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On the Pathology of the Diabetes mellitus in the White Mouse
Infected with EMC-Virus

Histological, Electronmicroscopical and Quantitative Morphological Findings
in the Islets of Langerhans

Summary. By infection with a myocardiotropic (M) variant of the encephalomyocarditis
(EMO) virus, which belongs to the group of Picorna virus, it was possible to produce in the
white mouse a nearly isolated damage of the islets of Langerhans with insulin deficiency
diabetes. An encephalotropic (E) variant however mainly damages the exocrine pancreatic
parenchyma without dysglycaemia.

We examined the islet tissue macroscopically, microscopically, submicroscopically and
quantitative morphologically at different times after infection with both variants of the virus:
E and M variant produce in the total pancreas, with an increase in weight, an edema readily
recognized macroscopically. Its intensity develops about 24 hours later depending upon the
degree of the virus reproduction in the organ.

Histologically a diffuse pancreatitis with extensive destruction of the exocrine parenchyma
is recognized after infection with the B variant. The islets are seldom affected and then only
at their marginal parts. An infection with the M variant however causes severe systemic
lesions of the islets, sparing mostly the acinarstructures. Virus infection first causes necrosis
of single or several cells. Then follows a heavy interstitial edema; terminally an insulitis
develops with infiltrates of macrophages, lymphocytes and polymorph nuclear leukocytes.

The electron optical findings confirm the islet-cell lesions that end with necrosis, as well
as the interstitial edema and the inflammatory infiltrates of the islet tissue. During and after
the acute stage of infection the B-cells, which remain spared by direct viral injury, show in
contrast to the intact A-cells, signs of increased functional activity like degranulation, multi-
plication of ergastoplasmatic membranes, free ribosomes and mitochondriae. When the dia-
betic condition persists signs of cellular fatigue with formation of vesicles and vacuolisation
appear.

According to quantitative morphological studies a significant shrinking of the islet tissue
was found after infection with the E variant because the islet-lesion was only peripheral.
Although the islets were more damaged by the M variant and the function of the cells was
heavily-disturbed, there were no significant changes to be seen in the size of the islets, or
in the A-B-cell-relation.

Calculation of the ratio between A and B cells, and between interstitial tissue and islet
parenchyma gave information about the severity of the lesion. The interstitial tissue, that is,
the regions of destroyed parenchyma increased with the severity of the lesion.

The changes of the islets after infection with the M variant, especially the identified
insulitis, show striking parallels to changes observed in infantile and juvenile human diabetes
mellitus of short onset. Comparison of those findings with ours described here as well as a
comparison of the course of the disease in laboratory animals and in man give cause to assume,
that our experiment can also pass as a model for human pathology.
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Zusammenfassung. Durch Infektion mit einer myokardiotropen (M-)Variante des zur
Gruppe der Picornaviren zéhlenden EMC-Virus gelang es, bei der weien Maus eine weit-
gehend isolierte Schidigung der Langerhansschen Inseln mit Insulinmangeldiabetes zu er-
zeugen. Kine encephalotrope (E-)Variante schidigt dagegen vorwiegend das exokrine Paren-
chym des Pankreas ohne wesentliche Stérungen des Zuckerstoffwechsels.

Wir haben in verschiedenen Zeitabsténden nach der Infektion mit beiden Varianten des
Virus den Inselapparat makroskopisch, mikroskopisch, submikroskopisch und quantitativ
morphologisch untersucht: E- und M-Variante verursachen am gesamten Pankreas ein schon
makroskopisch deutlich erkennbares, mit Gewichtszunahme einhergehendes Odem, dessen
Intensitdt sich in einer Phasenverschiebung von etwa 24 Std nach dem Grad der Virus-
vermehrung in dem Organ richtet.

Histologisch erkennt man nach Infektion mit der E-Variante eine diffuse Pankreatitis
mit ausgedehnten Zerstérungen des exokrinen Parenchyms. Die Inseln werden dabei selten und
nur in ihren Randanteilen betroffen. Nach Infektion mit der M-Variante kommt es dagegen
zu schweren Schadigungen des Inselsystems unter weitgehender Aussparung der Acinus-
strukturen. Virusbefall fithrt zunéchst zu Nekrosen einzelner oder mehrerer Zellen. Danach
folgt ein starkes interstitielles Odem und schlieBlich entwickelt sich eine Insulitis mit Infil-
traten aus Makrophagen sowie polymorphkernigen Leukocyten und Lymphocyten.

Die elektronenoptischen Befunde bestitigen die Inselzellschddigung bis zur Nekrose
ebenso wie das interstitielle Odem und die entzindlichen Infiltrationen des Inselgewebes.
Wihrend und nach der akuten Infektionsphase zeigen die von der direkten viralen Schidigung
verschont gebliebenen B-Zellen im Gegensatz zu den intakten A-Zellen Zeichen verstiarkter
funktioneller Aktivitit wie Degranulierung, Vermehrung ergastoplasmatischer Membranen
und frejer Ribosomen sowie Vermehrung der Mitochondrien. Bei langer bestehender diabeti-
scher Stoffwechsellage stellen sich auch Zeichen der Erschépfung mit Vesikeln- und Vacuolen-
bildung ein.

Die quantitativ morphologischen Untersuchungen ergaben eine signifikante Verkleine-
rung des Inselapparates durch die E-Variante infolge der nur peripheren Inselschadigung. Da.
die Inseln durch die M-Variante diffuser geschidigt werden, fanden sich hier fiir die Insel-
gréBe, den prozentualen Anteil des Inselgewebes am Gesamtparenchym und die A-B-Zellen-
relation trotz starker Stérungen der Funktion keine signifikanten Anderungen. AufschluB
itber den Grad der Schidigung erh#lt man dagegen durch die Berechnung der prozentualen
Anteile der A- und B-Zellen und des Zwischengewebes am Inselparenchym. Das Zwischen-
gewebe bzw. die damit quantitativ gemeinsam erfafiten Gewebeliicken nehmen mit dem Grad
der Schidigung zu. Die Inselverinderungen nach Infektion mit der M-Variante, insbesondere
die nachgewiesene Insulitis, zeigen auffallende Parallelen zu Befunden, die bei Fillen
von kindlichem und juvenilem Diabetes mellitus des Menschen mit raschem Krankheits-
verlauf beobachtet worden sind. Der Vergleich dieser Befunde wie auch Parallelen im Ver-
lauf der Erkrankung der Versuchstiere und beim Menschen geben Anlal zu der Annahme, daB
unser Experiment auch als ein Modell fiir die Humanpathologie gelten kann.

Einleitung

Das Encephalomyokarditis (EMC-)Virus ist eines der zahlreichen fiir Menschen
und Tiere pathogenen RNS-Viren aus der Gruppe der Picornaviren (Melnick
u. Mitarb., 1963). Craighead (1966) gelang es, durch Passagen in weilen Miusen
zwei Arten dieses Virus von unterschiedlicher Pathogenitdt und mit bestimmten
Gewebetropismen zu gewinnen. Eine encephalotrope (E-)Variante verursacht
ein meist rasch zum Tode fiihrendes Krankheitsbild mit geringer Myokarditis,
schwerer Encephalitis und schwerer Pankreatitis ohne wesentliche Stérungen des
Zuckerstoffwechsels. Eine myokardiotrope (M-)Variante ruft dagegen eine mildere
Erkrankung mit im Vordergrund stehender Myokarditis und geringer Herdence-
phalitis hervor. Sie schidigt im Pankreas vorwiegend das Inselsystem und beein-
triachtigt den Zuckerstoffwechsel (Craighead, 1966, 1968). Durch weiterfithrende
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Untersuchungen mit dieser Variante konnten wir gemeinsam mit Schmidt und
Korber (1970, 1971) bei erwachsenen ménnlichen weilen Méusen einen klassi-
schen Insulinmangeldiabetes erzeugen.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Darstellung der makroskopischen,
mikroskopischen, submikroskopischen und quantitativ morphologischen Befunde
an den Langerhansschen Inseln nach Infektion mit der E- und der M-Variante
des EMC-Virus.

Untersuchungsgut und Methodik

Die myokardiotrope (M-)Variante des Encephalomyokarditis (EMC)-Virus
gelangte von Craighead! (1965, 1966) iiber eine Passage in drei Wochen alten
Méusen, die Rolly! durchfihrte, in Form eines Pools aus Gehirn, Herz und Pan-
kreas in unsere Hand. Schon durch die einmalige Gewinnung aus anderen Or-
ganen zeigte das Virus deutlich Eigenschaften, wie sie Craighead (1966) fir seine
E-Variante beschrieben hatte. Wir haben diesen iitbernommenen Stamm deshalb
mit ,,B-Variante* bezeichnet. Unter ausschlieflicher Verwendung der Herzen
konnte daraus jedoch iber drei Passagen in 3 Wochen alten Miusen die M-
Variante zuriickgewonnen werden. Ein Pool aus homogenisiertem Herzgewebe
moribunder Tiere der letzten Passage und der iibernommene Pool der E-Variante
wurden zur weiteren Verwendung bei —70° C gelagert!. Jedes Versuchstier erhielt
subcutan 0,5 ml der Fliissigkeit, die zur Verdimnung des Viruspools benutzt
wurde, und zwar Earlesche Losung unter Zusatz von 2% Kailberserum.

Als Versuchstiere verwendeten wir insgesamt 331 zwdlf bis siebzehn Wochen alte Miuse
des Stammes NMRI/Han2, der nicht durch Spondandiabetes belastet ist. Die urspriinglich
spezifiziert pathogenfreien Tiere wurden konventionalisiert, in Plastikkéfigen auf Torf einzeln
oder in Gruppen zu 5 Tieren bei 25° C Raumtemperatur und 58% relativer Luftfeuchtigkeit
gehalten. Fertigfutter der Fa. Hoeveler und Leitungswasser standen ad libitum zur Verfiigung.

Auf Glucosurie priften wir mittels ,,Glucotest®. Bei jedem Tier wurde einmal vor dem
Versuch sowie je nach Uberlebenszeit 1-—14mal nach Versuchsbeginn im Blut aus dem
Retroorbitalsinus jeweils nach 16stimdigem Entzug der Nahrung der Blutzuckerspiegel
untersucht?®. Die Werte wurden nach der ortho-Toluidinmethode (Hultman, 1959) als Doppel-
bestimmungen auf dem Autoanalyzer gewonnen. Die Bestimmung der Aktivitit der Oxal-
acetat-Transaminase im Serum erfolgte nach der Methode von Karmen u. Mitarb. (1955).

Nach Beendigung der Versuche toteten wir die Tiere jeweils vormittags zwischen 10.00
und 12.00 Uhr durch Entblutung. Unmittelbar danach entnahmen wir das Pankreas moglichst
vollstindig, fixierten es in 4%igem neutralem Formalin oder in Bouinscher Losung 12 Std
lang und betteten es in Paraffin ein. Von drei mindestens 300 u voneinander entfernten
Stufen fertigten wir jeweils mehrere Schnittpréaparate an. Folgende Firbungen wandten wir
bei jedem Organ an: Hamatoxylin-Eosin, Elastica van Gieson, PAS-Reaktion, Aldehyd-
fuchsin (Gomori, 1950), Aldehydfuchsin-Trichrom (Lazarus und Volk, 1962) und Darstellung
von Insulin mit Pseudoisocyanin (Schiebler und Schiessler, 1959).

AufBlerdem haben wir von 212 Tieren die Herzen, von 39 die Gehirne und von 11 Tieren
sémtliche inneren Organe histologisch untersucht. Von insgesamt 60 Bauchspeicheldriisen
zerlegten wir das milznahe Schwanzende in Gewebestiicke von ca. 1 mm Kantenlinge, fixierten
diese 2 8td lang in 2,5%igem Glutaraldehyd, wuschen sie in Sucrosephosphatpuffer und

1 Wir danken Prof. J. E, Craighead, Burlington, und Dr. H. Rolly, Farbwerke Hoechst, fiir
die Uberlassung des Virusstammes und Prof. Dr. W. A. K. Schmidt, Institut far Medi-
zinische Mikrobiologie und Virologie (Direktor: Prof. Dr. P. Naumann) der Universitiit
Diisseldorf fiir die weitere virologische Bearbeitung.

2 Zentralinstitut fir Versuchstierzucht, Hannover-Linden.

3 Wir danken Dr. W. Korber, I. Medizinische Klinik (Direktor: Prof. Dr. F. Grosse-Brock-
hoff) der Universitédt Diisseldorf, fiir die klinisch-chemischen Untersuchungen.
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betteten sie nach weiterer Fixierung in gepuffertem Osmiumtetroxyd und Dehydrierung in
aufsteigender Acetonreihe in Durcupan ein. Die Inseln suchten wir an 1—2 y. dicken, mit
Methylenblan gefdarbten Semidiinnschnitten auf. Die Ultradiinnschnitte fiir die Elektronen-
mikroskopie fertigten wir mit dem Porter-Blum-Ultramikrotom MT2 an, kontrastierten mit
Bleihydroxyd und untersuchten mit einem RCA-EMU 3G Elektronenmikroskop bei 50 kV.

Zur Erfassung der gquantitativen Verdnderungen haben wir die wichtigen histo-
logischen Befunde katalogisiert und ebenso wie die Me8- und Zahlergebnisse auf
Formbléattern registriert. Fiir die umfangreichen Rechenoperationen stand uns der
Programmrechner ,,Olivetti P 102°° zur Verfiigung?.

Histologisch untersuchten wir bei insgesamt 27 Kontrolltieren und 219 Versuchstieren die
Bauchspeicheldriisen, MeBergebnisse liegen von 27 Kontrollen und 207 Versuchstieren, Zihl-
werte von 24 Kontrolltieren und 194 Versuchstieren vor. Den Inselapparat haben wir am
Ortholux-Mikroskop von Leitz mit dem MeBocular bei 25facher StandardvergréBerung aus-
gemessen, so daB auch extrem groBe Inseln in einem Blickfeld ganz zu erfassen waren. Sin-
gulire B-Zellen und weniger als 30 . groBe Anschnitte von Inseln blieben unberiicksichtigt, da
diese sich oft nicht exakt abgrenzen lassen und Voruntersuchungen ergaben, daB ihr Anteil
am innersekretorischen Parenchym wegen ihres seltenen Vorkommens statistisch vernach-
lassigt werden darf.

Zunéchst wurde die Inseldichie ermittelt, die definiert ist als Quotient n/K der Anzahl K
der durchgemusterten Gesichtsfelder und der Anzahl n der darin enthaltenen Inseln. Vor-
untersuchungen ergaben, daB nach Auszéhlung von 100 Blickfeldern die Abweichung der
Mittelwerte der MeBgrofien von den durch Auszihlung der doppelten bis dreifachen Zahl der
Gesichtsfelder gewonnenen Mittelwerten immer weniger als 5% betrug. Wir durchmusterten
deshalb histologisch je Fall mindestens 100 Gesichtsfelder zu annihernd gleichen Anteilen
aus drei verschiedenen, mindestens 300 p. voneinander entfernten Schnittebenen. Aus der
Anzahl der konstant 99225 y2 groflen Gesichtsfelder ergab sich auBerdem die tatsichlich
untersuchte Fliche, so dafl eine Umrechnung der Inseldichte pro Gesichtsfeld in die Dichte
pro mm? moglich war

Inselfliche mmm? K 99225
Weiterhin lieB sich durch die Messung der kleinsten (d;,) und gréBten (d;,) Durchmesser

<Anzahl n der Inseln n 108 )

in p die Fliche f; = % d;, d;, der einzelnen Inseln und damit der Mittelwerte der Inselflachen

f= % d, d, fiir jedes Tier berechnen. Aus der Gesamtfliche der Inseln f = X f; und der Ge-

samtfliche der Gesichtsfelder ' = 99225 K (in u?) ergab sich schlieflich die prozentuale
Fliachenbeteiligung von 100 f/F% des Inselgewebes am Gesamtparenchym fiir jedes Tier.
Weiterhin haben wir an den mit der Aldehydfuchsin-Trichromfirbung behandelten
Schnitten mit Hilfe der Integrations-Strichplatte ITI von Zeiss die Mengenverhiltnisse von
A-Zellen (a), B-Zellen (b) und Zwischengewebe (c) ausgezéhlt. Aus der Zahl der Treffer auf
jedem dieser Gewebeanteile haben wir den Quotienten a/b sowie die prozentualen Anteile
100 a b 1605 100¢
(@+b+c)’~  (a+b+e)’ ¢ (a+b+c)
Bei den statistischen Vergleichen der Me8- und Z&hlergebnisse verschiedener Gruppen von
Tieren haben wir entweder den t-Test oder den Wilcoxon (Rangsummen)-Test fiir 2 Stich-
proben durchgefithrt. Als Signifikanzschranke wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
zugrunde gelegt.

% errechnet.

Morphologische Befunde
Makroskopisch erkennt man am dritten bis vierten Tage nach der Infektion ein hoch-
gradiges Odem des Pankreas. Das Organ ist dadurch meistens so stark vergroBert, daB das

4 Dr. rer. nat. W. Eberl, Institut fur Statistik und Dokumentation der Universitat Diissel-
dorf (Direktor: Prof. Dr. H. Klinger) danken wir fir die Durchfiihrung der Programmierungs-
arbeiten und fiir die Prifung der statistischen Untersuchungsergebnisse.
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Abdomen der Tiere deutlich aufgetrieben erscheint. Das Organgewicht haben wir systematisch
bis zum siebten Tage untersucht. Es steigt bei einem Normalgewicht von 155 mg am dritten
bis fiinften Tage auf Werte zwischen 550—700 mg an und nimmt dann allméhlich wieder ab.
Die Gewichtsinderung folgt dabei der Virusvermehrung und deren allméhlichem Sistieren in
einem zeitlichen Abstand von etwa 24 Std. Vom 5. Tage an erkennt man nur bei den mit der
E-Variante infizierten Tieren zunehmend kalkspritzerartige Nekrosen des Pankreas und
zum Teil auch des Peritoneums. Bei Infektion mit der M-Variante erscheint dagegen das
Pankreas nach dem Schwinden des Odems lediglich etwas plump gefiedert und gerétet.

Histologisch verursachen die beiden Virusstimme sehr differente Schadigun-
gen. 48 Std nach Infektion mit der E-Variante sahen wir auBer dem interstitiellen
Odem des Pankreas eine Schwellung einzelner Acinuszellen mit Verlust der An-
farbbarkeit des Cytoplasmas. Am dritten und vierten Tage zeigt das Driisen-
gewebe zahlreiche Zellen mit Vacuolisierungen und fleckférmige Coagulations-
nekrosen. Vom fiinften bis sechsten Tage an finden sich ausgedehnte Zerstérungen
des exokrinen Parenchyms. Das stark 6dematos verbreiterte Interstitium ist von
einkernigen Rundzellen und vereinzelten polymorphkernigen Leukocyten infil-
triert (Abb. 1b). Oft sahen wir so schwere Schidigungen des exokrinen Paren-
chyms, daBl kein intaktes Driisenldppchen mehr vorhanden war. Die Langer-
hansschen Inseln bleiben dagegen vielfach selbst in solchen Féllen noch erhalten
(Abb. 1¢). Zuweilen greift der nekrotisierende Proze aber auch auf das endokrine
Parenchym tiber und fithrt so zu einer allméhlichen Abschmelzung der Inseln,
deren zentrale Anteile aber meistens erhalten bleiben (Abb. 1b).

Die M-Variante des EMC-Virus schidigt im Gegensatz zur E-Variante bevor-
zugt den Inselapparat. Nach Infektion mit diesem Virusstamm kommt es zwar
auch zu einem starken interstitiellen Odem, aber nur ganz vereinzelt zu Nekrosen
des exokrinen Parenchyms. In zahlreichen, aber nicht allen Inseln sahen wir
48 Std nach der Infektion ein interstiticlles Odem und disseminierte, teils rand-
stindige, teils zentral gelegene Nekrosen einzelner oder mehrerer Zellen. Am
dritten und vierten Tage kamen auch ausgedehnte und totale Nekrosen der Inseln
vor (Abb. 2). A- und B-Zellen scheinen dabei in gleicher Weise geschadigt zu sein.
In diesem Stadium der Schidigung sind lichtoptisch jedoch keine spezifischen
Granula mehr nachzuweisen, so dafl eine sichere Unterscheidung der Zelltypen
nicht moglich ist. Die betroffenen Zellen weisen meist nur noch schattenhafte
Kernstrukturen auf. Das Cytoplasma 146t sich nur schwach und homogen mit
Kogin anfirben. In der Folgezeit kommt es zunehmend zur Vacuolisierung und
Auflosung der Zellen sowie zum Verlust des Zellgefiiges mit Liickenbildungund
mottenfrafdhnlichen Defekten des Inselparenchyms. Vom 3.—15. Tage an, vor-
nehmlich aber am 4.—7. Tage nach der Infektion, sahen wir neben nur sehr
spérlich entwickelten entziindlichen Infiltraten des Interstitiums schiittere bis
dichte Infiltrationen der Inseln mit einkernigen Rundzellen und einzelnen poly-
morphkernigen Leukocyten (Abb. 1a, 3). Die in den geschidigten Inseln noch
vorhandenen sekretorischen Zellen sind ohne Granula, vergrofert und weisen
unregelmifBig gestaltetes oft plumpe rundliche bis walzenférmige Kerne auf.
Zwischen den Zellen liegen erweiterte Blutcapillaren. Neben derartigen Inseln
finden sich bei allen Versuchstieren, und zwar auch solchen, die ein Diabetes-
Syndrom entwickelt haben, mehr oder weniger zahireiche Inseln ohne Nekrosen
oder Infiltrate. Am 4.—5. Tage nach der Infektion sind diese mikroskopisch meist
noch vollig unauffillig. Danach zeigen sie aber ebenfalls charakteristische Ver-
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inderungen (Abb. 4): Die Inselscheibe ist vielfach entrundet, in fortgesetzten
Stadien auch unscharf konturiert. In den B-Zellen kommt es zu einer fortschrei-
tenden Degranulierung. Der Zelleib erscheint gebldht. Die Kerne sind geschwollen,
chromatinarm und weisen vergroBerte Nucleoli auf. Bei Tieren, die 30 Tage und
linger tiberlebten, fanden wir einerseits in einem relativ hohen Prozentsatz sog.
Rieseninseln (Tabelle 1) mit einem Durchmesser von mehr als 400 p., andererseits
aber auch besonders kleine Inseln. Der Mittelwert der Inselflichen war jedoch
gegeniiber dem von Normaltieren nicht signifikant verdndert. Besonders in den
kleinen Inseln fanden wir vermehrt Capillaren und Bindegewebsfasern.

Elektronenoptisch haben wir das Inselsystem nur nach Infektion mit der
M-Variante des EMC-Virus untersucht. Schon innerhalb der ersten 24 Std sahen
wir in zahlreichen B-Zellen eine deutliche hydropische Schwellung der Mito-
chondrien mit Destruktion und Schwund der Cristae (Abb.5). Vom zweiten
Tage an findet man neben einem interstitiellen Odem vorwiegend pericapillire
teils solitdre, teils in Gruppen angeordnete A- und B-Zellen mit schweren Schidi-
gungen (Abb. 6). Die Kerne erscheinen geschrumpft, das Cytoplasma 1483t nur
noch unscharf konturierte Zellorganellen erkennen und es kommt zu herdférmigen
Auflgsungen der Zellmembranen. Die Granula weisen dabei zwar UnregelmaBig-
keiten in Form und GroBe auf, sind aber oft trotz relativ fortgeschrittener Cytolyse
noch zu identifizieren.

Gleichzeitig mit dem Auftreten der Nekrosen kommt es zu einer stdrkeren
Entfaltung von Blut- und Lymphecapillaren, so dal die untergehenden Zellen oft
von solchen Gefaflen umschlossen werden (Abb. 7). Bei ausgedehnten Schidi-
gungen zeigen die erbalten gebliebenen B-Zellen im Gegensatz zu den A-Zellen
(Abb. 8) neben einem Schwund der Granula zunehmend tubuldre Strukturen,
Vesikeln und Vacuolen im Cytoplasma. Vom dritten Tage nach der Infektion
an konnten wir zwischen den Inselzellen Infiltratzellen mit phagocytiren Eigen-
schaften beobachten. Dabei handelt es sich zum Teil um Leukocyten (Abb. 9), zum
Teil auch um monocytére Zellen, die sich durch cytosomale Einschliisse und die
Entwicklung lamellarer Korpuskeln oder sog. Myelinfiguren auszeichnen. In
schwer geschidigten Inseln fanden wir oft nur noch einzelne, vollig intakt erschei-
nende A-Zellen zwischen zahlreichen nekrotischen Parenchymzellen, Infiltrat-
zellen und stark entfalteten, nahe aneinander geriickten Lymph- und Blut-
capillaren (Abb. 10).

Auch in den von den nekrotisierenden Vorgéngen verschont gebliebenen
Inseln lassen sich vom zweiten bis dritten Tage nach der Infektion an und je nach
Ausmal} der Inselschidigung noch Wochen bis Monate iiber die akute Infektions-
phase hinaus Versnderungen an den B-Zellen nachweisen. Diese betreffen im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen, herdférmig vorkommenden Schidigungen

Abb. 1a—c. Pankreas der weiBen Maus nach subcutaner Infektion mit EMC-Viren. a Insulitis

und nur geringe interstitielle Pankreatitis 6 Tage nach Infektion mit der M-Variante. HE,

Vergr. 200fach. b Starke interstitielle Pankreatitis mit Ubergreifen der FEntziindung auf eine

Langerhanssche Insel 5 Tage nach Infektion mit der E-Variante. HE, Vergr. 310fach. c

Schwere nekrotisierende Pankreatitis und weitgehend erhaltene Langerhanssche Insel 7 Tage
nach Infektion mit der E-Variante. HE, Vergr. 310fach



H. Mimntefering :

214




Langerhanssche Inseln bei virusinduziertem Diabetes mellitus 215

Abb. 3a u. b. Verschieden stark ausgeprigte Inselzellnekrosen und Insulitis der weien Maus
3 Tage (a) und 4 Tage (b) nach subcutaner Infektion mit der M-Variante des EMC-Virus, HE,
Vergr. 310fach

meistens den gesamten restlichen Zellbestand. Auffillig ist vor allem eine Ver-
armung an Sekretgranula. Die wenigen restlichen Granula sind in die Nihe der
Zellmembran verlagert (Abb. 11). Das rauhe endoplasmatische Reticulum ist
vermehrt. Die Ribosomen liegen dicht gepackt den endoplasmatischen Membranen
an oder auch frei im Cytoplasma. Stellenweise hat man den Eindruck, daB die
Mitochondrien ebenfalls vermehrt vorkommen. Fast immer ist die Golgizone ver-

Abb. 2a—c. Verschieden stark ausgedehnte Nekrosen von Langerhansschen Inseln der weiBen
Maus 3 Tage (a, b) und 4 Tage (c) nach subcutaner Infektion mit der M-Variante des EMC-
Virus. HE, Vergr. 310fach



216 Mimtefering: Langerhanssche Inseln bei virusinduziertem Diabetes mellitus

Abb. 4. Entgranulierung, Schwellung und Kernhypochromasie der B-Zellen einer intakt

gebliebenen Langerhansschen Insel der weilen Maus bei durch die M-Variante des EMC-

Virus induziertem Diabetes mellitus. Modifizierte Aldehydfuchsin-Trichrom-Farbung,
8 Tage nach Infektion. Vergr. 500fach

Abb. 5. Hydropische Schwellung der Mitochondrien einer B-Zelle der weilen Maus mit Schwund
der Cristae 24 Std nach subcutaner Infektion mit der M-Variante des EMC-Virus. Elektr.-
mikr. Vergr. 10400fach, Endvergr. 40500fach

breitert (Abb. 12). Zwischen den Cisternen des Ergastoplasmas findet man vor
allem bei Versuchstieren mit stirker aunsgeprigtem Diabetes-Syndrom, aber auch
bei solchen, die nur eine voriibergehende Glucosurie aufwiesen, vermehrt feine
tubuldre Strukturen, Vesikeln und zum Teil auch kleine bis grobe Vacuolen. Im



Abb. 6. Schwer geschidigte A-Zelle (rechts) und untergehende B-Zelle (links) mit noch iden-
tifizierbaren Granula neben einer dilatierten Blutcapillare (oben) 4 Tage nach Infektion
mit der M-Variante des EMC-Virus. Elektr.-mikr. Vergr. 3400fach, Endvergr. 13300fach

S

Abb. 7. Inselzellnekrosen (N), hochgradiges interstitielles Odem (Oe) und entziindliche Infil-
trate (I) sowie dilatierte Blutcapillaren (K) in einer Langerhansschen Insel 3 Tage nach Infek-
tion mit der M-Variante des EMC-Virus. Elektr.-mikr. Vergr. 1850 fach, Endvergr. 4755fach
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Abb. 8. Inselzellnekrosen () 6 Tage nach Infektion mit der M-Variante des EMC-Virus.

Weitgehende Entgranulierung (B+) und Bildung von tubuldren Strukturen und Vesikeln

im Cytoplasma der erhalten gebliebenen B-Zellen (B)). Erhaltene A-Zellen ohne sekundére
Verdanderungen (4). Elektkr.-mikr. Vergr. 1850fach, Endvergr. 10545fach

Gegensatz zu den B-Zellen sahen wir auBlerhalb der akuten Infektionsphase an den
A.Zellen keine sicheren pathologischen Veranderungen. Neubildungen von Insel-
zellen, Mitosen oder sichere Transformationen konnten wir in den 60 bisher
elektronenoptisch untersuchten Féilen ebenfalls nicht beobachten.
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Abb. 9. Phagocyten (P) zwischen herdférmig entgranulierten B-Zellen (B) und intakten

A-Zellen (A4) einer Langerhansschen Insel 12 Tage nach Infektion mit der M-Variante des
EMC-Virus. Elektr.-mijkr. Vergr. 2500fach, Endvergr. 8625fach

Quantitative Befunle®

Im Gegensatz zu den Kontrolltieren zeigen zwar sdmtliche infizierten Tiere
mikroskopische Schidigungen, aufgrund der qualitativen Untersuchungen allein
lassen sich aber Tiere mit Diabetes-Syndrom und solche mit nur voriibergehender

5 Die Zahlenwerte der umfangreichen Messungen, Zahlungen und statistischen Berechnungen
kénnen beim Verfasser eingesehen, in Ausziigen auch angefordert werden.

15 Virchows Arch. Abt. A Path, Anat., Bd. 356
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Abb. 10. Spirliche als Rest verbliebene A- und B-Zellen einer Langerhansschen Insel zwischen

entfalteten Blutcapillaren (K), ausgetretenen lymphocytoiden Zellen (L) und gréBeren

Nekrosen (N) 5 Tage nach Infektion mit der M-Variante des EMC-Virus. Elektr.-mikr.
Vergr. 1800fach, Endvergr. 4460fach

Storung des Zuckerstoffwechels nicht sicher unterscheiden; denn die feingeweb-
lichen Verdnderungen der Langerhansschen Inseln und auch des exkretorischen
Driisengewebes waren bei allen Versuchsgruppen qualitativ weitgehend gleich.

Auch die quantitative Analyse der jeweils registrierten histologischen Merkmale
gab keinen Hinweis auf den Grad der Funktionsstérung. Fir Mannchen, Weib-
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Abb. 11. B-Zellen einer Langerhansschen Insel der weilen Maus bei Diabetes mellitus 7 Tage
nach Infektion mit der M-Variante des EMC-Virus. Weitgehende Entgranulierung, zum Teil
mit Verlagerung der restlichen Granula an die Zellmembran. Vermehrung des endoplasma-
tischen Reticulums und der Mitochondrien. Elektr.-mikr. Vergr. 4200fach, Endvergr.10416fach

chen, Tiere mit und ohne Diabetes-Syndrom und auch fiir Tiergruppen, die mit
der E.Variante und solche, die mit der M-Variante des EMC-Virus infiziert
worden waren, lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeits-

15%
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Abb. 12. Verbreiterung der Golgizone sowie Bildung von Vesikeln und Vacuolen in den
erhalten gebliebenen B-Zellen einer Langerhansschen Insel 2 Tage nach Infektion mit der
M-Variante des EMC-Virus. Elektr.-mikr. Vergr. 3400fach. Endvergr. 13400fach

verteilung der feingeweblichen Verdnderungen nachweisen. AufschluBireich war
diese Untersuchung dagegen im Hinblick auf den Ablauf des Infektionsgeschehens.
Tabelle 1 zeigt die Héiufigkeit des Vorkommens der wichtigsten Merkmale im
Verlauf der Infektionskrankheit. Man erkennt, daB innerhalb der ersten drei
Tage nach der Infektion 100%, nach mehr als 30 Tagen imamerhin noch 83% der
Versuchstiere pathologische Verdnderungen der Bauchspeicheldriise aufweisen.
Die Art der Schidigung ist in den einzelnen Phasen jedoch unterschiedlich. So
finden sich in den ersten Tagen iiberwiegend akute entziindliche Verdanderungen
wie Hyperimie, Odem, zellige Infiltrate und Nekrosen. Diese nehmen aber rasch
wieder an Haufigkeit ab. Nach dem 15. Tage haben wir beispielsweise Nekrosen
und Infiltrate nicht mehr beobachtet. Ein besonders empfindliches aber unspezi-
fisches Schidigungsmerkmal ist die Verdnderung der B-Zellen-Granula. Sie waren
in allen untersuchten Stadien in etwa 40—90% der Fille vermindert. Seltener,
in ihrer Héiufigkeit aber mit wachsendem zeitlichem Abstand von der Infektion
deutlich ansteigend, fanden wir Schidigungen der Inseln, wie sie von zahlreichen
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Gruppe A

AN I T T I [ | 1] o/, der Fliche
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Gruppe B

Abb, 13. Prozentualer Anteil der Fliche der Langerhansschen Inseln an der Gesamtflache
des Pankreas in histologischen Schnittpriparaten bei 27 Kontrolltieren (4) und 42 Ver-
suchstieren nach Infektion mit der E-Variante des EMC-Virus (B)

Untersuchern bei Diabetes mellitus verschiedener Genese (Seifert, 1959; Ferner,
1952) und bei Experimenten als Folge der Uberbeanspruchung (Boquist, 1970;
Kracht, 1959; Lacy, 1967; Like, 1970, 1969; Freytag u. Mitarb., 1969) des B-
Zellen-Systems beschrieben worden sind, ndmlich Vacuolisierung des Cyto-
plasmas, Schwellung der Kerne mit Hypochromasie, Schwellung der Nucleolen,
Riesenkernbildung, Erhdhung der Mitoserate, Fibrosierung, Entrundung, Hyper-
trophie und Konfluenz von Inseln sowie Proliferation singuldrer B-Zellen, Ver-
groBerung des Gangorganes und Ausbildung sog. Ganginseln.

Die durch Messung des Inselapparates gewonnenen Daten lassen ebenfalls
keine Riickschlilsse auf das Ausmal der Funktionsstérung zu. Der Anteil des
Inselgewebes am gesamten Pankreas betrigt bei Normaltieren im Mittel 2,32%,
bei Tieren mit virusinduziertem Diabetes-Syndrom 2,31%. Auch fir die ver-
schiedenen Stadien des Ablaufes der Infektion lieBen sich keine signifikanten
Anderungen des prozentualen Flichenanteils des Inselgewebes nachweisen.

Einen verkleinerten Inselapparat fanden wir dagegen bei den Tieren, die mit
der E-Variante des EMC-Virus infiziert worden waren. Sein Anteil betrug nur
1,36% ; der entsprechende Wert fiir die Tiere, die mit der M-Variante infiziert
worden waren, betrug dagegen 2,55%. Dieser Befund braucht jedoch nicht in
Widerspruch zu unserer Erfahrung zu stehen, dal} die E-Variante eine geringere
Affinitdt zum Inselapparat habe. Da nédmlich bei der Infektion mit der M-Variante
vorwiegend das Inselgewebe geschidigt wird und meistens nur einzelne Zellen oder
Zellgruppen betroffen sind, bleibt die urspriingliche GréBle und Form der Inseln
trotz schwerer pathologischer Verdnderungen in der Regel noch erhalten. Durch
die E-Variante wird dagegen das exokrine Driisenparenchym besonders stark
geschidigt. Wenn die Entziindung auch auf die Inseln tbergreift (Abb. 1b), so
werden diese immer von der Peripherie her erfallt und dadurch verkleinert.
Fir diese Erklarung spricht auch Abb. 13: Wéhrend der prozentuale Flachen-
anteil des Inselgewebes bei den einzelnen Tieren des Normalkollektivs innerhalb
der gefundenen Spannweite eine ziemlich gleichméfBiige Verteilung aufweist,
kommen bei dem mit der E-Variante infizierten Kollektiv kleinere MeBwerte vor
und es findet sich bei kleinerer Spannweite eine deutlich schiefe Verteilung der
prozentualen Flédchenanteile.

Ursache dieses Befundes ist mit grofer Wahrscheinlichkeit die vollstéindige
Zerstorung der kleinen Inseln. Aus methodischen Griinden haben wir die Inseln
it einem kleineren Durchmesser als 30 i bei den Messungen aber nicht bertick-
sichtigt und konnen deshalb nicht sicher beurteilen, ob die Inselgrofie iiberhaupt
einer Normalverteilung folgt. Zum statistischen Vergleich der Werte fir die
Fliche des Inselparenchyms und die Inseldichte, die ebenfalls nicht notwendig
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normalverteilte MefgroBen darstellen, haben wir den Wilcoxon (Rangsummen-)
Test fiir zwei Stichproben angewendet. Dabei ergab sich eine signifikante Minde-
rung des Inselparenchyms fiir die mit der E-Variante infizierten Tiere. Da dieses
Virus gleichzeitig auch eine starke Schidigung des exokrinen Driisengewebes
verursacht, kommt es versténdlicherweise zu keiner wesentlichen Verinderung
der Inseldichte.

Das Inselgewebe besteht normalerweise im wesentlichen aus A- und B-Zellen. Von zahl-
reichen Untersuchern ist deshalb als MaB fiir quantitative Verénderungen des Inselzellbildes
die A-B-Zellen-Relation bestimmt worden (Seifert, 1954). Sie gibt Aufschlu dber die Zu-
oder Abnahme einer der beiden Zellarten. Da in unseren Experimenten aber A- und B-Zellen
gleichermaBen durch die Viren betroffen sein kénnen, braucht eine Anderung der A-B-Zellen-
Relation trotz schwerer Schidigungen nicht einzutreten. Aullerdem kommen Verinderungen
des Zwischengewebes wie Hyperdmie, Geféflproliferationen, und Bindegewebsvermehrungen,
sowie durch nekrotisierende Vorginge entstandene Liicken vor, die fur die Beurteilung des
quantitativen Inselbildes wichtig sind. Wir haben deshalb mit Hilfe des Integrationsoculares
in den Inseln auBler den jeweiligen Anteilen an A- und B-Zellen noch den restlichen Flédchen-
anteil bestimmt.

Erwartungsgemif gab die Bestimmung der A-B-Zellen-Relation keinen Aufschluf} @ber
den Grad der Schidigung. Das Ausbleiben von Anderungen der Relation bestitigte dariber
hinaus, daB keines der verwendeten Viren eine unterschiedlich starke Affinitdt zu einer der
beiden Zellarten besitzt. Eindeutig ist dagegen die Vermehrung des Zwischengewebes und der
Litcken in den Inseln in Ubereinstimmung mit der Zunahme des Schweregrades der viralen
Schadigung. Der Anteil betrug bei der Kontrollgruppe im Mittel 0,69%, bei den mit der
E-Variante infizierten Tieren 2,43 %, bei den Tieren mit Diabetes-Syndrom jedoch 6,40%.

Diskussion

Das EMC-Virus hat einen mittleren Durchmesser von 20 . und entspricht
damit in Grofie und Form weitgehend den Ribosomen (Hinz u. Mitarb., 1962).
Es ist deshalb in der Zelle nur dann sicher nachweisbar, wenn es in Form sog.
Kristalle vorliegt, in denen zahlreiche Viruspartikel in geometrischer Anordnung
vereinigt sind. Derartige Kristalle, die schon in der infizierten Gewebekultur nur
an wenigen Stellen vorkommen, sind aber im Gewebe offenbar extrem selten, so
daB wir sie im Pankreas elektronenoptisch bisher nicht beobachten konnten.

Nach Anlage unserer Experimente besteht aber auch ohne den morphologi-
schen Virusnachweis kein Zweifel an dem ursdchlichen Zusammenhang zwischen
der Virusinfektion und den beschriebenen Gewebeverdnderungen. Eine zusitz-
liche Bestatigung liegt darin, daf die encephalotrope (E-)Variante und die myo-
kardiotrope (M-)Variante des EMC-Virus infolge ihres auch im Pankreas unter-
schiedlichen Tropismus zu differenten Gewebeschadigungen fithren. Da nidmlich
die dbrigen Versuchsbedingungen bei der Infektion mit beiden Varianten iden-
tisch waren, kénnen die jeweils erzielten Veranderungen gleichsam als Kontroll-
befunde herangezogen werden.

Bei der nun folgenden Erérterung der Untersuchungsergebnisse mochten wir
so vorgehen, daBl wir die erhobenen Befunde jeweils mit experimentellen Ergeb-
nissen aus der Literatur und nach Moglichkeit auch mit Befunden aus der Human-
pathologie vergleichend diskutieren.

Die nach Infektion mit der E-Variante nachgewiesenen Schidigungen sind nicht spezifisch
fur dieses Virus. Ahnliche Befunde wurden auch nach Infektion mit anderen Viren wiederholt

erhoben : Mit einem EMC-Virus erzielte Craighead (1965) ausgedehnte Nekrosen des exokrinen
Pankreasparenchyms. Pappenheimer u. Mitarb. gelang es 1951, durch Passagen von Cox-
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sackie-Viren des Connecticut-5-Stammes in erwachsenen weillen Méusen Lasionen des Pan-
kreas unter Aussparung der Inseln und der Ausfithrungsginge zu erzeugen. Dalldorf und
Gifford (1951) gewannen durch Passagen in der Bauchspeicheldriise erwachsener Miuse
Coxsackie-Viren der Gruppe B mit spezifischem Gewebetropismus, die entsprechende mor-
phologische Verinderungen hervorriefen. Nach Infektion 3 Wochen alter Méuse mit Maul-
und Klauenseuche-Viren sah Platt (1956) ebenfalls ausgedehnte Schidigungen der Acinus-
zellen. Alle diese Autoren beobachteten iibereinstimmend eine deutlich unterschiedliche
Affinitdt der Viren zum endokrinen und exokrinen Anteil des Pankreas. Trotz schwerer
Pankreatitis wird der Inselapparat gar nicht oder nur so gering geschidigt, dafl meistens nur
voriibergehende Storungen des Zuckerstoffwechsels resultieren.

Auch beim Menschen sind derartige voriibergehende Funktionsstorungen des
Inselsystems durch akute Entziindungen der Bauchspeicheldrise beobachtet
worden. Kérthe (1911) berichtete iiber Glucosurien bei sechs von 44 Patienten
mit akuter Pankreatitis. Schumacher (1947) fand bei 700 Féllen von akuter
Pankreatitis aus der Literatur in 11% Glucosurien. Bell (1958) beobachtete
bei 35 von 102, Dannhauser (1954) bei 28 von 86 Patienten mit Pankreatitis
eine Glucosurie. Auch eine Reihe anderer Autoren machten éhnliche Beobach-
tungen (Egdahl, 1907; Sebening, 1927; Bernhard, 1931; Mahner, 1937).

Noch hiufiger als Glucosurien sind Hyperglykémien bei schwerer Pankreatitis
beschrieben worden (Weede, 1930; Brogg und Varangot, 1937; Bernhard, 1928;
Goldmann, 1932; Fallis, 1951). Besonders bei Mumps sollen voriitbergehende
Hyperglykdmien aufgetreten sein (Kirschfeld, 1936; Cremer, 1947). Die Zahl der
Diabetiker, die eine Pankreatitis tiberstanden haben, ist aber sehr gering. Nach
Schumacher (1958) kommt es bei héchstens 2% der Fille von akuter Pankreatitis
zu einem permanenten Diabetes mellitus. Dabei muf man noch die Moglichkeit
einkalkulieren, dafl durch die Pankreatitis lediglich ein préexistenter latenter
Diabetes manifest wurde (Sprague, 1947). Bell (1958) stellte bei 2089 Fiéllen von
Diabetes nur 18mal ein Zusammentreffen mit Pankreatitis fest. Warren und
LeCompte (1952) vermuten jedoch, daB die Zahl der durch eine Pankreatitis
entstehenden Diabetes-Syndrome nur deshalb so klein ist, weil eine Entziindung
der Bauchspeicheldriise, die so ausgedehnt ist, dall eine funktionell bedeutsame
Anzahl der Langerhansschen Inseln mitgeschiadigt wird, in der Regel zum Tode
fiihrt. Diese Ansicht wiirde mit unseren morphologischen Befunden nach Infektion
mit der E-Variante gut in Einklang zu bringen sein. Wie Abb. 1¢ belegt, fanden
wir nidmlich machmal auch dann noch weitgehend intaktes Inselgewebe, wenn
schon das gesamte exokrine Parenchym zerstért und dadurch ein Uberleben der
Tiere nicht moglich war. Die quantitativen Untersuchungen ergaben sogar, daf
trotz einer signifikanten absoluten und relativen Verkleinerung des Inselorganes
kein Diabetes-Syndrom auftrat. Fine fiir die Entstehung des Diabetes mellitus
ausreichende Schidigung der Inseln ist deshalb im Rahmen einer Pankreatitis
nur selten zu erwarten. Selbst bei den héufiger zitierten Berichten tiber die Ent-
stebung des Diabetes mellitus nach Mumps mit Pankreasbeteiligung handelt es
sich um im Vergleich zur allgemeinen Haufigkeit der Infektion seltener Einzel-
fille (Cremer, 1947; McCrae, 1963).

Als hiufige Ursache des Diabetes erscheint dagegen aufgrund der unter-
schiedlichen Disposition von exokrinem und endokrinem Parenchym zu viralen
Infektionen eine isolierte Schidigung der Inseln im Pankreas durchaus denkbar.
Klinisch sind solche Inselschdden jedoch auBerordentlich schwer zu erfassen, da
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auBer Storungen des Zuckerstoffwechsels keine charakteristischen Befunde zu
erwarten sind. Auch die Isolierung insulotroper Viren aus dem Pankreas ist wegen
der unvermeidbaren Kontamination durch exokrines Gewebe kaum moglich.
Aus diesem Grunde kommt den Experimenten von Craighead und Shelokov
(1961) sowie Craighead (1965, 1966) groBe Bedeutung zu, denen es gelang, durch
Pagsagen in weilen Méusen und Virus-Riickgewinnung aus bestimmten Organen
die zwei verschiedenen Varianten des EMC-Virus zu gewinnen; denn es stellte
sich heraus, daB die encephalotrope (E-)Variante gleichzeitig auch pankreotrop,
die myokardiotrope (M-)Variante dagegen gleichzeitig insulotrop war und weit-
gehend isolierte Inselschéden in Form von Nekrosen hervorrief, die hiufig mit
einer Hyperglykdmie und Glucosurie einhergingen (Craighead und McLane,
1968 ; From u. Mitarb., 1968 ; Craighead und Steinke, 1971 ; Muntefering u. Mitarb.,
1971).

Durch unsere Experimente mit der M-Variante des EMC-Virus konnten wir
diese Befunde bestatigen (Abb. 2). Dariiber hinaus ergaben die systematischen
histomorphologischen Untersuchungen am 3.—15. Tage, vorwiegend aber am
4.—7. Tage nach der Infektion eine Insulitis mit schiitteren bis dichten Infil-
trationen zahlreicher, jedoch nicht sémtlicher Inseln durch einkernige Rundzellen
und vereinzelte polymorphkernige Leukocyten. Die in den geschéidigten Inseln
noch vorhandenen sekretorischen Zellen waren ohne Granula, vergrofert und
wiesen plumpe rundliche bis walzenférmige Kerne auf.

Vergleichbare entziindliche Inselverdnderungen wurden tierexperimentell
lediglich durch Immunreaktion erzeugt, und zwar durch Injektion von Fremd-
insulin oder durch Gaben von Antiinsulin-Seren bzw. daraus gewonnenen Immun-
pracipitaten (Seifert, 1966; Freytag und Kloppel 1969, Lit. s. dort).

Unsere Befunde stellen aber auch auffillige Parallelen zu den Inselverdnde-
rungen dar, die wiederholt bei menschlichen Fillen von juvenilem Diabetes mit
raschem, zum Tode fithrendem Krankheitsverlauf beschrieben worden sind
(Schmidt, 1902; Cecil, 1909 ; Heilberg, 1911; Fischer, 1915; Kraus, 1929; Warren,
1927; LeCompte, 1958; Steiner, 1968). Besonders charakteristisch ist die kurze
Dauer der entziindlichen Erscheinungen. LeCompte (1958) sieht darin die Ur-
sache fiir das Fehlen der Insulitis bei Fallen mit weniger raschem Krankheits-
verlauf. Auch Steiner (1968) nimmt an, daB die Insulitis wahrscheinlich keine
Sonderform des juvenilen Diabetes, sondern eine bei den heutigen giinstigen
Therapiemdglichkeiten und den dadurch bedingten besseren Uberlebenschancen
nur selten morphologisch erfalbare Initialform darstellt.

Auffallig ist ferner die Aussparung einzelner Inseln. Sie 148t ebenso wie die
Tendenz zum Schwund von Zellen in den betroffenen Inseln daran denken, daB
pathogenetisch auch bei juvenilem Diabetes eine gegen bestimmte Zellen oder
Zellgruppen und nicht gegen das Insulin gerichtete Schiddigung das Krankheits-
geschehen zumindest einleite (Steiner, 1958).

Deutlicher noch als die qualitativen Untersuchungen zeigte in unserem
Experiment die quantitative Analyse der histologischen Einzelmerkmale den
raschen Wandel des morphologischen Erscheinungsbildes im Ablauf der akuten
Erkrankung: Wahrend in den ersten Tagen nach der Infektion die akut entziind-
lichen Verdnderungen zahlenmiBig tiberwiegen, finden sich mit zunehmendem
zeitlichem Abstand von der Infektion vermehrt Merkmale der Uberbeanspruchung.
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Die Grenzen sind jedoch flieBend und die Variabilitdt der Befunde ist groB, so
daB im Einzelfalle keine Aussage itber den Grad der funktionellen Beeintrichti-
gung moglich ist.

Beim Menschen kam Seifert (1959) zu entsprechenden Ergebnissen. Durch
eine dhnliche Analyse bei einem Vergleich zwischen Diabetikern und Nichtdiabe-
tikern konnte er ebenfalls zwar ,,bemerkenswerte Unterschiede in der Haufigkeit
und Stérke der Einzelmerkmale, jedoch nicht in der absoluten Spezifitdt™ fest-
stellen.

Quantitativ morphologische Untersuchungen an spontan-diabetischen Miusen (Carpenter
u. Mitarb., 1963) sowie zahlreiche Experimente mit Alloxan (Chavin, 1970; Wellmann u. Mitarb.,
1965, 1967, 1969), verschiedenen Antidiabetica (Kracht, 1959; Sandritter u. Mitarb., 1959;
Lacy, 1967; Loubatiéres, 1968), Corticoiden (Kast u. Mitarb., 1970) oder anderen Hormonen
(Scharf u. Mitarb., 1966) haben gezeigt, dafl der Inselapparat ziemlich rasch mit quantitativen
Verdnderungen reagieren kann. Auch aus der Humanpathologie sind Verschiebungen der
Inselmasse allgemein bekannt, und zwar sowohl Hyperplasien — z.B. bei Feten diabetischer
Miitter (Borchard und Miintefering. 1969, Lit s. dort) — wie auch Atrophien, die besonders
eindrucksvoll bei Diabetikern mit Entstehung der Krankheit in der Wachstumsperiode sind
(McLane und Ogilvie, 1955; Gepts, 1957; Hellmann und Angervall, 1961). Da die Veréinderung
der Inselmasse in solchen Féllen im wesentlichen auf eine Reduzierung der B-Zellen zuriick-
zufithren ist, haben zahlreiche Autoren auBerdem eine — allerdings unterschiedlich starke —
Verschiebung der A-B-Zellenrelation beschrieben (Seifert, 1959, Lit. s. dort).

Unsere Messungen ergaben bemerkenswerterweise nur bei den mit der B-
Variante infizierten Tieren, die eine Pankreatitis ohne Diabetes-Syndrom ent-
wickelt hatten, signifikante Anderungen der InselgréBe, und zwar eine Verkleine-
rung. Bei den mit der M-Variante infizierten Tieren fanden wir dagegen weder
die InselgroBe noch den prozentualen Anteil des Inselapparates am Gesamtorgan,
noch die A-B-Zellenrelation trotz starker funktioneller Stérung signifikant ver-
dndert. Wie oben bereits ausgefithrt wurde, hingt diese Tatsache mit der unter-
schiedlichen Affinitdt der beiden Virusstdmme zum exokrinen bzw. endokrinen
Parenchym zusammen. Die E-Variante befdllt zwar bevorzugt die Acinusstruk-
turen, trotzdem kann es aber zu signifikanten Verdnderungen der InselgroBe
kommen, weil der Inselapparat — wenn {iberhaupt — ausschliellich von der
Peripherie her mitbetroffen wird. Die M-Variante mit ihrer groBeren Affinitét
zum Inselgewebe schidigt dieses mehr diffus, so dal eine GréBendnderung weniger
augenscheinlich wird.

AufschluB iiber den Grad der Funktionsstérung erhielten wir jedoch durch die
Berechnung der prozentualen Anteile der A- und B-Zellen und des Zwischen-
gewebes am gesamten Inselgewebe. Hier lieB sich eindeutig eine vom Schweregrad
der Schidigung abhéngige Zunahme des Zwischengewebes bzw. der damit ge-
meinsam erfalten Gewebeliicken nachweisen. Es kommt demnach durch die
Infektion mit der M-Variante zu einer so gestreuten Schidigung einzelner Insel-
zellen, daBl die Form der Inseln noch erhalten bleibt. A- und B-Zellen werden
dabei offenbar gleich stark betroffen. Die relative Zunahme an nichtepithelialem
Gewebe bei den Tieren mit Diabetes-Syndrom beweist damit indirekt, daB es
sich hierbei um einen klassischen Insulinmangel-Diabetes handelt.

Die elektronenoptischen Befunde lassen sich im wesentlichen in zwei Gruppen
mit verschiedener Pathogenese einteilen, und zwar solche, die durch direkte virale
Schidigungen und solche, die sekundir als Folge der Uberbeanspruchung des
erhalten gebliebenen Restparenchyms entstehen. Durch die Viren, wahrscheinlich
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durch die Vermehrung des Virus in der Zelle, kommt es zu Schidigungen der
Kerne und des Cytoplasmas und schliefllich zu Destruktion und Nekrose der
Zellen.

In einer zweiten Phase mit Entfaltung der Blut- und Lymphcapillaren erkennt
man entziindliche Infiltrate vorwiegend aus Lymphocyten und monocitoiden
Phagocyten sowie einzelnen Leukocyten. Diese Phase entspricht der histologisch
mit Insulitis einhergehenden Phase. Ihr Beginn fallt zeitlich mit dem Beginn der
Bildung hamagglutinationshemmender Antikérper zusammen.

Gleichzeitig, aber auch noch wesentlich spéter, wenn bereits alle akut ent-
ziindlichen Erscheinungen abgeklungen sind, finden sich sekundéire Verdanderun-
gen, die im wesentlichen solchen entsprechen, die auch aufgrund anderer Unter-
suchungen als Zeichen verstdrkter funktioneller Aktivitdt zu deuten sind (Volk
u. Mitarb., 1965, 1969 ; Volk und Lazarus, 1962, 1963, 1964 ; Bjorkman u. Mitarb.,
1963 ; Like u. Mitarb., 1970; Luse u. Mitarb., 1967). Im Gegensatz zu den A-Zellen
die in der akuten Phase wie die B-Zellen beteiligt sind, betreffen diese sekundéren
Verdnderungen wie Degranulierung, Vermebrung ergastoplasmatischer Mem-
branen und freier Ribosomen, Erweiterung der Zisternen des endoplasmatischen
Reticulums sowie Vermehrung der Mitochondrien im wesentlichen die B-Zellen.
Bei langer bestehender diabetischer Stoffwechsellage kann es auch zur Kr-
schopfung der B-Zellen mit Vesikeln- und Vacuolenbildung kommen.

Langzeitbeobachtungen mit regelmaBigen Glucosetoleranztesten gaben uns
Gelegenheit, bei einigen Tieren mit Diabetes-Syndrom Grad und Wandel der funk-
tionellen Storungen zu kontrollieren. Abb. 14 zeigt mehrere Belastungskurven
nach Glucosetoleranztest bei einem Einzeltier mit virusbedingtem Diabetes-
Syndrom. Man erkennt zunidchst bis zum 6. Monat nach der Infektion eine all-
méhlich abnehmende, nach 9 Monaten aber wieder zunehmende Storung der
Glucosetoleranz.

Ein gewisses Ausmaf} der viralen Schidigung kann demnach durch Regene-
ration und funktionelle Anpassung des Restparenchyms kompensiert werden. Bei
zu ausgedehnter Schidigung kommt es aber offenbar zur Erschépfung der noch
intakten B-Zellen und schlieBlich erneut zur Minderung der Sekretionskapazitit.
Untersuchungen des Seruminsulinspiegels bei unseren Versuchstieren stehen
allerdings noch aus. Sie sollen aber im Rahmen einer anderen Arbeit durchgefiihrt
werden.

Fille mit nur voriibergehender Stérung der Glucosetoleranz kommen auch beim Menschen
vor. Daweke u. Mitarb. (1969) stellten z.B. bei eineiigen Zwillingen, von denen ein Zwilling
an einem juvenilen Diabetes leidet, fest, daB der stoffwechselgesunde Partner iiber mehrere
Jahre einen verringerten und verzdgerten Anstieg des immunologisch erfa8baren Insulins
im oralen Glucosetoleranztest zeigte, was bis dahin als fiw den Préadiabetes charakteristisch
angesehen wurde. Finf Jahre spiter war die Insulinsekretion jedoch wieder normal.

Auch solche pathogenetisch sonst nur schwer deutbaren Befunde wiirden sich durch eine
Virusinfektion beider Zwillinge mit ungleich starker Schidigung der Inselorgane zwanglos
erkldren lassen. Voraussetzung dafiir wire allerdings, daB beim Menschen fiberhaupt ent-
sprechende Infektionen mdéglich sind. Nach den Untersuchungsergebnissen von Gamble
u. Mitarb. (1969) muB dies jedoch als sehr wahrscheinlich angesehen werden. Die Autoren
fanden nimlich in den Seren von Patienten mit kiirzlich manifest gewordenem Diabetes
mellitus signifikant erhohte Antikdrpertiter gegen Coxsackie-B-Viren, die wie die EMC-Viren

zur Gruppe der tier- und menschenpathogenen Picornaviren zihlen (Melnick u. Mitarb., 1963)
und in mancher Hinsicht dhnliche Eigenschaften aufweisen.
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Abb. 14. Glucosetoleranztest nach Franke ( Glucose intraperitoneal, 1 mg/kg Korpergewicht) bei
einem minnlichen Tier in verschiedenen Zeitabstinden nach der Infektion mit EMC-Viren.
Normbereich = Mittelwerte mit Standardabweichungen von 3 gleichaltrigen, gesunden Tieren

Avufgrund dieser Tatsache, vor allem aber wegen der dargestellten morpho-
logischen Befunde scheint uns die Vermutung berechtigt zu sein, daB der virus-
bedingte Diabetes mellitus der weillen Maus auch als ein Modell des juvenilen
Diabetes des Menschen gelten kann.
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