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Studies of the Immunhis toehemiea l  Behaviour  of Senile Plaques 
of the H u m a n  Brain  

Summary. Senile plaques showed an intensive fluorescence with thioflavine S caused by 
the deposition of amyloid. From these results fluorescence-immune histoehemieal studies of 
senile plaques with antihuman-gamma globuline serum and anti-human fibrin serum were 
carried out on ten brains. Forty brains were selected from autopsies of normally aged men 
without mental diseases. About 5-10% of senile plaques of each brain showed in the central 
cores positive immunohistoehemieal reactions whereas the fluorescence in their peripheral 
zones appeared less intensive or was totally absent. Furthermore, the walls of some meningeal 
and cerebral vessels were also positive with these methods, independent of the plaque-like 
degeneration of arteries and capillaries (Seholz). 

It  is assumed that the majority of senile plaques has no relation to the blood vessels and, 
therefore, the plaques arise locally in brain tissue. The findings of immunhistoehemieal positive 
plaques are due to an exudation of serum. An immunological genesis of senile plaques is 
discussed; it is concluded that the senile plaque is a particular form of senile amyloidosis due 
to insufficient regulatory mechanisms of glia cells. 

Zusammen]assung. Die intensive Thioflavin-S-Fluoreseenz seniler Plaques weist auf Amy- 
loidablagerungen hin. Davon ausgehend warden immunhistoehemische Untersuehungen an 
10 Gehirnen mittels Anti-Human-Gammaglobulin- und Anti-Human-Fibrin-Serum vorgenom- 
men. Die F~lle wurden dem Obduktionsmaterial 40 physiologiseh gealterter Mensehen ent- 
nommen. 5--10% der senilen Plaques des Gehirnes ergeben zentral positive immunhistoehe- 
mische Reaktionen, wogegen die periphere Zone weniger intensiv fluoreseiert oder reaktions- 
los ist. Dariiber hinaus zeigen Wandungen einiger meningeMer und eerebraler Gefiige unab- 
h~ngig yore Vorliegen einer drusigen Entartung (Seholz) positive Befunde. 

Die Mehrzahl der senilen Plaques kann daher keine Beziehungen zu BlutgefgBen aufweisen 
und mug folglieh lokal im Hirngewebe entstehen. Die positiven immunhistoehemisehen t~eak- 
tionen sind auf eine Serumexsudation zuriiekzufiihren. Die immunologisehe Genese der Plaques 
wird diskutiert, und es wird die Sehlugfolgerung gezogen, dal~ die senilen Plaques eine beson- 
dere Form der senilen Amyloidose auf dem Boden zellul~rer RegulationsstSrungen darstellen. 

Der K e r n  der senilen Plaques des t I i rngewebes besteht  aus  Amyloid  (Hager, 
1968; Seitelberger, 1968; K a t e n k a m p  u n d  Stiller, 1970). Dabei  soll es sieh um eine 
Sonderform der lorim/~ren Amyloidose, die sogenannte  senile Amyloidose handeln.  
Obwohl viele kausalpathogenet isehe Probleme der Amyloidosen noeh often stehen, 
daf t  fiir die senile Amyloidose ein wesentlieher Fak to r  in der a l tersbedingten 
I m m u n o p a t h i e  im Sinne einer A u t o i m m u n e r k r a n k u n g  gesehen werden (Schwartz, 
1965; Walford, 1967, 1969; Hughes, 1970). Unbean twor t e t  blieb bisher die Frage, 
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ob der  en tscheidende  S t imulus  zur P laqueb i ldung  lokal  im t Ih 'ngewebe,  also im 
6r t l ichen Ze l lbes tand  zu suchen is t  oder  auf dem Blutwege  he range t ragen  wird.  
I m  le tz teren  Fa l le  mfiSten rgumliche  Beziehungen zu den Y[irngefgBen vorliegen. 
AuSerdem wgren auch Untersch iede  der  sto~flichen Zusammense tzung  zu er- 
w&rten. 

D u t c h  den E insa tz  yon  f luoresee inmarkier ten  Gammaglobui in -  und  F ibr in-  
an t i seren  ve r sueh ten  wir einen Tell  dieser P r o b l e m a t i k  in Angriff  zu nehmen.  

Material und Methode 

Menschliches Hirngewebe (40 Fglle yon fiber 70jghrigen) wurde 8--20 Std post *nortem 
nach Er6ffnung des Schgdels entno.n.nen, sofort in Kohlensgureschnee eingefroren nnd bei 
--20 ° C gel~gert. Zur Auswahl geeigneten Materials ka.n als Such.nethode die Thioflavin-S- 
Fgrbung zur Anwendung (Stiller und Katenkamp, 1970). Wit entnahmen die Gewebsproben 
dem Lobus parietMis, um nicht durch eine besonders dichte Capillarisierung (z. 13. A.nmons- 
horngebiet) zu Fehlschlfissen zu gelangen. Auf diese Weise wurden 10 .nenschliche Gehirue 
fiir die immunhistoche.nischen Untersuchungen ausgewghlt. 

Zur weiteren Bearbeitung wnrde das Hirngewebe im Kryostaten geschnitten (Schnitt- 
dicke: 5[z), auf Objekttrgger gebracht und 24 Std im Kiihlschr~nk gufbewahrt. Von den 
Serienschnitten wurden jeweils eine Thioflavin-S-FiJxbung und ~berschiehtungert *nit fluores- 
ceinisothiocyanat markierte*n Anti-Hu*nan-Gammaglobulinseru.n bzw. Anti-Hu.nan-Fibrin- 
serum vorgenom.nen. Aul~erdem wurde eine Kontrollfgrbung *nit fluoresceinisothiocyanat- 
m~rkierte*n Kaninchen-Nor.nalserum durchgeffihrt, da Fluorescein gelegentlich selbst A.ny- 
loid anfi~rben kann (Zucker-Franklin und Franklin, 1970). 

Herstdlung der Seren. Anti-Human-Ga*nmaglobulinseru.n und Anti-Hu.nan-Fibrinserum 
wurden durch 3*nonatige Im.nunisierung yon Kaninchen unter Verwendung yon Alu*niniu.n- 
hydroxyd als Adjuvans gewonnen. 7 Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere in 
13revinarkon-Narkose entblutet. Die mit Am.noniu.nsulfat (40%ige Sgttigung) gefgllte 
Ga.nmaglobulin~r~ktion der Antiseren wurde nach Dialyse gegen physiologische Kochsalz- 
16sung und Einstellen auf eine 2 % ige Proteinkonzentration mit 2 % Fluoresceinisothiocyana~ 
markiert. Die Entfernung des ungebundenen Farbstoffes erfolgte durch Gelchromatographie 
an Seph~dex G 25 (l~iggs u. Mitarb., 1958; Lipp, 1961). 

Immunhistochemie. Die unfixierten Kryostatschnitte wurden nach 10*ninfitige.n Spfilen 
mit phosphatgepufferter physiologischer KochsalzlSsung (pH 7,8) 30 min bei Zi.n.nertempera- 
tur mit den auf 0,25 % Protein verdfinnten Konjugaten inkubiert. Nach 10 *nin Spiilen in l*nal 
gewechsel~e.n Puffer wnrden die Schnitte mit gepuffertem Glycerin eingedeckt (Wagner, 1967). 

Die Auswertung der Prgparate erfolgte ,nit dem Universalforschungs*nikroskop NU des 
VEB Carl Zei8 Jena. Als Lichtquelle diente eine 0sra.n-La.npe (HBO 50), Anregungsfi|ter war 
die Filterkombination UG 1 und 13G12, als Sperrfilter wurde GG9 eingelegt. Die photographi- 
schen Aufnahmen wurden mit Hilfe der eingebauten photographischen Einrichtung angefertigt. 

AuSerde.n ka.nen am for.nalinfixierten Hirnmaterial (Lobus frontalis, parietalis, te*npo- 
ralis und oceipitalis sowie Am.nonshorngebiet) die Versilberungsmethoden nach Bielschowski 
sowie v. 13raun.nfihl (s. l~omeis, 1968) zur Anwendung. An entsprechenden Paraffinschnitten 
wurden die senilen Plaques *nittels Thioflavin S (Schwartz, 1964) dargestellt und HE- sowie 
Nissel-Fgrbungen ~usgeffihrt. 

Ergebnisse 

Sowohl nach  Vers i lberung ~ls auch naeh  F/~rbung mi t  Thiof lavin  S t r e t e n  die 
senilen P laques  deut l ich  hervor ,  wobei  die F luorescenzmethode  infolge der  kon- 
t ras t re icheren  Dars te l lung  durch  die ge lbauf leuchtenden  S t ruk tu r e n  vorzuziehen 
is t  (Schwartz ,  1967; K a t e n k a m p  und  Stiller,  1970). Die Mehrzahl  der  senilen 
P laques  s tel l t  sich mi t  e inem k lumpigen  bis homogenen  Z e n t rum als K e r n  und  
fgdigen bis nadel fSrmigen Gebi lden  in s t r ah lenkranza r t ige r  Anordnung  als AuSen-  
zone dar  (sog. Kernp laque) .  Daneben  k o m m e n  P laquefo rmen  ohne den charak te -  
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Abb. 1 a u. b. Intensiv, im Original gelb aufleuehtende Zentren mit tells strahlenkranzf6rmiger 
Anordnung weniger stark fluoreseierender AuBenzone (a) und gr6beren peripheren Ablagerun- 
gen (b) bei Darstellung der senilen Plaques mittels Thioflavin S (sog. Kernplaques; Vergr. 

480faeh) 

ristisehen diehten Kern vor, die lediglieh aus einem Knguel von fgdigen nnd granu- 
lgren Struk~uren bestehen. Morphologiseh k6nnen je naeh angewandter Technik 
verschiedene Plaqueformen abgegrenzt werden (vgl. A. yon Braunmiihl, 1957; 
Schwartz, 1967), wobei yon uns bei den immunhistoehemisehen Untersuchungen 
ans teehnisehen Gr6nden nut  die typisehen Kernplaques beriieksichtigt wurden 
(Abb. 1). 

Naeh {3bersehichtung mit  den Antiseren waren senile Plaques und Gefgg- 
wgnde in Hirnrinde, Marklager und Meningen markiert.  

Die Anzahl der fluorescierenden Plaques variierte in den einzelnen Gehirnen 
erheblieh. Dureh Auszghlung der Plaques in korrespondierenden, mit  Thioflavin- 
S-gefgrbten und Antiseren-markierten Sehnitten versuehten wir das Verhgltnis 
zwisehen Gesamtzahl und gammaglobnlin- bzw. fibrinenthaltenden Plaques zu 
bestimmen. Dabei ergab sich, dab 5--10% der senilen Plaques eines Gehirnes 
Gammaglobulin enthalten. Der Kern markierter  Plaques fluoreseiert teils homo- 
gen, tells fibrillgr-strnkturiert grfin. Angedeutet is~ der Strahlenkranz vorhanden 
(Abb. 2). Eine vollstgndige Darstellung der AuBenzone wurde allerdings nicht 
beobaehtet. Jxhnlieh sind die Resultate naeh Fibrindarstellung. 

I m  Falle yon Amyloidablagerungen in Hh'ngefgBen sind Gammaglobuline und 
Fibrin naehzuweisen. Unabhgngig veto Vorliegen einer kongophilen Angiopathie 
sind in 3 Gehirnen fluoreseierende Gefgl3w/tnde siohtbar. Die Fluoresoenz naeh 
Inkubat ion mit  Anti-Gammaglobulin ist intensiver (Abb. 3). Eine Bevorzugung 
best immter GefgBregionen besteht nicht. 
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Abb. 2 a--c. Immunhistoehemischer Nachweis yon Gammaglobulin mit intensiver Fluores- 
cenz des Zentrums (a) oder nur angedeuteter AuBenzone (b). Deutliehe Darstellung eines 

Blutgefi~ges (c). (Vergr. 480lath) 

b c 

Abb. 3 a--c. Immunhistochemischer Nachweis yon Fibrin. Autleuehtende Zentren der Plaques 
(a, b) sowie Darstellung einer Arterie. (Vergr. 480fach) 

Zur,,Beurteilung der immunhis tochemisehen  Befunde muBten strenge Kr i te r ien  
angelegt werden, da einerseits das Hirngewebe dureh die Kryos ta t t eehn ik  teil- 
weise sehleeht erhMten war und  andererseits offenbar fluorescierende Artefakte 
vo rkommen  k6nnen.  
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Bespreehung der Befunde 

Die immunhistoehemischen Befunde am physiologisch gealterten Gehirn zei- 
gen, dab Gammaglobulin und Fibrin keine essentiellen Bestandteile seniler Plaques 
sind, obwohl Siam (1966) das generelle Vorkommen in den Kernen besehrieb. 
Zwar ist im Amyloid der Nachweis yon Gammaglobulin (Schultz u. Mitarb., 1966, 
1967 ; weitere Literatur bei Calkins, 1968) und aueh Fibrinogen bzw. Fibrin (Horo- 
witz u. Mitarb., 1965; Cathcart und Cohen, 1966; Schultz u. Mitarb., 1967; Cath- 
cart u. Mitarb., 1967) ein gel/~ufiger Befund, jedoch werden diese Substanzen heute 
yon den meisten Autoren auf Kontaminationen aus dem Blut zurfickgef/ihrt 
(zusammenfassende Darstellung bei Cohen, 1967). Bei den senilen Amyloidosen 
kann der Nachweis yon adsorbierten Plasmaproteinen gelegentlich schw/icher aus- 
fallen (Brozman und Grigel, 1970). 

Im normalen Gehirn sind Immunglobuline und Fibrin bzw. Fibrinogen auger- 
halb der Gef~Be nicht zu erwarten. Folglich spreehen unsere Ergebnisse daffir, daB 
5--10 % der senilen Plaques einer Seruminpermeation nnterliegen und daher enge 
Beziehungen zu Gef/~Ben aufweisen. Der Nachweis yon Plasmaprotehaen in den 
Gef~Bw~nden dfirfte auf die zum Teil erh6hte Permeabiliti~t bestimmter Gef~B- 
strecken im Alter zurfickzuftihren sein und unterstiitzt die Annahme eines Exsuda- 
tionsvorganges. Eine lokale Immunglobulinsynthese ist wegen der fehlenden ent- 
zfindlichen Zellin~iltrate auszuschliel3en. 

Billow (1956), Schwartz (1967) und Kraf t  (1969) beschrieben eine enge Nach- 
barsehaft zwischen Plaques und Gefi~lten, w~hrend nach Friede und Magee (1962) 
bei 92% der Plaques Capillaren fehlen und aueh Hager (1968) eine Gefi~l~ab- 
h~ngigkeit der Plaques durehaus nicht immer naehweisen konnte. 

Die erhobenen Befunde liel~en sich aueh als Aquivalent qualitativer Unter- 
schiede der senilen Plaques deuten, da variierende morphologische Formen be- 
kannt sind (v. Braunmfihl, 1957; Schwartz, 1967), die als Zustandsformen eincr 
stadienhaften Metamorphose aufgefatlt werden k6nnten. Jedoch war durch elek- 
tronenmikroskopisehe Untersuchungen nachzuweisen, dal~ die fibrill£re Grund- 
struktur gleich ist und trotz verschiedener Altersstufen eine gleiche stoffliche 
Zusammensetzung derselben vorliegt, ein Befund, der auch durch enzymhisto- 
ehemische Untersuchungen erg~nzt wird (Ishii, 1969; Wisniewski und Terry, 1970). 
Andererseits ist eine Alterung yon Zellorganellen und fflament~ren Strukturen 
wohl kaum mit dem Auftreten yon Gammaglobulin oder Fibrin urs/~chlieh ver- 
bunden. 

Die nur geringe Gef£1~bezogenheit der senilen Plaques unterstfitzt die Theorie 
yon ihrer gef/tl~unabh~ngigen Entstehung (vgl. Thomas, 1968), wie aueh Beobaeh- 
tungen fiber Gef/il~wandamyloidose im Gehirn ohne senile Plaques (Peterson und 
Sehulz, 1961). 

Die Bildung der amyloiden fibrflli~ren Grundtextur der Plaques mfitlte clureh 
mikrogliale Zellen erfolgen, die als wahrseheinliches organeigenes RHS-J~quivalent 
des Zentralnervensystems angesehen werden kSnnen (Suzuki und Terry, 1967). 
Ferner wird auch bei den meisten Amyloidoseformen, einschliel~lieh der senilen 
Amyloidose, eine unspezffische immunopathische t~eaktion angenommen (Janigan 
und Druet, 1967 ; Letterer, 1968). Aus dieser Sicht handelt es sieh um eine Sonder- 
form der Amyloidablagerungen, da keine kollagenen Fasern als Voraussetzung 
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einer pr im~ren Amyloidose (Missmahl u n d  Gafni, 1964) vorhanden  sind. Auf Grund  
unserer  Befunde 1/~$t sieh in  Ubere ins t immung  mi t  Muckle (1968) keine immu-  
nopat isehe Genese der senilen Plaques vermuten ,  so dab eine besondere Genese 
dieser Amyloidablagerungen  vorliegen mug.  

I m  Alter  bestehen offenbar insuffiziente Steuer- u n d  I~egelmechanismen der 
(Glia-)Zelle, die zur Bi ldung der Amyloidfibri l len fiihren, wobei anzunehmen  ist, 
dab es sieh u m  keine prinzipiell  anomalen  Zellprodukte handel t .  
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