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Vascular Changes in Eaxperimental Chronic Diabetes mellitus in the Dog

Summary. Dogs with a diabetes mellitus (post-pancreatectomy) lasting at least 5—10years
become ill with a chronic, nonspecific glomerulonephrosis. Diabetic angiopathy is not evident.
In the muscles and in the remaining pancreas there are cytosegresomes, and crystalline
deposits are evident in the renal tubular basement membrane. Since in the long-term studies,
as In the majority of the short-term studies, a nodular glomerulosclerosis did not develop,
it is assumed that in these animal experiments the cause necessary for the development of
the tissue changes described by KiMMELSTIEL and WILsON was inactive or absent.

Zusammenfassung. Hunde mit einem zumeist nach Pankreatektomie entstandenen
Diabetes mellitus von 5—10 Jahren Dauer erkranken an einer chronischen unspezifischen
Glomerulonephrose. Hinweise auf eine diabetische Angiopathie finden sich nicht. In der
Muskulatur und im restlichen Pankreas werden Cytosegresome und in der tubuléren Basal-
membran der Niere kristalline Ablagerungen beobachtet. Da in Ubereinstimmung mit der
Mehrzahl der kurzfristigeren Untersuchungen auch der Langzeit-Versuch nicht zu einer
noduliren Glomerulosklerose fiihrt, ist fiir die Entstehung des von KimmeLstrer und WILsox
beschriebenen Gewebsbildes eine in diesen Tierexperimenten nicht wirksame oder fehlende
Ursache anzunehmen.

Zur Aufklirung von Pathogenese und Therapie der diabetischen Angiopathie
ist ein zuverldssiges Modell notwendig. Deshalb hat MoBNIKE vor 14 Jahren
entsprechende Versuche mit Hunden begonnen, bei denen ein Langzeitdiabetes
erzeugt wurde. Die Tiere wurden regelmaBig klinisch und abschlieBend hinsicht-
lich ihrer kleinen BlutgefiBe licht- und elektronenoptisch untersucht. Dabei er-
geben sich glomerulire Nierenverinderungen, jedoch fehlen die typischen nodu-
laren diabetischen Glomerulosklerosen, wie sie BLooDWORTH jr. (1965) wihrend
der Durchfithrung unserer Versuche bei Hunden beschrieben hat, deren durch
Alloxan oder Wachstumshormon ausgeléster Diabetes mellitus (D.m.) ~#/, bis
5/, Jahre bestand.

Material und Methode

1. Untersuchte Tiere. a) Sechs Bastarde mit einem experimentellen D.m. (Tabelle 1);
ein Hund (Bendix) erkrankte erst im AnschluBl an eine Behandlung mit Sulfonylharnstoff
nach Teilpankreatcktomie an einem stabilen D.m.; b) zwei 3 bzw. 8 Jahre alte unbehandelte
Kontrolltiere; c¢) ein 9/, Jahre alter Bastard (Fips, Tabelle 1) mit einer Proteinurie von
0,1—2,5%/,, die ~4 Jahre vor dem Tode durch eine 6monatige Behandlung mit Desoxy-
corticosteronacetat ausgelost wurde; d) 25 verstorbene oder zur Euthanasie bestimmte
2—16, in der Hilfte der Fille 7—12 Jahre alte Hunde verschiedener Rassen®.

1 Fiir die Uberlassung des Untersuchungsmaterials, der klinischen bzw. der Obduktions-
befunde danken wir der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere (Direktor: Prof. Dr.
J. Curistorr) und dem Veterindr-Pathologischen Institut (Direktor: Prof. Dr. K. PorEL)
der Karl-Marx-Universitat Leipzig.
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2. Klinische Befunde. a) RegelmidBige ophthalmologische Untersuchung; b) morpho-
logische und biochemische Untersuchung von Blut und Harn, insbesondere Tagesprofil des
Blutzuckers, Zucker- und Eiweillausscheidung, Eiweile im Blutserum quantitativ und
qualitativ, flammenphotometrische Mineralienbestimmung, Rest-N.

3. Behandlung der diabetischen Hunde s. Tabelle 1. Die Nahrung wurde in 5 Portionen
verabreicht. Die jeweiligen Brot-Einheiten wurden der Stoffwechsellage angepalit.

4. Morphologische Abschlufuntersuchung. In Urethan-Chloralose-, Ather-, Halothan- oder
Combelen-Methadon-Narkose wurde Gewebsmaterial der Nieren, der Leber, des Pankreas,
der Skeletmuskulatur (Zwerchfell, M. triceps, M. obliquus abdominis externus, M. quadriceps
femoris oder M. tibialis anterior oder M. gastrocnemius), des Herzens und — nach zusitzlicher
retrobulbérer Installation von 2% Jenacain — der Retina entnommen, in Phosphat- (P)
oder Veronalacetat gepufferter (B = Barbiturat) 0sO, (0), z.T. nach vorangehender Glutar-
aldehydfixierung (G) eingelegt, wihrend der Entwisserung zumeist der Stiickkontrastierung
mit Uranylacetat (U) und Phosphorwolframsiure (W) unterzogen und in Vestopal W (V) bzw.
Araldit (A) eingebettet. Zum Teil nach Zielpriparation wurden Diinnschnitte mit dem
Ultramikrotom nach v. ARDENNE-WESTMEYER hergestellt und vor und nach Kontrastierung
mit komplexen Bleihydroxyden (Mrrrowic, 1961) (Pb) im elektrostatischen 50 kV-Zeiss-
Elektronenmikroskop D2 untersucht.

Die GréBe der photographierten Einzelstrukturen wurde mit konstantem MeBabstand
ermittelt und aullerdem an den Stellen mit der hiufigsten bzw. der extremen minimalen
oder maximalen Méachtigkeit mittels Schublehre bestimmt, wenn die begrenzenden Zell-
membranen deutlich dargestellt waren. Insgesamt liegcen 2024 Messungen vor. Statistische
Sicherungen erfolgten nach dem %? und dem z-Test. Die gleichen Gewebe und besondere
andere pathologische Befunde wurden nach den iblichen Verfahren lichtoptisch untersucht.
Die Augen wurden makroskopisch, unter dem Zeiss-Stereomikroskop Citoplast mit 100facher
VergroBerung, nach Anfertigung von Serienschnitten histologisch und nach Trypsinver-
dauung der Retina (Kuwanara u. Cocan, 1960) beurteilt. Zum Vergleich wurden die Retinae
von 2 Patienten mit Retinopathia diabetica I1.° und I11.° aufgearbeitet. Bei den unter 1 d
genannten Tieren wurden die Nieren und Augen in gleicher Weise untersucht.

Ergebnisse

1. Klinische Befunde. Unmittelbar im Anschluff an die Alloxangabe bzw. die Pankreat-
ektomie entwickelte sich bei 5 Hunden ein insulinpflichtiger D.m. (Tabelle 1). Ein nephro-
tisches Syndrom oder eine Urdmie traten nicht auf (Tabelle 1). Der ophthalmologische Be-
fund? war in den ersten Jahren unauffillig. Spiter entwickelte sich eine Katarakt, die auch
bei den alten Kontrolltieren héufig auftrat. Im Urinsediment fielen zeitweilig massenhaft
Bakterien und miBig bis stark vermehrte Entziindungszellen auf.

2. Nierenbefunde. Bei allen Versuchstieren ist die Mesangiumsubstanz fieder-
férmig oder knotig verdickt (Abb.1, 2). Die Mesangiumzellen sind vermehrt
(Abb. 1). In 4 Fallen ist die glomerulire Basalmembran verdicks, d. h. die diinn-
sten Grundhiutchenabschnitte von Versuchstier bzw. Kontrolle sind mit einem
P <0,001 voneinander verschieden (Tabelle 2). Die Basalmembran ist zum
Epithel hin glatt, an ibrem inneren Rand jedoch unregelmiBig bogig begrenzt
(Abb. 3). Unmittelbar subendothelial liegt dabei eine feinfidige bis feinvacuolire
Substanz (Abb. 3), deren Elektronendichte dem iibrigen Grundhiutchen ent-
weder entspricht oder geringer ist. In einigen Fillen ist das Grundhiutchen ge-
spalten (Abb. 2). Glomerulire Fettablagerungen werden lichtoptisch bei 3 von
6 Versuchstieren beobachtet. Dementsprechend finden sich elektronenoptisch in
der Mesangiumsubstanz (Abb. 2) und der glomeruliren Basalmembran (Abb. 3)
nach Entwisserung mit Aceton Vacuolen und kleinste Bldschen mit osmiophilem
Rand, wihrend kleine und kleinste osmiophile Ablagerungen seltener angetroffen
werden. Sie liegen im subendothelialen und mittleren Basalmembranabschnitt

2 Die ophthalmologischen Untersuchungen wurden von den Herren Doz. Dr. A. DoLENEK,
Doz. Dr. H. JaxERT und Prof. Dr. K. E. Krijarr durchgefiihrt.

20b Virchows Arch. path, Anat., Bd. 843
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Abb. 1a—c. Vermehrte Mesangiumsubstanz. Versuchshund Primel (b). Vergleichspriparat (a)

von einem I14jahrigen stoffwechselgesunden Schiferhund. Das elektronenmikroskopische

Ubersichtsbild (c) zeigt inmitten der vermehrten Mesangiumsubstanz zahlreiche Mesangium-

zellen (MZ). Versuchshund Isabella. £ Endothel, Ep Epithel, L Lumen. a, b PAS, 330mal;
¢ Aufn.-Nr. 1563/67. Technik: Op/V. Vergr. 3800mal

und nur vereinzelt in unmittelbarer Nihe des Epithels (Abb. 3), dessen FufBifort-
sitze herdférmig verschmolzen sind (Abb. 2). Die Grundhdutchen der Bowman-
schen Kapsel und der Tubuli sind ebenfalls verdickt. In letzterer findet sich bei
einigen Fillen, und zwar auch bei Kontrollen osmiophiles granulires Material
(Abb. 4). Tubuldre Verfettungen werden hiufig beobachtet.

Alle diese Verinderungen treten auch in den verschiedenenKontrollgruppen
auf. Hier sind sie jedoch seltener und graduell schwécher. Die Vermehrung der
Mesangiumsubstanz und -zellen wird bei einer Kontrolle und 15 Tieren der
Gruppe d festgestellt, doch ist sie nur bei 5 Tieren der Gruppe d nennenswert.
Am stirksten ist der Befund bei einem 16jdhrigen weiblichen Spitz mit einem
Leberzellcarcinom ausgebildet. Verdickte glomerulire Basalmembranen werden
bei 7 Tieren der Gruppe d beobachtet. Fettablagerungen im Nierenglomerulum
finden sich bei einem Drittel der Hunde dieser Gruppe. Zwei Tiere der Gruppe d
zeigen eine Arteriolosklerose, ein 12jihriger Schiferhund der gleichen Gruppe
mit einem Leberzellcarcinom hat Noduli im Glomerulum.
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Abb. 2. Vermehrte Mesangiumsubstanz () mit Vacuolen (V). BM Basalmembran mit
Spaltung in zwei Schichten (Pfeil). BR Bowmanscher Raum, £ Endothel, Ep Epithel, Bry

Erythrocyt, L Lumen. Versuchshund Jonny. Aufn.-Nr. 3996/65. Technik Op/[U +W]/V/[Pb1.
Vergr. 6300mal

Bei Hunden treten haufig chronische interstitielle Nierenentziindungen auf.
Sie sind bei unseren, unter ginstigen Verhiltnissen gehaltenen Versuchshunden
nur gering ausgebildet (KRONBERGER, SEFFNER). Eine Pyelonephritis wird bei
vier Langzeitdiabetikern beobachtet. Es finden sich selten entziindliche Infiltrate
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Abb. 3a—d. Vacuolen (V), Blidschen (Vs) und osmiophile Granula (O) in der Basalmembran,
zum Teil in unmittelbarer Néhe des Epithels (Pfeil). # Endothel, bei £, flach geschnitten mit
zentralen Knopfen in der Pore. L Lumen. Versuchshund Phylax (a, b) bzw. Primel (c, d).
Aufn.-Nr. 1025, 1432, 1438/66. Technik Op/[U+W]/V/[Pb]. Vergr. 24900, 20600, 23400mal

im Nierenparenchym, héufiger in der Nierenbeckenschleimhaut, ferner strallen-
artige Narben, strumaghnliche cystisch ausgeweitete Tubulusabschnitte, Fibrosen
der Bowmanschen Kapsel und einzelne Synechien zwischen glomeruliren
Schlingen und Bowmanscher Kapsel. Auch verddete Glomerula und — in seltenen
Fallen — invasive Glomerulitis werden beobachtet. Eine Pyelonephritis haben
wir auBerdem bei der Doca-Kontrolle, einem unbehandelten Tier und 15 Hunden
der Gruppe d festgestellt. Eine pyelogene Schrumpifniere liegt in keinem Fall vor.

3. Augenbefunde. Es werden einzelne oder dichtstehende, bis glasstecknadel-
kopfgroBe Blessigsche Cysten und selten Netzhautatrophien gefunden, wie sie
bei alten Hunden beschrieben werden (JUBe u. KENNEDY, 1963). Weder makro-
skopisch noch lichtmikroskopisch liegt eine diabetische Retinopathie vor. Zell-
reiche und zellarme Capillaren werden bei Diabetikern und Kontrollen in gleicher
Weise gefunden. Auch die Zahl der Ganglienzellen ist bei den gleichaltrigen Tier-



BlutgefiBveranderungen beim experimentellen Langzeitdiabetes des Hundes 293

gruppen nicht unterschiedlich. Ebenso verhalten sich die Durchmesser der Venen.
Ein diabetischer Hund hat vereinzelte cytoid bodies. Elektronenmikroskopisch
ist die capillire Basalmembran (Abb. 5) in einem Fall statistisch gesichert verdickt.

4. Muskelbefunde. Die capillire Basalmembran zeigt bei den Versuchstieren keine signi-
fikante Verdickung (Tabelle 2; Abb. 5). In einigen Muskelzellen finden sich hinsichtlich der
Osmiophilie und Anordnung pathologische
Membranen (Abb. 6), die z. T. Zellorganellen
umgeben. Es liegen also — allerdings selten —
bereits beim unbehandelten stoffwechselgesun-
den Tier Cytosegresome vor, wie sie bisher bei
einer Reihe pathologischer Zellschiden be-
schrieben wurden.

Diskussion

Der wichtigste Befund unserer Ver-
suche mit dem ldngsten, bisher mit-
geteilten tierexperimentellen Langzeit-
diabetes ist die Brzeugung einer chroni-
schen unspezifischen Glomerulonephrose
mit Verdickung der Basalmembran und
Vermehrung der Mesangiumsubstanz.
Sie ist urséchlich mit groBer Wahrschein-
lichkeit auf die diabetische Stoffwechsel-
lage zu beziehen, auf deren Lipédmie wir
die bislang elektronenoptisch nicht in
gleicher Weise beobachtete starke
glomeruldre Verfettung zurickfithren.
Lichtoptisch werden firbbare Fettabla-
gerungen im Glomerulum bereits beim
spontanen D.m. des Hundes beschrieben
(Kast, 1962). Diese diffuse Glomerulo-
sklerose wird auch bei KEiweiB- und
Nucleinsdurestoffwechselstorungen  ge-
funden (ZorrineER, 1966) und beim
D.m. als obligates Vorstadium der Noduli
gewertet. ]?iese formalgenetische Ver- Abb. 4. Homogene osmiophile und granu-
kniipfung wird von KIMMELSTIBL, OSAWA  [ire Ablagerungen in der tubuldren Basal-
und BERES (1966) bestritten. Dariiber membran. Drei Jahre alter stoffwechsel-
hinausgehende nodulire Glomerulo- gesunder Kontrollhund. Aufn.-Nr.2096/66.
sklerosen sind nicht entstanden. Auch Lechnik: Op/[U+WJA. Vergr. 17000mal
weitere diabetische Angiolopathien wer-
den nicht beobachtet. Die kleinen Blutgefifie des Muskels sind unauffillig.
Es fehlt eine diabetische Retinopathie. Wir haben unsere Versuche iiber
5—10 Jahre ausgedehnt und erst kurz vor dem biologischen Lebensende ab-
gebrochen. Trotzdem haben sich die typischen, von Kmmerstier und WILsoN
(1936) beschriebenen Verdnderungen nicht ausgebildet. Das gleiche gilt fiir fiinf
weitere Hunde aus den Versuchen von MoHNIKE, iiber die MumL. (1964) berichiet
hat, bei denen der D.m. 2——4 Jahre vor der histologischen Untersuchung nach
Pankreatektomie (4 Tiere) bzw. Alloxangabe (1 Hund) entstanden war.
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Abb. 5a u. b. Blutcapillare aus Retina (a, Versuchshund Phylax) bzw. Herzmuskel (b, Ver-
suchshund Primel). BM Basalmembran, # Endothel,  Lumen. Aufn.-Nr. 1699, 1688/66.
Technik: Op/[U-+WI]/V/[Pb]. Vergr. 16300 bzw. 23400mal

Im Gegensatz zu unseren Befunden beschreibt BLoopworTH jr. (1965) bei 7 von 10 Ver-
suchshunden und bei einem Kontrollhund, der mdéglicherweise an einem spontanen D.m.
erkrankt war, eine nodulire Glomerulosklerose. Sie wurde bei einem Hund bereits 278 Tage
nach Alloxangabe beobachtet. Infolgedessen miilite unsere Tierzahl fir die Erhebung positiver
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Abb. 6. Pathologische Membranen (/) im M. triceps links eines 8jahrigen stoffwechsel-

gesunden Hundes mit einem Mammacarcinom. M+ Mitochondrien, MF Myofilamente, ZK

Zellkern. Keine Glutaraldehydvorfixierung. Aufn.-Nr. 1854/67. Technik: Op/[U-+W7/V.
Vergr. 28400mal

Befunde ausreichen. Beim Menschen finden sich Arteriolo- und Glomerulosklerosen nach
3—>5jahriger Erkrankung in jedem ~7., nach 10 Jahren in jedem ~3. Fall (ScHLIACK,
Barros u. DirscHsrLEIN, 1964). Munz (1960) beschreibt 10 Jahre nach Feststellung des
D.m. bei ~20% der Patienten eine Glomerulosklerose. Noduli wurden ferner bei Hunden
mit Pyometra von OBEL, Nicanper u. Asnrrv (1964) beschrieben, aber als Teilerscheinung
einer membrandsen und proliferativen Glomerulonephritis gewertet. Einer dieser Hunde wies
keine reduzierenden Substanzen im Harn auf, ein weiterer zeigte Polydipsie und Polyurie.
Weitere klinische Untersuchungsergebnisse hinsichtlich eines D.m. wurden nicht angegeben.
Einige gegen Fremdinsulin immunisierte Kaninchen zeigten eine noduldre Glomerulosklerose
und Aneurysmen in der Retina (BLuMENTHAL, HiraTA, OWENS u. BERNs, 1964).

Aus den hier vorgelegten und in der Literatur mitgeteilten Untersuchungen
ist zu schlieBen, daBl die diabetische Stoffwechsellage oder die diabetogene
Noxe zu einer diffusen Glomerulosklerose fithren kénnen. Fir die Entstehung
einer nodulidren Glomerulosklerose miissen besondere Faktoren wirksam sein, die
beim Menschen — und moglicherweise in den zitierten Modellen — das morpho-
logische Bild gestalten, in der iiberwiegenden Mehrzahl der Versuche jedoch
nicht erkennbar werden. Es ist notwendig, diese vorldufige SchluBfolgerung
durch weitere Langzeit-Experimente zu erhirten.
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