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(~aufgelockerte Spinnen)~, Abb. 1 D). Auch die Chroma- 
tophoren der Haut  vedindern sich charakteristisch. 

Das regelm~ssige Auftreten der oben beschriebenen 
Veranderungen der Chromatophoren in der Riickenfiosse 
bei steigenden Konzentrat ionen yon LSD25  erlaubt  
einen quant i ta t iven  Vergleich der diesbeztiglichen Wir- 
kung chemisch verwandter  Substanzen. Setzt man die 
Aktivit~tt yon D-Lysergs~ure-diRthylamidtartrat  will- 
ktirlich gleich 100, so betr~tgt diejenige seines linksdre- 
henden Isomers (L-Lysergs~ure-di/~thylamidtartrat) et- 
wa 3, die yon D-1-Brom-lysergs~ture-di~tthylamidbitar- 
trat  fund 250 und die yon Methyl-ergobasintar t rat  
(Methergin) etwa 0,8. 
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Abb. '2. Poecilia reticula~us ~. A hclladXptierte Kontrolltiere; B 
25 ~g/ml LSD25 w~ihrend 120 rain; C 1000 #g/m1 5-Oxytryptanfin 

120 rain lang, dann zusS.tzlich 25/~g]ml LSD25 120 rain lang. 

5-Oxytryptamin-kreat ininsulfat ,  in grossen Dosen 
prophylaktisch verabreicht,  verhinder t  die "Wirkung von 
LSD25 auI die Chromatophoren (Abb. 2). Die hiezu 
n6tigen Konzentrat ionen yon 5-Oxytryptamin  sind zwar 
gross (zum Beispiel 500 / ,g/ml oder 1000 #g/ml), haben 
aber auf die Farbe der Fische aueh bei 1/ingerer Einwir-  
kung in der Regel keinen Einfiuss. Nur gelegentlich zei- 
gen einige Tiere leichte Dunkelf/irbung. W/ihrend die 
Hemmung  yon 5-Oxytryptamin-Effekten  durch LSD 25 
in zahlreichen verschiedenen Testen nachgewiesen wer- 
den kann, ist der umgekehrte  Antagonismus yon Sero- 
tonin gegentiber LSD 25 wohl schon er6rtert ,  aber bisher 
noch nicht so eindeutig demonstr ier t  worden, wie das 
an Hand der Chromatophorenreakt ion gelungen ist. 

A. CERLETTI und B. BERDE 

Pharmakologisches Laboratorium der Sandoz A G. Basel, 
den 74. M a i  1955. 

S u m m a r y  
D-lysergic acid die thylamide (LSD 25) has a charac- 

teristic Effect on the chromatophores of the female fish 
guppy (Poecilia reticulatus). This effect can be pre- 
vented by prophylactic administrat ion of 5-hydroxy- 
t ryp tamine  (serotonin, enteramine).  

Q u a n t i t a t i v e  U n t e r s u c h u n g e n  fiber den  
N u k l e i n s ~ i u r e v e r l u s t  des  G e w e b e s  bei  F i x i e r u n g  

u n d  E i n b e t t u n g  1 
Die histochemische Untersuehung wm Geweben er- 

fordert in den meisten F~llen eine Vorbehandlung 
(Fixierung, Einbet tung) ,  fiber deren Auswirkung auf die 
St ruktur  und die chemische Zusammensetzung der 
Zellsubstanzen wir bisher nur mangelhaft  unterr ichtet  
sind. Fiir den quant i ta t iven  Nachweis bes t immter  Zell- 
bestandtei le  muss neben vielen anderen Voraussetzungen 

* Ausgeffihrt *nit Mitteln der Deutschen Forsehungsgemeinsehalt. 

gefordert werden, dass die Vorbehandlung des Gewebes 
keinen Verlust der nachzuweisenden Substanz zur 
Folge hat. 

Zur quant i ta t iven  histochemischen Erfassung der Nu- 
kleins/iuren stehen uns einmal f/irberische Reakt ionen  
zur Verfiigung (Feulgenreaktion fiir Desoxyribonuklein-  
s~ture, Gallozyaninchromalaun fiir Desoxy- und Ribo- 
n u k l e i n s A u r e  SANDRITTER 1, DIEFENBACI-I2), zum anderen 
die l ichtoptisehe Methode von CASPEI~SSON a. Neben 
einem Verlust von Nuklcinsliuren muss bei beiden 
Methoden mit  anderen Veranderungen (Maskierung 
reakt iver  Gruppen, unspezifische Absorption und an- 
deres) gerechnet  wcrden. Mehrere Autoren (SYLVEN 4, 
HARBERS und NEUMANN 5, SIBATANI u n d  FUKUDA ° und 
andere) hubert sich in j i ingster Zeit mit  dieser Frage 
besch~ftigt und kamen zu widersprechenden Ergeb- 
nissen. Unsere eigenen quant i ta t iven  ul traviolct tmikro- 
spektrographischen Untersuchungen 7 veranlassten uns, 
der Frage nach einem m6glichen Nukleinshureverlust 
durch die Fixation,  Einbet tung  und Nachbehandlung 
des Gewebes nachzugehen. 

Methodik.  Die Untersuchungen wurden an der Leb:'r 
yon Kaninchen durehgefiihrt.  Zur quant i ta t iven  chemi- 
schen Best immung der Nukleins~iuren verwendeten wir 
mehrere Methoden glcichzeitig nebeneinander. Der 
Gehalt  an Desoxyribonukleins~turephosphor (DNSP.) 
und Ribonukleins/iurephosphor (RNSP.) wurde nach 
SCHMIDT und TANNHAUSER und OGUR und ROSEN b2- 
s t immt,  ausserdem wurden die Perchlorsi iureextrakte des 
Gewebes bei 260 m/, Wellenl~nge im Beckmann-Photo-  
meter  gemessen. Alle Methoden ergaben eine gute ~ber -  
einst immung,  obwohl bei der Schmidt-Tannhauser-Me- 
thode die Variationsbreite der Ergebnisse gr6sser war als 
bei der Methodc nach OGUR und ROSEN, AIs Ausgangs- 
werte dienten die Ergebnisse der Nukleins/iurebestim- 
mungen des Frischgewebes (2 cm~ Material). Das Ge- 
webe wurde in Formalin  (Verdiinnung 1:10) fixiert 
(24 h Zimmertemperatur)  oder in Carnoyscher L6sung 
(2 h Zimmertemperatur) .  Ein Tell des fixierten Gewebes 
wurde unter den iiblichen Bedingungen (70, 96 % Alkohol, 
Azeton, Xylol) in Paraffin eingebettet ,  in toto entparaf-  
finiert (Xylol, 96, 70?/0 Alkobol, Aqua dest.) und zur 
Best immung der Nukleins/iuren homogenisiert.  Der 
andere Tell des Gewebes wurde ohne Einbet tung  un- 
mit telbar  nach der Fixat ion verarbeitet ,  Zur Kontrolle 
wurden die Fixierungsmit te l  und die zur Nachb~hand- 
tung angewandten Fliissigkeiten konzentr ier t  und pa- 
pierchromatographisch auf ihren NukleinsAure- und 
Eisweissk6rpergehalt untersucht  (Kontaktphotogra-  
phie im UV.-Licht,  Ninhydrin-Amidoschwarz-  und 
Gallozyaninchromalaunf~irbung). Die Ergebnisse wur- 
den statistisch ausgewertet  und die Signifikanz durch 
Fehlerrechnung gesichert. 

Ergebnisse. Die Tabelle zeigt den Nukleins~ture-Phos- 
phorgehalt  verschieden vorbehandelten Gewebes in 
mg P und den Nukleins~iuregehatt nach Umrechnung  
aus den Ext inkt ionswerten bei 260 m/, VVellenlSmge. 
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Art der Vorbehandlung 

A = Ana- 
lysenwert 

B = % des 
Frischgewebes 

A 
B 1. F r i s c h g e w e b e . .  . 

A 2. Formalinfixation . B 

A 3. Carnoy-Fixation . B 

4. Frischgewebe A • " " a 

5. Formalinfixation, A 
Paraffineinbettung B 

A 
B 

Carnoy-Fixation, 
6. Paraffineinbettung 

Zahl DNS. 

10 0,373 
100 

10 0,374 
100,2 

10 0,315 
84,4 

10 0,613 
100 

10 0,607 
99,0 

10 0,620 
101,1 

mg P in 2 cm 3 Gewebe 

~ r  

0,006 

0,008 

0,003 

0,02 

0,01 

0,03 

DNS. a 

3,7 0,21 
100 

4,3 0,30 
116,2 

4,5 0,32 
121,6 

5,2. 0,3 
100 

5,1 0,14 
98,0 

4,4 0,26 
84,6 

a RNS. 

0,0097 0,697 
100 

0,013 0,675 
96,8 

0,0136 0,695 
99,6 

0,004 1,10 
100 

0,007 1,09 
99,9 

0,008 1,14 
103,6 

mg NS in 2 cm 3 Gewebc (UV.) 

RNS. 

17,9 
100 

15,8 
88.2 

17,4 
97,2 

21,2 
100 

22,0 
103,7 

25,0 
117,9 

d 

0,96 

1,02 

0,20 

0,97 

1,32 

1,79 

Hie rbe i  wurde  als E i c h k u r v e  eine 9 ,3% P h o s p h o r  en t -  
ha l t ende  D N S . - L 6 s u n g  v e r w e n d e t  m i t  e iner  E x t i n k t i o n  
yon 0,905 (0 ,005%ige L6sung).  Die Tabel le  zeigt, dass 
die V o r b e h a n d l u n g  des Gewebes  (Fix ierung,  E i n b e t t u n g  
und  Nachbehand lung)  n i ch t  zu e inem messba ren  Nu-  
kle ins t turever lus t  f i ihrt .  Die  Ergebn i s se  s ind s ta t i s t i sch  
gesicher t .  Die  h6heren  N u k l e i n s / i u r e - P h o s p h o r - W e r t e  
un t e r  Nr.  4 -6  der  Tabe l le  s ind d a m i t  zu erklt~ren, dass 
in diesen Versuchen  die Lebe r  eines j i ingeren  Tieres  
v e r w e n d e t  wurde .  Aussch laggebend  ist  h ier  die i )be r -  
e in s t i rnmung  der  W e r t e  des F r i schgewebes  m i t  d e m  
v o r b e h a n d e l t e n  Gewebe.  

Die  p a p i e r e h r o m a t o g r a p h i s c h e n  U n t e r s u c h u n g e n  d e r  
F i x i e r u n g s m i t t e l  und  der  bei  der  E i n b e t t u n g  und  Nach-  
b e h a n d l u n g  a n g e w a n d t e n  Fl i i ss igkei ten  zeigen, dass 
ke ine  Nukleins~iure in LSsung gegangen  ist  (Ft t rbung 
m i t  Ga l lozyan inch roma laun) .  Dagegen  konn t en  in den 
Fix ierungsf l f i ss igke i ten  (Carnoy und  Formal in )  und in 
d e m  bei  der  E i n b e t t u n g  b e n u t z t e n  70%igen  Alkoho l  
Spuren  yon  Eiweiss  und  Aminos t tu ren  (Polypept ide)  
nachgewiesen  werden  ( K o n t a k t p h o t o g r a p h i e ,  F / i rbung  
mi t  A m i d o s c h w a r z  und  Ninhydr in ) .  

Diskussion. I m  Gegensa tz  zu anderen  U n t e r s u e h e r n  
fanden  wir  bei  de r  V o r b e h a n d l u n g  yon  Lebe rgewebe  
ke inen  Ver lus t  an  NukleinsAure.  SYLVEN be r i ch t e t  fiber 
e inen be t r t tch t l ichen  Massever lus t  des Gewebes  nach  
F ix i e rung  m i t  Fo rma l in ,  Ca rnoy  und a b s o l u t e m  Alkohol  
(24 h Z i m m e r t e m p e r a t u r ) ,  der  auf  eine L6sung  yon  
Fe t t en ,  E iwe i s skSrpern  und  Nukle ins~uren  zur i ickzu-  
ffihren sei. A u c h  HARBER S und ~NEUMANN l inden  bei 
C a r n o y - F i x a t i o n  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  e inen  zuneh-  
m e n d  stArkeren R N S . - V e r l u s t  des Gewebes  bis zu 60 % 
(in Abb~ingigkeit  yon  der  F ixa t ionsdaue r ) ,  wgh rend  bei  
der  F i x a t i o n  in der  Ki i l te  (4 °) keine  Nukle ins i iure  in 
L6sung geht .  Diese U n t e r s u c h u n g e n  zeigen, dass bei  
s~urehal t igen F i x a t i o n s m i t t e l n  bei  l f ingerer  E inwi r -  
kung  und hSherer  T e m p e r a t u r  R N S .  le ich t  in L6sung  
geht .  Dieser  Be fund  wi rd  vers t l indl ich ,  w e n n  m a n  be-  
denkt ,  dass mi t  ve r sch iedenen  S~uren (HC1Oa, I-IC1 und  
anderen)  und schon mi t  he issem W a s s e r  die R N S .  le ich t  
hydro l i s i e r t  werden  kann  und diese Subs t anzen  te i lweise  
als E r s a t z  fiir die R ibonuk l ea se  a n g e w e n d e t  werden.  
Die D N S .  scheint  dagegen  wesen t l i ch  s tab i le r  zu sein. 

Be i  der  F i x a t i o n  mi t  F o r m a l i n  (50%ig,  2 0 % i g e m  
F o r m a l i n  und  Alkoho l fo rma l in  9:1) f anden  SIBA- 
TANI und  FUKUDA i ibe r e in s t immend  m i t  unseren  U n t e r -  
suchungen  ke inen  Nukle ins i iu rever lus t  des Gewebes .  

A u c h  MOBERGER 1 b e o b a c h t e t e  ke inen  messba ren  Ver-  
lus t  des T rockengewich t e s  (R6n tgenabsorp t ion )  be im 
Vergle ich  yon fo rma l in f i x i e r t em  und gef r ie rge t rockne-  
tern Mater ia l .  KAUFMANN 2 et al. sehen eine ger inge  
LSsung  yon  P r o t e i n e n  nach  C a r n o y - F i x a t i o n .  Bei  der  
F i x a t i o n  mi t  F o r m a l i n  und  Carnoyscher  Flf iss igkei t  h a t  
m a n  d e m n a c h  m i t  e i nem ger ingen  P r o t e i n v e r l u s t  des 
Gewebes  zu rechnen.  Man  muss  aber  h ierbei  in Rech -  
n u n g  setzen,  dass diese ger ingen  P r o t e i n m e n g e n  auch  
aus d e m  B l u t p l a s m a  oder  den E r y t h r o z y t e n  s t a m m e n  
kSnnen.  

Wei te re  U n t e r s u c h u n g e n  an ge f r i e rge t rockne t em Ma- 
ter ia l  s ind im  Gange.  

~7. SANDRITTER und  J.  HARTLEIB 

Senchenbergisches Pathologisches Institut der Universi- 
Nit Frank/urt am Main, den 14. Apri l  7955. 

Sum~nary 

Q u a n t i t a t i v e  chemica l  d e t e r m i n a t i o n  of nucleic  acid  
shows t h a t  no loss oi nucleic  acid  occurs  on f ixa t ion  wi th  
fo rmal in  and  CARNOY'S so lu t ion  (24 or  2 h a t  r o o m  
t empe ra tu r e )  and af te r  d e h y d r a t i o n  and  e m b e d d i n g  of the  
t issues.  Smal l  a m o u n t s  of pro te in  were shown in the  fix- 
a t ive  solution• 

1 G. !~[OBERGER, Acta Radiol. Suppl. Stockholm 1954, 112. 
2 B. P• KAUFMANN, M• R. I~{CDONALD, H. GAY, K. WILSON, R. 

W~'~tAt4 uud N. OKUOA, Carnegie Year Book ¢7, 144 (1948). 

~ b e r  

6-(4'-Pyridyl)-3-mercapto-l,2,4-triazin-5-on 

In  e iner  f r f iheren Mi t t e i lung  wurde  fiber die E igen-  
scha f t en  e iner  Re ihe  yon  subs t i t u i e r t en  Mercap to - t r i a -  
z inonen  be r i ch t e t  1. Be i  der  W e i t e r b e a r b e i t u n g  dieses 
Gebie tes  zeigte  sich, dass das  dor t  beschr iebene  6- (4 ' -Py-  
r i d y l ) - 3 - m e r c a p t o - l , 2 , 4 - t r i a z i n - 5 - o n  n ich t  e inhe i t l ich  
war,  i n d e m  bei  der  He r s t e l l ung  durch  Zerse tzung  teil-  
weise ein N e b e n p r o d u k t  e n t s t e h t .  

1 R. E. HAG~NBACl~, E. HODEL und H. GYsI•, Angew. Chemie 66, 
359 (1954) ; vgl. Exper. 10, 62 (1954). 


