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66. Erich Ludolphy : Notiz uber .eine Tetrazoliumverbindung der Pyri- 
midinreihe 

[Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Univereitiit Heidelberg] 
(Eaegangen am 4. Januar 1951) 
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Ausgehend vom Phenylhydmzon des Uracil-4-aldehyds wird iiber 
entaprechende Formazan die Tetrazoliumverbindung dargestellt. 
der Einwirkung auf tierische Zellen zeigt dieae Verbindung keine 

Besonderheiten und Vorteile hinsichtlich spezifischer Anfiirbung, 
Farbtiefe und Eindringungsvermogen gegeniiber den bisher verwen- 
deten Verbindungen. 

Die von H. v. Pechmann  und P. Rungel )  schon 1894 dargestelltenTetra- 
zoliumsalze wurden von R. Kuhn2) als biologische Reduktioneindikatoren 
empfohlen und angewendet. Sie sind fiir den Xachweis von Reduktionsror- 
gangen und mit gewissen Einschrankungen von Reduktionsorten innerhalb 
einer Zelle sehr geeignet, da die farblosen, wasserloslichen Tetrazoliumverbin- 
dungen dsrch Reduktion in die tief gefiirbten, wasserunloslichen Formazane 
ii bergehen . 

An pflanzlichen Zellen hat sich das Triphenyltetrazoliumchlorid zur Anfiirbung be- 
wahrt3) und auch bei.Tumorzellen lassen sich gute Farbungen erzielen4). An Fibrobhaten 
in der Gewebekultur konnte H. L e t t r P )  aber erst mit hohen Dosen, die schon eine Zer- 
storung der Zellen bewirken, eine FiiAung enielen. Hingegen ergab eine vom a-Phenyl- 
zimteiiurenitril abgeleitete Tetrazoliumverbindung (H. LettrB5) und W. HaedeO)) schon 
mit nicht wachstumshemmenden Dosen eine Ffirbung innerhalb der Fibroblasten. Die 
Art der Substitution der Tetrazoliumverbindungen spielt demnach fiir dss Eindringungs- 
verm6gen in die Zellc eine Rolle, und es erscheint daher wichtig, VariFtionen in der Sub- 
stitution vorzunehmen, nicht nur im Hinblick auf eine Veriinderung der Farbnuancen 
und der Farbtiefe, sondern auch auf eine Veranderung des Eindringungsvermijgenr, in 
.verschiedenartige Zellen. Auf Anregung von Hrn. Prof. L e t t r e  habe ich daher 'cine 
Tetrazoliumverbindung dor Pyrimidinreihe dargestellt, von der man durch die Maglich- 
keit der Adagerung an Nucleinaiiuren vielleicht Besonderheiten erwarten konnte. 

Als Ausgangsmaterial wurde der van R. J o h n s o n  und A. Cretcher') drtr- 
geetellte Uracil-4-aldehyd ve&ndet, der als Acetal durch Kondeneation von 
Diiithoxyacetessigsiiureester mit Thioharnstoff und Ersatz des Schwefels 
durch Sauerstoff erhalten wird. Das ron J o h n s o n  und Cre tche r  aus dem 
freien Aldehyd dargestellte Phenylhydrazon (I) 1LBt sich in guter Ausbeute 
unmittelbar &us dem Acetal in saurer Losung erhalten. Die Kupplung des 
Phenylhydrazons mit Renzoldiazoniumchlorid gestaltete sich zuniichst durch 
seine Schwerloslichkeit schwierig ; in einem Gemisch von Ppidin und Natron- 
huge besitzt es hinreichende Uslichkeit, um die Umsetzung'durchfiihren *zu 
kannen. I n  alkalischer Losung wird das entstehende Formaqan (11) schon 

l) B. 87, 2920 [1894]. 
2, R,Kuhn  u. D. Jerche l ,  B. 74,949, [1941]; D. Je rche l ,  Fiat Review,Biochemie I, 

3) G. Lakon, Ber. dtach. botan. Ges. 60, 434 [1942]. 
') H. A. Kolscher ,  Ztacbr. f. Krebsfomch. 66, 687 [1950]; dort weitere Literatur.. 
6,  Ztachr. f. Krebsforech. 56, 302 [1948]. 
O) Dissertat. Gottingen 1948. 
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durch Luftsauerstoff entfarbt, so daB bei seiner narstellung unter Luftaus- 
schluB gearbeitet werden mu& Fur die Gewinnung der Tetrazoliumverbin- 
dung aus dern Formazan lieB sich die Dehydrierung rnit Luftsauerstoff aber 
nicht praparativ verwerten ; auch mit. Bleitetraacetat lieBen sich nur geringe 
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Mengen an kristallisierten Produkten erhalten. Durch Einwirkung von Iso- 
amylnitrit in Eisessig lieBen sich kristallisierte Produkte gewinnen, die durch 
Reduktion mit Ascorbinsaure in alkalischer Losung das Ausgangs-Formazan 
zuriicklieferten. Ihre Analyse spricht aber fur den Eintritt von Nitrosogruppen 
in das Molekul. Da die Dehydrierung mit Isoamylnitrit die besten Ausbeuten 
an kristallinen Produkten ergab, wurde versucht, hieraus die Tetrazolium- 
verbindung zu erhalten und unter der Annahme, dal3 Nitrosaminguppen vor- 
liegen, die Verbindung in siedender alkoholischer Losung rnit Clilorwasserstoff 
behendelt. Nech dieseni Verfnhren gelang es, die Tetrazoliumverbindung IT1 
in analysenreiner Form zu erhalten. 

Zellen des *use-Ascites-Tumom werden bei der Bebriitung bei 3 7 O  durch diese Ver- 
bindung gefarbt, wobei sich zuniichst wie mit Triphenyltetrazoliumchlorid rotgefarbte 
Plasmagranula zeigen. Die Fiirbung entsteht aber wesentlich langsamer als mit Triphenyl- 
tetrazoliumchlorid und nach dem Fiirbungsbeginn tritt schneller die Kristallisation des 
Formazans in der Zelle ein, wodurch eine Lokalisierung des Reduktionsortes emchwert iet. 
In  vitro gezuchtete Fibroblasten werden durch die Verbindung nicht gefiirbt. Sie zeigt 
also keine Vorteile oder Uesonderheiten als Redoxindikator. Die Entwicklung des Miiuse- 
Ascih-Tumors in dem von Lettr68) angegebenen Testverfahren wird durch eine tiig- 
liche Dosie von 100 y nicht gehewmt, ebenso nicht durch eine Doeis von 200 y. die aber 
schon toxische Wirkung auf die Miiuse zeigt. 

.Hm. Prof. Letfir6 danke ich fur die Anregung und Ermoglichung der Arbeit, Hm. Dr. 
H. A. Holscher fur seine Hilfe bei der biologischen Auswertung der Verbindung. 

Beschreibung der Versuehe 

Phenylhydrazon des  Uracil-4-aldehyde (I): 6 g d a  Acetals des  Uracil-4- 
a ldehyds  werden mit einem Gemisch von 25 ccm konz. Salzeiiure und 50 ccm Wasser 
1/2 SMe. d d e m  WeeSerbad erwiirmt. Die Lijeung von 2.8g Phenylhydraz in  in 40 ccm 
einer Mischung von Eisessig-WtLsser (1 : 10) wird unter schnellem Riihren binzugegeben. 

*) Ztachr. physiol. Chem. 268, 59 [1941]; Ergebn. d. Physiologie 46, 379 [1950]. 
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Nmh dem Abkiihlen wird das ~usgcschiedenc Phenylhydrazon abfiltriert und mit Waaser 
gewaschen; Ausb. 99:;, Schmp. 330° ( Z e n ,  Bed-Block). Das Phenylhydrazon ist schwer 
loslicb in walk. Katronlauge und in Pyridin, loslich in einer hhchung der beiden. 

N . K'- D i p  h e n y 1 - 3 - [ 2.6 - d i o  x y - p y r i  m i d y l  - (4) -1 - form az a n (11) : Die L&ung von 
1 g P h e n y l h y d r a z o n  des U r a c i l - 4 - a l d e h y d s  (I) in 100 ccm Pyridin, 300 ccm Waaser 
und 40 ccm 2)r NaOH wird auf 0-3O gekiihlt. Unter Durchleiten von Stickstoff und 
Riihren wird eine aus 0.4g Anilin hergestellte Benzoldiazoniumchlorid-li isung zuge- 
tropft. 2 Stdn. nach Heendigung der Zugabe wird zunlchst mit 2 n  HCI abgmturnpft und 
daa Formazan durch Zugabe von 110 ccm konz. Salzeiiure ausgefiillt. Daa in dunkelroten 
Nadcln krishllkierende Formazan wird durch Umkristallisieren aus Eiseesig gereinigt ; 
Ausb. 1.1 g (76% d.Th.) vom Schmp. 266O (Herl-Block). 

_ _ ~  

(,',,H,,N,O, (334.2) Ber. CB1.0 H 4.2 N 25.1 Gef. C60.7 H 4.4 N26.1 
Daa Formazan ist unloslich in Waseer, schwer loelieh in kaltem oder he ibm Aceton, 

Alkohol, &nzol, Chloroform und Ather; loslich in heilkem Ekssig, Pyridin, Nitrobenzol. 
Alkalische Lasungen des Formazaos werden durch Saueratoff entfiirbt ; die entfiirbten 
Usungen werden durch Aacorbinsiiure wieder karminrot. Dithionit bewirkt such Re- 
duktion. die aber weiter geht und von erneutcr Entfiirbung gefolgt &. 

R e a k t i o n s p r o d u k t  aus dem F o r m a z a n  u n d  I s o a m y l n i t r i t : . l  g dea voratehend 
beschriebenen F o r m a z a n s  wird in 100 ccm siedendem Eiseesig gelost und tropfenweiee 
mit 0.8 g Isoamylnitrit vereetzt, wobei die tiefrote Farbe einer blaugelben weicht. Beim 
Erkalten kristallisieren farblow Nedeln aus, die oft zu Hiischeln vereinigt sind. Dureh 
Zugabe yon 100 ccm abml: Ather wird die Abscheidung vervollstiindigt. Aueb. 1.335 g 
vom Schmp. 253O (Zen.), nach Hraunfiarbung ab 170O. Zur Analye wurde dae Produkt 
nochmals aus Ekeeig umkrietallisiert (getr. bei 100O/12 TOR). Die Analyae spricht fiir 
daa Vorliegen des Ace t a t a  einer Din i t r o s o  - t e  t r a z o  liu m -Verb  i n  dung. 

C18H1,N80, (450.2) 
Fur das Acetat der erwarteten Tetrazoliurnverbindurrg C,,H,,N,O, (392.2) wiirde sich 

C 58.1 H 4.1 N 21.4 bemchnen. 
Dee Reaktionsprodukt ist gut liislich in Waaaer, Alkohol und Natronlauge. Durch 

Fkwirkung von Ascorbineiiure in alkal. Lb~ung wurde daa Forrnazan vom Schmp. 266O 
zuriickerhalten. decuren Misch-Schmelzpunkt mit dem Ausgangs-Formazan keine Emiedri- 
gung zeigte. 

2.3-Diphenyl-5-[2.6-dioxy-pyrimidyl-(4)]-tetrazoliumchlorid (111): 1 gdes 
vorstehend beschriebenen Produktes ,wurde in 20 ccm absol. Alkohol gel8et. Durch die 
siedende Liisung wurde 15 Min. ein kriiftiger Strom von Chlorwasseratoff geleitet. Beim, 
Einengen der restlichen Liisung i. Vak. kristalbierten farblow Stibchen BUS, die nach 
dem Umkristallisieren aus Athano1 den Schmp. 224O (Zera.) zeigten; Ausb. 0.2g. Die 
Subatanz ist hygroskopisch und wurde nach dem Trocknen bei,,10O0/12 Tom analysiert. 

Ber. C50.6 H 3.1 N 24.9 Gef. C 50.3 H 3.7 N23.4 

C,,H,,N,O,CI (368.6) Ber. (355.3 H 3.6 N 22.8 Gef. C65.1 H 3.8 N22.6 




