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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). 
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V, rird das Oxim des 4-Pyridyl-glyoxyls~ureesters mit  
verdtinnter  Minerals/iure in "Gegenwart yon Thiosemi- 
carbazid gespalten, so decarboxyliert  die SRure teilweise, 
u n d e s  ents teht  neben dem Pyridyl-mercapto- t r iazinon 
such Isonicotinaldehyd-thiosemicarbazon,  ein schon 
bekanntes Tuberkulosta t ikum, das sich als Haupt t r i iger  
der Wirksamkei t  erwies 1. Unter  gleichen Versuchs- 
bedingungen wird ein ungef/ihr konstantes Gemisch der 
beiden Substanzen erhalten, aus dem sich mi t  schwachen 
Basen das Mercapto-tr iazinon infolge der SchwerlSstich- 
keit  seiner Salze nur schwierig abtrennen l~tsst. Das 
reine Pyr idyl-mercapto- t r iazinon schmilzt,  aus w/issri- 
gem Pyridin umkristallisiert ,  bei 308 ° unter  Zersetzung 
(Koflerblock). 

Bei keinem der anderen yon uns beschriebenen Mer- 
capto-tr iazinone konnte  eine derartige Decarboxylierung 
beobachte t  werden. 

R.  E .  HAGENBACH und H. GYSIN 

Wissenscha[tliche Laboratorien der J. 17. Geigy AG., 
Basel, den 31. 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 
decarboxilat ion as a by-product,  which is mainly respon- 
sible for the tuberculostat ie  properties.  

1 Vgl. J. HIRSCn, Naturwissenschaften 41, 142 (1954). 

p-Dimethylaminobenzaldehyde reaction. To 2 volumes 
of the liquid under invest igat ion 1 volume of a freshly 
prepared 2 % solution of p-d imethylaminobenzaldehyde 
in concentrated HCI 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 m#. LAMBERT and 
BEER'S law is valid between 2 and 25 /~g 5 -HIAA per 
milliliter liquid (Fig. 1). 
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Fig. 1. 

Ultraviolet absorption spectrum. Aqueous solutions of 
5-HIAA, adjusted to p H  7, show in ul t raviolet  a maxi-  
mum of absorption a t  221 m/,. LAI~IBlgRT ~ n d  BEER'S 
law is valid between 1 and 15 #g 5 -HIAA per millil i ter 
(Fig. 2). 

C o l o r i m e t r i c  and S p e c t r o p h o t o m e t r i c  T i t r a t i o n  
of 5 - H y d r o x y i n d o l e a c e t i c  Ac id  

e 
2.0 

f . 6  

5-Hydroxyindoleacet ic  acid (5-HIAA) has been shown 
to be a normal const i tuent  of the urine of omnivorous 
and carnivorous mammals  and probably of other  Verte= 
brates 1. t .2 

Although it cannot be excluded tha t  5 -HIAA comes 
from 5-hydroxyt ryptophan without  passing through 
5-hydroxytryptamine(5-HT) ~, i t  seems probable tha t  
the main par t  of the ur inary  5 -HIAA derives from the 0.8 
oxidat ive  deaminat ion of 5-HT. 

The quant i ta t ive  est imation of the urinary ou tpu t  of 
5 -HIAA has been suggested as the method  of preference 0.~ 
for a comprehensive evaluat ion 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 
tu rnover  oi 5-HT in the central  nervous system, since 0 
brain 5-HT makes up hardly  1% of the total  5-HT in 
the mammal ian  organism 3. 

The two following procedures may be employed in the 
quan t i t a t ive  t i t ra t ion  of 5-HIAA in pure solutions or 
in watery  eluates of 5-HIAA spots from paper chromato-  
grams. 

I V..b2,RSPAMER, J. Physiol. 127, 118 (1955); Pharmacol. Rev. 6, 
425 (1954). - E. TiTus and S. UDENVRm.~D, Federation Proc. 13, 411 
(1954). 

2 S. UD~FRIEND, Personal communication to V. ERSPAMER 
(1955). 

a V. ERSPAMER, Medicina, Parma {in the Press}. - P. CORR~ALE, 
forthcoming publication. 

X = ~2z my 
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Fig. 2. 

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 o] Bari, Italy, 
April 25, 1955. 


