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3.Smal mehr DNS gefunden wird als im Mittel in nicht- 
transplantierten Zellen des sekretorischen Teiles der Vor- 
Puppendrtise. 

Surnmary. Larval  salivary glands of early third instar 
larvae were implanted into the abdomens ot adult  fe- 
males. After a culture of 20 days, the nuclei show at least 
the normal maximal  DNA content  which is character- 
istic of full-grown larvae or prepupae. There are, however, 

also nuclei in the implants with a DNA content that  ex- 
ceeds up to 3.5 t imes the average found in controls. 
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Zoologisch-vergleichend anatomisches Institut der 
Universitdt Zi~rich* und Institut /i~r Allgemeine 
Botanik, Eidgen6ssische Technische Hochschule, 
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D i e  R o u l e a u - B i l d u n g  d e r  R i n d e r e r y t h r o c y  t e n ~  

Die Rouleau(Geldrollen)-Bildung der nativen Pferde- 
erythrocyten ist seit mehr als 100 Jahren bekannt. Es ist 
~uch schon lange bekannt,  dass die Pferdeerythrocyten in 
unverdiinntem, homologem Serum suspendiert - parallel 
mit ihrer Rouleau-Bildung - eine sehr rasche Senkung 
aufweisen. Die Rouleau-Bildung und die beschleunigte 
Senkung der menschlichen Erythrocyten wurde in viel- 
tausend Arbeiten studiert, da diese yon der Verschiebung 
der Plasma- bzw. Serum-Eiweissk6rper beeinflusst sind 
Und eine diagnostische Bedeutung besitzen. Demgegen- 
fiber konnte mit  Rindererythrocyten weder eine Rouleau- 
Bildung noch eine beschleunigte Senkung beobachtet  
Werden. Als Ursachen des negativen Befundes kOnnen die 
folgenden Umst~nde vermute t  werden: (1) im Rinder- 
Serum fehlen die, die Rouleau-Bildung f6rdernden Eiweiss- 
k6rper, (2) die nat iven Rindererythrocyten sind fiir die 
Routeau-Bitdung ungeeignet. 

In dieser Arbeit  wurde die zweite Alternative experi- 
mentell untersucht. Wit  nahmen an, dass die Rinder- 
erythrocyten zur Rouleau-Bildung deshalb ungeeignet 
Sind, weil die Oberfigche ihrer Membran mit  einer um- 
fangreichen lockeren Proteinschicht bedeckt wird, die 
auch die Immunagglut inat ion der nativen Rinder- 
erythrocyten sterisch hemmt.  

In unserem ersten Versuch (Tabelle) wurden Trypsin 
(Armour) und Bromelin, Ficin, Papain (Mann, New York) 
verwendet. Die Erythrocyten  wurden aus dem frisehen, 
mit  Glasperlen defibrinierten Blur gewonnen, mit  physio- 
logischer NaC1-L6sung dreimal gewaschen and die ge- 
Waschenen Zellen in den proteolytischen Fermenten yon 
verschiedenen Verdtinnungen suspendiert. Alle hierbei 
zur Anwendung gelangenden Fermente wurden in physio- 
logischem NaC1 suspendiert. Die Verdauung wurde bei 
37°C im Brutschrank (30 min) vorgenommen, wonach die 
Rrythrocyten wiederum dreimal gewaschen wurden. Zur 
Phasenkontrastmikroskopischen Untersuchung wurden 
0,1 ml Erythrocytensediment  zu 1,0 ml homotogem, Iri- 
SChem Rinderserum und 1,0 ml physiotogischem NaC1 ge- 
geben. Die Pr/iparate wurden aus den umgeschiittelten 
I~6hrchen sofort hergestellt, sie blieben abet mindestens 
I0 rain in der feuchten Kammer,  damit  die Rouleaus ihre 
rflaximale L~tnge erreichten. Die Resultate sind der 
Tabelle zu entnehmen. 

Die Resuttate, die wir teilweise in der Tabelle zusam- 
raengefasst haben, best/ttigen unsere Vermutung. Erst  
nach der Entfernung der lockeren Proteinhiille der 
Rindererythrocyten konnten diese mit  dem homologen 
Serum typ i sche  Rouleaus bilden. Die besten Resultate 
Wurden mi~ Trypsin erhalten. Zwei andere Trypsin- 

pr~parate verhielten sich ~hnlich. Von den pflanzlichen 
proteolytischen Fermenten war in den weiteren Versuchen 
das Bromelin etwas besser als das Ficin. Wir  k6nnen es 
aber nicht erkl~iren, weshalb eine Rouleau-Bildung mit  
Rindererythrocyten nicht zustande kam, wenn diese mit  
Papain vorbehandelt  wurden. Ausser Papain Mann, wur- 
den Papainpr~parate von Merck, Difco und National 
Biochemical Corp. mit  mehreren Rindererythrocyten und 
mit  mehreren Rinderseren untersucht;  hie erhielten wit 
eine deutliche Rouleau-Bildung. Diese gleichen Papain- 
pr/iparate aktivierten die Rindererythrocyten gut zur 
Agglutination gegeniiber mensehlichem Mononukleose- 
serum. Es k6nnte angenommen werden, dass die Papain- 
pr~parate eine Verunreinigung enthalten, die, an der 
Erythrocytenoberfl/ iche absorbiert, die Rouleau-Bildung 
hemmt.  Deshalb wurden die Rindererythrocyten mit  
Papain und mit  Trypsin doppelt fermentiert,  wobei die 
Reihenfolge der Fermentat ion (a) Trypsin-Papain, (b) 
Papain-Trypsin war. In beiden F~.llen konnte aber eine 
Rouleau-Bildung beobachtet  werden. 

Westergreen-R6hrchenversuche wurden nicht einge- 
stellt, doch konnte ganz deutlich beobachtet  werden, dass 
die papainisierten Rindererythrocyten - ebenso wie die 
nativen Blutzellen - kaum eine Sedimentation aufweisen, 
wRhrend die mit  anderen proteolytischen Fermenten vor- 
behandelten Erythrocyten  eine schnetle Senkung zeigten. 

Die Rouleau bildende F~.higkeit der Eiweissk6rper war 
in allen der untersuchten ftinf Rinderseren zu beobachten, 

Rouleau-Bildung der proteolytisch vorbehandelten Rindererythro- 
cyten in homologem Rinderserum 

Pflanzliche Bromelin Ficin Papain Trypsin 
Fermcnte, 
Verdfinnung Rouleaus Verd~nnung 
1: 1: 

Rouleaus 

BO0 + bis ++ + - 1000 ++ bis +++ 
400 ++ ++ - 4000 ++ bis +++ 
800 4- 4- - 16000 + bis ++ 

1600 - - - 64 000 4- 

+++ Rouleaus mit 10 oder mehr Erythrocyten. ++ Rouleaus mit 5 
his 10 Erythrocyten. + Rouleaus mit .~ bis 5 Erythrocyten. 4- Rou- 
leaus nut hie und da mit 2 bis 3 Gliedern. 

1 Diese Arbeit wurde yon der H,-Buss-Stiftung (Basel) untersttitzt. 
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jedoch n ich t  rnit der gleichen In tens i tg t .  In  1 : 2 Verdt in-  
nung  des R inde r -Se rums  (in physio logischem NaC1) blieb 
die Rouleau-Bi ldung  noch  unver~tndert ;  in einer  Verdt in-  
nung  yon  1:4 wurde  sic berei ts  merkl ich  abgeschw~cht .  

Die Zugabe yon  R i nde ra lbumin f r ak t i on  V (Endkonzen-  
t ra t ion  5%) zu fr ischem Serum ve r s tg rk t e  k a u m  die 
Routeau-Bi ldung.  Die Rolle des Albumins  in der  Rouleau-  
Bi tdung k o n n t e  jedoch u n t e r  den gleichen Bed ingungen  
nachgewiesen  werden,  wie TOMCSIK und  LITSCttEL 2 un-  
1Rngst mi t  P f e r d e e r y t h r o c y t e n  und  mi t  P fe rdese rum beob-  
ach te ten .  Die Zugabe  von  Lysolee i th in  Mann (Endkon-  
zen t ra t ion  1:32000) h a t  such  die R i n d e r e r y t h r o e y t e n -  
Rouleaus  sofort  des in tegr ier t .  Es  e n t s t a n d e n  isolierte,  
kugelf6rmige Zellen m i t  gezack tem Rand .  Das Zuftigen 
yon Albumin  res t i tu ie r te  die Sche ibenform der  Zellen und  
die Rouleaus.  Die Bi ldung von  R inde r -Rou leaus  h6 r t  
gleich der jenigen der  P fe rde -Rou leaus  auf, w e n n  das  
frische Serum auf  37 ° e r w g r m t  wird.  Die Inak t i v i e r u n g  
des P fe rdese rums  vol lz ieht  sich aber  dre imal  schnel ter  sis  
diejenige des R inderse rums .  In  be iden  FAllen wird  die 
Sche ibenform der  E r y t h r o e y t e n  und die Rou leau-Bi ldung  
nach  Zugabe v(m R i n d e r - A l b u m i n  F r a k t i o n  V (Gesamt-  
k o n z e n t r a t i o n  5%) zur i ickers ta t te t .  Rouleaus  e n t s t a n d e n  
bei den R i n d e r e r y t h r o c y t e n  - i m  Gegensa tz  zu Pferde-  

e r y t h r o c y t e n  - nicht ,  wenn  Albumin  allein (ohne homO- 
loges Serum) zugegeben wurde.  

Summary. Not  a t race  of rouleau fo rmat ion  could be 
observed  wi th  na t ive  beef e r y t h r o c y t e s  unde r  varying 
condi t ions .  A typ ica l  rouleau fo rma t ion  and  a markedly  
increased s e d i m e n t a t i o n  ra te  could,  however ,  be  elicited 
when  the  surface layer  of the  beef  e r y t h r o c y t e s  was  care- 
fully r e mo v e d  wi th  p ro teo ly t ic  enzymes .  This is an addi- 
t ional  ev idence  t h a t  t he  beef  e r y t h r o c y t e s  are enveloped 
in a surface sheet ,  which  inh ib i t s  the i r  hemagglu t ina t ion  
and  the i r  rouleau format ion .  Pa p a i n  is a pro teo ly t ic  en- 
zyme,  which  is inac t ive  regard ing  rouleau formation.  
Lysoleci th in  d i s in tegra tes  the  rouleaus,  a lbumin  restores 
t hem.  
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2 j .  "I'oMcsIK trod E. LITSCttEL, l'athologia et Mierobiologia, iln 
l)ruek. 

T h e  I s o l a t i o n  and  C h a r a c t e r i z a t i o n  of  C h o l e s t e r o l  
i n  P o r t u g u e s e  M e n - o f - W a r  (Physalia) 

The d ivers i ty  of sterols,  which  are p resen t  in mar ine  
organisms,  has  been amply  d e m o n s t r a t e d  by  I~ERGMANN 1 
and  he has  shown t h a t  a n u m b e r  of coe len te ra tes  con ta in  
cholesterol .  "We should  like to r epo r t  t he  occurrence  of 
cholesterol  in Por tuguese  Men-of -War  (Physalia). 

The sails of Por tuguese  Men-of-War,  collected f rom the  
Gulf of Mexico, were homogen ized  for 2-3 rain in chloro-  
f o r m : m e t h a n o l  (2:1). This  h o m o g e n a t e  was  f i l tered to  
r emove  the  sails and  the  so lvents  were r e m o v e d  to give the  
lipid e x t r a c t  which  was then  c h r o m a t o g r a p h e d  on silica 
by  th in  layer  c h r o m a t o g r a p h y  wi th  c h l o r o f o r m : b e n z e n e  
(50: 50) ~. 

Relative retention times of sterol extract 

Coltlmll Cohllllll Free 
tempera- alcohol 
ture °C 

TMSi • TFA', Acetate 

A 220 2.00 (2.01) 5L4a (g.41) 
B ~2u 8.5'a (8.45) 
C ~ 7.2~ (7.~s) ~.os (~.os) 5 .~  (5.o0) 
D ~2~2 2.88 (2.90) 2.62 (2.60) 6.88 (7.00) 

Trimethyl silyl ether derivatives, b Trifluoracetate derivatives. 

Retention times are relative to ehotestanc {figures in brackets are 
relative retention times for a known sample of cholesterol). Cohmms 
were prepared on acid washed Gas Chrom P (100-120 mesh). Columns 
A, C arid D were coated with 1% F60+0.5% eyclohexanediol suc- 
cinate, t % ncopentylglycol suecinate, and 2% QF t (a fluoroalkyl 
silicone polymer) respectively. Column B was coated with 1% neo- 
pentylglycol succinate on Gas Chrom P which had first been coated 
with polyvinyl pyrollidone 7 

The sterol  fract ion,  one of the  ma jo r  f ract ions  of the 
s epa ra t ed  lipids, was  shown to  have  one major  sterol  by 
gas l iquid c h r o m a t o g r a p h y .  Der iva t ives  of the  sterol  were 
p repa red  by  the  m e t h o d  of VAN DEN HEUVEL, SJOVALL 
and  HORNtNG 3, t r i m e t h y l  silyl e thers  by  the  p rocedure  of 
LUUKKAINEN, VAN DEN HEUVEL, HAAHTI a n d  HORN" 
ING ~, 

The  gas liquid c h r o m a t o g r a p h y  d a t a  for these  deriva-  
t ives  are summar i zed  in the  Table  and  couf i rm the 
cha rac te r i za t ion  of the  s terol  as cholesterol .  

Cholesterol  has  r ecen t ly  been  isolated f rom higher  
p lants ,  Solanum tuberosum and  Dioscorea spiculiflora ~ 
and  a species of Penicillium 6. 

Rdsumd. Les au teur s  on t  ex t r a i t  un st6rol d ' u n e  m6duse 
des eaux por tugaises  (Physalia physalis) et  l ' on t  identifi~ 
pa r  c h r o m a t o g r a p h i c  en phase  gazeuse c o m m e  6rant  du 
cholest6rol.  

~R. J, HAMILTON, W. J. A, VAN DEN HEUVEL, 
and  E. C. HORNING 

Lipid Research Center, Baylor University College of 
Medicine, Houston (Texas USA),  June 11, 1964. 
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