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[ExpERIEN11A VoL. XI/8]

‘ilv= Avnat- mg P in 2 cm® Gewebe mg NS in 2 cm® Gewebe (UV.)
Art der Vorbehandlung B)_s_er:\: e;
Frisc_hgg’weiis fahl| DNS. o RNS. ¢ DNS. ¢ RNS. 7
. 4 0,373 0,0097 0,697 0,006 3,7 0,21 17,9 0,96
1. Frischgewebe . . . B 10 100 100 100 100
2. Formalinfixation 4 10 0,374 0,013 0,675 0,008 4,3 0,30 15,8 1,02
: a : B 100,2 96,8 116,2 88,2
3. Carnov-Fixati 4 10 0,315 0,0136 0,695 0,003 4,5 0,32 17,4 0,20
: y-Hixation B 84,4 99,6 121,6 97,2
. A 0,613 0,004 1,10 0,02 5,2. 0,3 21,2 0,97
4. Frischgewebe . . . B 10 100 100 100 100
5 Formalinfixation, A 10 0,607 0,007 1,09 0,01 5,1 0,14 22,0 1,32
* Paraffineinbettung B 99,0 99,9 98,0 103,7
Carnoy-Fixation, A 10 0,620 0,008 1,14 0,03 4,4 0,26 25,0 1,79
* Paraffineinbettung B 101,1 103,6 84,6 ' 117,9

Hierbei wurde als Eichkurve eine 9,3% Phosphor ent-
haltende DNS.-Ldsung verwendet mit einer Extinktion
von 0,905 (0,005 %ige Losung). Die Tabelle zeigt, dass
die Vorbehandlung des Gewebes (Fixierung, Einbettung
und Nachbehandlung) nicht zu einem messbaren Nu-
kleinsdureverlust fiihrt. Die Ergebnisse sind statistisch
gesichert. Die héheren Nukleinsiure-Phosphor-Werte
unter Nr. 4-6 der Tabelle sind damit zu erkliren, dass
in diesen Versuchen die Leber eines jiingeren Tieres
verwendet wurde. Ausschlaggebend ist hier die Uber-
einstimmung der Werte des Frischgewebes mit dem
vorbehandelten Gewebe.

Die papierchromatographischen Untersuchungen der
Fixierungsmittel und der bei der Einbettung und Nach-
behandlung angewandten Fliissigkeiten zeigen, dass
keine Nukleinsiure in Losung gegangen ist (Firbung
mit Gallozyaninchromalaun). Dagegen konnten in den
Fixierungsfliissigkeiten (Carnoy und Formalin) und in
dem bei der Einbettung benutzten 709%igen Alkohol
Spuren von Eiweiss und Aminosiduren (Polypeptide)
nachgewiesen werden (Kontaktphotographie, Firbung
mit Amidoschwarz und Ninhydrin).

Diskussion. Im Gegensatz zu anderen Untersuchern
fanden wir bei der Vorbehandlung von Lebergewebe
keinen Verlust an Nukleinsdure. SYLVEN berichtet iiber
einen betrichtlichen Masseverlust des Gewebes nach
Fixierung mit Formalin, Carnoy und absolutem Alkohol
(24 h Zimmertemperatur), der auf eine Losung von
Fetten, Eiweisskorpern und Nukleinsiuren zuriickzu-
fithren sei. Auch HARBERS und NEUMANN finden bei
Carnoy-Fixation bei Zimmertemperatur einen zuneh-
mend stiarkeren RNS.-Verlust des Gewebes bis zu 609,
(in Abhdngigkeit von der Fixationsdauer), wihrend bei
der Fixation in der Kilte (4°) keine Nukleinsiure in
Losung geht. Diese Untersuchungen zeigen, dass bei
sdurehaltigen Fixationsmitteln bei lingerer Einwir-
kung und hoherer Temperatur RNS. leicht in Losung
geht. Dieser Befund wird verstandlich, wenn man be-
denkt, dass mit verschiedenen Siuren (HCIO,, HCl und
anderen) und schon mit heissem Wasser die RNS. leicht
hydrolisiert werden kann und diese Substanzen teilweise
als Ersatz fiir die Ribonuklease angewendet werden.
Die DNS. scheint dagegen wesentlich stabiler zu sein.

Bei der Fixation mit Formalin (50%ig, 209%igem
Formalin und Alkoholformalin 9:1) fanden SiBa-
TANI und Fukupa iibereinstimmend mit unseren Unter-
suchungen keinen Nukleinsiureverlust des Gewebes.

Auch MoOBERGER! beobachtete keinen messbaren Ver-
lust des Trockengewichtes (Rontgenabsorption) beim
Vergleich von formalinfixiertem und gefriergetrockne-
tem Material. KAUFMANN? e¢f al. sehen eine geringe
Losung von Proteinen nach Carnoy-Fixation. Bei der
Fixation mit Formalin und Carnoyscher Fliissigkeit hat
man demnach mit einem geringen Proteinverlust des
Gewebes zu rechnen. Man muss aber hierbei in Rech-
nung setzen, dass diese geringen Proteinmengen auch
aus dem Blutplasma oder den Erythrozyten stammen
konnen.
Weitere Untersuchungen an gefriergetrocknetem Ma-
terial sind im Gange.
W. SANDRITTER und J. HARTLEIB

Senckenbergisches Pathologisches Institut der Universi-
tit Frankfuvt am Main, den 14. April 1955.

Summary

Quantitative chemical determination of nucleic acid
shows that no loss of nucleic acid occurs on fixation with
formalin and CarNoY’s solution (24 or 2 h at room
temperature) and after dehydration and embedding of the
tissues. Small amounts of protein were shown in the fix-
ative solution.

1 G. MOBERGER, Acta Radiol. Suppl. Stockholm 1954, 112.
2 B, P. KAUFMANN, M. R. McDonaup, H. Gay, K. WiLson, R.
WyMaN und N. OKUDA, Carnegie Year Book 47, 144 (1948).

Uber
6-(4'-Pyridyl)-3-mercapto-1,2,4-triazin-5-on

In einer fritheren Mitteilung wurde iiber die Eigen-
schaften einer Reihe von substituierten Mercapto-tria-
zinonen berichtetl. Bei der Weiterbearbeitung dieses
Gebietes zeigte sich, dass das dort beschriebene 6-(4’-Py-
ridyl)-3-mercapto-1, 2, 4-triazin-5-on nicht einheitlich
war, indem bei der Herstellung durch Zersetzung teil-
weise ein Nebenprodukt entsteht.

1 R. E. Hagexsach, E, Hoper und H, GysiN, Angew. Chemie 66,
359 (1954); vgl. Exper. 10, 62 (1954).



[15. VIII. 1955]

Wird das Oxim des 4-Pyridyl-glyoxylsiureesters mit
verdiinnter Mineralsiure in ‘Gegenwart von Thiosemi-
carbazid gespalten, so decarboxyliert die Séure teilweise,
und es entsteht neben dem Pyridyl-mercapto-triazinon
auch Isonicotinaldehyd-thiosemicarbazon, ein schon
bekanntes Tuberkulostatikum, das sich als Haupttrdger
der Wirksamkeit erwies!. Unter gleichen Versuchs-
bedingungen wird ein ungefihr konstantes Gemisch der
beiden Substanzen erhalten, aus dem sich mit schwachen
Basen das Mercapto-triazinon infolge der Schwerléslich-
keit seiner Salze nur schwierig abtrennen ldsst. Das
reine Pyridyl-mercapto-triazinon schmilzt, aus wissri-
gem Pyridin umkristallisiert, bei 308° unter Zersetzung
(Koflerblock).

Bei keinem der anderen von uns beschriebenen Mer-
capto-triazinone konnte eine derartige Decarboxylierung
beobachtet werden.

R. E. HacensacH und H, Gysix

Wissenschaftliche Labovalovien dev J. R. Geigy AG.,
Basel, den 37. Mai 1955.

Summary

In synthesizing 6-(4"-pyridyl)-3-mercapto-1, 2, 4-tria-
zin-5-one from the oxime of 4-pyridyl-glyoxylic acid,
isonicotinaldehyde-thiosemicarbazone is obtained through
decarboxilation as a by-product, which is mainly respon-
sible for the tuberculostatic properties.

1 Vgl. J. HirscH, Naturwissenschaften 41, 142 {1954),

Colorimetric and Spectrophotometric Titration
of 5-Hydroxyindoleacetic Acid

5-Hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) has been shown
to be a normal constituent of the urine of omnivorous
and carnivorous mammals and probably of other Verte-
bratest.

Although it cannot be excluded that 5-HIAA comes
from 5-hydroxytryptophan without passing through
5-hydroxytryptamine(5-HT)? it seems probable that
the main part of the urinary 5-HIAA derives from the
oxidative deamination of 5-HT.

The quantitative estimation of the urinary output of
5-HIAA has been suggested as the method of preference
for a comprehensive evaluation of the general metabolism
of 5-HT in the organism. Of course, we cannot expect
to get by this method any reliable information on the
turnover of 5-HT in the central nervous system, since
brain 5-HT makes up hardly 1% of the total 5-HT in
the mammalian organism?,

The two following procedures may be employed in the
quantitative titration of 5-HIAA in pure solutions or
in watery eluates of 5-HIAA spots from paper chromato-
grams.

1 V. ErspamERr, J. Physiol. 127, 118 (1955); Pharmacol. Rev. 6,
425 (1954). — E. Trrus and S. Upenrrienp, Federation Proc. 13,411
(1954).

2 S, UpenrrieNp, Personal communication to V., ERSPAMER
(1953).

3 V. ErspaMER, Medicina, Parma (in the Press). - P. CORREALE,
forthcoming publication,
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p-Dimethylaminobenzaldehyde veaction. To 2 volumes
of the liquid under investigation 1 volume of a freshly
prepared 2% solution of p-dimethylaminobenzaldehyde
in concentrated HCl is added. The tubes are then
placed in a water bath at 56-58° for 10-12 h.

The coloured solutions are read, within 3 h, in a
Beckman spectrophotometer at 600 mg. LAMBERT and
BEeER’s law is valid between 2 and 25 pug 5-HIAA per
milliliter liquid (Fig. 1).
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Ultraviolet absorption spectrum. Aqueous solutions of
5-HIAA, adjusted to pH 7, show in ultraviolet a maxi-
mum of absorption at 221 mu. LaMBERT and BEER’s
law is valid between 1 and 15 pg 5-HIAA per milliliter
{Fig. 2).
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Neither of the above methods can be applied directly
to biological liquids or crude extracts of biological ma-
terials, owing to the presence of disturbing substances,
On eluates of urine chromatograms we have succeeded
so far in obtaining satisfactory results only with the
first method, and only in the case of intense and pure
5-HIAA spots.

P. CORREALE

Pharmacological Institute, University of Bari, Italy,
April 25, 1955,



