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PRO E X P E R I M E N T I S  

Z u r  M e t h o d i k  d e r  A r t e f a k t a u s s c h a l t u n g  b e i  A n -  

w e n d u n g  y o n  D i a z o n l u m s a l z e n  in  d e r  H i s t o -  

c h e m i e  ( P h o s p h a t a s e n ,  E s t e r a s e n  u s w . )  

Die ausgedehnten Untersuchungen der letzten Jahre 
fiber die Verwendung yon Diazoniumsalzen in der Histo- 
chemie 1-s haben diesen Verbindungen ein weites Anwen- 
dungsfeld erSffnet. Bereits um 1930 waren yon CLARA zur 
Darstellung chromaffiner Zellen~ Diazoniumsalze heran- 
gezogen worden. SpAter fiihrte GOMORI t0,n diese VerbiI1- 
dungen in die Histochemie ein. 

Die Besti~ndigkeit der verschiedenen Diazoniumsalze 
(z. B. Echtblausalz BB, Echtschwarz B, Echtblau R, 
Echt ro t  I T R  usw.) ist in wiissriger LOsung je nach pH 
sehr unterschiedlich, was besonders in der Histochemie zu 
verschiedenen Artefakten ffihren kann. 

Jede histochemische Reaktion arbeitet nun mit  einem 
grossen ~berschuss an Substrat  und einem ~3berschuss an 
Verbindungen, die dutch Kupplungsreaktion, Reduktion 
oder Oxydation Farbstoff bilden. Eine dieser letzten 
Komponenten ist im vorliegenden Fall das Diazonium- 
salz, welches auch zum Teil ohne Kupplung yore Gewebe 
adsorptiv gebunden wird. Dadurch kommt es aber h~ufig 
nach dem Eindecken des Pr~parates unter Bildung gas- 
fSrmigen Stickstoffes zur Zersetzung dieses adsorbierten 
Diazoniums~lzes: 
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Der Lichteinfluss scheint dabei von einer gewissen Be- 
deutung zu sein; es zeigte sich nXmlich, dass die Gas- 
bildung in lichtschwachen Monaten viel geringer ist als ill 
lichtstarken. 

Diese N~-Bildung kann besonders beim Arbeiten mit  
nat iven Kryostatschnit ten so ausgepr~gt sein, dass eine 
Beurteilbarkeit  des Schnittes unm6glich wird und der 
Schnitt  innerhalb ktirzester Zeit verdirbt.  

Diese Artefakte treten innerhalb der ersten Stunde 
nach dem Eindecken auf und kommen im allgemeinen 
nach max. 12-24 h zum Abschluss. Zur Vermeidung jener 
St6rungen wurden yon verschiedenen Seiten rasch hAr- 
tende Eindeckungsmittel  vorgeschlagen. BURSTONE 12 
emlofahl das Eindecken mit  20~oigem Polyvinylacetat  in 
80%igem Alkohol, was sich bei uns wegen der partiellen 
LSslichkeit der Farbstoffe, in fJbereinstimmung mit  
GGSSNER*, nicht bew~hrte. 

Zur Ausschaltung der N2-bedingten Artefakte gingen 
wir zunXchst yon der Vorstellung aus, dass das adsorpfiv 
gebundene, yon der jeweiligen Reaktion nicht erfasste 
Diazoniumsalz dutch Kupplung mit  Sulfanils~ure zu sta- 
bilisieren sein dtirfte. Wi t  hofften damit,  einen Zerfall der 
Diazogruppe zu verhindern und das stSrende Diazonium- 
salz vielleieht aueh besser ausw~schen zu k6nnen. Dabei 
gingen wit so vor, dass wir nach der Inkubat ion mit  
Wasser spfilten, in l%iger  Sulfanils~kure gelSst in 10%iger 
]Essigs~ure kurz nachinkubierten und dann nach noch- 
maliger intensiver Spfilung mit  Leitungswasser wie fiblich 

in Glyceringelatine eindeckten. Es zeigte sich, dass die 
Nachinkubationszeit  yon der Art  des gew~hlten Diazo- 
niumsalzes, v o n d e r  Inkubationsdauer sowie yon der 
Sehnittdicke abh~ngig ist. Es diirfte zweekmiissig sein, 
fiir die jeweiligen Bedingungen eine spezielle Nachinku- 
bationszeit zu erproben (ca. 2-10 min). 

Die Stabilisierung der Diazoniumsalze dtirfte dureh 
Bildung einer Diazoaminoverbindung zustande kommen:  

I 1 , - - - ,  - - - - - ~  {+ ) 

H~C20 

OC~H5 

. /  
HsC20 

]Die Beobachtung, dass es auch bei Gegenf~irbung mit  
H~malaun nach MAYER ZU keiner Bildung yon Gas- 
blasen nach den Eindecken der mit  Diazoniumsalz be- 
handelten Schnitte !<am, liess uns in einer zweiten Ver- 
suchsreihe die Bildung yon Metallsalzbindungen mit  Di- 
azoniumsalzen untersuchen: Zungchst prfiften wir auf 
Grund unserer Erfahrungen mit  H~malaun die Wirkung 
yon Kalialaun auf die N2-Freisetzung. Es zeigte sich, dass 
auch mit  ~KAI(SO,)~ • 12 H20 ] die Gasbildung ohne Ver- 
itnderung des histochemisehen Reaktionsergebnisses zu 
unterbinden ist. 

Der Mechanismus der Hemmung einer nachtr~glichen 
N2-Freisetzung an Sehnitten diirfte dem Aluminiumion 
des Kalialauns zukommen. Aluminium vermag bekannt- 
lich - in gewisser Weise auch Cr +++, Sn ++, Co++ - mi t  ver- 
sehiedenen organisehen Verbindungen der Hydroxy-  
anthrachinonreihe Farblacke und mit  einigen Azofarb- 
stoffen Komplexe oder Adsorptionsverbindungen zu 
bilden. Dadurch k6nnen letztere in ihren physikalischen 
Eigenschaften wie L6sliehkeit und Adsorption entschei- 
dend ver~ndert werden. Aus der Pr~parationstechnik von 
Diazosalzen ist schliesslich bekannt, dass diese mi t  Metall- 
salzen Doppelsalze bilden. Die Metallsalze fungieren bei 
der trockenen Diuzoniumverbindung als Stabilisator und 
verhindern damit  einen explosionsartigen Zerfall der Di- 
azogruppe. 

In der Tat  gelingt es mit  einer 0,5molaren salzsauren 
LSsung yon A1C13 bzw. ZnC12 durch kurzfristige Nachinku= 
bation (2-3 rain), die Zersetzung yon adsorbiertem I)iazo- 
niumsalz zu unterbinden. Hierbei erwies sich A1C13 graduell 
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als das  wi rksamere  Nach inkuba t ionsmi t t e l .  Die Stabi l i -  

[(+.) 1 
sierung der  L - N ~ N J - G r u p p e  be ruh t  auf  einer  Salzbi ldung:  

[ ,; ,  ]÷: l+ 
R N • :A1C1 a-  bzw. RL-N~-N j • x]2 ZnC14-. 

Die  Anwendung  der  yon  uns vorgeschtagenen Methodik  
h a t  sich auch  a m  hgmato logisehen  Auss t r ich  und am 
TupfprXparat ,  wo nach  der  E indeckung  m i t  Glycerin-  
gelat ine die Blasenbi ldung (N2) die Beur te i lung  des ge- 
samten  Ausstr ichs unm/Sglich machen  kann,  ausgezeichnet  
bewghrt .  

Fass t  m a n  zusammen,  so ergib t  sich folgendes Bild : Die 
Nach inkuba t ion  yon  h is tochemisch  en twicke l ten  Diazo-  
n iumsa lz -Farb reak t ionen  m i t  1%iger  essigsaurer Sulfanil-  
sliurel/Ssung, 5-10 % igem Kal ia laun ,  0, 5 molarer  salzsaurer  
A1CI~- ode~ ZnC1,-L6sung v e r m a g  in e inem histologischen 
oder  h~imatologischen Auss t r ich  den Ar t e f ak t  einer  N~- 
I3ildung durch  Zersetzung von  Diazoniumsalz  nach  dem 
E indecken  zu verh indern .  Die Zei tspanne der Nach inku-  

bat ion  sollte je nach  Mater ia l  und Diazoniumsa lz  empi-  
risch e rmi t t e l t  werden.  

Summary. A pos t - incuba t ion  wi th  1% sulfanil ic  acid  
solut ion in 10% CH3COOH (approx.  2-10 rain) or  5 -10% 
potash  a lum or 0.5 tool A1CI 3 in 0,1 n H C l - - a f t e r  t he  his to-  
chemical  reac t ion  wi th  d iazon ium s a l t - - p r e v e n t s  N 2 
formation,  This  gas or iginates  f rom decompos i t ion  of 
tissue adsorbed d iazon ium sal t  which occurs  a f t e r  m o u n t -  
ing in glycerin jelly. The  inhib i t ion  of d iazo-group dis- 
in tegra t ion  depends,  in t he  case of sulfanilic acid, on  the  
format ion of a d iazoamino c o m p o u n d  or double  sal t  
product ion with  a lumin ium ions in the  case of A1C13. 

W. MEIER-RUGE und ELISABETH MEIER 

A bteilung [iir experimentelle Pathologie and Histochemie der 
Sandoz AG, Basel (Schweiz), 1. Miirz 1963. 

Examinat ion  of Cannabis Resin 
by Means of Ferric Chloride Test 

Severa l  me thods  for the  charac te r iza t ion  of cannabis  
resin worked  ou t  in this  In s t i t u t e  have  been described in 
previous  papers  1-5. The  p resen t  communica t ion  deals 
wi th  the  possibili t ies for character is ing the  resin by  means  
of a reac t ion  wi th  FeC13. 

The  t echn ique  appl ied was based on a modif ied FeCI a 
reac t ion  on cannabis  or iginal ly  descr ibed by  FULTON ~. 
To 10 ml  of  a 0.05% solut ion of the  resin (i.e. of a d ry  
pet ro l  e the r  ex t r ac t  of cannabis)  in absolu te  methanol ,  
0.1 ml  of a freshly prepared  1% FeC1 a solut ion in absolute  
me thano l  is added  and  the  eolour  deve loped  (A) is re- 
corded.  Thereaf ter ,  the  l iquid is d iv ided  into  two equa l  
parts .  To  the  first  par t ,  1 ml  of wa t e r  is added  and  the  
colour  (B) observed.  To  the  second par t ,  1 ml  of a 1% 
a m m o n i u m  ace ta te  solut ion in absolute  m e t h a n o l  is added  
a t  once,  qu ick ly  mixed  up and  the  colour  (C) observed  
immedia te ly .  Corresponding numer ica l  va lues  for  t he  
three  colours deve loped  are  recorded according  to the  
scheme a t t ached .  The  t o t a l  s u m  of t he  three  va lues  is 
called 'FeC13 va lue ' .  

A l toge the r  96 samples  of cannabis  or ig ina t ing  f rom 17 
countr ies  have  been examined  by  means  of t he  above  test .  
FeC13 va lues  in  va r ious  samples  h a v e  ranged  f rom 0 to  9. 
The  lowest  vaIues  (0 to  2) h a v e  been  found in samples 
f rom t ropica l  countr ies  which  h a v e  been classified in 
prev ious  work  1-5 as belonging to  t he  ' r ipe '  and  'over r ipe '  
type .  I n  addi t ion,  decomposed,  a l te red  and old samples 
f rom o the r  regions also exhib i ted  a low FeC13 value.  The  

highest  values (6 to 9) were found in samples  which  h a v e  
been classified as 'unr ipe '  by  means  of o the r  me thods  x-~. 
Values from 3 to 6 were mos t ly  ob ta ined  for the  ' in ter -  
media te '  type  of the resin. Deta i led  resul ts  will be t abu -  
lated in a document  of the  Un i t ed  Nat ions  S T / S O A /  
SER.  S series. 

Among  the  constants  of cannabis  resin which  h a v e  
been studied earlier 8-~, bo th  the  rat io  E3o0/Eaxo, as ob- 
ta ined  by  the method  of direct  u l t rav io le t  spec t rophoto-  
me t ry  ~, and the ant ibiot ic  po tency  expressed in penici l l in 
units equiva len t  to 60 mg of resin 5, have  been found to be 
closely correlated wi th  FeCls value.  As prev ious ly  ex-  
plained 4,~, both  constants  are connected  wi th  t he  con t en t  
of cannabidiol ic  acid in the resin examined .  

F r o m  various cannabinol ic  compounds ,  on ly  eannabi -  
diolic acid exhibi tdd a posi t ive FeC13 test .  Th is  cons t i t uen t  
m a y  be considered as being p r e d o m i n a n t  in fresh can-  
nabis  and in samples exhib i t ing  a h igh  FeCI 3 value.  T h e  
cons tan t  is obviously  decreased by  the  progress  of g radua l  
conversion of cannabinols.  

Consequently,  in add i t ion  to  p rev ious  me thods  for  
character iz ing cannabis  resin, FeCI 3 tes t  m a y  be  used as  
a rough indicat ion of cannabidiol ic  acid  con ten t  as wel l  as  
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Scheme for numerical classification of colours obtained with FeCI~ test 

Colour A Colour B Colour C Value 

Violet or blue Clearly violet, indigo or blue Purplish red 3 

Clearly green or bluish green ~Veakly blue or weakly indigo Transient red 2 

Greyish green Greyish indigo Transient brownish red 1 

Yellowish green Yellow or brown to green Immediately brown or yellow 0 


