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Histochemische Versuche an der Amyloidsubstanz.
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(Eingegangen am 23. November 1949.)

1. Uber Verdauwungsversuche an Amyloideiweifs, zugleich ein Beitrag
zur Jodreaktion.

Der Wunsch, den EiweiBkorper ,, Amyloid“ rein zu erhalten, trat
schon kurze Zeit, nachdem FrieprEIcH und KZrurt die Eiweillnatur
des Amyloid erkannten, auf.

Kiane und RUDNEFF losten aus amyloiden Organen zuerst mit kaltem Wasser
und dann mit verdiinnten Siuren die darin loslichen Substanzen und verdauten
gie dann mit ,kiinstlichem Magensaft“. Den unverdaulichen Teil wuschen sie mit
0,4 %iger Salzssure und Wasser und erhielten schlieflich durch Trocknen ein
schneeweifles Pulver. Sie nahmen an, daB dies Amyloid sei. KrRawrow kommt
ebenfalls zu dem Ergebnis, da Amyloid peptisch nicht verdaut werden kann.
HawsseN isolierte aus einer Sagomilz die ,,Sagokérnchen durch Ausschiitteln.
Die getrockneten Kornchen ergaben ein schneeweilles Pulver, welches ebenfalls
unverdaulich blieb.

TscuERMAK kommt zu dem SchluB, daf sich das Amyloid bei der peptischen
Verdanung zundchst nicht 16st, 1aBt man aber die Verdauung lingere Zeit ein-
wirken, dann entstehen ,,primire und sekundire Albumosen und Pepton®. Auch
NzuserG fand bei seinen Versuchen eine peptische Verdaubarkeit des Amyloid.
Er stellte sich zuerst nach den Angaben von Krawrow durch peptische Ver-
dauung Amyloid her, welches selbst wieder mit ,,guten Priparaten® peptisch
verdaubar sei. MAYEDA fand, daBl das Amyloid bei peptischer Verdauung in Lésung
ging, er laBt aber die Moglichkeit offen, daB es ein unverdauliches Amyloid gibt.
Ganz anders als die bisher angefiihrten Autoren sieht ScEMIEDEBERG das Problem
der peptischen Verdaubarkeit des Amyloid. Er glaubt, dal Amyloid nicht unver-
daulich sei, die Verdauungsprodukte selbst seien in Sauren, also auch in Pepsin-
salzsgure unldsbar.

Ein Fall einer sehr ausgeprégten Amyloidose, der im Pathologischen
Institut Tibingen seziert wurde, schien uns geeignet, eigene Verdauungs-
versuche am Amyloid anzustellen.

Sektionsprotokoll. ,,Die Milz ist etwas vergroBert und zeigt eine feste, fast
gummiartige Konsistenz. Die Kapsel zart und durchscheinend, Farbe frisch
dunkelrot. Auffallend glatte Schnittfliche von schinkenartigem Aussehen. Follikel-
und Trabekelzeichnung treten kaum noch in Erscheinung® (Protokoll 260/1948).

14 Tage vor seinem Tode hatte der Patient intravenss Kongorot injiziert
bekommen, der Kongorotschwund betrug 82%. Bei der Sektion fiel auf, daff das
Amyloid, vor allem in den Nebennieren, auffallend ritlich aussah. Unter dem -
Fluorescenzmikroskop konnte mit einer deutlichen Rotfluorescenz gezeigt werden,
daB in dem Amyloid noch Kongorot vorhanden war.
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Um die Milz der Verdauung leichter zuginglich zu machen, -wurde
sie mit dem Messer geschabt. Auf diese Weise erhielten wir aus der
Milz eine frischrot aussehende breiige Masse, die in ihrem Aussehen an
Tomatenmark erinnerte. Als Rest blieben zusammenhingende Binde-
gewebsstringe zuriick. Das geschabte Material wurde 12 Std hindurch
stiindlich abwechselnd mit destilliertern Wasser und physiologischer
Kochsalzlésung gewaschen, um die restlichen Blutbestandteile auszu-
waschen. Beim Wechseln der Waschflissigkeit wurde jeweils scharf
zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit abgeschiittet. Diese
Fliissigkeit zeigte in den ersten Stunden eine deutliche rote Farbe, der
Gewebebrei begann nach 6 Std heller zu werden, und nach 12 Std
wurde die Fliissigkeit nicht mehr rdtlich. Aber der Milzbrei zeigte
immer noch eine deutliche frischrote Farbe, welche, wie das Fluorescenz-
mikroskop zeigte, auf den Kongorotgehalt des Amyloid zuriickzufiihren
war. Nun wurde das Material noch histologisch iiberpriift.

Aus der feinkornigen, breiigen Masse wurden Quetschpridparate
hergestellt und diese mit Hématoxylin-Eosin, Kongorot und Methyl-
violett gefirbt, aullerdem wurde die Jod- und Jodschwefelsdureprobe
angestellt. Im Hiamatoxylin-Eosinpriparat fand sich eine stark mit
Kosin anfirbbare Masse, in welcher, wahllos zerstreut, reichlich Zell-
kerne sich befanden, auBlerdem einige kleine Gefifle und einige Binde-
gewebstrange. Die Jodprobe ergab eine intensive mahagonibraune An-
farbung, bei der Zugabe von verdiinnter Schwefelsdure verdnderte sich
diese zu dunklem Blau. Mit Methylviolett zeigte sich ein blauer, rétlich
untermischter Grundton. Eine leuchtend rote Farbe erhielten wir bei
der Kongorotfirbung. Die Fettfarbung ergab, dal noch geringe Mengen
feintropfigen Fettes in dem Gewebebrei enthalten waren.

Vor dem Verdauungsversuch wurde der Milzbrei eine Nacht lang
in 96 %igem Alkohol gelassen, um das Fett, welches sich bei der Fiarbung
mit Scharlachrot gezeigt hatte, herauszuldsen. Die Verdauung geschah
in einem Gemisch von 0,5g Pepsinum siccatum und 100 cm® einer
0,2%igen Salzsdure mit 3 cm® Tuluol. Die Kontrolle des Pepsin-Salz-
sduregemisches mit Fibrinflocken ergab eine vollige Losung des Fibrins.
Temperatur 36° C. Die Pepsinsalzsiure wurde alle 45 Std gewechselt,
und das Material mit Wasser gewaschen. Die histologische Uberpriifung
nach 5 Std liel die Kerne in der Himatoxylin-Eosinfirbung stark ver-
andert erscheinen, es konnten nur noch Kerntriimmer gefunden werden.
Die iibrige Substanz firbte sich mit Eosin noch stark an. Bis auf die
Metachromasie waren noch alle Reaktionen vorhanden.

Nach 20stindiger Verdauung waren die Kerne fast vollig verschwun-
den. Die mahagonibraune Anfirbung mit Jod wurde nun nicht mehr
gefunden, es kam zu einer strohgelben Farbe, die bei der Zugabe von
verdiinnter Schwefelsdure verschwand. Nach kurzem Einwirken der
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Schwefelsdure erschien das Material ungefiirbt. Die Kongorotfirbung
filhrte zu einer unverdndert leuchtend roten Farbe.

Nachdem die Pepginsalzsdure weiterhin regelmiig gewechselt wurde,
untersuchten wir erneut nach 48 Std. Die Substanz war noch véllig
unverdaut, es zeigten sich keinerlei Kerne mehr, auch die vor der Ver-
dauung noch vorhandenen kleinen Gefifle waren nun vollstindig ver-
schwunden. Alle Reaktionen bis auf die Kongorotprobe waren ver-
schwunden. LieB man die Verdauung noch weiter einwirken, so blieb
das Material unbeeinflufit, es nimmt nicht ab und die histologischen
Proben ergeben weiterhin dasselbe Resultat.

Bei der Verdauung verlor also dieses Amyloid zuerst die Fahigkeit,
Metachromasie zu geben und dann die Eigenschaft der Jod- und Jod-
schwefelséureprobe.

Zu shnlichen Ergebnissen kam Krawkow, der angibt, da8 die Jodprobe an
dem verdauten Material nicht mehr regelmiBig auftrat. Haxssex fand, daB bei
der Verdauung das Amyloid die Jod- und Jodschwefelssureprobe verlor. Die
Befunde von Krawkow und HANSSEN werden von LEUPOLD bestétigt. LEUPOLD
gelang es auch, im Filtrat der Pepsinsalzsiure einen Kérper zu finden, welcher
eine positive Jodschwefelsaureprobe gab, er versetzte das Filtrat im Uberschufl
* mit Ammoniak und erhielt einen wolkigen Niederschlag, der beim Trocknen ein
weifles Pulver ergab mit positiver Jodschwefelsiaureprobe. Higene Versuche am
Filtrat der Pepsinsalzsiure fiihrten zu denselben Ergebnissen.

Mit anderen Versuchsbedingungen gelangten GRIGORIEFF, LITTEN und MORGEN-
sTERN zu #dhnlichen Ergebnissen. Sie iberpriiften, ob das Amyloid resorbiert
werden kann und implantierten Tieren zu diesem Zwecke Stiickchen von amyloiden
Organen. Sie kommen iibereinstimmend zu dem Ergebnis, daf die Jodprobe und
die Fahigkeit, mit Methylviolett eine Metachromasie zu geben, an den implan-
tierten Stiickchen schwécher wurden.

Da die oben angefithrten Versuche iiber die Verdaubarkeit des
Amyloid alle vor dem Jahre 1922 ausgefiihrt wurden, konnte das Ver-
halten des Amyloid gegeniiber der in diesem Jahre von BENNHOLD be-
schriebenen Anfirbbarkeit des Amyloid mit Kongorot nicht beriick-
sichtigt werden. Die Kongorotfirbung kann heute als der Amyloid-
nachweis gelten, welcher weitaus am regelmiBigsten auftritt. Es gibt
wohl kein Amyloid, welches diese Anfiarbbarkeit nicht zeigt. Durch
unsere Versuche konnte gezeigt werden, daf das Amyloid auch nach
sehr langem Einwirken von Pepsinsalzsiure die Fahigkeit, sich mit
Kongorot anzufirben, unverindert beibehélt.

Zugleich mit den Verdduungsversuchen wurde ein Teil des ge-
waschenen und entfetteten Milzbreies in einem Reagensglas mit Wasser
der Faulnis ausgesetzt.

Der Vorgang des Verfaulens lief wesentlich langsamer ab als die Ver-
dauung mit Pepsinsalzsidure. Eine histologische Probe nach 3 Tagen
ergab, daB zu diesem Zeitpunkt die Verdnderungen an den Kernen erst
begannen. Nach 5 Wochen war der Fiulnisvorgang soweit fort-
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geschritten, daB im Hiamatoxylin-Eosinpriparat keine Kerne mehr
zu sehen waren. Im einzelnen waren die Ergebnisse bei der Faulnis
folgende:

Nach 5 Wochen war an dem Material kein iibler Geruch mehr wahr-
zunehmen. Die Férbung mit Himatoxylin-Eosin zeigte, dall keine
Kerne in dem Material mehr farbbar waren. Die Jodprobe, die Meta-
chromasie und die Anfirbbarkeit mit Kongorot waren unverdndert
erhalten, dagegen zeigte sich bei der Zugabe von verdiinnter Schwefel-.
siure zu dem mit Jod braun gefarbten Material, daff nur ein ganz
schwacher, griinlicher Farbton zuriickblieb.

So verlor das Amyloid durch Fiulnis nur die Jodschwefelsdureprobe.

Nun wurden 3 g des amyloidhaltigen Milzbreies einer 22 g schweren,
gesund erscheinenden Maus verfiittert. Das Tier mufite zuvor 2 Tage
hungern. Dann fiitterten wir 3 g des amyloidhaltigen Milzbreies. Zu-
nichst wurde dieses Futter verweigert, nach 12 Std jedoch gefressen.
Der Kot unterschied sich schon makroskopisch von normalem M&use-
kot durch eine leicht rotliche Farbe. Die histologische Kontrolle unter
dem. Fluorescenzmikroskop ergab, dafl die rote Farbe von dem an dem
verfiitterten. Amyloid hingenden Kongorot herkam. Bei der Kontrolle
der Amyloidreaktionen fanden wir keine Jod- und Jodschwefelsiure-
probe mehr, ebenso war die Metachromasie nicht mehr vorhanden. Die
Anfarbbarkeit mit Kongorot zeigte sich aber unverdindert stark.

Die Versuche zeigten, da Amyloid sich der peptischen Verdauung
gegeniiber resistent erweist, ebenso wird es bei der Passage durch den
Magen-Darmkanal einer Maus nicht gespalten und resorbiert. Auch
ist es resistent gegen Féaulnis.

Wieweit das Amyloid, trotz des Erhaltenbleibens der Kongorot-
anfirbbarkeit bei der Verdauung, in seinem chemischen Aufbau ver-
dndert wird, a8t sich, solange keine genaue chemische Definition dieses
EiweiBkorpers moglich ist, nicht sagen. Es scheint jedoch das Erhalten-
bleiben der Anfirbbarkeit mit Kongorot zu zeigen, dafl die chemischen
Veriinderungen sehr geringe sind. FXine Krscheinung, welche bisher
in der deutschen Literatur fast keine Beachtung fand, scheint mir noch
mehr dahin zu weisen, daf die Verdnderungen am Molekiil des Amyloid
nicht sehr hochgradige sein kénnen.

RoMHEANYI zeigte schon im Jahre 1943, daBl Amyloid, welches mit
Kongorot gefirbt ist, Doppelbrechung gibt. Denselben Befund be-
schreibt davon unabhingig Lapewic im Jahre 1945. Sie kommen beide
iibereinstimmend zu der Uberzeugung, daB die Doppelbrechung des
mit Kongorot gefarbten Amyloid durch die Substruktur dieses Kiweif3-
korpers bedingt ist. Wir untersuchten das der Verdauung ausgesetzte
Amyloid ebenfalls im polarisierten Licht, dabei trat unter gekreuzten
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Nieols eine sehr deutliche Doppelbrechung auf. Die am verdauten
Material erhaltene Doppelbrechung entsprach vollkommen der eines
nur mit Kongorot gefirbten Amyloid, ebenso verhielt sich das einer
Maus verfiitterte und das der Faulnis ausgesetzte Amyloid.

Die Frage, wieviel von den dem Amyloid nach dem Schaben noch
anhidngenden Bindegewebsbestandteilen und retikuldren Fasern nach
der Verdauung noch vorhanden sind, untersuchten wir mit der Fluores-
cenz, der van-Gieson-Fiarbung und der Azanfirbung. Die kollagenen
‘Fasern sind ebenso wie die elastischen und die retikuliren Fasern nach
Hawmprrr durch eine bestimmte blduliche Eigenfluorescenz gekenn-
zeichnet. Ebenso erscheinen die Fasern sehr schén bei der von Har-
TINGER und GEISER angegebenen Fluorochromierung mit Euchrysin
und Thiazinrot. i

Um gute histologische Schnitte zu erhalten, wurde das verdaute
Material in Paraffin eingebettet. Ungefirbte Schnitte zeigten eine
gleichméBig verteilte, fast weiBliche Eigenfluorescenz, ein bliulicher
Farbton von Fasern trat nirgends auf. HawmpERL schreibt: ,,Amyloid
fluoresciert weder im Gefrier- noch im Paraffinschnitt.” Diesen Befund
konnen wir nicht bestitigen, da das der Verdauung ausgesetzte und dann
in Paraffin eingebettete Amyloid, ebenso wie nichtverdautes Amyloid,
eine deutliche Eigenfluorescenz gab. Auch Famr sah Eigenfluores-
cenz des Amyloid, die er durch Eiseneinlagerung zum Verschwinden
brachte. In einem mit Euchrysin-Thiazinrot fluorochromierten Schnitt
konnten wir nirgends Fasern finden. Der nach van GIesoN gefirbte
Schnitt zeigte eine gelbliche Farbe, kollagene Fasern konnten wir darin
keine finden. Bei der Azanfirbung erschien das der Verdauung aus-
gesetzte Amyloid in rétlicher Farbe, kollagene Fasern stellten sich eben-
falls keine dar.

Das Verhalten der Jodprobe, der Jodschwefelsdéureprobe und der
Metachromasie mit Methylviolett, weist nach unserer Ansicht dahin,
daB die 3 Amyloidproben von Substanzen abhiingen, welche nicht fest
am Amyloid verankert sind. Da die Metachromasie wihrend der Ver-
dauung zu einem anderen Zeitpunkt verschwand als die Jod- und
die Jodschwefelsdureprobe, so scheint sie von einem anderen Kdorper
abzuhingen als diese. Ein Vergleich des Verhaltens der Jod- und der
Jodschwefelsiureprobe bei der Verdauung und der Fiulnis weist wohl
dahin, daB auch diese beiden Proben von 2 verschiedenen Gruppen
abhéingen. Von diesen beiden Gruppen wird die, welche die Jodprobe
bedingt, bei der Verdauung und bei der Faulnis, die aber, welche die
Jodschwefelsiureprobe bedingt, nur bei der Verdauung zerstért oder
abgelost. ' »

Die Ergebnisse, welche die Kongorotfirbung und die Doppelbrechung
an mit Kongorot gefirbtem Amyloid zeigten, sprechen dafiir, daf
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Tabelle 1.
Tineritt )Kongorot- Doppel- | Meta- ‘ Jodprobe | schotel-
= J farbung | brechung ‘chromasie} sureprobe
Nativ . . . . . . . .. ‘ - - \ + -+ ' +
Verdauung . . . . . . . I+ “+ — — —
Féulnis . . . . . . .. + - f + — [ +
Darmpassage bei der Maus } + = — — —

wihrend der peptischen Verdauung die Struktur des Amyloid nicht
wesentlich verdndert wird.

In einer tabellarischen Ubersicht stellen sich diese Ergebmisse
folgendermafBen dar (Tabelle 1).

Neben den oben erwidhnten Farbreaktionen des Amyloid gilt heute
die Anfarbbarkeit dieser Substanz mit Kongorot als sicherste Identi-
fizierung. Diese Amyloidnachweise werden nun aber nicht nur bei der
allgemeinen Amyloidose angewandt, sondern ebenso fiir das tumor-
formige Amyloid, das Paramyloid und kénnen auch von den Corpora
amylacea gegeben werden. Immer ist hierbei die Anfarbbarkeit mit
Kongorot am regelmiaBigsten. Die Jodprobe, die Jodschwefelsdure-
probe und die Metachromasie mit Anilinfarbstoffen kénnen in jedem
der oben erwihnten Fille wechselweise fehlen, wie sie alle vorhanden
sein konnen. Die UnregelmiaBigkeit im Auftreten der Jodprobe, der
Jodschwefelséiureprobe und der Metachromasie nimmt die Moglichkeit,
mit Hilfe dieser Amyloidnachweise verschiedene Amyloide voneinander
zu unterscheiden; es erscheinen daher von dieser Seite gesehen sowohl
das bei der allgemeinen Amyloidose auftretende, wie das tumorférmige
Amyloid, das Paramyloid und die Corpora amylacea identisch.

Tabelle 2.

!V.BONSDORFF' NEUBERG—\ EPPINGER

Lysin . . . . . . . : 2,2% 11,6 % 4,3%
Arginin . . . . . . 5,9% 13,9% 14,6 %
Histidin . . . . . . 2,3% 0 0

Betrachtet man aber die Ergebnisse, welche durch chemische Auf-
arbeitung der Amyloidsubstanz bis jetzt gewonnen wurden, so zeigt
sich eine ziemliche Uneinheitlichkeit in den gefundenen Werten. Ver-
gleichswerte lassen sich am ehesten aus den Arbeiten von v. BONSDORFF,
NeuBERG und EpPINGER finden; sie stellten alle 3 den prozentualen
Gehalt von Lysin, Arginin und Histidin im Amyloid fest. Die chemi-
schen Untersuchungen, welche v. BONSDOREF Ver’cj%fentlichte, wurden.
an einem tumorformigen Amyloid (Prof. Dr. E. ABDERHALDEN) an-
gestellt, EPPINGER benutzte zu seinen Untersuchungen ebenfalls ein
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tumorférmiges Amyloid, dagegen handelte es sich bei NEUBERG um
das Amyloid einer allgemeinen Amyloidose.

Zu diesen Ergebnissen kommen noch die von MaAYER-OBIDITSCH
gefundenen Werte. Sie untersuchten eine ,tumorférmige Paramyloi-
dose der Haut** und fanden dabei im Herzen, in welchem Amyloid vor-
handen war, eine Erhohung des Histiding und des Tyrosins, in der
amyloidhaltigen Milz dagegen niedrige Histidinwerte und einen hohen
Tyrosingehalt.

In jiingster Zeit befaBten sich Hass und seine Mitarbeiter in Amerika wieder
mit den chemischen Verhaltnissen am Amyloid. BSie stellten Untersuchungen an
itber die Loslichkeit des Amyloid bei verschiedenem py. Als Puffer beniitzten sie
hierzu einen Phosphatpuffer, welcher bis pg 12 eingestellt werden konnte. Hass
fand Léslichkeit von jedem Amyloid im Bereich zwischen py; 11 und 12, aber die
Loslichkeit der verschiedenen Amyloide in diesem py-Bereich war unterschiedlich.
Zum Beispiel war das Amyloid, welches bei einem Fall von Plasmocytom auftrat,
erst bei py 12 loslich, dagegen konnte bei dem Amyloid eines Pferdes die Losung
schon bei py 11,6 erreicht werden. Ausschlaggebend fiir die Loslichkeit des Amy
loid in diesen Versuchen waren die Tierart und der Grund, welcher zur Amyloidose
fiihrte. So zeigte Amyloid von Pferden, welche mit Tetanustoxin behandelt wurden,
immer die gleiche Loslichkeit.

Die Verschiedenheit der einzelnen Amyloide spricht sich nicht nur
durch die chemischen Untersuchungen aus, es bestehen auch im bio-
logischen Verhalten Unterschiede: Die Unterschiedlichkeit der Ab-
lagerungsorte, etwa der Corpora amylacea und des Amyloid bei einer
allgemeinen Amyloidose, ferner des knotigen Amyloid und des Amyloid
bei der Paramyloidose. Zwischen dem tumorférmigen Amyloid und dem
allgemeinen Amyloid scheinen aber auch in der biologischen Wertigkeit
Unterschiede zu bestehen. ApiTz schreibt: ,,Die knotige Ablagerung
und die riesenzellige Resorption sind gewohnliche Ereignisse bei Par-
amyloidose, fehlen, oder sind zum mindesten dullerst selten bei echtem
Amyloid. Zu dieser eben angefithrten Anschauung bekennt sich auch
Brass. '

Die oben gezeigte Verschiedenheit der einzelnen Amyloide fithrt zu dem
SchluB, dafl Amyloid nach unseren heutigen Kenntnissen eher ein patho-
logisch-anatomischer und histologischer Begriff ist als ein chemischer.

Dazu scheint ferner festzustehen, dal, wie LEUPOLD es ausdriickt,
die Jodprobe, die Jodschwefelsdureprobe und die Metachromasie von
verschiedenen, dem Protein des Amyloid nicht zugehdrigen Gruppen
getragen wird. Diese Uberlegungen fithren zu dem Schluff, daB die
Substanzen, welche die Jodprobe und Jodschwefelsdureprobe bedingen,
von aufien an das Amyloid herankommen und nicht eigentliche Bestand-
teile des Amyloid selbst sind.

Aber es tritt nun die Frage auf, woher die Stoffe stammen, welche
die Jod- und die Jodschwefelsiureprobe bedingen. Ein Weg sie zu
suchen, schien sich durch die Verdauungsversuche zu zeigen. Das



Histochemische Versuche an der Amyloidsubstanz. 525

durch die peptische Verdauung erhaltene Amyloid gab auller der An-
farbbarkeit mit Kongorot keinen der iiblichen Amyloidnachweise mehr,
es entsprach also wohl dem, was KLEBS als achromatisches Amyloid
bezeichneb. Stimmten die Ergebnisse, dall die Jod- und Jodschwefel-
sdureprobe von den -dem Amyloidprotein angehéingten Gruppen be-
wirkt werden, so stand die Moglichkeit offen, dafl diese Stoffe, welche
durch die Verdanung dem Amyloid verlorengingen, demselben Amyloid
wiedergegeben werden konnten.

Die BexxuoLDsche Kongorotprobe fiithrt zu dem SchluB, daB das
in die Bluthahn injizierte Kongorot vom Amyloid aufgenommen wird,
Der Farbstoff 148t sich, wie Famr zeigt, im Amyloid mit dem Fluores-
cenzmikroskop, selbst wenn er Wochen vor dem Tode gegeben wurde,
nachweisen. Dabei zeigen nicht nur die der Blutbahn am nichsten
gelegenen Teile des Amyloid eine Rotfluorescenz, sondern das gesamte
abgelagerte Amyloid leuchtet rot auf. Demnach muf das Amyloid in
vivo von Bestandteilen des Plasma durchstromt werden. Auf eine
Durchstrombarkeit des Amyloid weist auch die Tatsache hin, dafl in
der Klinik, selbst bei starkem Befallensein der Leber mit Amyloid,
keine ausgesprochene Leberinsuffizienz eintritt. Die Ernghrung der
Leberzelle scheint also trotz einer Amyloidose noch ganz gut méglich
zu sein. In der Niere ist eine Harnbereitung bei glomeruldrem Amyloid
ebenfalls nur denkbar, wenn das Amyloid durchstrémbar ist. Weiter
zeigen Verkalkungsherde, welche in Amyloidtumoren gefunden werden
konnen, dafl das Amyloid ein Kérper ist, in welchem Bestandteile aus
der Blutbahn eindringen kénnen. Wie sich das Kongorot in das Amyloid
einlagert, 188t sich mit endgiiltiger Sicherheit noch nicht sagen. Von
den #lteren Untersuchern wird angenommen, daB es sich bei der histo-
logischen Farbung des Amyloid mit Kongorot um eine Adsorption
dieses Farbstoffes handelt (Benymorp, Kocn, LEurorD, HERZENBERG).
Die Doppelbrechung an mit Kongorot gefirbtem Amyloid 148t schlieBen,
daB diese Adsorption zu einer gerichteten Einlagerung des Farbstoffes
fiuhrt (RoMEANYT), weiter kann durch sie gezeigt werden, dafl Kongorot,
welches In vivo gegeben wurde, auf die gleiche Art in das Amyloid ein-
gelagert wird wie bel der histologischen  Fiarbung.

Die Vorstellung iiber die Durchstrémbarkeit des Amyloid, und die
Annahme der Adsorption des Kongorot fithren nun zu dem SchluB,
dafl die Substanzen, welche die Jod- und Jodschwefelsiureprobe be-
dingen, ebenfalls von der Blutbahn aus in das Amyloid aufgenommen
werden konnen. Nach dem oben Gesagten miilite es also mdglich sein,
achromatisches Amyloid durch Behandlung mit Blut in ein solches
zu verwandeln, welches die Jod- und die Jodschwefelsdureprobe gibt.
Von diesen Gedankengingen ausgehend stellten wir Versuche an,
welche dies erproben sollten.
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Wir verwandten Amyloid, welches durch peptische Verdauung die
Jodprobe und die Jodschwefelsiureprobe verloren hatte. Dieses
Amyloid verbrachten wir in Serum gesunder Menschen. Eine Anderung
bzw. ein Wiedererscheinen der Jod- und Jodschwefelsdurereaktion fand
aber nicht statt. Auch Serum von Amyloidkranken blieb ohne Wirkung.

Erst als wir dazu iibergingen, Plasma statt Serum zu beniitzen, ge-
lang es, an Amyloid, das keine Jodprobe und keine Jodschwefelsiure-
probe mehr gab, diese beiden Reaktionen wieder zu erhalten.

In der Zwischenzeit bekamen wir eine Amyloidmilz, welche von
vornherein keine Jod- oder Jodschwefelsiureprobe gab. Aus dieser
Milz (Sektionsprotokoll Nr. A 38/48) wurde durch Schaben, aber ohne
Verdauung ein Amyloideiweilipraparat hergestellt (Amyloid IT), das
nun zu weiteren Versuchen gut geeignet war.

Folgende Methodik wurde angewandt: Zu 20 em?® Blut! kommen 2 cm? 7 %iges
Natriumecitrat. Nach 24stiindigem Stehen wird pipettiert und das tiberstehende
Plasma in einem Reagensglas mit etwa 0,1 g Amyloid vermischt. Die Jod- und die
Jodschwefelsdureprobe wird dann nach 3 Tagen an dem im Plasma verbliebenen
Amyloid angestellt. Die Versuche verliefen im einzelnen wie folgt:

1. Plasma von einem Amyloidkranken mit Tuberkulose. Kongorotschwund
82%. Amyloid I (Verdauungsamyloid) verblieb 3 Tage in diesem Plasma und
zeigt bei der Jodprobe eine deutliche Braunfirbung, bei der Jodschwefelsaureprobe
wird der Farbton blaugriinlich. - Amyloid IT gibt mit diesem Plasma ebenfalls eine
deutliche Braunfirbung bei der Jodprobe und zeigt bei der Jodschwefelsiureprobe
denselben Farbton wie Amyloid I.

2. Plasma einer lobaren Pneumonie am 5. Krankheitstag. Amyloid I verblieb
3 Tage in diesem Plasma und zeigt eine deutliche Jodprobe, jedoch keine Jod-
schwefelsdureprobe. Amyloid IT verhielt sich auch hier wie Amyloid I.

3. Plasma eines Gesunden. Amyloid I verbleibt 3 Tage in diesem Plasma und
zeigt weder eine Jod- noch eine Jodschwefelsiaureprobe.

Tabelle 3 gibt Auskunft tber alle Versuche dieser Art.

Diese Befunde lassen sich wohl nicht anders erkléren, als dall Amyloid
aus dem Plasma Stoffe aufnehmen kann, welche ihm die Fahigkeit ver-
leihen, positive Jod- bzw. Jodschwefelsdureprobe zu geben. Hinweise,
daf diese jod- und jodschwefelséurepositiven Substanzen nicht nur
bei manifester Amyloidose vorhanden sein konnen, scheinen die Ver-
suche 3, 4 und 5 zu geben, auBerdem auch das Auftreten einer positiven
Jodprobe bei einer lobdren Pneumonie. Einen Zusammenhang zwischen
dem Auftreten der Substanzen, welche die Jod- und Jodschwefelsiure-
probe geben und bestimmten Vorgiangen im Kérper konnten wir bis jetzt
nicht finden. Die positive Jodprobe bei einer Lobédrpneumonie scheint
zu zeigen, dal das Vorhandensein einer Infektion eine Rolle spielt.
W. Scamripr glaubt, daBl diese Substanzen, welche die Reaktionen des
Amyloid bedingen, schon im normalen Organismus vorhanden sind.

! Das Plasma der Amyloidkranken verdanken wir dem freundlichen Ent-

gegenkommen von Prof. DEisT, von dessen Abteilungen in den Zentralkliniken
Goéppingen.
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Tabelle 3.
| ‘ ‘ | \ |Todschwetel-
| Jodschwefel- Kon- Jodprobe A
‘ Material l JO%%PI'Obe | S%“izp?'gbi Klinische | 'gor(;)t- Onggﬁ ‘ sau]gc;l;iobe
’ | Verdavung | vor j  Diagnose probe Plasmla- Plasma-
} Verdauung \ ‘ o behandlung ,‘ behandiing
< ) i |
1| Amyloid I 1 - 44 Amyloidose ! 82 4+ +
Amyloid IT | — — bei The. ' - -+
2 Amyloid T 44 + 4 ‘ Amyloidose ' 92 | -+ -+
- Amyloid I1 — — \ bei The. -+ -+
3 Amyloid I | +4++ + -+ The. ’ 65 - —
| Amyloid IT = — ‘ - =
4| Amyloid I +++ + 4 The. | 63 / + -
| Amyloid 1T — = | _— i
5  Amyloid I +++ +4++ The. T —
. Amyloid IT — } — ‘ ‘ . —_—
6, AmyloidI @ 44+ +++ lobédre - —
1 Amyloid II 1 — ! — Prneumonie + —
T AmylidDI 44 | b4 o - -
| Amyloid IT — i — — —
8 AmyloidI | +4+4+ 44+ - .= -
. Amyloid 1T — — | ‘ i — —
9  Amyloid I 1 +++ +4+ — | — —
| Amyloid IT | — ; — ‘ | — —
10 AmyloidI 4 | bt | — [ _
' Amyloid 11 | — | — — —
11 Amyloid I ++ 4 ‘ + 4+ — ; — —
Amyloid IT | — — — —
12 | Amyloid I r L4+ 4+ 7% NaCitrat | -
| AmyloidIT | — . — | | =

Der Nachweis der fraglichen Stoffe unmittelbar im Plasma gelang
vorerst nicht. Die Plasmen wurden im Wasserbad coaguliert und an-
schlieBend mit dem Gefriermikrotom geschnitten. An den so erhaltenen
Gefrierschnitten wurde die Jod- und die Jodschwefelsdureprobe an-
gestellt, es gelang jedoch mnie, positive Jod- oder Jodschwefelsdure-
proben zu erhalten. Den negativen Befunden, welche wir hier erhielten,
liegen vielleicht ahnliche Verhdltnisse zugrunde, wie ich sie bei Unter-
suchungen tber die Anfirbbarkeit des Amyloid mit sehr verdiinntem
Kongorot fand. L&Bt man einen histologischen Schnitt 24 Std in einer
Kongorotlésung von 1 : 500000, so farbt sich dieser schon makroskopisch
erkennbar rot an, obwohl die Kongorotlosung selbst in einer Schicht-
dicke von 1 em nicht rot erscheint. Es wire demnach also denkbar,
daB die Verdimnung der jod- und jodschwefelsdurepositiven Substanzen
im Plasma so stark ist, daB diese Stoffe mit Hilfe einer direkt am
Plasma angestellten Jod- oder Jodschwefelsdureprobe nicht nach-
gewiesen werden konnen.
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Den Aussagen von M. B. ScEMipT und HEBsScHMANN, nach denen
das Amyloid erst bei lingerem Bestehen eine Jod- und Jodschwefel-
séureprobe gibt, 146t sich nach unseren Befunden zwanglos eine Er-
klarung geben. Bei lingerem Vorhandensein des Amyloid im Kérper,
wichst die Wahrscheinlichkeit, daf die jod- und jodschwefelsiure-
positiven Stoffe auftreten und in das Amyloid bzw. den Amyloidtumor
oder die Corpora amylacea eingelagert werden.

Die verschiedenen Farbwerte, welche man bei der Jodschwefel-
sdureprobe erhalten kann und welche nach LeuroLD von dem verschie-
denen Oxydationsgrad der diese Reaktion bedingenden Substanzen ab-
hiangen, scheinen nach meinen Befunden erst aufzutreten, wenn die
Substanz schon in das Amyloid eingelagert ist. Ich erhielt némlich
jeweils einen blaugriinlichen Farbton an dem Amyloid, welches die
Jodschwefelsdureprobe durch die Plasmabehandlung erneut gab.

Zusammenfassung.

1. Das Amyloid der allgemeinen Amyloidose ist gegeniiber der pepti-
schen Verdauung, gegeniiber der Fiulnis und gegeniiber den Verdau-
ungseinflissen im Magen-Darmkanal einer Maus resistent.

2. Die Metachromagie mit Methylviolett, die Jodprobe und die
Jodschwefelsiureprobe verschwinden bei der peptischen Verdauung
und bei der Verdauung durch eine Maus, wihrend bei der Fiulnis nur
die Jodschwefelsdureprobe verschwindet.

3. Die Metachromasie, die Jodprobe und die Jodschwefelsédureprobe
hingen von 3 verschiedenen, dem Amyloid nicht fest &nhangenden
Gruppen ab.

4. Die Anfirbbarkeit des Amyloid mit Kongorot und die Kigen-
schaft, mit Kongorot gefirbt Doppelbrechung zu geben, bleiben bei
der peptischen Verdauung, der Verdauung durch eine Maus und bei
der Faulnis erhalten.

5. Stoffe, welche die Jodprobe und die Jodschwefelsiureprobe
geben, konnten im Blutplasma gefunden werden.

6. In vitro konnte gezeigt werden, daB Amyloid diese Stoffe auf-
nehmen kann und dann, ohne vorher eine Jodprobe oder eine Jod-
schwefelprobe gegeben zu haben, diese Reaktionen zeigt.

7. Eine genaue Aussage dariiber, unter welchen Bedingungen diese
die Jod- und Jodschwefelsdurereaktion bedingenden Stoffe im Blut
auftreten, kann noch nicht gemacht werden. Im Plasma von gesunden
Menschen konnten sie nicht nachgewiesen werden.
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2. Uber das ,grime und das ,brawne Amyloid HAITINGERs bei der
Fluorochromierung mit Buchrysin und Thiazinrot.

Nach den Beobachtungen von HAITINGER und GEISER gibt die
Amyloidsubstanz mit Euchrysin und Thiazinrot im Fluorescenzlicht
2 verschiedene Resultate. Sie schlieBen daraus auf das Vorkommen
zweler verschiedener Amyloidarten. Die eine dieser beiden gibt eine
braune Fluorescenz, dhnlich derjenigen, welche das in den GefiBen
liegende Blutplasma im histologischen Priparat zeigt. Die andere
zeigt grine Fluorescenz. Da ,,grimes Amyloid* manchmal von einem
braunen Amyloidsaum umgeben war und weil ferner experimentelles
Méuseamyloid nie Griinfluorescenz ergab, kommen sie zu dem Schlu8,
daB es sich bei dem braun fluorescierenden Amyloid um ein ,,junges,
dem Serum &hnliches Amyloid“ handelt. Griinfluorescierendes soll
dagegen &lteres Amyloid sein, welches durch physikalisch chemische
Umwandlungen im Laufe der Zeit aus dem braun fluorescierenden ent-
standen. ist.

Eigene Versuche mit der genannten Methodik fiihrten zundichst zu
dhnlichen Ergebnissen. Fixierung und Firbung wurde in der ange-
gebenen Weise streng befolgt. Die Farbwerte entsprachen vollkommen
den dort angegebenen. In Amyloidorganen von Miusen mit experimen-
tell erzeugtem Amyloid fand sich die braune Fluorescenz des Amyloid.
Jedoch gelang es nicht, bei linger lebenden Tieren aus dem gleichen
Experiment, also mit annehmbar édlterem Amyloid, eine griine Fluores-
cenz zu erzeugen. .

Griinfluorescenz am Amyloid sahen wir erstmals in einer Sagomilz
bei allgemeiner menschlicher Amyloidose. Die duBeren Bezirke der
Sagokdrnchen zeigten eine braune Fluorescenz, withrend das Zentrum
griin erschien. Hier traf also die Harrinemrsche Beobachtung zu. Der
gleiche Fall brachte uns aber wie durch Zufall der Aufklirung dieser
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eigentiimlichen Divergenz der Farbeeffekte niher. Wir untersuchten
ein Stickchen Leber des gleichen Falles, welches, anstatt vorschrifts-
gemill mit Carnoyldsung, nur in Alkohol fixiert war. An diesen Schnitten
erschien das Amyloid nur in einem schmalen Saum am Rande der Pri-
parate braun. Alles andere Amyloid erschien dagegen griin und lieB sich
kaum vom Protoplasma der Leberzellen differenzieren.

Weitere Untersuchungen an Material, das in Carnoy fixiert war,
zeigten nun, daf auch hier unter Umstdnden Griinfluorescenz des
Amyloid auftreten kann. Nimmt man nimlich Organstiickchen von
etwa 3—4 mm Dicke aus Carnoyfixierung, so farbt sich das Amyloid
in den ersten Schnitten iiber den gamzen Schwnitt hin braun. Es zeigh
sich aber bald, daBl um so mehr griinfluorescierendes Amyloid, vor-
wiegend in den mittleren Teilen des Schnittes, auftritt, je tiefer man
schneidet. Die aus der Mitte des Blockes entnommenen Schnitte zeigen
dann deutlich, dafl nur das Amyloid der AuBenzonen sich braun farbt,
wogegen. das im Zentrum gelegene griin fluoresciert.

Da frische Amyloidfalle selten sind, suchten wir nach einem Kiweil-
korper, der sich bei Fluorochromierung verhélt wie Amyloid. Es er-
wiesen sich Speckhautgerinnsel aus dem Herzen und den grofen Ge-
fiBen als gut geeignet. Solche finden sich bei der gewdhnlichen Riicken-
lage einer Leiche im rechten Herzohr, in der rechten Kammer, in der
Pulmonalis und in hochliegenden Teilen der Aorta. An die Speckhaut-
gerinnsel anschlieBend findet sich nach unten Cruor. Diese Schichtung
folgt also dem physikalischen Gesetze der Schwere. Ein histologischer
longitudinal gelegter Schnitt durch ein Speckhautgerinnsel zeigt, daB
zwischen der Speckhaut und dem Cruor eine Schicht liegt, in welcher
sich die Leukoecyten abgesetzt haben. Die Verhéltnisse liegen also
ahnlich, wie bei der in der Klinik geiibten Blutsenkungsprobe: Oben
findet man Blutplasma, dann, am besten darstellbar bei Leukimien,
die leukocytenhaltige Schicht, unten dann die Erythrocyten. Kigen-
tiimlich glasiges Aussehen kennzeichnet schon fir das bloBe Auge die
leukocytenhaltige Schicht. In solchen nach HarmingeEr und GEISER
gefdrbten Gerinnseln zeigt sich gerade in der leukocytenhaltigen Schicht
braune Fluorescenz wie am Amyloid.

Fixiert man verschieden in Alkohol und Carnoy, so zeigen sich die
leukocytenhaltigen Teile der Gerinnsel, wie Amyloid, mit Carnoy braun,
in Alkohol dagegen griin. Es schien also deutlich zu werden, daf die
geschilderte Divergenz zwischen braun und griin nicht vom Alter der
Amyloidsubstanz abhingig sein konnte.

Um nun festzustellen, welche Faktoren von Bedeutung sein konnten,
fixierten wir Speckhautgerinnsel in gepuffertem 4%igem Formalin.
Zur Pufferung wurde Veronal- und Phosphatpuffer angewandt. Das
Ergebnis war fiir beide Pufferlésungen das gleiche. Im sauren Milieu
fixierte Gerinnsel zeigten in der Leukocytenzone braune Fluorescenz,
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die Grenze liegt bei pg 4,5. Unterhalb davon kommt es zur Braun-
firbung, oberhalb von pg 4,5 wird die leukocytenhaltige Zone griin.

Zr1cER hat den Einfluf verschiedener Fixierungsmittel auf die
Gewebe untersucht. Er stellte fest, dal Essigsdure den isoelektrischen
Punkt nach der basischen Seite verschiebt. Die Tatsache, daf Amyloid
sich bei der Fixierung mit essigsdurehaltiger Carnovscher Flissigkeit
anders anfirbte als bei Alkoholfixierung, sowie das Verhalten der
Speckhautgerinnsel nach der Fixierung in gepufferten Losungen liel3
daran denken, dafl die Verschiebung des isoelektrischen Punktes auch
der auslosende Faktor fiir die verschiedene Férbung der Amyloid-
substanz sei. Aber bei Farbeversuchen mit gepufferten Farblosungen
zeigte sich, dafl sowohl Euchrysin wie Thiazinrot in ihrer Firbequalitét
unabhingig vom isoelektrischen Punkt sind. Amyloid, das sich mit
der Haitinger-Geiserfirbung braun firbt, bleibt im ganzen py-Bereich
zwischen 4,0 und 8,0 unveridndert.

Fluorochromierungsfarbstoffe. wirken nun bekanntlich nicht durch
Absorption bestimmter Wellenldngen farbig, sondern als fluores-
cierende Substanzen senden sie bestimmte Wellenldingen aus. Es er-
scheint klar, daBl gewohnliche Farbstoffe ihre Farbwirkung nur zeigen
konnen, wenn sie in einer gewissen Menge vorhanden sind, welche durch
die Dicke des zu farbenden Schnittes und die Konzentration des Farb-
stoffes bestimmt wird. Die Fluorochrome dagegen senden die ihrer
Fluorescenzfarbe entsprechenden Wellenlingen aus, sobald sie von
ultraviolettem Licht angestrahlt werden, bzw. wandeln sie das ultra-
violette Licht in die entsprechenden Wellenlingen um.

Zur Klirung der Verhéltnisse haben wir nun folgenden Versuch
gemacht. Ein Gewebsschnitt, welcher bei Anwendung der kombinierten
Euchrysin - Thiazinrotfirbung braunes Amyloid ergab, wurde mit
Euchrysin allein gefirbt. Jetzt firbt sich die Amyloidsubstanz grin.
Die braune Farbe konnte also nur durch das Hinzutreten von Thiazinrot
entstehen, in wiBriger Losung gibt aber Thiazinrot eine blduliche
Fluorescenz, womit die braune Fluorescenz des Amyloid allein nicht
erklirt werden kann. Bringt man das Thiazinrot in bestimmten Ver-
diinnungen zu Blutserum, so wird seine Fluorescenz rotlich, wie dies
von HarTingEr und GEISER beschrieben ist. Mit der Rotfluorescenz
laBt sich nun auch die braune Fluorescenz des Amyloid, ndmlich als
eine Mischung von griin und rot, verstehen. Demnach ist also ,,griines
Amyloid** nur von Euchrysin gefirbt, wihrend ,braunes Amyloid*
auch Thiazinrot enthdlt. Es gelingt auch an mit Thiazinrot rétlich
fluorescierendem Serum durch Zugabe von Euchrysin einen braunen
Farbton im ultravioletten Licht hervorzurufen.

Indem wir den Farbevorgang in den einzelnen Phasen der Farbung
untersuchten, konnten wir feststellen, daBl Thiazinrot in ,,griines Amy-
loid®* nicht eindringt.

Virchows Archiv. Bd. 3i8. 35
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Dies bedeutet, daB micht chemische, sondern physikalische Ver-
#nderungen der Amyloidsubstanz dafiir verantwortlich zu machen sind.
Wenn wir vorhin gewisse Abhéngigkeiten des Firbungseffektes von der
angewandten Fixierungsflussigkeit feststellen konnten, so fand ZIRKLE,
dal} zwischen dem Fixationsergebnis und der aktuellen Aciditit enge
Beziehungen bestehen. _

Fir die zweierlei Anfirbungen des Amyloid im Verfahren von
HarrineER-GEISER habe ich mir als Grund folgende Vorstellung ge-
bildet: Das CarNovsche Gemisch dringt nach meinen Erfahrungen in
4 Std etwa 3 mm tief in ein zu fixierendes Gewebe ein. Im allgemeinen
werden aber Organstiickchen nur bis zu 1 Std in der CarNoyvschen
Fliissigkeit gelassen, um dann fiir 48 Std in Alkohol eingelegt zu werden.
Meine Befunde an einem stufenweise geschnittenen Block zeigten, daf}
gerade in den Randpartien das Amyloid braun aufleuchtet, also in
Gebieten, in denen das Gewebe sicher von Carwovscher Flissigkeit
und nicht von Alkohol fixiert wurde. Nach den Befunden von SEkI
spaltet Essigsiure in wilrigen Geweben H-Tonen ab. Sowohl bei in
Carnoy fixiertem Amyloid, als auch bei in gepufferten Formalinlgsungen
fixierten Speckhautgerinnseln, konnte bei Anwesenheit freier H-Ionen
nie eine Braunfluorescenz gesehen werden; d. h. also, die Anwesenheit
von freien H-Tonen wihrend der Fixierung kann die Braunfirbung des
Amyloid bewirken, oder anders ausgedriickt, 1at Thiazinrot in das
Amyloid eintreten, wihrend Abwesenheit freier H-Ionen dies ver-
hindert. Ob dabei Milieudnderung oder physikalisch-chemische Struktur-
wandlung des Amyloideiweilles das Ausschlaggebende sind, soll vorerst
nicht entschieden werden.

Bei der Beurteilung des Verhaltens des Amyloid der Euchrysin-
Thiazinrotfarbung gegeniiber, mufl man nach diesen Befunden darauf
achten, daB das ganze zur Untersuchung kommende Organstiickchen
einwandfrei von CarNoyscher Flissigkeit fixiert ist. Hier ist um so mehr
Vorsicht am Platze, als die CARNOYsche Fliissigkeit, frisch angesetzt,
ein py von 4,5 hat. Sobald aber Gewebsstiickchen darin fixiert
werden, wandert das py nach der alkalischen Seite. ZIRKLE macht
darauf aufmerksam, dafl das py der Fixierungsfliissigkeiten im Laufe
der Fixierung durch chemische Umsetzung ihrer Komponenten, sowie
durch den Einflu des Priparates, stark verdndert wird.

Die genaue Durchmusterung von Schnitten, welche von Organen
stammten, die sorgfaltig in CarNovscher Fliissigkeit fixiert wurden,
zeigte nun weiterhin, daf an einigen Stellen immer noch griines Amyloid
auftrat. Da bei Serienschnitten das griin fluorescierende Amyloid sich
nicht auf einen bestimmten Bezirk lokalisieren lieB, kam als Grund
hierfiir nur eine Einwirkung nach der Fixierung in Frage.

Von dieser Beobachtung abgesehen, machten wir im Verlaufe
ungerer Untersuchungen noch eine andere nicht unwichtige Feststellung.
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Nachdem die Schnitte gefirbt sind, werden sie mit hartem Filterpapier
abgetrocknet und mit flissigem Paraffin eingedeckt. Trocknet man
vor dem Eindecken die eine Hilfte eines Schnittes vollkommen aus,
die andere dagegen nur in dem MaBe wie Gefrierschnitte getrocknet
werden, bevor sie beim Aufziehen mit Celloidin in 100%igen Alkohol
gebracht werden, so fluoresciert das Amyloid des vollkommen aus-
getrockneten Teiles griin, das iibrige braun. Der Grund dieser Griin-
fluorescenz ist wohl das Fehlen des Losungsmittels fiir Thiazinrot,
welches als Substanz nur geringe Fluorescenz gibt.

Wir sahen nach Beachtung dieser VorsichtsmafBregeln bei 4 mensch-
lichen Amyloidosen, einer Pferdeamyloidose und 38 experimentellen
Miuseamyloidosen nie griines Amyloid und mdchten daher zur gréfiten
Vorsicht mahnen bei der Feststellung von zweierlei Amyloiden mit der
von HAITINGER-GEISER angegebenen Férbung.

Eine Amyloidose beim Menschen zeigte dariiber hinaus noch andere
Befunde. Hier konnten wir selbst nach genauester Fixierung in CAR-
Novscher Losung keine Braunfluorescenz des Amyloid erreichen, das
Amyloid nahm einen bldulichbraunen Farbton an. Die Erklirung dieses
Verhaltens brachte die Eisenfirbung, welche zeigte, dafi das in den
Organen abgelagerte Amyloid eisenhaltig war. Faar weist darauf hin,
daB Eisen die Fluorescenz 19schen kann. Dieser Befund Famrs konnte
dadurch bestdtigt werden, daf das Amyloid nach Enteisenung der
Schnitte in n/10 Salzsdure die gewohnte braune Farbe zeigte.

Zusammenfassung.

1. Die gleiche Amyloidsubstanz kann, durch verschiedene Fixierung
bedingt, bei der von HarTiNeer und GEISER angegebenen Fluoro-
chromierung mit Euchrysin und Thiazinrot verschiedene Fluorescenz-
erscheinungen geben. Die Divergenz der Firbung héngt also nicht mit
dem Alter des Amyloid zusammen.

2. Ein Grund fir die verschiedene Anfiarbbarkeit des Amyloid liegt
in der Anwesenheit einer geniigenden Menge freier H-Jonen in der
Fixierungsfliissigkeit, wodurch ,,braunes’® Amyloid erzeugt wird.

3. In das Amyloid eingelagertes Kisen stort die Fluorescenz des
Amyloid bei dieser Fluorochromierung.

4. Vollige Abtrocknung der Schnitte 146t Thiazinrot, welches nur
in gelostem Zustand fluoresciert, nicht aufleuchten, und es bleibt dann
die braune Fluorescenz am Schnitt aus.
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