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DKo 6110 37: 616,091, 37

Aus dem anatomischen Institut der Universitit Fribourg — Leitung: Prof. A. Faller

Die cytotoxische Wirkung von Alloxan und Dialursiure
auf die Zellen der Pancreasinseln und die dadurch
bedingten Regenerationserscheinungen.*

Von A. Faller

« Um mich zu retten, betrachte ich alle Erscheinungen als unabhéngig
voneinander und suche sie gewaltsam zu isolieren, Dann betrachte
ich sie als Korrelate und sie verbinden sich zu einem entscheidenden
Leben.»

Goethe, Maximen und Reflexionen zur Natur- und Wissenzchaftslehre,

Das Problem des Diabetes steht noch in der ersten Phase seiner Er-
fassung. Wir versuchen deshalb lediglich, einige Teilfragen von der Peri-
pherie her zu lésen. Unter den experimentellen Diabetesformen steht
gegenwiirtig der Inseldiabetes durch Alloxan im Vordergrund. Die ein-
fach zu handhabende chemische Pancreatektomie ist an die Stelle der
klassischen chirurgischen Pancreasexstirpation getreten, seit Dunn u.
Mitarb. (1943) bei ihren Untersuchungen iiber die ﬁtiologie des Crush-
Syndroms zufillig auf die diabetogene Wirksamkeit des Alloxans stiellen:
«The b-cells appeared to be chiefly, if not exelusively affected.»

Um zu einer einwandfreien Beurteilung zu kommen, muliten spezifi-
sche Farbemethoden angewandt werden. Wohl hatten Lane (1907) und
Bensley (1911) eine Methode zur differenzierten Darstellung der Insel-
zellen veréffentlicht, doch hatte sie sich zahlreichen Nachuntersuchern
nicht bewihrt. 1911 hatte Piazza darauf hingewiesen, dall die Granula
der A-Zellen sich versilbern lassen. 1938 hat Ferner die Silbermethode
nach Gros-Schultze zur Hervorhebung der A-Zellen systematisch zu ver-
wenden begonnen und ausgezeichnete Ergebnisse damit erhalten. Seine
Silbermethode ist in der Folge mehrfach modifiziert worden (Ferner
1942, Hultquist, Dahlén und Helander 1948, Wolter 1950, Fevyrter 1951).
1939 hat Gomori durch Voroxydieren einen besondern Effekt der Azan-
farbung auf die A-Zellen erzielen konnen. 1941 verdffentlichte er seine
wichtige Chromhimatoxylinmethode. Tonutti (1945) und Grobéty (1947)
haben das Eosin-Methylblau-Gemisch nach Mann mit gutem Erfolg

* Au Professeur Eugeéne Bujard & 1'occasion de son T0#me anniversaire avec I’hom-
mage de I'auteur.
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verwendet. 1950 publizierte Gomori seine Aldehydfuchsinfarbung zur
Mervorhebung der B-Zellen. 1951 verdffentlichte Miiller e¢ine Bismarck-
braunfirbung mit Voroxydierung. Wir haben mit all diesen Methoden
oearbeitet. Beim Rattenpancreas hat uns die Eosin-Methylblau-Fiarbung
die regelmiilligsten Resultate gegeben.

Die quantitative Erfassung der Alloxan- und Dialursdureschidigung,

Der Funktionsindex der Inseln. Fir die Beurteilung des Inselapparates
ist das Verhdltnis von B- und A-Zellen viel wichtiger als die Abschatzung
der Gesamtmasse des Inselgewebes. Den Quotienten aus der Anzahl B-
und A-Zellen bezeichnet man als Funktionsindex. Beim menschlichen
Pancrcas betragt er nach Ferner (1938) 5, nach Gomor: (1941) 3-11,
nach Hess (1945) 5-15, nach Terbriiggen (1947) 4. Fir die Albinoratte
fand Grobéty (1947) einen Index von 3,76. Unsere Werte schwanken fiir
dasselbe Versuchstier zwischen 3,7 und 4,2. Das Rattenpancreas enthilt
relativ mehr A-Zellen als das menschliche Pancreas. Aus den angefithrten
Zahlen ergibt sich, dal} der Index in weiten Grenzen schwanken kann.
Die Ermittlung eines mittleren Funktionsindex triigt diesem Umstand
Rechnung, ebenso der Tatsache, dafi kleine Inseln und Tangential-
schnitte mehr A-Zellen zeigen als Durchschnitte durch grofie Inseln.
Hess (1945) schligt vor, mindestens 20 Inseln auf ihren Funktionsindex
zu prifen und die gewonnenen Indices graphisch zur Darstellung zu
bringen. Die Indices zwischen 0,1-1,0 und 1,1-2.0 usw. werden zu
einer Sidule zusammengefat und in Prozenten der ausgezihlten Inseln
aufgetragen. So erhilt man fiir jeden Fall eine Graphik von gleichem
Fliicheninhalt, die iiber die unterschiedliche Verteilung der Funktions-
indices Auskunft gibt. Die Normalfille zeigen bei der Ratte wie beim
Menschen eine breite Streuung. Fir cin und denselben Fall fanden wir
eine Streuung des Funktionsindexes von 1-8. Bei rund 30°%, der diffe-
renziert ausgezithlten Inseln fanden wir einen Index von 4. Die graphische
Darstellung ergibt etwa die Form einer Gauss’schen Kuarve. Beim Alloxan-
wie beim Dialursiurediabetes verschiebt sich die Verteilung in typischer
Weise extrem nach links. Unter 10 ausgewerteten Tieren schwankten die
mittleren Indices in 8 Fillen zwischen 0,27 und 0.38. In einem Falle
betrug er 0,52 und in einem andern 0,66. Das Verhiltnis B-Zellen zu
A-Zellen hat sich geradezu umgekehrt. Diese Resultate bleiben sich
gleich, ob man die Versuchsdauer nach Stunden oder nach Tagen bemifit.
Die Feststellung mittlerer Funktionsindices zeigt deutlich, dafl Alloxan
und Dialursiure auf die B-Zellen wirkt. Die A-Zellen werden entweder
gar nicht oder nur sehr wenig davon betroffen. Der Entscheid dariiber
1403t sich einwandfrei durch die Karyometrie der Inselzellen fillen.
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Die Karyometrie der Inselzellen. 1903 stellte Richard Hertwig das Ge-
setz der Kern/Plasma-Relation auf. Heidenhain (1907) erkannte, dal}
diezes Verhiiltnis eine Konstante ist, und wies nach. dall sowohl Kern
wie Plasma in ihrem Wachstum einer Verdoppelungsregel gehorchen.
Jakobj stellte 1925 die Kernvolumetrie auf eine variationsstatistische
Basis. Die Kerngrolien eines Gewebes variieren nicht willkiirlich, sondern
bilden Klassen, wie sie die Heidenhainsche Theorie erwarten lalkt. Die
Karvometrie hat sich seither zu ciner Methode entwickelt, welche mit
grofer Genauigkeit den Funktionszustand eines Gewebes zu erfassen
gestattet. Eine Schwierigkeit machte zunichst der Umstand, daBl wir
unser Untersuchungsgut im Hinblick auf die Eosin-Methvlblau-Fiarbung
nach Bouin fixiert hatten, wihrend die klassischen Daten der Karyo-
metrie an formol- oder susafixiertem Material gewonnen worden waren.
Wir priften deshalb zunéichst den Einflull von Fixierung und Schnitt-
technik auf die Kernvolumina an Rattenlebern. Fixierung nach Bouin,
mit Formol oder mit Susa ergeben fir die Kernvolumetrie ungefihr
dieselben Resultate. Fiir Fixierung nach Bouin und fiar Fixierung mit
Formol liefl sich kein Unterschied feststellen. Bei Susafixation liegt die
Regelklasse um 5.4%;, hoher. GroBe Bedeutung dagegen kommt der
Schnittechnik zu. Paratfinschnitte zeigen gegeniiber Gefrierschnitten
eine Kernschrumpfung von 52,7 Vol. 9.

Der gril3te und der kleinste Durchmesser von 2000 Inselzellkernen wur-
den mit einem Schraubenmikrometer ausgemessen und dieVolumina nach
der Formel 4/3 7 a?b errechnet. Die so erhaltenen Kerninhalte wurden
in Klassen eingeteilt, Die graphische Darstellung nach dem logarithmi-
schen Verfahren von Hintzsche (1945) ergab eine eingipflige, breitbasige,
etwas plumpe Variationskurve. Die Regelklasse, d. h. die Klasse, welche
am meisten Kerne enthiilt, entsprach mit 70,2 z* ungefihr dem Symbol
K 1/2 von Jakebj (72 *). Sie umfaBte nur 19.5%, aller Kerne, wihrend
in den niichsten beiden Unterklassen sich 17.4%), bzw. 18,99, der Kerne
befanden. Dieses Verhalten war iiberraschend. weil hochspezialisierte
Gewebe eine Verteilung der Kernvolumina aufweisen, welche rasch und
steil zu einem Maximum ansteigt und ebenso rasch wiederum abfiillt.
Die einzige uns bekannte variationsstatistische Untersuchung von Insel-
zellkernen ( Bakay 1940) stellte nur eine Kernklasse fest. Wir fragten uns,
ob nicht vielleicht A- und B-Zellkerne fir sich allein untersucht je eine
charakteristische Kurve ergeben witrden und so die plumpe Kurvenform
durch die Uberlagerung von zwei Kurven entstehen wiirde. Die differen-
zierte karvometrische Auswertung bestitigte diese Vermutung. Iir die
A-Zellkerne erhilt man eine cingipflige schlanke Kurve als Ausdruck

einer verhilltnismiBig einheitlichen Kerngrifle. Solche Kurven sind bei
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Geweben von embryonalem Kerntyp wie auch bei stark spezialisierten
Geweben beschrieben worden. Die karyometrischen Daten gestatten
somit nicht, den Streit um die Funktion der A-Zellen zu entscheiden.
Diese konnten sowohl unreife embryonale Inselzellen sein als auch Zellen
mit einer spezifischen Eigenfunktion. Die Regelklasse liegt bei 00,2 g?
und umfalit 28,4 9% aller Kerne. Die angrenzenden Unterklassen ent-
halten 16,8 und 22,4°,. Mehr als 98°, der Kerne befinden sich zwischen
K 1 4 und K 1. Die kleineren Klassen haben keine 29, der Kerne. Die
B-Zellkerne zeigen ebenfalls ein einziges Frequenzmaximum. Thre Regel-
klasse liegt, je nachdem sie mathematisch oder empirisch bestimmt wird,
bei 81,9 p® oder 88 y®. Die Kurve verlduft zuniichst sehr flach. steigt
dann steil zur Regelklasse an und fallt noch steiler ab. Nur wenige Kerne
errcichen die Klasse K 1. Auffillig ist, dal} die Regelklasse der B-Zell-
kerne zwischen die Regelklasse der A-Zellkerne und deren Verdoppe-
lungswert fallt. Man kénnte darin ein Zeichen besonderer Aktivitit er-
blicken. Da Kernwachstum und funktionelle Leistung des Kerns sich
schlecht miteinander vertragen, wird eine starke Stoftwechselbean-
spruchung -- wir denken an die Bildung von Protoplasmanucleotiden an

Abb. 1. Rattenpancreas, Bouin, 8 u, Eosin-Methylblau nach Mann, Griinfilter, Apo-

chromat 90 HI. — Normale Kontrolle zum Vergleich mit den folgenden Abbildungen.

Saubere Trennung von A- und B-Zellen, — Die A-Zellen liegen palisadenférmig an der

Inselperipherie. Sie zeigen ein deutlich eosinophil granuliertes Cytoplasma und kleine

chromatinreiche Kerne. Die B-Zellen liegen im Inselzentrum. Sie haben eine feine,
etwas verschwommene basophile Granulierung und griflere helle Kerne.
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der Kernmembran, wie sie von Casperson (1941) beschricben worden ist —
das Kernwachstum hemmen. Das Aufriicken von einer zur andern Klasse
erfolgt so langsam, dal} es zu Anhéufungen zwischen den Klassen kommt.
Die ermittelten Frequenzmaxima geben ein Standardmal} fir die Vo-
lumina normaler A- und B-Zellkerne. Der beim Mikroskopieren erhaltene
Eindruck, daB bei der Ratte die B-Zellen groflere Kerne haben, bestatigt
sich einwandfrei (Abb. 1). Allerdings ist die Variationsbreite so grof3, daB3
es immer wieder einige A-Zellkerne gibt, die gréfler sind als die kleinsten
Kerne der B-Zellen und umgekehrt B-Zellkerne, welche kleiner sind als
der Durchschnitt der A-Zellkerne. Gerade hierin zeigt sich die Uberlegen-
heit der Karyometrie gegeniiber der reinen Beschreibung eines Priipara-
tes. Da die beiden Maxima nahe beieinander liegen, wird man nur bei der
differenzierten Auswertung der Volumina der A- und B-Zellkerne er-
kennen kionnen, dal} die von Bakay (1940) als «regelmiiflige Binominal-
kurve» bezeichnete Graphik tatsichlich aus zwei verschiedenen Kurven
besteht. Bei Alloxandiabetes bekommt diese einheitliche, etwas breite
Summenkurve zwei Hauptgipfel und einen kleinen Nachgipfel. Der
Hauptgipfel liegt bei K 1/2, umfafit aber nur mehr 15,39, aller Kerne,
wihrend die benachbarten Unterklassen 13,7 und 10,59, enthalten. In
der nichstfolgenden Unterklasse sinkt der Prozentsatz auf 9,6, um in
der Nihe von K 1 wieder 11,3 zu erreichen. Auffallend ist der rechte
Teil der Kurve, welcher sich bis K 8 mit 1120 g hinzieht und bei K 4
nochmals ein Giplelchen zeigt. Bei differenzierter Auswertung ergeben
sich fur A- und B-Zellkerne viollig verschiedene Kurven. Fiir die A-Zell-
kerne deckt sich die Kurve nach Alloxaneinwirkung vollstiindig mit der
Normalkurve. Die variationsstatistische Verteilung der Kerngrifien der
A-Zellen wird durch Alloxan nicht beeinflullt. Die vereinzelten Angaben
itber das Zugrundegehen ganzer Inseln mit B- und A-Zellen ( C. C.
Bailey, 0. T. Bailey 1943, 0. T. Bailey, C. C. Bailey, Hagan 1944;
C. C. Bailey, O. T. Bailey, Leech 1945) widersprechen dem nicht, da es
sich hier primir um GefiaBschiden handelt, welche zur Zerstorung des
Inselgewebes fiithren. Ahnliches konnte ich bei Alloxanversuchen mit
vorangehender Nebennierenexstirpation feststellen. Interessant sind die
Ergebnisse der Karyometrie der A-Zellkerne im Hinblick auf die bei
Alloxandiabetes sich entwickelnden A-Zellmassen. Wiirde es sich um
eine Yermehrung schon vorhandener A-Zellen durch Amitose handeln,
dann miiBte dic Karyometrie beim Alloxandiabetes eine Linksverschie-
bung der Graphik der Volumina ergeben. Das ist nicht der Fall. Die
A-Zellmassen sprossen unter dem Reiz von Alloxan oder Dialursiure
aus dem exkretorischen Driisengewebe des Rattenpancreas hervor. In
geringem Ausmal} i3t sich das bei der Ratte schon normalerweise beob-
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achten. Die von Laguesse aufgestellte Theorie des Balancement zwischen
exokrinen und endokrinen Pancreaszellen erfihrt damit in der Richtung
azinoinsulirer U l:lwancﬂung eine Bestitigung,

Ganz typisch verindert sich das Kurvenbild der Verteilung der Kern-
volumina der B-Zellen unter dem Einflull von Alloxan. Die groBte Hau-
fung liegt nun zwischen K 1.2 und K 1. S1e umfallt 19,69, aller Kerne.
Auf K 1 entfallen nur mehr 4.4%,. Der lang ausgezogene rechte Kurven-
teil lalt auf cine erhebliche KernvergroBlerung schlieen, die sich iiber
K 2 und K 4 bis gegen K 8 ausdehnt. Die Kernvolumina schwanken
zwischen 13,3 und 1166 #* Der grofite Kern wurde bel einem Dialur-
sdurediabetes beobachtet und hatte einen Inhalt von 1392 4*. Neben
einer toxischen Schwellung spielen sicherlich auch Mitosestérungen durch
Verklebung von Chromosomen eine Rolle. Der kleine Gipfel bei K 4
tritt beispielsweise auch bei Karzinomen auf, bei welchen Chromosomen-
svndese nachgewiesen wurde. Betrachtet man das Verhalten normaler
A-Zellkerne, normaler B-Zellkerne und von B-Zellkernen unter Alloxan-
wirkung, so bilden die B-Zellkerne gegeniiber den A-Zellkernen eine
Zwischenklasse. um unter Alloxaneinflul schliellich die Verdoppelungs-
klasse der A-Zellkerne zu erreichen. Gegeniiber normalen B-Zellkernen
zeigen die B-Zellkerne bei Alloxandiabetes cine voriibergehende Funk-
tionssteigerung. Dieses Zeichen einer erhéhten funktionellen Belastung
hat uns veranlal3t, nach andern Zeichen einer vermchrten Zellaktivitit
zu suchen.

Die Phasen der Schidigung durch Alloxan und Dialursiure

Schon 5 Minuten nach Alloxaninjektion konnten Hughes, Ware und
Young (1944) sowie O. T. Bailey. C. C. Bailey und Hagan (1944) eine
Vt:riindcrung der I(L—::-ranulil;:rl.mg der B-Zellen feststellen. Nach einer
Viertelstunde sind bei manchen B-Zellen die Granula verschwunden.
Gomori und Goldner (1943) geben allerdings drei Tage an bis zur vélligen
Degranulierung. Schon nach einer Stunde list sich ein Teil der B-Zellen
aus dem Verband heraus. Nach einer weiteren Stunde treten pyvknotische
Kerne auf (Dunn, Duffy, Gilmour, Kirkpatrick und MecLetchie 1944).
Nach drei Stunden wird die Geriiststruktur der Kerne undeutlich, die
Zellkonturen werden unscharf. Das Cytoplasma wird hyalin. Die B-Zellen
beginnen sich abzurunden. Nach 24 Stunden 15t das Inselzentrum nekro-
tisch. Bei hohen Dosen treten schon nach 10 Stunden Nekrosen auf,
Bei der Ratte beobachtet man niemals eine vollstindige Hvalinisierung
oder Fibrosicrung von Inseln, wie dies aus der menschlichen Pathologie
bekannt ist. Entziindliche Erscheinungen konnten nicht festgestellt
werden. Die zerstorten B-Zellen werden nicht durch Phagoevtose weg-
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geriiumt, sondern aufgelost. Die beschriebenen Bilder folgen sich nicht
in strenger Reihenfolge. Die Inseln desselben Pancreas konnen in sehr
verschiedenem Mafle geschidigt sein. Auch kénnen in derselben Insel
neben schwer geschidigten Zellen vollig normale Zellen angetroffen wer-
den. In der Regel werden grofle, gut vascularisierte Inseln stirker be-
troffen. Interessant ist. dal} die Glykosurie nicht unmittelbar mit der
Zerstorung der B-Zellen auftritt. 14 Stunden nach einer Injektion von
Alloxan 20 mg/100 g Korpergewicht oder Dialursidure 60 mg/100 g Kor-
pergewicht war wohl eine ausgedehnte Zerstorung der B-Zellen, niemals
aber eine Glvkosurie feststellbar, Im Unterschied zu Alloxan muf3 Dialur-
siure mchrfach injiziert werden, um eine Glykosurie zu erzielen. Histo-
logisch unterscheidet sich das Anfangsstadium eines Alloxandiabetes
kaum von dem eines Dialursdurediabetes.

Die Kernvergrélerung hat uns veranlafit, nach andern Zeichen einer
mindestens voriibergehend erhohten Zellaktivitdt zu suchen. Hiufig ist
die Kernmembran unscharf, was mit einer vermehrten Bildung von
Plasmanucleotiden zusammenhingen kénnte. Die vergrollerten Kerne
zeigen mehr Nucleolarmaterial als normale Kerne. Die Kernkérperchen
sind zahlreicher und grier. Hiufig liegen sie der Kernmembran eng an.
In normalen B-Zellkernen betrug das Nucleolarvolumen maximal 4,2 g2,
bet diabetischen Tieren bis zu 11,5 g2, Die B-Zellen durchlaufen zuniichst
ein Stadium, in welchem die Granulierung kriftiger hervortritt. Darauf
wurde schon 1947 von Grebéty hingewiesen. Auch Creutzfeldt (1949) und
Seeholzer (1953) konnten diese Beobachtung bestitigen. Was die Granula
histochemisch darstellen, wissen wir leider nicht; dal} sie mit der Zell-
leistung zusammenhiingen, darf wohl angenommen werden. Die Aus-
sagen iiber das Verhalten des Golgi-Apparates sind sehr widersprechend.
Die meisten Untersucher sind von der Vorstellung einer einzigen Insel-
zelle ausgegangen. Aber selbst dort, wo zwischen A- und B-Zellen unter-
schieden wurde, stimmen die Angaben nicht iiberein. Bei den A-Zellen
sah ich den Golgi-Apparat wic eine Kalotte auf dem Kernpol sitzen.
Seine wenigen Yerzweigungen waren kurz und plump. In den B-Zellen
dagegen bildete er einen lockeren Knéuel mit reichlichen Anastomosen.
Cutting und Laeuer (1940) geben an, daB dieses Netz unter Alloxanwir-
kung zerfillt. Bevor es jedoch so weit kommt, beobachtet man B-Zellen
mit besonders gut und reich verzweigtem Apparat. Auch das darf im
Sinne einer voriibergehenden Leistungssteigerung gedeutet werden.
Wenn Lukens (1948) schreibt: «The histological changes in the pancreas
are not consistent with the concept of a temporary overactivity of the
beta cells», so widersprechen dem die angefithrten Beobachtungen. Die
initiale Hypoglvkdmie war schon 1937 Jacobs aufgefallen und hatte ihn'

1 Bull. sehweiz. Akad. med. Wiss, 1954 227



veranla3t. dem Alloxan eine insulinihnliche Wirkung zuzuschreiben.
Dunn u. Mitarb. (1943) machten dieselbe Beobachtung. Es scheint des-
halb berechtigt, eine Phase der Reizung. eine Phase der Lihmung und
schlieBBliche Nekrose zu unterscheiden. Ob sich darauf therapeutische
TMolfmungen grianden lassen, mag der Kliniker entscheiden.

Der Wirkungsmechanismus von Alloxan und Dialursiure

Die Hauptwirkung von Alloxan oder Dialursiure ist eine dirckte
Wirkung via Blut auf die B-Zellen des Inselapparates. Wird das Pancreas
von seiner artericllen Blutversorgung isoliert, so tritt kein Diabetes aulf.
Wohl der wichtigste morphologische Anhaltspunkt fiir dic Wirkung der
beiden Stoffe sind die auftretenden Mitosestorungen. Da die sich teilen-
den Zellen ihre « Berufsstrukturen s cinschmelzen. ist die Zuordnung der
Mitosen nicht immer eindeutig. Bei der Ratte mul} es sich wohl um
B-Zellen handeln, da die Teilungsfiguren tiberwiegend im Inselkern lie-
gen, Vie Grebéty (1917) sind B-Zellmitozen «keine Sceltenheitr, fire
Hughes (1947) dagegen etwas Seltenes. In meinen Auszihlungen idiber-
steigt die Mitosehiiufigheit niemals 1 .. Nach IHughes und Grobéty
wiren nach Alloxanbehandlung die Mitosen keineswegs hidufiger. Nach
meinen Auszithlungen findet man rund cine Verdoppelung. Dabei han-
delt es sich nicht um eine Zunahme der Anzahl von Kernteilungen, son-
dern um eine zeitliche Hemmung im Ablauf der Einzchnitose. Darauf
weist die grofle Hiufigkeit der spiiten Metaphasen. Der Ehetrgung
zur Anaphase mul} gestirt sein. Zur Beobachtung kamen Chromosomen-
verklumpungen in der Metaphase, unvollstindige Trennung der beiden
Chromosomenpakete in der Anaphase, Chromosomensyndese und Chro-
mosomenaberration. In einigen Fillen, besonders nach langdauernder
Dialursiiurebehandlung. konnten Teilkernbildungen festgestellt werden.
Gerade bei dieser Serie wurden auch in besonderem Ausmal} Riesenkerne
gefunden. Die Karvometrie ergab Kerngrioflen bis zum 16fachen des
Durchschnittsvolumens. Brachet (1944) und Milovidov (1949) haben die
Wichtigkeit der Sulthydryle fiir den Teilungsvorgang unterstrichen. Die
Spindel wird durch Entquellung infolge EiweiBabbans gebildet, wobei
gleichzeitig Sulfhvdrylgruppen entstehen. die in verschiedene Ferment-
reaktionen eingreifen. Dall das Redoxsvstem Alloxan-Dialursiure auf
SH-Gruppen wirkt, wurde von Patterson, Lazarow und Levey (1949) nach-
gewiesen, Es wire verlockend, die Storungen der B-Zellmitosen als
Blockierung der freien SH-Gruppen durch Alloxan zu deuten, Dem wider-
spricht jedoch, dal} die klassische Blockade durch Monojodessigsiure
keinen Diabetes macht (Briickmann und Wertheimer 1947). Die thiolo-
prive Wirkung des Alloxans duBert sich im Verschwinden des Gluta-

228



thions im Blutserum. Fiir die im Insulinmolekel eingebauten 129, Cystin
stellt wohl das Cystein der B-Zellen die Quelle dar. Lazarew (1946)
macht die relative Glutathionarmut der B-Zellen fiir ihre Anfilligkeit
gegenitber Alloxan verantwortlich. Interessant ist. dafl Dialursiiure nur
in hioheren Dosen und bei mehrmaliger Injektion diabetogen wirkt.
Wihrend bei Alloxan 30 mg 100 g Kérpergewicht geniigen. braucht es
an Dialursiiure mindestens 40 mg 100 g Korpergewicht auf 2 Injektionen
verteilt, um einen Diabetes mit Glykosurie zu erhalten (Laszt 1945). Mit
ciner einmaligen Injektion von 00 mg/100 g Korpergewicht kamen wir
in keinem Falle zu diesem Resultat. Auflfallend ist auch. daB der Dialur-
siurediabetes viel weniger stabil ist.

Der Diabetes hingt nicht allein von den B-Zellen des Tnselapparates
ab. Durch Adrencktomie besserten Houssey und Brasetti (1930) ber
pancreaslosen Tieren cinen bestehenden Diabetes. Ber alloxandiabeti-
schen Ratten brachte Laszt (1947) durch Wegnahme der Nebennieren
Glykosurie und Hyperglykidmie im Verlaufe von zwei bis drei Wochen
zum YVerschwinden. Die Untersuchung des Inselapparates ergibt Re-

gcm:ratit]n.‘w‘ﬂrgiﬁngl‘: im Bereiche der B-Zellen. Gibt man dag{‘,gnr] die

Abb. 2. Rattenpancreas, Bouin, 8 #, Himatoxylin-Orange-FErvthrosin-Methylblau nach

Faller. Griinhlter, Apochromat 90 HI, — Nebennierenexstirpation. 48 Stunden nach

zusiitzlich 15 mg Alloxan subcutan/100 g Koérpergewicht, — Rechts einige exokrine

Driisenzellen. Am Inzelrand eine Reihe von A-Zellen mit hyperchromatischen Kernen,

Intensiver Zerfall der B-Zellen: Kernpvknosze, Abrundung und grobe Granulierung des
Cvtoplasmas,
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Alloxandosis 48 Stunden nach Adrenektomie, so tritt weder Glykosurie
noch Hyperglykimie auf, aber die Versuchstiere gehen innert zwei Tagen
zugrunde. Der Inselapparat zeigt vollstiindige Zerstérung des Inselkernes
sowie eine Schiidigung der Inselperipherie. Selbst kleinere Inseln, die
gegen Schiidigung viel resistenter sind, zeigen Nekrosen (Abb. 2). Ingle
(1941) gelang es, beider Ratte mit Nebennierenrindenhormonen und gleich-
zeitiger kohlenhydratreicher Kost ausgesprochene Glykosurie zu er-
zeugen. Laszt (1940) konnte zeigen, dal} ein durch Adrenektomie gebes-
serter Alloxandiabetes sich auf Gaben von Nebennierenrindensteroiden
verschlechtert. Ahnlich wie die Nebennierenrindenhormone wirkt Vit-
amin D. Rachitis miilte demnach auf den Alloxandiabetes einen ihn-
lichen Einfluf} haben wie Adrenektomie. Tatsiichlich liel} sich zeigen, dal}
bei rachitischen Ratten die Alloxanwirkung verzégert auftrat (Kreuzer
und Faller 1950). Der Anstieg des Harnzuckers war geringer und erfolgte
langsamer. Die B-Zellen wurden weniger stark geschadigt. Die reaktive
A-Zellvermehrung setzte verzogert oder gar nicht ein. Neben dem Insel-
apparat hat die Nebennierenrinde besondere Bedeutung fir die Regu-
lierung des Kohlenhydratstoffwechsels. Nach den von Lasst (1947) ent-
wickelten Vorstellungen wiire das Wesen des Diabetes eine Storung im
Zusammenspiel von Nebennierenrinde und Inselapparat. Mangelnde
Insulinproduktion wiirde zu einem Uberwiegen der Nebennierenrinde
und damit zu ciner Steigerung der Phosphorylierungsvorginge fiithren.

Die Regenerationserscheinungen

Sowohl ein Alloxan- als auch ein Dialursiiurediabetes verschwinden
gelegentlich spontan, um erst bei erncuter Injektion wieder aufzutreten.
Ein solches variables Verhalten zeigt besonders der Dialursiurediabetes.
Das am lingsten im Versuch stehende Tier wurde wiithrend 152 Tagen
regelmiBig kontrolliert. Bis zum 86. Versuchstag hatte es 18 Injektionen
zu 20 mg Dialursiiure pro 100 g Korpergewicht erhalten. Am 107. Tag
verschwand die Glykosurie dauernd, obschon noch weitere 18 Spritzen
verabreicht wurden. Die Untersuchung ergab sowohl Inselneubildung
als auch ausgedchnte Regenerationsvorginge.

Einwandfrei klar ist das Verhalten der A-Zellen beim Alloxandiabetes.
Es handelt sich um eine azinoinsulire Umwandlung. Am 3.-4. Ver-
suchstag findet man in der Inselperipherie michtige Platten und Striinge
mit einem Cytoplasma, welches fein granuliert ist und die farberischen
Reaktionen der A-Zellen zeigt (Abb. 3). Die Kerne dieser Plasmodien
haben Grifle und Struktur von A-Zellkernen. Zellgrenzen sind nicht zu
erkennen. Mitosen konnten bei der Ratte niemals beobachtet werden. Die
Herkunft it sich nur durch Amitose aus bereits vorhandenen A-Zellen
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Abb. 3. Hattenpancreas, Bouin, 8 g, Eosin-Methylblau nach Mann. Griinfilter, Apo-
chromat 60 HI, - Drei Tage nach 30 mg Alloxan subcutan/100 g Korpergewicht,
A-Zellregeneration aus exokrinem Gewebe. — Die Insel besteht fast ansschlieBllich aus
A-Zellen, die in Form cines Plasmodiums aus exokrinen Driisenzellen aussprossen
(linke Seite, oberhalb und unterhalb der einzigen B-Zelle). Kapillaren mit etwas Binde-
gewebe bilden das Inselzentrum, Die Kerne der Kapillarendothelien zeigen cine toxi-
sche Schwellung, Keinerlel entziindliche Reaktion mit phagoeytirer Abriimung der
B-Zelltriimmer,

oder aus den exkretorischen Azini erkliren. Die erste Maglichkeit 1alB3t
sich durch die Karyometrie ausschliefen. Die Kerne dieser Plasmodicn
und normale A-Zellkerne sind von der gleichen Grifle. Bei starker amito-
tischer Teilung muliten die Kernformen kleiner werden. Fir die Bildung
aus den Driisenazini spricht auch die auffallende Hiufigkeit zweikerniger
Azinuszellen in der unmittelbaren Umgebung der Inseln. Ferner lal3t
sich ein allmihlicher Ubergang von der groben Zvmogengranula zur
feinen Granula dieser Plasmodien nachweisen. Die Deutung dieses Be-
fundes in funktioneller Hinsicht ist keineswegs klar. Nur eines ist sicher,
das Auftreten dieser A-Plasmodien bessert weder die Hyperglvkiimie
noch die Glykosurie der Versuchstiere.

B-Zellen kénnen bei der Ratte sich aus schon bestehenden B-Zellen
herleiten, doch sind Mitosen eher selten. Beim Alloxan- und beim Dialur-
siurediabetes sind sie dermallen gestort, dall sie als Quelle fiir normale
B-Zellen kaum ins Gewicht fallen konnen.

Bei lange dauernden Dialursiiureversuchen konnten wir randstindige
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Abb. 4. Rattenpancreas, Bouimn, 8 1, FEosin-Methylblau nach Mann. Grimfilter, Apo-
chromat 90 HI, — 51 Tage nach total 14 Injcktionen a 20 mg Dialursiinre subeutan/pro
100 g Korpergewicht, B-Zellvegeneration aus exokrinem Gewebe, — a) Allmihliches
Verschwinden der nur mehr schwach eosinophilen Granulierung exokriner Driisen-
zellen. Doppelte Kerne sind in solchen Zellen besonders hiiulig. — h) Typische basophil
granulierte B-Zellen i exokrinen Driisengewehe beim gleichen Versuchstier.

B-Zellen feststellen, welche aus exokrinem Gewebe aussprofiten. Die
acidophile Zymogengranula wird unscharf und wolkig, wobei die Farb-
reaktion allmahlich basophil wird. Gleichzeitig lockert sich die Chroma-
tinstruktur des Kerns (Abb. 4a, b). Die bei langdanernden Versuchen
beobachteten kleinen Nekrosen im exokrinen Pancreas dirfen vielleicht
als eine Art Erschiopfung des inselpotenten exokrinen Anteils gedeutet
werden.

Beim langdauernden Alloxandiabetes der Rachitistiere fand ich haufig
im periphercn A-Zellmantel kleine Zellformen, deren Kerne sich von
A-Zellkernen in der Grolle nicht unterschieden, aber heller waren. Lhr
Cytoplasma fiirbt sich schwach basophil. Es handelt sich hier um die
Bildung von B-Zellen aus A-Zellen. Mit dieser Deutung wiirde in Ver-
bindung zu bringen sein, dal} gerade bei diesen Tieren hiufig pyknotische
A-Zellkerne zur Beobachtung kamen, was sich sonst weder beim Alloxan-
noch beim Dialursiurediabetes feststellen lieB (Abb. 5).

Wieder andere Bilder zeigten die Inseln alloxandiabetischer Ratten,
bei welchen eine besondere Erndhrungsform den Diabetes gebessert
hatte. Mit einer Kasein-Hefe-Didt konnte Laszt (1945) bei Tieren mit
Dialursdurediabetes die Glykosurie innert 0 Stunden zum Verschwinden
bringen. Die Polyurie dagegen lieB sich nicht beeinflussen. Mit Vollmilch-
pulver unter Zusatz von Zucker und Vitaminen konnte er die Glykosurie
um ca. 80%, vermindern. Die Untersuchung der Bauchspeicheldriisen
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Abb. 5. Rattenpancreas, Bonin, 8 », Fosin-Methvlblan nach Mann, Griinfilter, Apo-

chromat 40 I11. — Rachitische Ratte ein Monat nach 15 mg Alloxan subentan/100 g

Korpergewicht, Bildung Kleiner B-Zellen im A-Zellmantel, — Tin Inselzentrum einige

Riesenformen von gut erhaltenen B-Zellen, Im A-Zellmantel fillt die Hiufigkeit pyk-

notischer Kerne auf, Zwischen den A-Zellen mit eosinophilem Cytoplasma kleine helle

Zellen mit schwach basophilem Zelleib und Kernen, wie siec normalerweise bei A-Zellen
vorkommen,

zeigte ein Vorwuchern der A-Zellen gegen das Innere der Inseln. Die
Kerne dieser Sprosse lockern sich auf und werden heller. Das Cytoplasma
verliert seine feine Granulierung und wird allméhlich basephil. Die Zellen
setzen sich mit deutlichen Konturen gegen ihre Nachbarn ab. Wie bei
den Rachitisversuchen handelt es sich um eine Regeneration von B-
Zellen aus A-Zellen., mit dem Unterschied, dall die neu entstehenden
Elemente erheblich griofler sind {(Abb. 6a. b). Dal} aullerdem zahlreiche
kleine Inseln aus dem Epithel der kleinen Ausfiihrgiingeaussprossen, soll
hier ebenfalls erwithnt werden.

Diese Befunde decken sich mit dem, was iiber die normale Entwick-
lungsgeschichte der Inselzellen bekannt ist. Embryologiseh kiinnen sich
sowohl A- als auch B-Zellen aus Fndstiicken entwickeln, ebenso B-Zellen
aus A-Zellen.

Die Regeneration von A-Zellen unter dem Einflull von Alloxan und
Dialursidure erfolgt bei der Ratte ausgiebig und rasch. Fiir die Regenera-
tion von B-Zellen scheinen besondere zusitzliche Faktoren notwendig
zu sein, die beim reinen Alloxandiabetes nicht gegeben sind, wohl aber
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Abb. 6, Rattenpancreas, Bonin, B 1, Himatoxylin-Orange-FErythrosin-Methylblau nach

Faller. Griinfilter, Apochromat 90 HI (a) und Fluorit 100 I {(b). - Diabetogene Dosis

von 15 mg Alloxan subcutan/100 ¢ Korpergewicht., Vollmilehpulverdiit mit Zucker-

und Yitaminzusatz wihrend zwei Wochen., Bildung von wvollwertigen B-Zellen auns

A-Zellen. — Das Bild der Insel wird von zahlreichen [?Ijergangs-fnrmcn beherrseht (a).

Der Umschlag von eosinophil zu basophil erfolgt hiulig in ein und derselben Zelle,
B-Zellen kinnen direkt aus A-Zellplasmodien hervorgehen (b).



beim chronischen Dialursiurediabetes fiir die Umwandlung von Azinus-
zellen in B-Zellen, sowie fiir die Umwandlung von A- in B-Zellen beim
linger dauernden Alloxandiabetes des Rachitistieres und bei durch be-
sondere Fiitterung beeinflullten Formen des Alloxandiabetes. Gerade
diese letzte Gruppe ergibt die morphologisch vollwertigsten Regencrate.
Die Potenz zur A-Zelldifferenzierung wird offenbar leichter wieder-
erweckt als diejenige zur B-Zellbildung. So wenig die Azinuszelle eine
unreife Vorstufe der Inselzelle vorstellt, so wenig darf die A-Zelle als
unreife Vorstufe der B-Zelle gewertet werden. Das Pancreastrypsin der
Zymogengranula, das Glukagon der eosinophilen Granulierung der A-
Zellen und das Insulin, dessen Bildung wir den basophilen Granula der
B-Zellen zuschreiben, zeigen cine gewisse chemische Verwandtschalft.
Das Trypsin hat als kristallisiertes Protein ein Molekulargewicht von
34 000, das Insulin ein solches von ungefihr 35 500. Nach den Unter-
suchungen von Biirger und Brandt (1935) muBl das Glukagon ein dem
Insulin sehr nahe verwandtes Protein sein, dessen dhnliche physikalische
und chemische Figenschaften (Sutherland u. Mitarb. 1949, Gaede 1951)
die Abtrennung vom Insulin so schwierig machten. Exokrine Driisen-
zellen und A- und B-Zellen der Inseln haben chemisch dhnliche Auf-
gaben. Ihr morphologisches Verhalten ist entsprechend, sowohl entwick-
lungsgeschichtlich wie im Regenerationsversuch, Unter bestimmten Be-
dingungen kénnen selbst beim erwachsenen Versuchstier die verschie-
denen Zellformen ineinander iibergefithrt werden, aus exokrinen Zellen
kénnen A- und B-Zellen entstehen, aus A-Zellen konnen mehr oder
weniger vollwertige B-Zellen hervorgehen. Die Morphologie betrachtet
das anatomische Substrat als Epikrisis der Funktion und ihrer Stérun-
gen und sucht darin wie in einem Dokument deren Ablauf zu entziffern.

Zusammenfassung

1. Der Inselapparat 1Bt sich am einfachsten mit Hilfe des mittleren
Funktionsindexes beurteilen. Dieser schwankt bei der Ratte normaler-
weise zwischen 3.7 und 4,2. Alloxan und Dialursiure bedingen ecine
starke Linksverschiebung mit Werten zwischen 0,27 und 0,66.

2. Die variationsstatistische Kernvolumetrie ergibt fir A- und B-
Zellen typisch verschiedene Kurven. Die Regelklassen verhalten sich
wie 1: 2. Alloxan und Dialursiiure verindern das Volumen der A-Zell-
kerne nicht. Die Regelklasse der B-Zellen liegt um eine halbe Klasse
héher als im normalen Gewebe. Die Kurve zeigt cine starke Ausziehung
nach rechts. Unter Dialursiureeinwirkung wurden Kernvolumina bis zu
1166 1* gemessen.



3. Der Lihmung und der Nekrose der B-Zellen geht eine Phase der
Reizung voraus. Sie manifestiert sich durch Kernschwellung, ¥ermch-
rung des Nucleolarmaterials, kriftigere Plasmagranulierung und stirkere
Verzweigung des Golgi-Apparates,

4. Sowohl Alloxan als auch Dialursiiure bewirken Mitosestérungen der
B-Zellen. s kommt zur Bildung von Teilkernen und Riesenkernen,

5. Beim Alloxandiabetes der Ratte tritt eine azinoinsulire Umwand-
ll_u:g, im Sinne der Biidmlg groﬁer A-Zellplasmodien auf. Beim chroni-
schen Dialursiiurediabetes werden durch azinoinsulire Umwandlung
neue B-Zellen gebildet. Bei alloxandiabetischen Rachitistieren entstehen
aus A-Zellen kleine B-Zell-dhnliche Elemente. Adrenektomie alloxan-
diabetischer Tiere fithrt ebenfalls zu Regenerationserschemmungen. Die
morphologisch vollwertigsten Regenerate entstehen unter dem Kinfluly
besonderer Didtformen. s handelt sich hier um eine Umwandlung von
A-Zellen in normale B-Zellen.

Résumé

1. Le systéme des ilots de Langerhans peut étre le mieux jugé d aprés
son index fonctionnel moyen; chez le rat, cet index varie habituellement
entre 3, 7 et 4.2, L’alloxane et Pacide dialurique provoquent un fort
déplacement vers la gauche, avec des valeurs allant de 0,27 a 0,66,

2. La caryométrie donne des courbes typiques pour les cellules A et
les cellules B; les maxima de fréquence se comportent comme 1: |2,
L’alloxane et Pacide dialurique ne modifient pas le volume nucléaire des
cellules A, Quant aux cellules B, leur maximum de fréquence est dune
demi-classe au-dessus des novaux d’un tissu normal. La courbe montre
alors une forte extension vers la droite. Sous 'action de 1"acide dialurique,
on a pu mesurcr des noyaux d’un volume allant jusqu’a 1166 p%,

3. Avant la paralysie et la nécrose des cellules B, on trouve une phase
d’execitation qui se manifeste par un gonflement des novaux, par une
augmentation de la masse nucléolaire, par une forte granulation du
plasma et par une ramification plus intense de 'appareil de Golgi.

4. I’alloxane aussi bien que 'acide dialurique provoquent des pertur-
bations mitotiques des cellules B: ont voit apparaitre des noyaux frag-
mentés et des novaux géants.

5. Le diabéte alloxanique du rat fait apparaitre une transformation
acino-insulaire sous forme de plasmodes de cellules A. Dans le diabéte
chronique a 'acide dialurique, on voit au cours de cette transformation
acino-insulaire méme apparaitre de nouvelles cellules B. Chez I'animal
rachitique et diabétique par I'alloxane, on voit des cellules A se trans-
former en petits éléments semblables aux cellules B. Une adrénectomie
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chez des animaux diabétiques par I'alloxane provoque également l'appa-
rition de phénomines de régénération. Les régénérats morphologique-
ment les plus parfaits se produisent sous I'influence de di¢tes particu-
liére=: on voit alors des cellules A se transformer en cellules B normales.

Riassunto

L. Il metodo pit semplice per giudicare le isole del pancreas & costituito
dall'indice funzionale medio. Questo varia nel topo normalmente tra
3.7 ¢ 4.2, Allossano ed acido diallurice causano un forte spostamento a
sinistra con valori tra 0,27 e 0,660,

2. Calcolando le variazioni statistiche della volumetria nucleare si
ottengono per le cellule A ¢ B curve differenti e caratteristiche. I gruppi

normali &1 comportano come 1:| 2. Allossano ed acido diallurico non

modificano il velume nucleare delle cellule A, Normalmente le cellule B
s1 trovano mezza classe pin in alto di quella del tessuto normale. La
curva mostra un allungamento pronunciato verso destra. Sotto I'influsso
dell’acido diallurico sono stati misurati volumi nucleari fino a 1166 p?.

3. Paralisi e neecrost delle cellule B sono pr(:nerlute da una fase d’ecci-
tamento. Questa si manifesta con un rigonfiamento del nucleo, con un
aumento del materiale nucleolare, con una maggiore granulazione del
plasma e divisione pin pronunciata dell’apparato di Golgi.

4. Tanto 'allossano quanto acido diallurico causano disturbi nelle
mitosi delle cellule B, Ne risultano nuclei parziali e nuclei giganti,

5. Nel diabete da allossano del topo subentra una trasformazione
acino-insulare. vale a dire la formazione di gros=i plasmodii di cellule A.
Nel diabete cronico da acido diallurico si formano. attraverso modifica-
zioni acino-insulari, nuove cellule B, In animali rachitici con diabete da
allossano si sviluppano da cellule A piccoli elementi simili alle cellule B.
Anche surrenalectomia in animali affetti da diabete allossanico causa una
rigenerazione. Il parenchima rigenerato morfologicamente migliore si
forma sotto Uinflusso di diete speciali. Sitratta qui di una trasformazione
di cellule A in cellule B normali.

Summary

1. The pancreatic islands apparatus can most simply be estimated by
a mean function-index. This normally varies in the rat between 3.7
and 4.4. Alloxan and dialuric acid cause a strong shift to the left with
values between 0.27 and 0.66.

2. The statistical nuclear volumetry shows typically different curves
for A and B cells. The rule-classes behave as 1:| 2. Alloxan and dialuric
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acid do not change the volume of the A cell nuclei. The rule-class of the B
cells is half a class higher than in normal tissue. The curve shows a
strong bulge to the right. Under the influence of dialuric acid. the
nuclear volumina measured up to 1166 2.

3. The paralysis and necrosis of the B cells is preceded by a phase
of stimulation. It is manifested by nuclear swelling, increased nucleolar
material, stronger plasma granulation and increased branching of the
Golgi apparatus,

4. Both alloxan and dialuric acid cause disturbances in mitosis of the
B cells. Part nuclei and gigant nuclei are formed.

5. In alloxan diabetes in the rat, an azino-insular change occurs in
the sense of a formation of large A cell plasmodia. In chronic dialuric
acid diabetes, new B cells are formed through azino-insular changes.
In alloxan diabetie rachitic animals, small B-cell-like elements are
formed from the A cells. Adrencetomy of alloxan-diabetie animals also
leads to signs of regeneration. The morphologically most complete
regenerates with transformation of A cells into normal B cells arise
under the influence of special forms of diet.
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