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Im letzten Jahrzehnt sind Uber die Nukleoproteide (NP) stdndig mehr
vergleichende Arbeiten erschienen, die teils auf qualitativen, teils auf quantita-
tiven histochemischen und biochemischen Methoden beruhen. Besondere
Bedeutung kommt den Versuchen von Mirsky und Ris (1949) zu, die sie
an den isolierten Chromosomen von Individuen verschiedener Arten durch-
gefuhrt haben, weiterhin den Arbeiten von Gerzeli, Casati und Meneghetti
Genaro (1956), die einen entschiedenen Zusammenhang zwischen dem
Desoxyribonukleinsduregehalt (DNS), dem Kernvolumen und dem Ver-
héltnis des Keru-Plasmavolumens der Erythrozyten mehrerer Wirbeltierarten
festgestellt haben. Hierzu rechnen sich auch die von Perugini und Mitarbeitern
(1958) an Erythroblasten und von Viatti (1957) an den Erythrozyten zahl-
reicher Wirbeltierarten vorgenommenen quantitativen DNS-Bestimmungen.
Bereits aus dieser sehr kurzen Literaturiibersicht ergeben sich zwei Hauptzige
der erwdhnten vergleichenden Versuche. Erstens handelt es sich fast aus-
nahmslos um quantitative Untersuchungen, was zweifellos den immer starker
verbreiteten und von vielen flr grundlegend gehaltenen zytophotometrischen
Methoden zu verdanken ist. Zweitens fallt auf, daR sieb die Forscher — von
wenigen Ausnahmen abgesehen — am intensivsten mit einem Bestandteil
des Desoxyribonukleoproteidkomplexes (DNP), mit der DNS, befassen. Nur
sehr wenige haben die andere DNP-Komponente, das basische Eiweil}, zum
Objekt ihrer Versuche gewé&hlt. DaR die Erforschung der Kerneiweile noch
sozusagen in den Kinderschuhen steckt, beruht wahrscheinlich darauf, dafl die
Eiweill-Histochemie auch heute nur Uber wenig Methoden verfiigt, mit denen
in dieser wichtigen Frage zuverldssige Angaben gewonnen werden kdnnen.

Im Rahmen voriger Versuche (Rappay, 1959) haben wir das Verhalten
der mit proteolytischen Enzymen (Trypsin, Pepsin) behandelten S&uger-
thymusdrise und -Lymphgewebe untersucht. Nach der Enzymbehandlung
wurde die DANIELLische Tetrazonium- und die FEULGENsche Reaktion durch-
gefuhrt. Bei der Auswertung der Resvdtate stellte sich heraus, dafl die unser-
seits benutzten proteolytischen Enzyme nicht gleichartig wirken und diese
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Methode zur Durchfihrung weiterer vergleichender Untersuchungen geeig-
net ist.

In der hier zu besprechenden Untersuchungsserie waren die Versuchs-
objekte die Erythrozyten von Wirbeltieren, die verschiedene Klassen und
Ordnungen reprédsentieren. Die Zellen wurden nach Fixierung verschieden
lange mit proteolytischen Enzymen inkubiert und anschlieBend die Tetra-
zonium- und Feulgen-Reaktion ausgefuhrt. Wie die Untersuchungen ergaben,
werden die Blutzellen der phylogenetisch auf niedrigerer Entwicklungsstufe
stehenden Tiere nach kirzerer Enzymwirkung verdaut als die Zellen der
héheren Tiere. Aus den Versuchsergebnissen ziehen wir den Schluf}, dafl in den
NP des Kerns der Blutzellen im Verlauf der Phylogenese Verdnderungen
eintreten.

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an folgenden Tierarten vorgenommen: Fische = Karpfen
(Cyprinus carpio); Amphibien — Rippenmolch (Pleurodeles waltlii), Frosch (Rana esculenta);
Reptilien = Eidechse (Lacerta agilis); Vogel = Taube (Columba domestica), Huhn (Gallus
domesticus). Das Blut gewannen wir von den Versuchstieren durch Dekapitation oder Venen-
punktion. Die Blutgerinnung wurde mit Natriumzitrat verhindert. Im Verlauf der Behandlun-
gen waren wir bestrebt, dieselben Bedingungen so gut wie mdglich zu gewé&hrleisten, weshalb
wir Ausstriche in der Weise herstellten, daB drei oder vier Blutarten auf ein und demselben
Objekttrager aufgetragen wurden. Diese Ausstriche wurden 15 Minuten in Carnoy-L6sung
fixiert. Sowohl an den Kontrollpraparaten als auch an den mit proteolytischen Enzymen
behandelten Praparaten wurde die Daniellische Tetrazonium-Reaktion (unter Anwendung
vom stabilisierten Diazoniumsalz Diazo Fast Blue B und H-Séure, laut Pearse, 1954) und
die Feulgensche Reaktion ausgefihrt. AuRer diesen Reaktionen kam Sudanschwarz-Farbung
mit in 70%igem Alkohol gesattigter Sudan Black B-L6sung zur Anwendung.

Zusammensetzung der Inkubationsflussigkeiten: a) Trypsin-L6ésung. 1 ml des 0.05 M
Phosphatpuffers pH 6,7 enthielt 0,3 mg Trypsin B. D. H. b) Pepsin-Lésung. 0,02 N HCI
enthielt je ml 2 mg Pepsin cryst. (Ph. Hung. V). Die Kontroll-Lésung war in beiden Fallen
enzymfreie Inkubationslosung. Die Inkubation erfolgte mit Trvpsin-Lésung 1—25 Minuten,
mit Pepsin-Ldsung 1—60 Minuten im Thermostaten bei 37° C.

Versuche

Die mikroskopische Untersuchung der ohne vorherige Behandlung aus-
gefihrten Tetrazonium-Reaktion ergab, da in den Erythrozyten samtlicher
unserseits untersuchten Arten das Zytoplasma eine schwache und der Kern
eine sehr intensive Reaktion zeigte. Eine sehr auffallende, starke Reaktion
gaben die weiBen Blutzellen sdmtlicher Arten, insbesondere die Lymphozyten.
In den Kontrollprdparaten trat die Feulgensche Reaktion typischerweise
im Kern in Erscheinung. Eine gleichmdRig intensive Reaktion trat nach 10 Mi-
nuten dauernder Salzsdurehydrolyse zutage. Nach Sudanschwarz-Fé&rbung
war im Zytoplasma der Fisch-Erythrozyten sehr blasse Farbung und im
Bereich der Kernmembran und Zellgrenze in den Erythrozyten samtlicher
Arten, insbesondere aber in den Zellen der Fische, mittelstarke Reaktion
zu beobachten.
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1. Wirkung der Trypsinbehandlung

Bereits nach sehr kurzer Behandlung (nach 60 Sekunden) war zu sehen,
daR die Tetrazonium-Reaktion, mit den Kontrollprdparaten verglichen, in
den Erythrozyten diffuser wurde, das Zytoplasma starker geférbt war und
die Kerne in den Zellen sdmtlicher untersuchten Arten geschwellt waren.
Die intensivste Zytoplasmafdrbung fanden wir in den Blutzellen der Amphi-
bien. Farbintensitdt und Lokalisation der Tetrazonium-Reaktion &nderten
sich parallel mit der Erhéhung der Inkubationsdauer. Nach 4 Minuten wéhren-

Fisch

Taube

Molch
Abb. 1. Blutausstrich von Fisch, Taube und Rippeninolch. a—f — Tetrazonium-Reaktion,
g—i — Feulgen-Reaktion. 40X Obj. e, d, g) Kontrolle; 6, e, h) 4 Minuten mit Trypsin

verdaut; c,f,i) 25 Minuten mit Trypsin verdaut
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der Verdauung war die auffallendste Verdnderung in den Fisch-Erythrozyten
zu beobachten. Die starke Tetrazonium-Reaktion im Kern war verschwunden,
d. h. eine sehr blasse Reaktion im Kern zu sehen. Dagegen wies die Kern-
membran eine sehr intensive Reaktion auf. In den Blutzellen der anderen
Tiere war die Farbreaktion im Zytoplasma intensiver, wahrend die Tauben-
Lymphozyten interessanterweise ihre Fdrbung verloren. In bezug auf die
Féarbung verhielten sie sich wie die Erythrozytenkerne des Fisches. Eine
wesentliche Verdnderung trat im weiteren erst nach der Inkubationsdauer
von 18 Minuten ein. Zu diesem Zeitpunkt war der Erythrozytenkern bei allen
untersuchten Arten blasser gefarbt, nur beiden Fischen war die Zellfarbung
unverdndert. Nach 25 Minuten dauernder Inkubation hatten s&mtliche Zell-
kerne ihre Farbung verloren, aber das Zytoplasma der Zellen gab eine unver-
&ndert starke Tetrazonium-Reaktion (Abb. 1, «-/)e

Die parallel durchgefihrte Feulgensche Reaktion zeigte ein dhnlich
variables Bild. Bis zur 3.—4. Minute fanden wir im Vergleich mit den Kontrollen
keine Verdnderung. Nach einer Inkubation von 4 Minuten war die Feulgensche
Reaktion bei den Kernen der Fisch-Erythrozyten nur an den peripheren
Randabschnitten zu beobachten. Dieselbe Verdnderung sahen wir in den
Zellen der anderen Arten erst nach ldngerer Behandlung, nach 25 Minuten
(Abb. 1, g-i).

Die Sudanschwarz-Fé&rbung wurde nach einer Verdauung von 25 Minuten
vorgenommen. An der der Zell- und Kernmembran der Fisch-Erythrozyten
entsprechenden Stelle war ein intensiv dunkel geférbter Ring anzutreffen.
Diese Farbung trat in den Zellen der anderen Spezies weniger charakteristisch
zutage (Abb. 2).

Abb. 2. Blutausstrich vom Fisch. Sudan Black B-Fé&rbung, 40 X Obj. 25 Minuten mit Trypsin
behandelt
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2. Die Wirkung der Pepsinbehandlung

Bei den mit Pepsin vorgenommenen Versuchen wurde die Inkubations-
dauer verlangert, weil die Zelleiweife anldBlich &hnlicher Untersuchungen an
anderen Objekten erst nach ldngerer Inkubationsdauer verdaut worden waren.
In den ersten 15 Minuten der Inkubation trat im Bild der Zellen, mit den
Kontrollprdparaten verglichen, (berhaupt keine Verdnderung ein. Nach
20 Minuten dauernder Inkubation war das Zytoplasma der Zellen aller Arten
— mit Ausnahme der Amphibien-Erythrozyten — blasser gefdrbt, die Tetra-
zonium-Reaktion der Zellkerne jedoch vdllig intakt geblieben. Nach einer
Inkubation von 25 Minuten war die Farbung im Zytoplasma samtlicher Zellen
verschwunden, lediglich die bloBen Kerne traten hervor. Auch nach der
langsten Inkubationsdauer (60 Minuten) zeigten die Zellkerne intensive Tetra-
zonium-Reaktion.

Die Farbintensitdt der Feulgenschen Reaktion blieb von der ersten
bis zur letzten Minute der Inkubation gleichmdRig intensiv.

Besprechung

Trypsin und Pepsin sind Endopeptidasen mit bekannter proteolytischer
Wirkung. Nach neueren biochemischen Untersuchungsergebnissen (Hauro-
vitz, 1950) besitzen diese beiden Enzyme einen unterschiedlichen Angriffs-
punkt. Unter entsprechenden Bedingungen werden von Trypsin die basischen,
von Pepsin die an aromatischen Aminoséduren reichen EiweiBe gespalten. Mit
der unserseits angewandten Daniellischen Tetrazonium-Reaktion lassen sich
sowohl die basischen wie die aromatische Aminosduren enthaltenden EiweiRe
nachweisen; nach dem heutigen Stand unseres Wissens ist diese Reaktion
zum Nachweis der tyrosin-, tryptophan- und histidinhaltigen Eiweile geeignet.

Bei der mikroskopischen Auswertung der Prdparate fiel anldBlich der
Untersuchung der trypsinbehandelten Prdparate auf, daf sich die Farbinten-
sitdt der Tetrazonium-Reaktion im Erythrozytenkern der phylogenetisch auf
niedrigerer Entwicklungsstufe stehenden Exemplare (Fisch) nach sehr kurzer
Enzymbehandlung wesentlich verringerte. In denselben Zellen der phylo-
genetisch hdher entwickelten Tiere blieb die EiweiRreaktion des Kerns l&ngere
Zeit intakt und glich erst nach 25 Minuten wéhrender Verdauung der an den
Fischzellen beobachteten Reaktion. Dieses Verhalten der Reaktion 1aRt sich
unseres Erachtens auf mehrere Ursachen zuruckfuhren. Vor allem ist anzu-
nehmen, dal sich die Aminosdurenzusammensetzung des Kerneiweifles in den
Blutzellen der phylogenetisch auf niedrigerer Entwicklungsstufe stehenden
Lebewesen — im vorliegenden Fall des Fisches — von der Zusammensetzung
hei den hoher entwickelten Tieren unterscheidet. Unser Versuch bietet aller-
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dings keinen Beweis fir diese Annahme, weil aus der Farbintensitdtsver-
&nderung der Reaktion in keiner Weise auf die Aminosédurenzusammensetzung
geschlossen werden kann. Viel plausibler erscheint die Vermutung, daf die
Ursache der beobachteten Verdnderungen auf das wechselseitige Verhdltnis
der Komponenten im EiweiB-Nukleinsdurekomplex der verschiedenen Tier-
arten, d. h. auf die eventuellen quantitativen Beziehungen dieser beiden
Komponenten der NP zurickgefihrt werden mufR.

Bei der Untersuchung der quantitativen Beziehungen zwischen dem
Residualeiwei und der DNS in den Chromosomen, die aus Zellen verschiedener
Arten bzw. gleicher Arten, aber verschiedener Organe gewonnen wurden,
haben Mirsky und Ris festgestellt, dal in den aus Erythrozyten — und
interessanterweise aus der Thymusdrise —isolierten Chromosomen die Residual-
eiweiBmenge im Verhdltnis zum DNS-Gehalt sehr gering, demgegeniiber
in den aus Leber-, Nieren- und Pankreaszellen isolierten Chromosomen das
Verhdltnis umgekehrt ist. Angesichts dieser Literaturangabe wirkt unsere
vorhin erwahnte Annahme bereits wahrscheinlicher, d. h. im Verlauf der
Phylogenese kommt es offenbar zu einer Verdnderung der Residualeiweil3-
menge, und vielleicht manifestiert sich diese Verdnderung in unseren trypsin-
behandelten Prédparaten. Darauf scheint auch unsere Beobachtung hinzu-
weisen, dall sich der Kern der phylogenetisch hdher entwickelten Tauben-
Lymphozyten bei gleicher Behandlungsdauer ebenso verhielt wie der Kern
der Fisch-Erythrozyten.

Im Rahmen unserer Versuche erscheint weiterhin die Wahrnehmung
interessant, daB sich die Farbintensitdt und Lokalisation der Feulgenschen
Reaktion parallel zur Trypsinbehandlung verdnderte. Aus dieser Verdnderung
geht unzweifelhaft hervor, daR die feulgenpositive Kernsubstanz allmé&hlich
verschwand bzw. nur an gewissen Stellen — an den Randabschnitten der
Zellkerne — erhalten blieb. Auch diese Verdnderungen fihren wieder zu
Hypothesen. Diese Verdnderung der Feulgenschen Reaktion kénnte so erklért
werden, daB wir die Spezifitdt der Reaktion in Zweifel ziehen, d. h. annehmen,
nur die EiweilRfraktion der intakten NP sei imstande Leukofuchsin wieder
rot zu f&rben, und daf die eigentliche Reaktion nicht von der DNS verursacht
werde. Gegen diese Annahme lassen sich zahlreiche Angaben anfliihren, welche
die Spezifitdit der Feulgenschen Reaktion beweisen. Man kdnnte auch die
Frage stellen, ob das Trypsin nicht mit Nuklease verunreinigt gewesen und
das Verschwinden der Feulgenschen Reaktion auf die Wirkung der verun-
reinigenden Desoxyribonuklease zuruckzufihren sei. Gegen diese Annahme
spricht unsere bei anderen Untersuchungen gemachte Beobachtung, wonach
die Objekte von chemisch reiner Desoxyribonuklease erst nach ldstindiger
Inkubation verdaut wurden, wéahrend zugleich die Eiweillreaktion der unter-
suchten Zellen intakt geblieben ist. Die in den vorliegenden Untersuchungen
angewandte Trypsinverdauung war von so kurzer Dauer, dall eine etwaige
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Verunreinigung keine wesentliche Wirkung auf die DNS ausgelibt haben kann.
Letzten Endes missen wir die Hypothese akzeptieren, daB der NP-Komplex
im Verlauf der Trypsinverdauung eine Verdnderung erleidet. Es kommt zur
Spaltung der EiweiBkomponente, wodurch notwendigerweise die Stabilitat
der DNS beeintrdchtigt oder ganz aufgehoben wird, so dal das DNS-Molekil
zerfdllt und die Feulgensche Reaktion verschwindet. Wenn es sich nur um
eine geringe oder partielle Stabilitdtsverminderung handelt, so tritt noch eine
gewisse Farbreaktion in Erscheinung.

Die Auswertung der mit Pepsin behandelten Prdparate ergab, dal das
Zytoplasma der Erythrozyten aller unserseits untersuchten Arten auf gleiche
Weise verdaut wird. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der
friher am Sd&ugergewebe durchgefiihrten eigenen Untersuchungen Uberein.

Zusammenfassung

Die Erythrozyten von Tieren, die verschiedene W irbeltierklassen und -Spezies repra-
sentieren, wurden mit proteolytischen Enzymen inkubiert. Die Untersuchungen ergaben,
daB von Trypsin die Kernsubstanz der Erythrozyten von phylogenetisch auf niedrigerer Stufe
stehenden Arten rascher gespalten wird, wahrend Pepsin auf das Zytoplasma der untersuchten
Zellen gleichméBig wirkt.
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CPABHUTENBHOE TUNCTOXUMWUNYECKOE WCCAEOOBAHWE HYK/EOMNPOTEW-
OB B KPOBAHbIX TE/MbUAX PA3/IMYHbLIX BUAOB NMO3BOHOYHbIX. |

Ab. PAMMAW v Ob. BASIOI

B CBOMX 3KCMEPUMEHTAX aBTOPbl MPUMEHSNN AAePHbIE 3PUTPOLUTBI XMUBOTHBIX, Npes-
CTaBNAIOWMX PasINUHble KNacchbl U 0TPAabl NMO3BOHOUYHBLIX. PUTPOLMTLI MHKYGUPOBAIUCL NPO-
TEONMTUYECKMMI 3H3MMaMWK, MpuuYeM 6bIfI0 YCTAHOBNEHO, UTO TPUMCWMH pasnaraeT 6bICTpe
AepHOe BeLECTBO UHAVBUAYYMOB, HAaXOASALMXCS Ha (UIOreHeTUYECKN GoMee HU3KOW CTYMNeHu,
B TO BPEMSi KaK MercuH BO3AeCTBYeT B OAMHAKOBOW Mepe Ha LWUTOMMIasMy WMCCef0BaHHbIX
K/NETOK.

NUCLEOPROTEINS IN THE BLOOD CELLS OF VERTEBRATES. |
GY. RAPPAY and GY. BALOGH
Nucleated erythrocytes of animal species representing different classes and orders of
vertebrates were incubated with proteolytic enzymes. The nuclear substance in the erythro-

cytes of phylogenetically higher animals was found to have an increased sensibility to trypsin.
Pepsin exerted an identical effect of the cytoplasm of all examined cells.

Dr. Gy6rgy Rappay”

R Budapest IX. T(zolt6 u. 58. Ungarn
Gydrgy Balogh
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