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Schon zur Jahrhundertwende war bekannt, dafl das Amyloid Eiwei- und
Kohlenhydratanteile enthdlt. In spiteren Jahren wurden mehrfach schwefelsaure
Mucopolysaccharide und den Serummucoproteiden verwandte Substanzen aus
dem Amyloid isoliert. Auch wurde des Ofteren der Aminosdurenbestand des
Amyloids bestimmt (Lit. s. ScENnmIDER). Es fehlen aber pridparative Unter-
suchungen am Amyloid, bei denen sowohl die Eiweif3- als auch die Kohlenhydrat-
komponente des Amyloids berticksichtigt wurde. In der vorliegenden Unter-
suchung wurde daher versucht, einmal zu Aussagen iiber das Amyloideiweil} zu
gelangen, zum andern moglichst alle im Amyloid verkommenden Mucoide zu
isolieren und chemisch zu charakterisieren.

Zu diesem Zweck wurden nebeneinander eine Amyloidleber, eine gesunde bluthaltige und
eine gesunde blutleer gespiilte menschliche Leber aufgearbeitet und aus den Analysendaten
die Zusammensetzung des Amyloids bestimmt. Die Organe wurden zunéchst zerkleinert und
mit physiologischer Kochsalzlgsung sowie Harnstofflssungen steigender Konzentration extra-
hiert; dabei fielen EiweiBfraktionen unterschiedlicher Léslichkeit an, deren Aminosiuren-

bestand quantitativ bestimmt wurde. Aus den Eiweilfraktionen wurden sodann die Mucoide
fermentativ freigesetzt und in uronséure- und neuraminséurehaltige Mucoide aufgetrennt **.

Ergebnisse
Wiéhrend das Eiweill der gesunden menschlichen Leber iiberwiegend leicht
und méaBig 16slich ist, enthédlt die Amyloidleber betrachtliche Mengen an schwer
loslichen Eiweilen (Abb. 1). Das AmyloideiweiB selbst ist fast zur Halfte schwer
16slich, enthilt aber keine unloslichen EiweiBanteile; andererseits ist es aber
ebenfalls bis zur Haélfte leicht 16slich und mit physiologischer Kochsalzlosung
extrahierbar.

Die EiweiBfraktionen der gesunden Leber enthalten in der Trockensubstanz
1—2% Kohlenhydrate, und zwar N-Acetylneuraminséure, Glucuronsdure, Iduron-
sidure, Galaktose, Glucose, Mannose, Fucose und Pentosen sowie Glucosamin und
Galaktosamin. Die gleichen Kohlenhydrate finden sich, allerdings in groferen
Mengen (3—4 %) in der Amyloidleber.

Das Ergebnis der quantitativen Aminosiurenbestimmung an den verschie-
denen Eiweilifraktionen der gesunden und der Amyloidleber ergibt sich aus
Abb. 2. Wesentliche Unterschiede in der Aminosdurenzusammensetzung lassen

* Diese Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefiihrt.

** Hine ausfiihrliche Darstellung der Methodik und eine tabellarische Darstellung der
Ergebnisse findet sich bei Scrmrrz-MoorMANN (3; 4; 5).
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sich fiir die Eiweilifraktionen der gesunden Lebern, der Amyloidleber und des
AmyloideiweiBes nicht feststellen. Am ehesten besteht noch beim Amyloid gegen-
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Abb. 1. Verteilung des GesamteiweiBies der untersuchten Lebern und des Amyloids bei der Extraktion mit
physiologischer Kochsalzlssung und Harnstofflosungen steigender Konzentration. Alle Angaben in Prozent der
Trockensubstanz, Die Zahlen iiber den Siulen geben die gesamte Trockensubstanz in Gramm an, Die Ver-
teilung des AmyloideiweiBles wurde aus der Proteinverteilung in den gesunden Lebern und der Amyloidleber
berechnet. AuBer Eiweil enthalten die Lebern und das Amyloid noch Kohlenhydrat, das aber nur 1-—4% der
Trockenmasse ausmacht
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Abb. 2. Aminosiurengehalt der verschiedenen EiweiBfraktionen der untersuchten Lebern und des Amyloid-
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iber den gesunden Lebern ein erhohter Gehalt an Oxyaminosduren. Das Ver-
hiltnis zwischen polaren und apolaren Aminosduren liegt bei der Amyloidleber
zwischen 1:1,18 und 1:1,70, bei den gesunden Lebern zwischen 1:1,07 und
1:1,83 und beim Amyloideiweill zwischen 1:1,01 und 1:1,36. Bei der Amyloid-
leber und den gesunden Lebern ist der Gehalt an sauren Aminosduren groBer
als der an basischen, fiir das Amyloideiweil} errechnet sich jedoch beim leicht
und méifBig 1oslichen Eiweil sowie bei der letzten Fraktion des schwer loslichen
Eiweilles ein vermehrter Gehalt an basischen Aminoséduren. Insgesamt ergeben
sich fiir den Aminosdurenbestand des Amyloids aber keine so markanten Unter-
schiede gegeniiber den gesunden Lebern, als dall von daher schon eine
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Abb. 82 u. b. Verteilung der uronsidure- und neuraminsidurehaltigen Mucoide auf die verschiedenen Eiweif-
fraktionen der untersuchten Lebern und des Amyloids. a Uronsdurehaltige Mucoide und Chondroitinsulfat des
Amyloids ( Gesamtmenge der uronsdurehaltigen Mucoide = 100 % ; weitere Erlduterungen s. Abb. 1). b Neuramin-
sidurehaltige Mucoide der gesunden Lebern, der Amyloidleber und des Amyloids (Gesamtmenge des in neuramin-
siurehaltigen Mucoiden gebundenen Kohlenhydrats = 100 % ; weitere Erlduterungen Abb. 1)

Charakterisierung des Amyloids moglich wére. Vergleicht man den Aminosduren-
bestand der Amyloidfraktionen mit denen anderer Eiweifle, so entspricht er am
ehesten dem der Globuline.

Die Amyloidleber enthélt in der Trockensubstanz 0,15% uronsdurehaltige
Mucoide (sog. saure Mucopolysaccharide), die gesunden Lebern dagegen 0,004 bzw.
0,008% . Fir die Amyloidsubstanz errechnet sich daraus ein Gehalt von 0,3%
uronsdurehaltiger Mucoide, er ist also 60mal so hoch wie in den gesunden Lebern.
Von diesen uronsédurehaltigen Mucoiden ist nur ein Bruchteil im leicht loslichen
Eiweill gebunden, der gréfite Teil findet sich im méBig loslichen Eiweil’, der Rest
im schwer l5slichen Eiweill. 90% dieser uronsdurehaltigen Mucoide sind Chon-
droitinsulfat, den Rest bilden zu etwa gleichen Teilen Hyaluronsdure, Chondroitin
und Heparin (Abb. 3a).

Auch der Gehalt an neuraminsédurehaltigen Mucoiden ist bei der Amyloidleber
wesentlich hoher als bei den gesunden Lebern. So enthélt die Amyloidleber in der
Trockensubstanz 0,35% in neuraminsdurehaltigen Mucoiden gebundenes Kohlen-
hydrat, die gesunden Lebern demgegeniiber nur 0,04 bzw. 0,08% . Fir die
Amyloidsubstanz ergibt sich daraus ein Gehalt von 0,65% , sie enthilt also zehn-
mal sovie] in neuraminsdurehaltigen Mucoiden gebundenes Kohlenhydrat wie die
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Tabelle. Kohlenhydratgehalt
der vier in der Amyloidleber vorkommenden neuraminsiurehaltigen Mucoide.

(Alle Werte in Prozent bzw. Mol der Trockensubstanz)

N-Acetyl- Galaktose | Mannose Fucose Glucosamin Galaktos-
neuraminsaure amin
Hexosaminreiches, im elektrischen Feld schnell wanderndes Mucopeptid
% 10,4 4,1 3,2 2,3 9,9 0,6
Mol * 10 7 5 4 17 1
Neuraminssurereiches, im elektrischen Feld schnell wanderndes Mucopeptid
% 14,9 3,7 3,6 1,9 7,3 1,5
Mol 2 10 4 4 2 8 1
Im elektrischen Feld langsam wanderndes Mucopeptid
% 3,8 5,0 2,4 3,7 4,4 0,3
Mol ? 10 26 12 21 23 2
Im elektrischen Feld mittelschnell wanderdes Mucoproteid
% 6,0 5,0 2,9 1,3 2,2 1,6
Mol t 10 14 8 4 6 4

1 Bezogen auf Neuraminsiure = 10.

gesunde Leber. Die Verteilung der Mucoide auf die verschiedenen Eiweilifrak-
tionen entspricht in etwa der Verteilung des EiweiBes selbst, die neuraminséure-
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Abb. 4. Verteilung der neuraminsiurehaltigen Mucoide der
untersuchten Lebern und des Amyloids aunf die vier verschie-

denen neuraminsiurehaltigen Mucoidformen (Né#heres s. Text

und Tabelle). Ausgedriickt in Prozent des in neuraminsiure-

haltigen Mucoiden gebundenen Xohlenhydrats.,

1 Hexo-

saminreiches im elektirischen Feld schnell wanderndes Muco-
peptid; neuraminsiurereiches im elektrischen Feld schnell

wanderndes Muecopeptid;

im elektrischen TFeld langsam

wanderndes Mucopetid; [l Mucoproteid

haltigen Mucoide sind also nicht
in einer bestimmten Eiweilfrak-
tion starker angereichert (Abb. 1;
Abb. 3b). Elektrophoretisch las-
sen sich bei den neuraminsiure-
haltigen Mucoiden drei Formen
unterscheiden: ein schnell und
ein langsam wanderndes Muco-
peptid sowie ein Mucoproteid
von mittlerer Wanderungsge-
schwindigkeit. Diese Mucoide
kommen sowohl in der Amyloid-
leber als auch in den gesunden
Lebern vor, das schnell wan-
dernde Mucopeptid im leicht und
maBig 16slichen Eiweil}, in gerin-
gerer Menge auch im schwer
loslichen Eiweil, das langsam
wandernde Mucopeptid nur in
den verschiedenen Fraktionen
des schwer loslichen Eiweiles

und das Mucoproteid im unldslichen EiweiBiriickstand. Als Kohlenhydrate
enthalten diese Mucoide N-Acetylneuraminsdure, Galaktose, Mannose, Fucose,
Glucosamin und Galaktosamin. Dabei zeigen die elektrophoretisch iden-
tischen Mucoide der verschiedenen Fraktionen und der verschiedenen Organe
auch Ahnlichkeiten in ihrer chemischen Zusammensetzung, sind allerdings
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nicht chemisch identisch. Beim schnell wandernden Mucopeptid miissen
zudem aufgrund der chemischen Analysendaten zwei Formen unterschieden wer-
den, eine hexosaminreiche Form, die im leicht 16slichen Eiweifl vorkommt, und
eine neuraminsédurereiche Form, die im méaBig und schwer loslichen Eiweil vor-
kommt. Dabei entspricht die hexosaminreiche Form in ihrer chemischen Zu-
sapmensetzung etwa dem schnell wandernden Mucopeptid der gesunden Leber,
die neuraminsdurereiche Form dagegen kommt nur in der Amyloidleber
vor (Tabelle). Beim Amyloid gehoren 98% der neuraminsfurehaltigen Mucoide
zum schnell wandernden Mucopeptid, davon entfallen 40% auf die hexosamin-
reiche Form und 58% auf die neuraminsiurereiche Form. Die restlichen 2% ge-
horen dem langsam wandernden Mucopeptid an. Das Mucoproteid mit der mitt-
leren elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit kommt wohl in der Amy-
loidleber und den gesunden Lebern vor, nicht aber in der Amyloidsubstanz selbst
(Abb. 4). Eine chemische Identitat der von uns im Amyloid gefundenen neuramin-
sdurehaltigen Mucoide mit den Serummucoproteiden 1453t sich nicht feststellen,
auch keine weiterreichenden Ahnlichkeiten. Am ehesten zeigt die hexosaminreiche
Form des schnell wandernden Mucopeptid noch Beziehungen zu dem «,-Sero-
mucoid und die neuraminsiurereiche Form des schnell wandernden Mucopeptid
zu dem oy-Makroglobulin, wihrend das langsam wandernde Mucopeptid gewisse
Ahnlichkeiten mit dem frither von uns [ScHmITz-MOORMANN (2)] dargestellten
Milzmucoproteid hat.

Besprechung der Ergebnisse

Chemische Untersuchungen am Amyloid sind dadurch erschwert, daBl sie an
einer Substanz durchgefithrt werden, die durch ihre morphologischen Eigen-
schaften und ihr farberisches Verhalten charakterisiert ist, nicht aber durch be-
stimmte chemische Eigenschaften. Trotzdem wurde vielfach versucht, auf Grund
des Verhaltens der fiir das Amyloid typischen Farbungen Aussagen zur physiko-
chemischen Natur des Amyloids zu machen. So galt es lange als Lehrmeinung
(LevpoLp), dall Amyloid unléslich sei und selbst bei peptischer Verdauung nicht
angegriffen wiirde. Demgegeniiber ergibt sich aus den Untersuchungen von
CaLkiIns et al., daB schon bei intensivem Auswaschen mit physiologischer Koch-
salzldsung 40% der Amyloidsubstanz in Losung gehen. Unsere Untersuchungen
bestitigen, daf sich ein Grofiteil der Amyloidsubstanz mit physiologischer Koch-
salzlosung extrahieren 14Bt; dariiber hinaus zeigten sie, dafl sich die Amyloid-
substanz in hoher konzentrierten Harnstofflosungen vollig auflgst.

Der Aminosdurebestand des Amyloids wurde mehrfach untersucht (Lit. s.
SCHNEIDER), jedoch gingen die Untersucher nicht von nativem Amyloid aus, viel-
mehr war das Amyloid zuvor durch Pepsinverdauung aus Amyloidlebern bzw.
-milzen dargestellt worden. Bei dieser Verdauung geht aber sicher das leicht
lésliche Amyloideiweil in Losung, und es 146t sich gar nicht absehen, wie weit
dabei auch Anteile des maBig und schwer 16slichen EiweiBles freigesetzt werden.
Die Untersucher haben also nicht den Aminosdurenbestand des Gesamtamyloids,
sondern eines Amyloidrestes bestimmt. In ihrem Aminosiaurenbestand dhneln
diese Amyloidreste dem maBig und dem schwer léslichen Eiweillanteil des von
uns untersuchten Amyloids. Alle Eiweilifraktionen des von uns untersuchten
Amyloids entsprechen aufgrund ihrer Aminosiurenzusammensetzung den Globu-
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linen, wobei aber der Aminosidurenbestand von Fraktion zu Fraktion unterschied-
lich ist. Fir die Annahme, dall das Amyloid ein Gemisch aus globulirem und
fibrillirem Eiweifl ist, geben unsere Untersuchungsergebnisse keinen Anhalt.

Die histochemischen Aminosiurenbestimmungen am Amyloid (Lit. s. SCHNEIDER)
stimmen mit unseren Analysendaten nur teilweise {iberein. Der Cystingehalt des
Amyloids, der aufgrund histochemischer Untersuchungen stark erhéht sein soll,
betragt nach unseren Analysen nur 1—2 mol-% und liegt kaum hoher als in der
gesunden Leber. Sulfhydrylgruppen konoten im Amyloid histochemisch nicht
nachgewiesen werden. Auch wir fanden nur 0,3—0,7 mol-% Cystein. Der Trypto-
phangehalt des Amyloids ist histochemisch wesentlich héher als der des Kollagens.
Nach unseren Untersuchungen enthilt das Amyloid 2—4 mol-% Tryptophan,
also wesentlich mehr als das Kollagen, jedoch liegt der Tryptophangehalt kaum
doppelt so hoch wie derjenige der gesunden Leber.

Schwefelsaure Mucopolysaccharide wurden im Amyloid mehrfach biochemisch
und histochemisch nachgewiesen (Lit. s. SCHNEIDER). SCHNEIDER kommt nach
Auswertung aller dieser Untersuchungsbefunde zu dem Frgebnis, daB die schwefel-
sauren Mucoide dem Amyloid akzidentell beigemischt sind und keinen wesent-
lichen Bestandteil des Amyloids darstellen. Nach unseren Untersuchungen be-
stehen die sauren Mucoide des Amyloids, die allein als Triger der fir das Amyloid
charakteristischen metachromatischen Anfiarbbarkeit in Frage kommen, zu fast
einem Drittel aus sulfathaltigen Mucopolysacchariden. KENNEDY konnte in auto-
radiographischen Untersuchungen feststellen, daf sulfathaltige Mucopolysac-
charide nicht sekundir vom Amyloid aufgenommen, sondern primér bei der
Bildung des Amyloids eingebaut werden. Auf Grund dieser Untersuchungsergeb-
nisse glauben wir, im Gegensatz zu SCHNEIDER, dafl schwefelsauren Mucopoly-
sacchariden sowohl fir die Bildung als auch fir das firberische Verhalten des
Amyloids eine wesentliche Bedeutung zukommst.

Neuraminsdure wurde erstmals von KLENK und FArcrarp im Amyloid nach-
gewiesen. Wir selbst konnten in fritheren Untersuchungen [ ScamMITz-MOORMANN (1)]
ein neuraminsdurehaltiges Mucoid aus Amyloid isolieren, das aber, wie unsere
jetzigen Untersuchungen zeigen, ein Gemisch aus uronsiure- und neuraminséure-
haltigen Mucoiden war. Aufgrund unserer Untersuchungen lassen sich keine Aus-
sagen dariiber machen, ob diese neuraminsidurehaltigen Mucoide aus dem Blut
stammen oder ob sie an Ort und Stelle neu gebildet wurden. BarTacLia konnte
aber in jingsten Untersuchungen zeigen, daB die Neuraminsaure im experimentell
erzeugten Amyloid zunéchst fehlt und erst spater auftritt. Danach muf man an-
nehmen, dall die neuraminsdurehaltigen Mucoide kein wesentlicher Bestandteil
des Amyloids sind, sondern erst sekundér eingelagert werden. Als Quelle kommen
dabei die Serum- und organeigenen Mucoproteide in Frage. Die Untersuchungen
Barracrias zeigen weiterhin, dafl die metachromatische Anfiarbbarkeit des
Amyloids primér nicht durch Neuraminsiure verursacht sein kann, sondern durch
andere saure Mucoide getragen wird, wobei in erster Linie die uronsiurehaltigen
Mucopolysaccharide in Frage kommen.

Uronsgurehaltige Mucoide wurden bisher niemals in Antigen-Antikorper-
Komplexen gefunden (ErrIcH), wohl ist aber seit langem bekannt (MEYER et al.),
daB diese Mucoide mit Eiweillen, deren Nettoladung positiv ist, schwer l6sliche
Komplexe bilden und pricipitieren. HEs stellt sich somit die Frage, ob nicht auch
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das Amyloid einen solchen Mucoid-Eiwei-Komplex darstellt, dessen Entstehung
durch die Serumeiweifverschiebungen bei experimenteller und sekundirer
Amyloidose ermoglicht wird. Fur die Annahme sprechen die Untersuchungs-
ergebnisse von CEsst und SERAFINI-CESST (1, 2), bei Miusen durch parenterale
Zufuhr von Chondroitinsulfat sowie von sulfatierter bzw. phosphorylierter Cellu-
lose Amyloid zu erzeugen. Die Annahme wiirde weiterhin zwanglos die wider-
spriichlichen immunologischen Untersuchungsergebnisse (CALRINS et al.; VAZQUEZ
und Dixox; Voot und Kocuem) erkliren, da solche Mucoid-Eiweil-Komplexe
unterschiedliche EiweiBle adsorptiv binden kénnen (NErTER), die selbst dann bei
immunologischen Untersuchungen noch reaktionsfihig wiren. SchlieBlich béote
dieses formalgenetische Prinzip einen einheitlichen Entstehungsmechanismus fiir
die verschiedenen Formen des Amyloids (genetisches, spontanes, sekundéres,
experimentelles und lokales Amyloid).

Zusammenfassung

An einer Amyloidleber wurde der Eiweil- und der Kohlenhydratanteil des
Amyloids untersucht. Das Amyloideiweild war zu 43 % leicht, zu 15% méBig und
zu 42% schwer loslich; es entsprach in seiner Aminosdurenzusammensetzung den
Globulinen. In der Trockensubstanz enthielt das Amyloid 0,3 % uronsdurehaltige
Mucoide, hauptséchlich Chondroitinsulfat und 0,65% KXohlenhydrat, das in
neuraminsdurehaltigen Mucoiden gebunden war. Bei den neuraminsdurehaltigen
Mucoiden lielen sich drei Formen unterscheiden. Nach den Untersuchungen der
letzten Jahre scheinen die uronsiurehaltigen Mucoide eine wesentliche Bedeutung
fir die Entstehung und firr die metachromatische Anfiarbbarkeit des Amyloids
zu haben.

Regarding the Biochemistry of Amyloid
Summary

The components of protein and carbohydrate in amyloid were studied in an
amyloid liver. Forty-three percent of the protein of the amyloid was quite
soluble, 15% was only moderately soluble, and 42% was poorly soluble. In its
amino acid composition, amyloid resembled the globulins. In the dried state
the amyloid consisted of 0.3% mucoprotein containing uronic acid, primarily
chondroitin sulfate, and 0.65% carbohydrate which was bound to the muco-
protein containing neuraminic acid. Three forms of mucoproteins containing
neuraminic acid could be differentiated. From the studies of the last years it
appears that the mucoproteins containing uronic acid are important in the

development of amyloid and in its metachromatic staining.
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