsilbermethode
nur eine diffuse Gelbfdrbung zeigt, ohne daB man Granula auch nach Anwendung
der stirksten im Lichtmikroskop méglichen Vergroferung erkennen kann.

2. Inselzelien, deren Plasma frei von jedem Versilberungseffekt bleibt.

Nach dem Ausfall der Versilberung konnen also die Langerhansschen Inseln
aus 4 verschiedenen ,,Zellarten® (,,schwarze”, , braune”, ,,gelbe‘ und solche ohne
Versilberungseffekt) bestehen. Folgende Kombinationen werden beobachtet:

1. Inseln, die nur aus schwarzen, dicht granulierten Zellen bestehen. Die Einzelgranula
sind verhaltnisméifig groB.

2. Inseln, die aus feiner granulierten braunen und aus schwarzen Zellen zusammen-
gesetzt sind.

3. Eine weitere Inselart besteht nur aus Zellen, deren Plasma eine feinere, wenn auch
dichte Granulierung aufweist (braune Zellen), schwarze Inselzellen werden vermift. Eine
solche Differenzierung kann man nur dann vornehmen, wenn man im Gesichtsfeld zum Ver-
gleich andere sichere schwarze Inseln oder Inselzellen sieht.

4. Inseln, die aus einzelnen schwarzen Zellen und auBerdem nur aus solchen bestehen,
deren Plasmaleib eine zarte Gelbfirbung aufweist, ohne dafl man Granula erkennen kann.

5. Manchmal treten Inseln auf, deren Zellen nur eine Gelbfirbung zeigen, schwarze
Zellen werden vermiBt.

6. SchlieBlich kommt es zum Auftreten von Inseln mit einigen (d. h. je Schnitt 2--3)
schwarzen Inselzellen, wiahrend alle anderen Zellen weder Granula noch eine diffuse Gelb-
farbung erkennen lassen.

7. Die letzte Moglichkeit ist schlieBlich das Auftreten von Inseln, deren Zellen vollig frei
von Versilberungseffekten bleiben.

Nichidiabetische Kranke. Beim Nichtdiabetiker konnte auch in dieser Unter-
suchungsreihe das Auftreten von sog. schwarzen Inseln beobachtet werden sowie
solcher Inseln, die aus feiner granulierten sog. braunen Zellen und meist einer
im Verhdltnis zu den braunen Inselzellen geringeren Anzahl sog. schwarzer
Inselzellen bestehen.

Von dieser Regel gibt es aber Ausnahmen. Hs kann auch beim Nichtdiabetiker

zum Auftreten von Inselzellen kommen, deren Cytoplasma keine oder nur eine
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geringe Anzahl feiner
Granula aufweist. Es
handelt sich dabei um
5 Patienten, die an
fieberhaften, septischen
Erkrankungen verstor-
ben waren (3 Falle mit
Peritonitis, 2 Sepsisfille
mit wunklarer Genese).
Die histochemischen Ver-
dnderungen sind nicht
bei den anderen unter-
suchten Sepsisfillen zu
beobachten.

Diabetiker. Beim Dia-
betiker sind Verdnde-
rungen des Sulfidsilber-
bildes vom Normalen,
d. h. Verminderung des
Granulagehaltes in den
Inselzellen, bedeutend
hiufiger  festzustellen.
Freilich sieht man bel
keinem Falle das ein-
heitliche Auftreten eines
einzigen Inseltypes, wenn
man die gegebene Typen-
einteilung zugrunde legt,
sondern stets beobachtet
man im gleichen Pan-
kreas verschiedene Insel-
bilder. Es ist auffallend,
dafBl das Auftreten dieser
einzelnen Typen mnicht
etwa bezirksweise ge-
schieht, sondern stets
verschiedene Inselformen

nebeneinanderliegen.
Diese Feststellung mag
insofern. wichtig sein, als
damit  ausgeschlossen
werden kann, daf et-
wa eine ungleichméBige
Durchdringung der Or-
ganstiicke mit Schwefel-
wasserstoff oder eine un-
gleichmiBige physikali-
sche Entwicklung diesem
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Abb. la—c. Langerhanssche Inseln. Sulfidsilbermethode, Kern-
echtrot. Die verschiedenen Inseln befinden sich in dem gleichen
Diabetikerpankreas (64jahriger Mann, Diabetes seit 11 Jahren,
keine Insulinbehandlung). a Normal (,,schwarze® Zellen), b und ¢
Inseln mit deutlich vermindertem Metallgehalt (braune wund
schwarze bzw. gelbe und schwarze Zellen). 300 X
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eigentiimlichen Effekt zugrunde liegt. Es wurde versucht, die geringgradigen Ver-
silberungseffekte in manchen Inseln mit eventuellen, morphologischen Verdnde-
rungen an den Zellen zu vergleichen. Dies ist aber wegen des mit der Alkohol-
fixierung verbundenen Schrumpfungserscheinungen an den versilberten Pra-
paraten kaum mdglich.

Das Untersuchungsgut stammt vorzugsweise von Altersdiabetikern, die teil-
weise eine sehr kurze Diabetesanamnese haben. Freilich kann man sich natiirlich
auf solche Auskiinfte nicht allzusehr verlassen, denn nicht gar so selten besteht
eine Zuckerkrankheit lingere Zeit, ohne daB der Patient sich dessen bewuBt

Abb. 2. Granulahaufen in einem groBeren sklerotischen Bezirk eines Pankreas. Sulfidsilbermethode,
Kernechtrot., 400 x

ist. Auch in dem vorliegenden Material ist ein Fall vorhanden, bei dem die sicher
schon linger bestehende Erkrankung erst kurze Zeit vor dem Tode entdeckt
wurde.

b) Bindegewebe. Wie bereits beschrieben, bleibt das Bindegewebe des mensch-
lichen Pankreas nach Anwendung der Sulfidsilbermethode normalerweise frei
von Versilberungseffekten. Es enthilt also keine histochemisch nachweisbaren
Metalle. So ist es besonders auffallend, da8 sich bei einer Reihe von Féllen das
Auftreten von schwarzen Granula im Bindegewebe in der unmittelbaren Um-
gebung von kleineren Inselzellkomplexen und isolierten Einzelzellen zeigt. Diese
Qranuls befinden sich zunichst dicht nebeneinander, nm mit zunehmender Ent-
fernung von den Inselzellen allmahlich zu verschwinden.

¢) Gefiiwandung. Bei einem erheblichen Teil der Diabetiker wurde das Auf-
treten von schwarzen Granula in den Arterienwénden beobachtet. An den gleichen
Stellen 148t sich mit der Magnesiumdithizonatmethode eine deutliche Rotfirbung
erzielen.

Diese mit der Sulfidsilbermethode und der Magnesiumdithizonatmethode in
der GefaBwandung nachweisbare Substanz (wahrscheinlich Zink) befindet sich
recht oft in Gesellschaft mit Calcium, das mit der Naphthalhydroxamsiure-
methode [Voiar (4)] nachgewiesen wurde.
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d) Der exokrine Pankreasanteil. Das Auftreten von Granula in den Lumina
der Drisenendstiicke und der Ausfithrungsginge sowie in dem dem Lumen zu
gelegenen Plasmaanteil der Epithelien der Driisenendstiicke wurde bereits als
ein normales Vorkommen geschildert. Auffallend ist hierbei das abschnittsweise
Betroffensein der Driise.

Dariiber hinaus zeigte sich
nun besonders bei Diabetikern
das Auftreten von Granula im
Epithelplasma, wobei sich
njcht die lumennahe Lagerung
erkennen 148t.

Auffallend ist, dal man manch-
mal kleine rundliche Abschnitte
von  Driisenendstiicken  sehen
kann, deren sidmtliche Epithelien
im Plasma kleine Granulahaufen
crkennen lassen. Man gewinnt
fast den Eindruck, als ob es sich
hierbei um Inseln handeln konne.
Die gleichen Bezirke verhalten sich
auch in der Hamatoxylin-Fosin-
fairbung auffallig: Das Plasma ist
bedeutend heller gefarbt, auf-
gelockert. Es handelt sich dabei
um  pseudoinsulire Zellhaufen
[FErxER (1)].

Losungsversuche haben kein
klares Bild iiber die chemische
Natur dieser dem Versilberungs-
effekt zugrunde liegenden Sub-

st§nz'en geben kénnen. Mit (.1&1“ Abb., 3., Granulahaufen in einem hyalinen Bezirk einer
Dithizonmethode konnte keine Langerhansschen Insel. Sulfidsilbermethode,

Farbung erzielt werden. Letzteres Kernechtrot. 400 x

beweist allerdings nichts, da die

in den Zellen vorhandenen Substanzmengen unter der Nachweisgrenze fir Dithizon liegen
koénnen.

Zellen mit den hier beschriebenen Silbergranula nach Anwendung der Sulfidsilbermethode
haben nichts mit eingesprengten isolierten Inselzellen zu tun, soweit sich dies nach der
Lagerung der Silbergranula beurteilen la3t.

¢) Besonderheiten am Pankreas. Nekrose (Feligewebsnekrose) des Pankreas.
Nekrotische Bezirke im Pankreas lassen sich auferordentlich gut mit der Alcian-
blaumethode sichtbar machen. Es miissen also hier ganz erhebliche Mengen an
sauren Mucopolysacchariden vorliegen, was bisher offenbar nicht bekannt war.
AuBlerdem kann man mit der Naphthalhydroxamatmethode erhebliche Mengen
an Kalk nachweisen.

Mit der Sulfidsilbermethode beobachtet man manchmal in diesen nekrotischen
Bezirken das Auftreten von schwarzen Granulahaufen, die in ihrer Lokalisation
etwa der der Langerhansschen Inseln entsprechen kénnten. Die Granula sind
etwas grob, verklumpt, liegen dicht nebeneinander, und man kann um diesen
Granulakomplex herum schemenhaft Bindegewebe vermuten.

Cystische Pankreasfibrose. Zur Beobachtung kam ein Fall von typischer,
cystischer Pankreasfibrose bei einem 5 Monate alten Kind. Die Inselzellen sind
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teils grobgranuliert schwarz, teils feingranuliert, braun. Es treten auffallend
viele isolierte oder in kleinen Gruppen liegende Inselzellen zwischen den Epithelien
der cystischen Bildungen auf. Die Inselzellgruppen wolben sich z. T. in das
Lumen hinein.

Primiéires Pankreascarcinom. In den Carcinomzellen lassen sich histochemisch
keine Metalle nachweisen. Zwischen den Tumormassen sieht man manchmal
geschwérzte und verzerrte Langerhanssche Inseln. In der Umgebung kleiner
Inselzellgruppen treten schwarze Granulaanhiufungen im Bindegewebe auf.

Insulom?. HaselnuBgroBes Insulom (Operationsmaterial) von einem 48jahrigen
Mann. Die hochgradige Hypoglykdmie verschwand nach der Operation. Histo-
logisch zeigte sich das typische Bild. Mit der Sulfidsilber- und Magnesium-
dithizonatmethode lieBen sich in den Geschwulstzellen keine Metalle nachweisen.

II1. Das Sulfidsilberbild des tierischen Pankreas

1. Das normale Pankreas
Es wurde alles zugingliche Tiermaterial untersucht. Mit der Sulfidsilber-
methode lieBen sich schwarze Oranula in den Inselzellen, den Acinusepithelien
und den Ausfilhrungsgéingen erzeugen, wie sich aus Tabelle 1 ergibt.

Tabelle 1. Befunde an tierischen Bauchspeicheldriisen nach Anwendung
der Sulfidsilbermethode

Langerhanssche Inseln Driisenendstiicke Ausflihrungsginge
Fische . . . . . . ein Teil der Inselzellen — Cytoplasma:
(in Gruppen und Strén- +
gen gelagert) -

Hubhn . . . . . . teils + 4, teils (+) — —

Katze . . . . . . - + Lumen:
(abschnittsweise) +

Bar . . . . . .. S + —

Rotfuchs. . . . . 4+ + —
(abschnittsweise)

Hund . . . . . . - ++ +
(abschnittsweise)

Plerd . . . . . . Periphere Inselzellen: — _—

+ 44 (schwarz);

Zentrale Inselzellen:

+ -+ (braun)
Schwein . . . . . +++ — —
Igel . . . . . .. 4+ + a4
(tiberall)
Rind . . . . . . — (+)
(abschnittsweise)
Wisent. . . . . . —_ + ()
Eleh .. .. .. 3 Tiere: — + (-+)
1 Tier: (+)

1 Herrn Prof. Dr. SaxpsLoM sei fiir die Uberlassung des Materials gedankt.
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Langerhanssche Inseln Driisenendstiicke Ausfiihrungsginge
Schaf . . . . . . — -+ (+)
Reh . . . . . .. ++ + +
Rentier . . . . . ++ + Cytoplgsma s
-t
Ziege . . . . . . | (+) (+)
Maus . . . . . . + 4 — —
Ratte . . . . . . Periphere Inselzellen: — —

+-++ (schwarz);

Zentrale Inselzellen:

~+ -+ (braun)
Goldhamster . . . A4 — —
Meerschwein . . . — - —
[manchmal (+)]
Kaninchen . . . . +++ — —

2. Das Pankreas des Hundes mit Sponlandiabetes
Zur Untersuchung gelangten die Bauchspeicheldriisen von 3 Hunden, bei
denen klinisch ein Diabetes mellitus bestand. Ubereinstimmend lieB sich folgendes
feststellen:
Die Langerhansschen Inseln sind sehr klein, verzerrt und wegen ihrer geringen
Zahl nur schwer zu finden. Die Einzelzellen sind verhiltnisméBig groB, und ihr

L 2

e wmi .a. ? TR e

Abb. 4. Pankreas, Hund, normal. Man beachte auch die vereinzelten Granula im exokrinen Anteil

Cytoplasma ist von gréBeren und kleineren Vacuolen eingenommen. Die Aus-
fithrungsgénge zeigen vielfach cystische Erweiterungen mit reichlich Bindegewebe
in der Umgebung. Ein Teil der Inselzellen enthilt nach Anwendung der Sulfid-
silbermethode keinerlei Granula, in anderen Zellen lassen sich einige wenige Silber-
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kérner entdecken. Einzelne Inselzellen haben einen normalen Granulagehalt des

Cytoplasmas.

Die Epithelien der Ausfithrungsginge sind frei von Granula.

Ge-

schwirzte Einzelzellen lassen sich weder zwischen den Epithelien der Ausfiihrungs-

ginge noch in den Driisenendstiicken beobachten.

Abb. 5a u. b. Pankreas, Hund, Diabetes.
Inselzellen enthélt Metallanhdufungen. b Langerhanssche Insel.

& J»\ \, %” "‘kﬁf“\'b .;;‘_' 'j‘

Die Zellen sind frei von Metallanhdufungen

zeigte sich folgendes:

Schwefelwasserstoffalkohol fixiert worden ist.
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a Nur ein Teil der

Die GefaBwandungen sind
frei von Silbergranula.
Calcium konnte nirgends
nachgewiesen werden.

1V. Experimentelle
Untersuchungen

1. Versuche zur Entfernung
des Inselzinks

Allopxan. Das Verhalten
des Zinks in den Langerhans-
schen Inseln nach Injektion
von Alloxan hat Dbereits
frither mehrfach das Interesse
von Untersuchern gefunden.
So konnten besonders
Maskg, WOLFF, STAMPFL
und BaumcarRTEN mit Hilfe
der von OXAMOTO ange-
gebenen Methode des histo-
chemischen Zinknachweises
durch Injektion von ge-
pufferter Dithizonlésung ein
Verschwinden dieses Metalls
alsbald nach der Dithizon-
injektion nachweisen. In einer
fritheren Mitteilung wurde
gezeigt [Voiar (2)], daB im
Gegensatz zu den Befunden
von Mask® et al. ein Ver-
schwinden des Zinks beim
alloxandiabetischen Tier
nicht vorliegt. In Erginzung
zu den fritheren Untersu-
chungen mit der Sulfidsilber-
methode wurde mnunmehr
am Pankreas der Alloxan-
tiere {Kaninchen) auch noch
die  Magnesiumdithizonat-
reaktion durchgefiihrt. Dabei

Fixiert man das Material mit Alkohol, so erhalt man in den Inseln
keine sichere Rotfirbung. Diese tritt jedoch auf, wenn man Material behandelt, das in

Nach Veraschung der Schnitte und Be-

handlung mit Magnesiumdithizonat beobachtet man in der Gegend der Langerhansschen
Inseln rote Konglomerate. Auch im Bereich der Acini sieht man eine zarte Rotfarbung.
Cortison. 7 Kaninchen: bis zu 60 Tagen Cortal (Gesamtmenge bis zu 2732 mg) und
Testosteron (bis zu 366 mg). Blutzuckerwerte bis zu 0,37 g-% ; 2 Kaninchen: 24 bzw. 30 Tage
lang Cortisonacetat (800 bzw. 1450 mg) und Neohombrol (120 bzw. 150 mg). Blutzuckerwerte
bis zu 0,19 g-% (Untersuchungen gemeinsam mit Ising).
BAL. 2 Hamster und 2 Kaninchen: bis zu 16 bzw. bis zu 15 Tagen bis zu 135 mg/100 g
bzw. bis zu 565 mg/g BAL.
Qlucosebelastung. Kaninchen: mit der Magensonde und intravends innerhalb von 7 Std

bis zu 61 g Glucose.
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Hypophysektomie. 5 Ratten: Hypophysektomie 40 bzw. 110 Tage vor der Tétung!.

Hypophysenvorderlappenhormon: 2 Kaninchen: 150 bzw. 240 Tage lang insgesamt 1685
bzw. 4615 RE/kg.

13 Ratten. 40—150 Tage lang insgesamt 520—2775 RE.

Nach BAL-Behandlung, Glucosebelastung, Hypophysektomie und Hypo-
physenvorderlappenhormon-Behandlung konnte keine Veridnderung des Blut-
zuckergehaltes festgestellt werden. Das Sulfidsilberbild zeigte bei keinem der
Versuchstiere, also auch nicht nach Cortisonbehandlung, eine wesentliche Ver-
anderung des Sulfidsilberbildes.

2. Metallvergiftungen

Wie voranstehend geschildert, zeigten sich nach Anwendung der Sulfidsilber-
methode in menschlichen und tierischen Bauchspeicheldriisen recht hiufig in den
Lumina der Driisenendstiicke und der Ausfithrungsgénge, aber auch in den Acinus-
epithelien in der Nihe der Lumina schwarze Granula. Dies wurde als das Bild
eines Ausscheidungsprozesses gedeutet. Um diese Annahme zu erhirten, sind die
Bauchspeicheldriisen von Ratten untersucht worden, die folgende Metallsalz-
losungen intramuskuldr erhalten hatten und danach in Abstinden von 15 min
bis 5 Std getétet wurden (Tabelle 2).

Tabelle 2. Das Verhalten der Driisenendstiicke des Pankreas der Ratte nach Anwendung
der Sulfidsilbermethode bei Metallvergiftungen

Tétung Sublimat Kupfersulfat Arsenik 0,5 ml Urannitrat
nach min 2 mg 6 mg waBrig-gesittigter 4 mg
Lésung
15 grofler Teil der | einzelne Epithelien B ++  (bezirksweise)
Epithelien
30 grofler Teil der | -+ + 4+ + -+ (bezirksweise)
Epithelien
60 ++ +  (bezirksweise) 4+ ++  (bezirksweise)
90 —++ -+ (bezirksweise) 4 + -+  (bezirksweise)
120 + -+ + (bezirksweise) + -+ + - (bezirksweise)
180 +++ + (bezirksweise) 4+ ++ -+ 4  (bezirksweise)
240 +4++ + -+ (bezirksweise) 4+ ++  (bezirksweisc)
300 + 4+ ++ (bezirksweise) 4+ -+ (bezirksweise)
Tétung Zinksulfat Thalliumacetat Cadmiumacetat Bleiacetat
nach min 100 mg 0,5 mg 2,6 mg 20 mg
15 +++ + +
(bezirksweise) (bezirksweise)
30 +++ + ++ +
60 +-++ + +++ T—++
90 +++ + +-++ Sl
120 +++ + ++4 +++
180 +-++ —+ +-+-+ +++
240 ++-+ ++ +++ +++
300 +++ ++ +++ +++

I Herrn Dozent Dr. C. RERUP sei fir die Uberlassung der hypophysektomierten Tiere
gedankt.
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Bei sdmtlichen vergifteten Tiere lieBen sich mit der Sulfidsilbermethode in
den Lumina der Driisenendstiicke und den den Lumina angrenzenden Plasma-
anteilen der Acinusepithelien dichte schwarze Granula erzeugen. Dabei ist die
Granulierung, wie in der Ubersicht markiert, bei den einzelnen Vergiftungen unter-
schiedlich dicht. Awuch sind nicht stets sémtliche Driisenendstiicke gleichmafig
betroffen, sondern es laBt sich bei Vergiftungen mit Quecksilber-, Kupfer-, Uran-
und Thalliumsalzen eine mehr bezirksweise Beteiligung beobachten. Bei den
anderen Intoxikationen sind die Granula gleichméaBig auf alle Driisenendstiicke
verteilt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Metallsalzen konnen darauf
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Abb. 6, Pankreas, Ratte. Cadmiumvergiftung (3 Std), Sulfidsilbermethode, Haématoxylin. 400 x

zuriickzufihren sein, daB jeweils die groBte, nach friheren Erfahrungen bei
Ratten nicht sofort tddlich wirkende Giftmenge gespritzt wurde, was erhebliche
mengenméBige Unterschiede der verwendeten Substanzen bedingte. Hs scheint
also bei kleinerem Metallangebot nur ein Teil der Driisenendstiicke Metalle
aufzunehmen.

In den Lumina der gréBeren Ausfithrungsginge lieflen sich besonders bei
einigen Tieren nach Zink-, Quecksilber- und Kupfersalzvergiftungen meist erheb-
liche Mengen an schwarzen Granula beobachten, wihrend sich bei den anderen
Tieren entweder nur wandstindige Granulaanhiufungen zeigten oder aber die
groBen Lichtungen vollig frei von irgendwelchem Inhalt waren. Es mul daran
gedacht werden, daB} der Inhalt der Ausfilhrungsginge bei den Manipulationen
zur Herstellung der Priparate entfernt worden ist.

Kontrolltiere, die in der letzten Zeit die gleiche Nahrung wie die fiir die
Experimente verwendeten Tiere erhalten hatten, zeigten in dem exokrinen Anteil
der Bauchspeicheldriise keine mit der Sulfidsilbermethode darstellbaren Sub-
stanzemn.
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Akute und chronische Vergiftungen mit verschiedenen Schwermetallsalzen
wurden auch an Hamstern vorgenommen, wobei sich die gleichen Resultate wie
bei Ratten erzielen lieBen.

Es wurden auBerdem Meerschweinchen mit Kobaltsulfat vergiftet. Die Tiere
erhielten 3 Tage lang tdglich 5 bzw. 10 mg Kobaltsulfat und wurden 2 bzw.
3 Tage nach der letzten Injektion getotet. Am exokrinen Drisenanteil wird der
gleiche histochemische Befund erhoben, wie er schon in fritheren Versuchen bei
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Abb. 7. Pankreas, Meerschweinchen, Kobaltsulfatvergiftung. Sulfidsilbermethode. 200 x

Ratten erzielt werden konnte, d. h. Granula in den Lumina der Driisenendstiicke
und Ausfihrungsginge (Vorar, Boa und Worrr). In den Langerhansschen
Inseln, in denen sich beim Meerschweinchen normalerweise nur einige wenige
Kérnchen erzeugen lassen, erzielt man mit der Sulfidsilbermethode eine feine,
dichte, schwarze Granulierung eines Teiles der Inselzellen. Es handelt sich dabei
vorwiegend um solche Zellen, die Capillaren anliegen. AuBerdem sieht man, wie
ein groller Teil der Epithelien der Ausfiihrungsgéinge mit schwarzen Granula
vollgepfropft ist.

V. Diskussion
1. Welche funktionelle Aufgabe hat das Inselzink?

Das Fehlen des histochemisch nachweisbaren Zinks bei einigen Wiederkduern
ist bereits it fritheren Veroffentlichungen hervorgehoben worden [TiMm und NuTH,
Voiet (2, 10)]. Es war vermutet worden [VoiaT (2)], dal} die Wiederkiuer viel-
leicht auf Grund einer anderen Stoffwechselregulierung das moglicherweise fiir eine
Insulinstapelung erforderliche Zink nicht bendtigen. Dies ist nach diesen neuen
Untersuchungsbefunden aber unsicher geworden, da ja bei einigen Wiederkéduern
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ein positiver Befund erhoben und sogar bei einem der 4 untersuchten Elche etwas
Metall in den Inselzellen nachgewiesen werden konnte.

Eine Anhdufung von Zink in den Langerhansschen Inseln ist fir die Insulin-
produkiion offenbar nicht erforderlich. Dies 148t sich aus dem FErgebnis der
Untersuchungen bei den angefithrten Tieren zwanglos ableiten.

Damit ist allerdings noch nicht gesagt, ob dies auch beim Menschen der Fall
ist. Fiir die Beantwortung dieser Frage scheint das hier zur Untersuchung
gekommene Insulom eine besondere Bedeutung zu haben, in dessen Zellen sich
bei der histochemischen Untersuchung keine Metalle nachweisen lieBen. Diese
Geschwulst spielt eine bedeutende Rolle bei der Insulinproduktion, wie sich aus
dem klinischen Bild bei dem Patienten ergibt. Geht man davon aus, daB das
Insulom selbst insulinproduzierend ist — sein hoher Insulingehalt spricht dafiir
(ESKELUND, SEIFERT) —, bedarf es also fir die Insulinproduktion auch beim
Menschen keiner Anhéufungen von Zink in den Inselzellen.

2. Kénnen zinkarme Inselzellen Metalle aufnehmen?

Interessant war nun die Priifung des Verhaltens der zinkarmen bzw. zink-
freien Langerhansschen Inseln z. B. beim Meerschweinchen nach Zufuhr von Zink
bzw. anderen Metallen (Vergiftungen), wobei hier zunéchst nur Kobalt gepriift
wurde. Es zeigte sich [Vorer (9)], dall das Zink in den Langerhansschen Inseln
des Meerschweinchens gestapelt werden kann. Aber auch das Kobalt wandert in
einen Teil der Inselzellen hinein. Dieser Befund verdient insofern eine besondere
Beachtung, da van CampeENHOUT und CorNELIs durch Kobaltchloridinjek-
tionen eine Schidigung der A-Zellen der Langerhansschen Inseln herbeifiihren
konnten, die auch keine Hyperglykéimie zur Folge hatte. (Die A-Zellen werden
als nicht insulinproduzierend angesehen.) Leider 1483t sich keine sichere Auskunft
dariiber geben, ob das Kobalt beim Meerschweinchen in den A-Zellen abgelagert
wird, da eine sichere Differenzierungsfarbung fiir die A- und B-Zellen an den mit
der Sulfidsilbermethode behandelten Praparaten bislang nicht maoglich ist.

Verwiesen sei in diesem Zusammenhang auf frither erhobene Befunde bei
experimentellen Kobaltvergiftungen an der Ratte (Voiar, Boc und WoLF¥),
wobei sich die Anwesenheit von Kobalt in den besonders lokalisierten A-Zellen
auf Grund der vorgenommenen Losungsversuche vermuten lieB.

Nach dem Ergebnis dieser Experimente muf} es also in den Langerhansschen
Inseln des Meerschweinchens eine Substanz geben, die Zink und Kobalt binden
kann.

Auffallenderweise werden unter physiologischen Bedingungen, d.h. ohne
forcierte Metallzufuhr (Vergiftungen), nur ganz geringe Metallmengen deponiert.
Ob das Meerschweinchen eventuell iiber einen besonderen Mechanismus fiir die
rasche Ausscheidung der mit der Nahrung normal zugefilhrten Metalle (speziell
Zink) verfiigt oder ob andere Faktoren hierfirr verantwortlich sind, bedarf weiterer
Untersuchungen. Auch ist bislang nicht geprift worden, ob nach der Zinkver-
giftung eine Verdnderung des Blutzuckergehaltes eintritt.

3. Regressive Verdnderungen des Inselgewebes

Das Auftreten von séulen- oder bandférmigen Formationen, von kleineren
Inselzellanhdufungen und von Einzelzellen auBerhalb der zum insuldren oder
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extrainsuldren Apparat gehdrigen Inselzellen ist nicht pathognomonisch fiir den
Diabetes mellitus. Derartige Bildungen lassen sich sehr héiufig isoliert liegend
in bindegewebigen, sklerotischen Bezirken beobachten, mitunter sind sie auch
von reichlich Fettgewebe umgeben, und manchmal sieht man auch kleine Insel-
zellkomplexe in Verbindung mit Ausfithrungsgéngen. Solche Inselzellanhdufungen
werden vorwiegend als regenerative Verdnderung aufgefalit [WEICHSELBAUM,
Kravs, Ssosorew, Croin (1, 2), SEIFERT u. a.]. Nach Untersuchungen
Farwers (1) sollen sie aus A-Zellen bestehen, die von ihm als nicht insulin-
produzierend. angesehen werden.

Vergleicht man das tierische mit dem menschlichen Pankreas, so fallt grund-
satzlich auf, dall beim Tier offenbar keine sklerotischen oder nekrotischen Ver-
anderungen wie beim Menschen vorkommen; sie werden jedenfalls in dem vor-
liegenden normalen Tiermaterial niemals beobachtet. Auch morphologisch ab-
norme Inselzellanhdufungen kénnen bei Tieren nicht gesehen werden.

Dies spricht dafir, dafl das Auftreten jener besonderen Inselzellkonglomerate
beim Menschen mit sklerotischen Veranderungen parallel geht oder sogar von
diesen bedingt ist. Jene abnormen Inselzellhaufen finden sich aber auch bereits
bei jingeren Menschen. Zu den erwidhnten Inselzellkonglomeraten gehoren aber
auch die band- oder sdulenférmigen Inseln, die SEIFERT besonders als Regenerate
vom Gangapparat her anspricht. In dem hier zur Untersuchung gekommenen
Material konnte niemals ein sicherer direkter Zusammenhang dieser Bildungen mit
den Zellen der Ausfithrungsgéinge beobachtet werden, auch nicht in Serienschnitten.
Achtet man weiterhin auf die in der Nihe befindlichen Génge, so fallt immer
wieder ihre cystische Erweiterung, teilweise vielleicht sogar mit intracanaliculdren
Einstiilpungen, auf. Das Epithel ist teils flach, atrophisch, teils kubisch, teils aber
auch zylindrisch, und mitunter sieht man auch ein mehrschichtiges Epithel.

Vergleicht man diese Bilder mit den Befunden Epzrs nach Verschlufl des Pankreasganges
durch Pankreaskopfcarcinom, so ist die Gleichartigkeit der Morphologie iiberraschend. Auch
hier sind bandartige Inseln sowie kleinere Inselzellkomplexe in bindegewebigen Bezirken zu
beobachten, die nach Eper auf Verformung bereits vorhandener Inseln durch Druck- und
Zugwirkung durch das Bindegewebe zuriickzufiithren sind. Durch Fibrose kann es zu einer
Zerlegung von Inseln durch bandartige Septen kommen, wobei dann auch ein weiterer Insel-
zellschwund einsetzen kann. SchlieBlich hebt auch Epzr in den Beschreibungen seiner
Priparate das Vorliegen von cystischen Erweiterungen der Ausfithrungsginge hervor. Bei
einem Verschlul des Pankreasganges durch einen Tumor kommt es natiirlich zum Auftreten
der beschriebenen morphologischen Verdnderungen in weiten Teilen der Driise, wihrend in
den zur Untersuchung vorliegenden Priparaten stets nur kleine, umschriebene derartige
Bezirke beobachtet werden.

Bei Veranderungen als Folge eines groben sichtbaren Verschlusses des Pan-
kreasganges sowie in kleineren sklerotischen Bezirken findet man im Binde-
gewebe auller vielleicht einigen Lymphocyten, Plasmazellen und versorgenden
Blutgefalen stets nur Génge und Inselgewebe, nicht aber Acinusgewebe. Dies
1Bt darauf schlieBen, dafl die Gdnge und Inselzellen auBerordentlich widerstands-
fahig sind.

Damit ist aber bereits zum Ausdruck gebracht, daBl man bei einer kritischen
Durchsicht der Priparate nicht recht daran glauben kann, daf die Inselzell-
konglomerate in sklerotischen Bezirken tiberwiegend Regenerate darstellen. Dies
ergibt sich besonders, wenn man die mit der Sulfidsilbermethode behandelten
Priaparate betrachtet. Man sieht sehr oft in der unmittelbaren Umgebung von
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kleineren Inselzellhaufen in dem umgebenden Bindegewebe das Auftreten von
Silbergranula, die die Anwesenheit von Zink markieren. Diese Granula verlieren
sich allméhlich mit zunehmender Entfernung von den verbliebenen Inselzellen.
Wie schon frither betont, wurden nicht ein einziges Mal in dem umgebenden
Bindegewebe normalgestalteter Langerhansscher Inseln Granula beobachtet.

Das Vorhandensein von Zink in der unmittelbaren Umgebung von solchen
kleinen Inselzellverbinden deutet recht sicher darauf hin, daB es sich hierbei um
das ,,chemische Uberbleibsel*“ zugrunde gegangener Inselzellen handelt. Damit
wéren also die beschriebenen Inselzellverbénde in bindegewebigen Bezirken in
erster Linie als Reste zugrunde gehender Inseln anzusehen.

Das Auftreten von solchen Granulaanhiufungen konnte auch in nekrotischen
Bezirken festgestellt werden und kann ebenfalls als ein chemischer Rest von
zugrunde gegangenen Inseln gedeutet werden.

Das Sulfidsilberbild zeigt in den hyalinen Bezirken meist eine schwache, diffuse
Gelbfirbung und manchmal das Auftreten von Granula. Dies ist bei der Fibrose
der Inseln nicht der Fall, d. h., die Bindegewebsfasern zeigen keinen Versilberungs-
effekt. Das Metall im Hyalin diirfte aus Inselzellen stammen. Geht man davon
aus, so spricht dies fiir einen Ersatz untergegangenen Inselgewebes durch Hyalin,
Das Zink kann hier also ebenfalls als ein chemisches Uberbleibsel von Inselzellen
angesehen werden, in dhnlicher Weise wie in der Umgebung von Inselfragmenten
der sklerotischen Bezirke. Die Hyalinbildung geht hiernach mit einer Inselzell-
zerstorung einher und diirfte somit eine schwerere Form der Inselschiddigung sein
als die Inselfibrose. Auch MoscrHoowiTZ glaubt bei der Hyalinose an eine Zer-
storung der Inselzellen, die von den Capillarwinden ausgeht (vgl. auch WARREN
und Lr Compre). Vielfach ist die Inselfibrose ein Vorldufer der Hyalinose
(WaIcHSELBAUM und MoOSCHCOWITZ).

4. Progressive Verdnderungen des Inselgewebes

Insulires Gangorgan. Fur die Inselregeneration wird dem insuldren Gangorgan
(Inselzellen in Géngen und Acini) [FEYRTER (1, 2)] eine besondere Bedeutung
beigemessen. Die Befunde an den mit der Sulfidsilbermethode behandelten Prapa-
raten tierischer Bauchspeicheldriisen zeigen bei den verschiedenen Species eine
recht unterschiedliche Ausbildung des extrainsuliren Anteils des Inselorgans. Bei
den bereits genannten Tieren ohne histochemisch nachweisbares Zink kann man
die extrainsulir gelegenen Inselzellen natiirlich mit dexr Sulfidsilbermethode nicht
darstellen.

Auftallend viele derartige Zellen haben Katze und Pferd, wihrend z. B. Hund,
Schwein, Igel und Rentier einen nur wenig ausgebildeten extrainsuliren Insel-
apparat aufweisen [Vorgr (10)]. Katze und Pferd sind in dem untersuchten
Material auch die einzigen Tiere, bei denen in der unmittelbaren Umgebung der
Ausfithrungsginge kleine Inselzellhaufen gefunden werden. Bei Fischen gibt es
keinen extrainsuliren Inselapparat.

Als beweisend fiir das Vorliegen von Regenerationsprozessen im menschlichen
Pankreas werden besonders kleine Inselzellkomplexe an der AuBenseite von
Géngen angesehen, die von eingesprengten Inselzellen im Gangepithel (insuldres
Gangorgan) ihren Ausgang nehmen sollen. Diese Inselzellkonglomerate sind meist
klein, umhiillen manchmal als ein diinner Mantel den gesamten Gang, oder sie
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liegen nur an eirer Seite. Mitunter sieht man sie auch zwischen mehrschichtigen
Epithelien cystisch erweiterter Ginge.

Is ist in solchen Féllen natiirlich stets schwierig, eine sichere Entscheidung
dariiber zu treffen, ob es sich um Neubildungen oder den Rest zugrunde gegangener
Inseln handelt. Und wenn man das Bild einer cystischen Pankreasfibrose sieht,
wird man skeptisch, ob es iiberhaupt eine solche Regeneration gibt: Bei dieser
BErkrankung beherrschen Inselzellkomplexe das Bild, die man auf Grund ihrer
Lagerung sicher als Regenerate deuten wiirde. Sollte es bei einem solchen
destruierenden Vorgang, wie bei der cystischen Pankreasfibrose, wirklich zu einer
Neubildung von Inselgewebe in gréflerem Umfang kommen ?

Acino-insuldre Transformation. Das Auftreten von acino-insuliren Trans-
formationen ist von SerrERT kiirzlich wieder bejaht, von FErNER (2) dagegen
abgelehnt worden. Sichere Anhaltspunkte fiir das Existieren solcher Umbil-
dungen haben auch in den vorliegenden Préparaten nicht gewonnen werden
kénnen. Wohl aber sieht man manchmal bei groflen Inselzellkomplexen ein
direktes Angrenzen von Inselgewebe an Acinusepithel. Ob es sich dabei um eine
echte Transformation handelt, eine Absprossung von in das Acinusepithel ein-
gesprengten Inselzellen oder eine bereits primir in dieser Weise vorliegende
Lagerung der verschiedenen Zellanteile, kann nicht entschieden werden. Auf-
fallend ist jedenfalls, daB eine trennende Bindegewebslage fehlt; doch hat
gerade dies 6fter im Blickpunkt der Erorterungen gestanden (WarrEN und
Lr ComPpTE).

Eine besondere Erwahnung miissen in diesem Zusammenhang auch die ,,pseudoinguliren
Zellhaufen* finden. Diese werden von FERNER (1) als Gruppen von Driisenendstiicken an-

gesehen, wobei die Inselform allein nicht ausreichend sei, den endokrinen Charakter dieser
Bildungen anzunehmen.

Mit der Sulfidsilbermethode lassen sich in diesen Zellen im Gegensatz zu den Epithelien
der Driisenendstiicke schwarze Granula in einer besonderen Lagerung darstellen. Doch kann
man auch daraus keinen Schluf} ziehen, welchem Pankreasanteil diese Bildungen zuzuordnen
sind.

5. Das Sulfidsilberbild der Langerhansschen Inseln beim Diabetes mellitus

Jugendlicher Diabetes. Wie im pathologisch-anatomischen Sektionsgut tiblich,
kamen vorwiegend Fille von Altersdiabetes zur Untersuchung und nur 7 Fille
kénnen zum jugendlichen Diabetes gerechnet werden (Altersgrenze: 30 Jahre).
Darunter befindet sich 1 Fall, bei dem die Krankheit erst im 31. Lebensjahr ent-
deckt wurde, jedoch vermutlich schon langere Zeit bestanden hatte.

Unter diesen Fallen fanden sich 2 bei denen kein histochemischer Unterschied
im Zinkgehalt der Inseln beobachtet werden konnte. Beide Félle wurden klinisch
eigentiimlicherweise als mit Insulin schwer einstellbar bezeichnet, was bel den
anderen 5 Fillen nach klinischen Angaben nicht vorlag. Bei letzteren sind die
histochemischen Unterschiede gegeniiber der Norm deutlich.

Altersdiabeles. Zum Altersdiabetes konnen 30 Fille gerechnet werden.
Darunter zeigten sich 3 ohne eine Verminderung des Zinkgehaltes der Inselzellen.
Bei 18 Féllen war die histochemisch nachgewiesene Verdnderung deutlich. Bei
weiteren 9 Fallen sind sie gering, so daB man vielleicht daran zweifeln kann,
ob wirklich eine Verminderung des Zinkgehaltes vorliegt.

Virchows Arch. path. Anat., Bd, 332 29
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Letzteresergibt sich ausfolgendem: Die mikroskopisch sichere Differenzierung der eingangs
dargestellten (S. 297) verschiedenen Inselformen ist mitunter schwieriger, als dies den An-
schein haben mag. Dies gilt besonders fiir solche Inseln, die aus ,braunen mit einigen
schwarzen® und ,,gelben mit einigen schwarzen* Zellen bestehend registriert wurden. Es
wurde vielfach kontrolliert, ob auch wirklich keine Granula in den gelben Inselzellen zu
sehen sind, d.h. ob die dem Farbeffekt sicherlich zugrunde liegenden feinsten Einzel-
korner sich in ihrer GroBSe unterhalb des optischen Auflosungsvermodgens des Mikroskops
befinden. Diese Schwierigkeit muB man bei der endgiiltigen Beurteilung mit beriicksichtigen.

Dauer der Zuckerkrankheit und Verminderung des Inselzinks. Ein Zusammen-
hang zwischen der Dauer der Erkrankung und der Zinkverminderung laBt sich
nicht nachweisen: Auf der einen Seite brauchen langjihrige Patienten (z. B.
78jéhriger Mann mit Diabetes seit 28 Jahren) keine Verminderung des Inselzinks
zu haben, wenngleich dies auch méglich sein kann (59jibriger Mann mit Diabetes
seit 15 Jahren). Auf der anderen Seite konnen auch nur kurze Zeit kranke
Diabetiker einen normalen Zinkgehalt des Inselapparates zeigen (81jahriger
Mann, Diabetes seit 1 Jahr), oder das Zink kann vermindert sein (33jdhriger,
Diabetes angeblich nur seit 1!/, Jahren). Es ist jedoch schwierig, sichere ana-
mnestische Angaben iiber die Dauer der Erkrankung zu erhalten.

Nicht insulinbehandelter Diabetes. Im handelsiiblichen Insulin befindet sich
stets Zink, das zur Kristallisation des Insulins benutzt wird. Wie bereits geschil-
dert, wandert das Zink nach dem Ergebnis der Versuche am Meerschweinchen
in die Langerhansschen Inseln, in denen normalerweise bei diesem Tier nur
geringste Metallmengen enthalten sind.

Danach kann es moglich sein, dafl auch das mit dem Insulin beim Menschen
injizierte Zink eventuell in den Inselzellen wiedergefunden wird und damit das
histochemische Bild verdndert.

In der Untersuchungsreihe stehen 9 Diabetesfille zur Verfiigung, bei denen
keine Insulinbehandlung vorgenommen worden ist. Bei 5 dieser Fille waren die
histochemischen Verénderungen sehr gering, bei 4 Féllen stark ausgeprégt.

Koma. Bei 3 Patienten erfolgte der Tod im diabetischen bzw. Insulin-Koma.
Besonderheiten des Sulfidsilberbildes gegeniiber dem bei anderen Diabetesfillen
lieBen sich nicht feststellen.

Spontandiabetes beim Hund. Vergleicht man die Ergebnisse beim Menschen
mit denen ara Pankreas des spontandiabetischen Hundes, so zeigt sich eine
auffallende Ubereinstimmung. Ja, beim Tier sicht man sogar noch deutlicher
eine Verminderung des histochemisch nachweisbaren Zinks. AuBer einer geringeren
Anzahl zinkhaltiger ist der groBte Teil der Inselzellen frei von histochemisch
faBbaren Metallen. Dies geht mit ausgeprigten morphologischen Verdnderungen
parallel. Die Langerhansschen Inseln sind klein, atrophisch und verzerrt. Die
Inselzellen zeigen das klassische Bild einer hydropischen Degeneration (WEICHSEL-
BAUM), was schon von HiArRE hervorgehoben worden ist. Diese Form der mor-
phologischen Inselzellverinderung wird nach TorEsoN und THEODOSSTIOU durch
eine Glykogenspeicherung in den B-Zellen bewirkt.

Das Fehlen des Zinks a8t sich jedoch nicht nur in hydropischen Inselzellen
beobachten, sondern auch in gestaltlich normalen Zellen.

Auffallend ist auch beim diabetischen Hund wie bei allen untersuchten Tieren
das Fehlen von sklerotischen Verénderungen an den Arterien. Inselzellhaufen
besonders in der Umgebung von Géngen (insulires Gangorgan) vermifit man
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beim normalen und diabetischen Hund. Es wurde bereits darauf hingewiesen,
daB der Hund sehr wenige dem extrainsuldren Apparat zuzurechnende Insel-
zellen in den Ausfithrungsgingen und den Acini besitzt.

Beim spontandiabetischen Hund fallen die fast cystischen Erweiterungen an
den Géngen auf. Lazarus und BeExcosME konnten dhnliches am Pankreas des
cortisondiabetischen Kaninchens beobachten und vermuten, dall die Verdnderung
in diesem Falle entweder durch eine Obstruktion des Gangapparates oder durch
eine direkte Einwirkung des Cortisons auf das Gangepithel hervorgerufen werde.

Sulfidsilberbild der Inseln und Diabetesdiagnostik. Uberblickt man die Unter-
suchungsergebnisse am Pankreas des diabetischen Menschen und beim Hund in
ihrer Gesamtheit, so ist die Verénderung des histochemischen Bildes gegeniiber
dem normalen deutlich. Das Ergebnis erweitert die bereits frither an einem
kleineren Material erhobenen Befunde [Vorar (3)], die SErFERT durch Unter-
suchungen mit der Dithizonmethode nach McNary bestéatigen konnte.

Die Verminderung des histochemisch nachweisbaren Inselzinks ist, statistisch
gesehen, als Verdnderung beim Diabetes mellitus auffallend — damit ist aber bei
der Untersuchung des Einzelfalles nicht gedient, da es sich nicht um ein konstantes
Phénomen der Zuckerkrankheit handelt.

Sonach kann man die Sulfidsilbermethode zur Reihe der Verfahren rechnen,
von denen man sich leider vergeblich eine sichere Hilfe bei der Diagnostik des
Diabetes mellitus erhofft hatte, wie z. B. die Methoden zur Differenzierung der
A- und B-Zellen (CrETTZFELD und THEODOSSIOU).

Beurteilt man den Wert eines Untersuchungsverfahrens nach diesem Gesichts-
punkt, so sinkt er fir die Sulfidsilbermethode noch mehr ab, nachdem jetzt der
Nachweis gebracht werden konnte, daf auch beim nichtdiabetischen Kranken
cin Schwund des Inselzinks vorliegen kann, in dem untersuchten Material bei
5 Sepsisfallen.

Verminderung des Inselzinks — Diabetesursache? Der Spontandiabetes und
der experimentelle Diabetes des Tieres unterscheiden sich insofern voneinander,
als das Zink bel letzterem nicht aus den Inselzellen verschwindet, wie dies ur-
springlich auf Grund von Untersuchungsergebnissen mit der Dithizoninjektions-
methode beim Alloxandiabetes angenommen worden war (WoLrr, MAsKE u. a.).
Auch beim Cortisondiabetes konnte keine Verdnderung des Zinkgehaltes der
Inseln festgestellt werden. Das gleiche gilt nach Glucosebelastung (vgl. WoLrF,
RinerEBR und Amaxnw), BAL-Behandlung, Hypophysektomie und Behandlung
mit Hypophysenvorderlappenhormon, bei denen sémtlich kein Diabetes folgte.

Nimmt man an, daBl dem Diabetes eine mangelnde Insulinproduktion zugrunde
liegt, so kann beim tierischen Alloxan- und Cortisondiabetes kein Zinkmangel fiir
die Auslosung der Erkrankung — d. h. fir die Insulinunterproduktion — ver-
antwortlich sein. Auch beim menschlichen Spontandiabetes ist das unwahr-
scheinlich, da ja die Insulinproduktion auch ohne Anwesenheit von Zink von-
statten gehen kann, wie sich aus der Untersuchung des Insuloms ergab (sofern
dieser Tumor selbst insulinproduzierend ist und nicht etwa nur die Insulin-
produktion stimuliert). Dies alles spricht dafiir, dal der nachgewiesene Zink-
mangel in den Inselzellen des Diabetikers lediglich sekundér im Rahmen einer
chemischen Verdnderung auftritt, die vielleicht (auch) an der fiir die Inselfunktion
wichtigeren Bindesubstanz fiir das Zink ansetzt.

Virchows Arch. path.”Anat., Bd. 332 22a
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Erkennt man einen Zinkmangel als den Ausdruck einer Funktionsinderung
der Inselzellen an, so konnte also der Nachweis erbracht werden, da dies auch
bei septischen Erkrankungen auftreten kann.

Das Sulfidsilberbild der Arterienwandung. Bei der Untersuchung der Arterien
im Pankreas zeigte sich bei dem menschlichen, nicht dagegen bei dem tierischen
Material nach Anwendung der Sulfidsilbermethode das Auftreten von schwarzen
Granula, die in der Media gelegen sind. Loésungsversuche (s. S.297) und die
Ergebnisse mit der Magnesiumdithizonatmethode (Rotfarbung) deuten darauf hin,
dall es sich um Zink handelt. Diese Einlagerungen fanden sich ausschlieBlich
im Diabetikerpankreas bei 12 von 37 Féllen. Derartige Einlagerungen wurden
schon frither in Nierenarterien beim Diabetiker beschrieben [Voier (7)], sie
konnten aber auch beim Vorliegen einer Retinopathia diabetica in den Ciliar-
arterien beobachtet werden (Voier, unverdff.). In dem vorliegenden Material
waren die jiingsten Patienten 28 und 29 Jahre (Fall 1 und 2) alt.

Diesen Verdnderungen wird man einen erheblichen Beweiswert fiir die Dia-
betesdiagnostik zuschreiben kénnen. Sie stehen nicht in Zusammenhang mit der
Insulinmedikation, nachdem auch nicht mit Insulin Behandelte betroffen waren.

Gleichzeitig mit diesen Metalleinlagerungen (8 Fille), aber auch unabhingig
davon (11 Fille), kann eine Mediaverkalkung vorhanden sein, wie dies schon frither
an den Nierenarterien bei Diabetikern beobachtet wurde [Voier (4, 6)]. Ins-
gesamt fanden sich also bei 19 von 37 Diabetesfillen derartige Verkalkungen.
Diese sind offenbar nicht altersbedingt. Mediaverkalkungen in den Arterien im
Pankreas sind allerdings nicht fiir den Diabetes mellitus spezifisch, sondern sie
wurden auch bei einem Nichtdiabetiker gefunden.

Diese Befunde sind auffallend, zumal GRUBER in seinem Material niemals
Verkalkungen der Arterien des Pankreas beobachten konnte. Diese beschrie-
benen vermutlichen Zink- und die Kalkeinlagerungen deuten darauf hin, daB es
sich hier um eine besondere Art von Arteriosklerose handelt, da sich bei einer
,.gewohnlichen® Arteriosklerose Blei und nicht Zink in den verkalkten Partien
nachweisen 148t (KraTzson) und weiterhin dabei nicht die feinen Organarterien
wie in Niere und Pankreas betroffen sind. Dies zeigt sich auch bei der Durch-
sicht des vorliegenden Untersuchungsmaterials von Nichtdiabetikern.

Die Metall- und Kalkeinlagerungen sind auch schon in den Arterienwinden
bei Fallen von jugendlichem Diabetes zu sehen, bei denen Moscrcowrrz keine
morphologischen Gefafiverdnderungen feststellen konnte.

Vergleicht man das Auftreten von Inselverdnderungen (Fibrose, Hyalinose)
mit dem von Zink- und Calciumeinlagerungen in der Arterienmedia, so ergibt sich
folgendes Bild:

Sieben von 12 Fillen mit Inselhyalinose zeigen Metalleinlagerungen in der
Arterienmedia, und nur bei einem einzigen Hyalinosefall fehlten Calciumein-
lagerungen in der Media. Bei 3 weiteren Fillen von Inselfibrose konnte eine
Mediaverkalkung festgestellt werden. Bei 6 Nichtdiabetikern mit Inselfibrose
bestand keine Mediaverkalkung.

Auf einen Zusammenhang zwischen den genannten Insel- und GefdBver-
anderungen (Sklerose) hat bereits frither MoscHcowITz hingewiesen, allerdings
konnte er das ausschlieBlich bloB beim Altersdiabetes konstatieren. Unter
52 Fallen fand er nur einen Ausnahmefall mit Hyalinose ohne Arteriosklerose.
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Uber die Ursache der Verkalkung und Metalleinlagerung in der Arterienmedia
im Pankreas 148t sich nichts aussagen. Eine einfache Einwanderung des Zinks
vom Blut her dirfte kaum in Betracht kommen, da der Serum-Zinkgehalt beim
Diabetiker nicht verdndert ist.

6. Das Sulfidsilberbild des exokrinen Pankreasanieiles

Im Pankreas des gesunden und kranken Menschen konnten manchmal in den
Lumina der Gange und Driisenendstiicke, aber auch in dem nach dem Lumen
zu gelegenen Plasmaanteil der Drisenendstiick-Epithelien schwarze Granula be-
obachtet werden. Auf Grund der Lagerung dieser Substanzen ist es naheliegend,
an das Bild eines Ausscheidungsprozesses zu denken. Auffallenderweise sind stets
nur umschriebene Bezirke betroffen und nicht das gesamte Pankreas.

Bei Tieren konnten recht oft &dhnliche Bilder geschen werden. Beim Igel
fanden sich solche Kornchen in sémtlichen Acini. AuBerdem lassen sich manchmal
in den Epithelien der Ausfithrungsginge feine schwarze Granula bei Anwendung
der Sulfidsilbermethode erzeugen, die im Plasma in einer Zone zwischen dem
Kern und der nach dem Lumen zu gerichteten Zellgrenze gelegen sind. Sie finden
sich z. B. bei Fischen oder bei Hunden. Die diesem Effekt zugrunde liegende
Substanz ist unbekannt, ebenfalls die funktionelle Aufgabe.

7. Die Lagerung der Metalle bei experimentellen Melallvergiftungen

Frithere experimentelle Untersuchungen unter Zuhilfenahme der Sulfidsilbermethode
haben bereits gezeigt, da3 das Pankreas wahrscheinlich eine Bedeutung fir die Ausscheidung
von metallischen Giften hat. Dies ist besonders fiir Zink [VoigT (8)], Arsen Kobalt und
Nickel (Vorer, Boc¢ und Worr) auf Grund der mit der Sulfidsilbermethode und der
Magnesiumdithizonatmethode getroffenen Feststellungen vermutet worden.

Um einen Uberblick dariiber zu bekommen, ob auch andere Metallgifte als
die bereits genannten im Pankreas erscheinen und eventuell ausgeschieden werden,
wurden Ratten, aber auch Hamster mit verschiedenen Metallsalzen vergiftet und
das Pankreas unter Anwendung der Sulfidsilbermethode untersucht. Bei der
Ratte lassen sich normalerweise im exokrinen Pankreasanteil histochemisch keine
Metallanhdufungen nachweisen. Nach Vergiftungen mit Quecksilber-, Kupfer-,
Arsen-, Uran-, Zink-, Thallium-, Cadmium- und Bleisalzen fanden sich konstant
in den Lumina der Driisenendstiicke und im Plasma der Acinusepithelien in
Lumennihe schwarze Granula, die nur bei der Kupfer- und Thalliumsalzver-
giftung etwas spérlicher vorhanden waren. Aus der Lagerung der Granula, beson-
ders in den Lumina der Ausfithrungsgénge, kann man wohl schlieBen, da hier
das Augenblicksbild eines Ausscheidungsprozesses in Richtung Darm erfait wird.

Unter Verwendung radioaktiver Isotope ist man bereits frither zu dem gleichen
Resultat beziiglich Zink und Kobalt gekommen (MONTGOMERY, SHELINE und
Cuatkorr; Comar und Davis; Comar, Davis und TAYLOR).

Zusammenfassung

1. Mit der Sulfidsilbermethode lassen sich beim Menschen die Zellen der
Langerhansschen Inseln und des extrainsuldren Imselorganes auf Grund ihres
hohen Zinkgehaltes selektiv darstellen. Bei menschlichen Feten tritt bereits bei
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dem kleinsten der untersuchten Exemplare (8 cm) das Zink in den Inselzellen
in Erscheinung. Bei einer Korperldnge von etwas 15 cm beobachtet man 2 ver-
schiedene Inselzelltypen: solche mit einem grofleren und solche mit einem
geringeren Metallgehalt. Der Unterschied verschwindet mit zunehmender Ent-
wicklung und ist beim reifen, gesunden Neugeborenen nur noch schwer fest-
zustellen.

2. Bei gesunden Erwachsenen sieht man in allen Inselzellen als Zeichen eines
erheblichen Metallgehaltes nach Anwendung der Sulfidsilbermethode eine dichte
schwarze Granulierung.

3. Beim Diabetiker, aber auch bei einigen Sepsisfillen (Nichtdiabetiker) wurde
histochemisch eine Verminderung des Inselzinks nachgewiesen, die jedoch nicht
konstant bei jedem Falle auftritt und in ihrem Schweregrad nicht in Abhingigkeit
zum klinischen KErscheinungsbild der Zuckerkrankheit steht.

4. Bei einem Teil der Diabetiker wurde in der Media der Pankreasarterien eine
Metallanhdufung (wahrscheinlich Zink) beobachtet. Aullerdem konnte sehr
héufig gleichzeitig oder fiir sich allein eine Mediaverkalkung nachgewiesen werden,
die auBer bei Diabetikern auch bei einem Nichtdiabetiker beobachtet werden
konnte. Es besteht hochstwahrscheinlich eine Beziehung zwischen diesen Gefaf-
verdnderungen und der Inselhyalinose.

5. In der Umgebung von Inselfragmenten in bindegewebigen Bezirken lassen
sich héufig mit der Sulfidsilbermethode Granula nachweisen, die als chemischer
Rest von zugrunde gegangenem Inselgewebe gedeutet werden.

6. In einem Insulom (Patient mit Hypoglykdmie) konnte histochemisch kein
Zink nachgewiesen werden.

7. Es wird das Sulfidsilberbild bei einer Reihe von Téeren beschrieben. Bei
Fischen treten 2 verschiedene Inselzellarten auf: Solche mit und solche ohne
Metallanreicherungen. Bei Rind, Wisent, Elch (mit einer Ausnabme unter
4 Exemplaren) und dem Schaf sowie beim Meerschweinchen konnte keine Zink-
anhdufung in den Inselzellen festgestellt werden. Bei Reh, Rentier und Ziege
konnten dagegen Metallanhdufungen in den Inselzellen histochemisch dargestellt
werden.

8. Beim spontandiabetischen Hund ist in den morphologisch hochgradig ver-
dnderten Ingeln nur in geringsten Mengen Zink vorhanden. Die meisten Insel-
zellen sind jedoch frei von Metallen.

9. Mit Alloxan, Cortison, BAL, nack Glucosebelastung, Hypophysektomie und
Behandlung mit Hypophysenvorderlappenhormon konnte in Tierversuchen keine
Verdnderung des Sulfidsilberbildes gegeniiber der Norm erzeugt werden.

10. Die Aufgabe des Inselzinks ist ungeklirt. Es dirfte keine Bedeutung fiir
die Insulinproduktion haben.

11. Ratten, Hamster und Meerschweinchen wurden mit einer Reihe von
Schwermetallsalzen vergiftet. Die Untersuchungen zeigten, dall die Bauchspeichel-
driise wahrscheinlich eine erhebliche Funktion fir die Ausscheidung metallischer
Gifte hat, die durch den Pankreasgang in den Darm hineingelangen. Ein Teil
der sonst von Metallanhdufungen freien Inselzellen des Meerschweinchenpankreas
nahm bei Vergiftungen mit Zink- und Kobaltsalzen Metalle auf.
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Summary

1. The cells of the human islets of Langerhans and the “extra insulin® islet
tissues are selectively demonstrable with the sulfide silver method because
of their high zinc content. Even in the smallest human fetuses studied here
(8 cm), zinc was found in the islet cells. In fetuses of about 15 ecm length, one
encounters two different islet cell types: those with a greater and those with
a lesser zinc content. This difference disappears with increasing development,
and in mature healthy newborns it is difficult to make out.

2. Using this sulfide silver method, one sees as evidence of the considerable
metal content a compact black granulation of all of the islet cells in healthy adults.

3. Both in diabetic and non-diabetic patients (cases of sepsis) a decrease in
the islet cell zinc content was shown histochemically. However, this reduction
was not constant in every case, and its degree of severity was not related to the
clinical manifestations of the diabetes mellitus.

4. In a number of the diabetics a deposition of metal (probably zine) was
observed in the media of the pancreatic artery. Existing either simultaneously
or alone, a medial calcification could also be demonstrated very frequently,
not only in diabetics, but also in one non-diabetic. Undoubtedly there is a
relationship between these vessel changes and the hyalinization of the pancreatic
islets.

5. With the sulfide silver method granules could be demonstrated in the
connective tissue surrounding the remnants of islets. These granules are inter-
preted as the chemical remains of destroyed islet tissue.

6. No zinc could be detected histochemically in an islet-cell adenoma (patient
with hypoglycemia).

7. The findings in several different animals using the silver sulfide technic
are described. In fishes two types of islet cells are seen: those with and those
without metal deposits. In cows, bison, and elk (except in one of four), as well as
in sheep and guinea pigs accumulations of zinc could not be demonstrated in the
islet cells. Contrarily, in deer, reindeer, and in goats metallic deposits could be
show histochemically in the islet cells.

8. In spontaneously developing diabetes in the dog zinc is present only in
the smallest amounts in the morphologically severely altered islets. However,
most of the islet cells are free from metals.

9. In animal experiments with alloxan, cortisone, BAL, and after glucose
loading, after hypophysectomy, and after treatment with anterior pituitary
hormone no changes could be produced in the silver sulfide picture—the normal
being used for comparison.

10. The purpose of the islet zinc remains unclarified. Tt most likely is not
important in the production of insulin.

11. Rats, hamsters, and guinea pigs were poisened with various heavy metal
salts. The studies revealed that the pancreas most probably plays an important
role in the elimination of metallic poisons, these being excreted into the intestine
by way of the pancreatic duct. Some of the otherwise zine-free islet cells in the
guinea pig took up metals both in zine and cobalt salt poisoning.
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