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Fir den histologischen Nachweis des Amyloids stehen relativ spezifische
Farbemethoden, wie die Metachromasie mit Methylviolett und die Kongorot-
farbung, zur Verfiigung, jedoch ist nur wenig iber den Mechanismus dieser Far-
bungen und dber die chemische Bindung dieser Farbstoffe am Amyloid be-
kannt.

Wihrend man uspriinglich annahm (Krawkow), daB Chondroitinschwefelsdure der
Trager der Metachromasie mit Methylviolett sei, konnte bald gezeigt werden, dafi beim
Amyloid nur im erhaltenen Parenchym die Schwefelsdure vermehrt ist (Herznemx 1930),
wahrend das Amyloid selbst keine Schwefelséure enthilt (Hawssex 1908). Lrurporp (1918,
1926) fand, da nur bei Behandlung mit Laugen, nicht aber mit Sduren die Methylviolett-
metachromasie verschwindet. Auf Grund seiner Befunde kam er zu dem SchluB3, daB die
Methylviolettmetachromasie des Amyloids am Eiweill gebunden ist und, in Ubereinstimmung
mit SCEMIEDEBERG (1891, 1920), dafl das Amyloid ein hochmolekulares Eiweil von Globulin-
charakterist. Auch LETTERER (1958, 1959) hélt das Amyloid fiir ein globulinartiges Eiweif3.
Er ordnet die Metachromasie mit Methylviolett der Grundsubstanz zu, der sich das Amyloid
angelagert habe. Jedoch sieht auch er keinen Zusammenhang zwischen Farbung und chemi-
scher Natur. ,,Die als typisch bekannten Farbreaktionen des Amyloids lassen keinen Schluf}
auf seine chemische Natur oder auch nur das Vorhandensein bestimmter chemischer Gruppen
zu.* Demgegeniiber stehen die Befunde von BANk und BUNGENBERG DE Joxa (1939), die
feststellten, daBl die Metachromasie basischer Farbstoffe an das Vorhandensein saurer
Gruppen gebunden ist, wobei die Stédrke der Metachromasie der Ladungsdichte des Kolloids
parallel geht. Auch die positive Farbreaktion des Amyloids mit Aleianblau (LRTTERER 1958)
weist auf das Vorhandensein eines sauren Polysaccharids hin. SchlieBlich konnte Hass schon
1942 aus Amyloid ein uronsdurehaltiges Polysaccharid gewinnen.

Von KreENK und Fatnrarp wurde 1955 festgestellt, daB das Amyloid Neuramin-
sdure (NS) enthédlt. Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurden Versuche unter-
nommen, dje neuraminsdurehaltige Substanz anzureichern; dabei fand sich in der
kalten Phenolextraktion nach WgstpHAL u. Mitarb. (1952) eine Methode, aus
dem Amyloid eine einheitliche neuraminsidurehaltige Fraktion darzustellen. Tm
ersten Teil dieser Arbeit wird diese Fraktion ndher untersucht. Im zweiten Teil
soll dann der Einfluf} der gleichen Reagentien, die zur Extraktion der neuramin-
sdurehaltigen Fraktion benutzt wurden, auf die Firbbarkeit von Amyloid in
histologischen Préiparaten untersucht werden.

* Diese Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefiihrt.
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Biochemischer Teil
Methodik

Als Ausgangsmaterial standen Teile einer menschlichen Amyloidleber zur
Verfigung, bei der, nach dem histologischen Befund, das normale Leberparenchym
fast vollsténdig durch Amyloid ersetzt war.

Darstellung des neuraminsiurehaltigen Mucoproteids. Das Gewebe wurde zerkleinert,
nach Einfrieren getrocknet und pulverisiert. Das Pulver wurde im Soxhlet bis zur Erschop-
fung mit Aceton extrahiert und getrocknet (Fraktion I). Das mit Aceton extrahierte getrock-
nete Pulver wurde mit Harnstoff in Anlehnung an die Methode von Hermer und MEYER (1956)
aufgeschlossen.

100 g Gewebspulver wurden in 1300 mleiner 6 n-wiBrigen Harnstofflosung anfgeschwemmt,
die mit 1 n NaOH auf py 9,0 eingestellt wurde. Die Suspension blieb 3 Tage bei - 4° stehen,
wobei sie taglich mehrmals umgeriihrt und mit 1 n NaOH wieder auf pyr 9,0 eingestellt wurde.
AnschlieBend Zentrifugation. Uberstand (Fraktion IIa) und Rickstand (Fraktion ILb)
wurden getrennt gegen Leitungswasser und destilliertes Wasser dialysiert und lyophilisiert.

Ausbeute. Uberstand: 68,3 g mit 1,1% Neuraminsaure (Fraktion ITa). Riickstand:
29,8 ¢ mit 0,3% Neuraminsaure (Fraktion IIb).

Der Uberstand wurde nach WesTPHAL mit kaltem Phenol extrahiert.

10g des Iyophilisierten Uberstandes wurden in 160 ml destillierten Wassers suspendiert und
auf -+ 29 C gekiihlt. Hierzu wurden unter kriftigem Umschwenken 265 ml einer auf - 4° C
gekiihlten, 75%igen Phenol-Wassermischung hinzugefiigt. Die Emulsion wurde kriftig
geschiittelt und fiir eine halbe Stunde bei -+ 4° C belassen. Nach Zentrifugation wurde die
walBrige Phase abgehebert. Die phenolische Phase wurde mit 50 m) destillierten Wassers ver-
setzt, geschiittelt und nochmals fiir eine halbe Stunde bei 4% C belassen. Nach Zentrifugation
wurde wiederum die wiBrige Phase abgehebert und mit der ersten vereinigt. Sie wurden dann
gegen Leitungswasser und destilliertes Wasser dialysiert, elektrodialysiert, filtriert und nach
Einfrieren getrocknet (Fraktion IITa). Die phenolische Phase wurde in die 6fache Menge
kalten Athanols eingegossen und iiber Nacht bei + 4° C belassen. Der entstandene Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und dialysiert. Dabei ging ein Teil
in Losung. Nach Zentrifugation wurden Uberstand (Fraktion IIIb) und Niederschlag
(Fraktion IITc) getrennt nach Einfrieren getrocknet. Das Phenol-Alkoholgemisch wurde
gegen FlieBwasser und destilliertes Wasser dialysiert und getrocknet (Fraktion I1Id).

Ausbeute. Fraktion ITTa: 0,58 ¢ mit 3,7% Neuraminsdure (Rohmucoproteid); Frak-
tion I1Ib: 1,19 ¢ mit 1,2% Neuraminsiure; Fraktion ITIc: 3,8 g mit 0,8 % Neuraminsiure;
Fraktion I11d: 3,9 g ohne nachweisbare Neuraminséure.

Das Rohmucoproteid der wafirigen Phase wurde durch fraktionierte Alkoholfillung
weiter gereinigt.

Das Rohmucoproteid wurde in 20 m] destillierten Wassers gelost. Unter Umriihren wurden
langsam 13,3 ml abs. Athanol zugegeben, so dall 40%iges Athanol erhalten wurde. Uber
Nacht bei -+ 4° C stehengelassen. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, in
Wasser aufgenommen und getrocknet (Fraktion IVa). Der Uberstand wurde mit 6,7 ml abs.
Athanols versetzt, so daB 50%iges Athanol erhalten wurde. Wieder tiber Nacht bei 4°C
belassen, Niederschlag abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und nach Einfrieren getrocknet
(Fraktion IV). Zum Uberstand wurden 60 ml abs. Athanol gegeben, so daB 80 %iges Athanol
erhalten wurde. Uber Nacht bei 4° C stehengelassen. Der entstandene Niederschlag wurde
abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und getrocknet (Fraktion IVc). Uberstand im
Vakuum zur Trockne eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen und getrocknet (Frak-
tion IVd).

Ausbeute. Fraktion IVa: 0,170 g mit 1,56% Neuraminsdure; Fraktion IVb: 0,141 g mit
2,2% Neuraminsiure; Fraktion IVe: 0,210 g mit 5,3% Neuraminsiure; Fraktion IVd:
0,003 g ohne nachweisbare Neuraminséure.

Durch engere Fraktionierung oder durch wiederholte Fallungen konnte keine hohere An-
reicherung der Neuraminséure erreicht werden.

Aus amyloidfreien, normalen menschlichen Lebern konnte mit der gleichen Methode
keine neuraminsiurehaltige Substanz gewonnen werden.
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Papicrelektrophoretische Untersuehung. Die Elektrophorese wurde im Grassmann-
Elektrophoresegerit durchgefithrt. Als Puffer wurde der Michaelis-Puffer in der Modifikation
von WIEDEMANN verwandt. Papier Schleicher & Schiill 2043b. py 6,1. Laufzeit 16 Std
bei 220 V und 4 mA, Auftragsmenge 5—10 mg, in Puffer gelést. Trocknen der Streifen
bei 105° C. Anfirben der Streifen mit Ninhydrin, Bials Reagens, Amidoschwarz und Perjodat-
Benzidin nach VisconNtIxt (1955) zum Nachweis von Polyalkoholen mit vicinalen Hydroxyl-
gruppen.

Papierchromatographische Bestimmung der Zucker. 20 mg der zu untersuchenden Sub-
stanz wurde in einem Reagensglas in 5ml 5 %iger Salzsiure gelost und eingeschmolzen. Hydro-
lyse 4 Std bei 105° C. Nach Abschlul3 der Spaltung Fallung der Cl-Tonen mit Blei- und Silber-
acetat. Aus dem Filtrat wurden die Schwermetallionen mit Schwefelwasserstoff entfernt.
Das Filtrat wurde im Vakuum bei 40° zur Trockne eingedampft und in wenig 0,6 n Ameisen-
siure aufgenommen. Eine Siule 2x25cm wurde mit dem Kationenaustauscher Dowex
50 x 8,50 mesh in der H-Form gefiillt und mit 0,6 n. Ameisenséure durchspiilt. Das angesiuerte
Hydrolysat wurde auf die Saule gegeben und die Siule mit 250 ml 0,6 n Ameigenséure ent-
wickelt. Das Eluat wurde gesammelt (1. Fraktion). Die Saule wurde dann mit 500-—1000 ml
Wasser neutral gewaschen. Bei den ersten Ansétzen wurde auch diese Fraktion gesammelt
und papierchromatographisch untersucht. Da sich aber weder Zucker noch Aminossuren
nachweisen lieBen, wurde sie bei weiteren Ansitzen verworfen. AnschlieBend wurde die
Sdule mit 250 ml 5%igen Ammoniaks entwickelt. Das Eluat wurde wiederum gesammelt
(2. Fraktion). Beide Fraktionen wurden getrennt im Rotationsverdampfer (Wasserstrahl-
vakuum, 40° C) eingedampft, in wenig Wasser aufgenommen und papierchromatographisch
untersucht.

Als Papier wurde Schleicher & Schiill 2043 b verwandt, als mobile Phase Pyridin: Essig-
ester:Wasser = 7:10:4 (v/v). Die zu untersuchenden Substanzen wurden neben Testzucker-
gemischen aufgetragen und das Chromatogramm 18 Std bei 20° C aufsteigend entwickelt.
AnschlieBend wurden die Chromatogramme bei 80° C getrocknet und mit dem Reagens nach
VisconTint (1955) bzw. Ninhydrinlésung eingespriiht. Die Zucker stellten sich als weiBie Flecken
auf blauem Hintergrund dar. Die Aminosfiuren und Hexosamin ergaben nach Ninhydrin-
behandlung blaurote Flecken.

Papierchromatographische Bestimmung der Aminosiuren. 5 mg der Substanz wurden in
einem Reagensglas in 5 ml 20%iger HCI gelost, eingeschmolzen und 24 Std bei 105° C ge-
spalten. Nach AbschluB der Spaltung wurden die ausgefallenen Huminsubstanzen abfiltriert
und 3mal mit Wasser gewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und im Rotations-
verdampfer (Wasserstrahlvakuum, 40° C) zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde
mit wenig Wasser in ein Reagensglas iiberfithrt und getrocknet, die trockne Substanz in
0,1 m1 Wasser gelost. Auftragungsmenge: 10—20 mm?.

Das Chromatographiepapier (Schleicher & Schiill 2043 b) wurde in Viertelbogen zerlegt.
Der Auftragungspunkt lag 5 cm von beiden Kanten entfernt. Das Chromatogramm wurde
zweidimensional entwickelt. Als erster Entwickler wurde sekundéares Butanol:Ameisenséure:
Wasser = 75:13:12 (v/v) verwandt. Ein Papierstreifen, auf den Glutaminssure aufgetragen
war, wurde mitentwickelt. Nach dem Trocknen wurden das Chromatogramm und der Test-
streifen nochmals in der gleichen Richtung entwickelt. Nach diesem zweiten Lauf wurde der
Teststreifen mit Ninhydrin angefarbt, die Laufstrecke der Glutaminséure auf das Chromato-
gramm iibertragen und das Chromatogramm oberhalb der Glutaminséure durchtrennt. Die
untere Halfte wurde 2mal in 80 %igem Phenol entwickelt, die obere Hélfte 2mal in folgendem
Gemisch: Methylathylketon: Pyridin: Wasser = 70:15:15 (v/v).

Nach dem Trocknen wurden beide Chromatogrammhalften mit Ninhydrin angefirbt.

Quantitative Bestimmung der Glueuronsiure. Die Bestimmung erfolgte nach KEercm
und Heyw~s. Als Test wurde jedoch nicht reine Glucuronsiure verwandt, sondern ein Gemisch
von Glucuronsdure, Hexosamin und Casein, das in seinem Eiweif- und Hexosamingehalt dem
untersuchten Mucoproteid entsprach. Einzelheiten der Methode: HoPPE-SEYLER und THIER-
FELDER: Handbuch der phsyiologischen und pathologischen Analyse, 10. Aufl.,, Bd. III/1,
S. 869.

Darstellung der N-Acetyl-Neuraminsiure aus Amyloidleber. Die Darstellung der Neuramin-
sdure erfolgte nach KLENK und Fammrnarp (1957).

Virchows Arch. path, Anat., Bd. 334



98 Pavr ScHMITZ-MOORMANN :

10 g der pulverisierten und acetonextrahierten Amyloidleber wurden in der 5fachen Menge
0,03 n. Schwefelsaure aufgeschwemmt und unter starkem Riihren 1 Std auf 75—80° C er-
warmt. Anschliefend wurde zur Neutralisierung eine der Schwefelsdure entsprechende Menge
an Bariumacetat, in wenig Wasser gelost, zugegeben, der unlosliche Anteil abzentrifugiert
und 2mal mit Wasser gewaschen. Uberstand und Waschwasser wurden vereinigt und unter
haufigem Wechsel des Auflendialysates so lange gegen Wasser dialysiert, bis sich im Auflen-
dialysat keine Neuraminsiure mehr nachweisen lie. Die vereinigten AuBendialysate wurden
im Rotationsverdampfer (Wasserstrahlvakuum, 40°C) eingeengt und iiber eine Dowex
50 x 8-Séule (H-Form) gegeben, um sie von Kationen zu befreien. Aus dem Eluat wurde mit
einer Anionenaustauschersiule (Lewatit MIH, Acetatform) mit 2 n Ameisenséure als Eluens die
reine N-Acetyl-Neuraminsdure gewonnen.

Ausbeute. 68 mg, davon kristallisiert aus Hisessig-Wasser 48 mg.

Identifizierung der N-Acetyl-Neuraminsiiure. Die Identifizierung geschah 1. durch Papier-
chromatographie nach SvENNERHOLM (1956). Das Chromatographiepapier Schleicher & Schiill
2043 b wurde in Laufrichtung in 40 ecm lange und 14,5 e¢m breite Streifen zerlegt. Aufgetragen
wurden 100 y der kristallisierten Substanz, in Wasser gelost. Als Testsubstanz wurde N-Acetyl-
Neuraminsgure verwandt. Entwicklung in n-Propanol:n-Butanol: 0,1 n HCl = 2:1:1 (v/v).
Durchlaufchromatogramm, 24 Std bei 20° C. Anfarbung mit Brars-Reagens. 2. Durch Glykolyl-
bestimmung nach KLENK und UBLENBRUCK (1957). 3. Durch Infrarotspektrographie.

Himagglutinationshemmtest. Dieser Test wurde nach KiLeNK, FaAiLLarp und LEeme-
FRIED (1955) durchgefiihrt. 2 mg der zu untersuchenden Substanzen wurden in 1 ml phys.
Kochsalzlésung gelost. Ausgehend von 0,2 ml dieser Losung wurde mit phys. Kochsalzlssung
eine Verdiinnungsreihe in der Zweierpotenz angelegt. Zu jedem Réhrchen wurden 0,2 ml
Indicatorviruslosung, 4 Agglutinationsdosen enthaltend, sowie 0,2 ml einer 1%igen Auf-
schwemmung von Hiihnererythrocyten gegeben. Als Kontrollen dienten ein Rohrchen ohne
Indicatorvirus und ein Rohrchen ohne Indicatorvirus und Untersuchungssubstanz. Die Ab-
lesung erfolgte nach 2 Std bei 4° C und nach 12 Std bei Zimmertemperatur.

Ergebnisse

Mit Hilfe der kalten Phenolextraktion nach WesTpHAL (1952) lie sich aus
einer menschlichen Amyloidleber eine zuckerhaltige Substanz gewinnen, die
3,7% Neuraminsiure enthielt (Fraktions I1Ta). Diese Substanz war aber, wie die
papierelektrophoretische Untersuchung ergab, nicht einheitlich und wurde daher
mit 40-, 50- und 80 %igem Athanol fraktioniert. Die mit 80%igem Athanol gefillte
Fraktion (Fraktion IVc) zeigte bei der papierelektrophoretischen Untersuchung
eine breite Bande, die sich mit Ninhydrin, Bials Reagens, Amidoschwarz und
Perjodat-Benzidin anfarbte. Daneben fand sich als Verunreinigung eine schmale
Bande, die sich nur mit Ninhydrin und Perjodat-Benzidin anfirbte (Abb. 1).
Diese Verunreinigung konnte weder durch engere Fraktionierung noch durch
wiederholte Alkoholfillungen abgetrennt werden. Die Fraktion, die mit 50 %igem
Athanol gefallt wurde (Fraktion IVDb), enthielt neben einer schwachen Bande, die
in ihrer Lage und Anfirbbarkeit der Hauptbande der Fraktion IVe entsprach,
eine breite verwaschene Bande, die bis zur Startlinie reichte und sich mit Nin-
hydrin, Amidoschwarz und Perjodat-Benzidin, nicht dagegen mit Brars Reagens
anfarbte. Ein Teil der aufgetragenen Substanz war an der Startstelle liegen-
geblieben (Abb. 1). Bei der mit 40%igem Athanol gefillten Fraktion (Fraktion
IVa) blieb der GroBiteil der aufgetragenen Substanz an der Startlinie liegen, im
ibrigen entsprach sie in ihrem Verhalten der Fraktion IVhb (Abb. 1). Bei der
papierchromatographischen Zuckerbestimmung wurde in allen 3 Fraktionen der
Alkoholfillung (Fraktion IVa-—c) Galactose, Mannose, Galactosamin und Glu-
curonsiure gefunden. Als weiteres Spaltprodukt wurde N-Acetyl-Neuraminsidure
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isoliert, die man papierchromatographisch und mit Hilfe der Infrarotspektro-
graphie identifizierte. Ein Glykolylrest lie sich in der Substanz nicht nach-
weisen.

Es werden also durch die kalte Phenolextraktion zwei zuckerhaltige Substanzen
freigesetzt, von denen eine Neuraminsiure enthilt. Durch die fraktionierte
Alkoholfillung gelingt es, diese neuraminsiurehaltige Substanz weitgehend
gereinigt darzustellen (Fraktion IVe). Die zweite nur Zucker enthaltende
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Abb. 1. Papierelektrophoretische Untersuchung der Fraktionen IVe, IVb und IVa. Fraktion IVa:

Mit 40 %igem Alkohol gefillter Niederschlag aus dem Phenolextrakt der Fraktion ITa. Fraktion IVDb:

Mit 50 %igem Alkohol gefillter Niederschlag aus dem Uberstand der Fraktion IVa. Fraktion IVe:

Mit 80 %igem Alkohol gefillter Niederschlag aus dem Uberstand der Fraktion IVb. Die Elektro-

phoresestreifen jeder Fraktion wurden angefirbt mit (von links nach rechts) Perjodat-Benzidin zum

Nachweis von Kohlenhydraten. Ninhydrin zum Nachweis von Aminsoduren. Amidoschwarz zum
Nachweis von Eiweil. Brars Reagens zum Nachweis von Neuraminsidure

neuraminsiurefreie Substanz findet sich in den Fraktionen IVa und IVb,
zusammen mit einem Teil des neuraminsdurebaltigen Mucoproteids. In Tabelle 1
sind die Analysendaten der Ausgangssubstanzen und der verschiedenen Frak-
tionen der Alkoholfillung zusammengestellt. Auch hier ergibt der Vergleich
der molaren Zahlen, daf3 sich in den Fraktionen IVa und IVb auBer dem
neuraminsiurehaltigen Mucoproteid noch eine weitere zuckerhaltige Substanz
befindet.

Das neuraminsiurehaltige Mucoproteid, das weitgehend gereinigt vorlag,
wurde im weiteren ndher untersucht.

Als Zucker bzw. Zuckerabkommlinge fanden sich N-Acetylneuraminsiure,
Galaktosamin, Glucuronsdure, Galaktose und Mannose. Der Glucuronsiure-
gehalt betrug 6.3%. Der Gehalt an Neutralzuckern lieB sich nicht direkt be-
stimmen. Jedoch konnte er aus dem Reduktionswert errechnet werden, da ja
der Galaktosamin- und Glucuronsiuregehalt bekannt war. Danach ergaben

7%
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sich fiir die Zusammensetzung des sdurehaltigen Mucoproteids die Werte der
Tabelle 2.

Bei der qualitativen Bestimmung der Aminosfuren des siurehaltigen Muco-
proteids fanden sich Alanin, Arginin, Asparaginssure, Glutaminsiure, Glycin,
Histidin, Isoleucin, ILeucin,

Tabelle 1. Analysendaten verschiedener Fraktionen der Lysin, Methionin, Phenylala-

Amyloidieber nin, Prolin, Serin, Threonin

Fraktion und Valin.
I La | Iva | IVb | IVc Im  Himagglutinations-
tost . .
Neuraminsiure 0,8 1,1 1,5 2,2 5,3 hemmtes ergab s1c}} e.1ne
] 1 1 Hemmung der Agglutination
Reduktionswert | 4,0 54 | 11,0 |15,5 |23,0 bis ins 7. Rohrchen, d.h. 1 mg
7,7 7,7 (11,3 | 10,9 6,8 - ;
Hexosamin 117 | 1s5| 94| 7o1| 754 des  neuraminsiurehaltigen
2.3 2.7 4,1 5,0 2,2 Mucoproteids hemmt die Ag-
Stickstoff 12,20 112,71 ; 6,95 | 10,08 | 9,5 glutinationskraft von 1280 Ag-
345 | 233 92 92 36 ol .
Aschewert T - unter 0,3% glutinationsdosen des Grippe-

virus. Gegeniiber Grippevirus

Die erste Zeile enthilt jeweils die relativen Werte, . .
p ) ey wirkt das Mucoproteid also

ausgedriickt in Prozent, die zweite Zeile die molaren

Werte, bezogen auf Sialinséure = 1. als Antikérper.
Fraktion I: Acetonextrahierte Amyloidleber. Frak-
tion IIa: Harnstoffextrakt aus Fraktion I. Frak- Histochemischer Teil

tion IVa: Mit 40 %igem Athanol gefallter Niederschlag
aus dem Phenolextrakt der Fraktion ITa. FraktionIVb: R
Mit 50%igem Athanol gefillter Niederschlag aus dem sdurehaltigen ~Mucoproteids,
Uberstand der Fraktion IVa. Fraktion IVe: Mit das sich durch kalte Phenol-
80 %igem Athanol gefiallter Niederschlag aus dem Uber-  extraktion aus der Amyloid-
stand der Fraktion 1Vb. substanz gewinnen 148t, bei
den verschiedenen Amyloid-
fairbungen zu wuntersuchen,
wurden histologische Pripa-
58% rate von amyloidotisch ver-

Um die Rolle des neuramin-

Tabelle 2. Zusammensetzung des newraminsiurehaltigen
Mucoproteids

N-Acetylneuraminséure . . . . . . . . . .

(é%laktosamin ............... 7,2"? dnderten Organen mit Phenol
VCUronsaure . . . . . . . . o« o4 o0 e . 6,3 %

Neutralzucker (Mannose und Galaktose) . . . | 8,2% beh'andelt und.l. dann den ver-
Aminosdurenstickstoff . . . . . . . . . . . 8,9% schiedenen Farbungen zuge-

fiuhrt. Um speziell den Einflul
der Neuraminsiure auf die Anfiarbbarkeit zu kliren, wurde diese mit stark ver-
diinnter Salzsiure abgespalten und dann die Farbung durchgefithrt. SchlieBlich
wurde auch noch der Einfluf verschiedener Fermente auf die Anfarbbarkeit
der Amyloidsubstanz untersucht.

Methodik

Als Material standen Teile von alkoholfixierten, in Paraffin eingebetteten
Amyloidnieren zur Verfiigung.

Phenolbehandlung. Da sich 40—60%ige Phenol-Wassermischungen sehr rasch ent-
mischen, konnte fiir die histochemischen Untersuchungen nicht die gleiche Phenol-Wasser-
mischung (54%) wie fiir die biochemischen Untersuchungen verwandt werden. Es wurde
daher bei 200 C mit Wasser gesittigtes Phenol (etwa 75% Phenol) und mit Phenol gesittigtes
Wasser (etwa 6% Phenol) verwandt. Die Losungen wurden auf 4 4° C vorgekiihlt. In diese
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Lésungen wurden die entparaffinierten Schnitte eingestellt und fiir eine halbe Stunde bei
40 C belassen. Anschliefend wurden die Schnitte griindlich unter mehrmaligem Wechsel des
Waschwassers gewaschen und dann gefarbt. Kontrollschnitte wurden fiir eine halbe Stunde
in auf 4 4°C gekiihltes Wasser eingestellt und dann zusammen mit den phenolbehandelten
Schnitten gefarbt.

Abspaltung der Neuraminsiure. Die entparaffinierten Schnitte wurden in auf 75°C
vorgewarmte 0,01, 0,03, 0,06 bzw. 0,1 n Salzsiiure eingestellt und fiir eine Stunde bei dieser
Temperatur belassen. AnschlieBend sorgfaltiges Auswaschen der Salzsiure und Firbung.
Kontrollschnitte wurden fiir eine Stunde in 75° C warmes Wasser eingestellt und dann zu-
sammen mit den salzsdurebehandelten Schnitten gefarbt.

Behandlung mit Hyaluronidase. 25 mg Stierhodenhyaluronidase (Kinetin Schering
125000 IE) wurden in 100 ml 0,2 m Acetatpuffer pg 5,5 gelost, die Losung auf 37°C vorgewarmst
und in diese Losung die entparaffinierten Schnitte eingestellt und fiir 3 Std bei 37° C belassen.
AnschlieBend sorgfiltizes Waschen und Farben. Kontrollschnitte wurden 3 Std in 37°C
warmen 0,2 m Acetatpuffer prr 5,5 eingestellt und zusammen mit den fermentbehandelten
Schnitten geférbt.

Behandlung mit Amylase. 1 g Amylase (Diastase Merck) wurde in 100 ml 0,2 m Acetat-
puffer pm 6,0 gelost. In die auf 37° C vorgewirmte Losung wurden die entparaffinierten
Schnitte eingestellt und fiir 3 Std bei 37° C belassen. AnschlieBend Waschen und Firben.
Kontrollschnitte wurden in 37¢ ¢ warmen 0,2 m Acetatpuffer pg 6,0 fiir 3 Std eingestellt und
zusammen mit den fermentbehandelten Schnitten gefarbt.

Behandlung mit Papain. 1,0 g Papain (Merck) und 0,2 g Cysteinhydrochlorid wurden im
Starmix mit 150 ml phys. Kochsalzlésung und 50 ml 3,6 %igem Na,HPO, - 12 H,0 gemischt,
der ungeléste Teil durch Zentrifugation entfernt. In die auf 37° C vorgewérmte Losung wurden
die entparaffinierten Schuitte eingestellt und fiir eine halbe Stunde bei 37° C belassen. Fir
die Kontrollschnitte wurde eine entsprechende papainfreie Losung verwandt.

Firbungen. Astrablau nach Proca (1957), Alcianblau-PAS nach Drrzer (1957), PAS,
Kresylviolett in Citratpuffer pg 2,8; 3,0; 3,2 ... bis 4,0 und Acetatpuffer py 4,2 und 4,4;
Methylviolett, Kongorot, Bialsche Reaktion auf Neuraminsiure nach Drrzer (1951).

Darstellung des Stromas menschlicher Erythrocyten. Aus menschlichem Citratblut wurden
durch Zentrifugation und Dekantieren des Uberstandes die Erythrocyten gewonnen, die dann
durch mehrmaliges Waschen mit phys. Kochsalzlésung véllig vom Plasma befreit wurden.
Die gewaschenen Erythrocyten wurden mit der 10fachen Menge etwa 0,01 n FEssigséure hamo-
lysiert und tiber Nacht bei - 4° belassen. Das ausgefallene Stroma wurde solange mit 0,01 n
Essigsiure gewaschen, bis der Uberstand farblos war. Das so dargestellte Stroma wurde ge-
friergetrocknet, im Soxhlet bis zur Erschopfung mit Aceton extrahiert und getrocknet.

Brgebnisse

Sowohl in den nichtvorbebandelten wie in den Kontrollschnitten zeigte die
Amyloidsubstanz bei allen Farbungen ein gleiches Verhalten: Astrablau negativ,
Alcianblau positiv, PAS positiv, Metachromasie mit Methylviolett, Metachromasie
mit Kresylviolett ab pg 3,2, Dichroitismus mit Kongorot, positive Bialreaktion
(Tabelle 3). Bei den verschiedenen Fermentbehandlungen kam es nicht zu einer
Anderung des farberischen Verhaltens der Amyloidsubstanz (Tabelle 3). Bei der
Hydrolyse mit 0,01 n HCI trat mit Kresylviolett erst bei pg 3,4 eine Metachro-
masie auf, die Metachromasie mit Methylviolett war abgeschwicht, die Bial-
reaktion verlief negativ, im iibrigen war das firberische Verhalten nicht ver-
dndert. Bei der Hydrolyse mit 0,03; 0,06 und 0,1 n HCI ergab sich mit Kresyl-
violett erst bei pH 4,0 eine Metachromasie. Die Metachromasie mit Methylviolett
war nur bei starker Uberfirbung schwach positiv, die PAS-Reaktion war unver-
andert positiv, die Farbungen mit Astrablau, Alcianblau, Kongorot und die Bial-
reaktion verliefen negativ. Sowohl die mit wassergesittigtem Phenol wie die mit

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 334 7a
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phenolgesittistem Wasser behandelten Schnitte zeigten das. gleiche férberische
Verhalten wie die mit 0,03 bis 0,1 n HCl hydrolysierten Schnitte, bis auf den
Unterschied, dal die Bialreaktion positiv verlief (Tabelle 3).

Triger der Metachromasie mit basischen Farbstoffen sind, wie BANK und
BUNGENBER DE JoNG (1939) zeigen konnten, an Koloide gebundene Anionen,
wobei die Intensitdt der Metachromasie der Ladungsdichte entspricht. Der negative
Ausfall bei der ¥arbung mit Astrablau spricht dafiir, da8 es sich beim Amyloid

Tabelle 3. Das Vérhalien der normalen und vorbehandelien Amyloidnierenschnitte bei den ver-
schiedenen Firbungen
Beim Kresylviolett wurde der pg-Wert angegeben, bei dem sich das Amyloid metachro-
matisch anfarbte.

Amyloidnierenschnitte | ASira- | Methyl- | Krosyl- | Kongo- | Aldlan- | ppg | Bial
Normal . . . . . ... neg. +++ 3,2 pos. pos. pos. pos.
Spaltung mit:

00lnHCI . . . .. neg. ++ 3,4 pos. pos. pos. neg.

0,03nHCI . . . .. neg. (+) 4,0 neg. neg. pos. neg.

0,06nHCL . . . . . neg. (+) 4,0 neg. neg. Pos. neg.

0lnHCl. . . . .. neg. (+) 4,0 neg. neg. oS, neg.
Kontrolle . . . . . .. neg. +++ 3,2 pos. pos. Pos. Pos.
Phenol 6% . . . . . . . neg. (+) 4,0 neg. neg. pos. pos.
Phenol 75% . . . . . . neg. (+) 4,0 neg. neg. pos. pos.
Kontrolle . . . . . .. neg. +++ 3,2 pos. pos. POS. pos.
Papain. . . . . . . .. neg. +++ 3,2 PoS. pos. pos. pos.
Papainkontrolle . . . . | neg. +4++ 3,2 pos. pos. pos. pos.
Hyaluronidase . . . . . neg. ++4 3,2 pos. Pos. pos. pos.
Hyal.-Kontrolle . . . . neg. 44 3,2 pos. pOS. pos. pos.
Amylase . . . . . . .. neg. +++ 3,2 pos. poSs. pos. pos.
Amylasenkontrolle . . . | neg. +4++ 3,2 pos. pos. pos. pos.

um eine organische Sdure handelt. Der negative Ausfall der Firbungen mit
Alcianblau, Kongorot und Methylviolett sowie die py-Verschiebung der Anférb-
barkeit mit Kresylviolett nach Abspaltung der Neuraminsiure mit 0,03; 0,06
bzw. 0,1 n HCY zeigen, daB die Séure Triger der Fahigkeit zur Metachromasie
ist. Dem entsprechen die Befunde bei der Phenolbehandlung der Amyloidsub-
stanz. Da durch die Phenolextraktion das neuraminsiurehaltige Mucoproteid frei-
gesetzt wird, zeigen hier die verschiedenen Farbungen das gleiche Verhalten wie
nach Abspaltung der Neuraminsgure allein. Nach der Phenolextraktion ist an den
Amyloidschnitten die PAS-Reaktion noch positiv, demnach enthilt die Amyloid-
substanz auBer den durch Phenol abspaltbaren Mucoproteiden noch ein weiteres
Polysaccharid, das nicht durch Phenol freigesetzt wird. Auffallend ist, daB die
Bialreaktion nach der Phenolextraktion noch positiv ist; denn sowohl nach den
Ergebnissen der biochemischen Untersuchungen wie nach dem Ausfall der iibrigen
Fiarbungen ist es unwahrscheinlich, daf in den Schnitten noch Neuraminsdure
vorhanden ist. Die Bialreaktion wurde daher an einem anderen neuraminséure-
haltigen Material tberpriift.

Als Untersuchungsmaterial diente mit Aceton extrahiertes Stroma menschlicher Erythro-
cyten mit einem Neuraminsiuregehalt von 1,1%. Das Stroma wurde iiber Chloroform in
Paraffin eingebettet und wie tiblich zu histologischen Schnitten verarbeitet. An diesen Prii-
paraten wurde die Bialsche Reaktion durchgefiihrt, wobei Amyloidnierenschnitte zur Kontrolle
mitgefirbt wurden. Wahrend sich die Amyloidsubstanz stets anfirbte, verlief die Reaktion am
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Stroma bei wiederholten Farbungen immer negativ. Um einen Verlust der Neuraminsiure
durch die verschiedenen Passagen der Paraffineinbettung und Entparaffinierung auszuschlie-
Ben, wurde Stroma durch diese Passagen hindurchgefiihrt und dann gefriergetrocknet. Eine
Neuraminséurebestimmung an diesem Material ergab jedoch den gleichen Wert wie bei der
Ausgangssubstanz, namlich 1,1%.

Da nach diesen Befunden die Bialsche Reaktion nicht als Nachweis fiir
Neuraminsdure im histologischen Schnitt angesehen werden kann, muBl die posi-
tive Reaktion im Amyloid durch andere Faktoren ausgelost werden.

Diskussion

Nach Arvy und Sors (1959) besteht die Amyloidsubstanz aus mehreren
Eiweil- und Polysaccharidfraktionen. Unsere Untersuchung bestétigt, daB sich
im Amyloid mehrere zuckerhaltige Substanzen befinden. Durch die Phenol-
extraktion konnte ein neuraminsiurehaltiges Mucoproteid und eine neuramin-
sdurefreie, zuckerhaltige Substanz freigesetzt werden. Wie die histochemischen
Untersuchungen ergaben, bleiben aber nach der Phenolextraktion noch PAS-
positive Substanzen im Amyloid gebunden. Nach diesen Befunden enthilt das
Amyloid also mindestens drei zuckerhaltige Fraktionen, von denen eine ein
neuraminsiurehaltiges Mucoproteid ist. Hass (1942) konnte aus amyloidotisch
verdnderten Organen ein Polysaccharid isolieren, das Uronsiuren, Hexosamin
und andere reduzierenden Substanzen enthielt. Dabei entsprach die Ausbeute
dem Ausmal der amyloidotischen Verdnderung. Nach Arvy und Sors (1959)
enthalten die Polysaccharide des Amyloids Glucose, (Galaktose, Hexosamin und
Uronsdure. Wir fanden in dem neuraminsdurehaltigen Mucoproteid Galaktose,
Mannose, Galaktosamin und Glucuronsiure, aber keine Glucose. Die Neuramin-
siure wurde im Amyloid erstmals von KLENK und FArLLARD (1955) nachgewiesen,
sie liegt, wie wir zeigen konnten, in Form der N-Acetylneuraminsdure vor. Auch
in der normalen Leber findet sich N-Acetylneuraminsdure (SVENNERHOLM 1957),
jedoch enthélt die von uns untersuchte Amyloidleber etwa die 10fache Menge an
N-Acetylneuraminsdure. Auch ld8t sich aus normalen menschlichen Lebern mit
Hilfe der kalten Phenolextraktion keine neuraminsidurehaltige Substanz isolieren.
LarseN (1958) konnte aus Amyloid durch fraktionierte Alkoholfallung 2 PAS-
positive Substanzen isolieren, von denen eine sich mit Kresylviolett stark meta-
chromatisch anfirbte. Eine chemische Untersuchung der beiden Fraktionen wurde
nicht durchgefithrt. Immerhin scheint die metachromatische Fraktion mit dem
von uns isolierten neuraminsdurehaltigen Mucoproteid identisch zu sein, da ja,
wie gezeigt werden konnte, die Neuraminsdure innerhalb des Kolloids Triger der
metachromatischen Eigenschaften des Amyloids ist.

DaB sich neben diesen Polysacchariden im Amyloid noch ein hochmolekularer
EiweiBkorper befindet, der Globulincharakter hat, konnte LETTERER (1958, 1959)
zeigen. Jedoch muB betont werden, daB kein Anhalt dafiir besteht, daB die im
Amyloid nachweisbare Neuraminsiure aus dem Blute stammt. Zwar finden sich
im Serum neuraminsdurehaltige Mukoproteide; jedoch enthalten alle diese Sub-
stanzen Fucose (ScmurrzE 1960), die wir bei unserer Substanz nicht finden
konnten. Ferner macht der Hexuronsiuregehalt der Serummucoproteide nur
5—10% des Neuraminsduregehaltes aus (ScrvrLTZE 1960), wihrend bei dem von
uns aus Amyloid isolierten Mucoproteid Hexuronséure- und Neuraminsiuregehalt
fast gleich sind.
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Unsere histologischen Befunde bei Fermentbehandlung von amyloidotisch
verdnderten Organen entsprechen denen anderer Beobachter (Pmarse 1960,
Arvy und Sors 1959, Dizzer und PrreipErer 1959, WinpruM und KrRAMER
1957). Allerdings konnten wir im Unterschied zu Diszer am papainbehandelten
Amyloid keine negative Bial-Reaktion feststellen. Da ja, wie unsere Untersuchung
ergab, beim Amyloid die Neuraminsdure Trager der Fahigkeit zur Metachromasie
ist, miiBten dann auch die Farbungen mit Kresyl- und Methylviolett negativ
ausfallen, was aber nicht der Fall ist. Auch halten wir die von DigzEr entwickelte
Methode zum Nachweis der Neuraminsiure im histologischen Schnitt nicht fir
spezifisch, da sich neuraminsdurehaltiges Stroma von menschlichen Erythrocyten
nicht mit Brars Reagens anfarben 1af3t.

SchlieBlich soll nach DiezEL bei der Kongorotfarbung des Amyloids die Doppel-
brechung am Eiweill gebunden sein, da sie nach Benzoylierung verschwindet.
Demgegeniiber ergeben unsere Untersuchungen, daBl diese Eigenschaft an den
Kohlenhydratanteil gebunden ist, wobei die Neuraminséure ein wesentlicher
Trager dieser Eigenschaft ist; denn sowohl nach Abspaltung der Neuraminsiure
mit verdimnter Salzsdure wie nach Extraktion des neuraminsiurehaltigen
Mucoproteids mit Phenol zeigte die Amyloidsubstanz mit Kongorot keine An-
farbung und keinen Dichroitismus mehr. Luvrorp (1918) fand in seinen Unter-
suchungen, daBl durch Siurebehandlung von Amyloid die Methylviolettreaktion
nicht ausgeloscht werden kann. Das entspricht unseren Befunden, da auch wir
nach Saurebehandlung noch eine Restmetachromasie feststellen konnen. Jedoch
ergibt sich aus dem Vergleich mit den durchgefiihrten Kontrollen einwandfrei,
daf die Intensitdt der Metachromasie stark nachgelassen hat. Besonders deutlich
wird dies an der Farbung mit Kresylviolett bei abgestuften pm-Werten. Hier
findet sich ein Riickgang der metachromatischen Anfidrbbarkeit von pg 3,2
auf pm 4,0.

Zusammeniassung

Aus einer menschlichen Amyloidleber wurde durch Extraktion mit kaltem
Phenol ein Mucoproteid isoliert, das 6,3 % N-Acetylneuraminséure, 7,5 % Galaktos-
amin, 6,3% Glucuronsiure, 8,2% Hexosen (Mannose und Galaktose) und 8,9%
Aminosdurenstickstoff enthielt. Als Aminosiduren lieflen sich Alanin, Arginin,
Asparaginsdure, Glutaminsiure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Liysin,
Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin und Valin nachweisen. Gegen-
iiber dem Grippevirus verhielt sich das Mucoproteid als Antikérper.

Daneben wurde durch die Phenolextraktion eine zweite neuraminsiurefreie,
zuckerhaltige Substanz freigesetzt, wihrend ein drittes Polysaccharid nicht aus
dem Amyloidkomplex abgespalten werden konnte.

Durch Hyaluronidase, Amylase und Papain wird die Amyloidsubstanz im
histologischen Praparat nicht angegriffen.

Bei Freisetzung der Neuraminséiure im histologischen Pridparat sowie bei
Extraktion des neuraminsiurehaltigen Mucoproteids mit kaltem Phenol verliert die
Amyloidsubstanz die Fihigkeit zur Metachromasie mit Kresylviolett und Methyl-
violett und die zum Dichroitismus mit Kongorot. Das neuraminsiurehaltige
Mucoproteid im Amyloid ist also Triger der Fahigkeit zur metachromatischen
Farbbarkeit und zum Dichroitismus mit Kongorot.
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Summary

A mucoprotein was isolated from a human liver with amyloid by extraction
with cold phenol. The following chemical constituents were elicited : 6,3 % N-ace-
tyl neuraminic acid, 7,5% galactosamine, 6,3% glucuronic acid, 8,2% hexoses
(mannose and galactose) and 8,9% amino acid nitrogen. Amino acids present
were alanire, arginine, asparagine, glutamic acid, glycine, histidine, isoleucine,
lysine, methionine, phenylalanine, proline, serine, threonine and valine. The
mucoprotein behaved as an antibody against the influenza virus.

In addition, a second substance containing sugar and free of neuraminic acid
was isolated with the phenol extraction; a third polysaccharid could not be
extracted from the amyloid complex.

The amyloid substance is not attacked in histological preparations by hyaluron-
idase, amylase or papain.

With the freeing of neuraminic acid in histological preparations as well as
with the extraction of the mucoprotein containing neuraminic acid by cold phenol,
the amyloid substance looses its possibility of metachromatic staining by cresyl-
violet and methylviolet and its dichroism with congo red. The mucoprotein con-
taining neuraminic acid is responsible for the ability to take the metachromatic
stain and for the dichroism with congo red.
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