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Mit 1 Textabbildung 

(Eingegangen am 29. Januar 1957) 

Ffir die histochemische Abgrenzung saurer Mueopolysaccharide yon 
anderen Polysacehariden steht eine l~eihe yon bew/~hrten Methoden zur 
Verffigung, wie z.B.  die Prfifung der Basophflie und Metachromasie, 
sowie die enzymatischen Hydrolysen mit Hyaluronidasen 4~, b. Diese 
Verfahren sind reeht leistungsf/~hig; ihr Weft wird jedoch durch die 
zeitraubende und umst/~ndliche technische Durchffihrung oder dutch 
die begrenzte Haltbarkeit der Schnitte eingeschr/~nkt. 

Einen wesentlichen Fortschritt des histochemischen Naehweises saurer 
Mucopolysaccharide stellt die unl/~ngst yon STEED~AN is eingeffihrte 
F/~rbung mit dem basisehen Kupferphthalocyaninfarbstoff Alcianblau 
dar. Dieses F/~rbeverfahren ist technisch einfaeh durehffihrbar und bei 
strenger Einhaltung der Farbstoffkonzentration und der F/~rbezeit fiir 
saute Mueopo]ysaccharide weitgehend spezifiseh. Schon bei einem 
kurzen Uberschreiten der F/~rbedauer kommt es jedoch zu einer unspezifi- 
sehen l~berf/~rbung des Gewebes. Aufterdem ist die im histologisehen 
Sehnitt erzielte Farbintensit/~t nicht sehr stark. 

Im Folgenden soil fiber einen neuen Kupferphthalocyaninfarbstoff, 
das ,,Astrablau" (Bayer-Leverkusen), beriehtet werden, der wegen seiner 
ausgesproehen hohen Basizit/~t fiir die Darstellung saurer Strukturen 
besonders gut geeignet ist. 

Material und Methoden 
Bei der Ausarbeitung einer histologischen Technik fiir die Farbung mit Astra- 

bl~u verwendeten wir haupts/ichlich Organe, die aus dem Sektions- und Ein- 
sendungsmaterial des Institutes stammten und in iiblicher Weise in Paraffin 
eingebettet oder als Gefrierschnitte behandelt wurden. 

* Arbeit auf Veranlassung und unter Leitung yon Priv.-Doz. Dr. P. (~EDIGK. 
Auszugsweise vorgetragen auf der Tagung der Arbeitsgemeinschaft FLhein.-Westf. 
Pathologen am 2. 6. 56 in Dortmund. 

** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fi~r die Unterstiitzung 
dieser Arbeit. 
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Zun~chst wurden verschiedene Fixierungsmittel auf ihre Eignung fiir das 
F/irbeverf~hren untersucht. Weiterhin pr~ften wir den EinfluB des L5sungsmittels, 
der ~'arbsto]]konzentration und der F~rbezeit auf das F~rbeergebnis. D~bei h~t sich 
folgendes ergeben: 

Der Einflu$ der Fixierung ~uf die F~rbung ist gering. Es sind alle iiblichen 
Fixierungsfliissigkeiten brauchbar: 10%iges Formalin, 10%iges neutrules Formalin 
(10 m140%iges Formalin, l0 ml 10%iges C~dmiumchlorid, 10 ml 10%iges Calcium- 
chlorid, dest. Wasser ad 100 ml), 96 % iger Alkohol, Formol-Alkohol nach SC~AFFE~, 
BOUINs und ZE~ZERS Gemisch und das Susa-Gemisch n~ch ttEIDE~AI~. Die 
besten Resultate erhielten wir nach Fixierung in neutr~lem Formalin, Formalin- 
Alkohol und Bouinschem Gemisch. 

Eine l~nger d~uernde Fixierung in nicht neutr~lis~ertem Formalin hat den 
N~chteil, d~B auch el~stische und reticul~re Fasern angef~,rbt werden kSnnen, 
die normalerweise keine Affinit~t fiir Astr~blau besitzen. Durch die Fixierung 
in ZE~KERS Gemisch wird die sonst sehr deutliche Anf~rbung der Mastzellen 
unterdr[ickt. 

Der b~sische Farbstoff As~rabl~u wurde fiir die histologischen F~irbungen in 
verschiedenen Konzentrationen yon Essigsiiure, W~insiiure, Salzsiiure, Schwe#!- 
s~iure, angesiiuertem ~thanol, iVatrium-Acetatpu[#r (WAL~OLE), Zitrat-Phosphat- 
pu]#r (Me I~VA~) gelSst. Als besonders geeignet erwiesen sich eine LSsung yon 
0,5--1% Astrablau in 2--3% iger wiifiriger WeinsiiurelSsung (PH 2) oder eine 1%ige 
AstrablaulSsung in 1%iger Essigsiiure (p~ 3). Die mit diesen AstrablaulSsungen 
erzielten F~rbeergebnisse sind in der Tabelle 1 ~ufgefiihrt. 

Wie zu erwgrten, beeinflu[~t auch die Wasserstoffionenkonzentration die An- 
fgrbung der verschiedenen Gewebselemente. So zeigte es sich, d~l~ saure Muco- 
polyssccharide mit Fsrbl6sungen yon 9H 2 bis p~ 3 am besten d~rgestellt werden. 
Die Verschiebung des p~ der FurblSsung zum Neutralen hin ftihrte - -  bei PH 3,6 
beginnend - -  zu vermehrter Anf/irbung yon Bindegewebsfasern und Cytoplasma- 
strukturen. D~gegen lassen F~rbstofflSsungen yon pg 1 und darunter, wie unsere 
Versuche mit einer Astr~blau]6sung yon PH 0,65 gezeigt haben, saure Mucopoly- 
succharide zum Tefl ungefgrbt. 

Die giinstigste Fiirbezeit betrggt 5--10min. Zu diesem Zeitpunkt ist die 
stgrkste Farbintensitgt fast erreicht. Eine verlgngerte F~rbedauer (bis 12 Std) 
fiihrt im Unterschied zur Alcianbl~u-Methode zu keiner (oder h6chstens zu einer 
unwesentlichen) ~berfgrbung des Gewebes. 

Die Astrablaufs erwies sich als sehr resistent gegen Wa.sser, Alkohol und 
verdtinnte Sguren, weniger gegen Alkali. Die N~chbeh~ndlung mit 5 %iger wgBriger 
Ammoninmmolybd~tl6sung (oder 5%iger Phosphormolybdgnsgure) vertieft den 
Farbton und verhindert eine eventuelle F~rbeinbul~e bei der Weiterbehandlung 
der Schnitte. 

Auf Grund dieser Untersuchungsergebnisse empfehlen wir folgende Fgrbe- 
technik: 

LSsungen: a) 0,5% Astrabluu in 2--3%iger Weinsgure (p~2) oder b) 1% 
Astr~blau in 1%iger Essigsgure (p~ 3). 

Astr~blau 16st sich in wgl~rigen LSsungen sehr leicht. Es empfiehlt sich, den 
Farbstoff zum L6sungsmittel hinzuzusetzen. Geringe Erwgrmung bis 400 C be- 
sch]eunigt den LSsungsvorgang ohne Beeintr~chtigung der fgrberischen Eigen- 
schaften. 

F~rbung I. 1. Schnit te  entpar~ffinieren u n d  in Wasser br ingen,  
2 . 5 - - 1 0  rain in der Astr~bluulSsung (~ oder b) f~rben, 3. F~rbiiberschuB 
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in Wasser abspfilen, 4. Gegenfi~rbung mit Kernechtrot, 5. kurz in Wasser 
spiilen, 6. aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Caedax (Eukitt, DPX). 

Ergebnis. Saure Mucopolysaccharide blau, Kerne rot geff~rbt. Eine 
Kombination mit Bindegewebsf/irbungen ist mSg]ich, z. B. Hs 
van Gieson. 

F~rbung II. 1. Kernf~trbung mit Weigerts Eisenhiimatoxylin, 2. Ab- 
spfilen in Leitungswasser (eventuell differenzieren in 1%igem Salzs~ure- 
Alkohol), 3. 10 rain in AstrablaulSsung f/~rben, 4. grfindlich in Wasser 
spfilen, 5. 10--15 rain einstellen in 5%ige Ammoniummo]ybdatl6sung, 
6. gut in fliel3endem Wasser waschen, 7. 1 rain in van Gieson-Gemisch 
f~rben, 8. aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Caedax. 

Anmerlcung. N~ch der van Gieson-F~rbung miissen die Schnitte soI~nge in 
70 (!)%igem Alkohol bleiben, bis der griinliche Farbton der sauren Mucopolys~c- 
charide wieder bl~u erscheint (etwa 2--3min; eventuell Kontrolle unter dem 
Mikroskop). 

Astrablau-Perjods~iure-Schif~-Reaktion. Die Darstellung neutrMer 
und saurer Mucopolysaccharide im gleichen histologischen Schnitt ge- 
lingt dutch eine Kombination der Perjodss mit 
der Astrab]auf~rbung. Die PAS-l%eaktion wird unmittelbar an die 
Astrablauf/~rbung angesch]ossen und in fiblicher Weise durchgeffihrt. 

Ergebnis. Knorpelgrundsubstanz und saurer Schlcim blau bis violett, 
Mastze]len blau, neutrMe Mucopo]ysaccharide rot gefb:rbt. 

Untersuchungsergebnisse 
In Tabelle 1 sind die an verschiedenen Organen erzielten Ergebnisse 

der Astrablauf/~rbung zusammengestellt. Man erkennt, dal~ die Knorpel- 
grundsubstanz, die meisten Schleimstoffe und die Mastzellengranula 
mit Astrablau angef~rbt werden, wiihrend z. B. Bindegewebsf~sern und 
Zellkerne keine Affinit~t ffir den Farbstoff besitzen. 

Alle ~ngef~rbten Gewebselemente enthalten, wie wir wissen, ein]ache 
oder komplexe ~aure 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 prfifen, wurden an dem gleichen 
Material verschiedene Nachweisreaktionen ffir Polysaccharide, sowie 
]~eaktionen zur Blockierung bestimmter chemischer Gruppen durch- 
geffihrt. Dabei zeigte es sich, dM~ die mit As~rablau angef~rbten Ge- 
webselemente Perjods~ure-Schiff positiv und ausgesprochen basophil 
sind. Mit den Thiazinfarbstoffen Thionin und Toluidinblau werden sie 
metachromatisch gefiirbt. Die Acetylierung der I-Iydroxylgruppen durch 
Essigs/~ureanhydrid beeinflul~t nicht die Affiniti~t der Strukturen ffir 
Astr~blau; d~gegen wird die F/~rbbarkeit durch die Veresterung der 
sauren Gruppen mit Methanol vollst~ndig unterdrfickt (vgl. Tabelle 2). 

Virchows Arch. Bd. 330 23 
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Tabelle 1 .  Einflufl yon L6suwsmitteln und Wassersto]]i~enkonzentration au] die 
An/drbbarkeit von Zell- und Gewebsstrukturen in verschiedenen Organen mit Astrablau 

Organe 

1% Ast rab lau  

Sehleimdri isen . . 
Bronchia l -  K n o r p e l g r u n d s u b -  

w a n d  s t anz  . . . . ~  

U v u l a  . . . . . .  
Z u n g e n g r u n d  . . 

Schle im Gland.  subl ingual i s  
u n d  

schleim- D i i n n d a r m  . . . .  
b i ldende Ze rv ix  . . . . .  

Zellen P s e u d o m u e i n -  
in k y s t o m  * 

Galler t -Ca des  " " 
R e c t u m s  . . . 

Schlei ..__ :: 
Nebenzel len  im 

Magen Hals te i l  . . . .  
H a u p t z e l l e n  

(Fundus )  . . . 

Nabe l s chnu r sch l e i m  . . . . . .  

Mas tze l l engranu la  . . . . . . .  

B indegewebs fase rn  (kollagene 
u n d  e las t isehe Fasern)  . . . .  _ _  

ZelLkerne . . . . . . . . . . .  

Ceroid, L ipofuse in  . . . . . . .  

Organisehe  Tri~gersubstanz in 
F r e m d k 6 r p e r g r a n u l o m e n  , . . 

Corpora  a m y l a c e a  in Gehi rn  
u n d  FLi~ekenmark . . . . . .  

% Essig- 
siiure 
pt{ 3,1 

+ +  

+ + +  

+ + +  
+ + +  
+ + +  

<<+ 
- / ( + )  

_ _  + + +  

!l (+/ 
| + +  

0,5 % As t rab lau  

3 % Wein- 
siiure 

PK 2,0 

+ + +  

+ + +  

+ + + +  
+ + + +  
+ + + +  
+ + + +  

+ + +  

- I (+1  

+ + +  

+ (+) 

+ + +  

+ + +  

+ i 

+ + +  + 

n/10 Walpole 
I-I~SO~ Puffer  
PH 1,3 PH 0,65 

+ +  + 

+ +  + + +  

+ 

+ +  i + 
+ + +  + 

(+) 

(+) 
+ 

Anf~rbba rke i t  m i t  A s t r a b l a u :  -}- + - ] -  + = sehr  s t a rk  ) 
+ + + = s t a rk  [ 

+ +  = deut l ich  [ ange-  
+ = m/iBig [ f~ rb t  

( + )  = s chwach  oder  i n k o n s t a n t  
- -  n i ch t  ) 

* Cys t en inha l t  (einzelne Becherzel len i m  W ~ndep i t he l  dagegen  s t a rk  angef~trbt) 

I n  w e i t e r e n  E x p e r i m e n t e n  v e r s u c h t e n  w i r  d u t c h  O x y d a t i o n  m i t  

K a l i u m p e r m a n g a n a t  u n d  P e r a m e i s e n s ~ u r e  i m  h i s t o l o g i s c h e n  S c h n i t t  

s a u r e  G r u p p e n  z u  e r z e u g e n .  B e i  d e r  V e r w e n d u n g  y o n  K a l i u m p e r m a n -  

g a n a t  t r a t  e i n e  k r ~ { t i g e  F ~ r b u n g  t i e r  e l a s t i s c h e n  F a s e r n  u n d  d e s  K e r a t i n s  

a u f ,  a u c h  d i e  r e t i c u l ~ t r e n  F a s e r n  f s  s i c h  s c h w a c h  a n .  D i e  D ~ r -  
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Tabelle 2. Histochemische Reakt ionen * 
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Saurer ] I~norpel- Mastzellen Fi~rbung bzw. Reaktion ScMeim igrundsubstanz 

Perjods/iure-Schfff-l~. (PAS) . . . .  + + + + + /+  + 

F/~rbung mit Methylenblau bei Pl~ 4,1 + + + + + + + + 

Mucikarmin . . . . . . . . . . . .  + /+  + + - -  

Toluidinblau (Metachromasie) . . . .  + + M + + + M + + + M 

Aleianblau . . . . . . . . . . .  + + + + (+) 

Astrablau (unbehandelter Sehnitt) . . + + + + + + + + 

Astrablauf/~rbung 
nach Diastase . . . . . . . . . .  + + + + + + + + 
nach Hyaluronidase . . . . . . .  + + + + + + 
nach 0,9%iger NaC1-L6sung . . . .  + + +  + + +  + + +  

nach saurer Hydro- 5 rain + + + + + + + + 
lyse in n-I-IC1 10 min** + + + + + + + 
bei 600 C 15 rain** ++ + + +  ++  

nach Methylierung . . . . . . . .  - -  - -  - - / (+)  ? 

nach Deme~hylierung . . . . . .  ~ + + + + + + 

nach Acetylierung . . . . . . .  + + + + + + + + 

nach Perjods/~ure-Oxydation . . . + + + + + + + 

nach Perameisens~ure-Oxydation*** + + + + + + + + 

nach Kaliumpermanganat- 
Oxydation*** . . . . . . . . .  

nach Sulfonierung*** . . . . . .  

+ §  

+ + +  

+ § 2 4 7  

+ §  

+ + + +  

++ 

+ / -F  @ ~- @ = Grad der Anfgrbung (s. Tab. 1) M = Metachromasie. 
* Die theoretisehen Grundlagen und die Durehfiihrung dieser histochemisehen 

Reaktionen linden sieh in Zusammenstellungen yon G~mGK 4, GOMORI 7, GILLIE s, 
PEARSE 12b. 

** Beginnende Chroma~infi~rbung. 
*** Die Oxydation der Schnitte mit Perameisens~ure oder KaliumI0ermanganatG 

sowie die Sulfonierung fiihren zu einer Astrablauaffinit~t verschiedener Gewebs- 
elemenge (vgl. die Ergebnisse auf S. 340). 

s t e l l u n g  de r  M a s t z e l l e n  w u r d e  a u f f a l l e n d  verstgrk•.  W e i t e r h i n  ze ig te  

das  C e r o i d p i g m e n t  in  O v a r  u n d  L e b e r  ebens o  wie das  L i p o f u s e i n  (Herz-  

muske l ,  Lebe r )  n a e h  d e r  O x y d a t i o n  e ine  d e u t l i e h e  Affinit / ig f l i t  A s t r a -  

b lau .  I n  P s e u d o m u e i n k y s t o m e n  w u r d e  d e r  Cys t en inha lg  u n d  das  die  

C y s t e n w a n d  a u s k l e i d e n d e  Epi~he l  gef / i rb t .  A u e h  das  C y t o p l a s m a  de r  

HaUlotzel len in  d e n  F u n d u s d r i i s e n  des  Mag en s  u n d  de r  M a g e n s e h l e i m  

n a h m e n  e i n e n  ~iefb lauen F a r b g o n  an.  

N a e h  B e h a n d l u n g  d e r  u n g e f g r b t e n  S e h n i t t e  m i t  Pe rameisens /~ure  

e r h i e l t e n  wi r  a n n / / h e r n d  die  g l e i ehen  F g r b e e N e b n i s s e .  N u t  auf  die  

F / i r b b a r k e i t  d e r  t I a u p g z e l l e n  de r  F u n d u s d r i i s e n  u n d  des  M a g e n s e h l e i m e s  

h a t t e  die  P e r a m e i s e n s / i u r e o x y d a t i o n  k e i n e n  Einf luB.  

23* 
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Auch durch die Sul]onierung der Schnitte (GoI~IORI 7, sowie KRAMER 
und WI~DRVM s) wurde die F~rbbarkeit mit Astrablau verst~rkt. Einige 
Strukturen, wie z.B. Bindegewebsfasern, B~salmembranen, Ceroid, 
Gef~l~elastica, wurden nach dem Einbringen der Schnitte in Schwefel- 
ss mit Astrablau gut dargestellt. 

In besonderen Versuchen mit gereinigten Substanzen stellten wir lest, 
dal~ neutrale Mucopolysaccharide (z. B. Mucin uus K~lbermagen) mit 
Astrablau nicht angdi~rbt werden. 

Abb .  1. Ga l l e r t c a r c inom in  tier 5{uscularis  p r o p r i a  des D ickda rmes  u n d  i m  a n h a f t e n d e n  
Fe t tgewebe .  F i r b u n g  m i t  A s t r a b ] a u  (Kerneeh t ro t ) .  Verg r6Berung  81 • 

Besprechung der Ergebnisse 
In Anbetracht der Tatsache, da$ uns die chemische Konstitution des 

Farbstoffes nur zum Tefl bekannt ist, mSchten wir das chemische 
Prinzip der Astrablauf~rbung mit gro6er Zurfickhaltung diskutieren. 
Auf Grund unserer Befunde sind wir jedoch zu fo]gender Ansicht gelangt : 

1. Mit dem basischen Kup/erphthalocyanin/arbsto]] Astrablau werden 
im histologischen Schnitt hauptsgchlich ein]ache und komplexe saure 
Mucopolysaccharide ange/iirbt, und es ist anzunehmen, daft die A]]initdt 
dieser Substanzen /i~r den basischen Farbsto]/ an ihre 8auren Gruppen ge- 
bunden ist. ttierffir sprechen folgende Beobachtungen: 

a) Die mit Astrabl~u anf~rbbaren Strukturen wie Schleimstoffe, 
Knorpelgrundsubstanz und Mastzellengrunula enthalten, wie dutch 
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biochemische Untersuchungen bekannt ist, saure Mucopolysaccharide. 
Auch histochemisch ]/~6t sich ihr Gehalt an sauren Mucopolysacchariden 
leicht nachweisen: Sie sind PAS-positiv und ausgesprochen basophil; 
mit Thiazinfarbstoffen werden sie metachromatisch angef~rbt. 

Die Corpora amylacea im Zentralnervensystem ~ und in gerhagerem 
Mafte die organische Tgigersubstanz in FremdkSrpergranulomen 5, 6 be- 
sitzen ebenfalls eine Affinit~t fiir Astrablau. Wie wir aus friiheren 
Untersuchungen wissen, enthalten diese Strukturen saure Mucopoly- 
saccharide. 

Gelegentlich konnten wir auch eine st~rkere Anf~rbung yon kolla- 
genen Fasern im Stroma yon Carcinomen oder in entziindeten Geweben 
beobachten. Hier lag offenbar eine Depo]ymerisierung dieser mes- 
enchymalen Zwischensubstanz vor; mit Toluidinblau konnLen wir dann 
auch diese Fasern metachromatisch f~rben. 

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

c) Werden die sauren Gruppen durch Methylierung (LILLIE 9, a) blockiert, 
so l~l~t sich keine Anf~rbung mit Astrablau erzielen. Nach Behandlung 
der methylierten Schnitte mit Kaliumpermanganat 3 wird die Blockade 
aufgehoben und die Anf~rbbarkeit mit dem Kupferphthalocyaninfarb- 
stoff wiederhergestel]t. 

d) Weder die Blockierung (Acetylierung) noch die oxydative Zer- 
st5rung der ~-Glykolgruppen mit Perjods~ure hat  auf die Astrablau- 
fg, rbung einen Einfluft. 

e) Durch die Ein/i~hrung von sauren Gruppen in den histologisohen 
Schnitt, z .B.  nach Oxydation mit Perameisensg, ure oder Kalium- 
permanganat, erlangen viele Strukturen eine Affinit~t fiir Astrablau. 
Besonders eindrucksvoll ist die Zunahme der Astrablauaffinit~t von 
cystinhaltigen Gewebselementen, wie z. B. des Keratins, in dem nach 
Perameisenss Sulfin- und Sulfons~uregruppen entstehen 
(LILLIE ]0, I~EARSE I2). Eine Zunahme der F/~rbbarkeit mit Astrablau kann 
weiterhin durch die Behandlung der Schnitte mit konzentrierter Schwe- 
felsgure oder Schwefelsgltregemischen erzieliG werden (GoMoRI 7, KaAM]Sl~ 
und WIND~uMS). Dabei kommt es u. a. auch zu einer Veresterung der 
Hydroxylgruppen der Kohlenhydrate, so da6 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 angef/@bt. Auch in vitro besitzen gereinigte neutrale 
Mucopo]ysaccharide keine Affinit/~t ffir diesen Kupferphthalocyanin- 
farbstoff. 
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2. Es hat  sich gezeigt, dag Astrablau - -  ebenso wie Aleianblau - -  
die Zellkerne trotz ihres Gehaltes an Nucleins~iuren nicht an/grbt. Wir 
sehen darin einen Hinweis, dab wahrscheinlich auch sterische Faktoren 
Ifir die Anf~rbbarkeit yon Bedeutung sind. Erst  wenn es nach einer 
sauren Hydrolyse und nach Perameisens~ure- oder Kaliumpermanganat-  
oxydation zu einer teflweisen Depolymerisierung yon Nucleinsguren 
gekommen ist, ]assen sich Zellkerne mit  Astrablau anfgrben. 

Saure Lipide, (oxydierte unges/~ttigte Fetts/~m'en) werden ebenso 
wie die Lipopigmente Ceroid und Lipofuscin mit  Astrablau nicht an- 
gef/~rbt. Nach Behandhng  mit Perameisenss oder Kaliumperman- 
ganatlSsung zeigen sie jedoch eine deutliche Affinit~t flit Astrablau. 

3. Anfiirbung von Schleimsto//en mit Astrablau. Da es sich bei den 
Schleimstoffen im raenschlichen Gewebe teils um saure, teils um neutrale 
3/[ucopolysaccharide handelt, lag es nahe, die Anf~rbbarkeit des rues- 
enchymalen und epithelialen Schleims besonders zu priifen. Dabei zeigte 
es sieh, dab die meisten Schleimstoffe mit  dem Kupferphthalocyanin- 
farbstoff Astrablau bedeutend intensiver und spezifischer angef/~rbt 
werden als mit  den/flteren Farbstoffen, wie Bismarckbraun, Mucikarmin 
oder den Thiazinfarbstoffen (vgI. hierzu die ausffihrlichen Unter- 
suchungen und die Diskussion yon CLARA1). Die Bezeichnung des 
Astrablau als ,,Schleimfarbstoff" unterliegt jedoch zwei wesentlichen 
Einschr/~nkungen. Erstens werden Strukturen gefiirbt, die keinen 
Schleim enthalten, z. B. die Knorpelgrundsubstanz und die Mastzellen- 
granula. Ihre Anfi~rbbarkeit beruht, wie bereits erw~hnt, auf ihrem 
Gehalt an sauren Mucopolysacchariden. Zweitens is~ nicht jeder Schleim 
mit  Astrablau anf/irbbar. So konnten wir den Magensch]eim - -  dem 
ein neutra]es Mucopolysaccharid zugrunde liegt - -  abgesehen yon einer 
m~ftigen Fiirbung des Oberfl/~chenepithels, nicht anf~rben. I m  Gegen- 
satz zu LIsoz~s 1~ Befunden mit Alcianblau zeigten dagegen die PAS- 
positiven Nebenzellen im Halsteil der Fundusdriisen eine deut]iche 
Affinit/~t fiir Astrablau. 

Eine Spezifit~t ffir Schleim, wie sie STEEDMAN zun/~chst ffir A]cian- 
blau annahm, besteht also auch ffir Astrablau nicht. In  Anbetracht der 
chemischen Unterschiede zwischen den als ,,Schleim" bezeichneten Zell- 
und Gewebsanteilen, ist es anch nicht zu erwarten, dab es iiberhaupt 
eine ,,spezifische" Schleimf~rbung gibt:  Die a]len Schleimstoffen anf 
Grund ihrer Po]ysaccharidbausteine gemeinsame Anf~rbbarkeit mit  
Perjods~ure-Leukofuchsin besitzen auch andere kohlenhydrathaltige 
Strukturen, z .B.  Basalmembranen, Exsudate, das Kolloid der Schild- 
driise usw. Die ffir viele ,,Schleimstoffe" kennzeichnende Fahigkeit, 
sich mit basischen Farbstoffen, wie Toluidinblau oder Astrablau zu ver- 
binden, besitzen nur ein Teil yon ihnen, ngmlich diejenigen, die saure 
Mucopolysaccharide enthalten, nicht dagegen die ,,neutralen" Schleime 
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(neutrale  Mucopolysacchar ide) .  Sie haben  diese Eigenschaf t  zudem mi t  
anderen  S t ruk tu ren  gemeinsam,  die ebenfal ls  saure Mucopolysacchar ide  
en tha l ten ,  ohne zu der  Gruppe  der  Schleimstoffe zu gehSren (z. B. 
Knorpe lg rundsubs tanz ) .  

Zusammen/assend lassen sich die Eigenschaf ten  des As t r ab l au  in 
folgenden P u n k t e n  hervorheben :  

1. Die Spezifit/~t ftir saute  Mueopo]ysacchar ide  ist  bei  E inha l tung  
yon Fa rbs to f fkonzen t r a t ion  und  P a  sehr hoch. 

2. Die Spezif i tgt  b le ib t  auch bei  langer  F / i rbedauer  erhal ten.  Eine  
Uberf/~rbung der  Schni t te ,  wie sie beim Al ic ianblau  ]eicht e in t re ten  kann,  
ist  be im As t r ab l au  n icht  zu beffirchten. 

3. As t r ab l au  bes i tz t  eine ausgeprggte  Fa rbs tg rke .  Die sauren Mueo- 
polysaeehar ide  werden daher  s ta rk  und  leuehtend b lau  gef/irbt. 

4. Hers te l lung  der  Fa rb l6sung  und  F / i rbemethode  sind de nkba r  
einfaeh. Die Fa rb l6sung  ist  sehr s tabi l ;  sie k a n n  fiber Monate  zum 
F/ i rben  verwende t  werden.  

5. Es ist  mSglieh D a u e r p r s  herzustel len.  Bei Gegenf/~rbungen 
t r i t t  kein  F a r b v e r l u s t  ein. 

Summary  

A new copper ph tha loeyan in  dye  called , ,As t rab lue"  is repor ted ,  
which, because of i ts  bas ic i ty ,  is ideal  for the  specific demons t r a t ion  of 
acid s t ruc tures  in his tological  p repara t ions .  I t  could be shown wi th  
h is tochemical  methods  t h a t  the  As t rab lue  s tain is to a considerable  
degree specific for acid mucopolysaeehar ides .  

The s ta ining procedure  is discussed. 

Herrn Dr. H. HARMS (Bayer-Werke Leverkusen) danken wir ffir die freundliche 
l)berlassung des Farbstoffs. 

Literatur. 
1 CLARA, M.: Untersuchungen fiber den fs Nachweis des Schleims 

in Drfisenzellen beim Menschen. Z. mikrosk.-anat. Forseh. 47, 183--214 (1940). - -  
2 DIETZEL, P. B. : ttistochemische Untersuchungen an den Corpora amylacea des 
Zentralnervensystems. Verb. dtsch. Ges. Path. 1956, 199. - -  3 FISHE~, E.R. ,  
and R. D. LILLIE: The effect of methylation on basophili~. J. Histochem. 0. 
Cytochem. 2, 81--87 (1954). - -  a GEDm~:, P. : 1Jber neue F~rbeverfahren ffir Muco- 
polysaccharide und Phospholipide. Zbl. Allg. Path. u. Path. Anat. 95, 486 (1956) . -  
4~ GEDmK, P. : Histochemische Darstellung yon Kohlenhydraten. Klin. Wschr. 
1952, 1057--1067. - -  ~b GEmGK, P. : Itistochemische Methoden. In Biochemisches 
Taschenbuch, S. 855--891. Berlin: Springer 1956. - -  a GEl)InK, P., u. G. STRAUSS: 
Zur Histochemie des Hamosiderins. Virchows Arch. 324,373 (1953). - -  Zur formalen 
Genese der Eisenpigmente. Virchows Arch. 326, 172 (1954). - -  6 GEDIGK, P., u. 
W. PIoeg: Uber die Speieherung yon Schwermetallverbindungen in mesenchymalen 
Geweben. Beitr. path. Ana~. 116, 124--148 (1955). - -  Uber die Bildung organischer 
Substanzen in Sflicinmdioxydgranulomen. Virchows Arch. 328, 513 (1956). - -  



346 WINFRIED PINCH: ~ b e r  die Darstellung saurer Mucopolysaccharide 

v Go~o~I, G.: The histochemical behavior of acid mucopolysaccharides. J.  Histo- 
chem. a. Cytochem. 2,470 (1954). - -  s K~AMER, H., and J.  M. WIND~UM : Sulphation 
techniques in histochemistry with special reference to metaehromasia.  J.  Histochem. 
a. Cytoehem. 2, 196--203 (1954). - -  9 LILLIE, 1%. D. : t t istopathologic Technic and 
Practical histoehemistry. New York: Blackiston Comp. 1947. - -  10 LILLIE, R .  D.,  
1~. BANGLE and E. 1%. FIS~E~: Metaehromatic basophflia of kerat in after oxidation- 
cleavage of disulfide bonds. J.  Histochem. a. Cytoehem. 2, 95--102 ( 1 9 5 4 ) . -  
11 LIso~, L. : A]eianblue 8 G with ehlorantine fast  red 5 B. A technic for selective 
staining of mucopolysaccharides. Stain Technol. 29, 131--138 (1954). - -  12~ PEA~SE, 
A. G. E. : The histochemical demonstrat ion of kerat in by  methods involving 
selective oxidation. Quart. J .  Mierosc. Sci. 92, 393--402 (1951). - -  12b PEARSE, A. 
G. E.:  Histoehemistry Theoretical and Applied. London: J.  & A. Churchill ]954. - -  
13 STEEDS~AN, H. F.:  Aleian blue 8 GS, a new stain for mucin. Quart. J .  Mierosc. 
Sei. 91, 477--479 (1950). 

Dr. WI~F~IED Pinch,  Ins t i tu t  fiir Geriehtliehe Medizin, 
Bonn, Wilhelmsplatz 7 


