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Seit der Beschreibung amyloider Abscheidungen im Gewebe durch Vircmow
(1854 a, b, ¢, d) war die stoffliche Bestimmung dieser Strukturen mehrfach Gegen-
stand chemischer und histochemischer Untersuchung.

Divry und Frorrin (1927) beobachteten als erste, dafi die durch Kongorot
rot angefdrbten amyloiden Strukturen bei Betrachtung im polarisierten Licht,
unter Verstirkung der Doppeltbrechung, griin aufleuchten. Dieser Farbwechsel
wurde seitdem von mehreren Untersuchern bestétigt (RoMHANYT 1943, 1949, 1956,
Lapewie 1945, MissmanL und HarTwic 1953, 1954, Missmanrn 1955, 1957, Prure-
FER 1953, JomanssoN und PrerrreEr 1954) und von Mrssmant (1957) als far
das Amyloid spezifisch bezeichnet.

Der Verstirkung der Formdoppeltbrechung des Amyloids durch die Farbung mit Kongo-
rot soll die Bildung eines Amyloid-Kongorotkomplexes nach Art eines sog. Wienerschen
Mischkorpers zugrunde liegen (LapEWIG 1945, JomanssoN und PreirrER 1954). Auch ohne
Farbung zeigen amyloide Strukturen im polarisierten Licht eine Formdoppeltbrechung, die
durch Behandlung mit Sauren verstirkt wird (Hass und ScmurLz 1940). Der Anisotropie
amyloider Strukturen liegt nach MissmauL und Hartwic (1953) die Anwesenheit maskierter,
reticuldrer Fasern zugrunde. Dagegen fithrte RoMuANyI (1956) die Doppeltbrechung auf
eine dem Amyloid eigene micellare Struktur zuriick. Krtcre (1959) untersuchte kiirzlich
die Doppeltbrechung des Amyloids erneut; er konnte jedoch nicht entscheiden, ob eine Faser-
oder Amyloiddoppeltbrechung vorliegt. Zur Farbung des Amyloids wurden auBler Kongorot
auch andere Azofarbstoffe verwandt. Divey (1927 und 1952) konnte mit Bismarckbraun
ebenfalls eine Griinfirbung im polarisierten Licht erzielen. Trypanrot und Trypanblau
wurden von LADEWIG (1945) benutzt. DrezeL (1957, 1958a und b, 1959) berichtete tiber ein
mit Kongorot vergleichbares, farberisches Verhalten der Farbstoffe Evans-Blau, Amido-
schwarz 10B, Direkttiefschwarz, Chlorantinlichtrot, Baumwollbraun, Chlorantinlichtgriin,
Trypanblau und Methylorange an amyloiden Strukturen bei allgemeiner Amyloidose und
seniler Demenz (senile Drusen im Gehirn). Die Farbwertverinderungen am Amyloid im
polarisierten Licht nach Férbung mit Evans-Blau und Amidoschwarz 10B konnte Kriicks
(1959) bestatigen, und auch SEITELBERGER (1958) erhielt mit Amidoschwarz 10B an den
amyloiden Strukturen bei seniler Demenz die gleichen Farbeergebnisse. Die Farbtoninderung
der genannten Azofarbstoffe, die nur im polarisierten Licht auftritt, wird auf eine gerichtete
An- oder Rinlagerung des Farbstoffes in formdoppeltbrechende Strukturen zuriickgefiihrt.

Nachdem uns bei einer Priiffung der Farbwertverinderungen von Azofarb-
stoffen das dichroitische Verhalten des Amyloids bei mehreren Farbstoffen auf-
gefallen war, lag es nahe, das Verhalten des Amyloids gegen eine grofie Zahl von
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Farbstoffen systematisch zu priifen und dabei auf Farbidnderungen im polari-
sierten Licht zu achten. Gleichzeitig sollen die Befunde einer griindlichen bau-
steinhistochemischen Untersuchung am Amyloid mitgeteilt werden. Die Methodik
unserer histochemischen Untersuchung kann bei PEARSE (1954) und DrgzEL (1957)
nachgelesen werden.

Eigene Untersuchungen

a) Bausteinhistochemisehe Untersuchung des Amyloids (Tabelle 1). Die histo-
chemischen Reaktionen zum Nachweis der Eiweifkérper fallen am Amyloid positiv
aus (Tabelle 1). Die starke Rotidrbung bei der gekoppelten Tetrazoniumreaktion
weist auf einen hohen Gehalt aromatischer Aminosduren. Da die Reaktion nach
24stiindiger Benzoylierung deutlich abgeschwicht verlduft, ist nach DanNtELLY
ein relativer Histidinmangel anzunehmen. Der positive Ausfall der Ninhydrin-
Schiff-Reaktion zeigt den Gehalt eiweillgebundener NH,-Gruppen, der der Millon-
schen Reaktion die Anwesenheit von Tyrosin. Die Anwendung der Sdurehydrolyse
und die von Trypsin und Papain fiihrt zu keiner Anderung der Tetrazonium-
reaktion. Wenn somit kein Zweifel bestehen kann, daBl im Amyloid EiweiBkorper
vorhanden sind, so ist doch eine ndhere Differenziernng (innerhalb) der Proteine
und Proteide mit histochemischer Methodik bis heute nicht moglich.

Der positive Ausfall der PAS-Reaktion kann nach dem Ergebnis des Acety-
lierungs- und Bromierungstestes auf die Anwesenheit von Koklenhydraten zurtick-
gefiihrt werden. Die PAS-Positivitdt 146t sich weder mit Hyaluronidase noch
mit Diastase beseitigen, ist jedoch nach Einwirkung von Papain abgeschwécht.

Die Bialsche Probe zum Nachweis der Neuraminsédure am Schnittpriparat
fallt an amyloiden Strukturen positiv aus. Dieser Befund steht im Einklang
mit den Angaben von KLENK und FarLrarp (1955). LiBt man Papain auf den
Schnitt einwirken, wird die Bialsche Probe negativ, wihrend Trypsin, Hyaluroni-
dase und Diastase auf den positiven Ausfall keinen EinfluB haben. Der positive
Ausfall der PAS-Reaktion beruht wenigstens zum Teil auf der Anwesenheit
von Neuraminsiure. Dafiir spricht die Abschwéchung der PAS-Reaktion nach
Papainandauung.

Es darf jedoch nicht ausgeschlossen werden, dafl méglicherweise im Amyloid
noch Glykoproteide enthalten sind. Diese Glykoproteide konnten nicht niher
charakterisiert werden. Eine angedeutete Metachromasie bei Toluidinblau-,
Methylenblau- sowie Thioninfirbung und eine schwache Anférbung mit Alcian-
blan und der Reaktion nach Harm lassen an ein schwach saures Glykoproteid
denken. REine Sulfatierung mit Verstdrkung der Toluidinblaumetachromasie
gelang jedoch nicht; die Metachromasie konnte sogar vollstindig verhindert
werden.

Die Reaktionen zum Nachweis von 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 Kongorotfirbung auch nach langdauernder Einwirkung von Fettlésungs-
mitteln (Frischschnitte!) beeinfluBbar. Triglyceride sind sicher nicht vorhanden.
Die Anwesenheit von Lipoproteiden, wie sie kiirzlich von Rukavina, Broox und
Curris (1956) bei zahlreichen Gliedern einer Familie mit allgemeiner (primérer)
Amyloidose beschrieben wurde, kann dagegen nicht ausgeschlossen werden
(schwach positive Anfirbung mit Nilblau).



bb4 Pavr BERnD DiEzEL und ALBRECHT PFLEIDERER jr.:

b) Untersuchung der Formdoppeltbrechung des Amyloids. Mit dem elliptischen
Kompensator (Leitz) wurde mit Hilfe des MeBverfahrens nach Brace die GroBe
der Doppeltbrechung amyloider Strukturen am ungefirbten Schnittpréparat,
nach dem Ablauf einiger histochemischer Reaktionen und nach Anfirbung mit
verschiedenen Farbstoffen bestimmt (MeBergebnisse Tabelle 2).

Dabei ergab sich, daf die PAS-Reaktion und die Acetylierung keinen Einflufy

auf die Formdoppeltbrechung haben und daf sich auch durch die gekoppelte
Tetrazoniumreaktion nur eine sehr geringe Verstirkung erzielen 1if3t. Die An-

Tabelle 1
Amyloid Bindegewebe
Farbun;
g Anfirbung E&%ﬁ%ﬁé Anfirbung lgggﬁ’&lfé
1. Reaktionen 2um Nachweis der Eiweif3-
korper
Gek. Tetrazoniumreaktion . . . . . -+ + I +
Millonsche Reaktion . . . . . . . -+ -+ -4 +
Ninhydrin-Schiff (unfix. Schnitt) . . + -+ + +
Bialsche Reaktion am Schnittpriaparat -+ -+ 0 =+
2. Reaktionen zum Nachweis der Kohlen-
hydrate
Best-Carmin (unfix. Schnitt) . . . . 0] (1] 0 (1]
PAS-Reaktion walrig . . . . . . + -+ + +
alkoholisch. . . . . . + -+ -+ -+
Acetylierung — PAS . . . . . .. 0 + 0 -+
Bromierung —PAS . . . . . .. -+ + + +
Acetylierung — Verseifung — PAS . - + + —+
3. Exiraktionen mit Fermenten
Trypsin 18td — gek. Tetraz. -+ + -+ -+
—Bial . . ... .. + () 0 +
—PAS . .. ... 4 + (blaw) N +
— Kongorot
(fix. Schnitt) . . - -+ + (griin) —+ -+ (griin)
(unfix.) . -+ + -+ (grin) 0 -+ (rot)
Papain 12 Std — gek. Tetraz. .. 4+ + -+ -
— Bial (fix. Schnitt) . 0 0 0 0
1 Std — Bial (unfix. Schnitt) 0 ] 0 +
12 Std — PAS (fix. Schnitt) . + + + —+
— PAS (unfix. Schnitt) (-+) + + +
— Kongorot
(fix. Schnitt) . . + 44 (grin) 4 - (griin)
(unfix) . . . . + 44 (grim) |- + (rot)
Hyaluronidase 3 Std —PAS . . . . 4+ -+ -+ +
Diastase !/, Std —PAS . . . . . . + + + +
4. Einfiihrung verschiedener Radikale
Methylierung — Kongorot . . . . . ++ (+) + -4
Benzoylierung 24 Std — gek. Tetraz. (+) 1] + -+ (blaun)
16 Std — Kongorot 1] (+) 0 +
24 Std — Kongorot . 0 (-+) 1] -+
36 Std — Kongorot . ] o 0 +
Acetylierung — Kongorot . . . . . -+ 4+ (griin) 0 +
Nitrierung (Lillie) — Kongorot . . . —+ +-+ (grim) ] -+ (rot)
Sulfatierung (Gomori) — Kongorot ¢ ] 0 +
— Toluidinblau wabrig . . . . . heliblau 0 rotviolett + (blan)
Sulfatierung (MOORE u.a.)
—Kongorot . . . . . . ... (+) (+) (grim) 0 -+
— Toluidinblaw . . . . . . . . blau (+) (rot) rot -+ (blau)
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Amyloid Bindegewebe
Farbung Anfarbung 1}3&%’&{; Anfirbung ]?r‘égﬁs};é
5. Sdurehydrolyse
1/,0n HCL 30 min — gek. Tetraz. . . I + + +
—DBial . . . .. + 0 0 +
— PAS (fix). . . + + + =+
— PAS (unfix.). . R (+) o +
— Kongorot (fix) . + + -+ (griin) -+ ~+ (grin)
— Kongorot (unfix.) + -+ (griin) 0 -+ (rot)
6. Reaktionen zum Nachweis der Felte
und Lipoide
Sudanschwarz . . . . . . . . .. () <+ (grau) 0 -+
Sudanschwarz — nach 24 Std Pyridin (+) -+ (-+) -
Scharlachrot . . . . . . . . . .. [0} -+ (griin) 0 -+ (rot)
Sudan IIT . . . . . . . . . . .. (-+) -+ (griin) 0 -+ (rot)
Nilblauw . . . . . . . . . .. .. violett orangerot | hellblau hellblau
PFAS — Reaktion . . . . . . . . (+) + (+) -+
UV — Schiff (Bert u. Haves) . . . (+) -+ (+) -+
7. Extraktionen mit Lipoidlosungsmitteln
Methylalkohol 12 Std, 24 Std
— Kongorot . . . . . . . . ..
Athylalkohol 70%, 100 %, 12 Std, - ++ (griin) 0 +
24 Std — Kongorot . . . . . . .
Ather 24 Std — Kongorot . . . . .
Chloroform 24 Std — Kongorot
8. Sonstige Firbemethoden
Kongorot in Zucker . . . . . . . - + + (griin) (+) =+ (rot)
inCaedax . . . . . .. + -+ (griin) ] =+
(ungefarbt)
Alcignblau. . . . . . . . . . .. (-+) -+ (-+) -+
Eisenbindung nach Haty . . . . . (+) + (+) -+
Toluidinblau Zucker . . . . . . . rotviolett | rot:orange | hellblau hellblau
Caedax . . . . . . . hellblau ziegelrot hellblau hellblau

farbung mit Chlorantinlichtrot, Evans-Blau, Amidoschwarz und Methylenblau
fiuhrt dagegen unter Farbwertdnderung zu einer Verstirkung der Formdoppelt-
brechung, die sich nach Art und Stérke mit der durch Kongorot erzielten ver-
gleichen laft.

In der Tabelle 2 fallt auf, dall die gemessene Doppeltbrechung durch die ein-
gefiihrten Substanzen entweder praktisch unverdndert bleibt (PAS, Tetrazonium,
Kregylviolett in Caedax) oder aber stets etwa in derselben GréBenordnung ver-
starkt wird (Kongorot, Chlorantinlichtrot, Amidoschwarz, Evans-Blau, Eosin,
Methylenblau in Zucker und Caedax und Kresylviolett in Zucker eingeschlossen).
Es kann daraus geschlossen werden, dafl weder die Farbe noch die chemische
Struktur der eingelagerten Farbstoffe fir die Verstirkung der Doppeltbrechung
verantwortlich ist. Der (Gedanke liegt nahe, die Ursache der Doppeltbrechungs-
verstirkung in allgemeineren physikalischen Ursachen zu suchen, die allen in
die Strukturen eingefiihrten Stoffen gemeinsam sind.

Nach Kongorot- und Chlorantinlichtrotfdrbung (ebenso auch nach Eosin-
farbung) lassen sich bei Betrachtung im polarisierten Licht gelbe und griine
Stellen am Amyloid unterscheiden. Interessant ist, dall bei den gelben Stellen
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Tabelle 2*. Die Stdrke der Doppeltbrechung

Amyloid Bindegewebe_
Féirbung ( Gangunterschied in mpy) ( Gangunterschied in mu)
in Zucker in Caedax in Zucker | in Caedax
Ungefarbt . . . . . . . . .. 4 5 8 12
PAS . .. ..o 4 4 6 13
Tetrazonium . . . . . . . .o 11 8
Benzoylierung/Kongorot 36 Std . 0 9
Sulfatierung/Kongorot . . . . . 0 7
Nitrierung/Kongorot (gelb) . . 39 12
Kongorot (gelb) . . . . . . . 32 32
Kongorot (grim) . . . . . . . 14 15 7 10
Chlorantinlichtrot (gelb) . . . . 34 35
Chlorantinlichtrot (griin) . . 15 13 7 37
Amidoschwarz . . . . . . . . 35 21 12
Evans-Blaw . . . . . .. .. 36 12 13 16
Kogin . . . . . . . . . ... 31 16 8 17
(gelbe Stelle) | (griine Stelle)

Methylenblau. . . . . . . .. 42 34 15
Kresylviolett . . . . . . . .. 22 ' 6 7 26

* Die Bestimmung des Gangunterschiedes erfolgte mit dem elliptischen Kompensator
der Firma Leitz nach dem Mefiverfahren von Brace. Die Zahlenangaben verstehen sich in
my und stellen Mittelwerte aus mindestens 10 Einzelmessungen dar.
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Abb. 1. Stirke der Doppeltbrechung des

Amyloids nach Férbung mit Kongorot
{Schnitteindeckung in Caedax), gemessen
in monochromatischem Licht bei ver-
schiedenen Wellenliéingen. Es ergibt sich
durch die Farbstoffan- oder -einlagerung
eine selektive Verstirkung der Doppelt-
brechung zwischen 530 wund 560 mg.
Diesem Ergebnis entspricht die griine bis
griingelbe Farbe amyloider Strukturem
jm polarisierten Licht nach Kongorotfar-
bung. Die Stirke der Doppeltbrechung
ist definiert als Gangunterschied dividiert
durch die Schichtdicke des Objekts

die Doppeltbrechung durchschnittlich dop-
pelt so groB ist wie bei den griinen. Dies
steht in Ubereinstimmung mit der Auf-
fassung, daBl die gelben Stellen eine groBere
Schichtdicke als die griinen haben {Schicht-
dickeneffekt, Sor6LL, BENNTHOLD und DIiEZEL
1959).

Papain-, Trypsin- und HCl-Einwirkung
filhren zun keiner Anderung der Doppelt-
brechung. Dagegen 148t sich die Formdoppel-
brechung des Amyloids durch eine 16sttindige
Benzoylierung teilweise wund durch eine
36stiindige vollstandig auftheben. Auch nach
Sulfatierung ist die Doppeltbrechung amy-
loider Strukturen nicht mehr nachweisbar;
eine Anfirbung mit Kongorot gelingt nicht
mehr. Damit ist die Bialsche Probe zum
Nachweis der Neuraminsdure, der Benzoylie-
rungs- und der Sulfatierungseffekt mit
Anderung der Formdoppeltbrechung und be-
sonders dem Verlust der Farbwertdnderung
des Kongorots von Rot nach Griin im polari-
sierten Licht fiir das Amyloid charakteristisch.

Die Stirke der Doppeltbrechung des Amyloids nach Farbung mit Kongorot
und EinschluB in Caedax wurde in Anlehnung an die Untersuchungen von WALCHI
(1945) an der Viscosefaser und von MissMAHL am Amyloid im monochromatischen
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Abb. 2a—d. Knotiges Amyloid der Leber (S. Nr. 812/35). Kongorottirbung, Rindeckung in Caedax,

Betrachtung im polarisierten Licht. a Schnittdicke 10 u; b Schnittdicke 20 #; ¢ Schnittdicke 50 u;

d Schnittdicke 100 4. Mit zunehmender Schnittdicke dndert sich der Farbton von Griin iiber Gelb-

griin, Gelb nach Rot (Schichtdickeneffekt im polarisierten Licht). Die 4 Schnitte wurden auf einem.
Objekttriger aufgezogen und in einem Firbegang gefdrbt
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Licht bei verschiedenen Wellenldngen gemessen. Aus jeweils 10 Einzelmessungen
wurde das Mittel gebildet. Dabei ergab sich eine Kurve mit einem Gipfel zwischen
530 und 560 my, also im Griin-Gelb (Abb. 1). Das Auftreten des griinen Farbtons
im polarisierten Licht nach Farbung amyloider Strukturen mit Kongorot kann
daher mit der selektiven Verstirkung der Doppeltbrechung des Lichtes im Be-
reich von 500—580 mu (Grin und Gelb) erklirt werden (Scméri, BeNwNmoOLD,
Drrzen 1959). Der griine Farbton kongorot gefirbter Amyloidstrukturen ver-
schwindet, wenn das Schnittpriparat eine groBere Schnittdicke erlangt. Es
andert sich die Farbe von Griin iiber Gelbgriin, Gelb nach Rot. Es kommt dann
der dem Kongorot eigene Farbwert auch im polarisierten Licht zum Vorschein.
Man kann diesen Vorgang als Schichtdickenwirkung im polarisierten Licht be-
zeichnen (Abb.2a—d). Wie Kongorot verhalten sich auch andere Farbstoffe,
z. B. Chlorantinlichtrot und Eosin (vgl. Tabelle 2).

¢) Untersuchungen iiber die Farbwertiinderung von 47 Farbstoffen am Amyloid
(Tabelle 3 und 4). In der Tabelle 3 sind die Farbstoffe aufgefiihrt, die zur Farbung
amyloider Strukturen Verwendung fanden. Von den Farbstoffen wurden wiBrige
Losungen hergestellt, die Gewebsschnitte nach der Farbung teils in Zucker, teils
in Caedax eingedeckt und im Mischlicht sowie polarisierten Licht untersucht.
Die Farbstoffe entstammen 8 verschiedenen Stoffgruppen und lassen sich folgen-
dermafen zusammenstellen:

I. Acridinfarbstoffe
I1. Azofarbstoffe a) Monoazofarbstoffe
b) Disazofarbstoffe
¢) Trisazofarbstoffe
II1. Indigoide
IV. Oxazinfarbstoffe
V. Phthalocyaninfarbstoffe
VI. Thiazinfarbstoffe
VIIL. Triarylmethanfarbstoffe
VIII. Xanthenfarbstoffe a) Fluoresceine
b) Rhodamine

Die in der Tabelle aufgefithrten 47 Farbstoffe verhalten sich an amyloiden
Strukturen nicht einheitlich. Unter Berticksichtigung des Farbwertes im Misch-
licht und polarisierten Licht sowie des farberischen Verhaltens gegen kollagene
Bindegewebsfasern lassen sich die Farbstoffe in verschiedene Gruppen einteilen
(Tabelle 4). Einen Farbwechsel am Amyloid bei Betrachtung im polarisierten
Licht der sowohl nach Eindeckung in Zucker als auch nach Caedax feststellbar
ist, zeigen Azofarbstoffe, Thiazinfarbstoffe, Fluoresceine und Acridinorange.
Von diesen geben nur die Azofarbstoffe einen gleichartigen Farbwechsel im polari-
sierten Licht am kollagenen Bindegewebe und hier auch nur dann, wenn man den
Schnilt entwissert und in Caedax eindeckt. Aus dieser Gruppe weisen auBer Kon-
gorot auch Janusgrin, Ponceau d.X., Chlorantinlichtgriin sowie Baumwolibraun
keine Farbwertdnderung am kollagenen Bindegewebe auf. Oxazinfarbstoffe mit
Ausnahme des Gallocyanins und Triarylmethanfarbstoffe mit Ausnahme des
Methylgrins geben die Farbwertinderungen im polarisierten Licht nur nach
Eindeckung in Zucker. Aus der Gruppe der von uns untersuchten Farbstoffe 1a8t
sich mit den Indigoiden und dem Phthalocyaninfarbstoff Alcianblau am Amyloid
keine Farbwertdnderung im polarisierten Licht erzielen. Die Indigoide fiibren
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jedoch am kollagenen Bindegewebe im polarisierten Licht zu einem markanten
Farbwechsel, der mit Indigocarmin nach Eindeckung in Zucker und mit Pikro-
indigocarmin nach Eindeckung in Caedax auftritt.

Einen mit dem Kongorot vergleichbaren Farbwechsel am Amyloid geben
zahlreiche andere Farbstoffe verschiedener Farbstoffklassen. Es entsprechen sich
nicht nur die Farbwerte in ihrem Wechsel (Rot wird jeweils Gelb: Griin—dichroi-
tisch) sondern auch das Ausmall der Doppeltbrechung. So 1Bt sich z.B. am

a b

Abb. 3a u. b. Amyloid der Leber (S. Nr. 123/58). Farbung mit Nilblau, Eindeckung in Zucker.

a Mischlicht: Neutralfette sind mit Nilblau rot angefdrbt. Amyloide Strukturen erscheinen blaB hell-

blau. b Gleiche Stelle wie a, jedoch im polarisierten Licht: Die amyloiden Strukturen leuchten unter

Verstirkung der Doppeltbrechung und Anderung des Farbwertes orange-gelb auf. Die Neutralfette
behalten ihren tiefroten Farbton

getirbten Schnittpraparat zwischen Kongorot einerseits und Ponceau, Chlorantin-
lichtrot, Siriusrot, Diphenylechtrot, Thiazinrot, Acridinorange, Eosin und Phloxin
andererseits kein Unterschied feststellen.

Interessant ist das Verhalten von Nilblau. Nilblau farbt im Mischlicht Neutral-
fette rot und Lipoide blau. Auch die amyloiden Strukturen sind blaB-hellblau
angefirbt. Im polarisierten Licht leuchten die Neutralfette mit ihren Fettsduren
in dem gleichen roten Farbton auf, in dem sie auch im Mischlicht erscheinen.
Die amyloiden Strukturen dndern jedoch ihren Farbcharakter. Unter Verstdrkung
der Doppeltbrechung sind sie orange-gelb gefirbt (Abb. 3a). Das fiir Amyloid
charakteristische Verhalten der Kongorotfarbung mul somit auf zahlreiche
andere Farbstoffe ausgedebnt werden. Kresylviolett bildet eine Ausnahme.
Wihrend die amyloiden Strukturen bei Eindeckung in Zucker im polarisierten
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Tabelle 3
Ein. Amyloid Kollagenes Bindegewebe Farbstoft- | g0
y schiuf-| o ‘s -
Farbstofte Mittel | Misohlicht Polavisiertes | ypisenticnt | Folatistertes tradion | daver
Acridinfarbstoffe
Acridinorange Zult rot gelb:grin hellgelb ungefarbt | 1:400 7 Std
Cae.2{ blaBorange | gelb:griin | blaBorange | blaBhellgelb } 1:400 7 Std
Zu. orange gelb:griin blaBgelb blaBgelb 1:40000 7 Std
Atebrin . . . Zu. | blaBhellgelb | blaBhellgelb | blaBhellgelb | ungefarbt | 1:400 7 Std
Cae. | blaBgelb | blaBhellgelb | blaBgelb ungefarbt | 1:400 7 Std
Monoazofarbstoffe
Chrysoidin G . Zu. hellgelb blaBhellblau t  hellgelb blaBhelgelb | 1:400 30 min
Cae. ) hellbraun |blafigelbgrin} hellbraun vngefarbt { 1:400 30 min
Janusgrin B . . | Zu. blaugriin rot hellblau blau 1:400 5 min
Cae. blau blafirot blau hellblau 1:400 5 min
Orange G Zu. | blaBorange | blaBhellgrin| blaBorange | blafhellgelb | 1:400 7 Std
Cae. | blaBlorange blaugrin | blaBorange |blaliblaugriinf 1:400 7 Std
Methylorange . . | Zu. hellgelb blaugriin blaBgelb | blaBhellgelb | 1:400 7 Std
Cae. hellgelb blaugriin hellgelb blaugrin | 1:400 7 Std
Ponceau 2R Zu. hellrot gelb:griin | blaBhellrot | ungefarbt | 1:400 7 Std
Cae. blaBrot blaBgrimn blafBrot ungefarbt 1 1:400 7 Std
Thiazinrot R . . | Zu. rof gelb:griin ungefirbt ungefarbt | 1:400 7 Std
Cae. rot gelb:griin rot gelb:griin | 1:400 7 Std
Zu. rot gelb:grin ungefarbt ungefarbt [ 1:40000 7 Std
Zn. blaBrot gelb: grim ungefrbt ungefarbt | 1:400000] 7 Std
Prontosil solubile | Zu. hellgelb hellgriin hellgelb | blaBhellgrin | 1:400 23 Std
Cae. | ungefarbt ungefarbt ungefirbt ungefarbt | 1:400 9 Std
Zu. | blaBhellgelb |blaBiblaugrimn | blafhellgelb | blaBheilgelb | 1:40000 { 23 Std
Disazofarbstoffe
Bismarckbraun . | Zu. helibraun heilbraun hellbraun hellbraun | 1:400 2 Std
Cae. | hellbraun gelbgriin hellbraun gelbgriim | 1:400 2 Std
Chlorantinlichtrot | Zu. rot gelb:grim helirot hellgelb
Cae. rot gelb:griin hellrot gelb :hellgrin
Evans-Blau Zu. hellblau rot hellblan hellblau 1:400 7 Std
Cae. heliblau rot heliblau orangerot | 1:400 7 Std
Geigyblau536med.] Zu. blau gelbrot:dun- | rotviolett blau 1:400 7 8td
kelrot
Cae. blau dunkelrot rotviolett orangerot | 1:400 7 Std
Kongorot Zu. rot gelb:griin rot rot 1:200 20 mir
Cae, hellrot gelb:grim | blaBhellrot | unmgefiarbt {1:200 20 mir
Amidoschwarz
10B Zu. blaBblan rot blafblau blaBblau
Cae. | blangrin gelb:rot blaugrim gelb:rot
Olrot 0 Zu. | ungefirbt ungefarbt ungefarbt vngefarbs | 1:400 61/, £
Cae. | ungefirbt ungefarbt ungetarbt ungefarbt | 1:400 61/, £
Sudan IIT . . . [ Zu |{ blaBhellrat | blaBhellgrin]| ungefarbt ungefarbt | 1:400 20 mir
Cae. ungefarbt ungefarbt | 1:400 20 mii
Sudanschwarz B | Zu. {blaBhellgrau | (blaBhellrot) | ungefarbt ungefsrbt | 1:100 20 miz
Cae. | ungefarbt ungefarbt ungefarbt ungefirbt (70%
Alkohol)
Trypanblau Zu. | blaBblaurot | ziegelrot blaBrotvio- 1:400 61/, 4
letthellblau
Cae. hellblau gelb:rot hellblau gelb:rot 1:400 61/,
Dianilblau . Zu. hellblau ziegelrot ungefarbt ungefirbt | 1:400 7 St
Cae. | blaBrotvio- blafrotvio- 1:400 7 St
lettrotbraun lettrotbraun
Siriusrot . . . . | Zu. rot gelb:grin blaBirot blafirot
Cae. rot gelb:grim rot gelb:grim
Benzoeechtrot Zn. hellrot hellgelb :hell-f  hellrot hellrot
THn
Cae. helirot blaﬁghellgelb hellrot blaBhellgelb

1 Zu. = Zucker; 2 Cae. = Caedax.
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I %}n' Amyloid Kollagenes Bindegewebe F];:rbstoff- —
aebstore Sittel] Mischlicht Polarisiortes | yrisontieny | Polarisiertos tragion | daver
Baumwollbraun . | Zu. helibraun | hellblaugriin{ hellbraun hellbraun | 1:400 30 min
Cae. braun griin: braun braun griin:braun | 1:400 30 min
Diphenylechtrot | Zu. rot gelb:griin ungefarbt ungefarbt j 1:400 30 min
Cae. rot gelb: grimn rot gelb:grim | 1:400 30 min
T'risazofarbstoffe
Direkttief-
schwarz B . . | Zu. |blauschwarz hellrot grauschwarz grau 1:100 2 Std
Cae. | grauschwarz hellrot grauschwarz | blaBhellrot | 1:100 2 Std
Sambesischwarz. | Zu. | blaBigrau- hellrot blaBgrau blaBgrau | 1:400 6/, Std
schwarz
Cae. |grauschwarz hellrot grauschwarz hellrot 1:400 61/, Std
Chlorantinlicht-
grim 5 GLL Zu. |blaBgelbgriin | blafhellblau | blaBgelbgriin | blafgelbgriin{ 1:400 7 Std
Cae. | hellgrin blau hellgriin hellgrim | 1:400 7 Std
Indigoidefarbstoffe
Indigocarmin . . | Zu. hellblau blaBirot hellblau carminrot | 1:400 15 Std
Cae. | ungefirbt ungefirbt ungefarbt ungefarbt | 1:400 15 Std
Pikro-Indigo-
carmin Zu. gelb gelb blaugrim blaugrin | 1:400 1 Std
Cae. gelbgrim gelbgriin blau rob 1:400 1 8td
Oxazinfarbstoffe
Kresylviolett . . | Zu. | rotviolett grin hellblau hellblan 1:100 10 min
Cae. | blauviolett | dunkelrot hellblau ungefarbt | 1:100 10 min
Paraffinschnitt | Zu. f(hellrotviolett | hellrotviolett| hellblau hellblau 1:100 10 min
Nilblau Zu. violett orangerot hellblau hellblau 5 min
Cae. | ungefarbt ungefarbt ungefarbt ungefarbt 5 min
24 Std Pyridin-N. | Zu. | rotviolett ziegelrot rotviolett ungefarbt
Gallocyanin Zu. | ungefarbt ungefirbt ungefarbt ungefarbt | 1:400 23 Std
Cae. | ungefarbt ungeférbt ungefarbt ungefarbt | 1:400 23 Std
Coelestinblau . . | Zu. . - .
Cae. o - -
Prhthalocyanin-
Jarbstoffe
Alcianblau . . . | Zu. hellgriin hellgriin hellgriin hellgrim | 1:200 1 8td
Cae. | blaugrin blaugriin blaugriin blaugrim | 1:200 1 8td
Thiazinfarbstoffe
Thionin . . . .| Zu. | rotviolett | orange:rot blaBblau blaBblau | 1:1000 30 sec
Cae. | rotviolett | orange:rot hellblau hellblau | 1:1000 30 sec
Methylenblau. . | Zu. | rotviolett | orange:rot heliblau hellblau 1:100 30 sec
Cae. | blaBhellblau | carminrot | blaBhellblau| hellblau 1:100 30 sec
Azur1 Zu. | blaBhellblau | ziegelrot ungeférbt ungefarbt | 1:100 15 min
Cae. blau hellrot blau hellblau 1:100 15 min
Toluidinblaw . . | Zu. | rotviolett | orange:rof hellblau hellblau | 1:100 10 sec
Cae. hellblau ziegelrot hellblau hellblau 1:100 10 sec
Triarylmethan-
Jarbstoffe
Gentianaviolett . | Zu. | rotviolett tief- rotviolett rot 1:400 3 sec
dunkelblau
Cae. | rotviolett tief- rotviolett rotviolett | 1:400 3 sec
dunkelrot
Methylviolett Zu. | rotviolett hellblau rotviolett hellrot 1:400 1 sec
Cae. | rotviolett rot blafiviolett | rotviolett | 1:400 1 sec
Kristallviolett Zu. | rotviolett dunkel- blauviolett | blauviolett | 1:400 1 min
blaugrim
Cae. | blaBviolett | rotviolett | blalviolett | blafiviolett | 1:400 1 min

Virchows Arch. path, Anai., Bd. 332
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

N E}né Amyloid Kollagenes Bindegewebe Farbstoft- Farbo
arbs e schiuB- . ‘e - .
° mittel | Mischlicht Polarisiertes | wisentichs | Polarisiertes Seation | dauer
Methylgrin. . . | Zu. hellgrim hellgriin hellgriin hellgrim 1:400 2 sec
Cae. |blaBhellgriin | blafihellgrin | blaBhellgriin | blaBhellgriin |.1:400 2 sec
Xanthenfarbstoffe:
Fluoresceine
Pyronin . . . .| Zu.
Cae. o - - - - “—
Phloxin . . . . ]| Zu rot gelb:griin rot hellrot 1:400 1 min
Cae. 1088, gelb:griin rosa rosa 1:400 1 min
Eosin . . . . . Zu. hellrot gelb:griin hellrot hellrot 1:100 2 min
Cae, hellrot gelb:grim hellrot hellrot 1:100 3 min
Rhodamine
Rhodamin B . . | Zu. rot orange:rot rot rot 1:400 15 min
Cae. blaBrot blaBrot blaBrot blaBrot 1:400 15 min
Zu. blaBrot blaBrot ungefarbt ungefarbt | 1:40000 | 15 min
Tabelle 4
Farbwechsel am Amyloid Farbwechsel am Kollagen Kein
Zucker Caedax Zucker Caedax v&%ﬂ:e]
1. Acridinfarbstoffe
Acridinorange Acridinorange — — —
— — — — Atebrin
I1. Azofarbstoffe
a) Monoazo-
Chrysoidin G (Chrysoidin G — — —
Janusgrin B . . Janusgriin B — — —
Orange G . . . . Orange G —_ Orange G —
Methylorange . . Methylorange — Methylorange —
Ponceau 2R . . . Ponceau 2R — — . —
Thiazinrot R Thiazinrot R — Thiazinrot R —
Prontosil (Prontosil) — (Prontosil) —

b) Disazo- Bismarckbraun — Bismarckbraun —
Chlorantinlichtrot Chlorantinlichtrot — (Chlorantinlichtro t) —
Evans-Blau . . . Evang-Blau — Evans-Blau —
Geigyblau 536 . . Geigyblau 536 — Geigyblau 536 —
Kongorot . . . . Kongorot — (Kongorot) —
Amidoschwarz B . Amidoschwarz B — Amidoschwarz B o —

— — — — Olrot 0
(Sudan I1T) . . . Sudan ITT —
(Sudanschwarz)

Trypanblan . . . Trypanblau — Trypanblau —
Dianilblau. . . . Dianilblau — Dianilblau —
Siriusrot - Siriusrot, — Siriusrot —
Benzoeechtrot . . — —
Baumwollbraun Baumwollbraun — — —
Diphenylechtrot . Diphenylechtrot — Diphenylechtrot —

¢y Trisazo-

Direkttiefschwarz Direkttiefschwarz — Direkttiefschwarz —
Sambesischwarz . Sambesischwarz — Sambesischwarz —
Chlorantinlicht-
grin 5 GLL . . Chlorantinlicht- — —
grin 5 GLL

TI1. Indigoide

Indigo-

carmin

Pikroindigocarmin
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Farbwechsel am Amyloid Farbwechsel am Kollagen Kein
Farb-
Zucker Caedax Zucker ‘ Caedax wechsel
IV. Ozazinfarbstoffe
Kresylviolett . . . . Kresylviolett — — —
Nilblaw . . . . .. (Nilblau) — — —
— — — — Gallo-
cyanin
Coelestinblau . . . .
V. Phthalocyanin-
farbstoffe
— — — — Alcianblau
VI. Thiazinfabstoffe
Thionin . . . . . Thionin — - —
Methylenblau. . . . Methylenblau — — —
AzurI . . . . .. Azur 1 — — —
Toluidinblan . . . . Toluidinblau — — —
VII. Triarylmethanfarb-
stoffe
Gentianaviolett . . . — — — —
Methylviolett . . . — — - —
Kristallviolett . . . — — — —
— — — — Methyl-
griin
VIII. Xanthenfarbstoffe
a) Fluoresceine
Pyronin .
Eosin. . . . .. Eosin — — —
Phloxin . . . . . Phloxin — — —
b) Rhodamine
— — — — Rhod-
amin B

Licht griin aufleuchten, erscheinen sie nach Schnittentwisserung und Caedax-
einschlull dunkelrot.

Diskussion

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnten wir bausteinhistochemisch
im Amjyloid neben einem EiweiBkorper eine Kohlenhydratkomponente nach-
weisen. Die positive Bialsche Reaktion am Schnittpraparat entspricht einem
Gehalt an Neuraminsiure. Dies steht in Einklang mit der Beobachtung von
Krieng und Famrarp (1955). Da es gelingt, nach Papaineinwirkung auf den
unfixierten Gefrierschnitt die Bialsche Probe und die PAS-Reaktion wesentlich
abzuschwichen bzw. zum Verschwinden zu bringen, kann man diskutieren, ob
die PAS:Positivitit vorwiegend auf dem Gehalt an Neuraminsdure beruht. Der
Ausfall der gekoppelten Tetrazoniumreaktion nach Benzoylierung weist auf einen
relativ geringen Gehalt von Histidin hin und steht damit in Ubereinstimmung zu
den Angaben von EppinGER (1922) und LETTERER, GEROK und SCHNEIDER (1955).
Lipoide haben sich mit unserer Methodik nicht mit geniigender Sicherheit nach-
weisen lagsen.

BrauxstEIN und BUusrReER (1959) haben die Metachromasie mit Kristall-
violett und die mit Toluidinblau nach Pepsineinwirkkng auf die Anwesenheit
eines carboxylgruppenhaltigen Mukopolysaccharids zuriickgefiithrt. Auf Grund
der histochemischen Befunde enthalte das Amyloid Proteine, Kohlenhydrate

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 332 38a
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(oder Glykoproteide) und saure Mukopolysaccharide. Unseres Erachtens erlaubt
die histochemische Methodik keine so weitgehende Folgerung. Als gesichert kann
lediglich gelten: Amyloid besteht vorwiegend aus einem gerichteten, orientierten
Eiweifikorper, der Neuraminsiiure enthélt, und dem geringe Mengen eines noch
nicht néher bestimmten Kohlenhydrates neutraler oder schwach saurer Natur
beigegeben sind. Das entspricht auch den chemischen Analysen von GiLES und
Carrins (1955) sowie Carkins und Comen (1958). Uber die Natur des Eiweif-
korpers gehen die Meinungen auseinander. VazqQugis und Dixox (1956) sowie
WaeNER (1958) vermuten die Anwesenheit eines Globulins, wihrend CALKINS
und CoHEN (1958), Mirrs u. Mitarb. (1959) sowie CoHEN und CALKINS (1959)
ausdriicklich betonen, daf} der Eiweillkérper im Amyloid sich nicht von y-Globulin
oder Kollagen ableiten lasse.

Uns hat besonders die Frage beschéftigt, ob die positive Formdoppeltbrechung
des Amyloids auf der Anwesenheit maskierter Bindegewebsfasern (MissMaHL)
beruht oder ob die amyloide Struktur als solche auf Grund ihres Gehaltes an
besonderen EiweiBen oder Kohlenhydraten die Ebene des polarisierten Lichtes
dreht. Die Formdoppeltbrechung 148t sich mit keinem der gepriiften Fermente
(Trypsin, Papain, Hyaluronidase, Diastase) zum Verschwinden bringen. Be-
merkenswert erscheint uns ihr Verlust durch Einfiihrung eines Benzolringes
in die amyloide Struktur (Benzoylierung). Aus der nachfolgenden Tetrazonium-
reaktion kann angenommen werden, daBl die Benzoylierung an EiweiBkérpern
ablduft. Wir mdchten diesen Befund dahingehend verwerten, dafl die unabhéngig
von jeder Farbung vorhandene Formdoppeltbrechung amyloider Strukturen auf
der Anwesenheit bestimmt aufgebauter, gerichteter EiweifSkorper beruht. Diese
werden offenbar durch die Benzoylierung verdndert. Gleichzeitig erfihrt die
Anfiarbung mit Kongorot und mit Farbstoffen, die sich wie Kongorot verhalten,
eine Anderung : Die charakteristischen Farbwertinderungen bleiben aus. Vermut-
lich ist daher, neben der Doppeltbrechung, auch die Anfirbung mit den in
Tabelle 3 und 4 zusammengestellten Farbstoffen in erster Linie auf den EiweiB-
anteil des Amyloids zuriickzufiihren.

© Einen der Benzoylierung entsprechenden Effekt konnten wir nur mit der
Sulfatierung nach GomorI erzielen. Nach der Sulfatierung farben sich die amy-
loiden Strukturen mit Toluidinblau nicht, wie zu erwarten, metachromatisch rot-
violett, sondern bellblau an. Die in unserem Schnittpraparat enthaltenen Leber-
zellen und Bindegewebsfasern geben den von GomorI (1954) beschriebenen Sul-
fatierungseffekt : eine verstirkte Metachromasie nach Toluidinblaufédrbung.

Schlielt man sich der von WALcHI (1945) herausgearbeiteten Vorstellung iber
die Kongorotfdrbung an, dann wird die Farbwerténderung nach Griin im polari-
sierten Licht und die Verstirkung der Doppeltbrechung durch eine Farbstoff-
einlagerung in capillire Hohlrdume hervorgerufen. Der Farbstoff lagert sich
in Form stdbchenférmiger Micellen parallel zur Faserachse. Die von Wiroma
an der Cellulose gewonnenen Ergebnisse kénnen unseres Erachtens auf die amy-
loiden Strukturen tbertragen werden. Unsere Messungen der Doppeltbrechung
(Bestimmung des Gangunterschiedes) des Kongorots an amyloiden Strukturen
bei verschiedenen Wellenlingen (Abb. 1) stimmen mit denen WALcHIs an der
Viscosefaser iiberein. Moglicherweise verfiigt die amyloide Struktur wie die Cel-
lulose iiber submikroskopische Capillarrdume, in die der Farbstoff eingelagert
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wird. Durch die Einfithrung des Benzolringes einerseits und die Sulfatierung
andererseits konnten diese Réume verdndert werden.

Ungere Untersuchungen geben keinen Hinweis darauf, daf die Doppelt-
brechung des Amyloids auf der Doppeltbrechung maskierter reticulirer Fasern
beruht. Die reticuldren Fasern haben nicht nur eine andere positive Form-
doppeltbrechung, sondern verhalten sich auch anders gegen die gepriiften Farb-
stoffe (vgl. Tabelle 2——4).

Die charakteristische Farbstoffeinlagerung und Doppeltbrechung ist somit in
der amyloiden Struktur selbst begriindet. Da die amyloide Struktur vorwiegend
aus einem EiweiBlkorper aufgebaut ist und da sich die fiir das Amyloid charak-
teristischen Verhaltensweisen (Kongorotfarbung, Doppeltbrechung) dndern, wenn
dieser durch chemische Reaktionen in seiner Struktur gedndert wird, darf ver-
mutet werden, daB die Eigentiimlichkeiten, die das Amyloid pathologisch-
histologisch und histochemisch charakterisieren, auf der Anwesenheit eines Hi-
weilBkorpers beruhen, der in dieser Form in den Geweben sonst nicht zu beob-
achten ist. Zugrunde liegt wohl ein besonders strukturierter Eiweilkorper, der
als Paraprotein im Sinne RANDERATHs (1947 und 1950) aufgefalit werden kann.
Hier anschliefend kénnte der amyloiden Struktur eine teils allgemeine teils nur
ortlich abgelaufene Stérung in der Eiweillkérpersynthese zugrunde liegen.

Nachtrag. Nach Abschlufl der Arbeit werden wir mit den elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen von CoHEN und Carkins (1959) bekannt. Experi-
mentell erzeugtes Amyloid (Caseingaben) in den Glomerula der Niere beim Kanin-
chen, subcutane Amyloidablagerungen bei allgemeiner (primérer) Amyloidose und
Nierenamyloid bei sekundérer Amyloidose zeigen tbereinstimmend eine feine
faserige Struktur, die deutlich von der kollagenen Faser unterschieden ist. Die
Fasern sind teilweise zu Biindeln geordnet. Fur das experimentell erzeugte
Amyloid wird die Faserlinge mit 1200 bis 5000 A und die Breite mit 50—120 A
angegeben. Menschliches Amyloid enthélt Fasern bis zu 16000 A Linge. Diese
Befunde stehen im Einklang mit den Ergebnissen der polarisationsoptischen
Untersuchung. Die elektronenmikroskopisch dargestellten Fasern kénnten dem
oben beschriebenen ,,gerichteten Eiweillkorper entsprechen, der fiir die positive
Formdoppeltbrechung des Amyloids verantwortlich gemacht wird. In einer so-
eben erschienenen Studie iiber die experimentelle Amyloidose beim Kaninchen
beschreiben CouEN, CarkiNs und LEVENE (1959) histochemische und polarisa-
tionsoptische Befunde, und diskutieren eine innere micellare Ordnung des Amy-
loids derart, daB eine submikroskopische Einheit parallel zu ihrer Lingsachse
gelagert sei. — Govuyeuo (1959) versucht, auf Grund einer vergleichenden Be-
trachtung der Ergebnisse der Literatur Unterschiede zwischen den amyloiden
Strukturen bei sog. primérer und sekundirer Amyloidose herauszuarbeiten. —
Vergleichende Absorptionsmessungen im ultravioletten und sichtbaren Licht
ergaben keine Unterschiede zwischen dem Amyloid bei sekunddrer Amyloidose
und bei Myelom. Die Absorption lag bei 2,800 A (Gurrr 1959).

Zusammenfassung
1. Bausteinhistochemisch besteht das Amyloid aus einem EiweiBkérper mit
einer Kohlenhydratkomponente. Der EiweiBkérper enthalt Neuraminsdure, die
nach Papaineinwirkung aus den amyloiden Strukturen verschwindet.
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2. Polarisationsoptisch verfiigt das Amyloid iiber eine positive Formdoppelt-
brechung, die durch Benzoylierung und Sulfatierung aufgehoben werden kann.
Mit dem Verlust der Formdoppeltbrechung geht die Anféirbung mit Kongorot ver-
loren. Die positive Formdoppeltbrechung des Amyloids beruht auf der besonderen
Anordnung (Ausrichtung) des Eiweikorpers. Bei Priifung des kongorotgefarbten
Amyloid im monochromatischen Licht erfahrt die Doppeltbrechung eine maximale
Verstirkung zwischen 540 und 560 mpu.

3. Der fiir das Amyloid nach Kongorotfarbung charakteristische Farbwechsel
im polarisierten Licht wird auch bei zahlreichen anderen Farbstoffen beobachtet.
Die Zunahme der Doppeltbrechung entspricht dabei der nach Kongorotanfirbung.

4. Die kollagene und reticuldre Bindegewebsfaser verhdlt sich grundsétzlich
anders als das Amyloid.

Summary

Histochemically, amyloid is composed of protein with a carbohydrate compo-
nent. The protein contains neuraminic acid which disappears with papain
digestion.

In polarization studies amyloid discloses a double refraction that can be
abolished only by benzoylation and sulfuration. With the loss of the double
refraction, the affinity for the congo red stain is also lost. The double refraction
is undoubtedly related to a special positioning of the protein fraction. When
the amyloid is stained with congo red and studied in monochromatic light, the
double refraction reveals a maximal intensity between 540—560 mu.

The characteristic change in color of amyloid stained with congo red that
occurs in polarized light is also observed with numerous other dyes, and the
increase in the double refraction seen with them is similar to that affer congo
red staining.

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