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On the Pathogenesis of Senile Amyloidosis 

Summary. Investigations on the pathogenesis of senile amyloidosis were earried out on 
the hearts of old men using histochemieal, polarizing and fluorescence microscopic methods. 

The deposition of amyloid fibrils proceeds by orienting with pre-existent collagenous 
fibres, during which an increase in the number of fibre-bound sulfated mucopolysaccharides 
may be observed. During progressive formation of amyloid, the collagenous fibres are re- 
placed suecessively by amyloid fibrils, and the mucopolysaccharides increase in number 
coincidently. Eventually ner collagenous fibres can be detected by polarizing microscopy in 
larger deposits; at this time the eharacteristic fluorescent metachromasia by acridine orange 
is completely developed. 

I t  is supposed that in senile amyloidosis these proeesses take place during the physiological 
metabolism of connective tissue and that principally no new struetural units originate, 
although an abnormal mucopolysaccharide is produced. The causes of senile amyloidosis are 
discussed, and a model for it proposed. 

Zusammen]assung. Es wurden Untersuchungen zur Pathogenese der senilen Amyloidose 
an Herzen alter Menschen mittels histochemischer, polarisations- und fluorescenzmikroskopi- 
scher Methoden durchgeführt. Die Ablagerung von Amyloidfibrillen erfolgt gerichtet an 
prgexistenten Kollagenfasern, wobei eine Vermehrnng fasergebundener sulfatierter Mucopoly- 
saccharide nachzuweisen ist. Im Verlaufe einer fortschreitenden Amyloidbildung kommt es 
zum sukzessiven Ersatz der Kollagenfilamente durch Amyloidfibrillen und einer weiteren 
Erhöhung des Mueopolysaccharidgehaltes. Schließlich sind in größeren Amyloiddepositen 
polarisationsoptisch keine Kollagenfasern mehr nachzuweisen, w~hrend die charakteristische 
Fluorescenzmetachromasie mit Acridinorange voll ausgebildet ist. Es wird gefolgert, daß 
dieser Vorgang bei der senilen Amyloidose im l~ahmen des physiologischen Bindegewebs- 
stoffwechsels ablguft und daß keine prinzipiell neuen Struktureinheiten gebildet werden, 
jedoch die Synthese eines anomalen Mucopolysaccharides vorliegt. Ursachen und ein Modell 
der senilen Amyloidose werden diskutiert. 

Dem AmyloidprobleIn ist in  den letzten 20 Jah ren  verst/irkt Aufmerksamkei t  
gewidmet worden. Gleichwohl gibt  es noch kein allgemein akzeptiertes Modell 
der formalen Pathogenese. Die Aufkl/irung dieser Fragestel lung wird ohne Zweifel 
durch die Tatsache erschwert, daß trotz einheitlicher fibrill~rer Grunds t ruk tu r  
(Lit. bei K~tenka lnp  und  Stiller, 1970) eine unterschiedhche Zusammense tzung  
der amyloiden Substanz in ihrer Gesamtheit  vorliegt (Sorenson und  Bari, 1968). 

Die i~ltere Ansicht vom Amyloid als Antigen-Antikörper-Pr/~cipitat ist durch die Theorie 
der lokal-cellul~ren Entstehung ersetzt worden (Lit. bei Cohen, 1965, und bei Letterer, 1968). 
Dabei wird eine urs~chliche Beteiligung von Fibroblasten (Gafni u. Mitarb., 1966; Shibolet 
u. Mitarb., 1967), Endothelzellen (Hjort und Christensen, 1961; Cohen u. Mitarb., 1965), 
reticulo-endothelialen Zellen (Battaglia, 1962; Heefner und Sorensen, 1962; Gueft und Ghidoni, 
1963 ; Christensen u. Mitarb., 1963 ; Uchino, 1967 ; Teilum, 1968 ; Ben-Ishay und Zlotnick, 
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1968), Plasmazellen (Teilum, 1956; Caesar, 1960) bzw. von mehreren der genannten Zelltypen 
(Zucker-Franklin und Franklin, 1970) angenommen. In Analogie zur Kollagensynthese soll 
die Fibrillenpolymerisation oder -aggregation unmittelbar nach Sekretion eines löslichen 
ù Präamyloid" extracellulär in Nachbarschaft der Zellwand erfolgen (Catchpole, 1968 ; Benditt, 
1968), wenngleich besonders bei experimentellen Amyloidosen auch intracellulär Amyloid- 
fibrillen gesehen wurden (P~anlov und Wanstrup, 1967). Die Annahme eines im Blut zirku- 
lierenden ,precursors" wird heute allgemein abgelehnt (Hultgren u. Mitarb., 1967). 

I m  Hinb l i ck  auf  die Def in i t ion  der  Amylo idosen  (perikollagene und periret i -  
ku lä re  T y p e n  - -  Missmahl  und  Gafni,  1964) e rheb t  sieh die F rage  nach  den Be- 
z iehungen des Amylo ids  in  seiner Gesamthe i t  sowie seiner f ibr i l lären G r u n d t e x t u r  
zu p räex i s t en t en  Fase r s t ruk tu ren .  D a  im Herzen  a l te r  Menschen bei fehlender  
G r u n d k r a n k h e i t  ausschließl ich der  angeborenen  F o r m e n  sowohl per i re t iku lä re  
(Jones  und  Fraz ier ,  1950) als auch per ikol lagene Ablagerungsformen  (Baghirzade,  
1967; Beneke und  Mohr, 1969) beschr ieben wurden,  erschien uns für  die K lä rung  
dieser  P r o b l e m a t i k  die sys temat i sche  Unte r suchung  des M y o k a r d  geeignet.  All- 
gemein  stel l t  sieh bei  der  Amylo idb i l dung  auße rdem die F rage  nach  einem U m b a u  
p räex i s t en t e r  (Fase r - )S t ruk tu ren  oder  nach  einer pa thologischen Fasernenbi ldnng .  
Aus diesem Grunde  wurden  Herzen  über  60jähriger  ohne und mi t  unterschiedl ich  
ausgepräg te r  Al te r samylo idose  his tochemisch,  fluorescenz- und  polar isat ions-  
opt i sch  analys ier t .  

Material und Methode 

Aus dem laufenden Obduktionsgut wurden 100 menschliche Herzen von über 60jährigen 
zur Untersuchung herangezogen, wobei darauf geachtet wurde, daß keine Grundkrankheit 
vorlag, die eine sekundäre Amyloidose verursachen kann, wie rheumatoide Arthritis, Osteo- 
myelitis, Tuberkulose u.a. Des weiteren wurden Herzen mit entzündlichen Veränderungen 
oder frischen Infarkten von diesen Untersuchungen ausgeklammert. Die Herzen wurden 
8--24 Std post mortem entnommen und in 10 % igem neutralen Formalin fixiert. Die Gewebs- 
proben aus den verschiedenen Herzregionen wurden so ausgewählt, daß folgende Abschnitte 
zur Untersuchung gelangten: Herzohren und Vorhöfe (rechts und links) einschließlich der 
Gegend des Sinus- sowie Aschoff-Tawara-Knotens, rechter und linker Ventrikel, muskuläres 
Kammerseptum einschließlich der Gegend des Hissehen Bündels, Aorten- und Mitralklappe 
mit entsprechenden Teilen des Anulus fibrosus sowie rechte und linke Coronararterie. 

Das Material wurde in üblicher Weise in Paraffin eingebettet und aufgearbeitet. Über- 
prüfung des gesamten Materiales mittels der Thioflavin-S-Färbung als Suchmethode für 
Amyloid (Stiller und Katenkamp, 1970) und Anfertigung folgender Färbungen: Hämatoxy- 
lin-Eosin, Elastika-van Gieson, alkalische Kongorotf~rbung (Puchtler u. )/[itarb., 1962). Bei 
einem Teil der Fälle wurde außerdem die l~etikulinfaserdarstellung nach Gömöri ausgeführt. 

Auswahl geeigneter Fälle und weitere Aufarbeitung. 

1. Histochemische Reaktionen 
PAS-Reaktion (1% Perjodsäure, 10 min, 20 ° C, Schiffsehes l~eagens nach Graumann), 

kolloidale Eisenbindungsreaktion nach Hale in den Modifikationen nach G. Müller und nach 
Mowry sowie Kombination von Eisenbindungs- und PAS-Reaktion (Ritter-Oleson), Alcian- 
blaufärbungen pH 0,5, 1,0, 1,5 und 2,5 sowie Kombination Alcianblau pH 2,5-PAS-Reaktion 
(Spieer und Henson, 1967). 

2. Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen 
Fluorochromierungen mit Thioflavin S sowie Acridinorange bei pH 0,5 und 1,0 (Ausfüh- 

rung s. Sehwartz, 1964, bzw. Stiller u. Mitarb., 1970). 
Fluorescenzmikroskop: UniversMforschungsmikroskop NU des VEB Carl Zeiss, Jena; 

Anregungsfilter: Kombination UG1 und BG12, Sperrfilter: GGg. 
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3. Polarisationsoptische Untersuchungen 
a) Durchmusterung der kongorotgef~rbten Schnitte zwischen gekreuzten Polars, 
b) Entparaffinierung 10t~ dicker Gewebssehnitte (Methanol-Chloroform 1:1, 12 Std, 

60 ° C - -  Scheuner, 1968) und nachfolgend Phenol- bzw. Riv~nolvorbehandlung. 
Phenolre~ktion: Imbibition der Prgp~rate mit einem 50 %igen Phenol-Xylol-Gemiseh 

und Messungen des Gangunterschiedes vor und nach Phenoleinwirkung. Errechnung des 
Phenolquotienten a/b (a=Wert der negativen, b =Wert der positiven Doppelbreehung). 

Rivanolreaktion: Ausfiihrung naeh N~meth-Cs5ka (1960); F~rbung der entparaffinierten 
Schnitte mit ~ivanollSsung 10 rain (mit Michaelispuffer pH 3 10fach verdfinnte 0,1 m Riva- 
nollSsung), Abtrocknen mit Filterpapier, Aufheilen in Terpentin51 und Eindecken in Canada- 
balsam. 

Polarisationsmikroskop: Univers~lforschungsmikroskop NU des VEB Carl Zeiss, Jena. 
Gemessen wurde im weigen Licht, Gips Rot I zur Bestimmung des Vorzeichens der Doppel- 
brechung, quantitative Gangunterschiedmessungen erfolgten mit einem Lambda/8-Kompen- 
sator nach Brace-K6hler ~. 

Ergebnisse 
Die morphologischen Befunde sind sowohl zwischen den einzelnen Herzen als 

auch in den verschiedenen Regionen des jewefligen Organes unterschiedlich. 
H/~ufig finden sich bei fiber 70j~hrigen Vernarbungen im Myokard offenbar als 
Folge abgelaufener entzfindlicher Ver/~nderungen oder hypoxischer Seh~den. In  
solchen Regionen sind neben dicht gepackten kollagenen Fasern Fibrocyten und 
Fibroblasten, Cardiohistiocyten sowie einzelne Lymphocyten vorhanden. An 
anderen Stellen sind aber trotz vermehrter und vergrSberter Fasern nut vereinzelt 
Mesenchymzellen erkennbar. Besonders hervorzuheben sind Ver~nderungen der 
Herzohren; die Skala reicht hier einerseits yon 6demat6sen Grundsubstanzver- 
quellungen his zur Sklerosierung, andererseits sind nicht selten lympho-histio- 
cyt/£re Infil trate mit nachfolgender reparativer Faserbildung vorhanden. Plasma- 
zellen wurden dagegen in derartigen Arealen nicht beobachtet. 

MAt Kongorot fi~rben sich bei den meisten Herzen besonders im Bereich der 
Herzohren offenbar kollagene Fasern rot. Die Farbwerte reiehen dabei yon zart- 
rosa bei dfinnen Faserelementen bis tiefrot bei sehr dicken Faserstrukturen. Auch 
Perimysinm und Capillaren weisen in vielen Fgllen eine ~ott ingierung auf. Ge- 
legentlich linden sich schollige kongorotpositive Herde, die zum Tell atrophische 
Muskelfasern einschlieSen und in welche rottingierte Fasern einmfinden. 

Die ~berprfifung der kongorot gefgrbten Sehnitte im polarisierten Licht ergibt 
eine anomale grfine Polarisationsfarbe zahlreieher, besonders snbendothelial ge- 
legener faseriger Strukturen und der angrenzenden Teile des Perimysiums. Analog 
verhalten sieh grSgere kongorotpositive Deposite, die gleiehfalls eine topische 
Bevorzugung blutstromnah gelegener Abschnitte erkennen lassen. Allerdings ist 
bemerkenswert, dab nicht alle mit  Kongorot gefgrbten Strukturen diese anomale 
Polarisationsfarbe zeigen, ein Befund, der die Unspezifit/£t der Kongorotf/~rbung 
und die Bedeutung des Polarisationsmikroskopes bei der Amyloiddiagnostik 
unterstreicht (R~kow, 1969). 

Naeh Thio/lavin-S-Fluorochromierung leuchten die im polarisierten Lieht griin 
dargestellten Gewebselemente gelb auf. Jedoeh kommen dutch die wesentlich 
empfindlichere Fluorescenzmethode bereits Strukturen zur Darstellung, die mit  

1 Herrn Dipl.-Ing. Bergner, Fa. Carl Zeiss, Jena, haben wir ffir die freundliche Uberlassung 
des Meflkompensators vielmals zu danken. 

:15 ¥irchows Arch. Abt. A Path. Anat. Bd. 352 
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Abb. l a--e .  Verschiedene Stadien der Amyloidablagerung im Herzohr, dargestellt mittels 
Thioflavin S. a Zahlreiche feinste Fasern leuchten kräftig gelb auf. b Zunahme der Amyloid- 
ablagerungen mit teilweiser Umscheidung der Herzmuskelfasern. c Grobe schollige Ab- 
lagerungen; neben umhüllten Herzmuskelfasern finden sich große Deposite; links unten 

positive kleinere Arterienwandungen 
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Abb. 2 a--o. Darstellung des Ersatzes kollagener Fasern durch Amyloid, beginnend mit zarten 
Ablagerungen (a) über plumpe Faserverdiekungen (b) zu massiven Ablagerungen zwischen 

und um I-Ierzmuskelfasern 

der Kongorot-Polarisat ions-Methode noch nicht  sichtbar sind (Abb. 1). So fallen 
zusätzlich zahlreiche feinste gelbe Fasern auf. Sehr gut  läßt sieh an geeigneten 
Stellen die kontinuierliehe Entwicklung von dünneren über dickere gelb fluores- 
eierende Fasern bis zu größeren Depositen verfolgen (Abb. 2). 

15" 
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Besonders häufig werden diese Verändcrungen in den Herzohren und seltener 
subendokardial im Vorhof- und Ventrikclmyokard angetroffen, können aber un- 
abhängig von der Lokalisation prinzipiell überall ablaufen, so daß entsprechend 
der hier aufgeworfenen Fragestellung von einer besonderen qnantitativ-topischen 
Auswertung zunächst Abstand genommen wurde. 

Synchron mit dem Auftreten erster Thioflavin-S-positiver Strukturen tr i t t  
eine Änderung des Mucopolysaecharidgehaltes ein, indem an diesen veränderten 
Fasern eine deutliche Zunahme sulfatgruppcnhaltiger Polysaccharidsäurcn vor- 
liegt. Dies geht aus den kräftig positiven Alcianblaufärbungen bei pH 0,5--1,5 
hervor. Entsprechend der negativen oder eben nur angedeuteten Alcianblan- 
färbung bei pH 2,5 können freie Carboxylgruppen kaum vorliegen. Eine Bindung 
kolloidalen Eisens findet, wie auch von anderen mesenchymalen Gewcbsorten 
bekannt (Schmidt-Matthiesen, 1965), im Gegensatz zur Alcianblaufärbung statt. 
Mit zunehmender Ablagerung sind perjodreaktive Gruppen in stärkerem Maße 
vorhanden, so daß bei Kombination kolloidalen Eisens bzw. Aleianblau mit der 
PAS-Reaktion die PAS-Färbung überwiegt. Die groben scholligcn Deposite sind 
am stärksten PAS-positiv, während eine kräftig positive Alcianblaufärbung nur 
bei pH 0,5 anzutreffen ist. Mit steigendem pH-Wert  ist die Alcianophilie in den 
Zentren der Deposite vermindert und nur noch in den Randsäumen eindeutig 
faßbar. Die Fluorochromierung mit Acridinorange erbringt bei niedrigen pH- 
Werten (0,5 und 1,0) in den plumpen herdförmigen Ablagerungen eine deutliche 
Rotmetachromasie, wogegen dicke Fasern nur schwach rötlich fluorescieren und 
feine Fasern, Perimysium sowie kleinere Gefäße ohne Fluoresccnzmetachromasie 
sind. 

Die Phenolimbibierung ergibt eine Umkehr des Vorzciehens der Gesamtdoppel- 
brcchung bei den beschriebenen kongorot- und thioflavinpositiven Strukturen. 
Bei der quantitativen Auswertung findet sich ein unterhalb des Normalwertes 
von 1,35 (Jobst, 1955) gelegener Phenolqnotient. Die ermittelten Werte schwan- 
ken zwischen 0,84 und 0,56, wobei sieh die tieferen Werte bei den dickeren Fasern 
finden. Größere Deposite lassen eine Phenolreaktion vermissen. Leider lieferten 
die Gangunterschiedmessungen rivanolbehande]ter Schnitte nicht die erhofften 
quantitativen Aussagen über den Mucopolysaecharidgchalt, da sich kein Unter- 
schied der Doppelbreehung vor und nach Rivanolimbibierung ergab. 

Mit der Versilberung nach Gömöri waren signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen 
Gewebsschnitten bezüglich der beschriebenen Faseralterationen nicht zu erheben. 

Besprechung der Befunde 

Die faserigen Strukturen der untersuchten Herzen, die nach Kongorotfärbung 
im polarisierten Licht eine anomale grüne Polarisationsfarbe zeigen und nach 
Thiofiavin-S-F]uorochromierung gelb aufleuchten, enthalten Amyloid, da beide 
Färbevcrfahren in ihrer Kombination weitgehend spezifisch für Amyloid sind 
(Schott, 1965; Wright u. Mitarb., 1969). 

Aus der kollagenspezifischen Umkehr der Doppelbrechnng nach Phenolimbi- 
bition (Missmahl, 1964) ist zu schließen, daß es sich bei den feinfascrigen amyloid- 
enthaltenden Strukturen ausschließlich um präexistente Kollagènfasern handelt, 
das heißt, es findet eine den Kollagenfasern entsprechende aehsenperpendikulärc 
Anlagerung der säuren Phenolmoleküle und damit die Umkehr des Vorzeichens 
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der Doppelbrechung statt (Neumark, 1966). Mit zunehmenden Amyloidablage- 
rungen geht dieser Effekt zurück. Somit muß durch die Einlagerung von Amyloid- 
fibrillen eine Änderung entsprechender reaktiver Gruppen eingetreten sein, wobei 
eine Reduktion basischer Radikale, andererseits eine Zunahme saurer Gruppen, 
insbesondere saurer Mucopolysaccharidc, zu diskutieren wären. Unsere Poly- 
sacchariduntersnchungen weisen darauf hin, daß bereits sehr frühzeitig vermehrt 
stark saure Gruppen (Sulfatgruppen) nachzuweisen sind, die allerdings noch keine 
Fluorescenzmetachromasie ergeben, da ihre Ladungsdichte offenbar noch unzu- 
reichend ist. Im Verlaufe der Faserverdickung tritt mit weiterer Erniedrigung des 
Phenolquotienten eine Fluorescenzmetachromasie auf, bis schließlich in Amy- 
loiddepositen die Umkehr der Doppelbrechung fehlt (vgl. Romh£nyi, 1956), das 
heißt, die kollagene Grundstruktur ist polarisationsoptisch nicht mehr nachzu- 
weisen, jedoch erreicht die Rotmetachromasie mit Acridinorange ihre größte 
Intensität. Somit ergibt sieh, daß die reduzierte Phenolrcaktion sowohl durch 
Verminderung kollagentypischer basischer Gruppen infolge einer Amyloid- 
fibrillenan- und -einlagerung als auch durch vermehrte Attachierung stark saurer, 
sulfatgruppenhaltiger Mncopolysaccharide zustande kommt. Dabei beginnt der 
Einbau der Amy]oidfibril]en gerichtet, ausgewiesen durch die anoma]e grüne 
Polarisationsfarbe nach Kongorotfärbung, und mit fortschreitender Zunahme der 
amyloiden Substanz wird die kollagene Faser schließlich völlig ersetzt (Roder- 
mund und Klingmüller, 1970). Dagegen kann eine orientierte Einlagerung der 
sauren Mucopolysaceharide aufgrund des negativen po]arisationsmikroskopischen 
Rivanoleffektes nicht vorliegen. 

Der schrittweise Ersatz spricht ferner gegen eine vollständige Umhüllung der 
Kollagenfasern, da bei einer dreidimensionalen Anlagerung einaehsig-positiver 
Amyloidfibrillen anfangs keine Umkehr der Doppelbrechung erfolgen dürfte. 

Dieser Umwandlungsprozeß verläuft, wie aus dem umfangreichen Beobach- 
tungsgut zu ersehen ist, sehr langsam, wahrscheinlich im Rahmen des physiolo- 
gischen Bindegewebsstoffwechsels, da im Gegensatz zu experimentellen und so- 
genannten sekundären Amyloidosen mesenchymale Zellaktivierungen selten sind. 

Aufgrund unserer Befunde möchten wir folgendes Pathogenesemodell der 
senilen Amyloidbi]dung zu Diskussion stellen: 

Als Prinzip ist die Faserbildung als Ausdruck eines erhöhten Stoffwechsels 
alterierter mesenchymaler Zellen zugrunde zu legen. Eine ständige Beanspruchung 
führt so normalerweise zur Kollagenbildnng. Ein schrittweiser Informationsverlust 
der Zellpopulation im Alternsgang (genetische Determination ? - -  Pomerance, 
1966) und die ständige Inanspruchnahme des Stoffweehsels der Mesenchymzelle, 
sei es durch Autoimmunisierungsvorgänge (Strukov u. Mitarb., 1963; Schwartz, 
1965; Walford, 1967, 1969), sei es durch die breite Palette dysoriseher oder ent- 
zündlicher Schädigungen, führen zur Synthese eines anomalen Mucopolysaccha- 
rides (wahrscheinlich das meist in Amyloiden nachgewiesene Heparansulfat - -  
Bitter und Mnir, 1966; Berenson u. Mitarb., 1969; Missmahl, 1969). Die Bildung 
der fibrillären Einheiten (ubiquitäre Mikrofibrille ? - -  Haust, 1965) bleibt als 
Grnndphänomen erhalten. Im weiteren Verlauf dienen die zuvor gebildeten 
Kollagenfasern als Matrize für die stufenweise gerichtete Einlagerung der ständig 
neuentstchenden Grnndfibrillen. Das anomale Mucopolysaecharid bewirkt hier 
eine Aggregation und/oder Polymerisation der fibritlären Grundeinheiten in einer 
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Anordnnng ,  die die für Amyloid typischen chemischen und  physikal ischen Eigen- 
schaften aufweist. Der daraus result ierende Fase rumbau  k a n n  somit  nu r  als 
Zwischenphase aufgefaßt werden. Im  E n d s t a d i u m  ist die Kollagenfaser ersetzt 
und  nach Aufbrauch der Faser  erfolgt eine unsystcmat ische Anlagerung der teil- 
weise gebündel ten  Amyloidfibri l len.  

Diese Modellvorstellung wird durch den von Doerr und  seiner Schule (Zu- 
sammerdassung s. Doerr, 1970) herausgearbei te ten Topismus metabolischer Schä- 
den gestützt ,  indem die Bevorzugung besonders gut  durchblu te te r  Herzregionen 
hervorgehoben wird und  daraus eine adapt ive  Zel l reakt ivi tä t  in dem von uns  
geforderten Sinne resultiert .  

Insgesamt  ist die senile Amyloidbi ldung  als Ergebnis  einer Fibri l lenaggrega- 
t ion oder -polymerisat ion n icht  prinzipiell  neuer  S t ruk ture inhe i ten  im Zusammen-  
hang mi t  einem anomalen  Mueopolysaccharidstoffwechsel als Folge einer cellulären 
Fehl le is tung aufzufassen. 
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