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Ffir  den his tologisehen Nachweis  des Amylo ids  s tehen re l a t iv  spezifisehe 
F/~rbemethoden,  wie die Metaehromas ie  mi t  Methy lv io le t t  und  die Kongoro t -  
f~trbung, zur  Verffigung, jedoeh is t  nur  wenig fiber den Meehanismus dieser F/tr- 
bungen  und  fiber die ehemisehe Bindung  dieser Fa rbs to f fe  am A mylo id  be- 
kannlx 

W~hrend man uspriinglieh annahm (K~Aw~zow), dag Chondroitinsehwefels~ure der 
Tr~ger der Metaehromasie mit Methylviolett sei, komlte bald gezeigt werden, dag beim 
Amyloid nut im erhaltenen Parenehym die Sehwefels/~ure vermehrt ist (HEr~LE1N 1930), 
w/~hrend das Amyloid selbst keine Sehwefels~ure enth/~lt (HA~rSSE~ I908). LECPOSD (1918, 
1926) fand, dal3 nut bei Behandlung mit Laugen, nieht abet mit S~uren die Methylviolett- 
metaehromasie versehwindet. Auf Grund seiner Befunde kam er zu dem Schlul3, dal~ die 
Methylviolettmetaehromasie des Amyloids am EiweiB gebunden ist und, in ~lbereinstimmung 
mit SCg~IED]~BE~e (1891, 1920), dal3 das Amyloid ein hoehmolekulares Eiweig yon Globulin- 
charakter ist. Aueh LEtTErER (1958, 1959) h~lt das Amyloid fiir ein globulinartiges Eiweig. 
Er ordnet die Metaehromasie mit Methylviolett der Grundsubstanz zu, der sieh das Amyloid 
angelagert habe. Jedoeh sieht aueh er keinen Zusammenhang zwisehen F/irbung und ehemi- 
seher Natur. ,,Die als typiseh bekannten l%rbreaktionen des Amyloids lassen keinen Sehlufl 
auf seine ehemisehe Natur oder auch nur das Vorhandensein bestimmter ehemiseher Gruppen 
zu." Demgegenfiber stehen die Bdunde yon B a ~  und BU~GE~BERG DE Jo~-e (1939), die 
feststellten, dab die Metaehromasie basiseher Farbstoffe an das Vorhandensein saurer 
Gruppen gebunden ist, wobei die Starke der Metachromasie der Ladungsdiehte des Kolloids 
parallel geht. Aueh die positive Farbreaktion des Amyloids mit Aleianblau (LETTERER 1958) 
weist auf das Vorhandensein eines sauren Po]ysaeeharids hin. Schliel31ieh konnte I-IASS schon 
1942 aus Amyloid ein urons~urehaltiges Polysaeeharid gewirmen. 

Von KL1~K und  F~[LLARI) wurde  1955 festgestel l t ,  dab  das  A mylo id  Neuramin-  
s/rare (NS) enth/i l t .  Von diesen Ergebnissen  ausgehend,  wurden  Versuehe unter -  
nommen,  die neuramins / iureha l t ige  Subs tanz  anzure iehern;  dabe i  l a n d  sieh in der  
ka l t en  P h e n o l e x t r a k t i o n  naeh  WESTP~IAL u. Mitarb .  (1952) eine Methode,  aus 
dem A m y l o i d  eine einhei t l iehe neuramins/~urehalt ige F r a k t i o n  darzustet len.  I m  
ers ten  Tell  dieser Arbe i t  wird  diese F r a k t i o n  n/iher un tersueht .  I m  zwei ten Teil  
sell  dann  der  EinfluB der  gleiehen Reagent ien ,  die zur  E x t r a k t i o n  der  neuramin-  
s/~urehaltigen F r a k t i o n  benu tz t  warden ,  auf die Fi~rbbarkei t  yon A m y l o i d  in 
his tologischen P r / ipa ra t en  un te r sueh t  werden.  

* Diese Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutsehen Forschungsgemeinschaft 
durchgeffihrt. 
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Bioehemischer Tell 
Methodik 

Als Ausg~ngsmateriM s tanden  Teile einer menschl ichen Amyloidleber  zur 
Verffigung, bei der, nach dem histologischen Befund,  das normale  Leberparenchym 
las t  vollst~ndig durch Amyloid  ersetzt war. 

I)arstellung des neuraminsfiarehaltigen ~Iucooreteids. Das Gewebe wurde zerkMnert, 
nach Einfrieren getrocknet und pulverisiert. Das Pulver wurde im Soxhlet bis zur Ersch6p- 
iung mit Aceton extrahiert und getrocknet (Fraktion I). Das mit Aceton extrahierte getrock- 
nete Pulver wurde mit YIarnstoff in Anlehnung an die Methode yon HnIMnR und M~YE~ (1956) 
aufgeschlossen. 

100 g Gewebspulver wurden in 1300 ml einer 6 n-w~Brigen Harnstoffl6sung autgeschwemmt, 
die mit 1 n NaOH auf PH 9,0 eingestellt wurde. Die Suspension blieb 3 Tage bei @ 40 stehen, 
wobei sie t~glich mehrmals umgerfihrt nnd mit 1 n NaOH wieder auf pH 9,0 eingestellt wurde. 
AuschlieBend Zentrffugation. Uberstand (Fraktion IIa) und ~fickstand (Fraktion IIb) 
wurden getrennt gegen Leitungswasser und destilliertes Wasser dialysiert und lyophilisiert. 

Ausbeute. Oberstand: 68,3 g mit 1,1% Neuramins~ure (Fraktion IIa). Riickstand: 
29,8 g mit 0,3% Neuramins~ure (Fraktion IIb). 

Der ~berstand wurde nach WESTP~AT. mit kaltem Phenol extrahiert. 
10 g des lyophilisierten 1~berstandes wurden in 160 ml destilliertenWassers suspendiert und 

auf ~- 2 o C gekiihlt. Hierzu wurden unter kr~ftigem Umschwenken 265 ml einer auf @ 4 o C 
gekiihlten, 75%igen Phenol-Wassermischung hinzuge~figt. Die Emulsion wurde kr~ftig 
geschfittelt und ffir eine halbe Stunde bei q- 4 o C belassen. Nach Zentrifugation wurde die 
w~l~rige Phase abgehebert. Die phenolische Phase wurde mit 50 ml destillierten Wassers ver- 
setzt, geschfittelt und noehmals ffir eine halbe Stunde bei 4 o C belassen. Nach Zentrifugation 
wurde wiederum die w~13rige Phase abgehebert und mit der ersten vereinigt. Sie wurden dann 
gegen Leitungswasser und destilliertes Wasser dialysiert, elektrodiMysiert, filtriert und nach 
Einh'ieren getrocknet (Fraktion IIIa). Die phenolisehe Phase wurde in die 6faehe Menge 
kMten Athanols eingegossen und fiber Naeht bei ~- 40 C belassen. Der entstandene Nieder- 
sehlag wurde abzentrifugiert, in Wasser ~ufgenommen und dialysiert. Dabei ging ein Tell 
in LSsung. N~ch Zentrffugation wurden Uberstand (Fraktion IIIb) und Niedersehlag 
(Fraktion IIIe) getrermt nach Einfrieren getroeknet. Das Phenol-Alkoholgemiseh wurde 
gegen Fliegwasser und destilliertes Wasser dialysiert und getrocknet (Fraktion IIId). 

Ausbeute. Fraktion I I Ia :  0,58g mit 3,7% Neuraminsi~ure (Rohmueoprogeid); ~'rak- 
tion I I Ib  : 1,19 g mit 1,2 % Neuraminsi~ure; Fraktion I I I  e: 3,8 g mit 0,8 % Neuraminsi~ure; 
Fraktion I I Id :  3,9 g ohne nachweisbare Neuraminsi~ure. 

Das Rohmucoproteid der w~grigen Phase wurde durch fraktionierte Alkoholf~llung 
welter gereinigt. 

Das l~ohmucoproteid wurde in 20 ml destillierten Wassers gelSst. Unter Umrfihren wurden 
langsam 13,3 ml abs. ~thanol zugegeben, so dab 40%iges J~thanol erhalten wurde. Uber 
Naeht bei ~- 40 C stehengelassen. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, in 
Wasser aufgenommen und getroeknet (Fraktion IVa). Der l~berstand wurde mit 6,7 ml abs. 
~thanols versetzt, so dab 50%iges ~thanol erhalten wurde. Wieder fiber Nacht bei 40 C 
belassen, Niedersehlag abzentrifugiert, in Wasser aufgenommenund naeh Eirffrieren getroeknet 
(Fraktion IV). Zum l~berstand wurden 60 ml ~bs. _&thanol gegeben, so dab 80%iges J~thanol 
erhalten wurde. Uber Naeht bei 40 C stehengelassen. Der entstandene Niedersehlag wurde 
abzentri~ugiert, in Wasser aufgenommen und getroeknet (Fraktion IVc). Uberstand im 
Vakuum zur Trockne eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen und getroekz~et (Frak- 
tion IVd). 

Ausbeute. Fraktion IVu: 0,I70 g mit 1,5 % Neuramins~ure, Fraktion IVb : 0,141 g mit 
2,2% Neuramins~ure; Fr~ktion IVe: 0,210g mit 5,3% Neuramins~ure; Fraktion IVd: 
0,003 g ohne naehweisbare Neuramins~ure. 

I)ureh engere Fraktionierung oder dureh wiederholte F~llungen konnte keine h6here An- 
reieherung der Neuramins~ure erreieht werden. 

Aus amyloidfreien, normalen mensehliehen Lebern konnte mit der gleiehen Methode 
keine neuramins/~urehaltige Substanz gewonnen werden. 
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Papierelektrophoretische Untersuchung. Die Elektrophorese wurde im Grassmann- 
Elektrophoreseger~t durchgefiihrt. Als Puffer wurde der Michaelis-Puffer in der Modifikation 
yon WI~D~MA~ verwandt. Papier Sehleicher & Schtill 2043b. p~  6,1. Laufzeit 16 Std 
bei 220 V und 4 mA, Auftragsmenge 5--10 mg, in Puffer gelSst. Troeknen der Streifen 
bei 105 o C. Anf~rben der Streifen mit  Ninhydrin, Bials l~eagens, Amidoschwarz und Perjodat- 
Benzidin nach VIsco~TIx~ (1955) zum Naehweis yon Polyalkoholen mit  vieinalen Hydroxyl- 
gruppen. 

Papierehromatographisehe Bestimmung der Zueker. 20 nag der zu untersuehenden Sub- 
stanz wurde in einem Reagensglas in 5ml 5 %iger Salzs~ure gelSst und eingesehmolzen. Hydro- 
lyse 4 Std bei 105 ~ C. Naeh Abschlu$ der Spaltung F/~llung der Cl-Ionen mit  Blei- und Silber- 
aeetat. Aus dem Filtrat  wurden die Schwermetallionen mit  Schwefelwasserstoff entfernt. 
Das Filtrat  wurde im Vakuum bei 40 o zur Trockne eingedampft und in wenig 0,6 n Ameisen- 
s/~ure aufgenommen. Eine S/iule 2X25 em wurde mit  dem Kationenaustauscher Dowex 
50 X 8,50 mesh in der H-Form geffillt und mit 0,6 n Ameisens/~ure durehspfilt. Das anges~uerte 
Hydrolysat wurde auf die S~ule gegeben und die S~ule mit  250 ml 0,6 n Ameisens~ure ent- 
wickelt. Das Eluat  wurde gesammelt (1. Fraktion). Die S/~ule wurde dann mit 500--1000 ml 
Wasser neutral gewaschen. Bei den ersten Ans/~tzen wurde auch diese Fraktion gesammelt 
und papierehromatographisch untersucht. Da sieh abet weder Zucker noch Aminos~uren 
naehweisen lieSen, wurde sie bei weiteren Ans/~tzen verworfen. AnschlieSend wurde die 
S~ule mit  250 ml 5%igen Ammoniaks entwickelt. Das Eluat  wurde wiederum gesammelt 
(2. Fraktion). Beide Fraktionen wurden getrennt im Rotationsverdampfer (Wasserstrahl- 
vakuum, 400 C) eingedampft, in wenig Wasser aufgenommen und papierchromatographisch 
untersueht. 

Als Papier wurde Schleicher & Seh~ill 2043 b verwandt, als mobile Phase Pyridin: Essig- 
ester:Wasser = 7:10:4 (v/v). Die zu untersuehenden Substanzen wurden neben Testzueker- 
gemischen aufgetragen und das Chromatogramm 18 Std bei 200 C aufsteigend entwieke]t. 
AnsehlieSend wurden die Chromatogramme bei 800 C getroeknet und mit  dem Reagens nach 
VISCO~TINI (1955) bzw. NinhydrinlSsung eingesprtiht. Die Zueker stellten sieh als wei~e Flecken 
auf blauem Hintergrund dar. Die Aminos~uren und Hexosamin ergaben nach Ninhydrin- 
behandlung blaurote Flecken. 

Papierehromatographisehe Bestimmung der Aminos/iuren. 5 mg der Substanz wurden in 
einem Reagensglas in 5 ml 20%iger HC1 gelSst, eingesehmolzen und 24 Std bei 105 o C ge- 
spalten. Naeh Abschlug der Spaltung wurden die ausgefallenen Huminsubstanzen abfiltriert 
und 3real mit  Wasser gewaschen. Fil trat  und Waschwasser wurden vereinigt und im Rotations- 
verdampfer (Wasserstrahlvakuum, 400 C) zur Trockne eingedampft. Der l~fiekstand wurde 
mit wenig Wasser in ein Reagensglas iiberftihrt und getrocknet, die troekne Substanz in 
0,1 ml Wasser gelSst. Auftragungsmenge: 10--20 mm 3. 

Das Chromatographiepapier (Schleicher & Sehfill 2043 b) wurde in Viertelbogen zerlegt. 
Der Auftragungspunkt lag 5 em von beiden Kanten entfernt. Das Chromatogramm wurde 
zweidimensional entwickelt. Als erster Entwiekler wurde sekund~res ButanohAmeisensiture: 
Wasser = 75:13:12 (v/v) verwandt. Ein Papierstreifen, auf den Glutamins~ure aufgetragen 
war, wurde mitentwiekelt. Nach dem Trocknen wurden das Chromatogramm und der Teat- 
streifen nochmals in der gleichen Richtung entwickelt. Nach diesem zweiten Lauf wurde der 
Teststreifen mit Ninhydrin angef~rbt, die Laufstrecke tier Glutamins~ure auf das Chromato- 
gramm iibertragen und alas Chromatogramm oberhalb tier Glutamins~ure durchtrennt. Die 
untere H~lfte wurde 2real in 80%igem Phenol entwickelt, die obere H~ifte 2mal in folgendem 
Gemiseh: Methyl~thylketon:Pyridin:Wasser = 70:15:15 (v/v). 

Nach dem Troeknen wurden beide Chromatogrammh~lften mit Ninhydrin angef~rbt. 

Quantitative Bestimmung der Glueurons:~ure. Die Bestimmung erfolgte naeh KELC~ 
und HEY~S. Als Test wurde jedoch nicht reine Glucurons~ure verwandt, sondern ein Gemisch 
yon Glueurons~ure, Hexosamin und Casein, das in seinem Eiwei$- und Hexosamingehalt dem 
untersuchten Mueoproteid entsprach. Einzelheiten der Methode: HOPPE-SEYLEI~ nnd TnIE~- 
F~n~)~.: Handbuch der phsyiologischen und pathologischen Analyse, 10. Aufl., Bd. III/1, 
S. 869. 

Darstellung der N-Aeetyl-Ih~euramins/iure aus Amyloidleber. Die Darstellung der Neuramin- 
s/iure erfolgte naeh KnE~CK und F~LLAI~D (]957). 

Virchows Arch. loath. Anat., Bd. 334 7 
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10 g der pulverisierten und acetonextrahierten Amyloidleber wurden in der 5f~chen Menge 
0,03 n Schwefels~ure aufgeschwemmt und unter starkem t~iihren 1 Std auf 75--800 C er- 
w~rmt. Anschliel~end wurde zur NeutrMisierung eine der Schwefels~ure entsprechende Menge 
an Bariumacetat, in wenig Wasser gelSst, zugegeben, der unlSsliche Anteil abzentrifugiert 
und 2real mit Wasser gewaschen. ~berstand und Waschwasser wurden vereinigt und unter 
h~ufigem Wechsel des Aul~endiulysates so lange gegen Wasser dialysiert, bis sich im Aul3en- 
dialysat keine Neuramins~ure mehr nachweisen liel3. Die vereinigten Aul~endialysate wurden 
im l%otationsverdampfer (Wasserstrahlvakuum, 400 C) eingeengt und fiber eine Dowex 
50 • 8-Si~ule (H-Form) gegeben, um sie yon Kationen zu befreien. Aus dem Eluat wurde mit 
einer Anionenaustauschers~ule (Lewatit MIH, Acetatform) mit 2 n Ameisens~ure als Eluens die 
reine N-Acetyl-Neuramins~ure gewonnen. 

Ausbeute. 68 mg, davon kristallisiert uus Eisessig-Wasser 48 rag. 
Identitizierung der N-Acetyl-Neuramins~ure. Die Identifizierung geschah 1. durch Papier- 

chrom~tographie nach SVE~E~gOLM (1956). Das Chromatogr~phiepapier Schleicher & Schfill 
2043 b wurde in Laufrichtung in 40 cm lange und 14,5 cm breite Streifen zerlegt. Aufgetragen 
wurden 100 y der kristMlisierten Substanz, in Wasser gelSst. Als Testsubstanz wurde N-Acetyl- 
Neuramins~ure verw~ndt. Entwicklung in n-Propanol:n-Butanol: 0,1 n HC1 ~ 2:1:1 (v/v). 
Durchlaufchromatogramm, 24 Std bei 200 C. Anfarbung mit BIALs-Reagens. 2. Durch Glykolyl- 
bestimmung nach KLENK und UHL~RVeK (1957). 3. Durch Infrarotspektrographie. 

H~imagglutinationshemmtest. Dieser Test wurde n~eh KLE~K, F~IL~A~n und LE~e- 
FRIED (1955) durchgeffihrt. 2 mg der zu untersuehenden Substanzen wurden in 1 ml phys. 
KochsMzl5sung gelSst. Ausgehend yon 0,2 ml dieser LSsung wurde mit phys. KochsalzlSsung 
eine Verdfinnungsreihe in der Zweierpotenz aagelegt. Zu jedem RShrchen wurden 0,2 ml 
IndicatorviruslSsung, 4Agglutinationsdosen enthaltend, sowie 0,2 ml einer l%igen Auf- 
sehwemmung yon Hfihnererythrocyten gegeben. Als Kontrollen dienten ein RShrchen ohne 
Indicatorvirus und ein R5hrchen ohne Indieatorvirus und Untersuchungssubstanz. Die Ab- 
lesung erfolgte nacb 2 Std bei 40 C und nach 12 Std bei Zimmertemperatur. 

Ergebnisse 
Mit Hilfe der kalten Phenolextraktion nach WESTPHAL (1952) liel~ sieh aus 

einer menschlichen Amyloidleber eine zuckerhaltige Substanz gewinnen, die 
3,7 % Neuraminsi~ure enthielt (Fraktions I I Ia ) .  Diese Substanz war aber, wie die 
papierelektrophoretische Untersuchung ergab, nicht einheitlich und wurde daher 
mit40-, 50- und80%igem~thanolfrakt ionier t .  Diemit  80%igemJ~thanolgef~llte 
Fraktion (Fraktion IVc) zeigte bei der papierelektrophoretisehen Untersuchung 
eine breite Bande, die sieh mit Ninhydrin, Bials Reagens, Amidoschwarz und 
Perjodat-Benzidin anfarbte. Daneben fand sich als Verunreinigung eine sehmale 
Bande, die sich nur mit Ninhydrin und Perjodat-Benzidin anfi~rbte (Abb. 1). 
Diese Verunreinigung konnte weder dureh engere Fraktionierung noch durch 
wiederholte Alkoholf~llungen abgetrennt werden. Die Fraktion, die mit 50 % igem 
J~thanol gef~llt wurde (Fraktion IVb), enthielg neben einer schwaehen Bande, die 
in ihrer Lage und Anfi~rbbarkeit der Hauptbande der Fraktion IVc entsprach, 
eine breite verwaschene Bande, die bis zur Startlinie reichte und sich mit Nin- 
hydrin, Amidosehwarz und Perjodat-Benzidin, nicht dagegen mit BIALS Reagens 
anf~rbte. Ein Tell der aufgetragenen Substanz war an der Startstelle liegen- 
geblieben (Abb. 1). Bei der mit 40%igem ~thanol  gefallten Fraktion (Fraktion 
IVa) blieb der GroBteil der aufgetragenen Substanz an der Startlinie liegen, im 
iibrigen entsprach sie in ihrem Verhalten der Fraktion IVb  (Abb. 1). Bei der 
papierehromatographischen Zuckerbestimmung wurde in allen 3 Fraktionen der 
Alkoholf~llung (Fraktion IVa- -c )  Galactose, Mannose, Galactosamin und Glu- 
curons~ure gefunden. Als weiteres Spaltprodukt wurde N-Aeetyl-Neuraminsaure 
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isoliert, die man papierchromatographiseh und mit Hilfe der Infrarotspektro- 
graphie identifizierte. Ein Glykolylrest lieB sieh in der Substanz nieht naeh- 
weisen. 

Es werden also durch die kalte Phenolextrakt, ion zwei zuekerhaltige Substanzen 
freigesetzt, yon denen eine Neuraminsgure enthglt. Dureh die fraktionierte 
Alkoholfgllung gelingt es, diese neuraminsgurehaltige Substanz weitgehend 
gereinigt darzustellen Fraktion IVc). Die zweite nur Zueker enthaltende 
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Abb. 1. Papierelektrophoretischc Untersuchung der Fraktionen Igc, IVb und Iga. Fraktion Iga:  
Mit 40 %igem AlkohoI gef~llter Niederschlag aus dem Phenolextrakt der Fraktion IIa. Fraktion IVb : 
]Kit 50 %igem Alkohol gefgdlter Niedersehlag aus dem Oberstand der Fraktion IVa. Fraktion Igc: 
]Kit 80 %igem Alkohol gel&liter Niedersehlag aus dem ~'berstand der Fraktion IVb. Die Elektro- 
phoresestreifen jeder Fraktion wurden angef~rbt mit (yon links nach rechts) Perjodat-Benzidin zum 
Naehweis yon Kohlenhydraten. Ninhydrin zum Nachweis yon Aminsoauren. Amidoschwarz zum 

Nachweis yon Eiweil~. B1ALS Reagens zum Na,ehweis yon Ncuramins~ure 

neuramins/~urefreie Substanz f inder sieh in den F rak t ionen  I V a  und I V b ,  

zusammen  mi t  einem Teil des neuramins&urehal~igen Mueoproteids.  In  Tabelle 1 

sind die Ana lysenda ten  der Ausgangssubstanzen und der versehiedenen Frak-  

t ionen der Alkoholf&llung zusammengeste l l t .  Aueh hier ergibt  der Vergleieh 

der molaren  Zahlen, dab sieh in den F rak t ionen  I V a  und IVb auger  dem 

neuramins&urehMtigen Mueoprote id  noeh eine weitere zuekerhal t ige Substanz 
befindet.  

])as neuramins/~urehaltige 3~ueoproteid, das wei tgehend gereinigt  vorlag, 
wurde im wei teren ngher  untersueht .  

Als Zueker  bzw. ZuekerabkSmmlilage fanden sieh N-Acety lneuraminsgure ,  

Galaktosamin,  Glueuronsgure,  Galaktose und Mannose. Der  Glueurons&ure- 

gehal t  be t rug  6,3 %. Der  Gehal t  an Neu t ra lzuckern  liel] sieh nieht  d i rekt  be- 

s t immen.  J edoeh  konnte  er aus dem Reduk t ionswer t  erreehnet  werden, da ja  

der GMaktosamin-  und Glueurons&uregehalt  bekannt  war. D a n a e h  ergaben 

7* 
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sieh ffir die Zusammensetzung des si~urehaltigen Mueoproteids die Werte  der 
Tabelle 2. 

Bei der quali tat iven Bes t immung der Aminosguren des s/iurehaltigen Muco- 
proteids fanden sich Alanin, Arginin, Asparagins/~ure, Glutamins/iure, Glycin, 

Histidin, Isoleucin, Leucin, 
Tabelle 1. Analysendaten verschiedener Fraktionen der 

Amyloidleber 

I 

Neurbmins~ure 01~ 

Reduktionswert 4,! 
7,~ 

tIexosbmin ~]:i 

Stickstoff 12,, 
341 

Asehewert 

F r a k t i o n  

I I a  

ill 

5,4 
7,7 
1,85 
2,7 

12,71 
233 

I V a  IVb  IV e 

1,5 2,2 5~3 
1 1 

11,0 1 5 , 5  23,0 
11,3 10,9 6,8 
3,94 7 , 0 1  7,54 
4,1 5,0 2,2 
6,95 10,08 9,5 
92 92 36 

unter 0,3 % 

Die erste Zeile enthMt jeweils die relativen Werte, 
busgedriiekt in Prozent, die zweite Zeile die molaren 
Werte, bezogen auf Sialins/~ure = 1. 

Fraktion I:  Acetonextrahierte Amyloidleber. Frak- 
tion I I a :  Harnstoffextrbkt aus Fmktion I. Frak- 
tion IV b: Mit 40 %igem Xthanol gefMlter Niedersehlag 
bus dem Phenolextrakt der Fraktion I I  a. Fraktion IVb : 
Mit 50%igem Xthanol gefiillter Niedersehlag bus dem 
l']berstand der Fraktion IVa. Fraktion IVe: Mit 
80 %igemAthanol gefMlter Niedersehlbg aus dem l~ber- 
stand der Fraktion IVb. 

Tbbelle 2. Zusammensetzung des neuramins~iurehaltigen 
Mucoproteids 

N-Acetylneuraminsgure . . . . . . . . . .  
Gblbktosamin . . . . . . . . . . . . . . .  
Glueurons~ure . . . . . . . . . . . . . .  
Neutrblzueker (Mbnnose und Galaktose) . . . 
Aminosgurenstickstoff . . . . . . . . . . .  

5,8% 
7,5% 
6,3% 
8,2% 
8,9% 

Lysin,  Methionin, Phenylala-  
nin, Prolin, Serin, Threonin 
und Valin. 

I m  H~magglut inat ions-  
hemmtes t  ergab sich eine 
H e m m u n g  der Agglut inat ion 
bis ins 7. R6hrehen,  d .h .  1 nag 
des neuramins/~urehaltigen 
Mucoproteids hemmt  die Ag- 
glut inat ionskraf t  yon  1280 Ag- 
glutinationsdosen des Grippe- 
virus. Gegenfiber Grippevirus 
wirkt  das Mucoproteid also 
als Antik6rper.  

Histoehemischer Teil 

U m  die Rolle des neuramin- 
saurehaltigen Mucoproteids, 
das sieh durch kalte Phenol- 
ext rakt ion aus der Amyloid- 
substanz gewinnen lafit, bei 
den versehiedenen Amyloid-  
f~rbungen zu untersuchen,  
wurden histo]ogisehe Pr~pa- 
rate yon  amyloidotiseh ver- 
~nderten Organen mit  Phenol  
behandel t  und  dann  den ver- 
schiedenen F~rbungen zuge- 
ffihrt. U m  speziell den EinfluB 

der Neuramins/ture auf die Anf•rbbarkeit zu klgren, wurde diese mi t  s tark ver- 
dtinnter Salzs/~ure abgespalten und  dann  die F/~rbung durchgeffihrt.  Sehlieglich 
wurde auch noeh der Einflufi verschiedener Fermente  auf die Anf/~rbbarkeit 
der Amyloidsubstanz  untersueht .  

Methodik 

A]s Material s tanden Teile von alkoholfixierten, in Paraff in  eingebetteten 
Amyloidnieren zur Verffigung. 

Phenolbehandlung. Db sich 40--60%ige Phenol-Wassermischungen sehr rasch en~- 
misehen, konnte ftir die histoehemischen Untersuehungen nieht die gleiche Phenol-Wasser- 
misehung (54%) wie fiir die biochemisehen Untersuchungen verwandt werden. Es wurde 
daher bei 20 o C mit Wasser ges~ttigtes Phenol (etwa 75 % Phenol) uad mit Phenol gesattigtes 
Wasser (etwb 6 % Phenol) verwandt. Die L6snngen wurden auf + 4 o C vorgekiihlt. In diese 
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LSsungen wurden die entparaffinierten Schnitte eingestellt und ffir eine halbe Stunde bei 
40 C belassen. Ansehliegend wurden die Schnitte grfindlieh unter mehrmaligem Weehsel des 
Wasehwassers gewasehen und dann gef&rbt. Kontrollschnitte wurden ffir eine halbe Stunde 
in auf -~ 4 ~ C gekiihltes Wasser eingestellt und dann zusammen mit den phenolbehandelten 
Schnitten gef~trbt. 

Abspaltung der Neuramins~iure. Die entparaffinierten Schnitte wurden in auf 750 C 
vorgew~rmte 0,01, 0,03, 0,06 bzw. 0,1 n Salzs&ure eingestellt und fiir eine Stunde bei dieser 
Temperatur belassen. Anschliegend sorgf~ltiges Auswaschen der Salzs~ure und F~rbmlg. 
Kontrollschnitte wurden ffir eine Stunde in 750 C warmes Wasser eingestellt und dann zu- 
sammen mit den salzs&urebehandelten Sehnitten gef&rbt. 

Behandlung mit Ityalur0nidase. 25mg Stierhodenhyaluronidase (Kinetin Sehering 
125 000 IE) wurden in 100 ml 0,2 m Acetatpuffer Pl~ 5,5 gelSst, die LSsung auf 370 C vorgewarmt 
und in diese LSsung die entparaffinierten Schnigte eingesgellt und ffir 3 Std bei 370 C belassen. 
AnschlieBend sorgf~ltiges Wasehen und F~rben. Kontrollschnitte wurden 3 Std in 37 ~ C 
warmen 0,2 m Acetatpuffer Pl~ 5,5 eingestellt und zusammen mit den fermentbehandelten 
Schnitten gef&rbt. 

Behandlung mit Amylase. 1 g Amylase (Diastase Merck) wurde in 100 ml 0,2 m Acetat- 
puffer pI~ 6,0 gelSst. In die auf 37 o C vorgewarmte LSsung wurden die entparaffinierten 
Schnitte eingestellt und ffir 3 Std bei 370 C belassen. Anschliel]end Waschen und Farben. 
Kontrollschnitte wurden in 370 C warmen 0,2 m Acetatpuffer pH 6,0 fiir 3 Std eingestellt und 
zusammen mit den fermentbehandelten Schnitten gefgrbt. 

Behandlung mit Papain. 1,0 g Papain (Merck) und 0,2 g Cysteinhych'ochlorid wurden im 
Starmix mit 150 ml phys. KochsalzlSsung und 50 ml 3,6%igem N%HPO 4 , 12 I:[20 gemischt, 
der ungel6ste Tell durch Zentrifugation entfernt. In die auf 370 C vorgewgrmte LSsung wurden 
die entparaffinierten Schnitte eingestellt und ffir eine halbe Stunde bei 370 C bclassen. Ffir 
die Kontrollschnitte wurde eine entsprechende papainfreie LSsung verwandt. 

Fiirbungen. Astrablau nach PIoc~I (1957), Aleianblau-PAS naeh DI~ZEL (1957), PAS, 
Kresylviolett in Citratpuffer pI~ 2,8; 3,0; 3,2 . . .  bis 4,0 und Acetatpuffer PI-[ 4,2 und 4,4; 
Methylviolett, Kongorot, Bialsche Reaktion auf Neuraminsgure nach DIEZEL (1951). 

Darstellung des Stromas mensehlieher Ery~hroeyteu. Aus menschliehem Citratblut wurden 
durch Zentrifugation und Dekantieren des ~berstandes die Erythrocyten gewonnen, die dann 
dureh mehrmaliges Wasehen mit phys. KoehsalzlSsung vSllig vom Plasma befreit wurden. 
Die gewaschenen Erythrocyten wurden mit der 10fachen Menge etwa 0,01 n Essigs~ure h~mo- 
lysiert und fiber Nacht bei ~- 40 belassen. Das ausgefallene Stroma wurde solange mit 0,01 n 
Essigs~ure gewaschen, bis der ~berstand farblos war. Das so dargestellte Stroma wurde ge- 
friergetrocknet, im Soxhlet bis zur Ersch6pfung mit Aeeton extrahiert nnd getroeknet. 

Ergebnisse 
Sowohl  in den n i ch tvo rbehande l t en  wie in den Kon t ro l l s chn i t t en  zeigte die 

Amylo id subs t anz  bei  allen F g r b u n g e n  ein gleiches Verha l t en :  A s t r a b l a u  negat iv ,  
A lc ianb lau  posi t iv ,  P A S  posi t iv ,  Metachromas ie  mi t  Methy lv io le t t ,  Metaehromas ie  
m i t  Kre sy lv io l e t t  ab pI-I 3,2, Dichro i t i smus  m i t  Kongoro t ,  pos i t ive  B ia l r eak t ion  
(Tabelle 3). Bei  den verschiedenen F e r m e n t b e h a n d i u n g e n  k a m  es n icht  zu einer 
Xnderung  des fi~rberisehen Verha l tens  der  Amylo id subs t anz  (Tabelle 3). Bei  der  
H y d r o l y s e  m i t  0,01 n HC1 t r a t  mi t  Kre sy lv i o l e t t  erst  bei pH 3,4 eine Metachro-  
masie  auf, die Metachromas ie  m i t  Methy lv io le t t  war  abgeschwgeht ,  die ]3ial- 
r eak t ion  verl ief  nega t iv ,  im fibrigen war  das  fgrber ische Verha l t en  n ieh t  ver-  
gnder t .  Bei  der  H y d r o l y s e  mi t  0,03; 0,06 und  0,1 n ItC1 ergab  sieh mi t  Kresy l -  
v io le t t  erst  bei  pI-t 4,0 eine Metaehromasie .  Die Metachromas ie  mi t  Methy tv io le t t  
war  nu r  bei  s t a rke r  ~ b e r f g r b u n g  schwach posi t iv ,  die P A S - R e a k t i o n  war  unver-  
~tndert posi t iv ,  die F~ rbungen  mi t  As t r ab lau ,  Alc ianblau ,  K o n g o r o t  und  die Bial-  
r eak t ion  verl iefen nega t iv .  Sowohl die m i t  wasserges&tt igtem Pheno l  wie die mi t  

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 334 7a 
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phenolgess Wasser behandel ten Schnitte zeigten d a s  gleiehe f~rberisehe 
Verhalten wie die mi t  0,03 bis 0,1 n HC1 hydrolysier ten Sehnitte,  bis auf den 
Untersehied, da$ die Bialreakt ion positiv verlief (Tabelle 3). 

Tr/~ger der Metachromasie mit  basischen Farbs toffen  sind, wie BA~x und  
BU~GESBnR n~ Jo~G (1939) zeigen konnten,  an Koloide gebundene Anionen, 
wobei die Intensiti~t derMetachromasie  der Ladungsdiehte  entsprieht.  Der  negative 
Ausfall bei der Fs  mi t  Ast rablau sprieht daftir, da$ es sich beim Amyloid  

Tabelle 3. Das Verhalten der normalen und vorbehandelten Amyloldnierenschnitte bei den ver- 
schiedenen J~iirbungen 

Beim Kresylviolett wurde der pH-Wert angegeben, bei dem sieh das Amyloid metachro- 
matisch anf~rbte. 

A m y l o i d n i e r e n s c h n i t t e  

Normal . . . . . . . .  
Spaltung mit: 

0,01 n He1 . . . . .  
0,03 n HC1 . . . . .  
0,06 n tIC1 . . . . .  

0,1 n HC1 . . . . . .  
Kontrolle . . . . . . .  
Phenol 6 % . . . . . . .  
Phenol 75 % . . . . . .  
Kontrolle . . . . . . .  
Papain . . . . . . . . .  
Papainkon%rolle . . . .  
Hyaluronidase . . . . .  
Hyal.-Kontrolle . . . .  
Amylase . . . . . . . .  
Amylasenkontrolle . . . 

A s t r a -  
b l a u  

neg. 

neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
neg. 
n e g .  
neg. 
neg. 

Methy l -  
v io le t t  

+ + +  

+ +  
(+) 
(+) 
(+) 

+ + +  
(+) 
(+) 

+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  
+ + +  

Kresy l -  
v io le t t  

3,2 

3,4 
4,0 
4,0 
4,0 
3,2 
4,0 
4,0 
3,2 
3,2 
3,2 
3,2 
3,2 
3,2 
3,2 

K o n g o  - 
r o t  

pos. 

p o s .  
neg. 
n e g .  
neg. 
]9OS. 
neg. 
neg. 
pos. 
pos .  
pos. 
pos. 
pos. 
pos. 
pos. 

Aloian-  
b l a u  

pos. 

pos. 
neg. 
neg. 
neg. 
pOS. 
neg. 
neg. 
pos. 
pos. 
pos. 
]0OS. 
pos. 
p o s .  
pos .  

P A S  

pOS �9 

pOS. 
pos. 
]pOS. 
lOOS, 
IOOS. 
pos. 
lOOS. 
pos. 
pos. 
pos. 
])OS. 
]0OS. 
pOS. 
1308. 

Bia l  

loos. 

neg. 
n e g .  
neg. 
neg. 
pos. 
pos. 
~3OS. 
pos. 
pos. 
pOS. 
]3OS. 
]3OS. 
p o s  �9 
loOS. 

um eine organische Ss handelt .  Der negative Ausfall der Fs  mit  
Alcianblau, Kongoro t  und  Methylviolet t  sowie die pH-Verschiebung der Anf~rb- 
barkeit  mi t  Kresylviole t t  nach Abspal tung der Neuraminsgure  mi t  0,03; 0,06 
bzw. 0,1 n HCI zeigen, dal~ die Si~ure Trigger der Fi~higkeit zur Metachromasie 
ist. Dem entsprechen die Befunde bei der Phenolbehandlung der Amyloidsub- 
stanz. Da  durch die Phenolext rakt ion  das neuraminsgurehalt ige Mucoproteid ffei- 
gesetzt  wird, zeigen hier die verschiedenen F~rbungen das gleiche Verhalten wie 
nach Abspal tung der Neuraminss  allein. Nach  der Phenolext rakt ion  ist an den 
Amyloidschni t ten die PAS-Reak t ion  noch positiv, demnach  enths die Amyloid-  
substanz aul~er den durch Phenol  abspaltbaren Mucoproteiden noch ein weiteres 
Polysaccharid,  das nicht  dutch Phenol  ffeigesetzt wird. AuffaUend ist, dab die 
Bialreakt ion nach der Phenolext rak t ion  noch pos i t i v i s t ;  denn sowohl nach den 
Ergebnissen der biochemischen Untersuchungen  wie nach dem AusfaU der fibrigen 
F~rbungen  ist es unwahrscheinlich, dal~ in den Schnit ten noch Neuraminss  
vorhanden  ist. Die Bialreaktion wurde daher an einem anderen neuramins~ure- 
halt igen Material  iiberpriift. 

Als UntersuehungsmateriM diente mit Aeeton extrahiertes Stroma mensehlieher Erythro- 
cyten mit einem Neuramins~uregehalt yon 1,1%. ]:)as Stroma wurde fiber Chloroform in 
Paraffia eingebettet und wie fiblich zu histologischen Sehnitten verarbeitet. An diesen Pr~- 
paraten wurde die Bialsche l~eaktion durchgefiihrt, wobei Amyloidnierensehnitte zur KontroUe 
mitgef~rbt wurden. W~hrend sich die Amyloidsubstanz stets anf~rbte, verlief die Reaktion am 
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Stroma bei wiederholten Fi~rbungen immer negativ. Um einen Verlust der Neuramins/~ure 
durch die verschiedenen Passagen der Paraffineinbettung und Entparaffinierung auszuschlie- 
Ben, wurde Stroma durch diese Passagen hindurchgeffihrt und dann gefriergetrocknet. Eine 
Neuramins/~urebestimmung an diesem Material ergab jedoch den gleichen Wert wie bei der 
Ausgangssubstanz, n/~mlich 1,1%. 

Da nach diesen Befunden die Bialsche Reaktion nicht als Nachweis ffir 
Neuramins/~ure im histologischen Schnitt angesehen werden kann, muB die posi- 
tive Reaktion im Amyloid durch andere Faktoren ausgelSst werden. 

Diskussion 
Nach ABvY und SoBs (1959) besteht die Amyloidsubstanz aus mehreren 

EiweiB- und Polysaecharidfraktionen. Unsere Untersuchung best~tigt, dab sich 
im Amyloid mehrere zuekerhaltige Substanzen befinden. Durch die Phenol- 
extraktion konnte ein neuramins/iurehaltiges Mucoproteid und eine neuramin- 
si~urefreie, zuckerhaltige Substanz freigesctzt werden. Wie die histochemischen 
Untersuchungen ergaben, bleiben aber naeh der Phenolextraktion noeh PAS- 
positive Substanzen im Amyloid gebunden. Nach diesen Befunden enth~lt das 
Amyloid also mindestens drei zuekerhaltige Fraktionen, yon denen cine ein 
neuraminsi~urehaltiges Mucoproteid ist. HAss (1942) konnte aus amyloidotisch 
ver~nderton Organen ein Polysaceharid isolieren, das Urons/iuren, Hexosamin 
und andere reduzierenden Substanzen enthielt. Dabei entsprach die Ausbeute 
dem AusmaB tier amyloidotischen Ver~nderung. Nach ABvr und SoBs (1959) 
enthalten die Polysaccharide des Amyloids Glucose, Galaktose, Hexosamin und 
Uronsi~ure. Wir fanden in dem neuramins/~urehaltigen Mucoproteid Galaktose, 
1V[annose, Galaktosamin und Glucuronsiiure, aber kcine Glucose. Die Neuramin- 
ss wurde im Amyloid erstmals yon KL]~ZqK und FAILLARD (1955) naehgewiesen, 
sie liegt, wie wir zeigen konnten, in Form der N-Acetylneuraminsiiure vor. Aueh 
in der normalen Leber finder sich N-Acetylneuramins/~ure (Sv~zczq~B~oL~ 1957), 
jedoch enthi~lt die yon uns untersuehte Amyloidleber etwa die 10fache Menge an 
N-Acetylneuraminsi~ure. Aueh l~Bt sich aus normalen mensehliehen Lebern mit 
Hilfe der kalten Phenolextraktion keine neuramins/~urehaltige Substanz isolieren. 
LARSEN (1958) konnte aus Amyloid durch fraktionierte AlkoholfKllung 2 PAS- 
positive Substanzen isolieren, yon denen eine sich mit Kresylviolett stark meta- 
chroma~isch anfiirbte. Eine chemische Untersuehung der beiden Fraktionen wurde 
nicht durchgef/ihrt. Immerhin scheint die metachromatische Fraktion mit dem 
yon uns isolierten neuramins/iurehaltigen Mucoproteid identisch zu sein, da ja, 
wie gezeigt werden konnte, die Neuramins/iure innerhalb des Kolloids Tr~ger der 
metachromatischen Eigenschaften des Amyloids ist. 

DaB sich neben diesen Polysacchariden im Amyloid noch ein hochmolekularer 
EiweiBk6rpcr befindet, der Globulincharakter hat, konnte L~TT~B~B (1958, 1959) 
zeigen. Jedoch muB betont werden, daB kein Anhalt daffir besteht, daB die im 
Amyloid nachweisbare Neuraminsiiure aus dem Blute stammt. Zwar linden sich 
im Serum neuramins~urehaltige ~ukoproteide; jedoch enthalten alle diese Sub- 
stanzen Fucose (So~vLTZ]~ 1960), die wir bei unserer Substanz nicht finden 
konnten. Ferner macht der Itexurons/iuregehalt der Serummucoproteide nut 
5--10% des Neuraminsi~uregehaltes aus (ScHuI, TZE 1960), w/~hrend bei dem yon 
uns aus Amyloid isolierten Mucoproteid Itexuronsiiure- und Neuramins/iuregehalt 
fast gleieh sin& 
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Unsere histologischen Befunde bei Fermentbehandlung yon amyloidotiseh 
ver/~nderten 0rganen entsprechen denen anderer Beobachter (PEAI~S~ 1960, 
Alzvy und So~s 1959, DI~ZEL und PFLEIDEI~]~ 1959, WINDI~U~ und KI~AMEI~ 
1957). Allerdings konnten wit im Unterschied zu DI~ZEL am papainbehandelten 
Amyloid keine negative Bial-Reaktion feststellen. Da ja, wie unsere Untersuehung 
ergab, beim Amyloid die Neuramins/~ure Tr/~ger der F/~higkeit zur Metaehromasie 
ist, mfiBten dann auch die F/~rbungen mit Kresyl- und Methy!violett negativ 
ausfallen, was aber nicht der Fall ist. Auch halten wir die yon DIEZEL entwickelte 
Methode zum Nachweis der Neuramins~ure im histologischen Schnitt nicht ffir 
spezifiseh, da sieh neuramins~urehaltiges Stroma yon mensehlichen Erythrocyten 
nicht mit BIALS Reagens anf/~rben l~6t. 

Sch]iel~lieh soll naeh DIEZEL bei der Kongorotfs des Amyloids die Doppel- 
brechung am EiweiB gebunden sein, da sie nach Benzoylierung verschwindet. 
Demgegenfiber ergeben unsere Untersuchungen, dal~ diese Eigenschaft an den 
Kohlenhydratanteil gebunden ist, wobei die Neuramins/ture elm wesentlicher 
Tr/~ger dieser Eigensehaft ist; denn sowohl nach Abspaltung der Neuramins~ure 
mit verdfinnter Salzs/~ure wie naeh Extraktion des neuramins/s 
1V[ucoproteids mit Phenol zeigte die Amyloidsubstanz mit Kongorot keine An- 
f/s und keinen Diehroitismus mehr. GEl:tOLD (1918) fand in seinen Unter- 
suehungen, dab durch S/iurebehandlung yon Amyloid die Methylviolettreaktion 
nieht ausgel6scht werden kann. Das entsprieht unseren Befunden, da auch wir 
nach S/~urebehandlung noeh eine Rostmetachromasie feststellen k6nnen. Jedoch 
ergibt sich aus dem Vergleieh mit den durchgeffihrt~n Kontrollen einwandfrei, 
dal~ die Intensit/~t der Metaehromasie stark naehgelassen hat. Besonders deut]ich 
wird dies an der Fs mit Kresylviolett bei abgestuf~en pi~-Werten. Hier 
finder sieh ein l~iickgang der metaehromatischen Anf/~rbbarkeit yon pI~ 3,2 
auf p~ 4,0. 

Zusammenfassung 
Aus einer mensehlichen Amyloidleber wurde durch Extraktion mit kaltem 

phenol ein Mucoproteid iso]iert, das 6,3 % N-Aee~ylneuramins~ure, 7, 5 % Galaktos- 
amin, 6,3% Glucurons~ure, 8,2% Hexosen (Mannose und Galaktose) und 8,9% 
Aminos~urenstickstoff enthielt. Als Aminoss lie6en sich Alanin, Arginin, 
Asparagins~ure, Glutaminsgure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, 
Methionin, Phenylalanin, Pro]in, Serin, Threonin und Valin nachweisen. Gegen- 
fiber dem Grippevirus verhielt sich d~s Mucoproteid als Antik6rper. 

Daneben wurde dutch die Phenolextraktion eine zweite neuraminsgurefreie, 
zuekerhaltige Substanz freigesetzt, w~hrend ein drittes Polysaccharid nicht aus 
dem Amyloidkomplex abgespalten werden konnte. 

Durch Hyaluronidase, Amylase und Papain wird die Amyloidsubstanz im 
histologischen Pr~parat nicht angegriffen. 

Bei Freisetzung der Neuraminss ira histologischen Pr~para~ sowie bei 
Extraktion des neuramins~urehaltigen Mucoproteids mit kaltem Phenol ver]iert die 
Amyloidsubstanz die Fs zur Metaehromasie mit Kresylviolett und Methyl- 
violett und die zum Diehroitismus mit Kongorot. Das neuramins~urehaltige 
Mueoproteid ira Amyloid ist also Tr~ger der Fghigkeit zur metachromatischen 
F~rbbarkeit und zum Dichroitismus mit Kongorot. 
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Summary  

A mueoprotein  was isolated f rom a h u m a n  liver with amyloid by  extract ion 
with cold phenol. The following chemical consti tuents were elicited : 6,3 % N-aee- 
tyl  neuraminic acid, 7,5% galactosamine, 6,3% glucuronic acid, 8,2% hexoses 
(mannose and galaetose) and 8,9% amino acid nitrogen. Amino acids present 
were alanine, arginine, asparagine, glutamie acid, glycine, histidine, isoleueine, 
lysine, methionine, phenylManine, proline, serine, threonine and valinc. The 
mueoprote in  behaved as an an t ibody  against  the influenza virus. 

I n  addition, a second substance containing sugar and free of neuraminic acid 
was isolated with the phenol ext rac t ion;  a th i rd  polysaceharid could not  be 
ext rac ted  from the amyloid  complex. 

The amyloid substance is not, a t tacked  in histological preparat ions by  hyaluron-  
idase, amylase or papain. 

Wi th  the freeing of neuraminie acid in histological preparat ions as well as 
with the extract ion of the mueoprote in  containing neuraminic acid by  cold phenol, 
the amyloid  substance looses its possibility of metachromat ic  staining by  cresyl- 
violet and methylviolet  and its diehroism with congo red. The mueoprote in  con- 
raining neuraminic acid is responsible for the abili ty to take the metaehromat ic  
stain and for the diehroism with congo red. 
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