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Seit der Beschreibung amyloider  Abscheidungen im Gewebe durch VI~CHOW 
(1854a, b, c, d ) w a r  die stoffliche Bes t immung dieser S t ruk turen  mehrfach Gegen- 
s tand  ehemischer und  histochemischer Untersuchung.  

D i v v y  und  FLO~KIN (1927) beobachte ten  als erste, dab die dureh Kongoro t  
rot  angef~rbten amyloiden S t ruk turen  bei Be t rach tung  im polarisierten Licht ,  
un ter  Verst~rkung der Doppe]tbrechung,  grfin aufleuchten. Dieser Farbweehsel  
wurde seitdem yon  mehreren Untersuchern  bests  ( R o ~ g ~ u  1943, 1949, 1956, 
LADEWIG 1945, MISSMAttL und  HARTWm 1953, 1954, MISSMAHL 1955, 1957, PFEI~- 
r ~  1953, JOKA~SSO~ und  P~EIF~]~ 1954) und  yon  MlSS~AEL (1957) als ffir 
das Amyloid  spezifisch bezeichnet.  

Der Verstarkung der Formdoppeltbrechung des Amyloids durch die F~rbung mit Kongo- 
rot soll die Bi!dung eines Amyloid-Kongorotkomplexes nach Art eines sog. Wienersehen 
MisehkSrpers zugrunde liegen (LADEWIG 1945, JO~A~SSO~ und P~I~F~a 1954). Auch ohne 
F~rbung zeigen ~myloide Strukturen im polarisierten Licht eine Formdoppeltbrechung, die 
durch Behandhmg mit Shuren verst~rkt wird (HAss und Sc~cLz 1940). Der Anisotropie 
~myloider Strukturen liegt n~eh MlSS~A~[L und HA~WlG (1953) die Anwesenheit maskierter, 
retieul~rer Fasern zugrunde. Dugegen ffihrte R o ~ J ~ I  (1956) die Doppeltbreehung ~uf 
eine dem Amyloid eigene mieellare Struktur zuriiek. K~eKE (1959) untersuehte kiirzlich 
die Doppeltbreehung des Amyloids erneut; er konnte jedoch nieht entscheiden, ob eine l%ser- 
oder Amyloiddoppeltbrechung vorliegt. Zur F~rbung des Amyloids wurden aul~er Kongorot 
aueh andere Azo~arbstoffe verwandt. DIvvY (1927 und 1952) konnte mit Bismarekbraun 
ebenf~lls eine Griin~rbung im polarisierten Licht erzielen. Trypanrot and Trypanblau 
wurden yon L~])~wIr (1945) benutzt. DIV.Z~L (1957, 1958a und b, 1959) berichtete fiber ein 
mit Kongorot vergleiehbares, f~rberisches Verhalten der Farbsto~fe Evans-Bl~u, Amido- 
schwarz 10B, Direkttiefsehwarz, Chlorantinliehtrot, Baumwollbraun, Chlor~ntinlichtgrfin, 
Trypanblau und Methylorange an amyloiden Strukturen bei allgemeiner Amyloidose und 
seniler Demenz (senile Drusen im Gehirn). Die Farbwertver~nderungen am Amyloid im 
polarisierten Lieht naeh F~rbung mit Evans-Blau und Amidoschwarz 10B konnte KI~i3CKE 
(1959) best~ttigen, und uueh S~I~L~E~E~ (1958) erhielt mit Amidosehwarz 10B an den 
amyloiden Strukturen bei seniler Demenz die gleiehen Fs Die Farbton~nderung 
der genannten Azofarbstoffe, die nut im pol~risierten Licht auftritt, wird ~uf eine gerichtete 
An- oder Einl~gerung des Farbstoffes in formdoppeltbreehende Strukturen zurfickge~i~brt. 

N~ehdem uns bei einer Prfifung der Farbwer tvers  yon  Azofarb- 
stoffen das dichroitisehe Verh~lten des Amy[o~ds bei mehreren F~rbstoffen ~uf- 
gefullen war, lag es nahe, das Verhal ten des Amylo~ds gegen eine grol~e Zahl yon  
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Farbstoffen systematisch zu pr/ifen und dabei auf Farbgnderungen im polari- 
sierten Licht zu achten. Gleichzeitig sollen die Befunde einer grtindlichen bau- 
steinhistochemischen Untersuchung am Amyloid mitgeteilt werden. Die Methodik 
unserer histochemisehen Untersuchung kann bei PEARSE (1954) und DIEZEL (1957) 
nachge]esen werden. 

Eigene Untersuehungen 
a) Bausteinhistochemisehe Untersuehung des Amyloids (Tabelle 1). Die histo- 

chemischen l~eaktionen zum Naehweis der Eiwei/3k6rper fallen am Amyloid posit,iv 
aus (Tabelle 1). Die starke I~otfgrbung bei der gekoppelten Tetrazoniumreaktion 
weist auf einen hohen GehaR aromatischer Aminosguren. Da die Reaktion nach 
24sttindiger Benzoylierung deutlieh abgeschw/~cht verlguft, ist naeh DAI~IELLI 
ein relativer Histidinmangel anzunehmen. Der positive Ansfa]l der Ninhydrin- 
Sehiff-Reaktion zeigt den Gehalt eiweiBgebundener Ntt  2- Gruppen, der der Millon- 
schen Reaktion die Anwesenheit von Tyrosin. Die Anwendung der S~urehydrolyse 
und die yon Trypsin und Papain fiihrt zu keiner Xnderung der Tetrazonium- 
reaktion. Wenn somit kein Zweifel bestehen kann, dab im Amyloid EiweigkSrper 
vorhanden sind, so ist doeh eine nghere Differenzierung (innerhalb) der Proteine 
und Proteide mit histochemischer Methodik bis heute nicht mSglich. 

Der positive Ausfall der PAS-Reaktion kann nach dem Ergebnis des Aeety- 
lierungs- and Bromierungstestes auf die Anwesenheit yon Kohlenhydraten zur/ick- 
gef/ihrt werden. Die PAS-Positivits lglR sich weder mit tIyaluronidase noch 
mit Diastase beseitigen, ist jedoeh nach Einwirkung von Papain abgesehw~cht. 

Die Bialsche Probe zum Nachweis der Neuraminss am Schnittpr/~parat 
f/~llt an amyloiden Strukturen positiv aus. Dieser Befund steht im Einklang 
mit den Angaben yon XLE?CX and FAILLAI~D (1955). Lgl3t man Papain auf den 
Schnitt einwirken, wird die Bialsehe Probe negativ, w~hrend Trypsin, tIyaluroni- 
dase und Diastase auf den positiven Ausfall keinen Einflul~ haben. Der positive 
Ausfall der PAS-Reaktion beruht wenigstens zum Tefl auf der Anwesenheit 
yon Neuramins/~ure. Dafiir spricht die Absehw~chung der PAS-Reaktion naeh 
Papainandauung. 

Es darf jedoeh nieht ausgesehlossen werden, dab mSglicherweise im Amyloid 
noch Glykoproteide enthalten sind. Diese Glykoproteide konnten nicht ns 
charakterisiert werden. Eine angedeutete Metachromasie bei Toluidinblau-, 
Methylenblau- sowie Thioninfs und eine schwache Anfgrbung mit Alcian- 
blau and der I~eaktion naeh HALE lassen an ein sehwach saures Glykoproteid 
denken. Eine Sulfatierung mit Verst~rkung der Toluidinblaumetachromasie 
gelang jedoeh nicht; die Metachromasie konnte sogar vo]lst/tndig verhindert 
werden. 

Die Reaktionen zum Nachweis yon Lipoiden fallen negativ oder schwach 
positiv aus. Ein nennenswerter Gehalt an Lipoiden besteht wohl nicht. Wie 
unsere Extraktionsversuche ergeben haben, sind weder die PAS-Reaktion noch 
die Kongorotfarbung auch naeh langdauernder Einwirkung yon FettlSsungs- 
mitteln (Frischsehnitte !) beeinfluBbar. Triglyceride sind sicher nicht vorhanden. 
Die Anwesenheit yon Lipoproteiden, wie sie kfirzlieh yon I:~UKAVINA, BLOCK und 
Cu~Is  (1956) bei zahlreiehen Gliedern einer Familie mit allgemeiner (prim/trer) 
Amyloidose besehrieben wurde, kann dagegen nieht ausgesehlossen werden 
(sehwaeh positive Anf/~rbung mit Nilblan). 
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b) U n t e r s u e h u n g  der F o r m d o p p e l t b r e e h u n g  des A m y l o i d s .  Mit  d e m  e l l ip t i s chen  
K o m p e n s a t o r  (Lei tz)  w u r d e  m i t  H i l f e  des  M e g v e r f a h r e n s  n a e h  ]31~ACE die  Gr6Be 
der D o p p e l t b r e c h u n g  a m y l o i d e r  S t r u k t u r e n  a m  ungef /~rbten Schni t tpr / iparat ,  
n a c h  d e m  A b l a u f  e in iger  h i s t o e h e m i s c h e r  R e a k t i o n e n  u n d  n a c h  A n f / i r b u n g  m i t  
v e r s c h i e d e n e n  F a r b s t o f f e n  b e s t i m m t  (MeBergebnisse  T a b e l l e  2). 

D a b e i  ergab s ich,  d a b  die  P A S - I ~ e a k t i o n  u n d  die  A c e t y l i e r u n g  k e i n e n  E in f luB  
auf  die  F o r m d o p p e l t b r e c h u n g  h a b e n  u n d  d a b  s ich a u c h  durch  die  g e k o p p e l t e  
T e t r a z o n i u m r e a k t i o n  nur  e ine  sehr ger inge  V e r s t i r k u n g  erz ie len  1/iBt. D i e  An-  

Tabelle 1 

Firbung 

1. Reaktionen zura Nachweis der Eiweifl. 
kdrper 
G e k .  T e t r a z o n i u m r e a k t i o n  . . . . .  

Millonsche g e a k t i o n  . . . . . . .  

Ninhydr in-Schi f f  (unfix. Schnitt )  . , 

Bialsche  g e a k t i o n  am Sehni t tpr~parat  

2. Reaktionen zum Nachweis der Kohlen- 
hydrate 
Best-Carmin (unfix. Schnitt) . . . .  
PAS-Reaktion wigrig  . . . . . .  

alkoholisch . . . . .  
Acetylierung - -  PAS . . . . . . .  
Bromierung - -  PAS . . . . . . .  
Aeetylierung - -  Verseifung - -  PAS . 

3. Extraktionen mit ~ermenten 
Trypsin 1Std - -  gek. Tetraz . . . .  

- -  BiM . . . . . . .  
- -  PAS . . . . . .  
- -  Kongorot 

(fix. Sehnitt) . . 
(unfix.) . . . .  

Papain 12 Std - -  gek. Tetraz . . . .  
- -  Bial (fix. Sehnitt) . 

1 Std - -  Bial (unfix. Sehnitt) 
12 Std - -  PAS (fix. Sehnitt) . 

- -  PAS (unfix. Sehnitt) 
- -  Kongorot 

(fix. Sehnitt) . . 
(unfix.) . . . .  

HyMuronidase 3 Std - -  ]?AS . . . .  
Diastase i/2 Std - -  PAS . . . . . .  

J. EinJiihrung verschiedener Radikale 
Methyl ierung  - -  Kongoro t  . . . . .  

Benzoy l i erung  24 Std  - -  gek.  Tetraz .  
1 6  S t d  - -  K o n g o r o t  . 

2 4  S t d - -  K o n g o r o t  . 

3 6  S t d  - -  K o n g o r o t  . 

Aeety l i erung  - -  Kongoro t  . . . . .  

Nitr ierung ( L i l l i e )  - -  K o n g o r o t  . . . 

Sulfat ierung (Gomori)  - -  Kongoro t  
- -  Tolu id inblau  wagr ig  . . . . .  

Sulfat ierung ( M o o R ~  u . a . )  

- -  K o n g o r o t  . . . . . . . . .  

- -  Toluidinblau . . . . . . . .  

Amyloid 

Doppelt- 
Anf~rbung brechung 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

0 0 
+ + 
+ + 
0 + 
+ + 
+ + 

+ + 
+ 0 

+ + + (blau) 

+ + + (griin) 

+ + + (griin) 
+ + 
0 0 
0 0 
+ + 

(+) + 

+ + + (grfin) 
+ + + (grfin) 
+ + 
+ + 

+ +  (+) 
(+) 0 

0 ( + )  
0 ( + )  
0 0 
+ + - 9  (griin) 
+ + + (gri~n) 
0 0 

hellblan 0 

(+) (+) (griin) 
blau ( + )  (rot) 

Bindegewebe 

Anfiirbung 

+ 
+ 
+ 
0 

0 
+ 
+ 
0 
+ 
+ 

+ 
0 

+ +  

+ 
0 
+ 
0 
0 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

rotviolett 

0 
rot 

l) oppelt- 
brechung 

+ 
+ 
+ 
+ 

0 
+ 
+ 
+ 
+ 
§ 

+ 
+ 
+ 

+ (griin) 
+ (rot) 

+ 
0 
+ 
+ 
+ 

+ (griin) 
@ (rot) 

+ 
+ 

+ 
+ (blau) 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ (rot) 
+ 

+ (blau) 

+ 
+ (blau) 
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F~rbung 

5. SiiurehydroIyse 
1/10 n HCL 30 min - -  gek. T e t r a z . . .  

BiM 
PAS ( f i x . ) . . .  
PAS (unf ix . ) . .  

Amyloid 

Doppelt- 
Anfgrbu~g brechung 

§ § 
+ 0 
§ § 

,'- (+)  

Bindegewebe 

Anfgrbung Doppelt- 
brechu~g" 

+ + 
0 + 
+ § 

+ §  + 
- -  Kongorot (fix) . 
- -  Kongorot (unfix.) 

6. Real;tionen zum Nachweis der Fette 
und Lipoide 
Sudanschw~rz 
Sudansehwarz - -  naeh 24 Std Pyridin 
Seharlaehrot 
Sudan I I I  

§ 
§ 

(+)  
(+)  

0 
(+)  

§ § (griin) 
§ § (grSn) 

§ (grau) 0 
+ (+)  

+ (grtin) 0 
§ (griin) 0 

§ § (gri~n) 
0 § (rot) 

§ 
§ 

§ (rot) 
+ (rot) 

Nilblau 
PFAS - -  l~eaktion 
U V - -  Sehiff (BnLT u. H~YES) . . . 

7. Extralctionen mit JLipoidl6sungsmitteln 
MethylMkoho112 Std, 24 Std 

- -  Kongorot 
AthylMkohol 70 %, 100 %, 12 Std, 

24 Std - -  Kongorot 
~ther 24 Std - -  Kongorot 
Chloroform 24 Std - -  Kongorot . . 

8. Sonstige Fiirbemethoden 
Kongorot in Zucker . . . . . . .  

in Caed~x . . . . . . .  

Alcianblau . . . . . . . . . . . .  
Eisenbindung nach HALE . . . . .  
Toluidinblau Zueker . . . . . . .  

Caedax . . . . . . .  

violett 
(+)  
(+)  

orangerot 
§ 
§ 

hellblau 

§ 

§ 
§ 

(+)  
(+)  

rotviolett 
hellblau 

§ 2 4 7  (griin) 

+ § (griin) 
§ § (griin) 

+ 
§ 

rot: orange 
ziegelrot 

(+)  
(+)  

(+)  
0 

(+)  
(+)  

hellblau 
hellblau 

hellblau 
+ 
§ 

§ 

+ (rot) 
§ 

(ungefgrbt) 
§ 
§ 

hellblau 
hellblau 

fgrbung  mi t  Chlorant in t ieh t ro t ,  Evans -Blau ,  Amidosehwarz  und  Me thy lenb lau  
ff ihrt  dagegen  un te r  F a r b w e r t g n d e r u n g  zu einer  Vers tg rkung  der  F o r m d o p p e l t -  
breehung,  die sich nach  A r t  und  S tgrke  m i t  der  dureh  K o n g o r o t  erziel ten ver-  
g M e h e n  liiBt. 

I n  der  Tabel le  2 fgl l t  auf, dab  die gemessene Doppe l tb r eehung  du tch  die ein- 
gef i ihr ten Subs tanzen  en tweder  p rak t i s ch  u n v e r g n d e r t  b le ib t  (PAS,  Te t razon ium,  
K r e s y l v i o l e t t  in Caedax) oder  aber  s te ts  e twa  in derse lben Gr6genordnung  ver-  
s t g rk t  wird  (Kongorot ,  Chloran t in l ieh t ro t ,  Amidoschwarz ,  Evans -Blau ,  Eosin,  
Me thy lenb lau  in  Zucker  und  Caedax und  Kre sy lv io l e t t  in  Zueker  eingesehlossen).  
Es  k a n n  da raus  gesehlossen werden,  dab  weder  die F a r b e  noch die chemisehe 
S t r u k t u r  der  e ingelager ten  Fa rbs to f f e  fiir  die Vers tg rkung  der  D oppe l t b r e e hung  
ve ran twor t l i eh  ist.  Der  Gedanke  ]iegt nahe,  die Ursaehe  der  Doppe l tb rechungs -  
ve r s tg rkung  in a l lgemeineren  phys ika l i sehen  Ursachen  zu suehen, die allen in  
die S t r u k t u r e n  e ingef i ihr ten  Stoffen gemeinsam sind. 

Naeh  Kongoro t -  und  Chloran t in ] ieh t ro t fg rbung  (ebenso aueh naeh Eosin-  
fgrbung)  lassen sieh bei  B e t r a e h t u n g  im po]ar is ier ten  L ich t  gelbe und gri ine 
St.ellen a m  A m y l o i d  unterseheiden.  I n t e r e s san t  ist,  dab  bei  den gelben Stel len 
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Tabelle 2". Die Stdrke  der Doppeltbrechung 

F~irbung 

Ungefiirbt . . . . . . . . . .  

PAS . . . . . . . . . . . .  

Tetrazonium . . . . . . . . .  

Benzoylierung/Kongorot 36 Std.  
Sulfatierung/Kongorot . . . . .  
Nitrierung/Kongorot (gelb) . . . 
Kongorot (gelb) . . . . . . .  
Kongorot (griin) . . . . . . .  
Chlorantinlichtrot (gelb) . . . .  
ChlorantinHchtrot (griin) . . . .  

Amidoschwarz . . . . . . . .  
Evans-Blau . . . . . . . . .  
Eosin . . . . . . . . . . . .  

Methylenblau . . . . . . . . .  
Kresylviolett . . . . . . . . .  

A m y l o i d  
( G a n g u n t e r s c h i e d  in  m i d  

in  Z u c k e r  in Caedax 

5 
4 

i I  

32 
15 
35 
13 
21 
12 
16 

(griine Stelle) 
34 

6 

Bindegewebe  
( G a n g u n t e r s c h i e 4  in rag)  

in  Caedax in  Zucker 

7 
12 

7 
12 
13 

8 

0 
39 
32 
14 
34 
15 
35 
36 
31 

(gelbe Stelle) 
42 
22 

15 
7 

12 
13 
8 
9 

l0 

37 

16 
17 

26 

* Die Bestimmung des Gangunterschiedes erfolgte mit dem elliptischen Kompensator 
der Ffl'ma Leitz n~ch dem MeBverfahren yon BRACE. Die Zahlenang~ben verstehen sich in 
m# und stellen Nittelwerte aus mindestens 10 Einzelmessungen dar. 
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Abb.  1. S t a r k e  tier D o p p e l t b r e o h u n g  des 
A m y l o i d s  n a c h  F/~rbung m i t  K o n g o r o t  
( S e h n i t t e i n d e e k u n g  i n  Caedax) ,  gemessen  
in  m o n o e h r o m a t i s e h e m  L i e h t  be i  ver-  
seh iedenen  ~u E s  e r g i b t  s ieh 
d u t c h  die F a r b s t o f f a n -  oder  - e i n l a g e r u n g  
e ine  se lek t ive  Vers t~trkung 4er  Doppe l t -  
brechung zwischen  530 nnd 560 rn~. 
Diesem E r g e b n i s  e n t s p r i c h t  die gr i ine  bis  
griingelbe Farbe a m y l o i d e r  Strukturen 
i m  po l~r i s ie r ten  L i c h t  n a c h  Kongorotf /~r-  
b u n g .  Die St / i rke  tier D o p p e l t b r e c h u n g  
i s t  de f in ie r t  a ls  G ~ n g u n t e r s c h i e 4  d iv id ie r t  

d u t c h  die Sch i ch td i cke  des Ob jek t s  

die Doppe l tb r echung  durehsehnit t . l ieh dop-  
pe l t  so groB is t  wie bei  den grfinen. Dies 
s teh t  in U b e r e i n s t i m m u n g  mi t  der  AuL  
fassung,  d a b  die gelben Stel len eine gr6Bere 
Sehieh td ieke  als die gr i inen h a b e n  (Schieht-  
d ickenei fek t ,  Se~6LL, B~NI~OLD und DI~ZEL 
1959). 

Papa iu - ,  Tryps in-  und  HC1-Einwirkung 
f i ihren zu ke iner  Jmderung  der  Doppe l t -  
breehung.  Dagegen l~Bt sieh die F o r m d o p p e l -  
b reehung  des Amylo ids  dureh  eine 16stfindige 
Benzoyl ie rung  tei lweise und  du tch  eine 
36stfindige vollst/~ndig aufheben.  Aueh naeh 
Sul fa t ie rung  is t  die Doppe l tb r eehung  amy-  
loider  S t ruk tu ren  n ieh t  mehr  n~ehweisbar ;  
eine Anf~rbung  m i t  K o n g o r o t  gel ingt  n ieh t  
mehr .  D a m i t  i s t  die Bialsehe Probe  zum 
Naehweis  der  Neuraminsaure ,  der  Benzoyl ie-  
rungs-  und  der  Sul fa t ie rungsef fekt  m i t  
Xnderung  der  F o r m d o p p e l t b r e e h u n g  und  be- 
senders  dem Ver lus t  der  F a r b w e r t g n d e r u n g  
des Kongoro t s  von 1%t naeh  Grtin im polar i -  
s ier ten L ieh t  ffir das  A mylo id  eharakter i s t i seh .  

Die  St~trke der  Doppe l tb r echnng  des Amylo ids  nach  F / t rbung  m i t  K o n g o r o t  
und  EinschluB in Caedax  wurde  in An lehnung  an  die Un te r suchungen  yon  WXLC~II 
(1945) an der  Viscosefaser und  yon  MISS~AHL a m  A mylo id  im monochromat i schen  
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Abb. 2 a - - d .  Knot iges  Amylo id  der Leber  (S. Nr. 812/55). Kongorotf~trbung, E indeckung  in  Caed~x, 
Be t r ach tung  i m  polar is ier ten Licht .  ~ Sehni t tdicke 10 ~; b Schni t tdicke 20/~; c Schnit tdicke 50 ~; 
d Sclmit tdicke 100 Z. Mit zunehmencler  Sehnit tdicke ~nder t  sich der Fa rb ton  yon  Grfin fiber Gelb- 
grfin, Gelb nach  Rot  (Sehiehtdickeneffekt  im  polaris ier ten Licht) .  Die 4 Selmit te  wurden  auf  e inem 

Objek t t r~ger  aufgezogen und  in e inem F~rbegang  gef~rbt  
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Lieht bei verschiedenen Wellenlgngen gemessen. Aus jeweils 10 Einzelmessungen 
wurde das Mittel gebildet. Dabei ergab sich eine Kurve mit einem Gipfel zwischen 
530 und 560 m/b, also im Grfin-Gelb (Abb. 1). Das Auftreten des griinen Farbtons 
im polarisierten Lieht nach F~rbung amyloider Strukturen mit Kongorot kann 
daher mit  der selektiven Verstgrkung der Doppeltbrechung des Lichtes im Be- 
reich yon 500--580 m# (Griin und Gelb) erklgrt werden (ScH6LL, BENNttOLD, 
DI~ZEL 1959). Der grfine Farbton kongorot gef~rbter Amyloidstrukturcn ver- 
schwindet, wenn das Schnittpr~parat eine gr6Bere Schnittdieke erlangt. Es 
gndert sich dig Farbe yon Griin fiber Gelbgrfin, Gelb nach Rot. Es kommt dann 
der dem Kongorot eigene Farbwert auch im polarisierten Lieht zum Vorschein. 
Man kann diesen Vorgang als Schichtdickenwirkung im polarisierten Licht be- 
zeichnen (Abb. 2a--d).  Wie Kongorot verhalten sieh aueh andere Farbstoffe, 
z. B. Chlorantinlichtrot und Eosin (vgl. Tabelle 2). 

e) Untersuchungen fiber die Farbwertiinderung yon 47 Farbstoffen am Amyloid 
(Tabelle 3 und 4). In der Tabelle 3 sind die Farbstoffe aufgeffihrt, die zur F~rbung 
amyloider Strukturen Verwendung fanden. Von den Farbstoffen wurden w~Brige 
L6sungen hergestellt, die Gewebssehnitte nach der F~rbung tells in Zucker, tells 
in Caedax eingedeekt und im Mischlieht sowie polarisierten Lieht untersueht. 
DiG Farbstoffe entstammen 8 versehiedenen Stoffgruppen und lassen sieh folgen- 
dermal~en zusammenstellen : 

I. 
II. 

III. 
IV. 
V. 

VI. 
VII. 

VIII. 

Acridiniarbstoffe 
Azofurbstoffe ~) Mono~zof~rbstoffe 

b) Disazofurbstoffe 
c) Trisuzofurbstoffe 

Indigoide 
Ox~zinf~rbstoffe 
Phth~locy~ninfarbstoffe 
Thiaziniarbstoffe 
Triarylmethuniarbstoffe 
Xanthenfarbstoffe ~) Fluoresceine 

b) Rhodamine 

Die in der Tabelle aufgefiihrten 47 Farbstoffe verhalten sieh an ~myloiden 
Strukturen nicht einheitlich. Unter Berficksichtigung des Farbwertes im Miseh- 
licht und polarisierten Licht sowie des f~rberischen Verhultens gegen kollagene 
Bindegewebsfasern lassen sich die Farbstoffe in versehiedene Gruppen einteilen 
(Tabelle 4). Einen Farbwechsel am Amyloid bei Betrachtung im polarisierten 
Licht der sowohl nach Eindeckung in Zueker als aueh nach Caedax feststellbar 
ist, zeigen Azofarbstoffe, Thiazinfarbstoffe, Fluoresceine und Acridinorange. 
Von diesen geben nut  die Azo]arbsto]]e einen gleichartigen Farbwechsel im polari- 
sierten Licht am lcollagenen Bindegewebe und bier auch nut  dann, wenn man den 
Schnitt entwiissert und in Caedax eindeckt. Aus dieser Gruppe weisen auger Kon- 
gorot auch Janusgrfin, Ponce~u d.X., Chlorantinlichtgrfin sowie Baumwollbraun 
keine Farbwert~nderung am kollagenen Bindegewebe aaf. Oxazinfarbstoffe mit 
Ausnahme des Gallocyanins und Triarylmethanfarbstoffe mit Ausnahme des 
Methylgrfins geben die Farbwert~tnderungen im polarisierten Licht nur nuch 
Eindeckung in Zucker. Aus der Gruppe der yon uns untersuchten Farbstoffe ls 
sich mit  den Indigoiden und dem PhthMocyaninfarbstoff Alcianblau am Amyloid 
keine Farbwert~nderung im polarisierten Licht erzielen. Die Indigoide lfihren 
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jedoch am kollagenen Bindegewebe im polarisierten Licht ztt einem markanten 
~'arbweehsel, der mit Indigoearmin naeh Eindeekung in Zueker und mit Pikro- 
incligoearmin naeh Eindeekung in Caedax auftritt. 

Einen mit dem Kongorot vergleiehbaren Farbweehsel am Amyloid geben 
zahlreiehe andere Farbstotfe versehiedener Farbstoffklassen. Es entspreehen sieh 
nieht nur die Farbwer~e in ihrem Wechsel (Rot wird jewefls Gelb: Gr/in--dichroi- 
tiseh) sondern aueh das Ausma6 der Doppeltbreehung. So 1/~Bt sieh z.B. am 

a b 
Abb.  3 a  u. b. Amylo id  der Leber  (S. Nr. 123/58). F~rbung  mi t  Ni lblau,  E i n d e c k u n g  in Zucker.  
a Mischl icht :  Neut rMfet te  s ind  rai t  Ni lb lau  rot  angef~trbt. Amylo ide  S t ruk tu ren  erseheinen bla~ hell- 
b lau.  b Gleiehe Stelle wie a, jedoch i m  polar is ier ten  L ieh t :  Die amylo iden  S t ruk tu ren  leuchten  un te r  
Vers t~ rkung  der Doppe l tb rechung  und  ~ n d e r u n g  des Fa rbwer t e s  orange-gelb auf. Die Neu t ra l f e t t e  

beha l t en  ih ren  t ie f ro ten  F~rbtm~ 

gef/~rbten Schnittpr/~parat zwischen Kongorot einerseits und Ponceau, Chlorantin- 
lichtrot, Siriusrot, Diphenylechtrot, Thiazinrot, Aeridinorang% Eosin und Phloxin 
andererseits kein Untersehied feststellen. 

Interessant ist das Verhaiten yon Nilblau. Nilblau f/irbt im Mischlicht Neutral- 
fette rot und Lipoide blau. Aueh die amyloiden Strukturen sind blaB-hellblau 
angefarbL Im polarisierten Lieht leuchten die Neutralfette mit ihren Fetts/~uren 
in dem gleichen roten Farbton auf, in dem sie auch im Mischlicht erscheinen. 
Die amyloiden Strukturen ~ndern jedoch ihren Farbcharakter. Unter Verst~rkung 
der Doppeltbreehung sind sie orange-gelb gefarbt (Abb. 3 a). Das ffir Amyloid 
charakteristisehe Verhalten der Kongorotfarbung mug somit auf zahlreiche 
andere Farbstoffe ausgedehnt werden. Kresylviolett bildet eine Ausnahme. 
W~hrend die amyloiden Strukturen bei Eindeckung in Zucker im polarisierten 



Tabelle 3 

Polarisiertes 
Lieht 

Farbstoffe 

Acridin/arbsto//e 
Acridinorange 

Atebrin 

Monoazo/arbstolle 
ChrysoidJn G . . 

J~nusgrtin B , , 

OrangeG . . . 

M e t h y l o r a n g e . .  

Poneeau 2 R 

Thiazinrot 1% . . 

Prontosil solubile 

Disazo/arbsto//e 
Bismarekbraua , 

Chiorantinlichtrot 

Evans-Bl~u . . 

Oeigyblau536 reed. 

Kongorot . . . 

Amidosehw~rz 
10B . . . .  

Olrot 0 . . . .  

Sudan I I I  . , , 

Sudansehw~rz B 

Trypanblau . . 

Dianilblau . . . 

Sh~iusrot . . . .  

Benzoeechtrot 

Am loid 

Mischlieht 

rot  
bla6orange 

orange 
bla6hellgelb 

blaBgelb 

hellgelb 
hellbraun 
blaugrfin 

blzu 
blagorange 
blal3orange 

hellgelb 
hellgelb 
hellrot 
blal~ro~ 

rot 
rot 
rot 

blagrot 
hellgelb 

ungef~rbt 
blaBhellgelb 

~iisehlicht 

gelb : griin 
gelb: griin 
gelb: griin 

blal~hellgelb 
blaghellgelb 

btaBhellblau 
bla6gelbgriin 

ro~ 
blal]ror 

blaShellgriin 
blaagrtin 
blaugriin 
blaugriin 
gelb : griin 
blaBgriin 

gelb : griin 
gelb �9 griin 
gelb : griin 
gelb: gri~n 
hellgrtin 

ungefiirbt 
blaBblaugrtm 

hellbraun 
hellbraun 

rot  
rot 

hellblau 
C~e. hellblau 
Zu. blau 

Cae. blau 
Zu. rot 

Cae, hellrot 

Zu. blal3blau 
Cae. blangrtin 
Zu. ungef~rbt 
Cge. ungef-Xrbt 
Zu. blgflhetlrot 
Cae. 
Zu. blM~hellgrau 
Cae. ungefarbt 

Zu. blaBblaurot 

Cae. hellblau 
Zu. hellblau 
Cae. blaBrotvio- 

let t rotbraun 
Zu, rot  
Cae. rot 
Zu. hellror 

C~e. heitrot 

i Zu. = Zueker; Cae. ~ C~edax. 

helibraun 
gelbgrtin 

gelb: griin 
gelb :griin 

rot  
rot 

gelbrot: dun- 
kelrot 

dunkelrot 
gelb: grtin 
gelb : griin 

rot  
gelb: rot  

ungef~rb$ 
ungef~rbt 

bla[3hellgriin 

(bl~l?hellro~) 
ungef~rbt 

ziegelrot 

gelb: rot 
ziegelrot 

gelb :griin 
gelb: griin 

hellgeIb : hell- 
griin 

bt~3hetlgelb 

Xollagenes 
F~rbe- 
4auer 

hellgelb 
blaSorange 

blaBgelb 
blaghellgelb 

blaggelb 

hellgelb 
hellbraun 
hellblau 

blau 
blaBorange 
blal3orange 

blaBgelb 
hellgelb 

blaghellrot 
b]agrot 

ungef~rbt 
rot 

ungef~rbt 
ungefi~rbt 
hellgelb 

ungef~rbt 
blafihellge]b 

hellbraun 
hellbraun 

helh'ot 
hellrot 

hellblau 
hellblau 

rotviolett 

rotviolett  
rot 

blaghellro~ 

blal~btau 
blaugriin 
ungefiirbt 
ungefs 
ungef~rbt 
ungef~rbt 
ungef/~rbt 
ungefarbt 

blagrotvio- 
letthellblau 

hellblau 
ungef/~rbt 

blagrotvio - 
let trotbr~nn 

blai~rot 
rot 

hellrot 

helLrot 
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7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Std 

30 rain 
30 rain 

5 rain 
5 rain 
7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Sgd 
7 Std 
7 Std 
7 Std 
7 Std 

23 Std 
9 Std 

23 Std 

2 Std 
2 Std 

7 Std 
7 Std 
7 Std 

7 Std 
20 mir 
20 mir 

gelb : rot 
ungef~rbt 

b/a/~rot 
gelb : griin 

hellrot 

blagheligelb 

1:400 
1:400 
1:400 

6i/2 
20 mi~ 
20 mi~ 
20 mi~ 

6'/2 

61/2 ; 
7 St( 
7 St 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 

Farbstoffe 

BaumwoHbr~un. I Zu. hellbraun 
Cue. braun 

Diphenylechtrot Zu. rot  
Cue. rot 

Trisazo/arbsto/# 
Direkttief- 

schwarz E . . Zn. 
Cue, 

Sambesischwarz. Zu. 

~ae. 
Chlorantinlicht- 

griin 5 GLL Zu. 
Cue. 

Indigoide]arbstoHe 
Indigocarmin . . Zu. hellblau 

Cue. ungef/trbt 
Pikro-Indigo- 

carmin . . . Zu. gelb 
C u e .  gelbgriin 

Oxazin[arbsto[# 
Kresylviolett  . . Zu. rotviolett  

Cue. blauviolett 
Paraffinschnitt  Zu. hellrotviolett 

Nflblau Z u .  violett 
I Cue. ungef~rbt 

24 Std Pyridin-N. Zu. rotviolett  
Galloeyanin . . Zu. ungef~rbt 

Cae. ungef~rbt 
Coetestinbl~u. . ! Z u .  

I Cue. 

Phthalocyanin- [ 
]arbsto]]e I 
Alcianbluu . . . Zu. hellgriin 

C u e .  blaugrfin 
! 

Thiazin[arbsto/[e 
Thionin Zu. rotviolett  

C a e .  rotviolett  
Methylenblau.  . [ Zu. rotviolett  

I Cae. blM3hellblau 
Azur I Zu. bluBhellblun 

Amyloid 
Ein- 

schlu~. 
mittel Mischlicht 

blausehwarz 
grausehwurz 

blaggrau- 
sehwarz 

grauschwarz 

blaBgelbgriin 
hellgriin 

Cue. blau 
Toluidinblau . . Zu. rotviolett  

I Cue. hellblau 

rotviolett  

rotviolett 

rotviolett  
rotviolett  
rotviolett 

blaBviolett 

Triarflmethan- 
/arbsto]/e 
Gentianuviolett .  

Methylviolett 

Kristullviolett 

Polarisier tes 

Virchows Arch. pat, h. AnuS., :Bd. 332 

Licht 

hellbluugriin 
griin: braun 
gelb: grtin 
gelb: griin 

hellrot 
hellrot 
heilrot 

hellrot 

blaBhellblau 
blau 

bluBrot 
ungef/~rbt 

gelb 
gelbgrtin 

griin 
dnnkelrot 

hellrotvioletg 
orangerot 
ungefarbt 
ziegelrot 

ungefgrbt 
ungefgrbt 

hellgriin 
blaugriin 

orange: rot  
orange: rot 
orange: rot 
earminrot 
ziegeh'ot 
helh'ot 

orange: rot  
ziegelrot 

tief- 
dunkelblau 

tief- 
dunkelrot 
hellblau 

rot  
dunkel- 

bluugriin 
rotviolett  

Kollageues Bindegewebe 

~r 

hellbraun 
braun 

ungef/~rbt 
rot  

gruuschwarz 
gruuschwarz 

blu~gran 

graus ohwarz 

bhSgelbgriin 
hellgriin 

hellblau 
ungefarbt 

bluugriin 
blau 

hellblau 
heHblau 
hellbluu 
hellblau 

ungef~rbt 
rotviolett 
ungef~rbt 
ungefiirbt 

heilgriin 
blaugriin 

blaSbluu 
hellbluu 
hellb]au 

blal3hetlblau 
ungef~.rbt 

bluu 
hellblau 
hellblau 

rotviolett 

rotviolett 

rotviolett 
blaBviolett 
bluuviolett 

blaBviolett 

~Farbstoff- F~rbe- 
konzen- dauer Polarisiertes tra~ion 

Licht 

heHbruun 1:400 3 0 m  in 
grfin:braun 1:400 30min 
ungef~rb$ 1:400 3 0 m  in 
gelb:grfin 1:400 30m in 

grau 1 : 100 2 Std 
blaBhellrot 1 : 100 2 Std 
blaBgrau 1:400 61/2 Std 

hellrot 1 : 400 61/2 Std 

blaggelbgriin 1:400 7 S t d  
hellgriin 1:400 7 Std 

carminrot 1:400 15 Std 
ungef/~rbt 1:400 15 Std 

blaugrtin 1 : 400 1 Std 
rot  1:400 1 Std 

hellblau 1 : 100 10 rain 
ungef~rbt 1 : 100 10 rain 
hellblau 1 : i00 10 rain 
hellblau 5 rain 

ungef~rbt 5 rain 
ungef~rbt 
ungef~rbt 1:400 23 Std 
ungef~rbt 1 : 400 23 Std 

hellgrttn 1:200 1 Std 
bluugriin 1:200 1 Std 

blaBblau 1 : 1000 30 sec 
hellblau 1 : 1000 30 sec 
hellblau 1 : 100 30 sec 
hellblau 1 : 100 30 sec 

ungef~rbt 1 : 100 15 min 
hellblau 1 : 100 15 rain 
hellblau 1 : 100 10 sec 
hellblau 1 : 100 10 sec 

rot 3 see 

rotviolett 3 sec 

heilrot 1 see 
rotviolett  1 see 

blauvio]ett 1 rain 

blaBviolett 1 rain 

88 
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Tabe l le  3 (For t se t zung)  

Farbstoffe 

Me thy lg r i i n .  o . 

Xanthen/arbsto/]e: 
trluoresceine 
P y r o n i n  

P h l o x i n  

E o s i n  

Rhodamine 
1%hodamin B . . 

Ein- 
schlu2 - 
mi t te l  

Zu. 
Cae. 

Zu. 
Cae. 
Zu. 

Cae. 
Zu. 

Cae, 

Amyloid Kollagenes Bindegewebe 

Polarisiertes Mischlicht Polarisiertes Mischlicht Licht  Licht 

he l lgr i in  hel lgrf in  hel lgrf in  hel lgrf in  
b laBhel lgr i in  b laBhel lgr i in  blaBhel lgrf in  b laBhel lgr i in  

r o t  
rosa  

he l l ro t  
he l l ro t  

ro t  
b l a g r o t  
b l a g r o t  

ge lb :  grf in  ro t  
gelb : grfin rosa  
ge lb :  grf in he l l ro t  
ge lb :  g r i in  he] l rot  

o range  : r o t  ro t  
b laBro t  
b laBro t  

he l l ro t  
rosa  

hellro~ 
he l l ro t  

ro t  
b l a g r o t  b l a g r o t  

unge f~rb t  u n g e f a r b t  

Farbstoff- 
konzen- 
tration 

1:400  
1 : 4 0 0  

1 :400  
1 :400  
1 :100  
1 :100  

F&rbe- 
dauer 

2 see 
2 see 

1 m i n  
1 m i n  
2 mi n  
3 mi n  

15 rain 
15 rain 
15 rain 

Tabe l l e  4 

Farbwechsel am Amyloid Farbwechsel am Kollagen Kein 
Farb- 

Zucker Caedax Zucker Caedax wechse] 

I. Acridin]arbsto]]e 
Acr id ino range  . . . A c r i d i n o r a n g e  
- -  - -  A t eb r i n  

I I .  Azo]arbsto]]e 
a) Monoazo- 

Chryso id in  G . . 
J a n u s g r f i n B  . . 
Orange  G . . . .  
Me thy lo r ange  . . 
Poneeau  21% . . . 
T h i a z i n r o t R  . . 
P r o n t o s i l  . . . .  

b) Disazo- 
C h l o r a n t i n l i c h t r o t  
E v a n s - B l a u  . . . 
G e i g y b l a u  536 . . 
K o n g o r o t  . . . .  
A m i d o s e h w a r z  B . 

( S u d a n I I I )  . . . 
(Sudansehwarz)  
T r y p a n b l a u  . . . 
D i a n i l b l a u  . . . .  
S i r ius ro t  . . . .  
B e n z o e e e h t r o t  . . 
B a u m w o l l b r a u n  . 
D i p h e n y l e e h t r o t  . 

e) Trisazo- 
D i r e k t t i e f s c h w a r z  
Sambes i schwarz  . 
Ch lo ran t i n l i ch t  - 

g r i in  5 G L L  . . 

I I I .  Indigoide 

(Chrysoidin  G) 
J a n u s g r i i n  B 

Orange  G 
Me thy lo range  
P o n e e a u  21% 
T h i a z i n r o t  R 

(Prontosi l )  
B i s m a r e k b r a u n  

C h l o r a n t i n l i e h t r o t  
E v a n s - B l a u  

Ge igyb lau  536 
K o n g o r o t  

A m idos c hw a r z  B 

S u d a n  III 

T r y p a n b l a u  
D i a n i l b l a u  

S i r ius ro t  

B a u m w o l l b r a u n  
Diphenyleehtrot 

Direkttielsehwarz 
Sambes i schwarz  

Ch lo ran t i n l i ch t  - 
g r i in  5 G LL 

I n d i g o  - 
ca rmin  

Orange  G 
I M e t hy l o r ange  

Th iaz in ro t  1% 
(Prontosfl)  

B i s m a r e k b r a u n  
(Ch lo ran t in l i ch t ro  t) 

E v a n s - B l a u  
Geigyb]au  536 

(Kongorot)  
Ami dosehwarz  B 

T r y p a n b l a u  
D i a n i l b l a u  

S i r ius ro t  

D i p h e n y l e c h t r o t  

D i r ek t t i e f s chwarz  
Sambes i schwarz  

P i k r o i n d i g o e a r m i n  

O]~ot 0 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 

IV. 

V. 

Farbweehsel am Amyloid Farbweehsel am Kollagen 

Zucker Caedax 

Oxazin]arbstoffe 
Kresylviolett 
Nflblau 

Coelestinblau . . . .  

Phthalocyanin. 
/arbsto/]e 

VI. Thiazin/absto//e 
Thionin 
Methylenblau . . . .  

Azur I 
Toluidinblau . . . . .  

VII. Triarylmethan/arb- 
sto ff e 
G e n t i a n a v i o l e t t . . .  
1Kethylviolett . . . 
Kristallviolett . . . 

VIII. XanthenJarbsto]/e 
a) Fluoresceine 

Pyronin . . . .  
Eosin . . . . . .  
Phloxin . . . . .  

b) Rhodamine 

Kresylviolett 
(Nilblau) 

Thionin 
Nethylenblau 

Azur I 
Toluidinblau 

m 

Eosin 
Phloxin 

Zueker I 

I 

I _ _  

I~eia 
Farb- 

Caedax wechsel 

- -  G a l l o  - 

cyanin 

- -  Aleianblau 

Methyl- 
griin 

- -  Rhod- 
amin B 

L ich t  griin auf leuchten,  erscheinen sie nach  Schnit tentw/~sserung und  Caedax-  
einschluB dunkelrot. 

D i s k u s s i o n  

I n  [~bere ins t immung mi t  der  L i t e r a t u r  konn t e n  wir  baus te inh i s tochemisch  
im A m y l o i d  neben  e inem EiweiBkSrper  eine K o h l e n h y d r a t k o m p o n e n t e  nach-  
weisen. Die posi t ive  Bialsche R e a k t i o n  a m  Schn i t tp r / tpa ra t  en t sp r i ch t  e inem 
Geha l t  an Neuramins/~ure.  Dies s teh t  in E ink l ang  mi t  der  Beobach tung  yon 
K L ~ x x  und  FAILLAnD (1955). Da  es gelingt ,  nach  Papa ine inwi rkung  auf  den  
unf ix ie r ten  Gefr ie rschni t t  die Bialsche Probe  und  die  P A S - R e a k t i o n  wesent l ieh  
abzusehw/tehen bzw. zum Verschwinden zu br ingen,  kann  m a n  diskut ieren ,  ob 
die PAS:Pos i t i v i t / i t  vorwiegend auf dem Gehal t  an Neuramins~ure  beruht .  Der  
Ausfa l l  tier gekoppe l t en  T e t r a z o n i u m r e a k t i o n  naeh  Benzoyl ie rung  weist  auf einen 
r e l a t i v  ger ingen Gehal t  von Hi s t i d in  h in  und  s teh t  d a m i t  in l~bere ins t immung zu 
den  A n g a b e n  yon  EPPI~OE~ (1922) und  L ~ T T ~ ,  GEROK und  S c ~ ' ~ I D ~  (1955). 
Lipoide  h a b e n  sieh mi t  unserer  Methodik  n ieh t  mi t  gen/ igender  Sieherhei t  naeh- 
weisen Iassen. 

BRAIr~STEIX und  BU~.RGE~ (1959) haben  die Metaehromas ie  mi t  Kr i s t a l l -  
v io le t t  und  die mi t  To lu id inb lau  naeh  Peps ine inwi rkkng  auf die Anwesenhe i t  
eines e a rboxy lg ruppenha l t i gen  Mukopolysaeehar ids  zur/ iekgeffihrt .  Auf  Grund  
der  h i s toehemisehen  Befunde  en tha l t e  das  A m y l o i d  Prote ine ,  K o h l e n h y d r a t e  

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 332 38~ 



564 PA~ BERN]) DIEZEL und ALBRECET PFLEIDEI~ER jr. : 

(oder Glykoproteide) und saure Mukopolysaccharide. Unseres Erachtens erlaubt 
die histoehemische Methodik keine so weitgehende Folgerung. Als gesichert kann 
lediglich gelten: Amyloid besteht vorwiegend aus einem gerichteten, orientierten 
EiweiBk6rper, der Neuraminsaure enthi~lt, und dem geringe Mengen eines noeh 
nieht n~her bestimmten Kohlenhydrates neutraler oder sehwach saurer Natur 
beigegeben sind. Das entspricht aueh den chemisehen Analysen yon GILl, S und 
CALKI~S (1955) sowie CALKI~S und CoHEn (1958). ~ber die Natur des EiweiB- 
k6rpers gehen die Meinungen auseinander. VAzQu~s und Dlxo~ (1956) sowie 
WAGN~l~ (1958) vermuten die Anwesenheit eines Globulins, wahrend CAL]~I~S 
und Com~ (1958), MILLS U. Mitarb. (1959) sowie Com~ und CALKI~S (]959) 
ausdriicklich betonen, dab der EiweiSkSrper im Amyloid sieh nicht yon y-Globulin 
oder Kollagen ableiten lasse. 

Uns hat besonders die Frage beseh~ftigt, ob die positive Formdoppeltbrechung 
des Amyloids auf der Anwesenheit maskierter Bindegewebsfasern (MlssMAHL) 
beruht oder ob die amyloide Struktur als solche auf Grund ihres Gehaltes an 
besonderen Eiweii~en oder Kohlenhydraten die Ebene des polarisierten Liehtes 
dreht. Die Formdoppeltbreehung ls sieh mit keinem der geprfiften Fermente 
(Trypsin, Papain, gyaluronidase, Diastase) zum Verschwinden bringen. Be- 
merkenswert erscheint uns ihr Verlust durch Einffihrung eines Benzolringes 
in die amyloide Struktur (Benzoylierung). Aus der nachfolgenden Tetrazonium- 
reaktion kaml angenommen werden, dab die Benzoylierung an EiweiBkSrpern 
ablauft. Wir mSchten diesen Befund dahingehend verwerten, dab die unabhangig 
yon jeder F~rbung vorhandene Formdoppeltbrechung amyloider Strukturen auf 
der Anwesenheit bestimmt aufgebauter, gerichteter Eiweifik6rper beruht. Diese 
werden offenbar durch die Benzoylierung veri~ndert. Gleiehzeitig erfi~hrt die 
Anfi~rbung mit Kongorot und mit Farbstoffen, die sich wie Kongorot verhalten, 
eine ~nderung : Die charakteristischen Farbwerti~nderungen bleiben aus. Vermut- 
lich ist daher, neben der Doppeltbreehung, auch die Anfs mit den in 
Tabelle 3 und 4 zusammengestellten Farbstoifen in erster Linie auf den EiweiB- 
anteil des Amyloids zurfickzuffihren. 

Einen der Benzoylierung entspreehenden Effekt konnten wir nut mit der 
Sulfatierung naeh GoMoaI erzielen. Nach der Sulfatierung fi~rben sieh die amy- 
loiden Strukturen mit Toluidinblau nieht, wie zu erwarten, metachromatisch rot- 
v iolett, sondern hellblau an. Die in unserem Schnittpr~parat enthaltenen Leber- 
zellen und Bindegewebsfasern geben den yon GoMol~I (1954) beschriebenen Sul- 
fatierungseifekt : eine verstarkte Metaehromasie naeh Toluidinblaufarbung. 

Schliel~t man sich der yon WXLcI~I (1945) herausgearbeiteten Vorstellung fiber 
die Kongorotfi~rbung an, dann wird die Farbwertanderung nach Grfin im polari- 
sierten Licht und die Verstarkung der Doppeltbrechung durch eine Farbstoff- 
einlagerung in eapilli~re Hohlr~ume hervorgerufen. Der Farbstoff lagert sich 
in Form sti~behenf6rmiger Mieellen parallel zur Faserachse. Die yon WXLCm 
an der Cellulose gewonnenen Ergebnisse kSnnen unseres Erachtens auf die amy- 
loiden Strukturen tibertragen werden. Unsere Messungen der Doppeltbreehung 
(Bestimmung des Gangunterschiedes) des Kongorots an amyloiden Strukturen 
bei versehiedenen Wellenl~ngen (Abb. 1) stimmen mit denen WXLcms an der 
Viscosefaser fiberein. M6glieherweise verffigt die amyloide Struktur wie die Cel- 
lulose fiber submikroskopische Capillarr~nme, in die der Farbstoff eingelagert 
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wird. Dureh die Einffihrung des Benzolringes einerseits und die Sulfatierung 
andererseits kSnnten diese l~ume vergndert werden. 

Unsere Untersuehungen geben keinen t-Iinweis darauf, dab die Ooppelt- 
breehung des Amyloids auf der Doppeltbreehung maskierter retieul/irer Fasern 
beruht. Die retieul/~ren Fasern haben nieht nur eine andere positive Form- 
doppeltbreehung, sondern verhalten sieh aueh anders gegen die geprfiften Farb- 
stoffe (vgl. Tabelle 2--4). 

Die eharakteristisehe Farbstoffeinlagerung und Doppeltbreehung ist somit in 
der amyloiden Struktur selbst begrfindet. Da die amyloide Struktur vorwiegend 
aus einem Eiweil~k6rper aufgebaut ist und da sieh die ffir das Amyloid eharak- 
teristisehen VerhMtensweisen (Kongorotl~rbung, Doppeltbrechung) iindern, wenn 
dieser dutch ehemische lgeaktionen in seiner Struktur gegndert wird, darf ver- 
mutet werden, dab die Eigent/imliehkeiten, die das Amyloid pathologiseh- 
histologiseh und histoehemiseh eharakterisieren, auf der Anwesenheit eines Ei- 
weiBk6rpers beruhen, der in dieser Form in den Geweben sonst nieht zu beob- 
~ehten ist. Zugrunde liegt wohl ein besonders strukturierter EiweiBk6rper, der 
als Paraprotein im Sinne I~ANDERAT~S (1947 und 1950) aufgefaBt werden kann. 
I-Iier ansehliel3end kSnnte der amyloiden Struktur eine teils Mlgemeine teils nur 
6rtlieh abgelaufene St6rung in der Eiweigk6rpersynthese zugrunde liegen. 

Naehtrag~ Naeh AbsehluB der Arbeit werden wir mit den elektronenmikro- 
skopisehen Untersuehungen yon Co~r und CAL~S (1959) bekannt. Experi- 
mentell erzeugtes Amyloid (Caseingaben) in den Glomerula der Niere beim Kanin- 
ehen, subeutane Amyloidablagerungen bei Mlgemeiner (prim/irer) Amyloidose und 
Nierenamyloid bei sekund/~rer Amyloidose zeigen iibereinstimmend eine feine 
faserige Struktur, die deutlieh yon der kollagenen t~aser untersehieden ist. Die 
Pasern sind teilweise zu Bfindeln geordnet. Fiir das experimentell erzeugte 
Amyloid wird die Faserl/~nge mit 1200 bis 5000 A und die Breite mit 50--120 ]k 
angegeben. Mensehliehes Amyloid enthglt Fasern bis zu 16000 A Lg,nge. Diese 
Befunde stehen im Einklang mit den Ergebnissen der polarisationsoptisehen 
Untersuehung. Die elektronenmikroskopiseh dargestellten Fasern k6nnten dem 
oben besehriebenen ,,geriehteten EiweiBkSrper" entspreehen, der ftir die positive 
Formdoppeltbreehung des Amyloids verantwortlieh gemaeht wird. In einer so- 
eben ersehienenen Studie fiber die experimentelle Amyloidose beim Kaninehen 
besehreiben COgEN, CALKINS nnd LEyden (1959) histoehemisehe nnd polarisa- 
tionsoptisehe ]3efunde, und diskutieren eine inhere mieellare Ordnung des Amy- 
loids derart, dal~ eine submikroskopische Einheit parallel zu ihrer Lgngsaehse 
gelagert sei. - -  GouYeu-o (1959) versueht, auf Grund einer vergleichenden ]3e- 
traehtung der Ergebnisse der Literatur Untersehiede zwisehen den amyloiden 
Strukturen bei sog. prim~trer und sek~Jnd~rer Amyloidose herauszuarbeiten. - -  
Vergleiehende Absorptionsmessungen im ultravioletten und siehtbaren Lieht 
ergaben keine Unterschiede zwisehen dem Amyloid bei sekundgrer Amyloidose 
und bei Myelom. Die Absorption lag bei 2,800 A (Gv~sm 1959). 

Zusammenfassung 
1. Bausteinhistochemisch besteht das Amyloid ~us einem Eiweil3k6rper mit 

einer Kohlenhydratkomponente. Der Eiweil~k6rper enth/~lt Nearamins~ure, die 
naeh Papaineinwirkung aus den amyloiden Strukturen verschwindet. 
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2. Polarisat ionsoptisch verffigt das Amyloid  fiber eine positive Formdoppel t -  
brechung,  die durch Benzoylierung und  Sulfatiernng aufgehoben werden kann. 
Mit dem Verlust der Formdoppe l tb rechung  geht  die Anf~rbung mit  Kongoro t  ver- 
loren. Die positive Formdoppel tbrechung  des Amyloids  beruht  auf der besonderen 
Anordnung  (Ausrichtung) des EiweiBk6rpers. Bei Prfifung des kongoro tgef i rb ten  
Amyloid  im monochromat ischen Licht  e r f ih r t  die Doppel tbrechung eine maximale 
Verst~rkung zwischen 540 und  560 m#.  

3. Der  fiir das Amylo id  nach Kongorot f~rbung charakterist ische Yarbwechsel 
im polarisierten Licht  wird auch bei zahlreichen anderen Farbstoffen beobachtet .  
Die Zunahme der Doppel tbrechung entspricht  dabei der nach Kongorotanfgrbung.  

4. Die kollagene und  retieulare Bindegewebsfaser verhal t  sich grundss 
anders als das Amyloid.  

Summary 
Histoehemically,  amyloid is composed of protein with a carbohydra te  compo- 

nent.  The protein contains neuraminic acid which disappears with papain  
digestion. 

I n  polarization studies amyloid discloses a double refraction tha t  can be 
abolished only by  benzoylat ion and sulfuration. Wi th  the loss of the double 
refraction, the affinity for the congo red stain is also lost. The double refraction 
is undoubted ly  related to a special positioning of the protein fraction. When  
the  amyloid  is stained with congo red and studied in monochromat ic  light, the 
double refract ion reveals a maximal  in tens i ty  between 540--560 m,u. 

The characterist ic change in color of amyloid stained with congo red tha t  
occurs in polarized light is also observed with numerous other dyes, and the 
increase in the double refraction seen with them is similar to t ha t  after congo 
red staining. 

The collagen and reticular connective tissue fibers react  different f rom the 
amyloid.  
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