Virchows Archiv, Bd. 330, S. 337346 (1957)

Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Bonn
(Direktor: Prof. Dr. H. HAMPERL)

Uber die Darstellung saurer Mucopolysaccharide
mit dem Kupferphthalocyaninfarbstoftf Astrablau¥, **

Von
‘WINFRIED Procu

Mit 1 Textabbildung
( Eingegangen am 29. Januar 1957 )

Fiir die histochemische Abgrenzung saurer Mucopolysaccharide von
anderen Polysacchariden steht eine Reihe von bewdhrten Methoden zur
Verfiigung, wie z. B. die Priifung der Basophilie und Metachromasie,
sowie die enzymatischen Hydrolysen mit Hyaluronidasen?* ®. Diese
Verfahren sind recht leistungsfihig; ihr Wert wird jedoch durch die
zeitraubende und umsténdliche technische Durchfiihrung oder durch
die begrenzte Haltbarkeit der Schnitte eingeschrinkdt.

Einen wesentlichen Fortschritt des histochemischen Nachweises saurer
Mucopolysaccharide stellt die unlingst von STEEDMAN!?® eingefiihrte
Farbung mit dem basischen Kupferphthalocyaninfarbstoff Alcianblau
dar. Dieses Féarbeverfahren ist technisch einfach durchfiihrbar und bei
strenger Einhaltung der Farbstoffkonzentration und der Farbezeit fiir
saure Mucopolysaccharide weitgehend spezifisch. Schon bei einem
kurzen Uberschreiten der Firbedauer kommt es jedoch zu einer unspeziti-
schen Uberfirbung des Gewebes. AuBerdem ist die im histologischen
Schnitt erzielte Farbintensitdt nicht sehr stark.

Im Folgenden soll iiber einen neuen Kupferphthalocyaninfarbstoff,
das ,,Astrablau® (Bayer-Leverkusen), berichtet werden, der wegen seiner
ausgesprochen hohen Basizitdt fir die Darstellung saurer Strukturen
besonders gut geeignet ist.

Material und Methoden

Bei der Ausarbeitung einer histologischen Technik fiir die Farbung mit Astra-
blau verwendeten wir hauptséchlich Organe, die aus dem Sektions- und Ein-
sendungsmaterial des. Institutes stammten und in tblicher Weise in Paraffin
eingebettet oder als Gefrierschnitte behandelt wurden.

* Arbeit auf Veranlassung und unter Leitung von Priv.-Doz. Dr. P. GEDIGK.
Auszugsweise vorgetragen auf der Tagung der Arbeitsgemeinschaft Rhein.-Westf.
Pathologen am 2. 6. 56 in Dortmund.

** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung
dieser Arbeit.



338 WiINFRIED PIOCH:

Zunichst wurden verschiedene Fixierungsmittel auf ihre Eignung fiur das
Farbeverfahren untersucht. Weiterhin priiften wir den Einflul des Lésungsmittels,
der Farbstoffkonzentration und der Farbezeit auf das Farbeergebnis. Dabei hat sich
folgendes ergeben:

Der EinfluB der Fixierung auf die Farbung ist gering. Es sind alle iiblichen
Fixierungsfliissigkeiten brauchbar: 10 %iges Formalin, 10%iges neutrales Formalin
(10 ml 40 %iges Formalin, 10 ml 10 %iges Cadmiumchlorid, 10 mi 10%iges Calcium-
chlorid, dest. Wasser ad 100 ml), 96 %iger Alkohol, Formol-Alkohol nach SCHAFFER,
Bourns und ZENKERs Gemisch und das Susa-Gemisch nach HemrxmamN., Die
besten Resultate erhielten wir nach Fixierung in neutralem Formalin, Formalin-
Alkohol und Bouinschem Gemisch.

Eine linger dauwernde Fixierung in nicht neutralisiertem Formalin hat den
Nachteil, daB auch elastische und reticulire Fasern angefirbt werden konnen,
die normalerweise keine Affinitat fiir Astrablau besitzen. Durch die Fixierung
in ZeNKERs Gemisch wird die sonst sehr deutliche Anférbung der Mastzellen
unterdriicks.

Der basische Farbstoff Astrablau wurde fir die histologischen Farbungen in
verschiedenen Konzentrationen von Hssigsiure, Weinsdure, Salzsiure, Schwefel-
stiure, angesiuertem Athanol, Natrium-Acetatpuffer (WALPOLE), Zitrat- Phosphat-
puffer (Mc ILvaIN) gelost. Als besonders geeignet erwiesen sich eine Lésung von
0,6—1% Astrablau in 2—3 %iger wipriger Weinsdurelosung (pg 2) oder eine 1 %ige
Astrablaulosung in 1%iger Essigsiure {(pg3). Die mit diesen Astrablaulosungen
erzielten Firbeergebnisse sind in der Tabelle 1 aufgefithrt.

Wie zu erwarten, beeinfluBit auch die Wasserstoffionenkonzeniration die An-
farbung der verschiedenen Gewebselemente. So zeigte es sich, daf saure Muco-
polysaccharide mit Farblosungen von pg 2 bis pg 3 am besten dargestellt werden.
Die Verschiebung des py der Farblosung zum Neutralen hin fithrte — bei py 3.6
beginnend — zu vermehrter Anfarbung von Bindegewebsfasern und Cytoplasma-
strukturen. Dagegen lassen Farbstofflosungen von pg 1 und darunter, wie unsere
Versuche mit einer Astrablaulosung von py 0,65 gezeigt haben, saure Mucopoly-
saccharide zum Teil ungefarbt.

Die giinstigste Fdrbezeit betrigt 5—10 min. Zu diesem Zeitpunkt ist die
starkste Farbintensitit fast erreicht. Eine verlangerte Fiarbedauer (bis 12 Std)
fithrt im Unterschied zur Alcianblau-Methode zu keiner (oder hochstens zu einer
unwesentlichen) Uberfarbung des Gewebes.

Die Astrablaufirbung erwies sich als sehr resistent gegen Wasser, Alkohol und
verdiinnte Siuren, weniger gegen Alkali. Die Nachbehandlung mit 5 %iger waBriger
Ammoniummolybdatlésung (oder 5%iger Phosphormolybdénséure) vertieft den
Farbton und verhindert eine eventuelle Farbeinbulle bei der Weiterbehandlung
der Schnitte.

Auf Grund dieser Untersuchungsergebnisse empfehlen wir folgende Féarbe-
technik:

Losungen: a) 0,5% Astrablau in 2—3%iger Weinsdure (pg2) oder b) 1%
Astrablau in 1%iger Essigséure (pg 3).

Astrablau 16st sich in wéBrigen Losungen sehr leicht. Es empfiehlt sich, den
Farbstoff zum Loésungsmittel hinzuzusetzen. Geringe Erwirmung bis 40° C be-
schleunigt den Loésungsvorgang ohne Beeintrachtigung der férberischen Higen-
schaften.

Firbung I. 1. Schnitte entparaffinieren und in Wasser bringen,
2. 5—10 min in der Astrablaulésung (a2 oder b) firben, 3. Farbliberschul3



Uber die Darstellung saurer Mucopolysaccharide 339

in Wasser absplilen, 4. Gegenféirbung mit Kernechtrot, 5. kurz in Wasser
spiilen, 6. aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Caedax (Eukitt, DPX).

Ergebnis. Saure Mucopolysaccharide blau, Kerne rot gefirbt. Eine
Kombination mit Bindegewebsfarbungen ist méglich, z. B. Himatoxylin-
van Gieson.

Firbung II. 1. Kernfarbung mit Weigerts Eisenhdmatoxylin, 2. Ab-
spiillen in Leitungswasser (eventuell differenzieren in 1%igem Salzsdure-
Alkohol), 3. 10 min in Astrablauldsung fdrben, 4. griindlich in Wasser
spiilen, 5. 10—15 min einstellen in 5%ige Ammoniummolybdatlésung,
6. gut in flieBendem Wasser waschen, 7. 1 min in van Gieson-Gemisch
farben, 8. aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Caedax.

Anmerkung. Nach der van Cieson-Firbung miissen die Schnitte solange in
70 (1) %igem Alkohol bleiben, bis der griinliche Farbton der sauren Mucopolysac-
charide wieder blau erscheint (etwa 2—3 min; eventuell Kontrolle unter dem
Mikroskop).

Astrablau-Perjodsdure-Schiff-Reaktion. Die Darstellung neutraler
und saurer Mucopolysaccharide im gleichen histologischen Schnitt ge-
lingt durch eine Kombination der Perjodsidure-Leukofuchsintechnik mit
der Astrablaufirbung. Die PAS-Reaktion wird unmittelbar an die
Astrablaufidrbung angeschlossen und in tiblicher Weise durchgefiihrt.

Ergebnis. Knorpelgrundsubstanz und saurer Schleim blau bis violett,
Mastzellen blau, neutrale Mucopolysaccharide rot geférbt.

Untersuchungsergebnisse

In Tabelle 1 sind die an verschiedenen Organen erzielten Ergebnisse
der Astrablaufirbung zusammengestellt. Man erkennt, daf die Knorpel-
grundsubstanz, die meisten Schleimstoffe und die Mastzellengranula
mit Astrablau angefdrbt werden, wihrend z. B. Bindegewebsfasern und
Zellkerne keine Affinitdt fiir den Farbstoff besitzen.

Alle angefirbten Gewebselemente enthalten, wie wir wissen, einfache
oder komplexe saure Mucopolysaccharide. Es liegt daher nahe, die
selektive Darstellung dieser Strukturen mit dem basischen Farbstoff
Astrablau auf die sauren Gruppen der Mucopolysaccharide zu beziehen.
Um die Richtigkeit dieser Auffassung zu priifen, wurden an dem gleichen
Material verschiedene Nachweisreaktionen fiir Polysaccharide, sowie
Reaktionen zur Blockierung bestimmter chemischer Gruppen durch-
gefiihrt. Dabei zeigte es sich, daB die mit Astrablau angefirbten Ge-
webselemente Perjodsiure-Schiff positiv und ausgesprochen basophil
sind. Mit den Thiazinfarbstoffen Thionin und Toluidinblau werden sie
metachromatisch gefirbt. Die Acetylierung der Hydroxylgruppen durch
Hssigsdureanhydrid beeinflufit nicht die Affinitdt der Strukturen fiir
Astrablau; dagegen wird die Farbbarkeit durch die Veresterung der
sauren Gruppen mit Methanol vollstdndig unterdriickt (vgl. Tabelle 2).

Virchows Arch. Bd. 330 23
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Tabelle 1. Einflufl von Liosungsmitteln und Wassersioffionenkonzentration auf die
Anfdrbbarkeit von Zell- und Gewebsstrukturen in verschiedenen Organen mit dstrablan

1% Astrablau 0,5% Astrablau
Organe 1 % Essig- 3 % Wein- n/10 ‘Walpole
siure siure H,80, Puffer
rH 3,1 pH 2,0 pu 1,3 pEH 0,65
: Schleimdriisen . . ++ +++ ++ +
Bmvr;gz?l' { Knorpelgrundsub- !
stanz . . . . . +++ +++ ++ +++
Uvuala. . . . .. +++ R ++ +
- Zungengrund . . +++ ++4++ ++ +
chlﬁd]m Gland. sublinguali +++ ++++ + +
schleim. Dinndarm. . . . +++ ++++ + 4 +
: Zervix . . . . . ++ 44 —
bildende Psend .
Zellen seudomucin-
n kystom* . . .| —/(+) —/(+) —
Gallert-Ca des
Rectums , . . ++ 4+ (+)
Schleim . . . . . — — — —
Nebenzellen im
Magen Halsteil . . . . (+) + (+) _
Hanptzellen
(Fundus) . . . — — — _
Nabelschnurschleim . . . ., . . ++ +++ (+) (+)
Mastzellengranula . . . . . . . 4+ +++ + +
Bindegewebsfasern (kollagene
und elastische Fasern) . . . . — — — —
Zellkerne. . . . . . . . . .. — — — —
Keratin . . . .. ... ... — — — —
Ceroid, Lipofusein. . . . . . . — — — —
Organische Tragersubstanz in
Fremdkérpergranulomen . . . (+) +
Corpora amylacea in Gehirn
und Rickenmark . . . . . . ++ ot +
Anfirbbarkeit mit Astrablau: +-+-+ = sehr stark )]
++-+ = stark
++4 = deutlich ange-
4+ = maBig farbt
(+) = schwach oder inkonstant
— = nicht Ji

# Cysteninhalt (einzelne Becherzellen im Wandepithel dagegen stark angefarbt)

In weiteren Experimenten versuchten wir durch Oxydation mit
Kaliumpermanganat und Perameisensiure im histologischen Schnitt
saure Gruppen zu erzeugen. Bei der Verwendung von Kaliumperman-
ganat trat eine kriftige Férbung der elastischen Fasern und des Kerating
auf, auch die reticuliren Fasern farbten sich schwach an. Die Dar-
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Tabelle 2. Histochemische Reaktionen*

M : Saurer ‘ Knorpel- ‘
Féarbung bzw, Reaktion Sehleim grun dsubstanz ‘ Mastzellen
\ !
Perjodsiaure-Schiff-R. (PAS) . . . . +++ 1 + +/++
Fiarbung mit Methylenblau bei pg 4,1 ++ | +4+ 4+
Mucikarmin. . . . . . . . . ... +/++ + —
Toluidinblau (Metachromasie) . . . . ++ M +++ M +++ M
Alcianblan . . . . . .. e ++ ‘ ++ (+)
Astrablau (unbehandelter Schnitt) . . + 4+ ’ +++ i ++
Astrablaufarbung ‘ !
nach Diastase . . . . . . . . .. +++ +++ \ ++
nach Hyaluronidase . . . . . . . +4+ + ++
nach 0,9%iger NaCl-Losung. . . . +++ \ +++ +++
nach saurer Hydro- 5 min +++ +4++ ++
lyse in n-HCl 10 min** | +4 +++ ++
bei 60° C 15 min** . ++ +++ ++
nach Methylierung . . . . . . . . — ‘ - ‘ —/(+)?
R —— |
nach Demethylierung . . . . . . i +-+ : +++ l +
nach Acetylierung . . . . . . . ++4+ \ ++4+ ‘ ++
nach Perjodsiure-Oxydation . . . 4+ ‘ ++ +
nach Perameisensiure-Oxydation™** ++F +++ +4+
nach Kaliumpermanganat-
Oxydation™*. . . . . . ... +++4+ ++++ | T
nach Sulfonierung*** ., . ., . . . +++ +++ ++

+/++-++ = Grad der Anfarbung (s. Tab. 1) M = Metachromasie.

* Die theoretischen Grundlagen und die Durchfithrung dieser histochemischen
Reaktionen finden sich in Zusammenstellungen von GEDIGK?, GomoORrI?, LiLrLIiE®,
PEARSE!?,

** Beginnende Chromatinfirbung.

*%% Die Oxydation der Schnitte mit Perameisensédure oder Kaliumpermanganat
sowie die Sulfonierung fithren zu einer Astrablauaffinitit verschiedener Gewebs-
elemente (vgl. die Ergebnisse auf 8. 340).

stellung der Mastzellen wurde auffallend verstdrkt. Weiterhin zeigte
das Ceroidpigment in Ovar und Leber ebenso wie das Lipofuscin (Herz-
muskel, Leber) nach der Oxydation eine deutliche Affinitdt fiir Astra-
blau. In Pseudomucinkystomen wurde der Cysteninhalt und das die
Cystenwand auskleidende Epithel gefdrbt. Auch das Cytoplasma der
Hauptzellen in den Fundusdriisen des Magens und der Magenschleim
nahmen einen tiefblauen Farbton an.

Nach Behandlung der ungeférbten Schnitte mit Perameisensiure
erhielten wir anndhernd die gleichen Férbeergebnisse. Nur auf die
Férbbarkeit der Hauptzellen der Fundusdriisen und des Magenschleimes
hatte die Perameisensiureoxydation keinen Einflufi.

23%
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Auch durch die Sulfonterung der Schnitte (GoMORI?, sowie KRAMER
und Winprum®) wurde die Féarbbarkeit mit Astrablau verstéirkt. Einige
Strukturen, wie z.B. Bindegewebsfasern, Basalmembranen, Ceroid,
GefdBelastica, wurden nach dem Einbringen der Schnitte in Schwefel-
sdure mit Astrablau gut dargestellt.

In besonderen Versuchen mit gereinigten Substanzen stellten wir fest,
daB neutrale Mucopolysaccharide (z. B. Mucin aus Kélbermagen) mit
Astrablau nicht angeférbt werden.

Abb. 1. Gallertcarcinom in der Muscularis propria des Dickdarmes und im anhaftenden
Fettgewebe. Farbung mit Astrablau (Kernechtrot). VergriBierung 81 x

Besprechung der Ergebnisse

In Anbetracht der Tatsache, dall uns die chemische Konstitution des
Farbstoffes nur zum Teil bekannt ist, méchten wir das chemische
Prinzip der Astrablaufirbung mit groBler Zuriickhaltung diskutieren.
Auf Grund unserer Befunde sind wir jedoch zu folgender Ansicht gelangt:

1. Mit dem basischen Kupferphthalocyaninfarbstoff Astrablau werden
im  histologischen Schnitt hawptsichlich einfache und komplexe saure
Mucopolysaccharide angefirbi, und es ist anzunehmen, daf3 die Affinitdt
dieser Substanzen fiir den basischen Farbstoff an ihre sauren Gruppen ge-
bunden ist. Hierfiir sprechen folgende Beobachtungen:

a) Die mit Astrablau anfirbbaren Strukturen wie Schleimstoife,
Knorpelgrundsubstanz - und Mastzellengranula enthalten, wie durch
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biochemische Untersuchungen bekannt ist, saure Mucopolysaccharide.
Auch histochemisch a8t sich ihr Gehalt an sauren Mucopolysacchariden
leicht nachweisen: Sie sind PAS-positiv und ausgesprochen basophil;
mit Thiazinfarbstoifen werden sie metachromatisch angefirbt.

Die Corpora amylacea im Zentralnervensystem? und in geringerem
MafBe die organische Tragersubstanz in Fremdkérpergranulomen?® ¢ be-
sitzen ebenfalls eine Affinitdt fiir Astrablau. Wie wir aus fritheren
Untersuchungen wissen, enthalten diese Strukturen saure Mucopoly-
saccharide.

Gelegentlich konnten wir auch eine stiarkere Anfdrbung von kolla-
genen Fasern im Stroma von Carcinomen oder in entziindeten Geweben.
beobachten. Hier lag offenbar eine Depolymerisierung dieser mes-
enchymalen Zwischensubstanz vor; mit Toluidinblau konnten wir dann
auch diese Fasern metachromatisch farben.

b) Nach der Behandlung der Gewebsschnitte mit Hyaluronidase wird
die Astrablauaffinitdt der mesenchymalen Mucopolysaccharide herab-
gesetzt.

c) Werden die sauren Gruppen durch Methylierung (LILLIE®: 3) blockiert,
so lafit sich keine Anfirbung mit Astrablau erzielen. Nach Behandlung
der methylierten Schnitte mit Kaliumpermanganat?® wird die Blockade
aufgehoben und die Anfdrbbarkeit mit dem Kupferphthalocyaninfarb-
stoff wiederhergestellt.

d) Weder die Blockierung (Acetylierung) noch die ozydative Zer-
storung der o-Glykolgruppen mit Perjodsdure hat auf die Astrablau-
farbung einen EinfluB.

e) Durch die Einfiihrung von sauren Gruppen in den histologischen
Schrnitt, z. B. nach Oxydation mit Perameisensiure oder Kalium-
permanganat, erlangen viele Strukturen eine Affinitédt fiir Astrablau.
Besonders eindrucksvoll ist die Zunahme der Astrablauaffinitit von
cystinhaltigen Gewebselementen, wie z. B. des Keratins, in dem nach
Perameisensidureoxydation Sulfin- und Sulfonséiuregruppen entstehen
(Livrig®, PrarsE'?). Eine Zunahme der Fiarbbarkeit mit Astrablau kann
weiterhin durch die Behandlung der Schnitte mit konzentrierter Schwe-
felséure oder Schwefelsduregemischen erzielt werden (GoMoRrI?, KRAMER
und WiNnprUM®). Dabei kommt es u. a. auch zu einer Veresterung der
Hydroxylgruppen der Kohlenhydrate, so daf auch neutrale Muco-
polysaccharide und Glykoproteide basophil werden und sich mit Astra-
blau darstellen lassen.

f) Neutrale Polysaccharide werden im histologischen Schnitt mit
Astrablau nicht angefarbt. Auch in vitro besitzen gereinigte neutrale
Mucopolysaccharide keine Affinitdt fir diesen Kupferphthalocyanin-
farbstoff.
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2. Es hat sich gezeigt, dal Astrablav. — ebenso wie Alcianblan —
die Zellkerne trotz ihres Gehaltes an Nucleinsduren nicht anfirbt. Wir
sehen darin einen Hinweis, dafB wahrscheinlich auch sterische Faktoren
fir die Anférbbarkeit von Bedeutung sind. Erst wenn es nach einer
sauren Hydrolyse und nach Perameisensdure- oder Kaliumpermanganat-
oxydation zu einer teilweisen Depolymerisierung von Nucleinsduren
gekommen ist, Jassen sich Zellkerne mit Astrablau anfirben.

Saure Lipide, (oxydierte ungesittigte Wettsiuren) werden ebenso
wie die Lipopigmente Ceroid und Lipofuscin mit Astrablau nicht an-
gefiirbt. Nach Behandlung mit Perameisensiure oder Kaliumperman-
ganatlosung zeigen sie jedoch eine deutliche Affinitdt fiir Astrablau.

3. Anfirbung von Schleimstoffen mit Astrablau. Da es sich bei den
Sehleimstoffen im menschlichen Gewebe teils um saure, teils um neutrale
Mucopolysaccharide handelt, lag es nahe, die Anfdrbbarkeit des mes-
enchymalen und epithelialen Schleims besonders zu priifen. Dabei zeigte
es sich, daBl die meisten Schleimstoffe mit dem Kupferphthalocyanin-
farbstoff Astrablan bedeutend intensiver und spezifischer angefirbt
werden als mit den dlteren Farbstoffen, wie Bismarckbraun, Mucikarmin
oder den Thiazinfarbstoffen (vgl. hierzu die ausfiihrlichen Unter-
suchungen und die Diskussion von Crara®). Die Bezeichnung des
Astrablau als ,,Schleimfarbstoff” unterliegt jedoch zwei wesentlichen
Einschrankungen. Hrstens werden Strukturen gefirbt, die keinen
Schleim enthalten, z. B. die Knorpelgrundsubstanz und die Mastzellen-
granula. Thre Anfarbbarkeit beruht, wie bereits erwahnt, auf ihrem
Gehalt an sauren Mucopolysacchariden. Zweifens ist nicht jeder Schleim
mit Astrablau anfidrbbar. So konnten wir den Magenschleim — dem
ein neutrales Mucopolysaccharid zugrunde liegt — abgesehen von einer
miBigen Farbung des Oberflichenepithels, nicht anfirben. Im Gegen-
satz zu Lisons!® Befunden mit Alcianblau zeigten dagegen die PAS-
positiven Nebenzellen im Halsteil der Fundusdrilsen eine deutliche
Affinitdt fiir Astrablau.

Eine Spezifitit fiir Schleim, wie sie STEEDMAN zundchst fir Alcian-
blau annahm, besteht also auch fiir Astrablau nicht. In Anbetracht der
chemischen Unterschiede zwischen den als ,,Schleim bezeichneten Zell-
und Gewebsanteilen, ist es auch nicht zu erwarten, daff es iiberhaupt
eine ,spezifische’ Schleimfdrbung gibt: Die allen Schleimstoffen auf
Grund ihrer Polysaccharidbausteine gemeinsame Anférbbarkeit mit
Perjodsdure-Leukofuchsin besitzen auch andere kohlenhydrathaltige
Strukturen, z. B. Basalmembranen, Exsudate, das Kolloid der Schild-
dritse usw. Die fiir viele ,,Schleimstoffe’ kennzeichnende Fahigkeit,
sich mit basischen Farbstoffen, wie Toluidinblau oder Astrablau zu ver-
binden, besitzen nur ein Teil von ihnen, ndmlich diejenigen, die saure
Mucopolysaccharide enthalten, nicht dagegen die ,neutralen Schleime
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(neutrale Mucopolysaccharide). Sie haben diese Eigenschaft zudem mit
anderen Strukturen gemeinsam, die ebenfalls saure Mucopolysaccharide
enthalten, ohne zu der Gruppe der Schleimstoffe zu gehéren (z. B.
Knorpelgrundsubstanz).

Zusammenfassend lassen sich die Eigenschaften des Astrablau in
folgenden Punkten hervorheben:

1. Die Spezifitdt fiir saure Mucopolysaccharide ist bei Einhaltung
von Farbstoffkonzentraticn und pg sehr hoch.

2. Die Spezifitit bleibt auch bei langer Firbedauer erhalten. Eine
Uberfarbung der Schnitte, wie sie beim Alicianblau leicht eintreten kann,
ist beim Astrablau nicht zu befiirchten.

3. Astrablau besitzt eine ausgeprigte Farbstirke. Die sauren Muco-
polysaccharide werden daher stark und leuchtend blau gefirbt.

4. Herstellung der Farblosung und Firbemethode sind denkbar
einfach. Die Farblosung ist sehr stabil; sie kann iiber Monate zum
Férben verwendet werden.

5. Es ist moglich Dauerpraparate herzustellen. Bei Gegenfirbungen
tritt kein Farbverlust ein.

Summary
A new copper phthalocyanin dye called ,,Astrablue‘ is reported,
which, because of its basicity, is ideal for the specific demonstration of
acid structures in histological preparations. It could be shown with
histochemical methods that the Astrablue stain is to a considerable
degree specific for acid mucopolysaccharides.
The staining procedure is discussed.

Herrn Dr. H. Harms (Bayer-Werke Leverkusen) danken wir fiir die freundliche
Uberlassung des Farbstoffs.
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