266
PRO EXPERIMENTIS

Zur Methodik der Artefaktausschaltung bei An-
wendung von Diazoniumsalzen in der Histo-
chemie ( Phosphatasen, Esterasen usw.)

Die ausgedehnten Untersuchungen der letzten Jahre
liber die Verwendung von Diazoniumsalzen in der Histo-
chemiel-8 haben diesen Verbindungen ein weites Anwen-
dungsfeld erdffnet. Bereits um 1930 waren von CLARA zur
Darstellung chromaffiner Zellen? Diazoniumsalze heran-
gezogen worden. Spiter fiihrte GoMori1%:1! diese Verbin-
dungen in die Histochemie ein.

Die Bestdndigkeit der verschiedenen Diazoniumsalze
(z. B. Echtblausalz BB, Echtschwarz B, Echtblan R,
Echtrot ITR usw.) ist in wissriger Losung je nach pH
sehr unterschiedlich, was besonders in der Histochemie zu
verschiedenen Artefakten fithren kann.

Jede histochemische Reaktion arbeitet nun mit einem
grossen Uberschuss an Substrat und einem Uberschuss an
Verbindungen, die durch Kupplungsreaktion, Reduktion
oder Oxydation Farbstoff bilden. Eine dieser letzten
Komponenten ist im vorliegenden Fall das Diazonium-
salz, welches auch zum Teil chne Kupplung vom Gewebe
adsorptiv gebunden wird. Dadurch kommt es aber hiufig
nach dem Eindecken des Priparates unter Bildung gas-
formigen Stickstoffes zur Zersetzung dieses adsorbierten
Diazoniumsalzes:

oG8,
O
/—CO-NH—- /— - >
H,C,0
OC,H

-
= (ol _roment e
H,C,0

Der Lichteinfluss scheint dabei von einer gewissen Be-
deutung zu sein; es zeigte sich ndmlich, dass die Gas-
bildung in lichtschwachen Monaten viel geringer ist als in
lichtstarken.

Diese N,-Bildung kann besonders beim Arbeiten mit
nativen Kryostatschnitten so ausgeprigt sein, dass eine
Beurteilbarkeit des Schnittes unméglich wird und der
Schnitt innerhalb kiirzester 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
Stdrungen wurden von verschiedenen Seiten rasch hir-
tende Eindeckungsmittel vorgeschlagen. BURSTONE!?
empfahl das Eindecken mit 20%,igem Polyvinylacetat in
80%igem Alkohol, was sich bei uns wegen der partiellen
Loslichkeit der Farbstoffe, in Ubereinstimmung mit
GOssNERY, nicht bewihrte.

Zur Ausschaltung der N,-bedingten Artefakte gingen
wir zundchst von der Vorstellung aus, dass das adsorptiv
gebundene, von der jeweiligen Reaktion nicht erfasste
Diazoniumsalz durch Kupplung mit Sulfanilsiure zu sta-
bilisieren sein diirfte. Wir hofften damit, einen Zerfall der
Diazogruppe zu verhindern und das stérende Diazonium-
salz vielleicht auch besser auswaschen zu kénnen. Dabei
gingen wir so vor, dass wir nach der Inkubation mit
Wasser spiilten, in 19;iger Sulfanilsiure gelost in 10%iger
Essigsdure kurz nachinkubierten und dann nach noch-
maliger intensiver Spiilung mit Leitungswasser wie tiblich
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in Glyceringelatine eindeckten. Es zeigte sich, dass die
Nachinkubationszeit von der Art des gewidhlten Diazo-
niumsalzes, von der Inkubationsdauer sowie von der
Schnittdicke abhingig ist. Es diirfte zweckmissig sein,
fiir die jeweiligen Bedingungen eine spezielle Nachinku-
bationszeit zu erproben (ca. 2~10 min).

Die Stabilisierung der Diazoniumsalze diirfte durch
Bildung einer Diazoaminoverbindung zustande kommen:
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Die Beobachtung, dass es auch bei Gegenfirbung mit
Himalaun nach MavER zu keiner Bildung von Gas-
blasen nach den Eindecken der mit Diazoniumsalz be-
handelten Schnitte kam, liess uns in einer zweiten Ver-
suchsreihe die Bildung von Metallsalzbindungen mit Di-
azoniumsalzen untersuchen: Zunichst priiften wir auf
Grund unserer Erfahrungen mit Himalaun die Wirkung
von Kalialaun auf die N,-Freisetzung. Es zeigte sich, dass
auch mit [KA{SQ,), - 12 H,0] die Gasbildung ohne Ver-
dnderung des histochemischen Reaktionsergebnisses zu
unterbinden ist.

Der Mechanismus der Hemmung einer nachtriglichen
N,-Freisetzung an Schnitten diirfte dem Aluminiumion
des Kalialauns zukommen. Aluminium vermag bekannt-
lich — in gewisser Weise auch Cr+++, Sp*+, Cot+ — mit ver-
schiedenen organischen Verbindungen der Hydroxy-
anthrachinonreihe Farblacke und mit einigen Azofarb-
stoffen Komplexe oder Adsorptionsverbindungen zu
bilden. Dadurch kénnen letztere in ibren physikalischen
Eigenschaften wie Loslichkeit und Adsorption entschei-
dend verdndert werden. Aus der Praparationstechnik von
Diazosalzen ist schliesslich bekannt, dass diese mit Metall-
salzen Doppelsalze bilden. Die Metallsalze fungieren bei
der trockenen Diazoniumverbindung als Stabilisator und
verhindern damit einen explosionsartigen Zerfall der Di-
azogruppe.

In der Tat gelingt es mit einer 0,5molaren salzsauren
Ldsung von AlCl, bzw. ZnCl, durch kurzfristige Nachinku-
bation (2-3 min), die Zersetzung von adsorbiertem Diazo-
niumsalz zu unterbinden. Hierbei erwies sich A1Cl; graduell
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als das wirksamere Nachinkubationsmittel. Die Stabili-
(+)
sierung der [—NEN}-Gmppe beruht aufeiner Salzbildung:

[(%-) } + [(H ]+
R|-N=N] - AlCl;~ bzw. R|-N=N] - ¥/, ZnCl,~.

Die Anwendung der von uns vorgeschlagenen Methodik
hat sich auch am himatologischen Ausstrich und am
Tupipriparat, wo nach der Eindeckung mit Glycerin-
gelatine die Blasenbildung {N,) die Beurteilung des ge-
samten Ausstrichs unméglich machen kann, ausgezeichnet
bewdhrt.

Fasst man zusammen, so ergibt sich folgendes Bild: Die
Nachinkubation von histochemisch entwickelten Diazo-
niumsalz-Farbreaktionen mit 1%, iger essigsaurer Sulfanil-
saurelosung, 5-10%igem Kalialaun, 0,5molarer salzsaurer
AICl,- oder ZnCl,-Losung vermag in einem histologischen
oder himatologischen Ausstrich den Artefakt einer N,-
Bildung durch Zersetzung von Diazoninmsalz nach dem
Eindecken zu verhindern. Die Zeitspanne der Nachinku-

Examination of Cannabis Resin
by Means of Ferric Chloride Test

Several methods for the characterization of cannabis
resin worked out in this Institute have been described in
previous papers!-S, The present communication deals
with the possibilities for characterising the resin by means
of a reaction with FeCl,,.

The technique applied was based on a modified FeCly
reaction on cannabis originally described by Furron®,
To 10 ml of a 0.059, solution of the resin (i.e. of a dry
petrol ether extract of cannabis) in absolute methanol,
0.1 ml of a freshly prepared 19, FeCl, solution in absolute
methanol is added and the colour developed (A) is re-
corded. Thereafter, the liquid is divided into two equal
parts. To the first part, 1 ml of water is added and the
colour (B) observed. To the second part, 1 ml of a 1%
ammonium acetate solution in absolute methanol is added
at once, quickly mixed up and the colour (C) observed
immediately. Corresponding numerical values for the
three colours developed are recorded according to the
scheme attached. The total sum of the three values is
called "FeCl,; value’.

Altogether 96 samples of cannabis originating from 17
countries have been examined by means of the above test.
FeCl, values in various samples have ranged from 0 to 9.
The lowest values (0 to 2} have been found in samples
from tropical countries which have been classified in
previous work®-? as belonging to the ‘ripe’ and ‘overripe’
type. In addition, decomposed, altered and old samples
from other regions also exhibited a low FeCly value. The
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bation sollte je nach Material und Diazoniumsalz empi-
risch ermittelt werden.

Summary. A post-incubation with 19 sulfanilic acid
solution in 109, CH,;COOH {(approx. 2-10 min) or 5-10%
potash alum or 0.5 mol AICl, in 0,1 HCl—after the histo-
chemical reaction with diazonium salt—prevents N,
formation. This gas originates from decomposition of
tissue adsorbed diazonium salt which occurs after mount-
ing in glycerin jelly. The inhibition of diazo-group dis-
integration depends, in the case of sulfanilic acid, on the
formation of a diazoamino compound or double salt
production with aluminium ions in the case of AlCl,.
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highest values (6 to 9) were found in samples which have
been classified as ‘unripe’ by means of other methods?®-5,
Values from 3 to 6 were mostly obtained for the ‘inter-
mediate’ type of the resin. Detailed results will be tabu-
lated in a document of the United Nations ST/SOA/
SER.S series.

Among the constants of cannabis resin which have
been studied earlier®-5, both the ratio E;y/E;,,, as ob-
tained by the method of direct ultraviolet spectrophoto-
metry4, and the antibiotic potency expressed in penicillin
units equivalent to 60 mg of resin®, have been found to be
closely correlated with FeCl; value. As previously ex-
plained 8, both constants are connected with the content
of cannabidiolic acid in the resin examined.

From various cannabinolic compounds, only cannabi-
diolic acid exhibitéd a positive FeCl, test. This constituent
may be considered as being predominant in fresh can-
nabis and in samples exhibiting a high FeCl; value. The
constant is obviously decreased by the progress of gradual
conversion of cannabinols.

Consequently, in addition to previous methods for
characterizing cannabis resin, FeCl; test may be used as
a rough indication of cannabidiolic acid content as well as
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Scheme for numerical classification of colours obtained with FeCl, test

Colour A Colour B Colour C Value
Violet or blue Clearly violet, indigo or blue Purplish red 3
Clearly green or bluish green Weakly 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




