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Um die Eigenschaften und die Abstammung pathologischer Eiweil3-
ablagerungen in Form von Amyloid und Hyalin weiter aufzukiéren,
wurde versucht, diese Proteine chemisch-analytisch niher zu charakteri-
sieren. Da der Aminossurenbestand ein wesentliches Charakteristicum
jedes Proteins ist, lag es nahe, die Kenntnisse iiber die Aminosiuren-
sammensetzung des Amyloideiweifkorpers zu erweitern und den Amino-
siurenbestand des Bindegewebshyalins der Milzkapsel (Oberflichenhyalin
nach MUTLER) und des wasserloslichen Lebereiweifles zu ermitteln. Es
wurde damit Material zum Vergleich mit bekannten Analysen weiterer
Gewebs-und Plasmaproteine gewonnen und versucht, in einer Gegentiiber-
stellung von Ioslichen und unléslichen EiweiBkorpern gemeinschaftliche
Merkmale bzw. typische Unterschiede herauszuarbeiten.

Eine Ordnung der wasserloslichen Eiweikorper in der Reihenfolge
ihrer Loslichkeit und der unléslichen Proteine nach ihrer Fiahigkeit,
gewebliche Strukturen einzugehen, konnte vielleicht die Moglichkeit
schaffen, nihere oder weitere Verwandtschaften des Amyloideiweifles
zu diesen Gruppen zu erkennen. Es interessierte hierbei vor allem die
Stellung des Amyloids zum Bluteiweifl, Hyalin und Kollagen und die
des wasserloslichen LebereiweiBies zu den BluteiweilBkorpern. Die Amino-
siurenanalysen sollten gleichzeitig die histologische Charakterisierung
der Gewebsproteineerginzen und zur Klirung verschiedener physikalisch-
chemischer Eigenschaften dieser Makromolekiile beitragen. Zu diesem
Zweck mullte in kurzen Ziigen auf die makromolekularen Eigenschaften
und den Aufbau der globuldren Proteine (Beispiel Bluteiweikorper) und

* Herr Dr.med. GEROK konnte als Stipendiat der Sandoz-Stiftung die chemisch-
analytische Arbeit im Laboratorium fiir EiweiBchemie der Medizinischen Univer-
sitatsklinik Ziirich durchfihren. Wir danken dem Direktor der Medizinischen
Universitatsklinik Ziirich, Herrn Prof. Dr. W. LOrrLER sowie Herm Direktor
Prof. Dr. RoraLIN von der Sandoz AG. und Herrn Dr. Cx. WuNDERLY fiir grofB-
ziigige Unterstiitzungen und wertvolle Anregungen.
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eines Skleroproteins (Kollagen der Bindegewebsfaser und der leimgeben-
den Substanz des Knochens und Knorpels) eingegangen werden.

Wie durch jede andere Methode der EiweiBchemie wird durch die
Aminosiuren-Bausteinanalyse das untersuchte Protein nur nach einem
AN Gesichtspunkt definiert. Die

NH Analyse gibt Auskunft iiber
RCH die Art wund das Mengen-
\CD ol verhdltnis der in das Makro-
S ass5A molekill eingebaunten Amino-
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und Abstand der
einzelnen Glieder

N”\H sduren, aber mnicht Tiber
Hydrophile CHR Einzelheiten seines Aufbaus.
Seltengruppen Lipaphile Hierzu miifite die Reihenfolge

Seitengruppen der einzelnen Aminosiuren in
der Polypeptidkette, deren
Faltung, die GroBe und Art
von Unteraggregaten und die
Verkniipfung der einzelnen
Polypeptidketten  bekannt
sein. Damit ist die Feststel-
lung der Aminosiuren-Bau-
steine nur ein erster Schritt
zur chemischen EiweiBcharak-
terisierung. Dieser erscheint
bedeutungsvoll, da aus der
Art und Menge der Einzel-
bausteine gewisse Schliisse
auf die physikalisch-chemische
Eigenschaft des gesamten
Molekiils gezogen  werden
kénnen.
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Abb, 1. Struktur einer Polypeptidkette mit Dar-

stellung der wichtigsten funktionellen Gruppen

der einzelnen Aminosduren. (Links Gruppen mib

hydrophilem, rechts solche . mit lipophilem
Charakter.)

geriist jedes EiweiBlkorpers,
die Polypeptidkette, so zeigh
es gich, dafl die den Amino-
sduren obligaten Amino- und

Carboxylgruppen in der Biuretbindung aufgehen (Abb. 1). Dariiber
hinaus besitzen aber die meisten natiirlich vorkommenden Aminosiuren
noch weitere funktionell wichtige Gruppen, die je-nach Streckung der
Peptidkette in einem Abstand von 2,8 — 3,5 A an dieser Kette aufge-
reibt sind. In der unteren Hilfte des Schemas sind einige dieser Seiten-
gruppen aufgefithrt. Durch den Einbau verschiedenster Aminosiuren
in unterschiedlicher Reihenfolge ergibt sich eine Vielfalt der Art und
rdumlichen Anordnung. Ein Teil der funktionell wichtigen Gruppen
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geht Adhésions- bzw. echte chemische Valenzbindungen ein und ist
auf diese Weise an der Bildung von Querverbindungen zwischen benach-
barten Polypeptidketten beteiligt. Ein anderer Teil bleibt indessen frei
und bestimmt im wesentlichen die Eigenschaften des Proteinmolekiils
(Oberflachenladungsmuster, Loslichkeit).

Wie FrREY-WySsSLING gezeigt hat, vermindern Bausteine mit reinen
Kohlenwasserstoffresten (apolaren Gruppen) die Wasserloslichkeit und
steigern die Lipophilie, wihrend solche mit polaren Gruppen (—OH,
NH?, COO™) den hydrophilen Charakter eines Korpers fordern. In
Abb. 1 sind auf der linken Seite die funktionellen Gruppen mit hydro-
philem und auf der rechten Seite solche mit lipophilem Charakter
dargestellt. Das Verhiltnis von Aminosduren mit einer freien Carboxyl-
zu Aminoséduren mit einer freien Amino- oder Iminogruppe ist wesent-
lich fur die Lage des isoelektrischen Punktes des Molekiils. Durch
Sgure-Basen-Titration eines EiweiBkorpers kann die direkte Abhiingig-
keit der Lage des isoelektrischen Punktes vom Gehalt an Monoamino-
dicarbonsiuren und Diamino-monocarbonséuren demonstriert werden
(WeBER). Fiir intramolekulare Bindungen scheinen die schwefelhal-
tigen Aminosiuren von Bedeutung zu sein (AsTBURY, MARK und
Puirrrr).

Es ergibt sich damit die Moglichkeit, die Loslichkeit, die elektrische
Ladung, die Reaktionsfahigkeit eines Proteins mit bestimmten Farb-
stoffen und die Fahigkeit zur Faserbildung teilweise als eine Resultante
der Aminosdurenzusammensetzung aufzufassen. Umgekehrt kénnen aus
den Aminosiurenanalysen in gewissem Umfang Riickschliisse auf die
physikalisch-chemischen Unterschiede bzw. Ahnlichkeit der untersuchten
Proteine gezogen werden.

Material und Methode.

A. Fir die Darstellung des amyloiden Eiweillkérpers wurden ver-
schiedene bei der Obduktion gewonnene, amyloidbefallene Organe ver-
wendet.

Priparat 1: Milz eines 44jihrigen Mannes mit Follikelamyloid und geringer
Nierenamyloidose bei chronischer abscedierender Pneumonie der rechten Lunge,
alter verschwielender Pleuritis und fortgeleiteter eitrig-fibrindser Perikarditis.
(Tibingen 4/53.)

Praparat 2: Milz eines 35jahrigen Mannes mit starker Amyloidose von Milz
und Nieren bei Lymphogranulomatose. (Tiibingen 388/53.)

Praparat 3: Nieren einer 71jihrigen Frau mit starker Nieren- und geringerer
Leber- und Milzamyloidose bei jahrelang bestehenden Bronchiektasen und hoch-
gradiger Kachexie. (Ziirich 1622/521.)

1 Wir sind dem Direktor des Pathologischen Institutes der Universitdt Ziirich,
Herrn Prof. Dr. voN MEYENBURG, fiir die Uberlassung des Materials und Befundes
dankbar.

Virchows Arch. Bd. 327, 22bh
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Praparat 4: Leber eines 24jahrigen Mannes mit starker Amyloidose der Leber,
geringerer in Milz und Nieren bei chronischer kavernsser Lungentuberkulose und
Nierentuberkulose. (Tiibingen 36/54.)

Das Organgewebe wurde auf dem Gefriermikrotom und im Falle der Leber-
amyloidose im Fleischwolf nach Auswahl bindegewebsarmer Partien zerkleinert
und einer mehrere Wochen dauernden peptischen Verdauung mit 0,5 %iger Pepsin-
Iosung in n/100 HCI bei 37° C ausgesetzt. Nach mehrmaligem Wechsel der Pepsin-
lésung blieb nur noch ein graubraunes amorphes Material iibrig, das mehrmals mit
0,9%iger Kochsalzlosung gewaschen wurde. Die Substanz enthielt im Ausstrich-
praparat keine basophilen Zellkernreste und keine Faserbestandteile mehr.

Metachromasie mit Methylviolett schwach positiv; mit der Jodreaktion konnte
an dem graubréunlichen Material die typische Mahagonifarbe nicht erzielt werden,
Affinitat zu Kongorot deutlich vorhanden. Offenbar hatte die amyloide Substanz,
wie das bereits frither MissMaHL beobachten konnte, bei der Verdauung die Fahig-
keit zur Metachromasie und positiven Jodprobe weitgehend verloren. Da die
Praparate bei der mikroskopischen Kontrolle frei von iibrigen Gewebsbestandteilen
erschienen und das Amyloid pepsinresistent ist (KtuEnE und RupNEFF, MIsSMAHL),
schien das Material fiir die chromatographische Analyse geeignet.

B. Das Hyalin wurde ebenfalls dem Sektionsmaterial entnommen.
Hyaline Auflagerungen der Milzkapsel (ZuckerguBmilz) wurden abge-
tragen und kleine Stiicke aus dem Innern der Schwarten der chemischen
und histologischen Analyse zugefiihrt.

Praparat 1: ZuckerguBmilz einer 68jshrigen Frau mit chronischer lymphati-
scher Leukéamie und posthepatotischer Lebercirrhose. (Tibingen 1/54.)

Priparat 2: ZuckerguBmilz eines 55jahrigen Mannes mit Emphysem, starker
Hypertrophie und Dilatation des rechten Ventrikels. (Tibingen 33/54.)

Priaparat 3: ZuckerguBmilz eines 82jiahrigen Mannes mit Myokardinfarkt.
(Tiibingen A 124/53.)

Priparat 4: Hyaliner Knoten von der Oberflidche einer ZuckerguBmilz. 80jah-
riger Mann mit Fettembolie der Lungen und abscedierenden Bronchopneumonien
nach rechtsseitiger Schenkelhalsfraktur. (Zirich 979/531.)

Bei der histologischen Kontrolle erwiesen sich die Hyalinproben als
vollig homogen, Farbreaktionen auf Fibrin, Fett und Eisen waren negativ.

C. Zur Gewinnung von wasserldslichem Lebereiweil multe Leber-
gewebe von frisch gettteten Mausen verwendet werden, da die mensch-
liche Leber bei der Obduktion meist fortgeschritten und unkontrollier-
bar autolytisch verdndert ist und auferdem zu viel nicht entfernbares
Blut enthilt.

Am getoteten Tier wurde das Organ zunéchst mit Warmbliiter-Ringerlosung
blutfrei gespillt und nach Zerkleinerung auf dem Gefriermikrotom in 0,9 %iger
Kochsalzlosung (pg 7,0) aufgeschwemmt. Nach Abzentrifugieren der korpuskuléren
Elemente in einem Schwerefeld von 25000 g fiir 15 min ergab sich ein serumklarer
Extrakt, der bei der gesunden Maus etwa 50—60% des Lebergesamteiweilles ent-
halt (ScENEIDER). Diese Aufschwemmung der loslichen Lebereiweillkérper ist
hingichtlich ihrer EiweiBbestandteile sicher nicht einheitlich. Einzelne Fraktionen
konnten jedoch elektrophoretisch praparativ nicht dargestellt werden. Hydrolysate
von Fallungsfraktionen waren nicht chromatographierbar. Es konute deshalb nur
die Aminosiurenanalyse des hydrolysierten Gesamtextraktes durchgefithrt werden.
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Im Extrakt enthaltene niedermolekulare, mit Trichloressigsiure nicht fallbare,
N-haltige Substanzen (150—180 mg-% Rest-N der Leber), wurden durch 12stiindige
Dialyse bei 4° gegen Wasser entfernt. Die in der Dialysierhiilse verbliehene Ei-
weiBlosung wurde bei 50—60° zur Trockene eingedampft.

Die Proteinproben (5-20 mg) wurden mit 5 n HOl durch Kochen am Riick-
fluBkithler wahrend 24 Stunden hydrolysiert. Die Salzsdure wurde nach der
Hydrolyse im Vakuum bei 50-55° abgedampft, der Riickstand mehrmals in

r
Al ‘
A1 oy
o ITA
s 0 . 7
A ’
L 3 e o )
- Qe der Asp
Arg -—2 7
& /" JV..F = I '5’ "B
Lol

ADbb. 2. Aminosiuren-Chromatogramm eines Lebereiwei3-Hydrolysates. Das Aminosduren-
gemisch wurde am Startpunkt @ aufgetragen. Nach Wanderung der beiden Losungs-
mittelfronten in den mit Pfeil gekennzeichneten Richtungen wurden die einzelnen Amino-
saurenflecke durch Anfarbung mit Ninhydrin sichtbar gemacht. Zur quantitativen Be-
stimmung werden die Flecke ausgeschnitten, ihr Farbstoff eluiert und das Eluat
colorimetriert.

Wasser gelost und erneut eingedampft. Durch 2-dimensionale Papierchromato-
graphie konnten die AS ausreichend getrennt (Abb. 2) und in den Eluaten der
ausgeschnittenen Flecke quantitativ bestimmt werden (Einzelheiten des Ver-
fahrens s. GEROK). Von jedem Proteinhydrolysat wurden mindestens zwei Doppel-
chromatogramme hergestellt und ausgewertet.

Fir die Deutung der Ergebnisse erschienen uns die molaren Verhélt-
nisse der einzelnen Aminosduren im Gesamthydrolysat wichtiger als die
auf 100 g Protein berechneten Aminosidurenmengen. Deshalb wurde das
Analysenergebnis in Mol- % angegeben, wobei dieser Wert besagt, welcher
Anteil von 100 Mol Aminosauren im Gesamthydrolysat auf die einzelnen
Aminoséduren entfillt. Die aus der Literatur entnommenen, meist in
Grammprozent. Aminosiuren angegebenen Bausteinanalysen muBten
in entsprechender Weise umgerechnet werden.
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Ergebnisse und Diskussion.

Zunichst wird in Tabelle 1—3 die relative molare Konzentration der
einizelnen Aminoséuren fiir die Amyloid- und Hyalinpriparate sowie fir
das wasserldsliche Lebereiweil angegeben. Tryptophan und Histidin
werden bei der Hydrolyse zerstort und kamen deshalb auf den Chromato-

grammen nicht zur
Tabelle 1. Bausteinanalyse von Amyloidsubstanz. Darstellung. Methionin
Relative Konzentration der Aminosduren in Mol.-%. ;

Cystein und Oxyprolin

Milz- | Milz- | Nieren- | Leber- sufi i
amyloidamyloidamyloidamyloia Y aren hajuﬁg nur - m
2 3 4 sehr geringer Menge
v vorhanden und konnten
Gy | 178100 148 | I e it it
Valin . . . . .. 41 71 6.2 71 ausreichender - Sicher-
Leucin, Isoleucin . 7,7 13,7 12,6 11,3 heit bestimmt werden.
Gruppe I. . . . . 43,5 | 40,5 | 414 40,0 Die iibrigen 13 auf dem
Serin . . . . . . 6,3 5,1 4,7 6,5 Chromatogramm lokali-
ggec}’féu}l s %’?, lg’i 3’2 1‘(1)"; sierbaren Aminosiuren
P o ’ ’ ’ ’ waren in allen unter-
%Ysglein ----- %,5 2,8 o0 | 2,9  suchten Proteinhydro-
ethionin . . . . ,1 X s o
Gruppe ITI. . . .| 26 | 28 [ 20 | g9 lysaten in quantitativ
fafbarer Menge ent-

Asparaginsdure . . | 10,0 8,1 7,4 11,3 halten.
Glutaminsiure . . ; 8,9 125 17,6 106 Die in Tabelle 1 bi
Grappe IV . . . .| 189 | 20,6 | 250 | 21,9 16 1n Labelle 1 bs
_ \ 3 gewihlte, allgemein
o 38 | 95 [ 6 ( 29 iibliche Reihenfolge der
Histidin . . . . . " nicht meBi)a,r ’ Aminossiuren  umfafi
Gruppe V.. . . .| 10,9 | 11,4 | 98 7,0 vom Glycin bis Arginin
Phenylalanin . . . 5,2 3,7 4,6 4,2 diealiphatischen Amino-
Tyrosin . . . . . 37 | 3.6 @ 27 31  sduren, wobei die erste
Gruppe VI. . . . 8,9 7,3 7,3 7,3 G.I-uppe mit Glycjn’ Ala-
Prolin . . . . . . 50 | 38| 27| 29 nin, Valin, Leucin und
Oxyprolin . . . .| — Isoleucin  aliphatische
Total-% | 98,3 \ 96,8 \ 97,4 | 929 Kohlenwasserstoffreste

trigt und neutralen Cha-
rakter besitzt, wihrend die iibrigen sehr unterschiedliche Seitengruppen
haben. Es finden sich darunter Serin und Threonin mit einer Oxygruppe
(Gruppe II), die schwefelhaltigen Aminosduren Cystein und Methionin
(Gruppe III), eine IV. Gruppe mit Uberwiegen der sauren (Monoamino-
Dicarbonsguren: Asparaginsiureund Glutaminséure)und eine V. Gruppe
mit Uberwiegen der basischen Gruppen (Diamino-Monocarbonsiuren:
Lysin und Arginin, ferner das heterocyclische Histidin). Zu den Amino-
siuren mit aromatischem Rest zéhlen das Phenylalanin und Tyrosin
(Gruppe VI). Als letzte Gruppe wurde die Sondergruppe der Iminoséduren
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{(Prolin und Oxyprolin) aufgefiihrt. Wir haben in Tabelle 1 bis 3 ent-
sprechende Gruppen gebildet und ihren molaren Anteil jeweils unter
die Einzeldaten gesetzt. Dabei zeigt es sich, dab in keiner der drei
EiweiBlarten eine der erwdhnten Aminosiurengruppen oder eine
einzelne Aminosdure bestimmter Art fehlt.

Hyalin und wasser-
losliches Lebereiwerfs sind
beim Vergleich der ein-

Tabelle 2. Bausteinanalyse von Hyalin. Relative
Konzentration der Aminosduren in Mol.-%.

zelnen Préparate sehr Préparat Rr. Mittel-
einheitlich, die ver- 1|2 8 1 -
schiedenen Amyloidprd-  grogn, . . . . 25,4 ’27,6@3,3?28,3 97,4
parate wechseln jedoch  Alanin. . . . . . 93 97106111 10,2
: : ~ Valin . .. ... 36 36 35| 3,5 3,6
in ihrer = Zusammen-  pR T < m | 53 | 44| 46| 14| 47
setzung. Beider Analyse  gryppe 7 . . . . |43,6 45,3 47,0 |47,3] 45,8
von Lebereiweil} ist auf- S . | 3 . ‘ o
: : erin . . . . . . ,5 91 4,1 4,1 "
fallend, daB sich die .y o007 28 | 23| 25 26| 26
Gesamtextrakte  ver- Gruppe IT. . . .| 73] 62, 66 67| 67
schiedener Lebern nur . ‘ |
b . . a Cystein . . . . . 21025 22| 1,61 21
sehr Wemg vonemander - wethionin . . . . | nurin Spuren nachweisbar
unterscheiden, obwohl @Qruppe IIT . . . | 2,1 2,5’ 2,2‘ 1,6] 21
m Extral{.t Slcherhc.h Agsparaginsdure . . | 6,5 | 5,8 5,5: 6,3] 6,0
mehrere, differente Hi-  Glytaminsiure . . 12,1 | 9,8 |10,4|10,5] 10,7
weilfraktionen enthal- Gruppe IV. . . . |18,6 |156 159!16,8] 16,7
. \ ’
ten sind. Man kamnaus oo 29| 24| 26| 24| 26
der Einheitlichkeit des Arginin . . . . . 47| 44 44| 43| 45
Aminosiurenbestandes gisbidinv- e T gight %Bbg{ 1
schlieBen, daf} entweder ruppe I ’ ’ ’ ’ 3 ’
das  Mengenverhéltnis Phenylalanin . . . [ 2,1 | 2,2} 21 24| 22
dereinzelnen Fraktionen gi’;‘)m? A g’g | g’g g’g\ (2)’2 g’g
im Extrakt weitgehend P R | O ’
gewah_rt bleibt oder dall (P;rolinv.I ..... 89 99 89 8,8 9,2
- xyprolin . . . .| 54 62, 59| 5, 5,6

dﬁr Eximkt i“_sﬂ_ell?er Gruppe VII . . . 143 |16 148|139} 147
chemisch emhelslichen Total-% |96,4 | 94,7 95,6 1 95,4| 95,3

und mengenmifig sehr
stark tiberwiegenden Hauptfraktion besteht, so daB qualitative und
quantitative Verdnderungen der tbrigen Bestandteile nicht ins Ge-
wicht fallen. Zur Klirung dieser biologisch wichtigen Frage einer
Einheitlichkeit bzw. strengen Wahrung der Proportionen der einzelnen
wasserloslichen EiweiBkorper in der Leber wurden die physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Gesamtextraktes und die Verdnde-
rungen des Lebereiweilles unter experimentell erzeugten dysproteindmi-
schen Zusténden gepriift. Dartiber soll demnéchst ausfiihrlich berichtet
werden (SCHNEIDER).
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Tabelle 3. Bausteinanalyse der wasserlislichen Leberproteine. Relative Konzentration
der Aminosduren in Mol.-%.

Praparat Nr. Mittel-
N 3 | ¢ |5 | 6 | 7 wert
Glycin. . . . .. 7,7 ‘ 7,4 7.8 ’ 7.4 \ 7,4 7,3 6,8 7,4
Alanin, . . . . . 8,6 7.9 85 | 7,9 8,0 8,9 8,1 8,3
Valin . . . . . . 6,8 6,9 64 | 7,0 7,6 j 8,1 7,9 7,2
Leucin, Isoleucin . | 11,2 12,5 | 11,1 11,3 | 12,0 | 14,0 | 13,6 12,2
Gruppe 1. . . . . 34,3 34,7 | 33,8 33,6 | 35,0 | 38,3 | 364 35,1
|
Serin . . . . .. 6,1 721 61 | 63 } 58| 63| 50| 61
Threonin. . . . . 54 | 5,3 5,2 5,0 53 | 54 4,6 5,2
Gruppe II . . . .| 11,5 12,5 11,3 } 11,3 | 11,1 ‘ 11,7 9,6 11,3
Cystein . . . . . 21 | 20| 22 | 10| 12| 13| 18] 17
Methionin . . . . | — 1,8 | — [ 5] —  — | — 1,6
Gruppe I1I. . . .| 21 } 38 | 22 | 25 1,2 1,3, 18| 38
Asparaginsdure . . | 11,6 | 12,6 | 11,3 11,6 ( 10,2 + 10,3 9,7 11,0
Glutamingdure . . 16,5 15,9 15,1 15,9 15,5 16,8 | 14,9 15,8
Gruppe 1V . . . . | 28,1 28,5 26,4 27,6 | 25,7 | 27,1 | 24,6 26,8
Lysin . . . . .. 6,4 6,6 6,7 6,6 6,6 6,4 5,8 6,4
Arginin . . . . . 4,6 5,1 4,5 4,9 4,9 4,8 4,4 47
Histidin . . . . . nicht mefibar
Gruppe V. . . . . ] 1,0 | 11,7 | 1L2 | 11,5 | 11,5 | 11,2 | 10,2 | 1L1
Phenylalanin . . . 2,9 2,9 2,7 2,6 3,0 3,1 i 3,2 2,9
Tyrosin . . . . . 35 | 29| 33 | 27! 31| 32| 341 32
Gruppe VI. . . .| 64 | 59 | 60 | 53 61| 63| 66 61
i | i | ‘
Prolin . . . . .. 38 | 45| 390 | 41 36| 47 40| 41
Oxyprolin nur in Spuren vorhanden

Total-% | 97,2 [101,56 | 94,8 | 958 | 94,2 [100,6 | 93,2 | 97,8

Die Analysen von Amyloid ergaben, dafl dieser EiweiBkorper nicht
einheitlich zusammengesetzt ist. In gleichem Sinne spricht der bereits
frither festgestellte wechselnde Ausfall der Farbreaktionen und ihre
BeeinfluBbarkeit (LETTERER, MissmaBL). Wenn die bisher bekannten
Aminoséurenanalysen ziemlich unterschiedliche Werte aufweisen
(EPPINGER, V. BoNsDORFF, NRUBERG), s0 ist dies nicht nur methodisch
bedingt. Wir sehen vielmehr darin einen weiteren Beweis fir die Un-
einheitlichkeit des Amyloideiweifles. ImFalle einer Amyloidaufarbeitung
durch peptische Abdauung des Organgewebes wire noch zu bedenken,
daB dadurch einzelne fiir die spezifischen Farbreaktionen unerldfliche
Gruppen verloren gehen (MissmanL) und eventuell die Préparate
durch Organgewebsreste verunreinigt bleiben. Letzteres ist indessen
recht unwahrscheinlich, weil die aus verschiedenen Organen gewonnenen
Priparate sowohl gleicher wie verschiedener Herkunft in gleicher Weise
variieren. So ist der Unterschied zwischen dem Amyloidpraparat aus der
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Leber und dem der Nieren und Milz nicht gréBer als die Differenz der
beiden Milzpridparate. Die Varietdt des Aminosdurenbestandes von
Amyloideiweil3 148t sich am ehesten damit erkliren, dal} sich mindestens
2 Proteine bei der Amyloidbildung in wechselndem Mengenverhiltnis
vereinigen und das Amyloid ein Mischk&rper ist. Wir werden auf diese
These noch bei der Besprechung der von uns aufgestellten Vergleichs-
reihe zuriickkommen.

In Abb. 3 wurden die eigenen Analysenresultate den bekannten Bau-
steinanalysen weiterer einheitlich beschaffener Eiweilkdrper zur Seite
gestellt. Die in Gruppen zusammengefalten Analysenwerte jedes Pro-
teins sind aus den jeweils senkrecht untereinander stehenden Saulen zu
ersehen. In waagerechter Richtung steht am weitesten links das am
besten, d. h. in destilliertem Wasser 16sliche Albumin. Es folgen die
Serumglobuline in der Reihenfolge des Anstiegs ihres isoelektrischen
Punktes. Diesem Anstieg geht eine Abnahme ihrer Loslichkeit weit-
gehend parallel (GraBaAR). Mit dem Lebereiweifl ist die Gruppe der
16slichen Proteine abgeschlossen. Bei der folgenden Gruppe der unlds-
lichen Eiweilkérper ist am weitesten links das Amyloid, dann das
Hyalin und das Kollagen der Bindegewebsfaser eingetragen. Histolo-
gisch erscheinen dabei das Amyloid und Oberflichenhyalin als amorphes
Gel. Das Kollagen wurde als Prototyp eines faserbildenden EiweiB-
kérpers in den Vergleich einbezogen. Schlielich sind noch gesondert
die Daten des Fibrinogen und Myosin aufgefiihrt.

Das fir die Léslichkeit der Proteine wesentliche Verhiltnis der
polaren Gruppen (Summe der Monoaminodicarbonsduren und Diamino-
monocarbonsduren) zu den apolaren Gruppen (Summe der aliphati-
schen und cyelischen Aminosiduren mit Kohlenwasserstoffresten) dndert
sich bei dieser Anordnung von 1:0,81 fir das Albumin bis zum
Kollagen mit 1:2,52 zugunsten der apolaren Gruppen stindig (vgl.
oberste Reihe der Abb. 3). Wenn also bei dem leicht 1oslichen Albumin
und «-Globulin des Serums die Zahl der polaren (hydrophilen) Gruppen
dem Bestand an apolaren (lipophilen) Gruppen annshernd gleichkommt,
so zeigt schon das Amyloideiweil mit einem Verhiltnis von 1:1,40 bis
1:1,76 ein Uberwiegen der die Léslichkeit beeintrichtigenden Gruppen.
BEs steht damit zwischen dem leicht fillbaren §- und y-Globulin des
Sernms und dem Hyalin. Das unlésliche, faserbildende Kollagen hat das
stirkste Uberwiegen apolarer Gruppen.

Das Verhaltnis der freien Carboxyl- zu den freien Amino- bzw.
Iminogruppen fallt bei simtlichen dargestellten Proteinen zugunsten
der sauren Gruppen aus. Ks iiberwiegen beim Lebereiweill und Hyalin
die Monoamino-dicarbonsduren iiber die Hexonbasen im Verhiltnis

.2,42:1 bzw. 2,37:1. Bei den verschiedenen Amyloidpriaparaten variiert
die Relation zwischen 1,73:1 und 3,13:1. Damit hat auch das Amyloid-
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eiweil und Oberflichenhyalin einen iiberwiegend sauren Charakter. Die
schon frither mehrfach angezweifelte (MAYEDA, PERNIS, SCHNEIDER und

Lésliches Eiwer8 Unlosliches Eiwei3 : “
Sol-Zustand Ge/—Zustand
E aser-
S EE E\ s . sfgz/rfup ‘°§
3 2. 3
'}l 3 § §’ % =, | E § % g’}
Y 8 €€ 3|8y T § 8] %8
SN .. 5% nlasls £ &8
<\(<\( 8RN x\mtv:&h:(el\§ TRI3 NPV 3 [N
Verhditnis N RN RS % &~
polare: apolere |QS I 2 REERREAY N E 3
Gruppen [N NI RS I
wl
Mol %
Aliphatische
Aminosauren 20
(Rotlenwasserstaf-
grugoen)
g
20
Aminosduren
g B T
4
%
Sehwerelhaltige )
Aminosduren Elal iumum . .= A0
20
Monoaming -
dicarbonsduren
g
20 -
Jiamino-mona—
earbonséuren I I I I ll I I l I I
g
%
Jsacyclische
aminosiurer,|ALLLA_pnnmamin | BIID pennn oa! D
20
Tminosduren
NITEN ] TTTTTIT Y L 0a

ADbb. 3. Aminosiurenzusammensetzung verschiedener Plasma- und Gewebsproteine im
Vergleich zum Amyloid und Hyalin. Die senkrechi uniereinander stehenden S#ulen geben
in Mol.-% den Anteil der einzelnen Aminoséiurengruppen fiir jedes Protein. Auf der
linken Seite finden sich die wasserldslichen EiweiBkorper, auf der rechten Seite die fes-
ten, in Wasger nicht ldslichen EiweiBsubstanzen sowie die Daten fiir Fibrinogen und
Myosin. Die Analysenwerte stammen, soweit sie nicht den Tab. 1—3 entnommen wurden,
von Brand (1), Pernis (2), Brand, Kassel u. Seidel (3), Bowes u. Xenten (4), Pernis,
Schpeider u. Wunderly (5), Brand u. Edsall (6) und Bailey (7).

WounpERLY) Verwandtschaft des Amyloid mit den. basischen Protami-
nen (NEUBERG) erscheint nunmehr an einem gréfleren Material wider-
legt., Diese Feststellung ist fir das histologisch-farberische Verhalten
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der Amyloidsubstanz, d. h. seine Affinitédt zu verschiedenen Farbstoffen
von Bedeutung. Eine geweblich-firberische Studie von ROCKER-
ScERODER am Tibinger Institut, bei der die Affinitét der Amyloidsub-
stanz zu Methylenblau und Kristallponceau ermittelt wurde, ergab, daf
die Aufnahme des basischen Farbstoffes unter py 4 sehr gering war und
die Adsorption des sauren Farbstoffes tiber py 4,9 ein Ende fand. Somit
trigt die Amyloidsubstanz zwischen py 4und 5die geringste Nettoladung,
was gleichermaBen fiir ein Uberwiegen des sauren Charakters spricht.

Betrachten wir das Vorkommen der einzelnen Aminosiurengruppen
bei den verschiedenen Proteinen, so stellen die aliphatischen Amino-
sduren mit lipophiler Seitengruppe und das Glycin den Hauptanteil.
In der Reihe Albumin-Serumglobulin-Lebereiweill und Amyloid-Hyalin
bis zum Kollagen nimmt ihr Anteil stetig zu. Abb. 4 zeigt fiir die ein-
zelnen Aminosdguren, dafl an der starken Zunahme vor allem das Glyein
beteiligt ist, welches im Kollagen iiber die Hilfte des Gesamtanteils
dieser Gruppe ausmacht. Nur der Alaninanteil bleibt im wesentlichen
unveridndert, wihrend Valin, Leucin und Isoleucin abnehmen. Die
Aminosiuren mit Oxygruppen sind am stirksten im §- und y-Globulin
und etwas weniger im Albumin, «-Globulin und Lebereiweill vertreten.
Thr Anteil nimmt iiber das Amyloid bis zum Kollagen etwa um die Hélfte
ab. Amyloid nimmt eine Zwischenstellung zwischen Lebereiweifl und
Hyalin ein.

Die beiden fiir die elektrische Ladung wesentlichen Aminoséiure-
gruppen mit iiberwiegend saurem bzw. basischem Charakfer zeigen in
dieser Reihe eine Abnahme, die bei den Monoamino-dicarbonsduren
besonders deutlich ist. Es bleibt aber, wie oben erwihnt, das Uberwiegen
der Aminosiuren mit saurem Charakter gewahrt. Die schwefelhaltigen
und isocyeclischen Aminoséduren nehmen in Richtung zum Kollagen hin
ebenfalls ab. Allerdings ist die Fehlerbreite ihrer Bestimmung infolge
geringer Konzentration relativ grof}, so dall diesen Unterschieden keine
wesentliche Bedeutung zukommt. Die Iminosduren sind in auffallend
groBer Menge am Aufbau von Hyalin und Kollagen beteiligt.

Myosin und Fibrinogen, welche besondere biologische Funktionen,
wie die Bindung mit Aktin zu Aktomyosin beim Ablauf der Muskel-
kontraktion bzw. den Ubergang in Fibrin bei der Blutgerinnung haben,
lassen sich in die dargestellte Proteinreihe nicht sicher einordnen. Hin-
sichtlich ihres Aminoséiurengehaltes scheinen sie mehr mit den loslichen
als den unlgslichen Proteinen iibereinzustimmen.

Auf Grund physikalisch-chemischer Eigenschaften konnen bekannt-
lich globulire und fibrillire Proteine unterschieden werden. In unserer
Reihe stehen auf der einen Seite die Serumproteine als typische globu-
lare Eiweilkorper, auf der anderen Seite das Kollagen mit den charakte-
ristischen Eigenschaften eines Faserproteins.
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Fiir die globuldiren Proteine ist die molekular geléste Form des Emul-
sionssols charakteristisch. Mit physikalisch-chemischen Methoden lassen
sich die Einzelelemente der dispersen Phase nachweisen und es zeigt sich,
daB lediglich ihre ungewdhnliche MolekiilgroBe fiir den eigenartigen Zu-

g 70 20 30 Mol % 40
T 1
; R
y Glyein
g
5
/ 0
7 | TO——— 7 ecams— T
Z R g —
. ] .
d Alanin Lysin
4 | —————— { mem—
13 5 nem—
7 7 ————
g ? ——
[ ————— Py
valin Arginin
4 — { ——
& p—— 5 pe——
7 7 m—
. 5 7 ——
tewein+Isol.| ° Phenylalanin
4 —— { —
& — & —
7 7
§ — 4——3
Serin lyrosin
 jen———— { =
& 5 r
—————— 7
g A —— 2 L
J 3 J — 3
’ Threonin ’ Cystein
5 p— 5 :
7 peassa— sl
I . .
’ Asparaginsre, p Methionin
5 IERE——— Sm
7 7
£ pemesse—— 5
L {
ag 70 20 0 70 Mol %%

Abb. 4. Anteil der einzelnen Aminosiuren (in Mol.- %) am Aufbau der in Abb. 3 aufge-

fithrten Proteine. Die fiint fiir jede Aminosiure aufgetragenen S#ulen beziehen sich auf

1. Serum-q-Globulin; 2. Serum-8-Globulin; 3. Wasserldsliches Lebereiweil (Mittelwert von

8 Praparaten); 4. Oberflichenhyalin der Milz (Mittelwert von 4 Praparaten); 5. Kollagen.

Beachte den Unterschied zwischen leicht und schwer 16slichen EiweiBkérpern, die Ahnlich-

keit von wasserldslichem Lebereiwei und «- bzw. §-Globulin sowie von Oberflichenhyalin
und Kollagen.

stand der Losung verantwortlich ist. Hs bestehen flieBende Uberginge
zur echten kristalloiden Loslichkeit. Das Sol ist unbegrenzt verdiinnbar
und hat trotz der erheblichen Gr6Be seiner Partikel eine relativ groBe
Stabilitét. Diese ist Folge einer AbstoBung gleichsinnig geladener Teil-
chen und des Bestrebens der Partikel, sich mit einem Wassermantel zu
umgeben (Hydratation). Die Ladung des Molekiils und die GroBe seines
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Wassermantels werden auBler durch die Molekiilgrofle und -form, also
Eigenarten des Aufbaues, auch vor allem durch die Qualitit der einge-
bauten Aminosiuren bestimmt. Strukturell bestehen die globuliren
Proteine wie auch das fibrillire Eiweill aus Polypeptidketten, die nach
neuesten Erkenntnissen beim globuléren Protein in einer weitgehenden
Filtelung bzw. Knduelung gelagert sein miissen (Pavring). Schon
SOERENSEN vermutete angesichts der kompakten Molekillstruktur, da@
lange Polypeptidketten biegsam sind und damit eine Neigung zur Auf-
rollung und Knéuelbildung haben. Die hierfiir erforderlichen intra-
molekularen Kohisionskrifte sollen von den zahlreichen unterschiedlich
geladenen Seitengruppen der eingebauten Aminosduren ausgehen. So-
mit spielt auch fir die Knduelbildung die Eigenart des Aminoséiuren-
bestandes eine Rolle, wobei der Reichtum globulérer Proteine an Amino-
sduren mit funktionellen Seitengruppen diese Vorstellung bekraftigt. Uber
die Oberflichenladung der einzelnen Makromolekiile ist relativ wenig
bekannt. Auf Grund des physikalisch-chemischen Verhaltens ist es den-
noch sicher, daB das Albuminmolekiil eine sehr grofie Nettoladung be-
sitzt und seine Hydratationsféhigkeit im Loslichkeitsversuch gro8.ist.
Schon das y-Globulin ist wesentlich unstabiler und tréigt nur eine
geringe Nettoladung. Dementsprechend finden sich auch wesentliche
Unterschiede in der Aminoséurenzusammensetzung beider EiweiBkorper.

Die fibrilldren Proteine sind weitgehend unléslich. Beim Kollagen
1864 sich bis in die kleinste Untereinheit eine gestreckte Form der Poly-
peptidketten nachweisen. Im Verlauf der Fadenstruktur kommen rént-
genspektroskopisch und elektronenmikroskopisch verschieden lange
Perioden zur Darstellung. Kleine und gréfere Untereinhbeiten, die beim
Kollagen bis zu 216 Aminosdurereste enthalten konnen, wechseln in
einem bestimmten Rhythmus, wobei die gréfite Periode eine Linge von
640 A hat (Grassmanx). Das Faserprotein ist somit bis in seine klein-
sten und deutlich gestreckten Untereinheiten regelméfBig strukturiert.
Auch die fibrilliren Proteine der Keratin-Myosin-Fibrinogen-Gruppe
zeigen dhnliche, mehr oder weniger gestreckte regelméfBige Strukturen.
Fir die Neigung zur Strukturbildung muf} letzten Endes eine besondere
Anordnung der Aminosiurenreihenfolge und die Qualitidt der eingebauten
Aminosduren verantwortlich gemacht werden. Im Falle des Kollagens
fallt vor allem der relative Mangel an Aminosduren mit funktionellen
Seitengruppen auf (Uberwiegen des Glycin, vgl. BERGMANN). Weiterhin ist
der hohe Gehalt an Aminosduren mit hydrophoben Gruppen bemerkens-
wert. Vielleicht ist dadurch die Fahigkeit zur intra- und intermolekularen
Briickenbildung vermindert und die Polypeptidketten bleiben eher ge-
streckt. NEURATH hebt in diesem Zusammenhang den relativ hohen
Glycingehalt des Kollagens hervor und Pavring weist auf den hohen
Anteil des Prolin am Aufbau des Kollagens hin, wobei das Prolin in

Virchows Arch. Bd. 327. 23
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Verbindung mit Glycin und einer weiteren Aminosiure eine immer
wiederkehrende Tripeptiduntereinheit des Kollagens bilden soll. Die
Tendenz dieser Molekiile, Ketten und Fasern zu bilden, geht sogar so
weit, daB nativ geldstes Kollagen in geeignetem Milieu wieder zu einer
Faser auskristallisiert, die unter dem Elektronenmikroskop auch wieder
die charakteristische Querstreifung der natirlichen Faser aufweist
(RANDALL). ' '

Dieser Ausblick auf verschiedene physikalisch-chemische Eigen-
schaften zeigt, dafl mit einem bestimmten Aminoséurenbestand auch
gewisse Molekiileigenschaften, wie Loslichkeit, Ladung und Fihigkeit
zur Strukturbildung in engem Zusammenhang stehen koénnen. Eine
nihere Ausdeutung erscheint heute noch unmaglich, ist aber bei weiterer
Kldarung der chemischen Struktur von EiweiBsubstanzen zu erwarten.

Wie unsere Aminosfiurenanalysen gezeigt haben, stehen Amyloid
und Oberilichenhyalin in ihrer Stoffzusammensetzung zwischen dem
globuléren und fibrilliren Protein. Da bislang wegen der Unléslichkeit
und des amorphen gelartigen Zustandes von Amyloid und Hyalin eine
physikalisch-chemische und submikroskopische Charakterisierung nicht
moglich war, ist auch die Ausdeutung der Aminosiurenbefunde nur
beschrinkt. Immerhin steht fest, daB beide Proteine auf Grund der
Aminosédurenanalyse weder rein globuldre, noch einheitlich fibrillare
Eiweifkorper sind. Es liegt vielmehr die Annahme nahe, dall es sich
um Gemische beider Elemente handelt, die je nach Ausfall ihrer Amino-
sdurenanalyse mehr globuldres Protein (beim Amyloid) oder fibrillires
Protein (beim Oberflichenhyalin) enthalten. Moglicherweise ist es beim
Amyloid und Hyalin zu einer Anlagerung von globuldren Proteinen an
das Fasernetz fibrillirer Eiweiflkorper gekommen, ohne dal bis jetzt
sichere Aussagen dariiber mdoglich sind, auf welche Weise solche Ge-
mische entstehen und zu der eigentiimlichen amorphen Geliérung ge-
bracht werden.

Wir konnen diese Vorstellung durch grundlegende Befunde von
EricH MULLER stiitzen, der beim Bindegewebshyalin eine Adsorption
globulinartiger Eiweilkorper an die kollagene Faser nachgewiesen hat.
Obwohl die Bildung dieser Hyalinart stets an der kollagenen Faser an-
setzt, bestand ihr Eiweill nicht ausschlieSlich aus Kollagen, sondern es
lieBen sich je nach Alter und Abstammung des Hyalins mehr oder weniger
reichlich globuldre Eiweilkoérper, darunter sogar Albumin, extrabieren.
Alte Milzschwarten hatten ziemlich einheitlich einen Kollagengehalt von
60—80%. In jingeren, mit einem fibrindsen ErguB einhergehenden
Schwartenbildungen der Pleura fand sich indessen nur zu 30—50% Kol-
lagen. In diesem Fall hatte der Hauptanteil des Gesamteiweilles Glo-
bulincharakter. Theoretisch ergeben sich so flieBende Uberginge bis
zu dem letztlich nur noch aus globuldren Proteinen sich zusammen-
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setzenden. ,fibrindsen” Hyalin, das MUTrEr in Form des hyalinen
Thrombus und der hyalinisierten diphtherischen Membran von den
Grundtypen desepithelialen und bindegewebigen Hyalin abtrennt. Durch
Adsorption von Plasmaprotein an angesduerte kollagene Fasern konnte
auBlerdem in vitro ein dem nativen Bindegewebshyalin entsprechendes
histologisches Bild erzielt werden.

Die Klassifizierung der Hyalinbildungen in Prézipitations- und Ad-
sorptionshyalin einschlieBlich der Kollagengruppe erscheint nach unseren
Befunden auch unter dem Gesichtspunkt des Aminosiurenbestandes
berechtigt, da Amyloideiweil und Oberflichenhyalin schon ihrer chemi-
schen Zusammensetzung nach verschiedene Substanzen sind. Insbe-
sondere ist erwidhnenswert, dafl die Aminosiurenzusammensetzung
der Milzschwarte eine Verwandtschaft zum Kollagen nahelegt. Da
unser Material durchwegs alten Schwarten entnommen wurde, ist eine
weitgehende FEinheitlichkeit in der Aminosiurenzusammensetzung
verstédndlich.

Wenn hier auf Zusammenhinge zwischen Aminosidurenbestand,
physikalisch-chemischem und morphologischem Krscheinungsbild ver-
schiedener pathologischer Eiweilablagerungen und physiologischer Pro-
teine eingegangen wurde, so erscheint uns dies als ein moglicher Weg
weiterer Forschung und als der Versuch eines Briickenschlages zwischen
mikroskopischer, submikroskopischer und chemisch-konstitutiver Struk-
tur. Wir stehen jedoch noch ziemlich fern von einer endgiiltigen Klirung,
dennoch wird deutlich, dafl die Aminosduren-Bausteinanalyse geeignet
ist, unsere Vorstellungen von der mikroskopischen und submikroskopi-
schen Struktur der Proteine und Gewebe zu erweitern.

Zusammenfassung.

Da Menge und Art der eingebauten Aminosduren ein wesentliches
Charakteristicum jedes EiweiBlkérpers sind, wurde die Aminosiduren-
zusammensetzung von verschiedenen Amyloideiweilipraparaten, mehre-
ren Hyalinproben (Oberflaichenhyalin der Milzkapsel) und wasserloslichen
Eiweilkorpern der Leber (Priparat aus der Méiuseleber) mit einer
quantitativen papierchromatographischen Methode ermittelt. Dabei
hatten die Hyalin- und Leberpraparate einen qualitativ und quantitativ
konstanten Aminosiurenbestand. Die Zusammensetzung des Amyloid-
eiweiles war nicht einheitlich.

Fir die Deutung der Aminosdurenbefunde erwies es sich als vor-
teilhaft, Aminosiuren mit chemisch verwandten Seitengruppen zu-
sammenzufassen und dabei fiir die Charakterisierung des Loslichkeits-
verhaltens und der Ladungsqualitit des Molekiils den Anteil an Amino-
sduren mit polarer und apolarer Seitengruppe bzw. das Verhiltnis der
Monoamino-dicarbon-séuren zu den Hexonbasen herauszustellen. Es

23%
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zeigt sich beim Vergleich mit den wasserloslichen EiweiBkorpern des
Serums und dem unldslichen Kollagen, daB Amyloid und Bindegewebs-
hyalin eine Zwischenstellung einnehmen und wahrscheinlich Protein-
gemische sind. Dabei ist das Kapselhyalin dem Kollagen nahe ver-
wandt und das Amyloideiweil, welches zu den sauren Eiweilkdérpern
zu rechnen ist, steht einerseits den Serumglobulinen und andererseits
dem Kollagen und Hyalin nahe, Das wasserlosliche Lebereiweifl gleicht
im quantitativen Aminosiurenaufbau weitgehend dem «- und §-Glo-
bulin des Blutserums.

In einem Vergleich der Ergebnisse mit weiteren bekannten Analysen
verschiedener EiweiBkorper wird auf mogliche Zusammenhiinge zwischen
Aminosiurenbestand, physikalisch-chemischem und morphologischem Er-
scheinungsbild ndher eingegangen. Obwohl mangels niherer Kenntnisse
itber die Reihenfolge der Aminoséuren in den einzelnen Polypeptidketten
und deren Verkniipfung zum Makromolekiil die Ausdeutung von Amino-
siurenanalysen heute noch beschrénkt erscheint, so zeichnen sich doch
Unterschiede ab, die je nach Loslichkeitsverhalten und molekularer
Struktur der einzelnen Korper (globuldres und fibrillires Protein) ver-
schieden sind.
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