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Einflu} amyloidaffiner Farbstoffe
auf die Amyloidresorption
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The Influence of Dyes with Special Affinity to Amyloid on the
Resorption of Casein-Induced Amyloidosis in Mice

Summary. 1. The influence of dyes with special affinity to amyloid on the resorption
of experimental amyloidosis was studied in mice (A/J/Bom). '

2. The amyloidosis was produced by injections of 5% casein over a period of seven weeks.
After an interval of six weeks the animals received 0.5 ml of a 0.01% dye solution intra-
peritoneally (congo red, diamine green, Evans blue) or 0.9% NaCl (controls) every seventh
day over a period of 22 weeks. 10, 17, and 22 weeks after the dye treatment was started 34
animals of each group were sacrificed and studied histologically.

3. In contrast to the in vitro findings of Shirahama et al. (1971), in vivo there is no accelera-
tion of amyloid resorption by congo red. In the same way diamine green does not accelerate
the resorption of amyloid. Evans blue produces a decrease in the amount of amyloid, but at
the same time it causes wasting in the animals. Moreover, congo red and diamine green
produce amyloidosis by themselves.

4. From our findings neither congo red nor the other amyloidaffine dyes studied, diamine
green and Evans blue, are suitable for a therapy of amyloidosis.
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Zusammenfassung. 1. An Miusen (A/J/Bom) wurde gepriift, ob Kongorot entsprechend
den in vitro-Befunden von Shirahama ef al. (1971) auch in vivo zu einer beschleunigten
Amyloidresorption bei einer kaseininduzierten Amyloidose fithrt. In der gleichen Weise
wurden Diamingriin und Evans blue gepriift, die wie Kongorot eine erhéhte Amyloidaffinitit
aufweisen.

2. Weder Kongorot noch Diamingriin fihren zu einer Beschleunigung in der Amyloid-
resorption. Bei HEvans blue bildet sich die Amyloidose zwar frither zuriick; gleichzeitig weisen
die Tiere aber einen schweren Gewichtsverlust auf und gehen ein. Kongorot und Diamin-
grin rufen zudem selbst eine Amyloidose hervor, wenn sie tiber lingere Zeit gegeben werden.

3. Nach unseren Befunden sind weder Kongorot noch die anderen untersuchten amyloid-
affinen Farbstoffe (Diamingrim, Evans blue) fiir eine Amyloidtherapie geeignet.

Einleitung

Nach Missmahl (1969) bieten sich zur Therapie der Amyloidosen 4 Wege:

1. Hemmung der Fibrillenbildung aus der cellulér gebildeten, noch nicht
fibrillar vorliegenden Amyloidsubstanz?.

2. Auflésung bereits abgelagerter Amyloidsubstanz.

* Herrn Prof. D. F. Biichner zum 80. Geburtstag in Dankbarkeit und Verehrung gewidmet.

** Unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.

1 Da die Amyloidfibrillen Bruchsticke der kurzen Ketten der Immunoglobuline sind (Glenner,
1972), sind die Immunoglobuline bzw. die Bruchstiicke der kurzen Ketten diese ,,noch nicht
fibrillar vorliegende Amyloidsubstanz‘.
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3. Beseitigung amyloidauslésender Faktoren.

4. Hemmung der celluliren Amyloidproduktion®.

Dabei sind bisher nur die beiden letzten Wege therapeutisch gangbar. Eine
Auflésung bzw. Resorption von Amyloid findet zwar statt (Williams, 1967;
Polliack et al., 1970), ein Weg zur therapeuatischen Steigerung der Resorptionsrate
ist aber bisher nicht bekannt. Shirahama et af. (1971) konnten nun zeigen, dall
in Makrophagenkulturen die Phagoeytose von Amyloidfibrillen durch eine
Kongorotfirbung dieser Fibrillen beschleunigt wird. Da Kongorot auch bei
parenteraler Zufuhr an Amyloid gebunden wird (Bennholdsche Probe), priiften
wir, ob eine derartige Steigerung der Amyloidresorption auch in vivo méglich
ist, in der Hoffnung, hier einen weiteren Ansatzpunkt fir eine Amyloidtherapie
zu finden. Zur Klirung dieser Frage erzeugten wir bei Miausen mit Kasein eine
Ampyloidose und priiften, ob durch parenterale Gaben von Kongorot eine Steige-
rung der Amyloidresorption erreicht werden kann. In gleicher Weise untersuchten
wir weitere Farbstoffe, die eine erhohte Affinitdt zum Amyloid aufweisen.

Material und Methodik

Alle Tierversuche wurden an 35—45g schweren ménnlichen Méiusen des
Stammes A/J/Bom durchgefiihrt.

1. Vorversuch: Auslese amyloidaffiner Farbstoffe

Die Auswahl der Farbstoffe erfolgte unter zwei Gesichtspunkten. Einmal sollten sie wie
Kongorot anionisch sein und auch sonst Kongorot in ihrer Struktur ghneln. Zum anderen
sollten sie eine moglichst geringe Toxizitdt aufweisen. Folgende Farbstoffe wurden gepruft:
1. Lebensmittelfarbstoffe: Cochenillerot A, Chrysoin S, Echtgelb und Orange GGN (Monoazo-
farbstotfe). 2. Mikroskopische Farbstoffe: Orange I und Azorubin als Monoazofarbstoffe,
Evans blue, Diamingriin und Kongorot als Diazofarbstoffe sowie Echtrot E als Diazonium-
verbindung. Paraffinschnitte von amyloidhaltigen Lebern wurden tiber 16 Std in eine 0,01 %ige
Farbstofflosung eingestellt und mit der Farbelosung als EinschluBmittel eingedeckt. Bei der
direkt anschlieBend durchgefithrten mikroskopischen Untersuchung wurde gepriift, ob sich
das Amyloid stirker angefirbt hatte als die iibrigen Gewebsstrukturen.

2. Vorversuch: Priifung der Farbstoffvertriglichkerl

Diese Versuche wurden nur mit amyloidaffinen Farbstoffen (Diamingrim, Evans blue,
Kongorot) durchgefohrt.

a) Je 4 Miusen wurde 0,1 ml der 1%igen wiBrigen Farbstofflosung (in 0,9% NaCl) intra-
vends injiziert. Nach 6 Tagen wurden die Tiere getStet und Leber, Milz sowie Nieren histo-
logisch untersucht.

b) Je 5 Tieren wurde 0,5 ml der 0,05 %igen Farbstofflosung in 0,9% N a(l) iiber 4 Wochen
tiinfmal wochentlich intraperitoneal injiziert. Kongorot wurde bei einer weiteren Gruppe
von 5 Miusen in einer Dosis von 1 ml/Injektion gegeben. Die iiberlebenden Méuse wurden 13
Wochen nach der letzten Injektion getétet. Histologie wie unter (a).

3. Vorversuch: Bestimmung der Amyloidinduktions- und -resorptionszeit

Amyloid wurde durch subkutane Injektionen von 5% Kasein pH 7,0—7,5 (viermal
wochentlich 0,5 ml) und komplettem Freundschen Adjuvans (einmal wochentlich 0,5 ml)
iber 7 Wochen erzeugt. (Vorversuche mit 2- und 4wochiger Behandlung erbrachten keine
Amyloidose). 3, 7, 16 und 30 Wochen nach der letzten Injektion wurden je 4 Tiere getdtet
und histologisch untersucht.
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Hauptversuch: Priifung des Einflusses amyloidaffiner Farbstoffe
auf die Amyloidresorption

5 Gruppen von je 15—20 Mausen erhielten @ber 9 Wochen finfmal wochentlich subkutan
0,5 ml einer 5%igen wiBrigen Kaseinlosung pH 7,0—7,5. Kein Freundsches Adjuvans!
6 Wochen spéater wurden alle Tiere mit subkutanen Abscessen, Pseudocysten und Haut-
nekrosen (insgesamt 13) aus dem Versuch herausgenommen und getétet. Vier weitere Tiere
wurden getotet und untersucht, um die Ausgangsintensitdt der Amyloidose festzustellen.
Die ibrigen Mause wurden in 4 Gruppen von je 11—12 Tieren aufgeteilt. Drei Gruppen
wurden in der Folgezeit einmal wéchentlich 0,5 ml einer 0,05 %igen Farbstofflésung (in 0,9%
Na(l) intraperitoneal injiziert, und zwar Diamingriin, Evans blue oder Kongorot. Die fiinfte
Gruppe diente als Kontrolle und erhielt nur physiologische Kochsalzlosung. Als weitere
Kontrollen dienten 3 Gruppen von je 4 Mausen, die nicht vorbehandelt wurden und die nur
die obengenannten Farbstoffinjektionen erhielten. Von den 4 Versuchsgruppen wurden, so-
weit die Tiere so lange iiberlebten, je 3 oder 4 Tiere nach 10, 17 und 22 Wochen getétet. Die
Kontrolltiere wurden ebenfalls am Ende der Untersuchung getdtet. Bei allen Tieren wurden
Kérper- und Milzgewicht bestimmt sowie Leber, Milz und Nieren histologisch untersucht.
Férbungen: Hiématoxylin-Eosin, Kongorot, Berliner-Blau. Die Menge der Amyloidablage-
rungen wurde durch Schitzung bestimmt und in 4 Stirkegrade aufgegliedert. Bei der Milz
entsprach Grad 1 einzelnen perifollikuliren Ablagerungen, Grad 2 ringférmigen perifolliku-
laren Ablagerungen, Grad 3 zusétzlichen Ablagerungen in der roten Pulpa und Grad 4 aus-
gedehnten Ablagerungen in der weiflen und roten Pulpa. Entsprechend waren an der Leber
Grad 1 einzelne Ablagerungen in der intermediiren Lidppchenzone, Grad 2 Ablagerungen in
der gesamten intermediiren Lappchenzone, Grad 3 Ubergreifen auf Liappchenzentrum und
-peripherie, Grad 4 weitgehender Ersatz des Leberparenchyms durch Amyloid. An der Niere
entsprach Grad 1 geringen Ablagerungen in den Glomerulumschlingen, Grad 2 ausgedehnten
glomeruldren Ablagerungen mit Amyloidnephrose, Grad 3 Amyloidschrumpfnieren.

Ergebnisse

1. Vorversuch: Auslese amyloidaffiner Farbstoffe

Nur bei den Diazofarbstoffen Diamingrin, Evans blue und Kongorot wurden
die Amyloidablagerungen stirker angefirbt als die iibrigen Gewebsstrukturen,
wihrend sich bei den tibrigen Farbstoffen keine Intensitatsunterschiede ergaben.
Somit besitzen von den gepriiften Farbstoffen nur diese drei eine erhohte Affinitit
zum Amyloid. Im einzelnen war das Amyloid mit Evans blue und Kongorot
deutlich, mit Diamingriin nur etwa stéirker angefirbt als die tibrigen Strukturen.

2. Vorversuch: Priifung der Farbstoffvertriglichkeit

a) Einmalige intravendse Injektion. Evans blue filhrte zu einer deutlichen
Blaufirbung der Haut. Kongorot und Diamingriin riefen nur eine schwache Ver-
fédrbung hervor. Bei der Tétung nach 8 Tagen hatte Evans blue Leber und Milz
intensiv blau gefdrbt. Bei den anderen Farbstoffen bestand nur eine geringe Ver-
farbung der Organe. Histologisch lieB sich keine Farbstoffspeicherung nachweisen.
Die Milz wies bei allen Tieren eine geringe follikulire Hyperplasie und eine leichte
Plasmazellvermehrung der roten Pulpa auf.

b) Vierwdchige intraperitoneale Injektionen. Alle Evans blue-Tiere gingen in
der 2. Woche ein. Unter der Dosis von I ml Kongorotlosung/Injektion gingen
3 Tiere in der 3. Woche ein. Die iiberlebenden Tiere erschienen nach Abschlu
der Injektionsserie gesund. Bei der Tétung nach 13 Wochen wiesen jedoch je
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zwei der kongorot- und diamingriinbehandelten Tiere eine Amyloidose auf. Zu-
dem zeigte eines der kongorotbehandelten Tiere, bei dem versehentlich eine
Injektion in die Leber gesetzt war, ein Angiosarkom der Leber.

3. Vorversuch: Bestimmung der Amylotdinduktions- und -resorptionszeit
(Tabelle 1)

3 und 7 Wochen nach einer siebenwoéchigen Kaseinzufuhr zeigte nur ein Teil
der Tiere eine Amyloidose. 16 Wochen nach Beendigung der Kaseinzufuhr war
bei allen Tieren eine Amyloidose nachzuweisen. 14 Wochen spiter konnten nur
noch bei einem Tier geringe Amyloidablagerungen festgestellt werden, die aber
moglicherweise durch eine gleichzeitige bestehende Pyelonephritis unterhalten
wurde. Die Amyloidablagerungen nahmen also nach Beendigung der Kasein-
zufuhr noch tiber 16 Wochen zu und verschwanden erst in den folgenden 14
Wochen. Insgesamt waren die Amyloidablagerungen in der Milz am deutlichsten.
Die Leberamyloidose war wesentlich geringer, noch geringer die Amyloidose der
Nieren.

Tabelle 1. Amyloidresorption nach siebenwéchiger Induktion mit Kasein und Freundschem

Adjuvans
Wochen nach Gesamt- Tiere mit Amyloidose Stirke der Amyloidose2
Beendigung der zahl
Amyloidinduktion Milz Leber  Niere Milz Leber Niere
3 Wochen 3 2 1 0 2 1 0
7 Wochen 4 2 2 1 3 1,5 1
16 Wochen 4 4 4 3 3 2 1
30 Wochen 4 1 1 1 1,5 1 0,5

a Die Stirke der Amyloidose wurde durch Schitzung bestimmt und als Mittelwert der Tiere
mit Amyloidbefall ansgedrickt.

Hauptversuch: Einflufy amyloidaffiner Farbstoffe auf die Amylodresorption
(Tabelle 2 und 3)

Bei den Kontrolliieren, die kein Kasein, sondern nur Farbstoff erhielten, trat
keine Amyloidose auf. Jedoch sahen wir bei einer Kongorot-behandelten Maus
eine generalisierte Retikulosarkomatose. Der Farbstoff wurde in der Leber von
Sternzelien gespeichert, in der Milz gelegentlich auch in der roten Pulpa. Weiter-
hin bestanden eine deutliche entziindliche Reaktion des Lebermesenchyms und
eine leichte VergroBerung der Milz. Zudem zeigte die Milz eine follikuldre Hyper-
plasie. Unter Kongorot kam es bei einem Tier zu einem deutlichen Gewichtsver-
lust. Unter Diamingriin blieb das Korpergewicht im Bereich der Norm (Tabelle 2).

Bei den kascinbehandelten Tieren (Tabelle 3) zeigten alle Versuchsgruppen
nach Beendigung der Kaseinzufuhr einen Riickgang der Amyloidose, der aber
bei den verschiedenen Versuchsgruppen unterschiedlich ablief. Bei den (mit
physiologischer Kochsalzlosung behandelten) Kontrolltieren waren die Amyloid-
ablagerungen 16 und 23 Wochen nach Beendigung der Kaseinzufubr leicht und
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Tabelle 2. Kérper- und Milzgewicht der Kontrolltiere nach 22wo6chiger Farbstoffbehandlung
(Mittelwerte mit Standardabweichung)

Farbstoff Korpergewicht — Milzgewicht
in gr in gr
Diamingriin 35,4F 3,7 0,14F 0,12
Evans blue 26,5F 3,3 0,19F 0,11
Kongorot 31,21 6,6 0,19F 0,10

Tabelle 3. Einflul amyloidaffiner Farbstoffe auf die Amyloidresorption (Mittelwerte mit

Standardabweichung)
Wochen nach Korper- Milz- Stiirke der Amyloidose? Relative
Beendigung gewicht gewicht - X Milz-
der Amyloid- ingr ingr Milz Leber Niere amyloidose
induktion (Kg) (Mg) (Ma) Ma x Mg/Kg
Awusgangswert®
6 Wochen 36,4F 4,6 032F0,13 22F05 1,2F05 0,2F06 25F L6
Diamingriin
16 Wochen 36,2F8,3 030F0,10 223108 1,7F0,9 0 1,7F0,3
23 Wochen 33,1F04 021F0  23F08 1L0F0 LOFLO 1L,5F05
28 Wochen 44,0750 026T012 08F0,8 03F03 LOFLO 05F04
Evans blue
16 Wochen 36,3+ 2,0 034F0,11 25F1,3 1,3F 1,1 1,3F04 2,7F1,8
23 Wochen 26,67 0,8 0,09F0,01 12F1,6 0,3F06 0 04F 0,6
Kongorot
16 Wochen 299+ 78 0,35+0,09 28F1,0 20F0,9 08F03 4,0F3,2
23 Wochen 36,4756 0217007 35T05 1,5F0 23F0,3 2,6F1,0
28 Wochen 32,6459 01131007 08F0,7 04¥05 04F13 03F0,2
Physiol. Kochsalzlosung
16 Wochen 36,0F75 0267014 27F1,1 12F 1,1 0,7F08 23T 15
23 Wochen 404790 0227020 1,5F21 1,0F1,7 07T 11 20T 34
28 Wochen 35,170,6 014F 0,01 05F0 02FT04 0 0,2F 0

& Die Stirke der Amyloidose wurde durch Schitzung bestimmt. Definition der Stirkegrade
s. Methodik.

b Die Farbstoffbehandlung begann sechs Wochen nach Beendigung der Kaseinzufuhr.

nach 28 Wochen stark vermindert. Dabei wies ein Tier in der 23. Woche jedoch
noch eine Amyloidzunahme auf. Unter der Behandlung mit Diamingrin nahm
der Amyloidgehalt der Leber und Milz zwar erst in der 28. Woche deutlich ab;
bestimmte man jedoch die Amyloidmenge aus Amyloidintensitit der Milz, Milz-
gewicht und Kérpergewicht (letzte Spalte Tabelle 3), so ergibt sich bereits fiir
die 16. und 23. Woche eine leichte Verminderung der Amyloidmenge. Bei den
Kongorot-behandelten Tieren nahm die Amyloidmenge bis zur 16. Woche deut-
lich zu, fiel aber bis zur 28. Woche auf etwa gleiche Werte wie bei den Diamin-
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grin- und Kochsalz-behandelten Tieren. AuBerdem kam es bei einigen Tieren in
der 28. Woche zu einem Abfall des Korpergewichts unter 30 g. Unter Zvans blue
zeigten alle Tiere einen erheblichen Gewichtsverlust. Zudem ging ein Teil dieser
Tiere ein. Parallel mit dem Gewichtsverlust bestand eine Abnahme der Amyloid-
ablagerungen, die bereits in der 23. Woche zu Werten fiihrte, wie sie in den an-
deren Gruppen erst nach 28 Wochen geseben wurden.

In der Leber und Milz verliefen Amyloidneubildung und -resorption in etwas
parallel, wenn auch die Milzamyloidose im allgemeinen stirker war und etwa
frither auftrat. In der Niere traten Amyloidablagerungen meistens zuletzt auf.
Sie nahmen aber nicht selten noch zu, wenn sie in Leber und Milz bereits zuriick-
gingen. Die mesenchymale Reaktion in Leber und Milz war bei geringen Amyloid-
ablagerungen ausgepréigt. Sie nahm ab, je stédrker die Amyloidose war. Anderer-
seits verstarkte sie sich wieder in dem MaBe, in dem es zu einer Resorption des
Amyloids gekommen war. Ahnlich verhielt sich die Farbstoffphagocytose in den
Sternzellen.

Besprechung der Ergebnisse

Ausgangspunkt unserer Untersuchung war die Feststellung von Shirahama
et al. (1971), daB in der Makrophagenkultur, d.h. #n vitro, die Phagocytose von
Amyloidfibrillen durch eine Kongorotfirbung dieser Fibrillen beschleunigt wird.
Unsere Untersuchungen zeigen, daB im Tierversuch, d.h. in vivo, eine derartige
Beschleunigung des Amyloidabbaus durch Kongorot nicht stattfindet. Auch mit
Diamingriin, das ebenfalls eine hohe Affinitdt zum Amyloid aufweist, laBt sich
eine derartige Beschleunigung nicht erreichen. Evans blue, ebenfalls ein amyloid-
affiner Farbstoff, fithrte zwar zu einem verstirkten Amyloidschwund, gleichzeitig
trat aber bei den Tieren eine massive Reduktion des Korpergewichts ein, und
ein Teil der Tiere ging ein. Das spricht dafiir, daf hier weniger die Amyloid-
resorption verstirkt als vielmebr die Neubildung von Amyloid gedrosselt wird,
wie es dhnlich unter der Gabe von Resochin und Zytostatica beobachtet wird
(Missmahl, 1969). Diamingriin und Kongorot rufen dariiber hinaus, wenn sie in
groBerer Menge gegeben werden, von sich aus eine Amyloidose hervor, zeigen
hier also ein dhnliches Verhalten wie Trypanblau (Uchino und Hosokawa, 1972).
Kongorot scheint auBerdem eine cancerogene Wirkung zu haben. Dafiir spricht
zumindest, daB wir bei einem Tier, das iiber 22 Wochen mit Kongorot behandelt
worden war, eine Retikulosarkomatose becbachteten, wihrend bei einem anderen
Tier, bei dem eine Kongorotinjektion versehentlich in die Leber gesetzt worden
war, ein Angiosarkom der Leber auftrat. Es verhilt sich damit dhnlich wie andere
Diazofarbstoffe, z.B. Evans blue und Trypanblau, die auch Lebertumoren und
Retothelsarkome hervorrufen (Schramm, Bielka und Graffi, 1966). Fir eine
Amyloidtherapie ist nach unseren Untersuchungsergebnissen das Kongorot somit
in keiner Weise geeignet. Das gleiche gilt fiir die dbrigen von uns gepriften
amyloidaffinen Farbstoffe (Evans blue, Diamingriin).

Die Amyloidresorption verlief bei unseren Versuchen &hnlich, wie sie von
Polliack et al. (1970) an der Maus beschrieben wurde. Allerdings sahen wir im
Gegensatz zu Polliack und in Ubereinstimmung mit Williams (1967) nicht selten
noch eine Zunahme oder sogar ein erstes Auftreten einer Nierenamyloidose, wenn
die Leber- und Milzamyloidose bereits zuriickging. Ob hier eine Verlagerung von
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Amyloid aus der Leber und Milz in die Nieren stattfand, oder aber die Amyloid-
bildung und -resorption in den Nieren zeitlich spiter einsetzt, a8t sich nicht
entscheiden. SchlieBlich fiel noch auf, dafl nur dann eine Farbstoffphagocytose
in der Leber histologisch nachweisbar war, wenn die Amyloidablagerungen bereits
deutlich zuriickgebildet oder von vornherein nur gering ausgebildet waren. Dieser
Befund unterstitzt die Ansicht von Zschiesche ef al. (1967), daf die Amyloid-
resorption zu einer kompetitiven Hemmung der Phagocytoseaktivitét fihrt.
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