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Proportionality Errors during Feulgen Hydrolysis

Swummary. Comparing the Feulgen dye-content of different nuclei (liver cells, lymphocytes,
granulocytes and sperms) after alcohol-fixation deviations were found between the measured
Feulgen values and the DNA-content to be expected from the DNA-constancy law. The
Feulgen values of lymphocytes and granulocytes proved to be lower (up to minus 20%) than
those of diploid liver nuclei at all hydrolysis times, while in the postmaximal range of hydro-
lysis the values of the haploid sperms were too high (even higher than those of the diploid
nuclei). Such differences did not appear when nuclei of the same cell type in different DNA-
ploidy classes (liver nuclei) were compared.

Those deviations of leucocytes and sperms were no longer found after fixation in methanol-
formalin-glacial acetic acid and, in addition, could not be confirmed by UV-absorption measure-
ments. For that reason we suppose them to be due to proportionality errors caused by variations
in the hydrolytic behaviour of the different nucleoproteins.

Thus fixation in methanol-formalin-glacial acetic acid seems to be more suitable for
quantitative Feulgen measurements than alcohol-fixation, which may easily give rise to
proportionality errors during Feulgen hydrolysis.

Moreover, to avoid any false interpretation of Feulgen data we should suggest controll
measurements using another independent method (f. e. UV-absorption), or — if this is im-
possible — to check the Feulgen values after different fixations and variant hydrolysis times
(premaximal, maximal, postmaximal).

Zusammenfassung. Beim Vergleich des Feulgen-Farbgehaltes verschiedener Zellkerne
(Leberzellen, Lymphozyten, Granulozyten und Spermien) traten nach Alkoholfixierung
Abweichungen der gemessenen Feulgen-Werte von den nach dem Gesetz von der DNS-
Konstanz zu erwartenden DNS-Gehalt dieser Kerne auf. Verglichen mit den Feulgen-Werten
der diploiden Leberzellkerne ergaben Lympho- und Granulozyten bei allen Hydrolysezeiten
zu niedrige (bis zu minus 20%), haploide Spermien im postmaximalen Hydrolysebereich zu
hohe Feulgen-Werte (z. T. sogar hohere Werte als die diploiden Zellkerne). Innerhalb des-
selben Zelltypes wurden dagegen, auch beim Vergleich der verschiedenen Ploidiestufen der
Leberkerne, keine Differenzen festgestellt.

Da die an Leukozyten und Spermien beobachteten Abweichungen nach Methanol-For-
malin-Eisessig-Fixierung nicht mehr auftraten und auch durch UV-absorptionscytophoto-
metrische Messungen nicht bestitigt werden konnten, mufl man annehmen, daB es sich um
Proportionalitatsfehler handelt, die auf Hydrolyseunterschieden beruhen.

Fiir die quantitative Feulgen-Cytophotometrie scheint daher die Methanol-Formalin-
Eisessig-Fixierung besser geeignet zu sein als die Alkoholfixierung, bei deren Verwendung es
leicht zu Proportionalitiatsfehlern wihrend der Feulgen-Hydrolyse kommen kann.

Einleitung
In den letzten Jahren wurde wiederholt von verschiedenen Autoren tiber
verminderte Feulgen-DNS-Werte reifer Leukozyten im Vergleich zu anderen
diploiden Somazellkernen berichtet (ATkIN and RicHarDs, 1956; HALE, 1963;
MavaLi, 1967). Garcra (1967) fand dariiber hinaus auch erniedrigte Farbwerte
fir Spermien. Da echte Abweichungen von dem Gesetz der DNS-Konstanz
mit anderen Methoden (UV-Absorption) jedoch nicht nachgewiesen werden
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konnten (SANDRITTER et al., 1960), wurde als Ursache diir den verminderten
Feulgen-Farbgehalt ein Hydrolyse- oder Féarbefehler diskutiert, durch den es zu
einer Verschiebung der Proportionalitdt zwischen der gebundenen Farbstoff-
menge und dem tatsichlichen DNS-Gehalt kommt (SRINIVASACHAR and PaTav,
1959). Die Moglichkeit eines solchen Fehlers stellt natiirlich einen stark begren-
zenden Faktor dar fir die quantitative DNS-Bestimmung mit der Feulgen-
Reaktion. In der vorliegenden Arbeit sollte daher an Beispielen von Hydrolyse-
Zeit-Kurven verschiedener Zellkerne (Leberzellen, Lymphozyten, Granulozyten
und Spermien) untersucht werden, unter welchen Fixierungs- und Hydrolyse-
bedingungen moglicherweise ein Proportionalitatsfehler auftritt.

Material und Methoden

Es wurden Spermien und Leberzellen, sowie in den Leberausstrichen enthaltene periphere
Lympho- und Granulozyten auf jeweils einen Objekttriger aufgebracht, so daBl die Fixierungs-,
Hydrolyse- und Féarbebedingungen fiir alle Zellen, deren Farbgehalt unmittelbar miteinander
verglichen werden sollte, gleichartig waren.

Die Spermien wurden z. T. aus dem Ejakulat eines fertilen Mannes (1. MeBreihe), z. T.
aus dem Nebenhodenkopf eines Meerschweinchens (2. und 3. MeBreihe) gewonnen, in einigen
Tropfen physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und auf sorgfiltig gereinigten Objekt-
triigern ausgestrichen.

Auf denselben Objekttrigern wurden dann Lebergewebsstiickchen einer in Athernarkose
getoteten und ausgebluteten weilen Maus ausgestrichen. Die Pridparate wurden sofort in
die Fixierungsflassigkeiten eingestellt.

Fixierung: Die Priaparate der 1. und 2. MeBreihe wurden in 70%igen Isopropylalkohol
(Alkoholfixierung), alle iibrigen Ausstriche in einer Mischung aus 85 % Methanol, 10% handels-
ibliches Formalin und 5% Eisessig (Mischfixierung) mindestens 1 Std lang fixiert. Die mit
formalinhaltigen Fixierungsmitteln behandelten Priaparate wurden zusétzlich vor der Hydro-
lyse jeweils 10 min lang in Aqua dest. gewissert, um Formalinreste auszuwaschen.

Hydrolyse: Die Hydrolyse wurde in 5 N HCI (1. MeBreihe) und in 4 N HCI (2. und 3. Me83-
reihe) bei 28° C in einem temperaturregulierten Wasserbad (4-0,2° C) durchgefithrt (Béum,
1968). Die am langsten zu hydrolysierenden Ausstriche wurden jeweils zuerst in die Hydro-
lysefliissigkeit gebracht, so dal am Ende einer Hydrolysereihe alle Priparate gleichzeitig
aus der Séure entfernt und zusammen mit einem nicht hydrolysierten Kontrollausstrich
gemeinsam gefirbt werden konnten.

Fdrbung: Die Priaparate wurden in einem mit basischem Pararosanilin (C. I. Nr. 42500,
Firma Merck, Darmstadt) angesetzten Schiffschen Reagens (nach Grauvmaxw, 1953) 1 Std
lang bei Zimmertemperatur gefirbt, danach in iiblicher Weise dreimal 10 min lang in Aqua
dest. ausgewaschen, durch die aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol dehydriert und in
Cargille-Oil (Firma Cargille Lab., Cedar Grove, N.Y., USA) mit angepaBtem Brechungs-
index (n¥° = 1,54) eingedeckt. Um ein Ausbleichen des Feulgen-Farbstoffes zu verhindern
(KasTEN et al., 1962; BENwiTz, 1964), wurden die Praparate bis zu ihrer Messung im Dunkeln
aufbewahrt.

Fir eine methodisch unabhingige UV-cytophotometrische Kontrollmessung wurde ein
mischfixiertes Ausstrichpriparat auf einem Quarzobjekttriger 2 Std lang in eine RNAse-
Lésung (1 mg RNAse pro 1 ml Aqua dest.; RNAse 15331 der Firma Boehringer & Séhne,
Mannheim) inkubiert, 10 min in Aqua dest. gespiilt, durch die aufsteigende Alkoholreihe bis
zum absoluten Alkohol dehydriert und mit einem Quarzdeckglischen in wasserfreies Gly-
cerin (n®° = 1,455) eingebettet.

Messungen: Die cytophotometrischen Messungen des Feulgen-Farbgehaltes der Zellkerne
wurden mit dem integrierenden Mikrodensitometer nach DEELEY (1955) (Firma Barr & Stroud,
Glasgow) vorgenommen (Lampenspannung 9 V; Kondensor n. A. 0,3; Objektiv 100 X n. A.
1,25; MeBpunktdurchmesser 0,7 p; Wellenlinge A 565 nm; Extinktionsniveau 0,75). Jeder
Kurvenpunkt reprisentiert den Mittelwert aus 30 (Spermien und diploide Leber-kerne), bzw.
15 Einzelwerten (Lympho- und Granulozyten, tetra- und oktoploide Leberzellkerne).
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Die UV-cytophotometrischen Kontrollmessungen wurden an dem Ultramikrospektro-
graph (UMSPI der Firma Zeiss, Oberkochen) mit Schnellscanningansatz durchgefihrt
(Kondensor n. A. 0,85, abgeblendet auf 0,3; Objektiv Ultrafluar 100 x n. A. 1,25; Durch-
messer der Leuchtfeldblende 2 u; MeSpunktdurchmesser 1 ; Abstand der Scanninglinien
1 p). Zur Berechnung des DNS-Gehaltes der Zellkerne wurde eine von SANDRITTER u. Mitarb.
(1960) angegebene 3-Wellenlingen-Formel benutzt. Es wurden die Mittelwerte aus jeweils
10 Kernmessungen errechnet.

Ergebnisse

Alkoholfixierte Leberausstriche und menschliche Spermien, Hydrolyse in 5§ N
HC(1 (1. MeBreihe). Die Ergebnisse der Messungen an den verschiedenen Zelltypen
sind in Abb. 1 graphisch dargestellt. Der Verlauf der Hydrolysekurven ist fiir
die verschiedenen Klassen der Leberzell-
kerne (di-, tetra- und oktoploid), sowie
fir Lympho- und Granulozytenkerne
sehr dhnlich. Nach einem steilen Kurven-
anstieg wird nach 20 min Hydrolyse ein
spitzes Maximum erreicht, danach fallen
die Kurven wieder ab. Im Maximum
wurden 49,74 1,1 AE fiir die diploiden
(DNS-Klasse I), 97,5+2,2 AE fir die
tetraploiden (DNS-Klasse IT)und 202,0 -+
3,0 AE fiir die oktoploiden Leberzell-
kerne (DNS Klasse ITT) gemessen. Hier-
aus ergibt sich ein auf den diploiden Le-
berzellwert bezogenes Feulgenfarbstoff-
verhdltnis von 1:1,96:2,06. Auch bei
berzellkernen (I diploide, II tetraploide, fﬂlen &ndf.}ren Hydrolysezeiten Si':ehen die
IIT oktoploide Kerne), Lymphozyten i den di-, tetra- und oktoploiden Le-
(8————— o), Granulozyten (#———e) und  berkernen gemessenen Feulgenwerte ent-
Spermien (o—o) nach Alkoholfixierung und sprechend dem jeweﬂs verdoppelten

Hydrolyse ié‘lka HOCL (i)rginatej& Fb| a.rtb- DNS-Gehalt dieser Kerne im Verhdlt-
menge pro ellkern 1n relativen roeits- nis, 1:2:4 (BOHM’ 1968).

einheiten (AE). Abszisse: Hydrolysedauer
in Stunden (Ars) Da es sich bei den gemessenen

Lympho- und Granulozytenkernen um
diploide Kerne (DNS-Klasse I} handelt, wire zu erwarten, daf sich die Hydrolyse-
kurven dieser Kerne sowohl untereinander als auch mit der der diploiden Leber-
kerne decken. Aus Abb.1 wird deutlich, dal} dies nach Alkoholfixierung jedoch
nicht der Fall ist. Die fiir Lympho- und Granulozytenkerne gemessenen Feulgen-
werte sind bei allen Hydrolysezeiten niedriger als die der diploiden Leberzellkerne.
Bei kurzen Hydrolysezeiten (nach 2 bzw.5min Hydrolysedauer) ist die Abweichung
noch gering (minus 2—3%); im Hydrolysemaximum (nach 20 min Hydrolyse)
betrigt sie fir Lymphozytenkerne minus 20% (40,0 44,3 AE statt 49,7 AE),
und fiir Granulozytenkerne minus 8% (45,8 4+ 3,2 AE). Diese Abweichung bleibt
auch im abfallenden Kurvenschenkel etwa in der gleichen Héhe erhalten, wobei
die MeBwerte der Lymphozyten immer etwas niedriger sind als die der Granulo-
zyten. Nach 75 min Hydrolysezeit konnte in den Blutzellen, und nach 90 min
Hydrolyse auch in den Leberzellen eine Anfirbung nicht mehr gemessen werden.
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Abb. 1. Feulgen-Hydrolysekurven von Le-
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Die Hydrolysekurve der Spermien laft einen von den bisher beschriebenen
Kurven erheblich abweichenden Verlauf erkennen. Nach einem steilen Kurven-
anstieg wird ein Gipfelplateau bei 20—30 min Hydrolyse ausgebildet. Der hier
gemessene Feulgenwert erreicht mit 16,3+1,8 AE nur 33% des Farbgehaltes
der diploiden Leberzellen, und nicht 24,8 AE (= 50%), wie es fiir eine haploide
Zelle zu erwarten wére. Danach fillt die Hydrolysekurve der Spermien nur sehr
verzogert ab, so daB es zwischen 55 und 80 min Hydrolysedauer zu einer Uber-
schneidung mit den Hydrolysekurven der anderen Zellen kommt. Selbst nach
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Abb. 2. Feulgen-Hydrolysekurven nach Alkoholfixierung und Hydrolyse in 4 N HCL
(Bezeichnung der Zellen und der Koordinaten wie in Abb. 1)

einer tiber 3 Std ausgedehnten Hydrolyse ist in den Spermien noch eine An-
farbung von 2,8 4-1,4 AE nachweisbar.

Alkoholfizierte Leberausstriche und Meerschweinchenspermien, Hydrolyse in
4 N HCl (2. MeBreihe). Die Ergebnisse dieser ebenfalls alkoholfixierten MeBreihe
(Abb. 2) bestdtigen die bereits in Abb.1 gemachten Beobachtungen in allen
wesentlichen Punkten. Durch die Verwendung einer 4 N HCl (an Stelle einer
5 N HCl in MeBreihe 1) wird der Hydrolyseablauf fiir alle Zellen verzogert, so daB3
das Hydrolysemaximum erst nach 45—60 min Hydrolyse erreicht wird, und
sogar nach 3 Std andauernder Hydrolyse noch eine Anfirbung in den Leber-
und Blutzellen gemessen werden konnte. Die im Maximum erreichten Feulgen-
werte (66,7 + 3,8 AE fiir die diploiden, 132,44-4,1 AE fir die tetraploiden, und
262,9 45,1 AE fur die oktoploiden Leberkerne) liegen etwas héher als die in der
ersten Mefreihe erzielten Werte, stechen aber — wie auch bei allen anderen
Hydrolysezeiten — wiederum entsprechend ihrem DNS-Gehalt im Verhéltnis
1:2:4. Die Abweichung der Lymphozyten- und Granulozytenkerne, die hier in
dieser MeBreihe praktisch gleichgroe Werte aufweisen, von den MeBwerten der
diploiden Leberzellen ist ebenfalls sehr ausgeprégt. Sie ist bei kurzen Hydrolyse-
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zeiten geringer (minus 5—7%) als im Hydrolysemaximum (minus 16—17%) und
im abfallenden Kurvenschenkel (minus 12—18%).

Die Feulgenwerte der Meerschweinchenspermien liegen sowohl absolut als
auch im Verhiltnis zu den diploiden Leberzellen héher als die menschlichen
Spermien in Abb. 1. Bis zum Hydrolysemaximum sind sie — entsprechend ihrem
haploiden DNS-Gehalt — jeweils auch etwa halb so groB3 (48—54%) wie die
Werte der diploiden Leberzellen. Bei lingeren Hydrolysezeiten kommt es dann
aber infolge einer auffallenden Hydrolyseresistenz der Spermien im abfallenden
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Abb. 3. Feulgen-Hydrolysekurven nach Mischfixierung und Hydrolyse in 4 N NHL
(Bezeichnung der Zellen und der Koordinaten wie in Abb. 1)

Kurvenschenkel wiederum zu einer Uberschneidung der Hydrolysekurven von
Leber- und Blutzellen, so daBl nach 3 Std Hydrolyse die haploiden Spermien
hoéhere Feulgenwerte zeigen als die diploiden Leberkerne. Bei Hydrolysezeiten
bis zum Kurvenmaximum besteht nach Alkoholfixierung also eine gute Pro-
portionalitdt zwischen den gemessenen Feulgenwerten und dem tatséchlichen
DNS-Gehalt der Spermien, bei noch lingeren Hydrolysezeiten dagegen nicht
mehr.

Mischfixierte Leberausstriche und Meerschweinchenspermien, Hydrolyse in
4 N HCU (3. MeBreihe). Nach Mischfixierung (Methanol — Formalin — Eisessig)
ist der Verlauf der Hydrolysekurven aller Zellen breiter als nach Alkoholfixierung,
mit einem flachen Maximum nach 80—100 min und einem deutlich verzdgerten
Kurvenabfall (Abb. 3). Selbst nach einer iiber 12 Std ausgedebnten Hydrolyse
konnte in allen Zellen noch eine Anfirbung gemessen werden. Im Maximum
nach 100 min Hydrolyse ergaben sich folgende Werte: 56,0 + 2,4 AE fur diploide,
116,8 4-3,2 AE fiir tetraploide, 222,4-4-9,0 AE fir oktoploide Leberkerne;
52,5+ 2,2 AE fir Lymphozyten- und 55,2+ 1,2 AE fir Granulozytenkerne;
28,5 + 3,5 AR fiir Spermien. Aus diesen Zahlen errechnet sich ein auf die diploiden
Leberkerne bezogenes Verhiltnis von 1:2,09:3,97:0,94:0,99:0,51, das sehr gut
mit dem DNS-Gehalt (Verhiltnis 1:2:4:1:1:0,5) iibereinstimmt. Fiir alle Hydro-
lysezeiten zwischen 5 min und 4 Std ergeben sich &hnliche Zahlenverhiltnisse.
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Erst bei noch langeren Hydrolysezeiten sinken die Feulgenwerte der Spermien
etwas stirker ab als die der ibrigen Zellen (nach 6 Std Hydrolyse weisen sie nur
40%, nach 8 Std 38%, nach 12 Std sogar nur 19% des Farbgehaltes der diploiden
Leberkerne auf). Es tritt also ein Effekt ein, der dem nach Alkoholfixierung
beobachteten relativen Ansteigen der Spermienhydrolysekurven bei lingeren
Hydrolysezeiten entgegengesetzt ist. Auffallend ist auBlerdem, dafl auch hier die
Lymphozyten- und Granulozytenkerne bei allen Hydrolysezeiten einen etwas
geringeren Farbgehalt aufweisen als die diploiden Leberzellen. Allerdings ist die
Differenz mit durchschnittlich minus 4% erheblich geringer als in den alkohol-
fixierten Mefireihen.

Tabelle. UV-Absorptionscytophotometrisch bestimmter DNS-Gehalt nack RNAse- Behandlung

X 10712g DNS Verhiltnis

Leberkerne
diploid (DNS-Klasse I) 6,57 1
tetraploid (DNS-Klasse 1I) 13,36 2,03
oktoploid (DNS-Klasse III) 25,40 3,87
Lymphozyten (DNS-Klasse I) 6,35 0,97
Spermien (DNS-Klasse 1/2) 3,42 0,52

UV-Cytophotometrische Kontrollmessungen. Das FErgebnis dieser am UMSP
durchgefiihrten Messungen ist in der Tabelle wiedergegeben. Die diploiden Leber-
kerne haben einen durchschnittlichen DNS-Gehalt von 6,57 x 1012 g, die tetra-
ploiden 13,36 x 1012 g und die oktoploiden 25,40 x 1012 g, Fiir Meerschweinchen-
spermien wurden 3,42 X 10-12 g DNS bestimmt. Daraus ergibt sich ein auf die
diploiden Leberzellen bezogenes DNS-Verhdltnis von 1:2,3:3,87:0,52. Die
Lymphozyten lagen mit 6,35 x 1072 ¢ DNS um 3% unter dem diploiden Leber-
wert. Diese Zahl stimmt gut mit der fiir die mischfixierte MeBreihe ermittelten
durchschnittlichen Abweichung von 5,1% der Lymphozytenwerte vom diploiden
Leberwert iiberein. Sie diirfte an der Grenze der MeBgenauigkeit beider Methoden
liegen.

Diskussion

In den Anfingen der Feulgen-Cytophotometrie zur quantitativen Bestimmung
des DNS-Gehaltes einzelner Zellen ist neben den zahlreichen optisch-photo-
metrischen Fehlermdglichkeiten und Fehlern, die durch Inhomogenitit der Zell-
kerne hervorgerufen werden konnen (Verteilungsfehler), auch der EinfluB von
Proportionalitatsfehlern diskutiert worden (PaTavu, 1952; Patauv und Swirr,
1953; SiBATANI und FuruDa, 1952). Wihrend es im Laufe der Jahre durch
zahlreiche optische und technische Verbesserungen gelungen ist, die apparativen
und meftechnischen Fehler bei der Bestimmung der absorbierenden Substanz-
mengen in einzelnen Zellkernen auf 3% zu vermindern, ist jedoch dem Auftreten
von Proportionalitidtsfehlern und ihrer Bedeutung fiir die quantitative Inter-
pretation der gemessenen Feulgenwerte bisher kaum experimentelle Beachtung
geschenkt worden.

Ein Proportionalititsfehler wird dann vorliegen, wenn die in der Feulgen-
reaktion gebundenen Farbstoffmengen verschiedener Zellkerne nicht mit einem
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fur alle Zellen gleichbleibenden Proportionalitétsfaktor in den tatsdchlichen
DNS-Gehalt dieser Zellen umgerechnet werden koénnen, obwohl die Fixierungs-,
Hydrolyse- und Farbebedingungen fiir die zu vergleichenden Zellen dieselben
waren (i.e. Zellen auf demselben Objekttrager).

SRINTVASACHAR und PaTau (1958) stellten fest, daB solche Proportionalitéts-
fehler sowohl durch ein verschiedenes Alter der Schiff’s Reagenzien als auch durch
unterschiedliche Spiildauer in SO,-Wasser hervorgerufen werden kénnen. Wir
haben diese Bedingungen daher konstant gehalten und unsere Versuche bei ver-
schiedener Fixierung und abgestuften Hydrolysezeiten durchgefiihrt. Leberkerne
ergaben dabei sehr konstante Ergebnisse. Sowohl nach Alkoholfixierung als auch
nach Mischfixierung (Methanol — Formalin — Eisessig) standen bei allen Hydro-
lysezeiten die von den di-, tetra- und oktoploiden Leberkernen gebundenen
Farbstoffmengen im Verhéltnis 1:2:4, d. h. im Verhiltnis der in diesen Zell-
kernen enthaltenen DNS-Mengen. Auch die UV-absorptionseytophotometrischen
Messungen bestdtigten diese Zahlen (Tabelle). Wir benutzten daher den Farb-
gehalt der diploiden Leberzelle in jedem Praparat als Vergleichs- und Bezugswert
far die tibrigen Zellen.

Nach Alkoholfixierung ist in der 1. und 2. Mefireihe der Farbgehalt der
Lymphozyten und Granulozyten nach kurzen Hydrolysezeiten nur wenig nied-
riger (2—5%) als in den diploiden Leberzellen. Bei lingeren Hydrolysezeiten
werden dann bis zum Hydrolysemaximum die Unterschiede zunehmend gréBer
(bis 20%) und bleiben auch im abfallenden Kurvenschenkel erhalten. Die UV-
absorptionscytophotometrischen Kontrollmessungen zeigten aber, dal keine
oder nur sehr geringe Unterschiede im tatsdchlichen DNS-Gehalt der Lympho-
und Granulozyten einerseits, und den diploiden Leberzellen andererseits bestehen.
Es muB hier also ein nach Alkoholfixierung auftretender Proportionalitiitsfehler
vorliegen, dessen Zustandekommen man sich folgendermaflen erkldren kann:

Wihrend die Abspaltung der Purine bei kurzen Hydrolysezeiten noch pro-
portional dem DNS-Gehalt erfolgt, verlauft die mit lingeren Hydrolysezeiten
immer stirker hervortretende hydrolytische Losung der Apurinsdure in Lympho-
zyten und Granulozyten rascher als in den Leberzellen, so dal} es bereits im
Maximum zu erniedrigten Farbwerten und bei noch lingerer Hydrolysedauer
zu einem rascheren Abfall der Lympho- und Granulozytenkurven kommt. Die
Ursache fiir diese leichtere hydrolytische Loslichkeit des lymphozytiren und
granulozytidren Chromatins nach Alkoholfixierung dirfte in seiner Struktur
(stirkere Heterochromatinisierung ?) oder auch in chemischen Unterschieden
der Kernproteine zu suchen sein.

Nach Mischfixierung tritt dieses unterschiedliche Hydrolyseverhalten der
Kerne dagegen nicht auf, denn in Abb. 3 liegen die Farbwerte der Lympho- und
Granulozyten im gesamten Verlauf der Hydrolysekurven gleichbleibend — und in
Ubereinstimmung mit den gemessenen UV-Absorptionswerten — nur sehr wenig
(4—5%) unter denen der diploiden Leberkerne. Auch der zeitliche Verlauf der
Hydrolyse verschiebt sich bei Verwendung der Mischfixierung erheblich. Wahrend
in Abb. 2 nach Alkoholfixierung eine 45 min dauernde Hydrolyse in 4 N HCl
bereits zu einer maximalen Anfirbung der Zellen fiihrt, ist dies in der misch-
fixierten MeBreihe 3 (Abb. 3) erst nach 100 min der Fall. AuBlerdem fallen die
Hydrolysekurven nach Mischfixierung bei noch lingeren Hydrolysezeiten nur
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sehr verzdgert ab. Sogar nach 12 Std Hydrolyse in 4 N HCl konnte noch in allen
Zellen eine Kernfirbung gemessen werden, wihrend eine solche bei Alkohol-
fixierung bereits nach 4 Std (bei Spermien 8 Std) nicht mehr meBbar war. Offenbar
fahrt also hier die Verwendung eines formalinhaltigen Fixierungsmittels zu
einer Stabilisierung des Kernchromatins, die darin zum Ausdruck kommt, daf3
einerseits die nach Alkoholfixierung beobachteten Hydrolyseunterschiede nicht
mehr auftreten, und andererseits auch die allgemeine Resistenz gegeniiber der
HCl-Hydrolyse groBer wird. Wir méchten diesen Befund auf den Vernetzungs-
effekt der Formalinfixierung bei der Eiweiidenaturierung zuriickfithren. Wahrend
die Alkoholfixierung durch Wasserentzug allein die Tertidrstruktur der Eiweil3-
korper zerstort, greift die Formalinfixierung durch die Ausbildung zahlreicher
kovalenter Methylenbriicken zwischen den Amino-, Guanido-, Indol-, Phenyl-
und Sulthydrylgruppen der Aminoséduren (MELLON, 1958) in die Sekundarstruktur
der Proteine ein. Man kénnte sich vorstellen, daBl das chemische Verhalten dieser
im nativen Zustand unterschiedlichen Nucleoproteidkomplexe wihrend der
Saurehydrolyse weitgehend einheitlich wird. HiLLary (1939) hatte nach Osmium-
siurefixation von pflanzlichem Material ebenfalls eine ausgeprigte, zunchmende
Hydrolyseresistenz beobachtet, die er auf eine ,,Stirkung der Bindungen zwischen
den verschiedenen Gruppen des NS-Molekils* zuriickfiihrte.

Noch auffallender ist der Verlauf der Spermien-Hydrolysekurven. SaND-
RITTER u. Mitarb. (1965) war in Versuchen mit der Langzeithydrolyse (0,1 N HCI
bei 37° C) bereits aufgefallen, daB Bullenspermien nach Alkoholfixierung bis
zu 51 Std Hydrolyse kaum einen Abfall der Hydrolysekurven erkennen lieen.
Sie erwiesen sich damit als ausgesprochen hydrolyseresistent im Vergleich zu
Thymus- und Leberzellen. Unsere jetzigen Befunde in den alkoholfixierten Mef-
reihen 1 und 2 bestéitigen diese Beobachtung. Die Hydrolysekurve der Spermien
verlauft bei kurzen Hydrolysezeiten in halber Hohe der diploiden Leberkerne!?,
iberkreuzt aber dann diejenigen der Leberzellen, Lympho- und Granulozyten
zwischen 50 und 75 min (MeBreihe 1), bzw. zwischen 2 und 3 Std (Me8reihe 2),
und bleibt auch nach einer Verdoppelung der Hydrolysezeit noch mefBbar. Dies
bedeutet aber, dall fir Spermien bei allen postmaximalen Hydrolysezeiten eine
zunehmend gréBer werdende Disproportionalitat zwischen dem auf die diploide
Leberzelle bezogenen Feulgenwert und dem tatsdchlichen haploiden DNS-Gehalt
dieser Zellen auftritt. Wahrend die Lympho- und Granulozyten aber einen im
Vergleich zu den diploiden Leberzellen erniedrigten Farbgehalt aufwiesen, ist
derjenige der Spermien nach lingeren Hydrolysezeiten vergleichsweise zu hoch.
Hier scheinen also die kompaktere Chromatinstruktur (vielleicht auch andere
bisher unbekannte Strukturunterschiede ?) und die stérkeren basischen Eigen-
schaften des Nucleoproteids der Spermien eine geringere Loslichkeit wahrend
der Sdaurehydrolyse zu bewirken. Nach Mischfixierung verschwindet auch dieser
Hydrolyse-Proportionalitdtsfehler der Spermien weitgehend. Bis zu 3 Std Hydro-
lysezeit ist der Farbgehalt der Spermien halb so groll wie die der diploiden Leber-
kerne, danach sinken die Spermienwerte etwas stirker ab. Die Mischfixierung
erwies sich also auch fiir die Spermien als die giinstigste, obwohl formalinhaltige

1 Die zu niedrigen Werte fiir die sehr kleinen menschlichen Spermien in MeBreihe 1 méchten

wir auf einen meBtechnischen Fehler infolge Uberschreitung des Extinktionsniveaus von
0,75 zurickfihren (vgl. Béam, 1968).
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Fixierungsfliissigkeiten die Hydrolyseresistenz der Spermien nicht wesentlich
zu dndern scheinen.

Schlupfolgerungen: Zellkerne mit einer unterschiedlichen Kernaktivitit
(stoffwechsel-, bzw. teilungsaktive und ruhende Interphasezellen, Mitosen) oder
mit einer abweichenden Nukleoproteidzusammensetzung (Spermien) weisen oft
auch schon morphologisch erkennbare Strukturunterschiede (wechselnde Anteile
von Eu- und Heterochromatin) auf. Werden bei vergleichenden Feulgen-DNS-
Bestimmungen an solchen Kernen Abweichungen des DNS-Gehaltes von den
nach dem Gesetz der DNS-Konstanz zu erwartenden Werte beobachtet, so sollte
man die mit der Feulgen-Reaktion gemessenen Ergebnisse moglichst mit einer
anderen, unabhingigen Methode (UV-Absorption) absichern. Wenn dies nicht
moglich ist, méchten wir die Durchfithrung der Feulgen-Reaktion nach verschie-
denen Fixierungen (z. B. auch Methanol — Formalin — Eisessig) und mit unter-
schiedlichen Hydrolysezeiten (prémaximal, maximal und postmaximal) emp-
fehlen. Bleiben die prozentualen Abweichungen dabei konstant, so diirften sie
auf tatsdchlichen DNS-Unterschieden beruhen, differieren sie, so ist nach
unseren Versuchsergebnissen das bei kurzen (prdmaximalen) Hydrolysezeiten
ermittelte Resultat verlalicher, da die von uns beobachteten Proportionalitéts-
fehler hauptséachlich durch die verschiedene hydrolytische Loslichkeit der Nukleo-
proteidkomplexe in der zweiten Phase der Hydrolyse bedingt zu sein scheinen,
wihrend die Abspaltung der Purine am Anfang der Hydrolyse noch jeweils pro-
portional dem DNS-Gehalt erfolgt.
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