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Proportionality Errors during Feulgen Hydrolysis 
Summary. 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/ixation in methanol- 
/ormalin-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). 

Zusammen/assung. Beim Vergleich des Feulgen-Farbgehaltes verschiedener Zellkerne 
(Leberzellen, Lymphozyten, Granulozyten und Spermien) traten nach Alkohol/ixierunff 
Abweichungen der gemessenen Feulgen-Werte yon den nach dem Gesetz yon 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 hShere 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- 
maliu-Eisessig.Fixierung nicht mehr auftraten und auch dutch UV-absorptionscytophoto- 
metrische Messungen nicht best~tigt werden konnten, muB man annehmen, dal] es sich um 
Proportionalit~tsfehler handelt, die auf Hydrolyseunterschieden beruhen. 

Ffir die quantitative Feulgen-Cytophotometrie scheint daher die Methanol-Formalin- 
Eisessig-Fixierung besser geeignet zu sein als die Alkoholfixierung, bei deren Verwendung es 
leicht zu Proportionalit~tsfehlern w~hrend der Feulgen-Hydrolyse kommen kann. 

Einlei tung 

I n  den letzten Jah ren  wurde wiederholt yon versehiedenen Autoren  fiber 
verminderte  Feulgen-DNS-Werte  reifer Leukozyten im Vergleich zu anderen  
diploiden Somazellkernen berichtet  (ATKIN and I~ICHARDS, 1956; HALE, 1963; 
MAYALL, 1967). GARCIA (1967) fand darfiber hinaus auch erniedrigte Farbwer te  
ffir Spermien. Da echte Abweiehungen yon dem Gesetz der DNS-Kons tanz  
mit  anderen Methoden (UV-Absorption) jedoch nicht  nachgewiesen werden 

*Mit Unterstfitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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konn ten  (SAN])RITTER et  al., 1960), wurde  als Ursache  di i r  den ve rminde r t en  
F e u l g e n - F a r b g e h a l t  ein Hydro lyse -  oder  Fi i rbefehler  d i skut ie r t ,  durch  den es zu 
einer Verschiebung der  Proport ional i t i~t  zwischen der  gebundenen  Farbs tof f -  
menge und  dem tats/~chlichen D N S - G e h a l t  k o m m t  (SRINIVASACUAR and  PATAU, 
1959). Die M6glichkei t  eines solchen Fehlers  s te l l t  natf i r l ich einen s t a rk  begren- 
zenden F a k t o r  da r  ffir die quan t i t a t i ve  D N S - B e s t i m m u n g  mi t  der  Feulgen-  
Reak t ion .  I n  der  vor l iegenden Arbe i t  sollte daher  an Beispielen yon Hydro lyse -  
Ze i t -Kurven  verschiedener  Zel lkerne (Leberzellen, L y m p h o z y t e n ,  Granu lozy ten  
und  Spermien)  un te r such t  werden,  un te r  welchen Fixierungs-  und  Hydro lyse -  
bed ingungen  m6glicherweise ein Propor t iona l i t~ t s feh le r  auf t r i t t .  

Material und Methoden 
Es wurden Spermien und Leberzellen, sowie in den Leberausstrichen enthaltene periphere 

Lympho- und Granulozyten auf jeweils einen Objekttr~ger aufgebracht, so daft die Fixierungs-, 
Hydrolyse- und F~rbebedingungen fiir alle Zellen, deren Farbgehalt unmittelbar miteinander 
vergliehen werden sollte, gleichartig waren. 

Die Spermien wurden z. T. aus dem Ejakulat eines fertilen Maanes (1. MeBreihe), z. T. 
aus dem Nebenhodenkopf eines Meersehweinehens (2. und 3. Mel3reihe) gewonnen, in einigen 
Tropfen physiologischer KochsalzlSsung suspendiert und auf sorgf~ltig gereinigten Objekt- 
tr~gern ausgestrichen. 

Auf denselben Objekttr~gern wurden dann Lebergewebsstiickchen einer in ~thernarkose 
getSteten und ausgebluteten weiBen Maus ausgestrichen. Die Pr~parate wurden sofort in 
die Fixierungsfliissigkeiten eingestellt. 

Fixierung: Die Pr~iparate der 1. und 2. Mel3reihe wurden in 70%igen Isopropylalkohol 
(Alkoholfixierung), alle iibrigen Ausstriche in einer Mischung aus 85 % Methanol, 10 % handels- 
iibliches Formalin und 5 % Eisessig (Misehfixierung) mindestens 1 Std lang fixiert. Die mit 
formalinhaltigen Fixierungsmitteln behandelten Pr~parate wurden zus~tzlich vor der Hydro- 
lyse jeweils 10 min lang in Aqua dest. gew~ssert, um Formalinreste auszuwaschen. 

Hydrolyse: Die Hydrolyse wurde in 5 N HC] (1. Mel~reihe) und in 4 N HC1 (2. und 3. MeB- 
reihe) bei 28~ in einem temperaturregulierten Wasserbad ( i 0 , 2  ~ C) durchgefiihrt (B()HI~i, 
1968). Die am liingsten zu hydrolysierenden Ausstriche wurden jeweils zuerst in die Hydro- 
lysefliissigkeit gebracht, so dal] am Ende einer Hydrolysereihe alle Pr~parate gleichzeitig 
aus der S~ure entfernt und zusammen mit einem nicht hydrolysierten Kontrollausstrich 
gemeinsam gef~rbt werden konnten. 

F~irbung: Die Pr~parate wurden in einem mit basischem Pararosanilin (C. I. Nr. 42500, 
Firma Merck, Darmstadt) angesetzten Schiffschen l~eagens (nach GRAUMA~, 1953) 1 Std 
lang bei Zimmertemperatur gefi~rbt, danach in fiblicher 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. u USA) mit angepaiitem Brechungs- 
index (n~ ~176 ~ 1,54) eingedeckt. Um ein Ausbleichen des Feulgen-Farbstoffes zu verhindern 
(KASTEN at al., 1962; BENWITZ, 1964), wurden die Pr~parate bis zu ihrer Messung im Dunkeln 
aufbewahrt. 

Ffir eine methodisch unabh~ingige UV-cytophotometrische Kontrollmessung wurde ein 
mischfixiertes Ausstrichpr~parat auf einem Quarzobjekttr~ger 2 Std lang in eine RNAse- 
L6sung (1 mg RNAse pro 1 ml Aqua dest.; RNAse 15331 der Firma Boehringer & SShne, 
Mannheim) inkubiert, l0 min in Aqua dest. gespfilt, durch die aufsteigende Alkoholreihe bis 
zum absoluten Alkohol dehydriert und mit einem Quarzdeckgl~schen in wasseffreies Gly- 
cerin (n~ ~176 1,455) eingebettet. 

.~lessungen: 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 • n. A. 
1,25; MeBpunktdurchmesser 0,7 t~; Wellenl~nge 2 565 nm; Extinktionsniveau 0,75). Jeder 
Kurvenpunkt repr~sentiert 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 durchgeffihrt 
(Kondensor n. A. 0,85, abgeblendet auf 0,3; Objektiv Ultrafluar 100• n.A. 1,25; Durch- 
messer der Leuchtfeldblende 2 9; Mel]punktdurchmesser 1 ~; Abstand der Scanninglinien 
1 ~t). Zur Berechnung des DNS-Gehaltes der Zellkerne wurde eine yon SANDRITTER U. Mitarb. 
(1960) angegebene 3-WellenI~ngen-Formel benutzt. Es wurden die Mittelwerte aus jeweils 
10 Kernmessungen errechnet. 

Ergebnisse 
Allcohol/ixierte Leberausstriche und menschliche Spermien, Hydrolyse in 5 N 

HC1 (1. Me6reihe). Die Ergebnisse der Messungen an den versehiedenen Zelltypen 
sind in Abb. 1 graphiseh dargestellt. Der Verlauf der Hydrolysekurven ist fiir 
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Abb. 1. Feulgen-Hydrolysekurven yon Le- 
berzellkernen (I diploide, / /  tetraploide, 
I l I  oktoploide Kerne), Lymphozyten 
(o . . . . .  o), Granulozyton (o - - - - - -e )  und 
Spermien (o--o) nach Alkoholfixierung und 
Hydrolyse in 5N HC1. Ordinate: Farb- 
menge pro Zellkern in relativen Arbeits- 
einheiten (AE). Abszisse: Hydrolysedauer 

in Stunden (hrs) 

kerne (di-, tetra- und oktoploid), sowie 
ffir Lympho- und Granulozytenkerne 
sehr/ihnlich. Nach einem steilen Kurven- 
anstieg wird naeh 20 rain t tydrolyse ein 
spitzes Maximum erreicht, danach fallen 
die Kurven wieder ab. Im Maximum 
wurden 49,7 i 1,1 AE ffir die diploiden 
(DNS-Klasse I), 97,5 • 2,2 AE fiir die 
tetraploiden (DNS-Klasse II) und 202,0 
3,0 AE fiir die oktoploiden Leberzell- 
kerne (DNS Klasse III)  gemessen. Hier- 
aus ergibt sich ein auf den diploiden Le- 
berzellwert bezogenes Feulgenfarbstoff- 
verhiiltnis yon 1:1,96:2,06. Auch bei 
allen anderen Hydrolysezeiten stehen die 
in den di-, tetra- und oktoploiden Le- 
berkernen gemessenen Feulgenwerte ent- 
sprechend dem jeweils verdoppelten 
DNS-Gehalt dieser Kerne im Verh/~lt- 
nis, 1:2:4 (BSHM, 1968). 

Da es sich bei den gemessenen 
Lympho- und Granulozytenkernen um 

diploide Kerne (DNS-Klasse I) handelt, wiire zu erwarten, da6 sich die Hydrolyse- 
kurven dieser Kerne sowohl untereinander als auch mit der der diploiden Leber- 
kerne decken. Aus Abb. 1 wird deutlich, da6 dies nach Alkoholfixierung jedoch 
nicht der Fall ist. Die ffir Lympho- und Granulozytenkerne gemessenen Feulgen- 
werte sind bei allen tIydrolysezeiten niedriger als die der diploiden Leberzellkerne. 
Bei kurzen Hydrolysezeiten (nach 2 bzw. 5 min Hydrolysedauer) ist die Abweichung 
noch gering (minus 2- -3%);  im Hydrolysemaximum (nach 20 min tIydrolyse) 
betriigt sie ffir Lymphozytenkerne minus 20% (40,0•  AE start 49,7 AE), 
und ffir Granulozytenkerne minus 8 % (45,8 ~ 3,2 AE). Diese Abweichung bleibt 
auch im abfallenden Kurvenschenkel etwa in der gleichen tt6he erhalten, wobei 
die Me6werte 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 Anfi~rbung nicht mehr gemessen werden. 
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Die Hydrolysekurve der Spermien liiBt einen yon den bisher beschriebenen 
Kurven erheblich abweiehenden Verlauf erkennen. Nach einem steilen Kurven- 
anstieg wird ein Gipfelplateau bei 20--30 rain 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 ffir eine haploide 
Zelle zu erwarten w~re. Danach fs die Hydrolysekurve der Spermien nur sehr 
verz6gert ab, so dab es zwischen 55 und 80 min Hydrolysedauer zu einer l~ber- 
sehneidung mit den Hydrolysekurven der anderen Zellen kommt. Selbst nach 
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Abb. 2. Feulgen-Hydrolysekurven nach Alkoholfixierung und Hydrolyse in 4 N HC1. 
(Bezeichnung der Zellen und der Koordinaten wie in Abb. 1) 

einer fiber 3 Std ausgedehnten Hydrolyse ist in den Spermien noch eine An- 
f~rbung von 2,8 ~= 1,4 AE nachweisbar. 

Alkohol/ixierte Leberausstriche und Meerschweinchenspermien, Hydrolyse in 
4 N HCI (2. MeBreihe). Die Ergebnisse dieser ebenfalls alkoholfixierten MeBreihe 
(Abb. 2) best~tigen die bereits in Abb. 1 gemachten Beobachtungen in allen 
wesentlichen Punkten. Durch die Verwendung einer 4 N HC1 (an Stelle einer 
5 N HC1 in MeBreihe 1) wird der Hydrolyseablauf ffir alle Zellen verzSgert, so dab 
das Hydrolysemaximum erst nach 45--60 min Hydrolyse erreieht wird, und 
sogar nach 3 Std andauernder t tydrolyse noch eine Anf/irbung in den Leber- 
und Blutzellen gemessen werden konnte. Die im Maximum erreichten Feulgen- 
werte (66,7 :L 3,8 AE ffir die diploiden, 132,4 d: 4,1 AE ffir die tetraploiden, und 
262,9 • 5,1 AE ffir die oktoploiden Leberkerne) liegen etwas hSher als die in der 
ersten MeBreihe erzielten Werte, stehen aber - -  wie auch bei allen anderen 
ttydrolysezeiten - -  wiederum entsprechend ihrem DNS-Gehalt im Verh/~ltnis 
1:2:4. Die Abweichung der Lymphozyten- und Granulozytenkerne, die hier in 
dieser MeBreihe praktisch gleichgroBe Werte aufweisen, yon den MeBwerten der 
diploiden Leberzellen ist ebenfalls sehr ausgepr/~gt. 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 Feulgenwcrte der Meerschweinchenspermien liegen sowohl absolut als 
auch im Verh/~ltnis zu den diploiden Leberzellen h6her als die menschlichen 
Spermien in Abb. 1. Bis zum Hydrolysemaximum sind sie - -  entsprechend ihrem 
haploiden DNS-Gehalt  - -  jeweils auch etwa halb so gro6 (48--54%) wie die 
Werte der diploiden Leberzellen. Bei 1/ingeren Hydrolysezeiten kommt  es dann 
aber infolge einer auffallenden Hydrolyseresistenz der Spermien im abfallenden 

 ooi- ./ \ 
L / 

oo ~ 

I ~ / ~  I , / . ~  
0 1 2 3 4 5 hrs 6 8 12 

Abb. 3. Feulgen-Hydrolysekurven nach Mischfixierung und Hydrolyse in 4 N NHI. 
(Bezeichnung der Zellen und der Koordinaten wie in Abb. 1) 

Kurvensehenkel wiederum zu einer 1)berschneidung der Hydrolysekurven yon 
Leber- und Blutzellen, so dab nach 3 Std Hydrolyse die haploiden Spermien 
h6here Feulgenwerte zeigen als die diploiden Leberkerne. Bei Hydrolysezeiten 
bis zum Kurvenmaximum besteht nach Alkoholfixierung also eine gute Pro- 
portionalit/~t zwisehen den gemessenen Feulgenwerten und dem tatsgchliehen 
DNS-Gehalt  der Spermien, bei noch li~ngeren Hydrolysezeiten dagegen nicht 
mehr. 

Misch/ixierte Leberausstriche und Meerschweinchenspermien, Hydrolyse in 
4 N HC1 (3. Megreihe). 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 verz6gerten 
Kurvenabfall  (Abb. 3). Selbst nach einer fiber 12 Std ausgedehnten Hydrolyse 
konnte in allen Zellen noch eine Anf/irbung gemessen werden. I m  Maximum 
nach 100 rain Hydrolyse ergaben sich folgende Werte : 56,0 -b 2,4 AE ffir diploide, 
1 1 6 , 8 •  ffir tetraploide, 2 2 2 , 4 •  ffir oktoploide Leberkerne; 
52,5 • 2,2 AE ffir Lymphozyten- und 55,2 • 1,2 AE ffir Granulozytenkerne ; 
28,5 =k 3,5 AE ffir Spermien. Aus diesen Zahlen errechnet sich ein auf die diploiden 
Leberkerne bezogenes Verh/iltnis von 1:2,09:3,97:0,94:0,99:0,51, das sehr gut 
mit  dem DNS-Gehalt  (Verh/iltnis 1:2:4 : 1 : 1:0,5) fibereinstimmt. Ffir alle Hydro- 
lysezeiten zwischen 5 min und 4 Std ergeben sich /ihnliche Zahlenverh~ltnisse. 
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Erst  bei noch l~ngeren Hydrolysezeiten sinken die Feulgenwerte der Spermien 
etwas starker ab als die der fibrigen 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 tr i t t  also ein Effekt ein, der dem nach Alkoholfixierung 
beobachteten relativen Ansteigen der Spermienhydrolysekurven bei l~ngeren 
Hydrolysezeiten entgegengesetzt ist. Auffallend ist aul3erdem, da~ 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 Mei3reihen. 

Tabelle. U V- A bsorptionsc ytophotometrisch bestimmter DN S-Gehalt nach RNA se- Beha~wUung 

Leberkerne 
diploid (DNS-Klasse I) 
tetraploid (DNS-Klasse II) 
oktoploid (DNS-Klasse III) 

Lymphozyten (DNS-Klasse I) 
Spermien (DNS-Klasse I/2) 

• 10-12g DNS Verh~ltnis 

6,57 ! 
13,36 2,03 
25,40 3,87 
6,35 0,97 
3,42 0,52 

UV-Cytophotometrische Kontrollmessungen. Das Ergebnis dieser am UMSP 
durchgeffihrten Messungen ist in der Tabelle wiedergegeben. Die diploiden Leber- 
kerne haben einen durchschnittlichen DNS-Gehalt yon 6,57 • 10 -13 g, die tetra- 
ploiden 13,36 • 10 13 g und die oktoploiden 25,40 • 10 -13 g. Fiir Meerschweinchen- 
spermien wurden 3,42 • 10-12 g DNS bestimmt. Daraus ergibt sich ein auf die 
diploiden Leberzellen bezogenes DNS-Verh~ltnis yon 1:2,3:3,87:0,52. Die 
Lymphozyten lagen mit 6,35 • l0 -12 g DNS um 3% unter dem diploiden Leber- 
wert. Diese Zahl stimmt gut mit der ffir die mischfixierte Mel3reihe ermittelten 
durchschnittlichen Abweichung yon 5,1% der Lymphozytenwerte vom diploiden 
Leberwert fiberein. Sie dfirfte an der Grenze der Me~genauigkeit beider Methoden 
liegen. 

Diskussion 

In den Anfiingen der Feulgen-Cytophotometrie zur quantitativen Bestimmung 
des DNS-Gehaltes einzelner Zellen ist neben den zahlreichen optisch-photo- 
metrischen Fehlerm6glichkeiten und Fehlern, die durch Inhomogenit~t der Zell- 
kerne hervorgerufen werden k6nnen (Verteilungsfehler), auch der Einflul3 von 
Proportionalitiitsfehlern diskutiert worden (PATAU, 1952; PATAU und SWIFT, 
1953; SIBATANI und FUKUDA, 1952). W/~hrend es im Laufe der Jahre durch 
zahlreiche optische und technische Verbesserungen gelungen ist, die apparativen 
und meBtechnischen Fehler bei der Bestimmung der absorbierenden Substanz- 
mengen in einzelnen Zellkernen auf 3 % zu vermindern, ist jedoch dem Auftreten 
yon Proportionalit~tsfehlern und ihrer Bedeutung Ifir die quantitative Inter- 
pretation der gemessenen Feulgenwerte bisher kaum experimentelle Beachtung 
geschenkt worden. 

Ein Proportionalit~tsfehler wird dann vorliegen, wenn die in der Feulgen- 
reaktion gebundenen Farbstoffmengen verschiedener Zellkerne nicht mit einem 
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ffir alle Zellen gleichbleibenden Proportionalit/itsfaktor in den tats~chlichen 
DNS-Gehalt dieser Zellen umgerechnet werden k6nnen, obwohl die Fixierungs-, 
Hydrolyse- und F/irbebedingungen ffir die zu vergleichenden Zellen dieselben 
waren (i.e. Zellen auf demselben Objekttr/iger). 

SI~I~IVASACHAR und PATAU (1958) stellten fest, dab solche Proportionalit/its- 
fehler sowohl durch ein verschiedenes Alter der Schiff's Reagenzien als auch durch 
unterschiedliche Spfildauer in S02-Wasser hervorgerufen werden kSnnen. Wit 
haben diese Bedingungen daher konstant gehalten und unsere Versuche bei ver- 
schiedener Fixierung und abgestuften tIydrolysezeiten durchgeffihrt. Leberkerne 
ergaben dabei sehr konstante Ergebnisse. Sowohl nach Alkoholfixierung als auch 
nach Mischfixierung (Methanol - -  Formalin - -  Eisessig) standen bei allen Hydro- 
lysezeiten die yon den di-, tetra- und oktoploiden Leberkernen gebundenen 
Farbstoffmengen im Verh~ltnis 1:2:4, d .h .  im Verh/iltnis der in diesen Zell- 
kernen enthaltenen DNS-Mengen. Auch die UV-absorptionscytophotometrischen 
Messungen best/itigten diese Zahlen (Tabelle). Wir benutzten daher den Farb- 
gehalt der diploiden Leberzelle in jedem Pr/~parat als Vergleichs- und Bezugswert 
ffir die fibrigen Zellen. 

Nach Alkoholfixierung ist in der 1. und 2. MeBreihe der Farbgehalt der 
Lymphozyten und Granulozyten nach kurzen Hydrolysezeiten nur wenig nied- 
riger (2--5%) als in den diploiden Leberzellen. Bei 1/~ngeren Hydrolysezeiten 
werden dann bis zum ttydrolysemaximum die Unterschiede zunehmend grSBer 
(bis 20%) und bleiben auch im abfallenden Kurvenschenkel erhalten. Die UV- 
absorptionscytophotometrischen Kontrollmessungen zeigten aber, dab keine 
oder nur sehr geringe Unterschiede im tats/~chlichen DNS-Gehalt der Lympho- 
und Granulozyten einerseits, und den diploiden Leberzellen andererseits bestehen. 
Es muB hier also ein nach Alkoholfixierung auftretender Proportionalitiits/ehler 
vorliegen, dessen Zustandekommen man sich folgendermaBen erkl/~ren kann: 

W/~hrend die Abspaltung der Purine bei kurzen Hydrolysezeiten noch pro- 
portional dem DNS-Gehalt erfolgt, verl/~uft die mit 1/ingeren Hydrolysezeiten 
immer starker hervortretende hydrolytische LSsung der Apurins~ure in Lympho- 
zyten und Granulozyten rascher als in den Leberzellen, so da~ es bereits im 
Maximum zu erniedrigten Farbwerten und bei noch l~ngerer Hydrolysedauer 
zu einem rascheren Abfall der Lympho- und Granulozytenkurven kommt. Die 
Ursache ffir diese leichtere hydrolytische LSslichkeit des lymphozytiiren und 
granulozyt~ren Chromatins nach Alkoholfixierung dfirfte in seiner Struktur 
(st/~rkere Heterochromatinisierung?) oder auch in chemischen Unterschieden 
der Kernproteine zu suchen sein. 

Nach Mischfixierung tr i t t  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 
l~bereinstimmung mit den gemessenen UV-Absorptionswerten - -  nur sehr wenig 
(4--5%) unter denen der diploiden Leberkerne. Auch der zeithche Verlauf der 
Hydrolyse verschiebt sich bei Verwendung der Mischfixierung erheblich. Wi~hrend 
in Abb. 2 nach Alkoholfixierung eine 45 min dauernde Hydrolyse in 4 N HC1 
bereits zu einer maximalen Anf/~rbung der Zellen ffihrt, ist dies in der misch- 
fixierten MeBreihe 3 (Abb. 3) erst nach 100 min der Fall. AuBerdem fallen die 
Hydrolysekurven nach Mischfixierung bei noch 1/~ngeren Hydrolysezeiten nur 
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sehr verzSgert ab. Sogar nach 12 Std Hydrolyse in 4 N HC1 konnte noch in allen 
Zellen eine Kernfi~rbung gemessen werden, w~hrend eine solche bei Alkohol- 
fixierung bereits nach 4 Std (bei Spermien 8 Std) nicht mehr me ,bar  war. Offenbar 
ffihrt also hier die Verwendung eines formalinhaltigen Fixierungsmittels zu 
einer Stabilisierung des Kernchromatins, die darin zum Ausdruck kommt, daB 
einerseits die nach Alkoholfixierung beobachteten Hydrolyseunterschiede nicht 
mehr auftreten, und andererseits aueh die allgemeine Resistenz gegenfiber der 
HC1-Hydrolyse grSBer wird. Wir mSchten diesen Befund auf den Vernetzungs- 
effekt der Formalinfixierung bei der EiweiBdenaturierung zuriickfiihren. W~hrend 
die Alkoholfixierung dureh Wasserentzug allein die Terti~rstruktur der Eiwei~- 
kSrper zerstSrt, greift die Formalinfixierung durch die Ausbildung zahlreieher 
kovalenter Methylenbrficken zwischen den Amino-, Guanido-, Indol-, Phenyl- 
und Sulfhydrylgruppen der Aminos~uren (MELLON, 1958) in die Sekund~rstruktur 
der Proteine ein. Man kSnnte sich vorstellen, dab das chemische Verhalten dieser 
im nativen Zustand unterschiedlichen Nucleoproteidkomplexe w~hrend der 
Si~urehydrolyse weitgehend einheitlich wird. HILLARY (1939) hatte naeh Osminm- 
s~urefixation von pflanzlichem Material ebenfalls eine ausgepr~gte, zunehmende 
Hydrolyseresistenz beobachtet, die er auf eine ,,St~rkung der Bindungen zwischen 
den versehiedenen Gruppen des NS-Molekfils" zurfiekffihrte. 

Noch auffallender ist der Verlauf der Spermien-Hydrolysekurven. SAND- 
~ITTE~ U. Mitarb. (1965) war in Versuehen mit der Langzeithydrolyse (0,1 N HC1 
bei 37 ~ C) bereits aufgefallen, dal~ Bullenspermien naeh Alkoholfixierung bis 
zu 51 Std Hydrolyse kaum einen Abfall der Hydrolysekurven erkennen lieBen. 
Sie erwiesen sich damit als ausgesproehen hydrolyseresistent im Vergleieh zu 
Thymus- und Leberzellen. Unsere jetzigen Befunde in den alkoholfixierten Mel~- 
reihen 1 und 2 best~tigen diese Beobachtung. Die Hydrolysekurve der Spermien 
ver!~uft bei kurzen Hydrolysezeiten in halber HShe der diploiden Leberkerne 1, 
iiberkreuzt aber dann diejenigen der Leberzellen, Lympho- und Granulozyten 
zwischen 50 und 75 min (Me~reihe 1), bzw. zwischen 2 und 3 Std (MeBreihe 2), 
und bleibt auch nach einer Verdoppelung der Hydrolysezeit noch meI~bar. Dies 
bedeutet aber, dab ffir Spermien bei allen postmaximalen Hydrolysezeiten eine 
zunehmend grS~er werdende Disproportionalit~t zwischen dem auf die diploide 
Leberzelle bezogenen Feulgenwert und dem tatsi~chlichen haploiden DNS-Gehalt 
dieser Zellen auftritt.  W~hrend die Lympho- und Granulozyten aber einen im 
Vergleich zu den diploiden Leberzellen erniedrigten Farbgehalt aufwiesen, ist 
derjenige der Spermien nach l~ngeren Hydrolysezeiten vergleichsweise zu hoch. 
t i ler scheinen also die kompaktere Chromatinstruktur (vielleicht auch andere 
bisher unbekannte Strukturunterschiede ?) und die stiirkeren basischen Eigen- 
schaften des Nucleoproteids der Spermien eine geringere LSslichkeit w~hrend 
der Si~urehydrolyse zu bewirken. Nach Mischfixierung verschwindet auch dieser 
ttydrolyse-Proportionalitiitsfehler der Spermien weitgehend. Bis zu 3 Std Hydro- 
lysezeit ist der Farbgehalt der Spermien halb so groB wie die der diploiden Leber- 
kerne, danach sinken die Spermienwerte etwas stiirker ab. Die Mischfixierung 
erwies sich also auch ffir die Spermien als die gfinstigste, obwohl formalinhaltige 

1 Die zu niedrigen Werte fiir die sehr kleinen menschlichen Spermien in MeBreihe 1 mSchten 
wir auf einen mefltechnischen Fehler infolge l~berschreitung des Extinktionsniveaus yon 
0,75 zuriickfiihren (vgl. BSHM, 1968). 
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Fixierungsf l f iss igkei ten die Hydro lyseres i s tenz  der  Spermien  n icht  wesentl ich 
zu /~ndern scheinen. 

Schlufi/olgerungen: Zellkerne mi t  einer  unterschiedl ichen Kernakt iv i t /~ t  
(stoffwechsel-, bzw. t e i lungsak t ive  und  ruhende  In terphaseze l len ,  Mitosen) oder  
mi t  einer abweichenden Nukleopro te idzusammense tzung  (Spermien) weisen oft  
auch schon morphologisch e rkennbare  S t ruk tu run te r sch iede  (wechselnde Antei le  
yon Eu-  und  He te rochromat in )  auf. W e r d e n  bei  vergle ichenden Feu lgen-DNS-  
Bes t immungen  an  solchen Kernen  Abweichungen des DNS-Geha l t e s  yon  den 
nach dem Gesetz der  D N S - K o n s t a n z  zu e rwar tenden  Wer t e  beobachte t ,  so sollte 
man  die mi t  de r  Feu lgen -Reak t ion  gemessenen Ergebnisse  mSgl ichst  mi t  e iner  
anderen,  unabh/~ngigen Methode  (UV-Absorpt ion)  absiehern.  W e n n  dies n ich t  
m6glich ist,  m6chten  wir die Durchff ihrung der  Feu lgen -Reak t ion  nach verschie- 
denen F ix ie rungen  (z. B. auch Methanol  - -  Fo rma l in  - -  Eisessig) und  mi t  unter-  
schiedlichen Hydro lyseze i t en  (pr/ imaximal ,  ma x ima l  und  pos tmaximal )  emp- 
fehlen. Bleiben die p rozen tua len  Abweichungen  dabe i  kons tan t ,  so dfirf ten sic 
auf ta ts / ichl ichen DNS-Unte r sch ieden  beruhen,  differieren sic, so is t  nach  
unseren Versuchsergebnissen das  bei  kurzen  (pr~maximalen)  Hydro lyseze i t en  
e rmi t t e l t e  Resu l t a t  verl/iBlicher, da  die yon uns beobach te ten  Proport ionali t /s  
Iehler hauptsi~chlich durch  die verschiedene hydro ly t i sche  L6sl ichkei t  der  Nukleo-  
p ro te idkomplexe  in der  zweiten Phase  der  Hydro ly se  bed ing t  zu sein scheinen, 
w~hrend die Abspa l tung  der  Pur ine  a m  Anfang der  Hydro ly se  noch jeweils pro- 
por t iona l  dem DNS-Gehalt erfolgt.  
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