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Elektronenmikroskopische Untersuchungen
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Electronmicroscopic Findings in Experimental Insulitis after Injection
of Anti-Insulin Serum

Summary. Electronmicroscopical studies were carried out on mice made hyperglycemic
by means of anti-insulin serum. The sera were separated into pools with a high or a low
titer of the antibodies. The following observations were made:

1. After a single injection of an antiserum abundant microvesicles are found in the Golgi
region. Furthermore, numerous pregranules are noted during the course of regranulation. The
possibility of an increased secretion of proinsulin is discussed.

2. After a single as well as repeated injections of strong antiserum highly degenerative
changes are noted in some beta cells. It is suggested that a reversible hypersecretory degenera-
tion is present, resulting in a nearly complete inhibition of the secretion.

3. The infiltrate of granular leukocytes observed after administering anti-insulin serum
may be considered an immune reaction of the immediate type by the demonstration of
precipitated material in the islet area. The occurrence of mononuclear cells in the long term
study indicates that in addition a delayed hypersensitivity against the antigen-antibody complex
may develop.

Zusammenfassung. Es wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen an Miusen mit
einem diabetischen Syndrom nach Injektion von Anti-Insulin-Serum durchgefithrt. Die Seren
wurden in Gruppen mit hohem und niedrigem Antikérpertiter aufgeteilt. Folgende Befunde
wurden beobachtet:

1. Nach einmaliger Injektion eines Anfiserum entwickeln sich wihrend der Regranulie-
rungsphase reichlich Mikrovesikel im Bereich des Golgi-Apparates. Ferner sind Prégranula
zu beobachten. Die Méglichkeit einer verstdrkten Proinsulinsekretion wird diskutiert.

2. Sowohl nach einmaliger als auch nach wiederholter Injektion starker Antiseren treten
hochgradige degenerative Zellveranderungen in einzelnen B-Zellen auf. Es wird angenommen,
daf es sich um eine reversible hypersekretorische Degeneration mit einer Sekretionsstarre der
B-Zellen handelt.

3. Das granulocytére Infiltrat nach einmaliger Injektion von Anti-Insulin-Serum kann
durch den Nachweis von pricipitiertern Material im Inselbereich als eine Immunreaktion vom
Soforttyp angesehen werden. Das Auftreten von mononucledren Zellen nach lingerer Ver-
suchsdauer weist darauf hin, daf eine Immunreaktion vom Spéttyp gegen den Antigen-
Antikérperkomplex hinzukommdt.

Die entziindliche Infiltration der Pankreasinseln, die bei juvenilen Diabetikern
mit akutem Krankheitsverlauf (Gepts, 1965) und bei Neugeborenen diabetischer
Miitter beobachtet wurde (Silverman, 1963), konnte tierexperimentell auf verschie-
dene Weise reproduziert werden (Renold et al., 1964 ; Toreson et al., 1964 ; Miinte-
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fering et al., 1971). In der vorliegenden Arbeit wird die Injektion von Meer-
schweinchen-Anti-Insulin-Serum als experimentelles Modell zur Erzeugung einer
Insulitis herangezogen (Lacy and Wright, 1965; Logothetopoulos and Bell,
1966; Freytag et al., 1969). Unsere Untersuchungen beabsichtigen, die Ultrastruk-
tur der Entziindungsreaktion nach Injektion von Insulin-Antiserum ndher zu
charakterisieren. Gleichzeitig sollen die dabei auftretenden B-Zellverdnderungen
im Hinblick auf die Insulinsynthese und -sekretion im Versuchsablauf analysiert
werden.

Material und Methode

Meerschweinchen wurden mit kristallinem Rinder-Insulin (Hoechst) und komplettem
bzw. inkomplettem Freundschen Adjuvans in wochentlichen Abstinden 9—12 Wochen lang
immunisiert. Zur Blutentnahme wurde eine mehrfache Herzpunktion durchgefihrt, wobei
jeweils bis zu 6 ml Blut entnommen wurden. Mit Hilfe einer Elektropricipitationsmethode
konnte der Titer an pricipitierenden Insulin-Antikérpern semiquantitativ bestimmt werden:
Zur Pricipitationsreaktion wurde 1 % Agargel mit Michaelis-Puffer (1:1 verdiinnt in Aq. dest.)
pH 6,85 angesetzt. Die Lochmuster wurden mit der handelsiiblichen Culliford-Stanze ausge-
stanzt (Lochdurchmesser 3 mm. Verimpfte Menge pro Stanzloch: 10 ul). Bei anodischer
Wanderungsrichtung des Insulins — geldst in 0,6 M Phosphatpuffer pH 8,0 — und katho-
discher des Antikérpers findet sich zwischen den Stanzléchern eine scharfe Pricipitations-
linie (Laufzeit 20—30 min bei 5 mA pro Objekttrager). Zur Titerbestimmung wird 10 pl Serum
mit 10 pl Insulinlésung in aufsteigender Konzentration versetzt (0,25 E/ml—16 E/ml). In-
kubation des Serum-Insulingemisches 30 min bei 37° C, danach fiur 8 Std bei 4° C. Sedimen-
tation der Priicipitate bei 16000 Upm. Der Uberstand wird in die kathodische, ein starkes
Anti-Insulin-Serum in die anodische Lochreihe verimpft. Der Ubergang von positiver zu
negativer Reaktion nach Diffusionswaschung (24 Std) und Anfirbung mit Amidoschwarz 10B
gibt einen Anhalt fiir die Titerhohe der pricipitierenden Insulin-Antikérper. Auf diese Weise
wurde ein Serumpool mit niedrigem (5 E/ml) und hohem Titer (10 E/ml) zusammengestellt.

Junge adulte Wistar-Inzucht-Méuse wurden entweder einmalig (0,02 ml/g Kérpergewicht)
oder tdglich (0,03 ml/g Kérpergewicht) 3 oder 7 Tage lang mit niedrig- bzw. hochtitrigem
Anti-Rinder-Insulin-Serum vom Meerschweinchen injiziert. Die Injektion erfolgte intravends
in die Schwanzvene. Einmalig injizierte Tiere wurden 1,5, 3 und 6 Std spiter getdtet,
withrend die anderen Tiergruppen jeweils 1,5 Std nach der letzten Injektion getotet wurden.

Blutzuckerbestimmung: Zur Kontrolle des diabetischen Syndroms wurde jeweils bei
6 nicht fastenden Tieren aus verschiedenen Versuchsreihen eine enzymatische Blutzuckerbe-
stimmung (Boehringer, Mannheim) vor und 2 Std nach Injektion vorgenommen.

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurde das Pankreasgewebe sofort nach der
Entnahme 2 Std in 3 % Glutaraldehyd mit 0,1 M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,4) fixiert.
Nach. Waschen in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer tiber Nacht erfolgte eine Nachfixierung in
1% Osmiumsiure mit Cacodylatpuffer fir 90 min. Nach Dehydrierung in der aufsteigenden
Alkoholreihe wurde das Gewebe {iber Propylenoxyd in Epon 812 eingebettet. Die Semidiinn-
schnitte und Feinschnitte wurden am Reichert-Ultramikrotom OM U2 angefertigt. Die
Feinschnitte wurden dann mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert und am
Philips-Elektronenmikroskop EM 300 bei 60 kV mikroskopiert.

Ergebnisse

Kontrolltiere

Die im einzelnen bekannte Ultrastruktur der B-Zelle der Maus soll im Hin-
blick auf die Inselverinderungen bei den Versuchstieren kurz charakterisiert
werden. Die B-Zellen sind durch ihre Granula gekennzeichnet, die zwischen der
umgebenden Membran und dem elektronendichten Inhalt einen weiten elektronen-
optisch leeren Hof erkennen lassen. Die Granula sind relativ uniform im Cyto-
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Abb. 1. Kontrolltier: B-Zellen am Rande einer Insel mit typischen Sekretgranula und
schmalen Golgi-Komplexen. S Sinusoid in enger Nachbarschaft zu den B-Zellen (B). Vergr.
X 5780

plasma verteilt, wobei der Granulagehalt der einzelnen B-Zellen jedoch unterschied-
lich sein kann (s. Abb. 1). Weitere membranbegrenzte Korper findensich hdufiginder
Naheder Golgi-Regionen. Eskannzwischen kleinen bldschenférmigen Mikrovesikeln
und grofien sog. Prigranula mit einem unterschiedlich elektronendichten Inhalt
unterschieden werden. AuBerdem lassen sich ovale Mitochondrien und ein gut
entwickeltes raubes endoplasmatisches Reticulum beobachten. Die B-Zellen liegen
vielfach den Sinusoiden dicht an. Von den B-Zellen lassen sich A-(A,) und
D-(A;-)Zellen abgrenzen, ohne daB hier auf die ultrastrukturellen Charakteristika
eingegangen werden soll, da sie im Laufe des Versuchs keine wesentlichen Ver-
énderungen zeigen.

Versuchstiere

Die Injektion von Anti-Insulin-Serum rief regelmaBig eine polymorphzellige
Insulitis hervor (s. Abb. 2). Die ultrastrukturellen Verdnderungen der Inseln ins-
gesamt und der B-Zellen im einzelnen lassen nach Injektion von hoch- und
niedrigtitrigem Anti-Insulin-Serum keine prinzipiellen Unterschiede erkenmnen,
sondern zeigen nur eine unterschiedlich starke Ausprigung in Abhéngigkeit von
der Titerhohe. Es wird im folgenden nur dann auf einen Unterschied hinge-
wiesen, wenn das Ausmall der Verdnderungen elektronenmikroskopisch deutlich
verstarkt war.

1,5 Std nach Injektion von Anti-Insulin-Serum findet sich eine perlschnur-
artige Anordnung vieler Granula entlang der Zellmembran. Von dort aus erfolgt
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Abb. 2. Maus 3 Tage nach Injektion von hochtitrigem Anti-Insulin-Serum: Polymorphzellige
entziindliche Infiltration einer Pankreasinsel (sog. Insulitis). PAS-Reaktion. Vergr. x 300

:
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Abb. 3. Maus 1,5 Std nach Injektion von hochtitrigem Anti-Insulin-Serum: Elektronen-

optisch dichtes Pricipitatmaterial (P)(Antigen-Antikérperkomplex ?) intrasinusoidal. Degranu-

lierte B-Zellen mit beginnender cystischer Dilatation des rauhen endoplasmatischen Reticulum
(). Vergr. x 7000
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Abb. 4. Maus 3 Std nach Injektion von hochtitrigem Anti-Insulin-Serum: Entziindliches In-
filtrat im Interstitium. Eosinophile Granulocyten (E(). Phagocytose (1) des Pricipitat-
materials durch neutrophile Granulocyten (NG). § Sinusoid. Vergr. X 9700

durch den Vorgang der Emiocytose (Lacy, 1967) die Sekretion der Granula in den
Extracellularraum. Fusionen der Granula mit der Zellmembran sind jedoch nur
selten darzustellen. Uber den Ablauf des Granulatransportes zur Zellobertliche
konnte keine Aussage gemacht werden. Im Bereich der Golgi-Felder sieht man
vermehrt Mikrovesikel und Prégranula. Gleichzeitig werden in den Sinusociden
vereinzelt eosinophile und neutrophile Granulocyten sowie reichlich nicht mem-
branbegrenztes wolkiges Material gefunden (s. Abb. 3). Hochtitriges Serum hat
eine stérkere Granulocytenaggregation zur Folge.

3 Std nach Injektion von Anti-Insulin-Serum sind die B-Zellen unterschiedlich
stark degranuliert, wobei weiterhin eine Margination der Granula und eine Zu-
nahme der Granulavorstufen beobachtet wird. Zu diesem Zeitpunkt ist die Ent-
zlindungsreaktion voll ausgeprigt. Sowoh! in den Sinusoiden als auch im Inter-
stitium sind eosinophile und neutrophile Granulocyten sowie einzelne mono-
nucledre Zellen zu sehen (s. Abb. 4). Zum Teil haben die neutrophilen Granulo-
cyten jenes elektronendichte Material phagozytiert, das reichlich in den Sinusoiden
und im Interstitivm nachzuweisen ist. Im Interstitium liegt dieses Material den
B.Zellen oft so dicht an, dal} es die kleinen Einbuchtungen an der Zelloberfldche
ausfiillt.

6 Std nach Injektion von Anti-Insulin-Serum hat die Regranulierung voll ein-
gesetzt. Die Golgikomplexe haben sich vergrofert und sind von zahlreichen Mikro-
vesikeln umgeben. In noch stdrkerem MaBe werden Priagranula beobachtet- Sie
erreichen oft die Zelloberfliche, um sich dort ebenso anzuordnen wie vorher die
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Abb. 5. Maus 6 Std nach Injektion von niedrigtitrigem Anti-Insulin-Serum: B-Zellen mit

vielen Prigranula (P@) im Cytoplasma und an der Zellmembran (ZM); unterschiedlicher

elektronendichter Inhalt der Prigranula. Erweiterte Golgi-Komplexe mit vielen Mikro-
vesikeln (1) in der Nachbarschaft. Vergr. x 16200

reifen Sekretgranula, welche jetzt nur noch vereinzelt vorhanden sind (s. Abb. 5).
Nach Injektion von hochtitrigem Serum kommt es dariber hinaus zu einer cysti-
schen Dilatation des endoplasmatischen Reticulum, welches nur spérlich Mate-
rial mit geringer elektronenoptischer Dichte zum Inhalt hat. Weiterhin sind
nur einzelne Pragranula zu sehen, wahrend Mikrovesikel noch recht hiufig
im Bereich der verbreiterten Golgi-Komplexe vorkommen. Der Kern erscheint
geschrumpft und ist von einem erweiterten perinucledren Raum umgeben (siehe
Abb. 6). Trotz dieser degenerativen Verdnderungen kommen B-Zellnekrosen nur
sehr selten vor. Die Entziindungsreaktion, die lichtmikroskopisch eine deutliche
Zunahme der Infiltration in Abhéngigkeit vom Serumtiter erkennen laflt, zeigt
gegeniiber dem 3 Std-Befund keine wesentlichen Verinderungen.

Nach 3- bzw. Ttdgiger Injektion von Anti-Insulin-Serum kénnen hauptséchlich
zwei B-Zellveranderungen beobachtet werden. Nach Behandlung mit niedrig-
titrigem Serum findet sich generell eine Hyperplasie des rauhen endoplasmatischen
Reticulum, wihrend reife und unreife Granula nur vereinzelt zu sehen sind
(s. Abb.7a). Die Injektion von hochtitrigem Serum ist dariiber hinaus hiufig von
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Abb. 6. Maus 6 Std nach Injektion von hochtitrigem Anti-Insulin-Serum: Hypersekretorische

Degeneration einer B-Zelle mit cystischer Dilatation des rauhen endoplasmatischen Reticulum

(ER), beginnende Xernpyknose, Erweiterung des perinuclediren Raums und subtotaler De-

granulierung. Binzelne Prigranula und mehrere Mikrovesikel (1) in Néhe des Golgi-Komplexes.
Vergr. x 22100

einer cystischen Dilatation des rauhen endoplasmatischen Reticulum, einer ausge-
prigten Expansion des Golgi-Apparates, einer Schrumpfung des Kerns und einer
starken Verminderung der Granulazahl begleitet (s. Abb. 7b). Die Granula lassen
zudem einen sehr unterschiedlich elektronendichten Inhalt erkennen. Auch jetzt
werden B-Zellnekrosen sebr selten gefunden.

Eine entziindliche Infiltration ist deutlich ausgepridgt. Neben Granulocyten
sind jedoch nach 3 und noch stirker nach 7 Tagen eine Zunahme immunocytérer,
mononucledrer Zellen zu beobachten, so dall der Anteil dieser Zellen am entzind-
lichen Infiltrat schlieBlich tdberwiegt (s. Abb. 8a). Die weitaus meisten mono-
nucledren Zellen sind vom Typ der Immunocyten mit und ohne Makrophagen-
eigenschaft. Sie besitzen einen groBen Zellkern mit hohem Euchromatingehalt und
ein organellreiches Cytoplasma mit zahlreichen Ribosomen. Neben den Immuno-
cyten finden sich kleine Lymphocyten mit einem hohen Heterochromatingehalt
des Kerns und einem organellenarmen Cytoplasma, das nur wenige Ribosomen
enthilt. Vereinzelt sind auch Plasmazellen mit einem deutlich ausgepragten rauhen
endoplasmatischen Reticulum zu beobachten. Die Immunocyten, die als Makro-
phagen agieren, haben intraginusoidales und interstitiell gelegenes Pracipitat-
material phagozytiert (s. Abb. 8).
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Abb. 7. a Maus 7 Tage nach Injektion von niedrigtitrigem Anti-Insulin-Seram: B-Zellen
mit Hyperplasie des rauhen endoplasmatischen Reticulum (#R) in hiufig lamelldrer An-
ordnung. Expansion des Golgi-Komplexes. Deutliche Degranulierung. Wenige Granula in
allen Stadien der Reifung. Vergr. x 20400. b Maus 7 Tage nach Injektionen von hoch-
titrigem Anti-Insulin-Serum: Hypersekretorische Degeneration von B-Zellen. Cystische Dila-
tation des rauhen endoplasmatischen Reticulum. Schrumpfung des Kerns mit erweitertem
perinucleiren Raum. Deutliche Degranulierung mit wenigen Prigranula und reifen Sekret-
granula. Vergr. x 8000



332 G. Kloppel, E. Altenghr und G. Freytag:

Abb. 8. a Maus 3 Tage nach Injektionen von niedrigtitrigem Anti-Insulin-Serum: Sinusoid

mit Immunocyt vom Makrophagentyp (M). Phagocytose von Pricipitatmaterial (}). In der

Umgebung degranulierte B-Zellen mit Cytoplasmaausstiilpungen nach Emiocytose (3).Vergr.

X 7800. b Maus 7 Tage nach Injektionen von hochtitrigem Anti-Insulin-Serum: Makrophag

(M) mit phagozytiertem, bereits membrands abgegrenztem Pricipitatmaterial. L Lympho-

eyt (intermedidre Form). I Immunocyt. E eosinophiler Granulocyt. P Plasmazelle. B B-Zelle.
Vergr. x 5400
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Diskussion

Die Injektion von Meerschweinchen-Anti-Insulin-Serum bei Méusen fihrt zu
einem diabetischen Syndrom (Moloney and Coval, 1955), wie aus den Blut-
zuckerwerten hervorgeht, die 2 Std nach der Injektion bis auf Werte von
600 mg-% erhoht waren. Als Folge der Hyperglykimie findet sich eine ausge-
pragte Stimulierung der Insulinsynthese und -sekretion in den B-Zellen (Logo-
thetopoulos and Bell, 1966). Gleichzeitig kommt es zu einer periinsuldren und
intrainsularen Entziindungsreaktion (Freytag et al., 1969). Diese Insulitis zeigt in
ihrem Ausmal ebenso wie der Blutzuckerspiegel eine Abhingigkeit vom Insulin-
Antikorpertiter (Kléppel et al., 1970). Beide Verdnderungen stehen damit in engem
Zusammenhang mit der Antigen-Antikérperreaktion.

Durch die maximale biologische Inaktivierung des zirkulierenden Insulins nach
Injektion des Antiserum wird eine starke B-Zellstimulierung eingeleitet. Dieser
Vorgang beginnt mit einer ausgeprigten B-Zelldegranulierung. Es wird dabei die
vorhandene Reserve der reifen Granula emiozytiert und gleichzeitig eine Neu-
bildung des Insulins eingeleitet, wie es die Expansion des Golgi-Apparates und
das vermehrte Auftreten von Prégranula zeigt, die fir Vorstufen der reifen Granula
gehalten werden (Logothetopoulos, 1968). 6 Std nach der Injektion ist mit sinken-
dem Blutzuckerspiegel die Regranulation der B-Zellen weiter fortgeschritten. Auf-
fallig ist, daB jetzt das Cytoplasma bis hin zur Zellmembran dicht mit un-
reifen Pragranula durchsetzt ist. Diese Beobachtung, die auf eine frithzeitige
Sekretion von Insulin oder Insulin-Vorstufen hinweist, spricht dafiir, dafi die
B-Zelle bei starker Stimulierung in der Lage ist, unter Umgehung des normalen
Ablaufs bereits unreife Granula und Granulavorstufen zu sezernieren (Renold,
1970). Da Proinsulin sowohl in der Mikrosomenfraktion als auch in der Granula-
fraktion nachgewiesen wurde (Howell and Lacy, 1970; Sgrenson et al., 1970),
wird diskutiert, ob die Umwandlung von Proinsulin zu Insulin schon im Golgi-
Komplex oder erst in den Prégranula erfolgt. Falls die zweite Annahme zu-
trifft, wiirde es moglicherweise unter der starken B-Zellstimulierung nach Injek-
tion von Anti-Insulin-Serum zu einer vermehrten Proinsulinabgabe kommen. In
vitro konnte nach Glucosestimulierung bereits eine erhéhte Proinsulinsekretions-
rate nachgewiesen werden (Clark und Steiner, 1969).

Nach Stimulierung mit hochtitrigen Seren zeigen einzelne B-Zellen charakte-
ristische Verdnderungen, die wir als hypersekretorische Degeneration bezeichnen
mochten. Die Veranderung geht tiber die cystische Dilatation des endoplasmati-
schen Reticulum hinaus, wie sie von Logothetopoulos (1968) beschrieben wurde,
da sowohl pyknotische Kernalterationen als auch ein nahezu vollkommener Ver-
lust an Granula festzustellen sind. Nach unseren Beobachtungen entspricht der
Befund einer Sekretionsstarre der B-Zelle, welche durch eine Uberbeanspruchung
verursacht wird. Offensichtlich ist dieser Zustand aber unter den vorliegenden
Versuchsbedingungen reversibel, da B-Zellnekrosen nur selten beobachtet wurden.

Die Insulitisist eine weitere Folge der Injektion von précipitierenden Insulin-
Antikorpern. Der Nachweis eines elektronendichten wolkigen Materials in den
Inselsinusoiden kurz nach der Injektion spricht sehr dafiir, daf es in diesem
Bereich zu einer Pricipitationsreaktion des Insulins mit seinem Antikoérper kommt.
Entsprechende Pracipitate konntenin keinem anderen Organ nachgewiesen werden.

23 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat. Bd. 354
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Wie vom Arthus-Phiénomen bekannt ist, wird tiber die Komplementaktivierung
bei der Bildung eines grofen précipitierenden Antigen-Antikérperkomplexes ein
leukotaktischer ProzeB eingeleitet (Cochrane und Dixon, 1968). Die aggregierten
Granulocyten wiederum setzen Mediatoren frei (Cochrane und Dixon, 1968), die
zu Hyperimie und Odem des Gewebes fithren. Entsprechend sehen wir im
elektronenmikroskopischen Bild eine Infiltration aus eosinophilen und neutro-
philen Granulocyten, die ihr Maximum nach 3 Std erreicht und eine deutliche
Abhéangigkeit vom Antikérpertiter erkennen 1a8t. Eine immunologische Ursache
der Entziindungsreaktion gewinnt damit sehr an Wahrscheinlichkeit, obwohl der
Nachweis der Identitdt des Antigen-Antikorperkomplexes mit dem elektronen-
dichten Material bislang fehlt.

Im Laufe des Versuchs nimmt der Anteil der Granulocyten am Infiltrat ab,
und es treten immer mehr mononucleére Zellen in Erscheinung, die als Immuno-
cyten mit Makrophageneigenschaften und Lymphocyten einzuordnen sind. Da
diese Zelltypen vornehmlich bei der Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spattyp
gefunden werden, ist zu diskutieren, ob nach mehrmaliger Injektion von Anti-
Insulin-Serum die Sofortreaktion von einer verzogerten Immunreaktion iiberlagert
wird, die sich gegen den Insulin-Antikérper vom Meerschweinchen im Antigen-
Antikérperkomplex richtet. Die Annahme, daB sich nach wiederholten Injektionen
von Anti-Insulin-Serum zusitzlich zu der Sofortreaktion eine Uberempfindlichkeit
vom Spittyp entwickeln kann, wird durch zwei Beobachtungen gestiitzt: die aus-
gepragte Phagocytose des elektronendichten Materials durch Makrophagen und
die Auslosung einer verzogerten Immunreaktion durch Antigen-Antikérperkom-
plexe, die im AntikérperiiberschuBBbereich hergestellt werden (Uhr et al., 1957).
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