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Uber das Amyloidprotein.1)

Von
Dr. M. Mayeda.

(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 18. Dezember 1908.)

Die chemischen Untersuchungen der amyloiden Organe
haben Im Laufe der Zeit zu verschiedenen einander wider-
sprechenden Resultaten gefuihrt. Wahrend man urspringlich das
Vorhandensein einer bestimmten, Iim normalen Zustande feh-
lenden Substanz, des « Amyloids», annahm, haben spatere Unter-
suchungen gezeigt, dall mindestens zwei Erscheinungen beim Auf-
treten der amyloiden Degeneration zusammen kommen: Erstens
findet man in den amyloid-degenerierten Organen eine erheb-
liche Menge Chondroitsaure, die in denselben Organen normaler-
weise fehlt oder nur in geringerer Menge vorhanden ist. Zweitens
Ist aber noch eine EiweilRsubstanz «Amyloidprotein» vorhanden,
welche mit der Chondroitsaure nicht oder wenigstens nicht not-
wendig Iin chemischer Verbindung steht, wie man dies fruher
nach Krawkow?) annahm. Denn die «Sagokorper» der Amy-
loidmilz enthalten, wie 0. Hanssen3) kirzlich fand, keine
Chondroitsaure, obwohl sie alle typischen Eigenschaften des
Amyloids besitzen. Aber auch dieses «Amyloidprotein» ist nach
Hanssens Ansicht vielleicht noch aus zwei Stoffen zusammen-
gesetzt, deren einer die Methylviolettreaktion, deren zweiter die
Jodreaktion des Amyloids geben soll.

1) Vorlaufig mitgeteilt auf dem Meeting der British association
for the advancement of science in Dublin den 7. September 1908.

*) Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie, Bd. XL, S. 195,1897.

3) Biochem. Zeitschrift, Bd. XIIl, S. 185, 1908.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LVIII. 32
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Uber die Natur des Amyloidproteins liegen bestimmte
Angaben von Neubergl) vor. Nach den Untersuchungen dieses
Forschers soll dies Protein der von A. Kossel im Jahre 1883
entdeckten Gruppe der Histone?) nahestenen. Nach den ur-
sprunglichen Angaben von Kossel beruhte der Unterschied der
Histone von den Ubrigen Eiweil3kOrpern wesentlich auf den
Reaktionen, besonders auf dem aufierst charakteristischen Ver-
halten zum Ammoniak. Durch die spateren Untersuchungen von
A. Kossel und F. Kutscher3d) wurde aber festgestellt, dai
diesen aul3eren Merkmalen auch eine sehr bemerkenswerte
Eigentimlichkeit im inneren Bau dieser Substanzen entsprach,
namlich der hohe Gehalt an Hexonbasen.4)

Nachdem durch die von A. Kossel zum Teil in Gemein-
schaft mit F. Kutscher ausgearbeiteten Methoden eine sichere
Bestimmung dieser Basen ermdglicht war, wandte Neubergb)
diese Methoden auf die Untersuchung des «ganz nach Modrze-
jewski und Krawkow> isolierten Amyloids an. Hierbei ergab
sich ein ziemlich hoher Gehalt an Arginin und Lysin, welcher an
die Histone erinnern soll, wahrend das Histidin vermif3t wurde.

Aulerdem bestimmte Neuberg den basischen Anteil des
Proteinmolekils auf Grund der sog. «Hau s m an rrsehen Methode »,
eines Verfahrens, welches — wie Kutscher mit Recht hervor-
gehoben hatt) — bei komplizierten Eiweil3stoffen nicht zu zuver-
lassigen Zahlen fihren kann.

Ferner stellte Neuberg die Menge des Glykokolls, Ty-
rosins und der Glutaminsiure fest und erhielt hierbei folgende

*) Verhandlungen d. Deutsch, patholog. Gesellsch. 26—28. Mai 1904.
2) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 511, 1883.
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165, 1900.

)

4) «Es ist sehr bemerkenswert, dall wir bisher keinen Eiweil3kdrper
kennen, welcher die charakteristischen Reaktionen der Histone gibt, ohne
den hohen Basengehalt zu besitzen. Anderseits kennen wir auch bisher
keinen komplizierten Eiweil3korper, welcher gleichzeitig ebenso viel Arginin
und Lysin liefert wie die Histone». (A. Kossel u. H. Pringle, Diese
Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 307.)

b L c.
6) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 215, 1900.
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Resultate, die den Analysen des Thymushistons gegeniber ge-
stellt sind:l)

Thymushiston

Leberamyloid
(Kossel, Kutscher,

(Neuberg) Abderhalden u. Rona)
Glykokoll . . . . 0,8 0,5
Leucin......cceuen..... 22,2 11,8
Glutaminsdure . . 88 3,7
Tyrosin................ 4,0 5,2
Prolin.................. 3,1 1,5
Arginin............... 13,9 14,5
LysSin................ 11,6 7’7
Histidin................ 0 ; 1,2

Ein besserer Vergleich der fir die Hexonbasen gefundenen
Zahlen ergibt sich, wenn man dieselben in Prozenten des Ge-
samtstickstoffs des betreffenden Proteins ausrechnet. Dann erhalt

man folgende Zahlen:

Prozente des Gesamtstickstoffs.

Arginin  Histidin Lysin

Leberamyloid (Neuberg)?................ 31,7 0 - 158
Histon aus Thymus 3 ...cccocvvvvvrenene. %2 L8 8,0
> »  Gadustestikeln3y ................ o268 133 8,5

» Centrophorustestikelnd) . . | 254 4,5 71

Man ersieht aus diesen Zahlen, da nach den Analysen
Neubergs die im Amyloidprotein flr Arginin und Lysin ge-

1) Nach Kossel u. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 19;
Kutscher, ebenda, Bd. XXXVIIl. S. 132;: Abderhalden und Rona,

ebenda, Bd. XLI, S. 282.
*) 1 c., bei der Berechnung wurde der von Neuberg angegebene

Stickstoffgehalt von 14,1 °/o zugrunde gelegt.
s) A. Kossel u. F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165.

4) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 30/.
32>
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fundenen Zahlen die fir Histone gefundenen weit Ubertreffen
mufiten, dal sich hingegen das Amyloidprotein durch den Mangel
an Histidin von den Histonen unterscheiden mufRte. Auf diese
Weise erscheint das Amyloidprotein noch eigenartiger. ES
mufite ein besonderer, bisher ohne Analogon dastehender Pro-
teinstoff sein. Ich bin daher der Aufforderung des Herrn Pro-
fessor A. Kossel zu einer erneuten Feststellung dieser Ver-
haltnisse gerne gefolgt.

Fur solche Untersuchungen ergaben sich im wesentlichen
drei Gesichtspunkte.

l. Ich habe versucht, die von Neuberg*gewonnenen Ergeb-
nisse nachzuprifen, indem ich das Amyloidprotein nach den
bisher Ublichen Methoden darstellte und von neuem den Gehalt
an Arginin, Histidin und Lysin bestimmte, um festzustellen, ob
derselbe in der Tat so hohe Werte liefert.

II. Der zweite Gesichtspunkt ergab sich aus der Beob-
achtung, dald die Amyloidorgane unter bestimmten Verhaltnissen
durch Pepsinsalzsaure gelost werden. Histon mufte bel diesem
Prozell in das an seinen Reaktionen kenntliche Histopepton®)
Ubergehen. Man mifBte also in den durch Pepsinverdauung
gelosten Organen die Reaktion des Histopeptons finden.

IIl. Wenn in den amyloid-degenerierten Organen basen-
reichere, d. h. histondhnilche EiweiRkorper an die Stelle basen-
armerer treten, so durfte man unter bestimmten Bedingungen
(cf. unten) eine Zunahme des Hexonbasenstickstoffs im Verhalt-
nis zum Gesamtstickstoff der Eiweil3korper des Organes erwarten.

|. Darstellung und chemische Zusammensetzung des Amyloidproteins.

Krawkow?) hat fir die Darstellung des Amyloids die
alte Methode von Kuhne und Rudneffi) in etwas modifizierter
Form angewandt. Die fein zerkleinerten Amyloidorgane wurden
mit schwacher Ammoniaklosung extrahiert und dann der Ein-
wirkung von Pepsinsalzsdure unterworfen. Die hierbei unver-

¥ A. Kossel und H. Pringle, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 301.
2) 1 c.
3) Virchows Archiv, Bd. XXXIIIl, S. 66, 1865.
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daut zurtckbleibende Substanz wurde mit starker Ammoniak-
|0sung aufgenommen, die Losung zur Entfernung der Nucleinstoffe
mit Barytwasser gefallt, filtriert und das Amyloid aus dem Filtrat
mit starker Salzsaure ausgeféllt.

Da das Amyloid in schwacher Ammoniaklosung ziemlich
|6slich ist und durch Pepsinsalzsdure in reichlicherem Malie,
als meistens angenommen wird, in Losung Ubergefihrt wird,
so sind die Verluste bei Anwendung dieser Darstellungsmethode
recht betrachtliche. Aulerdem erleidet auch das Amyloidprotein
unter der Einwirkung der Pepsinsalzsaure eine gewisse Ver-
anderung (Krawkow, Hanssen).

Behufs Vermeidung dieser Ubelstande habe ich die Dar-
stellungsmethode geéndert.

Zunachst habe ich mich Uber die LOslichkeit der durch Methyl-
violett farbbaren Substanz in Ammoniak und Rarytwasser durch einige
Vorversuche orientiert, indem ich die mit dem Gefriermikrotom herge-
stellten Schnittel) frischer Amyloidorgane mit Ammoniak und Baryt-
wasser in verschiedener Konzentration verschieden lange in Berthrung
lie}, sie dann mit Wasser gut auswusch und mit Methylviolett farbte.

Farbung mit Methylviolett nach Einwirkung von Ammoniak.

Konzentration o
der Ammoniak- Dauer der Einwirkung
|6sung

INnNor- In Pro-

mat- : :
165Ung Zenten 5 Minuten 30 Minten 2 Stunden 12 Stunden

- 7 sehgesf%r;\é\{ach keine Farbung keine Férbung keine Féarbung
o 17 gut gefarbt Sgg}’g?g{‘ undeutlich > )

) ) schwach schwach
nfso 051 - g gut gefarbt gefarbt gefarbt
nnoo (0,17 : , » » gut gefarbt  gut gefarbt

Die Schnittpraparate wurden von meinem Kollegen Dr. Itami
im hiesigen pathol. Institut hergestellt. Ich statte demselben fir seine
Freundlichkeit meinen besten Dank ab.
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Farbung mit Methylviolett nach Einwirkung von Barytwasser.

Konzentration

des Barytwassers Dauer der Einwirkung

InNormal- | Pro-

|6sung _ _
Ba(OH) Z8MEN 5 Minuten 30 Minuten 2 Stunden 12 Stunden

ungefahr Ba(0H)?

32 Amyloid

n/25

aufgelost T |
- Amyloid :
0 16 aufgelost . | ; _
! Amyloid |
= 0,32 aufgelost |
n/6 00 0.16 sehr un- !geine -
’ deutlich Farbung —
/1000 0.08 schwach  sehr undeut- sehr undeut- keine
’ gefarbt | lich gefarbt lich gefarbt Farbung
/2500 0.03 gut schwach  sehr schwach undeutlich
! gefarbt gefarbt gefarbt gefarbt
n/6 ut 3y )
/6000 0,016 ge%érbt . gut gefarbt  gut gefarbt 5821\%?;['

Zur Darstellung benutzte ich frische Amyloidmilz, -Niere
und -Leber. Milz und Niere wurden von groberen bindege-
webigen Teilen und besonders den grolieren Gefalen nach
Maoglichkeit befreit, durch eine Fleischhackmaschine zerkleinert,
in groRem UberschuR 0,1 bis 0,2°/oiger wasseriger Ammoniak-
flissigkeit zerteilt, gut umgerthrt oder in Kkleinen Portionen
geschuttelt. Die Extraktion wurde dann solange wiederholt,
als das Waschwasser nach vorheriger Entfernung der Nuclein-
stoffe noch Niederschlag mit Salzsdure gab.l) Das verdinnte
Ammoniak l6st unter diesen Umstdnden nur wenig Amyloid-
protein und dient zur Entfernung nuclein- und eiweil3artiger
Beimengungen.

Das Amyloidprotein befindet sich hauptsachlich im Rick-

0 Zum Zweck dieser Priafung wurde ein Teil der Waschwasser
mit Barytwasser behufs Ausféallung der Nucleinstoffe versetzt, filtriert und
das Filtrat mit Salzsdure angeséduert. In den ersten Portionen des Wasch-

wassers entsteht hierbei ein Niederschlag, in den spateren nicht mehr.
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stand, dessen ganze Masse sich nunmehr durch Methylviolett
rot farbt. Dieser Rickstand wird nach sorgfaltigem Auswaschen
mit Wasser mit 0,5—I,0°/oigem Barytwasser 10—15 Minuten
Im Schittelapparat geschittelt und abgenutscht. Durch einmalige
Behandlung mit Baryt wird das Amyloidprotein vollig gelost.
Der Ruckstand wird mit Wasser ausgewaschen, Filtrat und
Waschwasser vereinigt, mit Salzsdure gefallt, der Niederschlag
mit Wasser gewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet.
Ob der so erhaltene Koérper ein chemisches Individuum ist,
lasse ich dahingestellt sein.

Bei der Amyloidleber erwies es sich als zweckmaRig, das
Organ zunachst einige Tage in starkem Alkohol zu harten,
um die Loslichkeit des Amyloidproteins im Ammoniak herab-
zusetzen und sodann die Ammoniakextraktion langer einwirken
zu lassen (bei der Milz und Niere ist diese VVorbehandlung nicht
erforderlich). Hierauf wird das Organ sorgfaltig ausgeprelit
und nach dem Kosseisehen Verfahrenl) mit der Maschine ge-
schnitten und wie oben mit Barythydrat extrahiert. Bei gleicher
Behandlung normaler Organe erhielt ich keine dem Amyloid-
protein entsprechende Substanz.

Das Amyloidprotein erwies sich als frei von Chondroit-
saure, denn es spaltete beim Kochen mit konzentrierter Salz-
saure keine Schwefelsdure ab. Nach der Auflosung in Baryt-
wasser war die Methylviolettreaktion verloren gegangen. Das
Protein war in Barytwasser und In starkem wasserigem Am-
moniak l6slich und durch Séaure aus dieser Losung fallbar.
Diese Féallung war eine vollstandige, denn die von diesem
Niederschlag abfiltrierte FlUssigkeit gab keine Eiwell3reaktionen
und nur unbedeutende Trubung mit Phosphorwolframsaure. Der
Stickstoffgehalt betrug — nach Kjeldahl bestimmt:

beim Leberamyloidprotein im Mittel 14,9 °/o
»  Milzamyloidprotein » 15,0 °o.

Derselbe ist also hdher, als den Angaben von Krawkow
und Neuberg entspricht. Krawkow fand 14,0 °/0 und 13,8 °/o.
Neuberg 14,1 °/o. Letzterer daneben 1,7—I,8°/0 Sulfatschwefel.

¥ cf. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 1.
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Die niederen Stickstoffwerte bei Neuberg sind also offenbar
durch Beimengung von Chondroitsaure zu erklaren.

Die Spaltung des von mir dargestellten Amyloidproteins
und die quantitative Bestimmung der basischen Zersetzung wurde
nach dem Verfahren von A. Kossel und F. Kutscher aus-
gefuhrt unter Anwendung der im hiesigen Institute gebrauch-
lichen Modifikationen, wie sie in der Mitteilung von Weissl)
beschrieben sind. Es ergaben sich folgende Zahlen.

Tabelle |I.
Milzamyloidprotein Leheramyloidprotein
Stickstoff der %EFYZJ‘ESEg‘i‘?r Stickstoff der GSeV;'ICt?S}] g‘i?r
Spaléurp(gs— produkte Spaltungs- pF;odukte
__produkte in Gewichts- . produkte in Gewichts-
In Prozenten prozenten des In Prozenten prozenten des
dglsicclfs%?‘?sﬂ- gespalt_enen dgficclfsﬁg?gt- gespaltenen
Proteins Proteins
Ammoniak . . 2.5 0,4 2,6 0,4
Histidin?) . . . 4,1 2,3 4,1 2,3
Arginin - - - . 16,2 7.7 16,7 7.9
Lysin............... 3,6 2.8 3,4 2,6

Meine Resultate sind demnach durchaus andere als die

Neubergs.

Es ergibt sich hieraus:

1. Das Histidin fehlt unter den Spaltungsprodukten des
Amyloidproteins durchaus nicht.

2. Die Menge des Arginins und Lysins ist bedeutend ge-
ringer als beim Histon und viel geringer, als der Angabe
Neubergs entspricht (cf. S. 471).

3. Das nach meinem Verfahren dargestellte Amyloidprotein
aus Milz und Leber gab die gleichen Zahlen fir die basischen

Spaltungsprodukte.

) Diese Zeitschrift, Bd. LIT, S. 107 (1907).

2) Das Histidin wurde als Pikrolonat in krystallisiertem Zustand
erhalten (siehe Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 219 [1903],
und Bd. XLIV, S. 157 [1905]).
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Es liegt hiernach kein Grund vor, das von mir dargestellte
Amyloidprotein in Beziehung zum Histon zu bringen.

Il. Qualitative Prifung des «Amyloids» auf Histopepton.

Die eben besprochenen Analysen schliel}en nicht aus,
dal} neben der von mir dargestellten Substanz in den amyloid
degenerierten Organen ein Sloff vorhanden sei, welcher der
Histon gruppe zugehort. Man konnte sogar den Einwand machen,
dal mein Amyloidprotein aus einem histonartigen Korper be-
stehe, an welchen ein basenarmerer Eiweil3kdrper angelagert
sel. Um diesen Einwédnden zu begegnen, habe ich den Nach-
weis zu fuhren, dal} das charakteristische Spaltungsprodukt des
Histons, namlich das Histopepton, weder aus meinem Praparat
noch Uberhaupt aus den amyloid degenerierten Geweben her-
vorgenht.

Uber das Verhalten des Amyloids zu Pepsinsalzsaure
existieren die verschiedensten Angaben. Nach Kihne und Rud-
neffl) und Krawkow?) wird es von diesem Reagens nicht
angegriffen, ebenso beobachtete auch Hanssen,3) dal} die
«Sagokornchen» unter dem Einflul der PepsinVerdauung wohl
Ihre Eigenschaften veradndern, dall sie aber nicht in Ldsung
gehen. Nach Kostjurin und Ludwig4) und Tschermaksb)
wird das Amyloid gelost. Nach Neuberg6) wird es langsam
gelost.

Auch bel meinen Versuchen erwies sich das amyloid
degenerierte Gewebe sowohl in frischem Zustand, wie nach
Alkoholbehandlung als in Pepsinsalzsaure l6slich. Ich unter-
warf die mit dem Kosseisehen Verfahren zerkleinerten Or-
gane wahrend eines Zeitraums von etwa 8 Tagen bei 38° der
Wirkung eines frisch bereiteten Infuses der gewaschenen und

irchows Archiv, Bd. XXXIII, S. 66, 1865.
C.

)

NS

Vv
) L
3) L
4) Wlen mediz. Jahrblcher, S. 181—183, 1886.
5) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 343, 1895.

) 1

« C.

—
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zerkleinerten Schweinemagen-Schleimhaut Schon nach 5 Tagen
war fast das ganze Gewebe in L6sung gegangen und ich er-
hielt eine FlUssigkeit, welche keine ungelGsten Teilchen, son-
dern nur eine gewisse Trubung zeigte.

Man konnte gegendber den bestimmten Angaben Uber
die Unlo6slichkeit des «Amyloids» In Pepsinsalzsaure auf den
Gedanken kommen, dal diese Auflésung nicht durch die Pep-
sinsalzsaure, sondern durch ein anderes auf Amyloid starker
wirkendes Ferment hervorgerufen sei — etwa durch ein der
Lieno-R-Protease Hedinsll ahnliches Gewebsferment aus den
amyloid degenerierten Organen. Ich konnte jedoch diesen Ein-
wand durch folgenden Versuch ausschliel3en:

Von der fein zerschnittenen, von Blutgefaen usw. mig-
liehst befreiten Leber, welche eine hochgradige amyloide De-
generation zeigte, und mit Methylviolett-Jodschwefelsaure kraftig
Reaktion auf Amyloid gab, wurden 140 g entnommen, mit 300 ccm
Fio-Natronlauge angeruhrt und bieben behufs volliger Zer-
storung der Enzyme 24 Stunden mit der Natronlauge stehen,
hierauf wurde die Flussigkeit genau neutralisiert und sodann
der Salzsduregehalt auf ca. 20 oo HCI gebracht. Die den Organ-
brei enthaltende Flissigkeit wurde mit Pepsinsalzsaure 8 Tage
bel 38° verdaut, wobei die LOsung schneller vor sich ging, als
ohne die vorherige Einwirkung der Natronlauge. Bei diesen
Versuchen waren die aus der Leber stammenden Enzyme aus-
geschlossen, denn die Lieno-[3-Protease, welche in saurer Losung
allein in Betracht kommen konnte, wird bereits durch halb-
stindige Einwirkung von 1b Giger Natronlauge vollig oder fast vollig
zerstort, wie ich durch einen besonderen Versuch feststellte.
Ebenso Uberzeugte ich mich, dall Histopepton durch die Ein-
wirkung der Natronlauge unter diesen Umstdnden nicht zer-
stort wird.

Ich verfuhr hierbei in der Weise, dall ich 100 g fein zerteiltes
frisches Milzgewebe (Rind) mit 200 ccm I°oiger Natronlauge ** Stunde
digerierte, dann neutralisierte und nach Zusatz von 200 ccm Wasser bis
auf einen Prozentgehait von 0,2 mit Essigsaure ansduerte und mit fein-
geschnittenem Fibrin versetzte. In einem aliquoten Teil dieser Flussig-

0 cf. Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 341. 1901.
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keit wurden vor und nach 40stindiger Digestion unter Toluolzusatz im
Brutofen nach Hedins Verfahren der durch Gerbsaure nicht fallbare
Stickstoff bestimmt. Derselbe Versuch wurde sodann mit frischem, d. h.
nicht mit Natron behandeltem Milzgewebe angestellt. Es ergab sich folgendes:

. Fi " Fi Stickstoff Verhaltnis zwischen
Gesamt-! Filtrat =~ Filtrat Gesamistickstoff und

stick- | vor nach  verdauter Stickstoff verdauter
Di- N b Substanz
stoff gestion ' Digestion Substanz 100:
Ohne Alkali-
Nach Alkali- |
behandlung | 846,6 l 33,0 53,0 20,0 i 2,4

Also hatte nach der Behandlung des Miizgewebes mit Natronhydrat
keine wesentliche Enzymwirkung mehr stattgefunden, d. h. die Lieno-
R-Protease war durch die Natronlauge zerstort worden.

Die Verdauung des Amyloids mufte also durch die Pep-
sinsalzsaure selbst bewirkt worden sein.

Die abweichenden Befunde verschiedener Untersucher
Uber das Verhalten des «Amyloids» zu Pepsinsalzsaure lassen
sich wohl teilweise durch die Annahme erklaren, dal bei der
Amyloidose Produkte von verschiedener Widerstandsfahigkeit
gegen Pepsin gebildet werden. Wenn es ein gegen Pepsinsalz-
saure absolut widerstandsfahiges Amyloidprotein gibt — und
dies scheint nach den Untersuchungen von Hanssen an den
Sagokornern der Milz wirklich der Fall zu sein —, so kann
dies Produkt doch in Féallen weitgehender Amyloidose ganz
fehlen oder auf geringe Spuren beschrankt sein. In den von
mir untersuchten Fallen habe ich es Uberhaupt nicht wahr-
genommen, trotzdem ich Organe untersuchte, deren Gewicht
unter dem EinfluB der Erkrankung ganz betrachtlich vermehrt
war und welche die intensivste Amyloiderkrankung zeigten.

Nun bemihte ich mich, in der durch Pepsinverdauung
gewonnenen Lo6sung dieses Amyloidproteins etwa vorhandenes
Histopepton zu finden.

Wie mir besondere Versuche ergaben, verschwindet die Reaktion
des Histopeptons mit Natriumpikrat auch bei langerer Einwirkung der
Pepsinsalzsaure nicht. Eine Lésung von 1 pro Mille Histonpeptonsulfat blieb
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drei Wochen mit kréaftig wirkender Pepsinsalzsdure im Britofen stehen.
Der durch Natriumpikrat in der neutralisierten FlUssigkeit erzeugte Nieder-
schlag war ebenso kréftig, wie vor der Digestion.

Zunachst stelle ich fest, dald In der neutralisierten fil-
trierten Verdauungslosung kein Niederschlag mit Natriumpikrat
zu erhalten war. Hieraus mul3te schon auf die Abwesenheit
grofRerer Mengen Histopepton geschlossen werden, bei An-
wesenheit kleinerer Mengen kdnnte jedoch die Niederschlag-
bildung durch die in der Lésung befindlichen Salze verhindert sein.

Ich habe daher die LOsung in folgender Weise weiter
verarbeitet.

Die auf 500 ccm eingedampfte Fllssigkeit wurde bei neu-
traler Reaktion vorsichtig mit einer warmen gesattigten Ldsung
von Kupferacetat versetzt, so lange noch eine Vermehrung des
Niederschlags zu beobachten war. Das Gemisch blieb bis zum
nachsten Tage stehen, wurde dann filtriert, und mit Wasser
gut ausgewaschen. Der Niederschlag enthielt nur sehr geringe
Mengen von Albumosen (Protalbumosen).*)

Das Filtrat gab auf Zusatz von 1/s Volumen Alkohol
weitere Mengen desselben Niederschlages.

Die alkoholhaltige von diesem letzteren Niederschlage
abfiltrierte Flussigkeit wurde unter Zusatz von Schwefelsdure
mit Schwefelwasserstoff zerlegt, mit Barythydrat versetzt, bis
die Reaktion nur noch ganz schwach sauer war, und auf ein
kleineres Volumen eingeengt. Auch diese Flissigkeit gab keinen
Niederschlag mit Natriumpikrat, aber deutliche Reaktionen auf
Albumosen. Zur weiteren Trennung wurde nun die L&sung
mit Schwefelsaure angesauert, mit Zinksulfat gesattigt und nach
12 stdandigem Stehen filtriert. Durch besondere Versuche habe
ich festgestellt, dal das Histopepton weder durch Kupferacetat
bel dem beschriebenen Verfahren noch durch Sattigung mit
Zinksulfat ausgesalzen wird (wohl aber durch Ammonsulfat),
es muBte also im Filtrat des Zinksulfatniederschlages erwartet
werden. Ich habe sowohl den aussalzbaren, wie den nicht
aussalzbaren Teil der durch Kupferacetat nicht fallbaren Re-
aktionsprodukte nach Entfernung des Zinks mit Phosphor-

§) cf. Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 152, 1898.
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wolframsaure gefallt, den Niederschlag zerlegt und die baryt-
freie Flussigkeit auf Histopepton untersucht. Beide Teile er-
gaben starke Biuretreaktion, jedoch in neutraler Ldsung keinen
Niederschlag mit Natriumpikrat, enthielten also kein Histopepton.l)
Ganz ebenso verarbeitete ich nun normale menschliche
Leber und ferner ein Alkoholpraparat amyloid degenerierter
menschlicher Milz.  Wahrend ich in der normalen Leber deut-
lich eine kraftige Reaktion auf Histopepton nachweisen konnte,
fand ich in der amyloid degenerierten Leber und Milz nur eine
minimale Tribung durch Natriumpikrat. Die normale Milz liefert
aber nach Krasnosselski2) ziemlich reichlich Histopepton.
Ich komme also zu dem Resultat, dal} bei der amyloiden
Degeneration die normalerweise in den Organen vorhandenen
histonartigen Stoffe ganz oder groldtenteils verschwinden.

1T Uber den Gehalt des «Amyloids« an Hexonbasen.

Wenn nun auch nach diesen Untersuchungen ein typisches
Histon in den amyloid degenerierten Organen nicht vorhanden
Ist, so kdnnte doch die Annahme bestehen bleiben, daf Im
Amyloid ein histonahnlicher Stoff vorliegt, der sich durch den
Mangel der Histopeptongruppe von Histon unterscheidet. Die
folgenden Untersuchungen sollten zur Prifung dieser Annahme
dienen.

Die Einlagerung einer histonahnlichen Substanz bei der
Amyloidose muRBte dazu fuhren, dall der relative Gehalt der
bei der Spaltung entstehenden Hexonbasen gegentber dem
normalen vermehrt ist. Zwei Umstande konnten aber bei der
Untersuchung des ganzen Organs die Vermehrung verdecken:
erstens eine zu geringe Quantitat des basenreichen Eiweil3kdrpers
und zweitens die gteichzeitigeEntstebung basenarmer oder basen-
freier stickstoffhaltiger Stoffe (z. B. Chondroitsaure). Die erstere
Maglichkeit ist in den Organen mit weitgehender Amyloidose
ausgeschlossen, der zweite konnte durch die Versuche mitfrak-

1) Die quantitative Analyse dieser Fraktion ist weiter unten angefihrt.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 322.
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Monierter Fallung gepruft werden. Dennim Falle, dall ein Gemisch
hasenreicher nnd basenarmer Stoffe vorliegt. mull es moglich sein,
eine Fraktion basenreicher Aibmnosen herauszufraktionieren

Ich habe fir die folgenden Analvsen die Fraktionen be-
nu;zt. weiche ich nach dem oben beschriebenen Verfahren
cf, S. 4E0 gewonnen habe.

Ich nmersnehie in dieser Weise Aikohobraparate von
normaler Leber. Amvioidieber und AmrioidmiLz Alle 3 Organe
stammten von menschlichen Leichen.

Nachdem die durch Kupferseeta: unter Zusatz von | t Vo-
iInmen Aikoho. 1aunaren Stone hauptsachlich eiweil3freie Be-
standteile z. B. Ghonoroitsanre entfern: waren, wurde das
Kupfer aus dem Filtrai aurez Schwefe:wasserston entfernt und
die Losung zur ijewinnung der beiden oben beschriebenen
Fraktionen benutzt. deren eine In saurer LOsung durch Satti-
gung mi: Zmitsuhat falbar war. wahrend die zweite nicht ge-
fallt wurde.

Die Analysen wurden wie oben nach dem Verfahren von A.
Kos sel und +. Kutseher nt den spater beschriebenen Modi-
fikationen cf, Weiss 1 ¢, ausgefihrt. Das Arginin und Histidin
wurden zum Teil ans dem Stickstedgehah ithrer L6sung nach
E;e.ciah_. zum Tel atmen Wagung des reinen Kristallisierten
Pikroionats nach S:eudel bestimmt.

j_he Ergebnisse m Prozenten des Gesamtsticksteds ergeben
sich aus beifolgender Tabele.

i Lie Untersucnungen vat Kolmes Jaceson und Ried aid
M -earoe Tue Journ o: Ernennt medicine. Rnckelener institute. Bd. IX.
Kr o an amyitiden tilerdeiehem ronnen ftz meme Behiul3:cd?erungec.
mein m Betracht sommer, da diese Autoren von anderer. Gestchtsounkten
ausgegangen smd fae sé&cn une, Pearce naben die Memode von A. Kessel
m unvollstandiger Weise angewandt, da sie sieb auf erne Sticks: offbesttro-
munc mt Silbemiederschiag beschrankt und anscheinend auf eine Bar-
siebnng remet Verbindungen der Basen ganz verzichtet naben. Es lal3t sieb
hiernach nicht beurteilen, oh m dem <Argmm-Hisndinniederschlag> tiner-
baupt Argimn vorhanden war. rest wie grofl3 die Menge von A»rn:r Hi-
suant une. n-ysir war Ehingens ist nenn Lesen dieser Abhandlung zu
bertcKsichtigen. dal die Auioren unter <hexonoases> auch die Purtndenvate
verstehen mt Gegensatz zu der vor. A EOSSA gegebener. Bezeichnung
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Tabelle Il.
Prozente des Gesamtstickstoffs.

Normale Leber Amyloidleber : Amyloidmilz
(Mensch) ., iMensch) (Mensch)

Aus- Nicht Aus- Nicht Aus- Nicht
salz- aussalz- salz- aussalz- salz- aussalz-
barer barer barer barer barer barer
Tell Teil Teil Tell Teil Teil

Histidin (Kjeldahlbest.) 3,38 4,13 4,65 3,23 6,57 4,63

Histidin als Pikrolonat ge-
WOQEN o 2,70 4,14 415 3,20 6,57 4,42

Arginin( Kjeldahlbest.)) 1156 16,39 11,44 17,52 1345 14,32
Arginin als Pikrolonat ge-

WOQEN  .ooveveeeeiecieee, 926 16,09 10,23 1740 1418 14,27
Lysin (Kjeldahlbest, im

Phosphorwolframsaure- ver-

niederschlag) - - - - 2,45  loren 3,96 6,20 504 7,96
Lysin (alsPikratgewogen) 1,73 - 21 378 298 659

«Huminsubstanz» . . . 13,14 2497 1489 1446 11,24 14,66

\

Die folgende Tabelle gibt dieselben Resultate fir die
Amyloidmilz in Gewichtsprozenten der Trockensubstanz der
untersuchten Organe ausgedrickt.

Tabelle III.

Amyloidmilz (Mensch). Gewichtsprozente des trockenen Organs.

Aussalzbarer Teill Nicht aussalzbarer Teil
Histidin..........cccooovennn.. 3,22 2,29
Arginin...................... ) 5,55 5,98
LySin....ccoovvveiiienane, 2,06 | 4,61

Hieraus ergibt sich, dall der Hexonbasengehalt der die
«Amyloid »-Substanz der Leber bildenden Proteinstoffe der gleiche
ist wie im normalen Organ. Die Ubereinstimmung ist eine sehr
auffallende. Auch die Proteinstoffe der Amyloidmilz weichen
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nicht erheblich von diesen Zahlen ab. Jedenfalls ist kein Grund
vorhanden, einen histonartigen oder basenreichen Charakter
des Amyloidproteins anzunehmen. Der Histidingehalt ist unge-
fahr der gleiche wie Iim normalen Organ, beim aussalzbaren
Tell der Amyloidmilzprodukte eher etwas erhoht.

Am Schlisse der vorliegenden Arbeit spreche ich Herrn
Prof. A. Kossel flr die Anregung zu diesen Untersuchungen
sowie die entgegenkommendste Unterstiitzung den warmsten
Dank aus. Fur freundliche Uberlassung des Materials sage ich
Herrn Geheimrat Arnold Exc. und Herrn Prof. Ernst in
Heidelberg, sowie Herrn Prof. Chiari 1h Straliburg meinen
verbindlichsten Dank.



