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Untersuchungen iiber die Amyloidinduktion
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Studies of the Induction of Amyloidosis by Chondroitin Sulphate

Summary. Chondroitin sulphate given to mice parenterally is excreted by the kidneys
and phagocytized by the von Kupffer cells of the liver. It augments the pyroninophilic
cells in liver and spleen and produces dysproteinemia. Furthermore, it induces a perifollicular
amyloidosis of the spleen. If at all, however, only a slight amount of this chondroitin sulphate
is bound within amyloid. An almost equal amount of chondroitin sulphate can be found in
amyloid deposits induced by casein. Therefore it seems impropable that chondroitin sulphate
of serum is important for the induction and formation of amyloid. Similar to casein, chondroitin
sulphate causes an unspecific reaction that induces the formation of amyloid.

Zusammenfassung. 1. Parenteral zugefubrtes Chondroitinsulfat wird bei Miusen iber die
Nieren ausgeschieden und in den Sternzellen der Leber phagocytiert. Es fithrt zu einer Ver-
mehrung der pyroninophilen Zellen in der Milz und — geringer — in der Leber sowie zu
Serumeiweifiverinderungen. Weiterhin induziert es in der Milz die Entstehung einer peri-
follikuldren Amyloidose.

2. Eine nennenswerte Vermehrung des im Amyloid gebundenen Chondroitinsulfats 1468t
sich bei der Chondroitinsulfatinduzierten Amyloidose gegeniiber der Casein-induzierten Amyloi-
dose nicht nachweisen.

3. Es ist daher unwahrscheinlich, daB das Chondroitinsulfat des Serums eine wesentliche
Rolle bei der Bildung des Amyloids spielt. Vielmehr scheint das parenteral zugefiithrte Chon-
droitinsulfat — ahnlich wie Casein — eine unspezifische Reaktion auszuldsen, in deren weiteren
Verlauf es zu Amyloidablagerungen kommt.

Die Frage nach der Struktur des Amyloid wurde in den letzten Jahren einer
Loésung wesentlich naher gebracht, nachdem gezeigt werden konnte, daf} die elek-
tronenmikroskopisch nachgewiesenen Fibrillen die Primérstrukturen des Amyloids
darstellen, zwischen welche sich sekundir zahlreiche Substanzen — Eiweille, Fette,
Kohlenhydrate, Pigmente — einlagern kénnen (Cohen, 1965; Schneider, 1964).
Demgegeniiber konnte die formale Entstehung der Amyloidfibrillen und damit
des Amyloids bisher nicht geklirt werden; vielmehr steht nach wie vor die Frage
offen, ob das Amyloid intracelluldr gebildet wird oder extracellulir entsteht
{Teilum, 1964 ; Letterer, 1964 ; Cohen, 1965; Janigan und Druet, 1968).

Cessi und Serafini-Cessi gelang es 1959, bei Mausen durch parenterale Zufuhr
von Chondroitinsulfat eine Amyloidose zu erzeugen. In eigenen Untersuchungen
(Schmitz-Moormann, 1965) konnte gezeigt werden, daB im Amyloid betrichtliche
Mengen an sauren Mucopolysacchariden enthalten sind. Hs stellte sich somit die
Frage, ob bei der mit Chondroitinsulfat induzierten Amyloidose das saure Muco-
polysaccharid lediglich eine unspezifische Reaktion auslost, welche zur Entstehung
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von Amyloidablagerungen fiihrt, oder ob das Chondroitinsulfat unmittelbar an
der Amyloidbildung beteiligt und in den Amyloidfibrillen gebunden ist. Eine
Klarung dieser Frage la6t iiber die spezielle Problemstellung hinaus weitere Aus-
sagen zur formalen Genese des Amyloid zu; wiirde doch eine direkte Beteiligung
des Chondroitinsulfates an der Amyloidbildung eine extracellulire Entstehung
der Amyloidfibrillen in hohem Mafie wahrscheinlich machen.

Wir wiederholten daher die Versuche von Cessi und Serafini-Cessi mit Fluores-
ceinisothiocyanat-markiertem Chondroitinsulfat (FITC-Chs) und priiften, ob sich
dieses Chondroitinsulfat in den Amyloidablagerungen wiederfinden liel. Zudem
untersuchten wir mit serologischen, histologischen und histochemischen Methoden
die geweblichen und humoralen Verdnderungen, die wihrend der Amyloidinduk-
tion auftraten.

Methodik

Die Untersuchung wurde an 25—35 g schweren Albino-Méusen (Stamm A/J Han) durch-
gefithrt. Das verwendete Chondroitinsulfat (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) enthielt neben anorga-
nischen Salzen 70% Chondroitinsulfat, und zwar, wie eine chromatographische Prifung
(Methode nach Teller und Ziemann, 1966) ergab, zu etwa gleichen Teilen Chondroitinsulfat A
und Chondroitinsulfat C.

Die erste M#usegruppe erhielt fiinfmal wdchentlich s.c. 0,5 ml einer 2 %igen Losung von
Chondroitinsulfat in 0,9 %igen NaCl, das nach Nairn (1962) mit FITC markiert worden war.
Der zweiten Gruppe wurde die gleiche Dosis nicht markierten Chondroitinsulfats injiziert.
Die Méuse der dritten Gruppe erhielten fiinfmal wochentlich 0,5 mli einer geséittigten FITC-
Losung (in 0,9%igen NaCl). Die Miuse der vierten Gruppe dienten als Kontrolltiere. Bei
einigen Miusen wurde zudem eine Amyloidose durch eine parenterale Zufuhr von Casein her-
vorgerufen (5% Losung pH 7—S8, sechsmal wochentlich 0,5 ml).

In der ersten und zweiten Gruppe téteten wir unter Athernarkose in 14tigigen Abstéinden
je 4 Miuse, in der dritten Gruppe je 3 Mause in vierwochentlichen Abstéinden, in der vierten
Gruppe je 1 oder 2 Méuse in zweiwochentlichen Absténden.

Unter der Narkose durch Herzpunktion gewonnenes Blut wurde einmal elektrophoretisch
untersucht; zum andern priiften wir es mit der Agargeldiffusion nach Ouchterlony auf seinen
Gehalt an Antikérpern gegen FITC-Chs und nicht markiertes Chondroitinsulfat. Leber, Milz
und Nieren wurden gewogen. Sodann wurden Teilstiicke dieser Organe sowie eine Gewebs-
probe aus dem Injektionsbereich in 4 %igem Formalin (mit einem Zusatz von 1% Cetylpyri-
diniumchlorid) fixiert, in Paraffin eingebettet und zu Feingewebschnitten aufgearbeitet. Fol-
gende Firbungen wurden durchgefiihrt: HE, Alcianblau, Alcianblau-PAS, kolloidale Eisen-
reaktion nach Hale, Toluidinblau, Methylgriin-Pyronin und Kongorat (Methodik s. Gedigk
und Totovié, 1964). Dieselben Firbungen wurden an Kryostatschnitten durchgefithrt, die
10 min in der gleichen Formalinlésung fixiert worden waren; die Fette wurden mit Sudan-
rot dargestellt. Bei jeder Gruppe behandelten wir einen Teil der Schnitte zuvor mit Hya-
luronidase, Neuraminidase sowie Hyaluronidase + Neuraminidase und verglichen die An-
farbung mit entsprechenden Kontrollschnitten (Methodik s. Gedigk und Totovié, 1964). Fir
die fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen verwendeten wir ungefirbte Kryostat- und
Paraffinschnitte, die mit gepuffertem Glyzerin (pH 7,2) eingedeckt worden waren. Die Be-
urteilung erfolgte am Zeiss-Fluorescenzmikroskop (Brregerfilter I, Sperrfilter 53).

Ergebnisse

Sowohl nach Gabe von FITC-Chs als auch von nicht markiertem Chondroi-
tinsulfat lieBen sich bei den Mausen nach 12 Wochen in der Milz Amyloidablage-
rungen nachweisen. In der Leber und den Nieren wurde kein Amyloid gefunden.
Bei den FITC-behandelten Tieren sowie den unbehandelten Méusen trat wahrend
der gesamten Versuchsdauer (16 Wochen) kein Amyloid auf.
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Abb. 1a u. b. Verhalten des Leber-, Milz- und Nierengewichtes sowie des Serumeiweilles der

Maus bei parenteraler Zufuhr von FITC-Chs ( ), nichtmarkiertem Chondroitinsulfat

(-——-) und FITC-Lésung (—-——-). a Leber-, Nieren- und Milzgewicht; b Serumeiweile.
———: Mittelwert der Kontrollen

Das Milzgewicht stieg bei den Chondroitinsulfat-behandelten Mausen in den
ersten Wochen erheblich an und nahm in den folgenden Wochen weiter zu. Erst
mit dem Auftreten von Amyloidablagerungen sank das Milzgewicht wieder etwas
ab. An den {ibrigen Organen traten keine signifikanten Gewichtsverdnderungen
auf. Bei den FITC-behandelten Mausen wies die Milz im Laufe des Versuches
einen leichten Gewichtsverlust auf, wihrend das Nierengewicht zunahm (Abb. 1a).

Die elektrophoretischen Untersuchungen ergaben bei beiden Gruppen der
Chondroitinsulfat-behandelten Méuse in den ersten Wochen einen Anstieg der
B-Globuline, spiter sanken diese Werte wieder zur Norm ab. In den letzten
Wochen kam es zu einer Vermehrung der a,-Globuline. Die iibrigen Serumkom-
ponenten lieBen gegeniiber den Kontrollen keine signifikanten Abweichungen
erkennen. Bei den mit FITC-behandelten Tiere fanden sich keine derartigen
Serumveridnderungen (Abb. 1b). Bei der Agargeldiffusion lieBen gich keine gegen
FITC-Chs oder nicht markiertes Chondroitinsulfat gerichtete Antikérper nach-
weisen.

Bei den Tieren, die FITC-markiertes Chondroitinsulfat erhielten, bestand in
den Nieren wihrend der ganzen Versuchsdauer eine leuchtende Griinfluoreszenz
der Hauptstiickepithelien; sie farbten sich jedoch mit Alcianblau oder der Hale-
schen Reaktion nicht an (Abb. 2).
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Abb. 2. Fluorescenz der Niere bei FITC-Chs-behandelten Miusen (70fach)

In der Leber stellten sich bereits bei den Kontrollen in den Sternzellen mit-
unter schwach alcianiophile Substanzen dar, die sich mit der kolliodalen Eisen-
reaktion sowie dem PAS-Reagens anfirbten und eine schwache griine Kigen-
fluorescenz aufwiesen. Nach Zufuhr von FITC-Chs trat schon in den ersten
Wochen eine erhebliche Zunahme und eine verstirkte Anfarbung der Alcianblau-,
Hale- und PAS-positiven sowie griinfluorescierenden Sternzellen auf. Zudem
bildeten die Sternzellen von der 4. Woche an mehrkernige Riesenzellen, die sich
stark mit Alcianblau, der kolloidalen Eisenreaktion sowie dem PAS-Reagens
anfidrbten und eine intengive Gelbgriin-Fluorescenz aufwiesen (Abb. 3). Weiter-
hin speicherten die Sternzellen und die Riesenzellen im weiteren Verlauf der
Untersuchung in zunehmendem MaBe ein braunliches nicht fluorescierendes Pig-
ment. SchlieBlich fanden sich wihrend der gesamten Versuchsdauer in den
Acini herdférmige und in den periportalen Feldern diffuse Infiltrate, die sich
iberwiegend aus pyroninophilen Zellen aufbauten, daneben aber hin und wieder
ein- und mehrkernige Makrophagen einschlossen, die gelbgriin fluorescierende
Alcianblau-, Hale sowie PAS-positive Einschliisse enthielten.

Bei den Tieren, welche unmarkiertes Chondroitinsulfat erhielten, wiesen die
Lebern dhnliche Verdnderungen auf. Allerdings war die Fluorescenz der Stern-
und Riesenzellen etwas weniger ausgeprigt; weiterhin fehlte in diesen Zellen
das braunliche Pigment, welches bei den mit FITC-Chs behandelten Tieren ge-
funden wurde.

Bei den FITC-behandelten Tieren kam es in den letzten Wochen zu einer
geringen Hyperplasie der Sternzellen, die sodann auch eine leicht verstirkte
Alecianophilie und Griinfluorescenz aufwiesen. Riesenzellen konnten jedoch nicht
nachgewiesen werden.

Die Milz zeigte bei den Chondroitinsulfat-behandelten Méusen entsprechend
der Gewichtszunahme eine Hyperplasie der roten Pulpa, die auf einer Vermehrung
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Abb. 3a u. b. Speicherung des Chondroitinsulfates in den Sternzellen der Leber unter Aus-
bildung von Riesenzellen. a Kolloidale Eisenreaktion nach Hale (ca. 200fach). b Fluorescenz
(ca. 200fach)

Abb. 4a u. b. Farbreaktionen des Milzamyloid (Pfeil) bei FITC-Chs-behandelten Miusen.
a Kolloidale Eisenreaktion nach Hale (ca. 80fach). b Fluorescenz (ca. 140fach)
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vorwiegend der pyroninophilen Zellen beruhte. Sowohl bei den Kontroll- wie den
Versuchstieren fanden sich in der Milzpulpa Mastzellen, die eine starke gelbgriine
Fluorescenz aufwiesen und sich mit Alcianblau sowie der kolloidalen Eisenreak-
tion anfirbten. Zudem lieBen sich vereinzelt Reticulumzellen nachweisen, die
eine gleichartige Anfarbung und Fluorescenz zeigten. Eine Vermehrung dieser
Zellen lag weder bei mit den FITC-Chs und unmarkierten Chondroitinsulfat
noch bei den FITC-behandelten Tieren vor. Auch traten niemals weitere
Alcianblau-positive, fluorescierende Zellen auf. SchlieBlich fanden sich in glei-
cher Weise bei den Kontroll- und auf den Versuchstieren in der roten Pulpa
Reticulumzellen, die ein gelbrot fluorescierende, braunes Pigment enthielten, das
sich mit Sudanrot und der Hale-Reaktion anférbte.

Die Amyloidablagerungen entstanden perifollikuldr. Sie firbten sich nicht
oder schwach mit Alcianblau, leicht mit der kolloidalen Eisenreaktion und stark
mit dem PAS-Reagens an. Bei den FITC-Chs behandelten Tieren wiesen sie in
den zentralen Anteilen eine schwache gelbgrime Fluorescenz auf, wahrend sich
die Randabschnitte im ultravioletten Licht nicht darstellten (Abb. 4).

Eine Behandlung der Schnittpréparate mit Hyaluronidase setzte die Farb-
barkeit mit Alcianblau und der Hale-Reaktion sowohl in den Stern- und Riesen-
zellen der Leber als auch in den Amyloidablagerungen der Milz herab; in glei-
cher Weise wirkte Neuraminidase. Aber auch nach Inkubation mit Neuraminidase
und Hyaluronidase wiesen die Schnitte noch eine, wenn auch erheblich vermin-
derte Anfirbung mit Alcianblau und der kolloidalen Eisenreaktion sowie eine
geringe Griinfluorescenz auf.

Ein gleichartiges Verhalten wiesen die Amyloidablagerungen auf, die durch
eine parenterale Caseinzufuhr induziert wurden.

An den Injektionsstellen lieBen sich niemals wesentliche entzindliche Ver-
anderungen nachweisen, insbesondere traten niemals einschmelzende Prozesse auf.

Besprechung der Ergebnisse

Ebenso wie Cessi und Serafini-Cessi gelang es uns, bei Méusen durch paren-
terale Zufuhr von Chondroitinsulfat eine Amyloidose hervorzurufen.

Wihrend der gesamten Versuchsdauer sahen wir bei den FITC-Chs behan-
delten Miusen eine intensive Griinfluorescenz der Nierenhauptstiickepithelien.
Weiterhin fand eine Phagocytose des Chondroitinsulfats in den Kupfferschen
Sternzellen der Leber statt, wobei der FITC-Anteil des markierten Chondroitin-
sulfats zu einem briaunlichen, nicht fluorescierenden Pigment abgebaut wurde.
Demgegeniiber lie sich in der Milz keine Phygocytose von Chondroitinsulfat
nachweisen.

Unsere Untersuchungen bestéitigen also die Befunde von Boas (1965), nach
denen parenteral zugefithrtes Chondroitinsulfat zum Teil {iber die Nieren aus-
geschieden wird. Zudem machen sie deutlich, daB tiberdies ein Abbau des Chondroi-
tinsulfats im RES vornehmlich der Leber erfolgt.

Unter der Chondroitinsulfat-Behandlung kam es zu einer signifikanten Ge-
wichtszunahme der Milz, die im wesentlichen auf einer Hyperplasie der roten
Pulpa mit einer Vermehrung der pyroninophilen Zellen beruhte. Auch in der
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Leber lieBen sich vermehrt pyroninophile Zellen nachweisen. Die Serumeiweille
wiesen zu Beginn eine Vermehrung der -, spiter der «,-Globuline auf.

Bei unseren Untersuchungen traten also gleichartige Serum- und Organver-
dnderungen auf, wie sie bei der experimentellen Amyloidose generell gesehen
werden (Schneider, 1964 ; Cohen, 1965; Zschiesche, 1967).

Die Amyloidablagerungen enthielten geringe Mengen an sauren Mucoproteiden
und wiesen bei den FITC-Chs-behandelten Méusen eine leichte Griinfluorescenz
auf. Kin gleichartiges Verhalten boten aber Amyloidablagerungen, die bei Méusen
durch eine Behandlung mit Casein erzeugt wurden. Die histochemisch nachweis-
baren sauren Mucoproteide waren vermindert, wenn die Schnitte mit Hyaluronidase
oderjund Neuraminidase behandelt wurden, verschwanden aber nicht voéllig. In
gleicher Weise nahm die griine Eigenfluorescenz des Amyloid ab.

Im Amyloid sind also, wie bereits Battaglia und Matturi (1964) zeigen konnten,
sowohl Sialoproteide als auch Hyaluronidase-empfindliche (Hyaluronsgure, Chon-
droitinsulfat A und C) und Hyaluronidase-resistente (Chondroitinsulfat B, Hepari-
tinsulfat, Heparin, Chondroitin) saure Mucopolysaccharide gebunden.

Unsere Untersuchungen lassen erkennen, daB parenteral zugefithrtes Chon-
droitinsulfat — wenn iiberhaupt — nur in kleiner Menge im Amyloid gebunden
wird. Ein gleich groBer Gehalt an sauren Mucopolysacchariden 146t sich jedoch
in Amyloidablagerungen nachweisen, welche durch eine parenterale Caseinzu-
fubr induziert wurden. Es ist daher unwahrscheinlich, daB das Chondroitinsulfat
des Serums eine wesentliche Rolle bei der Bildung des Amyloids spielt. Viel-
mehr scheint das parenteral zugefiihrte Chondroitinsulfat — &dhnlich wie das
Casein — eine unspezifische Reaktion auszul6sen, in deren Verlauf Amyloidab-
lagerungen auftreten.

Eine extracellulire Entstehung des Amyloids laft sich aufgrund dieses Be-
fundes nach wie vor nicht ausschlieBen. Zudem konnte Kennedy (1962) zeigen,
daB die im Amyloid gebundenen sauren Mucoide aus den Endothelzellen stammen ;
auch scheint nach Untersuchungen von Bitter und Muir (1966) weniger dem Chon-
droitinsulfat als vielmehr dem Heparitinsulfat eine Bedeutung fiir die Entstehung
des Amyloids zuzukommen.

Fir technische Hilfe danke ich Frl. G. Biising.
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