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Transmission Studies of Amyloidosis by Parabiosis of Isogenetic Mice

Summary. To answer the question about a transmissibility of experimental amyloidosis by
parabiosis one partner of 67 parabiotic pairs of homozygotic mice was treated with injections
of casein or casein--Freund’s adjuvant or with an experimental osteomyelitis. Amyloidosis
occurred in 62 of the animals treated but in only 9 of the untreated partners.

The incidence rate of amyloidosis in the untreated partners did not exceed significantly
that in parabiotic controls. It showed no correlation with the intensity of treatment but the
rate was increased in pairs with abscesses in the parabiotic bridge.

Using the experimental conditions mentioned above amyloidosis was not transmissible
in parabiosis.

Six weeks after the parabiotic junction the blood flow through the parabiotic bridge on an
average was 17.2 mg/min. That corresponded to a half time of exchange of 22.8 min and
excluded an impaired anastomosis.

The failure to transmit amyloidosis although the parabiotic junction remained intact
implies the existence of a relative parabiotic barrier for the factor or for one of the factors
primarily involved and essential in causing amyloidosis. This agent must have a disappearance
rate with a half time of certainly less than 22.8 min. Therefore, all substances with longer
half times such as plasma proteins are excluded from causing, either primarily or alone, the
amyloidosis formed by the described methods.

Zusammenfassung. Ausgangspunkt der Untersuchung war die Frage, ob eine experimen-
telle Amyloidose durch Parabiose @ibertraghbar ist.

Zur Beantwortung dieser Frage behandelten wir jeweils einen Partner von 67 homozy-
goten Parabiose-Partnern mit Casein-, Casein+Freund’s Adjuvans-Injektionen oder der experi-
mentellen Osteomyelitis. Die Behandlung fiihrte in 62 Fillen zur Amyloidose. Der unbehan-
delte Partner erkrankte nur in 9 Fillen. Die Amyloidose blieb also in 85,5% der Fille auf den
erfolgreich behandelten Partner beschriinkt.

Die Amyloidhéufigkeit des unbehandelten Partners lag nicht signifikant itber der von
Kontroll-Paaren, zeigte keine Abhéingigkeit von der Stirke der Behandlung im behandelten
Partner und war hiufiger bei den Paaren, deren Gewebebriicke Abszesse trug.

Die Amyloidose ist also unter den geschilderten Bedingungen in Parabiose nicht iiber-
tragbar.

Der an den gleichen Paaren gemessene Blutfluf von durchschnittlich 17,2 mg/min ent-
spricht einer Halbwertszeit von 22,8 min. Diese Werte schlieBen eine mangethafte Anasto-
mose aus.

Aus der fehlenden Amyloidiibertragung und der GraBe des Blutflusses kann man fiir einen
an der Amyloidoseentstehung primér beteiligten und essentiellen Faktor in unserer Versuchs-
anordnung eine relative Parabiose-Schranke annehmen. Diesem postulierten Agens kann man
daher eine Halbwertszeit von sicher unter 22,8 min zuschreiben.

Fiir die Pathogenese der von uns erzeugten Amyloidose scheiden demnach alle Stoffe mit
léngerer Halbwertszeit, inshesondere BluteiweiBkérper, als erste oder einzige Ursache aus.
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Einleitung

Die erworbene, periretikuldre Amyloidose (MissmMArL, 1959; HELLER et al.,
1964) wird im Organismus in anderen Organen gefunden als die sie auslosende
Primérerkrankung z.B. eine chronische Infektion. Vermittler zwischen Primér-
erkrankung und Amyloidose diirfte das Blut sein, dessen pathogene Komponente
noch unbekannt ist.

Zahlreiche Untersuchungen zeigen Bluteiweifverinderungen im Verlaufe der mensch-
lichen und experimentellen Amyloidose (LETTERER, 1926, 1950; EXLuND und REIMAN, 1936;
Dick und Lerrer, 1937, 1941; ScHNEIDER, 1949, 1962; JorANSsON, 1949; BorLE et al., 1950;
AvrBrECHT, 1950; GOSSNER et al., 1951; PERNTS et al., 1953; LATvALAHTI, 1953; RICHTER,
1956; VazquEz und Dixon, 1956; HursTis und JAEGER, 1960; Rask-NIELSEN et al., 1960;
CoHEN et al., 1962; CarISTENSEN und RASK-NIELSEN, 1962; PaviikaiNae und SErROV, 1963;
Horowrrz et al.,, 1965) w.a.

Trotz der groflen Zahl verschiedenartiger Untersuchungen ist es bis heute
nicht gekldrt, ob die bei der Amyloidose gefundenen Bluteiweifiverinderungen
Ursache, Begleitsymptom oder nur ein QGlied in der Kette der Ursachen sind.
AuBlerdem ist unklar, ob die Muttersubstanz des Amyloids aus dem Blute stammt
und unter bestimmten Bedingungen [z.B. einer Immunreaktion (LETTERER,
1925, 1934, 1949; LoescuckE, 1927; VazQuez und DixonN, 1956; PAVLIEHINA
und SEROV, 1963)] im Zwischengewebe niedergeschlagen wird, wobei den Blut-
eiweillverdnderungen z.T. eine kausale Rolle zugesprochen wird (Scamipr, 1904;
Kuozynski, 1922; RANDERATH, 1947 ; SCHNEIDER, 1962), oder ob sie an der Stelle
der spidteren Amyloidablagerungen von ortsstindigen Zellen ins Zwischengewebe
abgeschieden wird, wobei die BluteiweiBkorper nicht primir beteiligt sind (Max1-
Mow, 1898; Domack, 1924, 1925; SMETANA, 1927; RASK-NIELSEN et al., 1960;
TriLUM, 1956 ; CHRISTENSEN und HIorT, 1960; BaATTAGLIA, 1962). In dieser Gegen-
iiberstellung finden sich die beiden heute geltenden Anschauungen.

Falls die nachgewiesenen oder noch unbekannten Blutverdnderungen die oder
eine der Ursachen der Amyloidose sind, kénnte moglicherweise mit dem Blut
eine Ubertragung dieser Krankheit von einem amyloidkranken auf einen gesunden
Organismus moglich sein, so daB auch dieser erkrankt.

Auf Anregung von LETTERER haben wir in dieser Arbeit mit Hilfe der Para-
biose homozygoter Méduse versucht die Frage zu beantworten, ob die Amyloidose
von einem auf ein anderes Tier mit Hilfe der Parabiose iibertragbar ist oder nicht.

Methode

1. Paare
Aus 85 Parabiosepaaren homozygoter Miuse der Stémme C57 BL/6 J, C57 BL/6 und
C 57 BR/cd J wurden 67 Paare (79%) zur Auswertung gewihlt. Die Kriterien der Auswahl

waren eine Uberlebenszeit von 2 Wochen und vollstéindige histologische Untersuchung. Als
Kontzolle dienten 59 Paare des Stammes C 57 BL/6.

2. Parabioseoperation
Es wurden gleichgewichtige und gleichgeschlechtliche, ménnliche und weibliche Tiere
nach einer Methode vereinigt, die auf BuNSTER und MEYER (1933) zuriickgeht.
Zur Operationsvorbereitung wurden die Tiere mit 0,01 ml/g Maus 2% Evipan-Natrium?!
intraperitoneal narkotisiert. Das Operationsfeld wurde zunfichst mit der Schere, dann mit

1 Farbenfabriken Bayer AG, 5090 Leverkusen.



Ubertragungsversuche der Amyloidose durch Parabiose homozygoter Miuse 91

Pilca rapid? enthaart. Bis auf den Kopf wurde das ganze Tier mit 70% Alkohol abgerieben.
Instrumente und Abdecktiicher waren sterilisiert.

Operation: Lingsschnitt der enthaarten Haut von der Mitte des Oberschenkels bis un-
mittelbar hinter das Ohr auf den korrespondierenden Korperseiten beider Tiere unter Scho-
nung der unter dem Panniculus carnosus liegenden GeféaBe. Darstellung der Scapulae und
Vereinigung derselben mit einer Supramid-U-Naht. Ebenso werden die dorsalen Wundrinder
vereinigt. Zur Eréffnung der Bauchhéhlen werden nun in Riickenlage die freiliegenden Bauch-
decken der Tiere unterhalb der Rippen in der Axillarlinie in der Lidnge von 1—1,5 cm durch-
trennt und die so entstandenen 4 Blitter mit einer fortlaufenden Catgut®-Naht zusammen-
gefaBt. VerschluB der ventralen Wundrinder auf die gleiche Art wie die dorsalen. Uber-
gprithung aller Hautnihte mit dem fliissigen Verbandstoff Nobecutan®.

Die Paare wurden einzeln in Makrolon-Standardkifigen gehalten, mit Altromin®, Wasser
ad libitum und etwas Hafer erndhrt.

3. Amyloidprovokation

Jeweils der rechte Partner wurde mit Amyloidose provozierenden Mafnahmen behandelt.
Der Beginn der Provokation war unterschiedlich. Bei Gruppe a) und b) wurde 5—8 Tage, bei
¢) wihrend der Operation und bei d) 3—4 Wochen nach der Parabioseoperation begonnen.

a) Casein-Tnjektionen. Es wurden 0,3 ml einer 5% Casein-Lésung in 0,5% Na,CO; 6mal
in der Woche subcutan unter die von der Briicke abgewandte Axilla- und Inguinalhaut inji-
ziert.

Die Versuchsdauer betrug 2—7 Wochen.

b) Casein+Freund's Adjuvans-Injektionen. Es wurde wie in a) verfahren, nur wurde die
6. Injektion der Woche durch 0,3 ml einer Emulsion der Casein-Losung nach a) mit Freund’s
Adjuvans® im Verhiltnis 1:1 (im Glaskolben ca. 1 Std geschiittelt) ersetzt.

Versuchsdauer wie a).

¢) Chronische Osteomyelitis. ITm Anschluff an die Parabioseoperation wurde jeweils das
rechte Femur des rechten Partners von dorsal her operativ dargestellt und frakturiert. Be-
schickung des Knochenmarkes mit Kotbrickchen. Nagelung des Femur mit einem Stahlstift.
Verschlufl der Muskulatur mit engen Catgut-Einzelndhten und der Haut mit Supramid®-U-
Nahten. Ubersprithung der Néhte mit Nobecutan.

Versuchsdauer 2—7 Wochen, bei zwei Paaren 15 Wochen.

d) Kreuzversuche. An drei Paaren wurde zusitzlich zur Osteomyelitis nach c¢) eine vom
unbehandelten Partner entnommene, mit Kot infizierte Niere entweder subcutan implantiert
oder in den Herd der Osteomyelitis eingensht.

Versuchsdauer 6—8 Wochen. Die Implantation erfolgte 3 Wochen nach der Parabiose-
operation.

4. Histologische Bearbeitung

Von allen Tieren wurden Milz, Leber, Niere, Lymphknoten und die Parabiosebriicke in
4% Formeln fixiert und an ca. 6 u. dicken HE-Paraffinschnitten untersucht. Als Spezialfirbung
verwendeten wir zusétzlich die Kongorotfarbung mit Beurteilung im Polarisationsmikroskop”.

5. Statistische Bearbeitung

Zum Vergleich der Amyloidbefunde wendeten wir je nach der Zahl der Erwartungswerte
die X2-Methode (mit Yates-Korrektur) oder den exakten Fisher-Test an.

Die Organgewichte verglichen wir mit dem ¢-Test fiir gepaarte Stichproben nach Be-
rechnung von &, s, sz.

2 Olivin. Werke, 6200 Wiesbaden.

8 Serag-Catgutfabrik, 8674 Naila.

4 Bastian-Werk GmbH, 8000 Miinchen-Pasing.

5 Altromin GmbH, 4910 Lage.

¢ Lot No. 930T3B der Hyland Laboratories, Los Angeles, Calif.

7 Die Beurteilung der mit Kongorot gefirbten Préparate im Polarisationsmikroskop haben
wir Herrn Prof. Dr. H. P. MissmanuL (Medizinische Universititsklinik Tibingen) zu verdanken.
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Ergebnisse
1. Uberleben, Organgewichie

Von 85 angesetzten tberlebten 73 Paare (85%) 2 Wochen und 68 Paare
(80%) 4 Wochen. 67 Paare (79%) wurden nach den oben beschriebenen Krite-
rien fir die Auswertung ausgewéhlt. Von 81 angesetzten Kontroll-Paaren iiber-
lebten 61 (75%) 2 und 49 Paare (61%) 4 Wochen. 59 Paare wurden nach den-
selben Kriterien wie die Hauptversuchsgruppe fiir die Auswertung ausgewahlt.

Einem Partner war bei dieser Serie unter der Parabioseoperation eine Niere oder ein Hoden
am Gefalistiel unterbunden worden zur Erzeugung einer sterilen Organnekrose. Wie schon ge-
zeigt (LINKE, 1966), hatte die sterile Organnekrose keinen sicheren EinfluB auf die Amyloid-
bildung. Deshalb haben wir diese Paare den erfolgreich behandelten Paaren als Kontroll-
Reihe gegeniibergestellt.

Ein Vergleich der Organgewichte von Milz, Leber und Nieren beider Partner
(Tabelle 1) zeigt eine Zunahme der Gewichte beim behandelten Partner. So nimmt
die Milz um 65% (p << 0,001), die Leber um 9% (0,02 < p << 0,05) zu. Die Zunahme
des Nierengewichtes um 11% war ebenfalls signifikant (0,01 <<p<0,02). Die
Milzgewichte der Kontroll-Paare unterschieden sich nicht (p > 0,1).

2. Amyloidbefunde

Von 67 Parabiosen erkrankte der behandelte Partner 62mal (93 %), der unbe-
handelte hingegen nur 9mal (13%). Bezogen auf das erfolgreich behandelte Tier
erkrankte sein Partner in 14,5% der Fille. Die Amyloidose blieb also in 85,5%
auf das erfolgreich behandelte Tier beschrankdt.

Die Kontroll-Paare zeigten eine von der sterilen Organnekrose unabhéngige
Amyloidhaufigkeit von 8,5% beidseits. Eine graphische Darstellung der hier und
anderswo (LINKE, 1966) beschriebenen Amyloidhéufigkeiten zeigt Abb. 1.

Die statistische Auswertung ergibt einen hochsignifikanten Unterschied zwi-
schen dem erfolgreich behandelten Tier und seinem unbehandelten Partner
(p < 0,001). Demgegeniiber unterscheidet sich der unbehandelte Partner nicht von
den Kontroll-Paaren (p>0,5), und diese wiederum unterscheiden sich statistisch
nicht von Einzeltieren mit Parabiose-Scheinoperation und/oder steriler Organ-
nekrose (0,1 <p<0,2).

Bei einem Vergleich der Wirksamkeit der Behandlungsmethoden erweist sich
die Casein-Behandlung (untersucht am Milzbefall) der Kombination mit Freund’s
Adjuvans und der Osteomyelitis als unterlegen (p<<0,01). Der durchschnittlich
hiufigere Leberbefall bei Osteomyelitis der Casein-Freund’s-Adjuvans- Behandlung
gegeniiber ist nicht signifikant (p > 0,5).

Erkrankte nun der unbehandelte Partner bei stdrkerer Amyloidprovokation
im behandelten hiufiger ? Weder beim Milzbefall (p > 0,78) noch beim Leber-
befall (p > 0,5) war eine Abhingigkeit der Amyloidhdufigkeit im nicht behandelten
Partner von der Stérke der Behandlung feststellbar.

3. Biterungen in der Parabiosebriicke

Da die Amyloidose der Méuse wie beim Menschen vor allem bei Eiterungen
auftritt, wie das Amyloid nach Osteomyelitis zeigt, haben wir bei der Sektion
sorgfaltig auf Eiterungen besonders in der Parabiosebriicke geachtet. Bei 12 Paa-~
ren wurden kleine Abscesse in der Briicke gefunden (Tabelle 2). In dieser Gruppe
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Abb. la—e. Amyloidhiufigkeiten beim Ubertragungsversuch der Amyloidose im Parabiose-
Experiment einschlieBlich der Kontroll-Parabiosen und fritherer Befunde (Linkr, 1966).
a Unbehandelte Einzeltiere (Versuchsdauer 2—4 Monate). b Parabiose-Scheinoperation und/
oder sterile Nierennekrose (Versuchsdauer 3—35 Wochen). ¢ Parabiose zwischen homozygoten
Tieren mit steriler Organnekrose (49 Niere, 10 Hoden) bei einem Partner (Versuchsdauer 2 bis
5 Wochen). d Parabiose zwischen homozygoten Tieren mit Amyloiderzeugung bei einem
Partner durch Injektion von Casein, Casein und Freund’s Adjuvans oder experimenteller
Osteomyelitis des Femurs [Versuchsdauer 2—7 (—15) Wochen]. e Parabiose zwischen nicht
ganz homozygoten Inzucht-Tieren mit steriler Nierennekrose bei einem Partner (Versuchsdauer
2—35 Wochen)

finden sich 4 Paare mit doppelseitigem Amyloid. Unter den restlichen 55 Paaren,
bei denen keine Hiterung gefunden wurde, fanden wir 5mal doppelseitig Amy-
loid. Der statistische Vergleich zeigt eine signifikante Differenz (p =0,048).

Bei den Kontrollen wurde unter 59 Paaren 4mal doppelseitig Amyloid ge-
funden. Alle 4 Paare hatten Abszesse in der Briicke.

4. Histologischer Befund der Organe

Der Unterschied der Amyloidhiufigkeit zwischen beiden Partnern besteht auch
in der Amyloidstirke. So zeigt der nichtbehandelte Partner bei den 9 Amyloid-
fillen immer eine geringere Auspridgung als sein behandelter Partner mit einer
einzigen Ausnahme. Unter den Kontrollen ist dieser Unterschied nicht auffallend.

Die Morphologie der Amyloid-Ablagerungen gleicht der von LETTERER (1926)
beschriebenen. Die Hiufigkeit des Auftretens und die Stédrke der Ablagerungen
halten folgende Reihenfolge ein: Milz, Leber, Niere. Es trat nie eine Leberamy-
loidose ohne Milzbefall und nie eine Nierenamyloidose ohne Milz- und Leberamy-
loid auf. Nierenamyloid sahen wir jedoch nur in einigen Fillen.

Die Stirke der Amyloidablagerungen geht mit einer entsprechenden Mesen-
chymaktivierung einher, die sich in einem Zellreichtum der roten Milzpulpa mit
Lymphocyten-, Riesenzell- und Plasmazellvermehrung und in der Leber in Endo-
thelproliferaten und Proliferationen der GefdBadventitia der Interlobularvenen
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zeigt. In der Niere sicht man gelegentlich an der Rinden-Markgrenze kleine Proli-
ferate der GefiBadventitia. Die Mesenchymaktivierung zeigt sich auch in den
Lymphknoten, die je nach Behandlungsstirke unterschiedlich groB sind und Mark-
stranghyperplasie und Plasmazellvermehrung aufweisen.

Die Parabiosebriicke 146t tadellose Wundheilung und bei einigen Paaren (Ta-
belle 2) Abscesse erkennen.

Auch der amyloidfreie unbehandelte Partner zeigt eine Mesenchymaltivierung,
die besonders in der Milz zu erkennen ist. Noch geringer ist die Mesenchymakti-
vierung bei den Kontrollen, wohl als Folge der Vereinigung.

Diskussion
1. Amyloid bei Parabiose

Allein durch die Mafinahme der Parabiose ist Amyloid hervorgerufen worden
(Harr und Hatr, 1959; Arras und THIERFELDER, 1962; WiLriams, 1964;
Wavrz et al., 1964; WaLrorp und HipemaNN, 1964 ; LinkE, 1966).

Die Hiufigkeit ist in beiden Partnern immer etwa gleich, da die ausldsende
Ursache in der Parabiosebriicke liegt. Das zeigen einerseits auch unsere homo-
zygoten Kontroll-Parabiosen, deren geringer Amyloidbefall vor allem auf beglei-
tende Infektionen in der Briicke zuriickgefithrt werden kann, und andererseits
unsere nicht homozygoten Paare mit erheblicher Amyloidbildung (Abb. 1, e}, deren
Ursache wahrscheinlich in einer hyperergischen Entziindung mit Inkompatibili-
tatserscheinungen und begleitenden Eiterungen in der Briicke zu suchen ist.

Homozygote Paare erkranken hingegen nicht an Amyloidose, sofern Eite-
rungen vermieden werden kénnen (ArRras und THIERFELDER, 1962; WALZ et al.,
1964).

2. Fehlende Amyloidiibertragung

Folgende Griinde machen eine Ubertragung der Amyloidose in unseren
Versuchen unwahrscheinlich :

a) Es besteht eine hochsignifikante Differenz der Amyloidhdufigkeiten zwi-
schen behandeltem und unbehandeltem Partner bei intakter Anstomose.

b) Die Amyloidhaufigkeit des unbehandelten Partners unterscheidet sich sta-
tistisch nicht von der unserer Kontrollpaare.

c) Bei 12 Paaren mit Eiterungen in der Briicke waren die doppelseitigen Amy-
loidfélle signifikant hiufiger als bei den iibrigen 55 Paaren ohne erkrankte Eiterung.

d) Eine stdrkere Behandlung (gemessen am Amyloidbefall) fithrte nicht zu
vermehrt doppelseitigen Amyloidfillen.

Auch bei den Kreuzversuchen blieb die Ubertragung aus. Von der Vorstellung
Lerrerers (1925, 1926, 1934) ausgehend, nach der das Amyloid ein Pracipitat
einer Autoantikorper-Reaktion gegen koérpereigenes abgewandeltes Gewebe dar-
stellt, kénnte die fehlende Ubertragung auf einer Antikdérperbildung gegen aus-
schlieflich den behandelten Partner hin erfolgen. Um diese Méglichkeit aus-
zuschlieBen, filhrten wir eine Ubertragung von Gewebe des unbehandelten Part-
ners auf den behandelten durch. Die bei der Nekrose gebildeten Antikérper hétten
sich dann vor allem gegen den unbehandelten Partner richten miissen.

3. Hamodynamik 2wischen Parabiose-Tieren
Der negative Ausgang des Ubertragungsversuches 148t zunéchst an der Effek-
tivitdt des Austausches iiberhaupt zweifeln. Deshalb bestimmten wir den Beginn
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und die GroBe des Blutflusses an denselben Paaren in der Zeit nach der Para-
bioseoperation (LiNkE et al., 1968). Der Blutfluf} beginnt um die 50. Std nach
der Parabioseoperation, steigt dann in den folgenden Tagen rasch, dann lang-
samer an und erreicht etwa nach 6wochiger Parabiose einen Wert von 17,2 mg/
min (s=--8,5). Die Halbwertszeit betrigt 23 min, d.h., die Hilfte des intravenos
einem Partner injizierten Indicators (¥'Cr-Erythrocyten) tritt in 23 min in den
anderen Partner iiber,

Das schlielit eine Ineffektivitdt der Anstomose aus.

Ebenso wie Erythrocyten treten auch BluteiweiBkorper (Ho1scHER und OEFF,
1959), Antikérper (Ranz und Exrrich, 1909; FrRrzpBERGER und Nassetr, 1909)
und Autoantikérper (LipTox und FrREUND, 1953; PrerrrER et al., 1960; LANGE
et al.,, 1961; Orro und PrErrrEr, 1963) in den anderen Partner tiber. Es gibt
aber auch Stoffe, die kaum oder nicht nachweisbar iibertreten, z. B. Ather, Evi-
pan (Linke, 1966), Geschlechtshormone (Hirr, 1932; Hurr et al., 1950), Corti-
coide (HOLscHER, 1960/61), Vitamin A (DraesTEDT und CooPEr, 1923). Es be-
steht also fiir bestimmte Stoffe eine Schranke, die Hrrr (1932) als erster be-
schrieben hat und deren relativen Charakter Huwr et al. (1950) bewiesen haben.

4. Die ,relative Parabiose-Schranke™, , parabiotic barrier”
(Hurr et al., 1950)

Eine in einen Partner injizierte oder in einem Partner gebildete Substanz
zeigt nur dann in beiden Tieren den gleichen Blutspiegel, wenn diese Substanz
solange im Blute verweilt, bis sich ein etwa gleicher Blutspiegel eingestellt hat.
Bei kiirzerer Verweildauer zeigt der unbehandelte Partner einen geringeren Blut-
spiegel. Die Differenz nimmt zu mit der Abnahme der Verweildauer im Blut.
Im Extremfall kann im unbehandelten Partner die biologische, chemische usw.
Nachweisgrenze unterschritten werden mit der Folge einer fehlenden Ubertragung
bei intaktem Blutaustausch. Diese ,,Schranke* beruht also nicht auf anatomi-
scher, sondern auf funktioneller Ursache. Sie besteht nicht an sich, sondern immer
nur bezogen auf eine Substanz. Thren relativen Charakter zeigt sie daran, daB sie
durch Verdnderung der fiir sie wichtigen Grofien durchbrochen werden kann, so
daB eine nicht nachweisbar ausgetauschte Substanz nun auf den anderen Partner
nachweisbar tibertritt. Wir nannten sie deshalb die ,,relative Parabiose-Schranke.
Im Gegensatz dazu steht die ,,absolute Parabiose-Schranke*. Sie ist Folge eines
fehlenden Austausches und damit anatomischer Ursache (LiNk® et al., 1968).

Die Kenntnis der Grofe des Blutflusses und das Verstindnis der ,,relativen
Parabiose-Schranke® sind unerldftlich fiir die Deutung der fehlenden Amyloid-
tibertragung. Man kann nédmlich umgekehrt bei differenten Wirkungen in beiden
Parabiose-Tieren einen noch unbekannten Stoff hinsichtlich seiner Verweildauer
im Blut charakterisieren, wenn der Blutflu bekannt ist. Diese Tatsache haben
wir uns fir die Deutung der ausgeblichenen Amyloidiibertragung zunutze ge-
macht.

5. Amyloid-Agens

Aus der ortlichen Verschiedenheit zwischen Primérerkrankung (z.B. Osteo-
myelitis) und Sekundédrkrankheit (Amyloidose) ist ein Agens als Vermittler zwi-
schen beiden zu fordern. Die enge Beziehung der Amyloidose zu den reticulo-
endothelialen Geweben 148t eigentlich nur an ein humorales Agens denken, das
mit dem Blutstrom diesem zugefiihrt wird.
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Welcher Natur kénnte aber das geforderte Agens sein ¢

Der negative Ausgang des Amyloiditbertragungsversuches 146t darauf schlieBen
daB unter unseren Versuchsbedingungen fiir das Amyloid-Agens eine relative
Parabiose-Schranke besteht. Die an den verwendeten Méuseparabiosen gemesse-
nen BlutfluBwerte gestatten deshalb eine Aussage tiber die Clearance bzw. die
Halbwertszeit des Faktors, der das beobachtete Amyloid hervor- oder mithervor-
ruft.

Das Fehlen eines der Stéirke der Provokationsmethoden entsprechenden Amy-
loidbefalls im unbehandelten Partner 1Bt auf einen hohen Konzentrations-
gradienten fiir das Amyloid-Agens in der Parabiosebriicke schlieflen, d.h., die
Clearance diirfte bedeutend tiber dem durchschnittlichen Wert von 17,2 mg Blut
pro Minute und die Halbwertszeit weit unter 23 min liegen.

Der periphere, in Richtung des Blutstromes nach zentral abnehmende Amy-
loidbefall der Leberldppchen fordert von einem der an der Amyloidoseentstehung
beteiligten Faktoren, daB er praktisch wéhrend der ersten Capillarpassagen peri-
pher im Leberlippchen aus dem Blut eliminiert wird. Der Beginn der Amyloi-
dose in der Leber bei leichten ,,Fitterungsamyloidosen® von Kuvczynski (1922),
MoRGENSTERN (1926) sowie MuraTA und YosHIKAWA (1927) sollte ebenfalls fiir
eine hohe Clearance typisch sein.

Die Frage, welche Substanzen die Bedingungen des von uns charakterisierten Agens er-

fillen, soll an einigen Beispielen beantwortet werden. Typische Substanzen mit den geforder-
ten kurzen Verweilzeiten im Blut sind:

kérperfremde Korpusmuskeln, z. B. Bakterien in kleinen Mengen (JunasLuT, 1930),

denaturierte, bzw. geschidigte Korperzellen, z. B. Erythrozyten (JanDL et al., 1957),

kolloidale Substanzen, z.B. anorganische Kolloide, denaturierte Proteine (HALPERN et
al., 1956; BRAUER et al., 1957),

Endotoxine (DoERING, 1959; HERRING, 1963),

Antigen-Antikorper-Komplexe (Drxox und WrreLz, 1957),

Gamma-Globulin mit Antikorpereigenschaften aus nephrotoxischem Antiserum (Kanin-
chen-anti-Ratten-Serum; wahrscheinliche Halbwertszeit unter 30 min (DIrscEUNEIT et al.,
1961).

Die Clearance dieser Stoffe (auBer dem erwdhnten Gamma-Globulin ?) sowie die des Amy-
loid-Agens, das von den genannten Substanzen verschieden sein kann, ist eine aktive Leistung
des RES. Die Natur des Agens ist also stofflich noch nicht charakterisiert. Moglich sind
alle Substanzen oder Teilchen mit kurzer Verweildauer im Blut, die zur Amyloidose fiihren
konnen. Moglich sind von Fall zu Fall wechselnde oder mehrere gleichzeitig wirkende Stoffe.

Konnen Bluteiweilkorper Amyloid-Agens sein ?

Normale Bluteiweillkorper unterscheiden sich vom Amyloid-Agens durch ihre
wesentlich lingere Verweildauer im Blut (McFarraxe, 1957; D’AppaBsBo und
Karzes, 1959; MirLs et al., 1961). Das gilt auch fir Paraproteine (FRANK et al.,
1956). Daher erfillen Bluteiweilkorper nicht die Bedingungen der ,relativen
Parabiose-Schranke mit der Folge, daBl BluteiweiBverdnderungen des einen
Partners immer auch zu dhnlichen Bluteiweillveranderungen im anderen Partner
fithren.

In einer kitrzlich durchgefithrten Untersuchung wurde an Einzeltieren und einem Para-
biose-Partner (M#use-Stamm C57 BL/6J) durch Osteomyelitis eine BluteiweiBverdnderung
hervorgerufen. Es kam bei den Einzeltieren und bei beiden (!) Parabiosepartnern zu einer
signifikanten Verminderung der Albumine, einer signifikanten Erhéhung der o,- und §-Glo-
buline im Vergleich mit unbehandelten Einzeltieren. Die «;- und y-Globuline zeigten keine

signifkante Differenz. Besonders hervorgehoben werden muf die Tatsache, daBl der geringe
Unterschied beider Partner nicht signifikant war.

7 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Bd. 346
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Die theoretisch geforderte und experimentell gezeigte Ahnlichkeit der Blut-
eiweiBbilder beider Partner unterscheidet sich erheblich von der Amyloidvertei-
lung. Die Bluteiweilverdnderungen waren iibertragbar, die Amyloidose nicht. Das
146t an der priméren oder einzigen Bedeutung der BluteiweiBkorper fir die Amy-
loidbildung zweifeln.

Wenn kreisende Auto-Antikérper die Ursache der Amyloidose wiren, dann
hitte man eine Ubertragung dieser Krankheit erwarten konnen, da unter diesen
Umstédnden bereits normales Gewebe Antigen ist. Man hitte mit Hilfe der Para-
biose eine Ubertragung erwarten konnen analog der Ubertragung der allergischen
Encephalomyelitis (Liprox und FREUND, 1953), der experimentellen Glomerulo-
nephritis (PreIFFER et al., 1960; Lance et al, 1961) und der Panophthalmitis
(Orro und Prerrrer, 1963), fir deren Zustandekommen Auto-Antikérper ver-
antwortlich gemacht werden.

6. Cellulire Amyloidbildung

Ein Vergleich der eingangs erwédhnten zwei Gruppen heute geltender Anschau-
ungen zur Pathogenese der Amyloidose (,,Infiltrationstheorie’* und ,,Sekretions-
theorie‘‘) mit unseren Ergebnissen 146t daher die BluteiweiBkorper in ihrer primé-
ren Bedeutung fiir die Amyloidgenese hinter die Rolle der reticulo-endothelialen
Gewebe zuriicktreten.

Der von uns als Amyloid-Agens bezeichnete Stoff mit kurzer Verweildauer
im Blut und der Fahigkeit, Amyloid hervorbringen zu kénnen, ist Substanzen,
Partikeln und Zellen #hnlich, die in kurzer Zeit von reticulo-endothelialen Ge-
weben aus dem Blut aufgenommen werden konnen.

Die Aufnahme fiihrt zu funktionellen Anderungen, die mit den von TEILUM
(1956) gefundenen vergleichbar sein kann. TErLom fand regelmiBig eine der Amy-
loidbildung vorangehende zweiphasige Zellinderung im Bereich des reticulo-endo-
thelialen Gewebes der Milz in Form zunéichst pyroninophiler und danach PAS-
positiver Zellen. Letztere sind nach seiner Ansicht die Amyloidbildner. Andere
Untersucher betonen ebenfalls die Bedeutung der RES-Zellen firr die Amyloid-
bildung (DoMaGEK, 1924; SMETANA, 1927 ; RASK-NIELSEN et al., 1960; BarTAGTIA,
1962).

Aber auch Plasmazellen wurde eine wichtige Rolle in der Amyloidgenese zuge-
schrieben. LETTERER, CAESAR und Voar (1960) fanden elektronenoptisch an
Plasmazellen bei experimenteller Amyloidose stark erweiterte Brgastoplasma-
schlduche, die manchmal rupturiert waren und ihren Inhalt ins Interstitium ab-
gaben. Dieser Inhalt soll in einer Antigen-Antikérper-Reaktion als Amyloid nieder-
geschlagen werden. Fiir diese Ansicht soll der Befund komplementbindender Sub-
stanzen im Amyloid sprechen. Wie die genannten Autoren fanden auch wir in
Milz, Leber und Lympbknoten vermehrt Plasmazellen, jedoch nicht in rium-
licher Beziehung zu den Amyloidablagerungen. Vielmehr sahen wir zahlreiche
Endothelzellen in der Néhe von und eingeschlossen in Amyloid. Auch ent-
sprach die Stidrke der Amyloidablagerungen nicht der Menge der Plasmazellen.
So fanden wir z. B. in den stark verkroBerten Lymphknoten die meisten Plasma-
zellen, dagegen niemals Amyloid.

DrUET und JANIGAN (1966) fanden hingegen auf Grund ihrer Untersuchungen
an bursektomierten und thymektomierten Kiiken nach spiterer Azocasein-Be-
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handlung in gleicher Héufigkeit Amyloid wie bei unbehandelten Tieren. Sie fol-
gern daraus, daB die Plasmazellen keine entscheidende Rolle bei der Amyloid-
bildung spielen kénnen.

Histologisch sahen sie auBerdem die ersten Amyloidablagerungen in der Milz
in unmittelbarer Ndhe von reticulo-endothelialen Zellscheiden um die perifolli-
kuldr gelegenen Milzarteriolen.

Bemerkenwert sind die Befunde von CoHEN, GRoss und SHiramAMA (1965),
die in der Gewebekultur die Amyloidbildung ohne Anwesenheit von Bluteiweil3-
kérpern und Fasern an in vivo transformierten RES-Zellen beobachten konnten.

Auch die erfolgreichen Ubertragungsversuche von WERDELIN und RaNLOV
(1959) und HurrerEN, DRUET und. JaN1GaN (1967) wurden an in vivo transfor-
mierten reticulo-endothelialen Zellen vorgenommen. Es scheint, dal bis heute nur
infolge bestimmter MaBlnahmen in vivo verdnderte RES-Zellen Amyloid bilden
kénnen.

Diese zum Amyloid fithrenden Zellverdnderungen konnten eventuell durch
das von uns angenommene Agens ausgelst sein.

7. Moglichkeiten der Amyloidiibertragung

Unter den geschilderten Versuchsbedingungen war die Amyloidose im Para-
bioseexperiment nicht iibertragbar. Ist sie iiberhaupt in Parabiose iibertragbar ?

Wir nehmen fiir die Entstehung der sekundéren Amyloidose ein auslésendes
Agens an, das mit dem Blutstrom vom Sitz der Priméarerkrankung den reticulo-
endothelialen Geweben zugefiihrt, von diesen phagozytiert wird und in deren
Néhe zur Sekundirkrankheit Amyloidose filhrt. Dieses Amyloid-Agens gelangt
iber die Anastomose auch in den nichtbehandelten Partner, jedoch innerhalb
der Versuchszeit von etwa 6 Wochen nur in solch geringer Menge, dafl es nur zu
einer Mesenchymaktivierung vor allem in der Milz, hingegen nicht zur Amyloid-
bildung kommt bei meist starker Amyloidose des behandelten Partners.

Diesen unterschiedlichen Amyloidbefall von behandeltem und unbehandeltem
Partner fithren wir auf die relative Parabiose-Schranke zuriick, der das Amyloid-
Agens offenbar unterliegt. Die Parabiose-Schranke kann durchbrochen werden.
So kann u.U. eine Erhohung des Wirkspiegels im behandelten Partner, eine Ver-
groBerung des Blutflusses, eine Verlingerung der Wirkdauer, eine Verlingerung
der Verweildauer im Blut sowie eine Herabsetzung der ,,Amyloidschwelle’’ zur
Amyloidose des nicht behandelten Partners fithren. Unter geeigneten Bedingungen
miiBte die Amyloidose also in Parabiose iibertraghar sein.

Betont werden mul} allerdings, dafi der Konzentrationsgradient des Amy-
loid-Agens zwischen beiden Partnern erheblich sein muf}, da es trotz eines 5Cr-
Erythrocytenzuflusses mit einer Halbwertszeit von durchschnittlich 23 min durch
die Anastomose bei uns nicht zu einer Ubertragung der Amyloidose gekommen
ist.
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