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Histochemische Untersuchungen zur Caleiphylaxie
der Langerhansschen Inseln beim Alloxan-Diabetes

Von
GERHARD SEIFERT *

Mit 4 Textabbildungen
( Eingegangen am 14. Dezember 1964)

Bei der Calciphylaxie nach SELYE treten selektive Gewebsverkalkungen auf,
die auf der verinderten Reaktionsweise der Receptorgewebe nach Einwirkung
zweier Substanzen (,sensitizer” und ,,challanger) innerhalb einer kritischen
Zeitperiode beruhen. Im Pankreas lassen sich experimentell zwei verschiedene
Formen der Verkalkung hervorrufen: die calciphylaktische interstitielle Pankrea-
titis und die Inselcalciphylaxie. In einer fritheren Untersuchung zur Pathologie
der caleiphylaktischen Pankreatitis (SETFERT) wurde auf die Wechselwirkungen
zwischen Calcium-Stoffwechsel und Pankreasfunktion sowie auf die Koinzidenz
von Pankreatitis und Hyperparathyreoidismus mit Hypercalcimie eingegangen.
In der vorliegenden Arbeit sollen histochemische Befunde zur Inselcalciphylaxie
beim Alloxan-Diabetes mitgeteilt werden. Bei dieser Versuchsanordnung fiihrt
Alloxan als auslosende Substanz (,,challanger) dann zu einer selektiven Ver-
kalkung des Inselapparates, wenn die initiale B-Zellschidigung innerhalb einer
bestimmten kritischen Zeitperiode nach vorheriger Sensibilisierung eintritt.

Untersuchungsgut und Methodik

97 minnliche Albino-Ratten einer gewthnlichen Zucht mit einem Kérpergewicht von
100—200 g erhielten eine an Vitaminen, Eiweif und Mineralien reiche Standardkost. Das
Korpergewicht wurde téglich wihrend der Versuchsdauer bestimmt. Die Sektion der Tiere
erfolgte nach Chloroformnarkose. Vom Pankreas wurden unfixierte Kryostatschnitte (Kryo-
stat Duspiva-Dittes) angefertigt und enzymbhistochemisch untersucht. Folgende Ferment-
reaktionen wurden durchgefiihrt: saure Phosphatase (GoMorr; DEANE u. Mitarb.; Substrat
0,1 m Natrium-g-Glycerophosphat), alkalische Phosphatase (PEARSE; Substrat 3%iges
Natrium-§-Glycerophosphat), Succinodehydrogenase (PEARSE; Substrat Natriumsuccinat),
Cholinesterase (GEREBTZOFF; SNELL; Substrat Acetylthiocholinjodid) und Monoaminoxydase
(GLENNER u. Mitarb.; Substrat Tryptaminhydrochlorid). Der Blutzucker wurde enzymatisch
aus dem Herzblut nach der Methode von BarTHELMAI und Czok bestimmtl. AuBerdem
wurden Gewebsstiicke nach Fixation in 10 %igem neutralen Formalin oder Bouinscher Losung
untersucht. Weitere methodische Einzelheiten finden sich bei STrRACK und SEIFERT.

Es wurden sechs Versuchsgruppen gebildet:

Gruppe I. Am 1. Versuchstag wurde bei 20 Ratten pro Tier 3 ml A.T. 10® (slige Lésung
von kristallisiertem Dihydrotachysterin mit 1 mg Dihydrotachysterin/ml clige Losung) mit

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.

! Die Bestimmung der Blutzuckerwerte verdanke ich der freundlichen Mithilfe von Herrn
Priv.-Doz. Dr. H. Orro, Medizinische Univ.-Klinik Miinster i. Westf.
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der Schlucksonde verabfolgt! oder i.m. injiziert. Am 2. Versuchstag wurde jedem Tier
100—150 mg Alloxan/kg Korpergewicht als 5%ige wéllrige Losung i.v. verabfolgt. Versuchs-
dauver 3—17 Tage.

Gruppe II. Am 1. Versuchstag wurde bei 21 Ratten pro Tier 1,5 ml A. T. 10® mit der
Schlucksonde oder i.m. verabfolgt. Am 2. Versuchstag erhielten die Tiere vormittags eine
weitere Dosis von 1,5 ml A.T.10® mit der Schlucksonde. Alloxan wurde in der gleichen
Dosierung wie in Gruppe I entweder am Nachmittag des 2. Versuchstages i.v. oder am Vor-
mittag des 3. Versuchstages i.v. oder intraperitoneal appliziert. Versuchsdauer 4—11 Tage.

Gruppe I11. Am 1. Versuchstag wurde bei 26 Ratten pro Tier vormittags 2 ml A.T. 10®
und nachmittags je 2,5 ml der gleichen Substanz mit der Schlucksonde appliziert. Am 2. Ver-
suchstag erhielten die Tiere Alloxan in der gleichen Dosierung wie Gruppe II i.v. injiziert.
Zum Unterschied von Gruppe I und II hatten die Tiere 36 Std vor der Alloxangabe kein
Futter mehr erhalten, sondern lediglich Trinkwasser. Nach der Alloxanverabfolgung wurde
den Tieren 24 Std lang anstelle von Leitungswasser Zuckerwasser gegeben. Die Fiitterung
erfolgte wie in den anderen Gruppen nach Alloxan in Wblicher Weise mit Preflingen. Ver-
suchsdauer 4—13 Tage.

Gruppe IV. Sechs Tiere erhielten Alloxan i.v. (100—150 mg/kg Korpergewicht) ohne
vorherige A.T. 10®-Einwirkung. Versuchsdauer 2—17 Tage.

Gruppe V. Bei 14 Tieren wurde lediglich A.T. 10® in einer Dosierung von zweimal 1,5 ml
mit der Schlucksonde oder i.m. verabfolgt. Versuchsdauer 3—10 Tage.

Gruppe VI. Zehn Tiere dienten als Kontrollgruppe und erhielten weder A.T. 10® noch
Alloxan,

Untersuchungsbefunde

In den Versuchsgruppen I-—IV kam es nach Einwirkung von Alloxan zu einem
typischen Alloxan-Diabetes. Die Blutzuckerwerte stiegen durchschnittlich auf
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Abb. 1. Rattenpankreas (Gruppe I1T) mit scholligen Inselverkalkungen und intaktem exokrinen Parenchyin.
Pryostat. H.-E. Vergr. 100fach

300—400 mg-% und maximal bis auf 840 mg-% an. Die diabetischen Tiere

nahmen an Gewicht deutlich ab. Die Gewichtsverluste waren bei den Ratten mit

hohen Blutzuckerwerten am stérksten und betrugen maximal ein Drittel des

Ausgangsgewichtes. Histologisch fanden sich in den Gruppen I—IV die charak-

1A.T.10® wurde freundlicherweise von den Farbenfabriken Bayer AG, Leverkusen, zur
Verfiigung gestellt.
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teristischen Inselverdnde-
rungen. Diese bestanden
anfangs in einer Degranu-
lierung und Cytoplasma-
verklumpung der B-Zellen,
spater in Kernpyknosen,
Nekrosen und Schwund
der B-Zellen, so daBl vor-
wiegend nur noch Kkleine,
aus A-Zellen bestehende
Inselreste erkennbar waren.
Nach alleiniger Einwirkung
von  Dihydrotachysterin
(Gruppe V) =zeigten die
Inseln keine Verdnderungen
und waren durch deutlich
granulierte B-Zellen im
Inselzentrum sowie durch
eine randliche A-Zellen-
schale gekennzeichnet.
Eine Inselverkalkung
trat nur bei den alloxandia-
betischen Ratten der Ver-
suchsgruppe II1 auf, die
36 Std vor der Alloxangabe
nicht mehr gefiittert wor-
den waren und 24 Std
lang nach der Alloxanein-
wirkung Zuckerwasser zu
trinken erhalten hatten.
Das Pankreas zeigte be-
reits makroskopisch an der
Oberfliche feine weiBliche,
punktférmige Verkalkuan-
gen. Histologisch waren
die Kalkablagerungen auf
das Inselgewebe begrenzt
(Abb. 1) und bei der Kossa-
Reaktion durch schwarze
feingranuldre oder schollige
Ablagerungen gekennzeich-
net (Abb. 2¢). Das exokrine
Parenchym wies dagegen
keinerlei Calcifikation auf.

Abb. 2a—ec. Rattenpankreas (Gruppe III): a Mucoide Inselzellauf-

16sungen (H.-E.), b Ablagerung saurer Mucopolysaccharide im gleichen

Bereich (Astrablau-Farbung), ¢ Granulir-schollige Verkalkung im Be-

reich der Mucopolysaccharidlokalisation (Kossa-Reaktion). Paraffin.
Vergr. 238

Die Inselverkalkungen waren stellenweise so massiv, dafl eine Abgrenzung der
einzelnen Inselzellen inmitten der Kalkniederschlige nicht mehr méglich war.
Es blieb jedoch auch bei massiver Kalkeinlagerung eine unterschiedlich breite
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randliche Inselzone unverkalkt, die der Lokalisation der A-Zellen entsprach.
Die geschiadigten B-Zellen zeigten in Paraffinschnitten ein leicht basophiles
mucoides Cytoplasma, welches bei der Astrablan-Farbung feingranuldr-flockige
Anreicherungen von sauren Mucopolysacchariden aufwies (Abb. 2). Die Lokali-
sation der Kalkniederschlidge in den B-Zellen entsprach den Cytoplasmaregionen,

Abb. 3a u. b. Rattenpankreas (Gruppe ITI): a Starke Aktivitdt der sauren Phosphatase im Zentrum zweier
Pankreasinseln. b Deutliche Markierung der alkalischen Phosphatase in den Inselcapillaren und der randlichen
A-Zellenschale, Xryostat. Vergr, 100fach

die bei der Astrablau-Férbung kréftig tingiert waren (Abb. 2). Demgegeniiber
lieBen sich weder in den anderen Versuchsgruppen mit Alloxan-Diabetes
(Gruppe I, II, IV) noch nach alleiniger Einwirkung von Dihydrotachysterin
(Gruppe V) oder bei Kontrolltieren saure Mucopolysaccharide in den Inseln
mittels der Astrablau-Férbung darstellen.

Enzymhistochemisch ergab sich in Gruppe III mit Alloxan-Diabetes und
Inselverkalkung eine Verschiebung der Fermentaktivitit gegeniiber der Kontroll-
gruppe. In den Inseln mit Inselverkalkung fiel die Aktivitdt der sauren Phos-
phatase stark positiv aus (Abb. 3), wobei die Fermentreaktion im Bereich der
B-Zellen — d.h. im Inselzentrum — lokalisiert war. Die Aktivitit der alkalischen
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Phosphatase war ebenfalls stark ausgeprdgt und im (egensatz zur sauren Phos-
phatase vor allem in den randlich gelegenen Capillarknéuel und A-Zellen markiert
(Abb. 3). Das Verteilungsmuster der alkalischen Phosphatase im exokrinen
Gewebe um die Pankreasginge und interacinir entsprach dem der Kontroll-
gruppe. Bei Darstellung der Succinodehydrogenase fand sich in den verkalkten
Inseln praktisch keine Fermentaktivitit, wahrend das exokrine Driisenparen-
chym durch eine deutliche Fermentreaktion im Cytoplasma der Driisenacini
gekennzeichnet war. Die Aktivitit der Succinodehydrogenase fiel vielfach im
exokrinen Gewebe stirker aus als bei Kontrolltieren. Mittels der Cholinesterase-

[ § ! _— 1 L
Abb. 4. Rattenpankreas (Gruppe I1I) mit Lokalisation der Cholinesterase-Aktivitit in den insulidren und
interstitiellen Nervenfasern. Kryostat. Vergr. 100fach

Aktivitdat lieBen sich auch in verkalkten Inseln noch feine vegetative Nerven-
fasern nachweisen (Abb.4). Die Fermentlokalisation der Cholinesterase im
itbrigen exokrinen Gewebe entlang den Nervenfaserausldufern entsprach dem der
Kontrolltiere. Die Monoaminoxydase-Aktivitdt fiel in den Inseln der alloxan-
diabetischen Tiere negativ aus und zeigte somit keine Abweichung von dem Be-
fund in normalen Pankreasinseln.

Innerhalb der Gruppe III waren die Inselverkalkungen nicht bei allen Tieren
gleich stark ausgeprigt. Auch bei schwerer Inselverkalkung waren im gleichen
Pankreas Inseln mit leichterer Verkalkung oder auch unverkalkte Inseln vor-
handen.

Die Nieren der Versuchsgruppen I—III (Dihydrotachysterin und Alloxan)
und V (Dihydrotachysterin) zeigten das typische Bild einer Nephrocalcinose mit
Tubulusnekrosen und Kalkzylindern, die Nieren der Versuchsgruppe IV (Alloxan)
eine nekrotisierende Tubulonephrose ohne Verkalkung.

Besprechung der Befunde

Im Gegensatz zur exokrinen Pankreasverkalkung sind Inselcalcinosen im
menschlichen Pankreas extrem selten und bisher nur vereinzelt beim Diabetes
Virchows Arch. path. Anat., Bd. 339 3a
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mellitus beschrieben (MALLORY; FiscHEr; v. MEYENBURG). Eine der experi-
mentellen Inselcalciphylaxie vergleichbare Beobachtung stammt von FISCHER,
der im Pankreas eines 18 Jahre alten, an Coma diabeticum verstorbenen Mannes
zahlreiche punktférmige isolierte Inselverkalkung fand.

Beim experimentellen Alloxan-Diabetes (Lit.: FERNER; CREUTZFELDT;
Lazarvus und Vork) kommt es nur dann zur Inselverkalkung, wenn die Alloxan-
schidigung der B-Zellen innerhalb einer bestimmten kritischen Zeitperiode nach
Sensibilisierung der Tiere durch Dihydrotachysterin erfolgt. Die alleinige
Alloxaneinwirkung fithrt dagegen nicht zur Inselverkalkung, sondern nur zu den
typischen B-Zellverdnderungen (Granulaverlust, Cytoplasmaverkiumpungen,
Kernpyknosen, B-Zellnekrosen).

Bei der Inselverkalkung alloxandiabetischer Ratten ist Alloxan als lokalisie-
render, auslosender Faktor (,,challanger) fiir die Inselcalcinose anzusehen. Die
Sensibilisierung zur Verkalkung durch Dihydrotachysterin in drei verschiedenen
Versuchsgruppen fihrte jedoch nur in einer Versuchsgruppe (Gruppe III) zur
Inselverkalkung, obwohl eine B-Zellschidigung durch das Alloxan in allen drei
Gruppen bestanden hat. Diese Beobachtung berechtigt zu der Annahme, dal
im Ablauf der calciphylaktischen Inselreaktion zwei Faktoren eine Rolle spielen:
der Funktionszustand der Inselzelle zum Zeitpunkt der toxischen Einwirkung
und die kritische Zeitperiode zwischen Sensibilisierung und Intoxikation. Die
Tiere der Gruppe 11T mit Inselcalcinose waren 36 Std vor der Alloxangabe nicht
mehr gefiittert worden, so dall auf Grund dieses kurzdauernden Hungerzustandes
eine stidrkere Anreicherung von Hormongranula zum Zeitpunkt der Alloxan-
applikation angenommen werden kann. Die daraus resultierende besondere
funktionelle Aktivitadt dieser insulinproduzierenden B-Zellen in einer bestimmten
kritischen Zeitperiode nach erfolgter Sensibilisierung ist wahrscheinlich ein
pathogenetischer Faktor fiir die Auslésung der calciphylaktischen Reaktion. Die
Tatsache, daBl bei den Tieren mit Inselverkalkung auch kalkfreie Inselkomplexe
im gleichen Pankreas zu beobachten waren, wurde von KobouskovA u. Mitarb.
ebenfalls kurz erwdhnt und spricht dafiir, dal in sekretorisch tdtigen Geweben
ein Arbeitsrhythmus herrscht und sich nicht alle Zellen gleichzeitig im Zustand
einer gesteigerten funktionellen Aktivitit befinden.

Die vielschichtige Pathogenese der Inselcalciphylaxie ergibt sich aus zwei
weiteren Beobachtungen, die den Ausfall der enzymatischen Reaktionen und die
Anreicherung von sauren Mucopolysacchariden in den verkalkten Inseln betref-
fen. Bekanntlich wirken die Mucopolysaccharide und die Phosphatasen als
Ionenaustauscher sowohl bei der physiologischen Calcium-Mineralisation als auch
bei pathologischen Verkalkungen mit. Aus der Eigenschaft der Mucopolysaccha-
ride als Kalkfinger resultiert die Bildung von Mucopolysaccharid-Calcium-
Komplexen. In den verkalkten Inseln der alloxandiabetischen Ratten war nicht
nur eine iibereinstimmende Lokalisation von Mucopolysaccharidanreicherungen
und Calciumausfillungen nachweisbar, sondern auch eine verstdrkte Aktivitit
der sauren Phosphatase in den Verkalkungszonen und eine besonders deutliche
Markierung der alkalischen Phosphatase-Aktivitit in den randlichen Insel-
capillaren und A-Zellen. Demgegeniiber fand sich ein volliger Aktivitdtsverlust
der Succinodehydrogenase in den verkalkten Inseln, wahrend das Cytoplasma
der angrenzenden exokrinen Driisenacini eher eine gesteigerte Fermentaktivitat
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erkennen liefl. Die Aktivitdt der Cholinesterase blieb im Inselbereich erhalten.
Der Ausfall der Ferment-Aktivitdten und die vermehrte Ansammlung von
Mucopolysacchariden in den verkalkten Inselzonen sprechen ffir die Annahme,
daB bei der Calciphylaxie eine Kettenreaktion (SErvr u. Mitarb.; SEIFERT)
ablauft und die Calciumimprignation besonders im Bereich von verénderten
Mucopolysacchariden als Kalkfinger lokalisiert ist. Die Inselcalciphylaxie geht
mit einer verdnderten enzymatischen Reaktion des Inselgewebes einher, besonders
mit einer gesteigerten Phosphatase-Aktivitdt. Da es gleichzeitig zu einem Alkti-
vitatsverlust der Succinodehydrogenase in den Inselzellen und zu einer ver-
stdrkten Aktivitdt des gleichen Fermentes im exokrinen Pankreasgewebe kommt,
beruht der verdnderte Ausfall der Fermentreaktionen moglicherweise auf einem
enzymatischen Regulationsmechanismus, wie er beispielsweise in der Leber beim
Alloxan-Diabetes in 8hnlicher Weise diskutiert wurde (Ruporrh).

Zusammenfassung

Ratten erhielten am ersten Versuchstag als sensibilisierende Substanz (,,sen-
sitizer’) 3—>5 mg Dihydrotachysterin in oOliger Losung (A.T. 10®) mit der
Schlucksonde, am zweiten Versuchstag Alloxan als 5%ige walrige Losung
intraperitoneal. In allen Versuchsgruppen mit Einwirkung von Dihydrotachy-
sterin und Alloxan kam es zur Ausbildung eines typischen Alloxan-Diabetes.
Eine Inselverkalkung trat jedoch nur dann auf, wenn die Tiere nach der Sen-
sibilisierung in der kritischen Zeitperiode bis zur Alloxaneinwirkung gehungert
hatten. Histochemisch ging die Inselverkalkung mit einer Anreicherung saurer
Mucopolysaccharide, einer verstirkten Aktivitit der sauren und alkalischen
Phosphatase sowie einem Aktivitdtsverlust der Succinodehydrogenase in den
Inseln einher. Fir die Auslésung einer Inselcaleiphylaxie spielt der Funktions-
zustand der Inselzelle und die Zeitperiode zwischen Sensibilisierung und Intoxi-
kation eine Rolle. Die Mucopolysaccharid-Calcium-Komplexe entstehen durch
eine Kettenreaktion unter Mitwirkung enzymatischer Faktoren, besonders der
Phosphatasen.

Histochemieal Studies of Caleiphylaxis of the Islets
of Langerhans in Alloxan Diabetes
Summary

On the first experimental day albino rats received by gavage, as sensitizer,
3—5 mg of dihydrotachysterol in an oily solution (A.T.10®). On the second
day of the experiment a 5% aqueous solution of alloxan was injected intraperi-
toneally. In the experimental groups receiving dibydrotachysterol and alloxan,
the animals developed a typical alloxan diabetes. Calcification of the islets
occurred, however, only if the animals had fasted during the critical period; that
is, after the sensitization and up to the onset of action of alloxan. Histochemi-
cally, this calcification was associated with an accumulation of acid mucopoly-
saccharides, with an intensified activity of the acid and alkaline phosphatases,
and with a loss of activity of the succinic dehydrogenase in the islets. The func-
tional state of the islet cells and the time interval between sensitization and intoxi-
cation were instrumental in inducing an islet calciphylaxis. The mucopoly-
saccharide-calcium complexes developed by means of a chain reaction in which
enzymatic factors, especially the phosphatases, contributed.

3*
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