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Unter den Methoden, die sich zur Untersuchung der submikroskopischen
Strukturen anisotroper Beschaffenheit eignen, sind besonders jene Verfahren
hervorzuheben, bei welchen farblose Komponenten oder Farbstoffmolekile an
eine anisotrope Struktur orientiert adsorbiert werden, wodurch die urspriing-
liche Doppelbrechung des Substrates verstdrkt, abgeschwé&cht oder umge-
wandelt wird. Mit diesen Reaktionen hat sich W. J. Schmidt [12] eingehend
befaRt, und hat sie nach KohischUTTER als topochemische Reaktionen bezeich-
net. Die Bindungsart an das Substrat kann bei den verschiedenen Komponen-
ten bzw. Strukturen von der physikalischen Adsorption bis zur chemischen
Bindung variieren.

Es kénnen zweckmé&Rig zwei Gruppen der in topochemische Reaktion
tretenden Stoffe unterschieden werden, und zwar farblose Komponenten und
Farbstoffe. Je nach der submikroskopischen Ablagerungsweise der Farbstoffe
auf das Substrat kann man zwei Typen der Farbung unterscheiden: eine iso-
trope und eine anisotrope. Der spezielle Typ der Farbung, der durch orientierte
Farbstoffanlagerung an eine anisotrope Struktur gekennzeichnet ist, wurde
von Romhanyi [10] — im Gegensatz zu der gewdhnlichen (isotropen) Férbung
mit nicht orientierter Farbstoffanlagerung-— als anisotrope Farbung bezeichnet
und ihre Bedeutung fir die submikroskopische Strukturforschung erdrtert.
Isotrope und anisotrope Fa&rbung kdénnen polarisationsmikroskopisch unter-
schieden werden.

Mit den anomalen Farben, die bei geordneter Farbstoffanlagerung bei
polarisationsmikroskopischer Untersuchung zu beobachten sind, hat sich in
letzter Zeit Brewer [1] eingehender befalBt. Die topochemischen Reaktionen
sind meistens weitgehend strukturspezifisch, was durch ihre mikrostrukturelle
Entstehungsbedingungen erkldrbar ist. Die orientierte Anlagerungsfahigkeit
des Substrates und der assoziierenden Komponente ist weitgehend von Struk-
tur- und stereochemischen Verhdltnissen abhdngig. So stellt z. B. die Ebner-
sche Phenolreaktion eine fir die kollagénén Fasern weitgehend kennzeichnende
topochemische Reaktion dar, bei welcher eine durch die spezifische Mikrostruk-
tur des Kollagens bedingte orientierte Bindung des Phenols zustande kommt,
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wodurch die urspriinglich positive Doppelbrechung der kollagénén Fasern in
eine negative umgewandelt wird. Dieser Erscheinung liegen spezifische mikro-
strukturelle Bedingungen zugrunde. So wird es verstdndlich, daR die Phenol-
reaktion fir die kollagénén Fasern ebenso kennzeichnend ist, wie z. B. die
elektronenmikroskopisch nachweisbare charakteristische Querstreifung bzw.
das Rontgendiagramm der kollagénén Fibrillen oder der chemisch nachweis-
bare hohe Hydroxyprolingehalt des Kollagens. Schon Ebner untersuchte
mehrere Phenolderivate, um festzustellcn, in welchem Grade diese mit dem
Kollagén eine dem Phenol &hnliche topochemische Reaktion ergeben.

Als erste haben W. J. Schmidt [12] und Kiuanzel und Schwank [6]
darauf hingewiesen, dal die mit Formalin fixierten kollagénén Fasern nach
Bedeckung mit Anilin eine negative Doppelbrechung wechselnder Stérke auf-
weisen. Bei unseren Untersuchungen gingen wir aus der Beobachtung von
Romhanyi [11] aus, nach welcher die elastischen Fasern bei EinschlieBung in
Anilin eine kraftige negative Doppelbrechung zeigen, wogegen die kollagénén
Fasern meistens nur eine Herabsetzung ihrer positiven Doppelbrechung erfah-
ren, oder manchmal schwach negativ werden. Die kollagénén Fasern zeigen
also bei der Anilinreaktion, deren mikrostrukturelle Grundlagen nicht bekannt
sind, ein quantitativ sehr wechselndes Verhalten (NEmeth-CsOka [13]).

In der vorliegenden Arbeit haben wir versucht, die submikroskopischen
Bedingungen der Anilinreaktion der kollagénén und elastischen Fasern mit
histochemischen Methoden =zu analysieren. Es wurde polarisationsoptisch
quantitativ verfolgt, wie Blockierungs- bzw. Substitutionsreaktionen an den
verschiedenen reaktiven Seitengruppen des Kollagens die St&rke der Anilin-
reaktion beeinflussen, um in dieser Weise indirekt eine Antwort auf die Frage
zu erhalten, welche Seitengruppen im submikroskopischen Strukturgefiige des
Kollagens fur die orientierte Anlagerung des Anilins entscheidend sind.

Material und Methode

Als Untersuchungsobjekt wurden Haut, Aorta und Achillessehne von in verschiedenem
Alter verstorbenen Personen, und die Sklera und Kornea des Kalbes verwendet. Das Ver-
suchsmaterial wurde in neutralem Formalin, Alkohol, Carnoy- und Zenkerscher Mischung
fixiert und in Paraffin eingebettet. Bei den entparaffinierten Schnitten wurden folgende histo-
chemische Blockierungsreaktionen angewendet.

1. Azetylierung nach McManus und Cason [9], wobei sowohl primare Aminogruppen
wie auch alkoholische Hydroxylgruppen durch Azetylierung blockiert werden.

2. Benzoylierung nach Danielli [2]; es werden ebenfalls primdre Amino- und alkoho-
lische Hydroxylgruppen blockiert.

3. Isolierte Blockierung bzw. Entfernung der priméaren Aminogruppen nach drei ver-
schiedenen Methoden.

a) Nach vorangehender Azetylierung wurden die Schnitte 24 Stunden hindurch mit
M/100 NaOH hydrolysiert, wodurch die an die alkoholischen Hydroxylgruppen gebundenen
Azetoxygruppen hydrolysiert werden. Es werden hierdurch also die Hydroxylgruppen wieder
freigemacht, wogegen die azetylierten primaren Aminogruppen weiterhin blockiert bleiben
(N-Azetylderivate).

b) Isolierte N-Azetylierung. Zur Erreichung einer isolierten Azetylierung der Amino-
gruppen haben wir bei den histologischen Préaparaten die préparative Methode von Gustavson
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[3] angewendet. Die Azetylierung geschieht hier mit einer abgekihlten, halbgesattigten wéasse-
rigen Na-Azetatlosung. Die Schnitte wurden in dieser Losung 24 St. lang im Eisschrank gehal-
ten. Dann wurde, im abgekiihlten Zustande und bei Umrihrung der Ldsung, bis Erreichung
einer 10%igen Konzentration, Essigsdureanhydrid zugegeben. Diese Prozedur dauerte etwa
1/4 St., wahrend welcher jede Minute das pH der L6sung kontrolliert und mit NaOll (10%)
bei pH 8,0 gehalten wurde. Nachher wurden die azetylierten Schnitte in flieBendem Wasser

gewaschen.
c) Desaminierung nach vawv si,«.. Die Schnitte wurden in folgender Ld&sung

behandelt: 6 g Na-nitrit, 40 ml dest. Wasser, 5 ml Eisessig. Kontrollschnitte wurden gleichfalls
12 St. in 12%iger Essigsaure gehalten.

Die isolierte Blockierung der Hydroxylgruppen wurde nach vorangehender
Desaminierung durch Azetylierung erreicht. Die Prédparate wurden vorher
nach van Styke desaminiert und dann nach der tUblichen Methode azetyliert.
Nach diesem Verfahren waren also im EiweiBgerist nur O-gebundene Azetyl-
gruppen (O-Azetylderivate) vorhanden.

Blockierung der S&ureradikale (COOH, POXx) durch Methylierung nach
Littie [8]. Die Kontrollschnitte wurden nur mit Methanol bzw. mit n/10 HCI
behandelt. Bei dieser Methode werden die Carboxyl- und Phosphatgruppen
blockiert. Nebst dieser Wirkung findet nach Kantor und Schubert [5] auch
eine Desulfurierung der sauren Mukopolysaccharide statt.

Polarisationsmikroskopische Untersuchung :

Phenolreaktion. Die entparaffinierten Schnitte wurden in einer 50%igen
Mischung von Phenol in Canadabalsam eingeschlossen.

Anilinreaktion. Am Anfang unserer Untersuchungen haben wir die ent-
paraffinierten Prédparate nach Bedeckung mit reiner Anilinbase untersucht.
Bei diesem Verfahren haben wir an den verschiedenen Bindegewebsfasertypen
keinen einheitlichen optischen Effekt beobachtet.

Nach Mischung des Anilins mit verschiedenen diffusionshemmenden
Komponenten (Tween 80, 01. cedri, Terpineol) fanden wir, da bei Einschlie-
Bung der Prédparate in einer 50%igen Mischung von Anilin und Canadabalsam
die kollagénén Fasern meistens keinen Umschlag ins Negative aufwiesen.
Unsere Beobachtungen beziehen sich nur auf solche Préparate, welche auf
diese Weise hergestellt wurden.

Polarisationsoptische Analyse:

Starke und Charakter der Doppelbrechung der kollagénén Fasern wurden
in den Kontrollschnitten und in den Prdparaten nach den verschiedenen histo-
chemischen Blockierungsreaktionen mit verdrehbaren Glimmerkompensatoren
(nach Kohler—Brace) bestimmt.

Befunde
Tabelle | zeigt, da die verschiedenen kollagénén Fasern bei Einschlie-

Bung in Anilin-Canadamischung ein quantitativ unterschiedliches optisches
Verhalten aufweisen. Wahrend die kollagénén Fasern der Cutis bei der Anilin-

3 Acta Morphologiec X I/1

12 St.
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Tabelle |

Quantitatives optisches Verhalten einiger Kollagenfasern bei der Anilinreaktion
Die Zahlen bedeuten Gangunterschiede in Millimikron

Im
Typen der Kollagen-Fasern

Canadabalsam Anilinreaktion
Kollagenfasern der Aortenadventitia... 26 3
Kollagenfasern der Aortenmedia

Korneafasern .. 33 0

Sklerafasern....

Tabelle 11

Optisches Verhalten der Kollagenfasern der Cutis nach verschiedenen Blockierungsreaktionen

i R infuch-
Art der Behandlung Canada Anilin Phenol esorzinfuc

sinfarbung
i + 0
Benzoyliert + —
Totalazetyliert + — — + o+ o+
O-azetyliert. s + — — + +
N-azetyliert. . + + — ++ 4+
Desaminiert. e h N — +
Methyliert .. B + _ 0
+ : positive Doppelbrechung
— : negative Doppelbrechung
Tabelle 111

Quantitative Daten des optischen Verhaltens einiger kollagéné m Fasernlypcn nach Azetylierung

Unbehandelt Tot. Az. N-az.
Typen der Fasern
Canada Anilin Anilin
Kollagéné Fasern der Cutis .... 28 3 —28 27
Kollagéné Fasern der Aorten-
adventitia ... 12 7 —17 15
Korneafasern 3,3 0 —11,8 0,3

Sklerafasern... 23,5 —94 — 26,2 9
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Tabelle 1V

Optische Effekte einiger Anilinhomologe auf die kollagénén Fasern der Cutis

Unbehandelt Azctyliert

TOTUO i 15,1 18,4
50% para-Bromanilin ..o 13,1 5,7
50% Chinolin in Toluol......ccoooveiiiiiieees 19,2 3,7
50% Methylpyridin ..., 49 — 49
509 ANilin e 7,7 — 8,6
509 Pyridin ..o —4.9 —20,4

reaktion nur eine Herabsetzung ihrer urspringlichen positiven Doppelbre-
chung erfahren, zeigen die Korneafasern und die kollagénén Fasern der Aorta-
media nur eine Senkung etwa bis zur Isotropie: die Sklerafasern aber einen
kraftigen Umschlag ins Negative. Tabelle Il zeigt das Verhalten der kollagénén
Fasern der Cutis nach verschiedenen Blockicrungsreaktionen. Man bemerkt,
daR die kollagénén Fasern bei Benzoylierung, Totalazetylierung und in O-aze-
tylierten Prdparaten (Abb. 1, 2) in Anilin-Canadamischung eine negative
Doppelbrechung d. h. eine verstadrkte Anilinreaktion aufweisen. Dagegen zeigen
die kollagénén Fasern in N-azetylierten Praparaten keine verstarkte Anilin-
reaktion, sind deshalb bei EinschlieRung in Anilin-Canadamischung optisch

Abh. I. Polarisationsmikroskopisches Bild der Kornea-Skleragrenze,
a) bei Phenolreaktion negativ doppelbrechende Sklera- und Korneafasern, b) Anilinreaktion.
Die Sklerafasern zeigen eine kraftige negative Doppelbrechung, wogegen die Korneafasern
optisch isotrop erscheinen, c) Anilinreaktion nach Azetylierung. Jetzt weisen die Korneafa-
sern infolge der verstadrkten Anilinreaktion eine starke negative Doppelbrechung auf

3*
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Abb. 2. Polarisationsmikroskopisches Bild der Aortaadventitia und Media,

a) Phenolreaktion. Kollagéné Fasern der Adventitia und Media zeigen eine starke negative

Doppelbrechung, b) Anilinreaktion. Die kollagénén Fasern der Adventitia zeigen eine schwache

negative Doppelbrechung; in der Media weisen nur die elastischen Fasern eine in bezug auf

ihre L&nge negative Doppelbrechung auf. Mukoide kollagéné Fasern der Media n&hern sich

mder Isotropie, c) Anilinreaktion nach Azetylierung. Man sieht die verstarkte Anilinreaktion der

Adventitiafasern und in der Media erscheinen jetzt zwischen den elastischen Fasern negativ
doppelbrechende kollagéné Fasern

ppijtiv. Desaminierung und Methylierung hatten keinen EinfluR auf die
Amlinreaktion der kollagénén Fasern. Aus-Tabelle Il ist ersichtlich, daB die
Phenolreaktion der kollagénén Fasern- durch die angewandten Blockierungs-
reaktionen nicht beeinfluBt wurde. Tabelle 111 enhé&lt einige quantitative Daten
tiber die Anderung der Anilinreaktionsfahigkeit bei verschiedenen Typen der
kollagénén Fasern. Es zeigt sich wieder, daf bei der Anilinbehandlung in
N-azetylierten Praparaten keine der kollagénén Fasertypen eine negative
Doppelbrechung aufweist.

Zum Vergleich wurden auch einige strukturell dem Anilin verwandte
Komponenten auf ihre Reaktionsfahigkeit mit kollagénén Fasern in Kontroll-
prdparaten und nach verschiedenen Blockierungsreaktionen untersucht. Die
erhobenen Befunde wiedergibt Tabelle IV. Pyridin verursacht schon am unbe-
handelten Kollagén eine schwache negative Doppelbrechung. Man sieht wei-
terhin, daR die anisotrope Reaktionsfahigkeit auch dieser Komponente mit
kollagénén Fasern nach Azetylierung gesteigert wird.

Besprechung

Die Anilinreaktion zeigt an den verschiedenen Fasern wechselnde Stérke.
Die quantitativen Unterschiede der Anilinreaktion bei den verschiedenen kolla-
génén Fasern bzw. elastischen Fasern kdnnten zundchst mit der Annahme
erkldart werden, dafl in den verschiedenen Fasertypen zwar dieselben Struktur-
komponenten, aberin verschiedener Menge, vorhanden sind. Andererseits durfte
die Ursache dieser Erscheinung auch darin liegen, daB die anisotrope Anilin-
reaktion z. B. bei den elastischen Fasern durch stereochemische Verhé&ltnisse
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und bestimmte Seitengruppen am Molekilgerist beglnstigt bzw. bei den kolla-
génén Fasern in verschiedenem Grade gehemmt wird.

Unsere Befunde sprechen fir diese letztere Annahme, denn wir fanden,
daB nach Azetylierung der Schnitte — also nach Blockierung bestimmter
reaktiver Seitengruppen — die topochemische Anilinbindefdhigkeit der kolla-
génén Fasern bedeutend erhdht wird. Die entscheidende Rolle der reaktiven
Seitengruppen bei gewdhnlicher Farbung biologischer Substrate ist von lange-
her bekannt. So spielen z. B. die S&uregruppen bzw. deren pH-abhdngiger
Dissoziationsgrad bei Farbung mit sauren Farbstoffen eine wichtige Rolle.

Es ist bekannt, daR z.B. die Blockierung der sauren Seitengruppen durch
Methylierung die Basophilie véllig ausldscht. Die gesteigerte Anilinreaktion
des Kollagens nach Azetylierung ist dahernur ein spezieller Fall der»Féarbung«,
wobei die chemische Anderung an den reaktiven Seitengruppen die orientierte
Anlagerung des Anilins am submikroskopischen Strukturgefiige des Kollagens
erleichtert.

Durch die Herstellung von Derivaten mit isolierter Blockierung der
Hydroxylgruppen bzw. Aminogruppen (O-Azetylierung, bzw. N-Azetylierung),
wie dies aus Tabelle Il hervorgeht, kénnte nachgewiesen werden, daB fir die
Steigerung der Anilinreaktion der kollagénén Fasern nur die Azetylierung an
den Hydroxylgruppen entscheidend ist. Isolierte Aminoazetylierung hat auf
die Anilinreaktion der kollagénén Fasern keinen wesentlichen EinfluB. Ebenso
verursachte die Desazetylierung der O-azetylierten Prdparate durch alkalische
Hydrolyse eine Herabsetzung der gesteigerten Anilinreaktionsfahigkeit. Die
Annahme, dall das Vorhandensein freier Hydroxylgruppen am submikroskopi-
schen Strukturgefiige der kollagénén Fasern mit den Bedingungen der topo-
chemischen Anlagerung des Anilins zusammenhéngt, ist daher naheliegend.
Zur Erklarung dieser mikrostrukturellen Erscheinungen kdénnen wir von einer
Beobachtung Gustavsons [4] am azetylierten Kollagén ausgehen. Gustavson
beobachtete nd&mlich, daB sich einige pflanzliche Gerbstoffe an das azetylierte
Kollagén besser anlagern kodnnen, als an das unbehandelte. Zur Erklarung
dieser Erscheinung nimmt Gustavson an, dafl durch die Blockierung der
Hydroxylgruppen, welche sonst mit benachbarten Carbonylgruppen an Was-
serstoffbrickenbildungen teilnehmen, unkompensierte Carbonylgruppen ent-
stehen, und eine neuartige Bindung bestimmter Stoffe am submikroskopischen
Strukturgerust des Kollagens ermdglichen.

Wir kénnen die Anderungen der orientierten Assoziationsfahigkeit des
Anilins am Kollagén vor und nach Azetylierung, auf Grund der Beobachtungen
von Gustavson, wahrscheinlich folgendermafRen erkldren: Die Hydroxyl-
gruppen (des Hydroxyprolins) im Strukturgefiige des Kollagens nehmen mit
benachbarten Carbonylgruppen an der Bildung von W asserstoffbriicken teil.

Es sind also nur relativ wenige unkompensierte Carbonylgruppen vor-
handen, weshalb die orientierte Anlagerungsfédhigkeit des Anilins schwach ist.
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Mit der Blockierung von Hydroxylgruppen wird eine Anzahl von unkompen-
sierten Carbonylgruppen am submikroskopischen Strukturgefiige des Kolla-
gens frei, womit dann die optisch gesteigerte Anilinreaktionsfédhigkeit ver-
bunden ist. Auf die Bindungsart von Anilin an die Carbonylgruppe kdénnen
keine n&dheren Aussagen gemacht werden. Zwar hat Kunzet [7] fir die Bin-
dungsart von aromatischen Ringen, z. B. des Phenols auf das Kollagén W as-
serstoffbindungen angenommen, es ist jedoch fraglich, ob das Anilinmolekdl
in derartige Bindungen eingehen kann. Wir haben in der schematischen

Abb. 3. Schema der verschiedenen Beziehungen von Peptidbindungen und OH-Gruppen
benachbarter Polypeptidketten im Kollagén.
a) In unbehandeltem Zustande bestehen Wasserstoffbriicken zwischen den genannten Gruppen;
b) nach O-azetylierung werden die Wasserstoffbriicken gespalten; c¢) die frei gewordenen
CO-Gruppen ermdglichen eine orientierte Anlagerung von Vnilin

Zeichnung der Abb. 3 die orientierte und reversible Anlagerung des Anilins
an das Kollagén durch eine nicht wohl definierte Bindungsart durch die Amino-
gruppe gezeichnet.

Zusammenfassung

Es wurde mit histochemischen Blockierungsreaktionen die Frage untersucht, welche
reaktiven Seitengruppen am submikroskopischen Strukturgefiige des Kollagens bei der orien-
tierten Assoziationsfahigkeit des Kollagens fur Anilin entscheidend sind. Durch die polarisa-
tionsoptische Analyse des optischen Verhaltens der kollagénén Fasern nach verschiedenen
Blockierungsreaktionen wurde gefunden, dall Azetylierung oder Benzoylierung die Anilin-
reaktion der kollagénén Fasern verstarkt. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB bei dieser
Erscheinung die Blockierung der Hydroxylgruppen entscheidend ist, denn die Verstarkung der
Anilinreaktion der kollagénén Fasern konnte nur in O-azetylierten Prédparaten beobachtet
werden, wogegen die isolierte Azetylierung der Aminogruppen (N-azetylderivate) auf die
Starke der Anilinreaktion keinen Einfluf3 hatte.

Es wird angenommen, dalR bei der O-azetylierung die, sonst an Wasserstoffbrickenbil-
dungen mit den Hydroxylgruppen teilnehmenden Peptidgruppen frei gemacht werden, durch
welche die gesteigerte F&higkeit zur orientierten Assoziation des Anilins ermdglicht wird.
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MMCTOXUMMNYECKWME WCCHELOBAHWA KOJINATEHOBOWM CTPYKTYPbl U
NCCNEJOBAHNA MPK MNomMOoWwn MnonArPN3ALMNOHHOIO MWMKPOCKOMA

K. BUCNON n M. HEMET-4YOKA

Mpn NOMOLM TUCTOXMMUYECKMX peakuuii 6/10Kafbl aBTOPbl paccmMaTpuBanv Bonpoc’
KaKue peakTVBHble GOKOBbIE FpyMMbl B MOAMWUKPOCKOMMUYECKON CTPYKTYpe Ko/iareHa urpatoT
peLlaoLLyo pofib B [iefle OPMEHTUPOBAHHOM acoLMaLMOHHON CNOCOBHOCTM KofnareHa B OTHO-
LEHM aHUNMHA. T10NSPU3ALMOHHO-0NTUYECKUM aHa/IM30M OMTUYECKOro MOBefeHMsI Kosnare-
HOBbIX BOJIOKOH aBTOpPbl OGHAPYXW/W, YTO aLeTUIMpOBaHWe WM GeH30MIMPOBaHVe YCUu-
BaeT aHWIMHOBYIO pPeaKLW0 KO/MareHoBbIX BO/IOKOH. [asiee aBTOpbl Habo4anu, uto npu
3TOM SIBfIEHUM peLLatoLLyto Pofib UrpaeT 6/10Kaga rMAPOKCUIOBbLIX Fpymnn, NoToMy 4YTo ycuse-
HWE aHWIMHOBOI peakuuM HacTynano TofbKo B O-aleTWUIMPOBaHHbLIX npenapatax. M3onmpo-
BaHHOE aLeTM/IMPOBaHME aMUHOrpynn (npousBogHble N-aueTuna) He OKasbliBasio [AeiicTBuUA
Ha CTemneHb aHWIMHOBOM peakuuu. ABTOpbI NpeanonaratT, YTo Npu O-aueTUIMPOBaHUM OCBO-
6OXAAKTCA MEenTUAHbIE TPYMNMbl, KOTOPble B APYrMX cAydasx o6pasyloT C rMapoKCUIOBbIMU
rpynnamu coeiHeHnsi ¢ bOAOPOAOM. B pesy/nibTaTe 3TOFO CTAaHOBUTCS BO3MOXHbIM MOBbILLIE-
HMEe CMOCOBHOCTU K OPMEHTMPOBAHHOW acouuauyn ¢ aHWUMHOM.

HISTOCHEMICAL AND POLARISATION-MICROSCOPIC INVESTIGATIONS
INTO THE SUBMICROSCOPIC STRUCTURE OF COLLAGEN

K. VISZLOY und M. NEMETH-CSOKA

Histochemical blocking reactions have been applied to determine in the submicroscopic
structure of collagen the reactive side groups involved in the oriented association with aniline.
Polarisation-microscopic analysis of the optical behaviour of the collagenous fibres after dif-
ferent blocking reactions revealed that the aniline reaction was enhanced by acetylation or
benzoylation. It was further found that a blocking of the hydroxyl groups played a decisive
role in this phenomenon, since it was solely in O-acetylated preparations that the aniline reac-
tion became more intense, while isolated acetylation of the amino groups (acetyl N derivatives)
had no effect. It is assumed that on O-acetylation, peptide groups are released which, other-
wise, participate inthe formation of hydrogen bridges together with hydroxyl groups, and that
it is by these peptides that the capacity for oriented association with aniline is increased.

Dr. Kocsaril Visz1ey, Pécs, Dischka Gy6z6 u. 5. Hungary
Dr. Mihdly Neéemetii-Csoka, Pécs, Megyei Korhaz, Akdc u. 1. Hungary.
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