
Virchows Arch. path. Anat. 339, 29--36 (1965) 

Aus dem Pathologischen Institut der Universit~t Mfinster i. Wesff. 
(Direktor: Prof. Dr. W. GIESE) 

ttistochemische Untersuchungen zur ealciphylaxie 
der Langerhansschen Inseln beim Alloxan-Diabetes 
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GERHARD SEIFERT * 

Mit 4 Textabbildungen 

(Eingegangen am 14. Dezember 1964) 

Bei der  Calciphyl~xie  nach SELYE t re ten  selekt ive  Gewebsverka lkungen  auf, 
die auf der  ve r~nder ten  Reakt ionsweise  der  Recep torgewebe  nach E inwi rkung  
zweier Subs tanzen  ( , ,sensit izer" und  0,challanger") innerha lb  einer kr i t i schen 
Zei tper iode  beruhen.  I m  P a n k r e a s  lassen sich exper imente l l  zwei verschiedene 
F o r m e n  der  Verka lkung  hervor rufen :  die ca lc iphylak t i sche  in ters t i t ie l le  Pankrea -  
t i t is  und  die Inse lca lc iphylaxie .  I n  einer fr i iheren Un te r suchung  zur  Pa thologie  
der  ca lc iphy lak t i schen  Pank rea t i t i s  (SEIFERT) wurde  auf die Wechse lwi rkungen  
zwischen Calcium-Stoffwechsel  und  Pank rea s funk t ion  sowie auf die Koinz idenz  
von Pank rea t i t i s  und  H y p e r p a r a t h y r e o i d i s m u s  mi t  Hyperca lc~mie  eingegangen.  
I n  der  vor l iegenden Arbe i t  sollen his tochemische Befunde  zur  Inse lca lc iphylax ie  
be im Al loxan-Diabe te s  mi tge te i l t  werden.  Bei  dieser Versuchsanordnung  f i ihr t  
Al loxan  als auslSsende Subs tanz  ( , ,chal langer")  dann  zu einer  se lekt iven Ver- 
ka lkung  des Inse lappara te s ,  wenn die ini t ia le  B-Zel lsch~digung innerha lb  einer 
b e s t i m m t e n  kr i t i schen Zei tper iode  nach vorher iger  Sensibi l is ierung e in t r i t t .  

Untersuchungsgut und Methodik 
97 m~nnliche Albino-Ratten einer gewShnlichen Zucht mit einem KSrpergewicht yon 

100--200 g erhielten eine an Vitaminen, Eiwei~ und Mineralien reiche Standardkost. Das 
KSrpergewicht wurde tiiglich wg, hrend der Versuchsdauer bestimmt. Die Sektion der Tiere 
erfolgte nach Chloroformnarkose. Vom Pankreas wurden unfixierte Kryostatschnitte (Kryo- 
star Duspiva-Dittes) angefertigt und enzymhistochemisch untersucht. Folgende Ferment- 
reaktionen wurden durchgeffihrt: saure Phosphatase (GoMo•I; D]SA~E u. Mitarb. ; Substrat 
0,1 In Natrium-fl-Glycerophosphat), alkalische Phosphatase (PEARSE; Substrat 3%iRes 
Natrium-fl-Glycerophosphat), Succinodehydrogenase (PEARSE; Substrat Natriumsuccinat), 
Cholinesterase (GE~EBTZOFF; S~'ELL; Substrat Acetylthiocholinjodid) und Monoaminoxydase 
(Gr.ENC~ER U. Mitarb.; Substrat Tryptaminhydrochlorid). Der Blutzueker wurde enzymatisch 
aus dem Herzblut nach der Methode von BA~THELMAI und CZOK bestimmt 1. Aul3erdem 
wurden Gewebsstficke nach Fixation in 10 % igem neutralen Formalin oder Bouinscher LSsung 
untersucht. Weitere methodische Einzelheiten finden sich bei STRACK und SE~YE~T. 

Es wurden sechs Versuchsgruppen gebildet: 

Gruppe I. Am 1. Versuchst~g wurde bei 20 Ratten pro Tier 3 ml A.T. 10| (Slige LSsung 
von kristallisiertem Dihydrotachysterin mit 1 mg Dihydrotachysterin/ml 51ige LSsung) mit 

* Mit Unterstfitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
1 Die Bestimmung der Blutzuckerwerte verdanke ich der freundlichen Mithilfe yon Herrn 

Priv.-Doz. Dr. H. OTTO, Medizinische Univ.-K]inik Mfinster i. Westf. 
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der Schlucksonde verabfolgt i oder i.m. injiziert. Am 2. Versuchstag wurde jedem Tier 
100--150 mg Alloxan/kg KSrpergewieht als 5%ige w~Brige LOsung i.v. verabfolgt. Versuehs- 
dauer 3--17 Tage. 

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

Gruppe I l l .  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 Schlueksonde appliziert. Am 2. Ver- 
suehstag erhielten die Tiere Alloxan in der gleiehen Dosierung wie Gruppe II  i.v. injiziert. 
Zum Unterschied yon Gruppe I und II  hatten die Tiere 36 Std vor der Alloxangabe kein 
Futter mehr erhalten, sondern lediglich Trinkwasser. l~ach der Alloxanverabfolgung wurde 
den Tieren 24 Std lang anstelle von Leitungswasser Zuckerwasser gegeben. Die Fiitterung 
erfo]gte wie in den anderen Gruppen naeh Alloxan in iiblieher Weise mit PreBlingen. Ver- 
suehsdauer 4--13 Tage. 

Gruppe 1V. Seehs Tiere erhielten Alloxan i.v. (100--150 mg/kg KSrpergewieht) ohne 
vorherige A.T. 10 | Versuehsdauer 2--17 Tage. 

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

Gruppe VI. Zehn Tiere dienten als Kontrollgruppe und erhiel~en weder A.T. 10 | noch 
Alloxan. 

Untersuehungsbelunde 

I n  den Versuchsgruppen I - - I V  kam es nach E inwi rkung  yon  Alloxan zu einem 
typischen Alloxan-Diabetes.  Die Blutzuckerwerte  stiegen durchschni t t l ich auf 

Abb. 1. Rattenpa~lkreas (Gruppe III)  mi t  seholligen Inselverkalkungen und intaktem exokrinen Parenehym. 
Pryosta t .  H.-E. Vergr. 100faeh 

3 0 0 4 0 0  m g - %  u n d  maximal  bis auf 840 mg-% an. Die diabet ischen Tiere 
n a h m e n  an Gewicht deutl ich ab. Die Gewichtsverluste waren bei den R a t t e n  mi t  
hohen Blutzuekerwer ten  am sti~rksten u n d  be t rugen  maxima]  ein Dri t te l  des 
Ausgangsgewichtes.  Histologisch fanden  sieh in  den Gruppen  I - - I V  die charak- 

1 A. T. 10 | wurde freundlieherweise yon den l~arbenfabriken Bayer AG, Leverkusen, zur 
Verfiigung gestellt. 
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teristischen Inselvergnde- 
rungen. Diese bestanden 
anfangs in einer Degranu- 
lierung und Cytoplasma- 
verklumpung der B-Zellen, 
sp/tter in Kernpyknosen, 
Nekrosen und Sehwund 
der B-Zellen, so dag vor- 
wiegend nut  noeh kleine, 
aus A-Zellen bestehende 
Inseh'este erkennbar waren. 
Naeh alleiniger Einwirkung 
yon Dihydrotachysterin 
(Gruppe V) zoigten die 
Inseln keine Ver~nderungen 
und waren durch deutlich 
granulierte B-Zellen im 
Inselzentrum sowie durch 
eine randliche A-Zellen- 
sehale gekennzeiehnet. 

Eine Inselverkalkung 
t ra t  nut  bei den alloxandia- 
betisehen I~atten der Ver- 
suehsgruppe I I I  auf, die 
36 Std vor der Alloxangabe 
nicht mehr gef/ittert wor- 
den waren und 24 Std 
lang naeh der Alloxanein- 
wirkung Zuekerwasser zu 
trinken erhalten batten. 
Das Pankreas zeigte be- 
reits makroskopiseh an der 
Oberfl/~ehe feine weigliehe, 
punktf6rmige Verkalkun- 
gen. Itistologisch waren 
die Kalkablagerungen auf 
das Inselgewebe begrenzt 
(Abb. 1) und bei der Kossa- 
Reaktion dutch sehwarze 
feingranulgre oder sehollige 
Ablagerungen gekennzeich- 
net (Abb. 2@ Das exokrine 
Parenchym wies dagegen 
keinerlei Calcifikation auf. 

Abb. 2a--e.  l la~enpankreas (Gruppe I I I ) :  a 5lueoide Inselzellauf- 
]6sungen (H.-]~.), b Ablageru~lg saurer 5~ueopolysa.eeharide im gleichen 
Bereich (Astrablau-F/irbung), c Granul/~r-seho]lige Verkalkung ira Be- 
reich der IV[ueopolysaeeharidIokalisation (Kossa-Reaktion). Paraffin. 

Vergr. 238 

Die Inselverkalkungen waren stellenweise so massiv, dab eine Abgrenzung der 
einzelnen Inselzellen inmitten der Kalkniedersehls nicht mehr mSglieh war. 
Es blieb jedoeh aueh bei massiver Kalkeinlagerung eine untersehiedlieh breite 
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randliehe Inselzone unverkalkt, die der Lokalisation der A-Zellen en~spraeh. 
Die geseh~digten B-Zellen zeigten in Paraffinsehnitten ein leicht basophiles 
mueoides Cytoplasma, welches bei der Astrablau-F/~rbung feingranul/~r-floekige 
Anreieherungen yon sauren Mueopolysaeehariden aufwies (Abb. 2). Die Lokali- 
sation der Kalkniedersehlgge in den B-Zellen entspraeh den Cytoplasmaregionen, 

Abb. 3a u. b. l~attenpankreas (Gruppe I I I ) :  ~ Starke Aktivit~t der sauren PhosDhatase im Zeatrum zweier 
Pankrcasinseln. b Deutliche Markierung der alka]isehen Phosphatase in den hlselcapi]laren und der randIichen 

A-Ze!le,lschale. Kryostat .  u  100fach 

die bei der Astrablau-F~rbung kr~ftig 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 Mueopolysaeeharide in den Inseln 
mittels der Astrablau-F~rbung darstellen. 

Enzymhistoehemiseh ergab sieh in Gruppe I I I  mit Alloxan-Diabetes und 
Inselverkalkung eine Versehiebung der Fermentaktivit~t gegeniiber der Kontroll- 
gruppe. In den Inseln mit Inselverkalkung fiel die Aktivit~t der sauren Phos- 
phatase stark positiv aus (Abb. 3), wobei die l~ermentre~ktion im Bereieh der 
B-Zellen - -  d.h. im Inselzentrum - -  lokalisiert war. Die Aktivit~tt der alkalischen 
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Phosphatase war ebenfalls stark ausgepragt und im Gegensatz zur sauren Phos- 
phatase vor allem in den randlieh gelegenen Capillarknauel und A-Zellen markiert 
(Abb. 3). Das Verteilungsmuster der alkalisehen Phosphatase im exokrinen 
Gewebe um die Pankreasgange und interacinar entspraeh dem der Kontroll- 
gruppe. Bei Darstellung der Suceinodehydrogenase land sieh in den verkalkten 
Inseln praktiseh keine Fermentaktivitat ,  wahrend das exokrine I)r/isenparen- 
ehym dutch eine deutliehe Fermentreaktion im Cytoplasma der Dr/isenaeini 
gekennzeiehnet war. Die Aktivitat  der Succinodehydrogenase fiel vielfach im 
exokrinen Gewebe starker aus als bei Kontrolltieren. Mittels der Cholinesterase- 

Abb. r l%at~eapaakreas (Gruppc I I I )  mit  Lokalisation der Choliaesterase-Aktivitiit izl den insul/iren und 
interstiticllen R'erveItfasern. Kryostat.  Vergr. lOOfach 

Aktivitat lieBen sich auch in verkalkten Inseln noch feine vegetative Nerven- 
fasern naehweisen (Abb. 4). Die Fermentlokalisation der Cholinesterase im 
fibrigen exokrinen Gewebe entlang den Nervenfaserauslaufern entspraeh dem der 
Kontrolltiere. Die Monoaminoxydase-Aktivitat fiel in den Inseln der alloxan- 
diabetisehen Tiere negativ aus und zeigte somit keine Abweiehung yon dem Be- 
fund in normalen Pankreasinseln. 

Innerhalb der Gruppe I I I  waren die Inselverkalkungen nieht bei allen Tieren 
gleieh stark ausgepragt. Aueh bei schwerer Inselverkalkung waren im gleiehen 
Pankreas Inseln mit leiehterer Verkalkung oder auch unverkalkte Inseln vor- 
handen. 

Die Nieren der Versuchsgruppen I - - I I I  (Dihydrotachysterin und Alloxan) 
und V (Dihydrotaehysterin) zeigten das typisehe Bild einer Nephroealeinose 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., ]3d. 339 3a 
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mellitus besehrieben (MALLOlCY; FISCHER; V. M]~YENBVRO). Eine der experi- 
mentellen Inselcalciphy]axie vergleichbare Beobaehtung stammt von FISCHER, 
der im Pankreas eines 18 Jahre alten, an Coma diabetieum verstorbenen Mannes 
zah]reiche punktf6rmige isolierte Inselverkalkung land. 

Beim experimentellen Alloxan-Diabetes (Lit. : FEnNEl; C~]~VTZr]~LDT ; 
LAZAI~US und YOLK) kommt es nur dann zur Inselverkalkung, wenn die Alloxan- 
seh~digung der B-Zellen innerhalb einer bestimmten kritischen Zeitperiode nach 
Sensibilisierung der Tiere dureh Dihydrotachysterin erfolgt. Die alleinige 
Alloxaneinwirkung fiihrt dagegen nicht zur Inselverkalkung, sondern nur zu den 
typischen B-Zellvers (Granulaverlust, Cytoplasmaverklumpungen, 
Kernpyknosen, B-Zellnekrosen). 

Bei der Inselverkalkung alloxandiabetischer Rat ten ist Alloxan als lokalisie- 
render, auslSsender Faktor  (,ehallanger") ffir die Inselcalcinose anzusehen. Die 
Sensibflisierung zur Verkalkung durch Dihydrotaehysterin in drei versehiedenen 
Versuehsgruppen ffihrte jedoeh nut  in einer Versuchsgruppe (Gruppe III)  zur 
Inselverkalkung, obwohl eine B-Zellsch~tdigung durch das Alloxan in allen drei 
Gruppen bestanden hat. Diese Beobaehtung berechtigt zu der Annahme, dab 
im Ablauf der ealciphylaktisehen Inselreaktion zwei Faktoren eine Rolle spielen: 
der Funktionszustand der Inselzelle zum Zeitpunkt der toxischen Einwirkung 
und die kritische Zeitperiode zwisehen Sensibilisierung und Intoxikation. Die 
Tiere der Gruppe I I I  mit Inselealeinose waren 36 Std vor der Alloxangabe nieht 
mehr geffittert worden, so dab auf Grund dieses kurzdauernden Itungerzustandes 
eine st~rkere Anreieherung yon ttormongranula zum Zeitpunk~ der Alloxan- 
applikation angenommen werden kann. Die daraus resultierende besondere 
funktionelle Aktiviti~t dieser insulinproduzierenden B-Zellen in einer bestimmten 
kritischen Zeitperiode naeh erfolgter Sensibilisierung ist wahrscheinlieh ein 
pathogenetischer Faktor  ffir die AuslSsung der ealeiphylaktischen Reaktion. Die 
Tatsache, dab bei den Tieren mit Inselverkalkung aueh kalkfreie Inselkomplexe 
im gleichen Pankreas zu beobachten waren, wurde yon KoSOUSKOVJ~ u. Mitarb. 
ebenfalls kurz erw~thnt und sprieht daffir, dal~ in sekretorisch ti~tigen Geweben 
ein Arbeitsrhythmus herrscht und sich nieht alle Zellen gleiehzeitig im Zustand 
einer ges~eigerten funktionellen Aktiviti~t befinden. 

Die vielsehichtige Pathogenese der Inselcaleiphylaxie ergibt sich aus zwei 
weiteren Beobaehtungen, die den Ausfall der enzymatischen Reaktionen und die 
Anreieherung von sauren Mucopolysacchariden in den verkalkten Inseln betref- 
fen. Bekanntlich wirken die Mucopolysaecharide und die Phosphatasen als 
Ionenaustauscher sowohl bei der physiologischen Calcium-Mineralisation als auch 
bei pathologischen Verkalkungen mit. Aus der Eigensehaft der Mucopolysaccha- 
ride als Kalkf/~nger resultiert die Bildung yon Mucopolysaccharid-Caleium- 
Komplexen. In den verkalkten Inseln der alloxandiabetisehen l%atten war nieht 
nut  eine iibereinstimmende Lokalisation yon Mueopolysaccharidanreicherungen 
und Calciumausfi~llungen nachweisbar, sondern auch eine versti~rkte Aktivit~t 
der sauren Phosphatase in den Verkalkungszonen und eine besonders deutliche 
Markierung der alkalisehen Phosphatase-Aktivit~t in den randliehen Insel- 
eapillaren und A-Zellen. Demgegenfiber land sich ein v611iger Aktivit~tsverlust 
der Suceinodehydrogenase in den verkalkten Inseln, w~hrend das Cytoplasma 
der angrenzenden exokrinen Drfisenaeini eher eine gesteigerte Fermentaktivit~t 
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erkennen lieB. Die Aktivit/tt der Cholinesterase blieb im Inselbereich erhalten. 
Der Ausfall der Ferment-Aktivit~ten nnd die vermehrte Ansammlung yon 
Mueopolysaechariden in den verkalkten Inselzonen sprechen f/Jr die Annahme, 
da6 bei der Calciphylaxie eine Kettenreaktion (SELYE U. Mitarb.; SEIFERT) 
abl~uft und die Calciumimpr/~gnation besonders im Bereieh yon ver/~nderten 
Mucopolysacehariden als Kalkf~nger lokalisiert ist. Die Inselcalciphylaxie geht 
mit einer vers enzymatischen Reaktion des Inselgewebes einher, besonders 
mit einer gesteigerten Phosphatase-Aktivits Da es gleiohzeitig zu einem Akti- 
vit/~tsverlust der Suceinodehydrogenase in den Inselzellen und zu einer ver- 
st~rkten Aktivit~t des gleiehen Fermentes im exokrinen Pankreasgewebe kommt, 
beruht der ver/tnderte Ausfall der Fermentreaktionen mSglieherweise auf einem 
enzymatischen Regulationsmechanismus, wie er beispielsweise in der Leber beim 
Alloxan-Diabetes in ~hnlicher Weise diskutiert wurde (RUDOLPH). 

Zusammenfassung 
Ratten erhielten am ersten Versuchstag als sensibflisierende Substanz (,,sen- 

sitizer") 3 - - 5 m g  Dihydrotachysterin in 51iger LSsung (A.T. 10| mit der 
Schlueksonde, am zweiten Versuchstag Alloxan als 5%ige w/t6rige LSsung 
intraperitoneal. In allen Versuchsgrnppen mit Einwirkung yon Dihydrotachy- 
sterin und Alloxan kam es zur Ausbildung eines typischen Alloxan-Diabetes. 
Eine Inselverkalkung t ra t  jedoch nur dann auf, wenn die Tiere naeh der Sen- 
sibilisierung in der kritisehen Zeitperiode bis zur Alloxaneinwirkung gehungert 
batten. Histoehemisch ging die Inselverkalkung mit einer Anreieherung saurer 
Mucopo]ysaceharide, einer verstgrkten Aktivitgt der sauren und alkalischen 
Phosphatase sowie einem Aktivit/~tsver]ust der Succinodehydrogenase in den 
Inseln einher. Ffir die Ausl6sung einer Inselcalciphylaxie spielt der Funktions- 
zustand der Inselze]le und die Zeitperiode zwischen Sensibflisierung und Intoxi- 
kation eine Rolle. Die Mucopolysaccharid-Calcium-Komplexe entstehen durch 
eine Kettenreaktion unter Mitwirkung enzymatischer Faktoren, besonders der 
Phosphatasen. 

ltistoehemieal Studies of Caleiphylaxis of the Islets 
of Langerhans in l l loxan Diabetes 

Snmmary 
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 dihydrotachysterol 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- 
eally, this calcification was associated with an accumulation of acid mueopoly- 
saeeharides, with an intensified activity of the acid and alkaline phosphatases, 
and with a loss of activity of the sueeinic 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 caleiphylaxis. The mueopoly- 
saeeharide-ealeium complexes developed by means of a chain reaction in which 
enzymatic factors, especially the phosphatases, contributed. 

3* 
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