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Durch systematische fermenthistochemische Untersuchungen konnten wir
kiirzlich zeigen, dall die Mastzellen (MZ) verschiedener Tierklassen und des
Menschen neben der Heparin- und Histaminbildung und Speicherung (JorpEs,
HormerEN und WILANDER 1937, RiLey 1953, RiLey und WEsT 1953) mit zahl-
reichen Enzymsystemen ausgestattet sind (ScHAUER und EpEr 1961, EpER und
SCHAUER 1961).

Der Nachweis von Leucylaminopeptidase, Adenosintriphosphatase, saurer und
zum Teil auch alkalischer Phosphatasen wies auf einen hohen Eiweil- und Phos-
phatstoffwechsel hin und lieB die MZ im normalen ruhenden Bindegewebe als
besonders spezialisierte Zellen erscheinen, die sowohl im Stoffwechsel des Binde-
gewebes (Maximow 1904, BroDERSEN 1928, HiceixBoTHAM, DOUGHERTY und
JEE 1956) als auch bei akuten Schidigungen des Gefdl3-Bindegewebes (STAEMMLER
1921, EpEr und ScHAUER 1961) Bedeutung haben. Wir stellten frither bereits
die Frage, ob die Enzymbildung in den MZ auf einen duBleren oder stoffwechsel-
bedingten Reiz erfolgt, dhnlich wie dies bei den phagocytierenden Histio- und
Fibrocyten der Fall ist (Gepick und BoNTKE 1957) oder ob diese Enzyme mit
der physiologischen Zelireifung nachweisbar werden, also von vorneherein zur
Ausstattung der Zelle gehoren. In Untersuchungen iiber das Verhalten der MZ
bei der akuten Entziindung konnten wir fiir eine durch einen &duBeren Reiz
verursachte Enzymbildung keinen Anhalt gewinnen.

Kirzlich von Korx (1959) mitgeteilte Untersuchungen haben gezeigt, dafi
fiir die Sulfatierung des Heparins Adenosintriphosphorsiure (ATP) erforderlich
ist. Dadurch war ein Hinweis gegeben, dall zwischen dem Mucopolysaccharid-
und Phosphatstoffwechsel enge Bezichungen bestehen miissen. Wir stellten des-
halb am Tier Paralleluntersuchungen iiber den Mucopolysaccharid (MPS)- und
Phosphatstoffwechsel zum Zeitpunkt der MZ-Entwicklung am Ende der Schwan-
gerschaft und in der Neugeborenenperiode an, zumal sich durch den Nachweis
einer Bindungsmoglichkeit zwischen ATP und anderen Phosphaten mit Histamin
ein Anhalt fiir Zusammenhénge im Zellstoffwechsel ergab (ScHAUER und EpER
1961).

Ferner wurde die Frage gestellt, ob sich Hinweise fiir die Lokalisation der
histochemisch nachgewiesenen Enzyme und die Natur der Granula ergeben,
und welche Beziehungen zwischen der Reifung der sauren MPS und der Histamin-
einlagerung bestehen.
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Untersuchungsgut und Methodik

Rattenfeten wurden operativ aus schwangeren Tieren gewonnen. Hierzu wurde jeweils
das Ende eines schwangeren Uterushornes mit einem oder zwei Feten abgetragen und der
Stumpf wieder verschlossen. Das Alter wurde nach der Berechnung der Geburt der be-
lassenen Feten festgestellt. Es wurden hauptséchlich Gewebsstiicke der Acren (Haut und
Unterhautgewebe von Schnauze, Ohren und Pfoten) verwendet. Untersucht wurden Feten
vom 10. Schwangerschaftstag ab bis zur Geburt und neugeborene Tiere bis zum 20. Lebenstag
in liickenloser Reihenfolge. Untersuchungen iiber die MPS-Entwicklung und Reifung wurden
mit metachromatischen Farbungen, Astrablaufarbungen und kombinierten Astrablau-PAS-
Farbungen angestellt.

a) Toluidinblou-pu-Reihe. Das Gewebe wurde in Formol fixiert und in Paraffin ein-
gebettet. Zur Anwendung kam die von MonTaaNA u. Mitarb. (1954), MooRE u. Mitarb.
(1957) sowie ScHUBERT (1955) beschriebene Methode. Die Férbelosungen enthielten 0,1%
Toluidinblau. Sie wurden mit 0,1 m Veronalacetatpuffer auf py 2,6, 3,2, 3,6, 4,1 und 4,9
eingestellt. Die Firbezeit betrug 5 min. Der iiberschiissige Farbstoff wurde dann mit 0,1 m
Veronalacetatpufferlosung des Firbe-py ausgewaschen. Reaktion bei 20°C. Zum Ent-
wissern wurden die Schnitte 2 min in 96%iges Athanol und 2 min in einmal gewechselten
Isopropylalkohol gestellt. Das Trocknen der Schnitte erfolgte zwischen Filtrierpapier. Ein-
decken mit reinem Cedernholzél. Zshlung der Zellzahl der gesamten Priparatfliche. Nach
Entfernung des Deckglases und kurzem Einbringen in Xylol und die absteigende Alkohol-
reihe Féarbung mit der Toluidinblaulosung des néchst héheren pm und erneute Ziahlung.

Da aus den Ergebnissen der Toluidinblau-py-Reihe eventuell mit Strukturinderungen
der sauren MPS zu rechnen war, priiften wir die Ergebnisse mit einem Citronenséure-Phos-
phat-Puffergemisch nach McILvAINE bei den gleichen pg-Einstellungen.

b) Kombinierte Astrablau- PAS-Reaktion. Die Astrablau-PAS-Reaktion wurde am gleichen
Material durchgefiihrt. 0,5% Astrablau in 1%iger Essigsiure (pm3). Firbung der ent-
paraffinierten Schnitte fiir 10 min. Kurzes Abspiilen in Aqua dest. Anschliefend Féirbung
mit PAS.

c) Fermenthistochemische Untersuchungen wurden bei den gleichen Versuchsreihen an
Kryostatschnitten durchgefiihrt.

1. Leucylaminopeptidasereaktion (LAP) nach NacHrAs, CRAWFORD und SELIGMAN,
Inkubationszeit 1 Std.

2. Saure Phosphatase nach Gomori, Inkubationszeit 2 Std. Azofarbstoffmethode nach
PrarsE, Inkubationszeit 45 min.

3. Alkalische Phosphatase nach Gomori, Inkubationszeit 2 Std. Azofarbstoffmethode
nach PEARSE, Inkubationszeit 45 min.

4. Adenosintriphosphatase (ATPase) nach WacHsTEIN und MEISEL, Inkubationszeit 2 Std.

5. f-Glucuronidase nach Burrox und PEarsE, Inkubationszeit 12 Std.

Ergebnisse
1. Die Mucopolysaccharidreifung

In allen untersuchten Gewebsabschnitten (Haut und Unterhautbindegewebe
aus den Bereichen der Pfoten, Schnauze und Ohren) werden bei Rattenfeten
am 16.—17. Schwangerschaftstag, also etwa zu Beginn des letzten Viertels der
Schwangerschaft im lockeren Bindegewebe in der Toluidinblaufarbung MZ nach-
weisbar. Sie gehen, wie auch schon Maxmmow (1910) und Avrrsew (1924)
zeigen konnten, aus rundlichen bis ovalen reticuliren Zellen hervor und ent-
halten zundchst nur wenige metachromatische Granula, die meist in der Zell-
peripherie lokalisiert sind, also hdufig in Kreis- oder Hufeisenform erscheinen.
Die Frithphase der Entwicklung édndert sich nicht wesentlich bis kurz vor der
Geburt (Abb. 1a).

Alle MZ sind in den Frithphasen bereits deutlich PAS-positiv, wobei das
PAS-positive Material teils in homogener, teils in feinkérniger Form ebenfalls
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hauptséchlich in den dulleren Zellabschnitten lokalisiert ist. Gleichzeitig mit dem
Auftreten der Metachromasie in der Toluidinblaufdrbung wird auch die Astra-
blauférbung (ProcH 1957) positiv, die zwar das Vorhandensein stark saurer Grup-
pen (SO,H-Gruppen) voraussetzt, jedoch nicht eine entsprechend dichte Anord-
nung, wie sie fiir das Zu-

A standekommen der Meta-

" chromasie erforderlich ist.

Ebenso wie die meta-

chromatisch farbbare

N Substanz ist auch das
mit Astrablau anfirbbare

v. Material besonders in den

: duBeren Zellabschnitten
a & zu finden und reicht in
: ~ die Zellfortsitze hinein.

. In diesen frithen Ent-
g wicklungsstadien ist keine
seki % 4 . - sichere granuldre Anord-
t-g." : *J ; nung erkennbar. Erst
< kurz vor der Geburt
finden sich astrablau-
positive neben PAS-posi-
tiven Granula in den

Zellen. Bei mehrere Tage
’ alten Tieren und bei er-

. ‘ i wachsenen Tieren sind

A 2 die Granula der meisten
; Zellen stark astrablau-
L

' positiv. Kombinierte To-

‘ Inidinblau - Astrablaufir-
” bungen in den peri-
: : natalen und postnatalen

Abb. la—e. Reifungsstadien der Mastzellen durch Nachweis Hntwicklungsstadien er-
der metachromatischen Granula. Vergr. 750fach. a Bei einem . .
20 Tage alten Rattenfeten. Die Granula sind hauptséchlich in geben eine deutlich meta-
der Peripherie der Zellen lokalisiert. b Bei einer neugeborenen chromatische Anfé’trbung
Ratte. Die Zahl der Granula hat bereits stark zugenommen. . “ e
¢ Bei einer 5 Tage alten Ratte. Die Gramula sind sehr dicht in  der Granula mit Toluidin-
den Zellen gelagert. Daneben finden sich einzelne jingere blau in der tiblichen
Mastzellen mit etwas geringerer Anzahl von Granula

" Weise. Daneben finden
sich bei den neugeborenen Tieren in den Zellen aber auch Granula, die mit
der typischen leuchtendblauen Farbe des Astrablau, nicht aber mit Toluidin-
blau angefirbt sind. Die Zahl der erkennbaren MZ ist zunéchst in allen Geweben
auBerordentlich gering. Sie nimmt vom Zeitpunkt des ersten Nachweises bis
wenige Tage nach der Geburt kontinuierlich zu. Ebenso sind die MZ in den
spiteren Entwicklungsstadien wesentlich stirker granuliert (Abb.1b und e).

In den ersten Tagen nach der Geburt ist die Zellzahl, bezogen auf die Flache,
in vielen Gewebsabschnitten grofer als beim erwachsenen Tier. Die Zellreifung
und Zunahme vollzieht sich offenbar schubweise in Korrelation zum 6rtlichen
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Gewebswachstum. Da somit der Zeitpunkt des ersten Auftretens der sauren MPS
{festgelegt war und durch die Anwendung verschiedener Firbungen Aufschliisse
tiber die MPS-Reifung in den MZ erhalten wurden, wurde versucht, in weiteren
Untersuchungen zusétzliche Anhaltspunkte tiber die MPS-Reifung wabrend der
fetalen Zeit und nach der Geburt zu erhalten. Ein Einblick in die perinatale
MPS-Entwicklung und den Verlauf der Sulfurie-
rung schien uns besonders wichtig im Vergleich
mit der Enzymentwicklung und dem Ansteigen
des Histamingehaltes. Wir priiften deshalb vom
Zeitpunkt des ersten Nachweises der MZ an,
bis zum 20.Tag der Neugeborenenperiode das
Verhalten der MZ in Toluidinblaulésungen mit
abgestuftem pg (Abb. 2a—c). Dabei ergab sich
bei den Feten des 18.—20. Schwangerschafts-
tages bei Abnahme der Wasserstoffionenkonzen-
tration von pg 2,6 auf 3,2—3.,6 eine Zunahme
der zéhlbaren MZ. In den auf pg 3.2 bzw. 3,6
folgenden Einstellungen mit hoéherem py trat
regelmifig eine deutliche Verminderung der zéhl-
baren Zellzahl ein. Wir fithren diesen bei den
Feten der erwihnten Entwicklungszeit erhobenen
Befund darauf zuriick, da in den Farbungen
bei niedriger Wasserstoffionenkonzentration auch
eine stirkere orthochromatische Anfirbung der b
MZ eintritt, die die anfangs schwache Meta-
chromasie tiberdecken kann. Der Hinwand, dal
durch die wiederholte Firbung bei den fetalen
Zellen Stiicke des Schnittes oder auch nur ein- ! | ; &
zelne Zellen verlorengehen, etwa beim Abtrocknen 46 32 a6 4PN\
mit FlieBpapier oder durch die wiederholte Tink- 7 H—.>
. . . " Abb. 2a—c. Relative Zunahme der
tierung mit Farbstofflosungen oder LoOsungs-  astzellen verschicdener Entwick-
mitteln wurde durch die Auszdhlung an Serien- Iungsstufen von Ratten bei Farbung
N ) ... . mit abgestuften Toluidinblau-pa-
Schnitten widerlegt, wobei die aufeinanderfolgen- Lésungen. a Mittelwert der Ergeb-
den Schnitte einer Serie jeweils bei dem um eine {JﬁS;‘Eﬁtwaefiﬁhégal‘ﬁgeﬁng:;ene;i
Stufe hoheren pyr gefarbt wurde. Auch hier ergab  Mastzellen kurz vor und nach der
sich nach einem Anstieg der zdhlbaren MZ-Zahl &ib;r;&‘;}%;f;‘vg’i%%ﬁ %2“’;:;’135;;
nach der 2.—3. pu-Stufe eine Abnahme der meta-
chromatischen Zellen unter die Ausgangszahl, die bei pg 2,6 gezdhlt wurde.
Daf dieser nur schwer erkldrbare Befund nicht durch eine Substanz des Puffers
verursacht wird, konnte durch Paralleluntersuchungen mit einem Citronen-
sdure-Phosphatpuffergemisch (McILvaing) bewiesen werden. Auch hier nahm die
zdhlbare MZ-Zahl in der pm-Reihe nach der 2.—3. pu-Stufe deutlich ab, meist
sogar unter den bei py 2,6 gezdhlten Ausgangswert.

Kurz vor der Geburt steigt die Zahl der zdhlbaren MZ bei den niedrigen
Wasserstoffionenkonzentrationen, also bei hoheren pp-Stufen, stark an. Dieser
steile Anstieg bedeutet, dafl in zunehmendem MalBle MPS mit steigender Anzahl
saurer Valenzen vorliegen.

Zunatime der farbbaren Mastzellef) ——
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Unmittelbar vor der Geburt und in der Folgezeit verindern sich die Ver-
héltnisse schlagartig. Bei den Farbungen in Toluidinblaulésungen von anstei-
gendem pg (Stufen s. Toluidinblau-pg-Reihe) tritt jetzt entsprechend der Steige-
rung des pm eine zwar nicht sehr starke, aber gleichméBige Zunahme der zihl-
baren MZ-Zahl ein. Die
héchste Zellzahl ist in den
meisten Fillen bei der
dritten pm-Stufe (3,6) er-
reicht. In den allerersten
Tagen nach der Geburt
steigt die Zellzahl auf bis
zu 50—60% des Ausgangs-
wertes an, tberschreitet
aber wenige Tage spiter
den Ausgangswert nur
mehr um 30%. Diese Be-
funde bedeuten, daB zwar
schon einige Zeit vor dem
Partus, aber ganz besonders
kurz vor wund nach der
Geburt ein starkerer Rei-
fungsprozell der sauren
MPS einsetzt, so daB be-
reits in den ersten Lebens-
tagen eine gewisse Kon-
stanz erreicht ist. Da jetzt
die meisten Granula reich
an dicht gelagerten SO,H-
Gruppen sind, werden be-
reits bei niedrigster pu-
Stufe fast alle Zellen dar-
gestellt.

Die durch die Toluidin-

e

Abb. 3a——c. Leuzylaminopeptidasereaktion bei verschiedenen
Entwicklungsstufen der Mastzellen, Vergr. 1500fach. a Bei

einem 19 Tage alten Rattenfeten. Der Reaktionsniederschlag

ist an den h#ufig peripher angeordneten Granula lokalisiert.

b Bei einer 2 Tage alten Ratte. Parallel zur Zunahme der

Granula hat die Intensitdt des Reaktionsniederschlages in der

Zelle zugenommen. c Bei einer 9 Tage alten Ratte. Weitere

Zunahme der Granulazahl und der Stirke des Reaktions-
niederschlages

blau-Astrablau- und PAS-
Firbungen erhaltenen Be-
funde stehen im Einklang
mit den Ergebnissen der
Toluidinblau-pg-Reihe.

I11. Die Enzymbildung

Die ersten positiven Enzymreaktionen finden sich zwischen dem 17. und
18. Schwangerschaftstag, wahrend in den metachromatischen Reaktionen diffuse
Anfirbungen bereits am 16. Schwangerschaftstag beobachtet werden. Zu diesem
Zeitpunkt fallt die Leucylaminopeptidasereaktion bereits stark positiv aus. Wie
bei den erwachsenen Tieren stimmt auch bei den Feten die Verteilung des Reak-
tionsniederschlages in den MZ mit der Verteilung der Granula iiberein. Ebenso
wie bei den metachromatischen Farbungen tritt die Fermentreaktion zunichst
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in Form einzelner Granula haufig in der Zellperipherie auf (s. Abb. 3a). Ent-
sprechend der mit der Zellreifung fortschreitenden Zunahme der metachromati-
schen Granula in der Einzelzelle nimmt auch die granulire Leucylaminopeptidase-
reaktion kontinuierlich zu. Die Bilder der Fermentreaktion entsprechen in allen
Phasen der Entwicklung in der Deutlichkeit der Darstellung einer Toluidinblau-
farbung (Abb. 3b und ¢). Um dartiber hinaus Einblicke in den jeweiligen Sub-
stratumsatz bei der Leucyl-
aminopeptidasereaktion zu
gewinnen, wurden in den
verschiedenen Entwicklungs-
stadien Reaktionen mit
kurzen Bebriitungszeiten
(6 und 10 min) untereinan-
der verglichen. Dabei ergab
sich, dall die MZ wenige
Tage vor der Geburt einen
verhaltnisméfig  geringen
Substratumsatz aufweisen,
wiahrend MZ neugeborener a
Tiere anscheinend einen etwa
gleich hohen wie die er-
wachsener  Tiere zeigen.
Daraus ist zu folgern, da@
parallel zur Ausbreitung der
Enzymreaktion mit der zu-
nehmenden Zellgranulierung
auch der Substratumsatz
steigt.

Etwa zum gleichen Zeit-

punkt wie die Leucy]amj_ Abb. 4a—c. Saure Phosphomonoesterasereaktion (Diazonium-
. . methode). a u. b Vergr., 1800fach, ¢ Vergr. 1000fach. a Bei
nopeptidasereaktion werden einem 20 Tage alten Feten. b Bei einer 2 Tage alten Ratte.
: er ntwicklun: der ¢ Bei einer 6 Tage alten Ratte. Der Reaktionsniederschlag
bei  d E g © verhilt sich entsprechend der Zunahme und Lokalisation der
MZ auch saure Phospho- Granula

monoesterasen nachweisbar.

Positive Reaktionen treten sowohl bei Anwendung der Diazoniummethode, als
auch bei Anwendung der Gomori-Methode mit dem Nachweis der ersten toluidin-
blaupositiven Granula auf. Es finden sich zundchst nur wenige enzympositive
Granula, die gelegentlich ebenfalls in der Zellperipherie lokalisiert sind (Abb. 4a).
Parallel zur zunehmenden Zellgranulierung nimmt auch der Niederschlag des
Reaktionsproduktes an den Granula zu, so daB zum Zeitpunkt der Geburt
oder kurz darauf die Aktivitdt bereits so stark wie beim erwachsenen Tier ist
(Abb. 4b und c). Sehr deutlich ist dieser Befund bei Anwendung der Diazonium-
methode. Besonders im sauren Phosphatasenachweis mit der Diazoniummethode
ist auffillig, daB in den frithen Entwicklungsstadien der MZ relativ grofle Granula
sich darstellen, eine Beobachtung, die auch gelegentlich in der Tolnidinblau-
farbung gemacht wurde. Etwa gleichzeitiz mit dem ersten Nachweis dieser
Enzyme tritt auch eine relativ starke ATPase-Reaktion bei Anwendung der
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Methode nach WacusTEIN und MErseL auf. Das Reaktionsprodukt scheint wie
bei der Leucylaminopeptidasereaktion oder der sauren Phosphatase an den
Granula lokalisiert (Abb. 5). Mit der MZ-Reifung findet auch hier eine Zunahme
des Reaktionsniederschlages an den Granula statt.

Wie bei erwachsenen Ratten, so ist auch beim Feten der Nachweis von alka-
lischer Phosphatase sehr schwierig. Da auch hier nur mit der Gomori-Methode,
nicht aber mit der Diazoniummethode eine positive Reaktion erhalten wurde,
bestanden berechtigte Zweifel, ob es sich hier wirklich um eine Enzymreaktion
handelt, oder ob hier unspezifische Niederschlige eine positive Reaktion vor-
tauschen. Bei Kontrollversuchen zeigte sich, dafl auch ohne Substrat teils fein-
granulire, teils amorphe Niederschlige auftreten. Sie sind auch bei Behandlung

Abb. 52 u. b. ATP-ase-Reaktion nach WACHSTEIN und MEISEL. a Bei einem 20 Tage alten Ratten-
feten. Der Reaktionsniederschlag ist entsprechend der Zahl der Granula gering. b Bei einer 1 Tag
alten Ratte. Vergr. 1000fach

der Priiparate lediglich mit Cobaltnitrat und Ammonsulfid zu beobachten, so
daB es sich hier nicht um eine enzymatische, sondern rein chemische Bindungs-
reaktion mit sauren Gruppen handelt. Dariiber hinaus findet sich aber in den
MYZ eine hitzeinhibierbare enzymatische Reaktion fiir alkalische Phosphatase mit
deutlichem an die Granula gebundenem Niederschlag. Diese Unterschiede sind
an MZ neugeborener Ratten deutlich ausgeprigt.

Da mit der Diazoniummethode fiir alkalische Phosphatase bei den erwachsenen
Tjeren keine oder nur eine zweifelhafte Reaktion erhalten wurde, priiften wir die
Diazoniumreaktion noch an fetalen und neugeborenen Ratten unter Verwendung
anderer Diazoniumsalze (Variaminblau B, Echtviolettsalz B, Echtrotsalz ITR,
Fast Garnet GBC, Echtgranatblau GBC). Dabei ergab sich an einzelnen Zellen
ein geringer granulirer Niederschlag. Bei Nachfirbung der gleichen Stellen mit
wiBriger Toluidinblauldsung zeigte sich jedoch, daB diese positiven Zellen keine
metachromatischen Granula enthielten. An den zahlreichen mit Toluidinblau
nachtraglich angefirbten MZ fand sich niemals eine positive Enzymreaktion.
Somit erhalten die MZ der Feten und neugeborenen Ratten nur eine sehr geringe
alkalische Phosphataseaktivitdt, die nur mit der Gomori-Methode zum Ausdruck
kommt.

Mit der histochemischen $-Glucuronidasereaktion konnten zwar nicht regel-
miBig, jedoch mehrfach positive Reaktionen in den MZ nachgewiesen werden.
Wihrend der Entwicklung der MZ fanden sich am 19. Schwangerschaftstag erst-
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malig positive Reaktionen. Die Anordnung des Reaktionsniederschlages ent-
spricht auch hier der Verteilung der Granula.

Besprechung der Ergehnisse

Uber die Bindung von sauren MPS, insbesondere von Heparinen an Struk-
turen der MZ-Granula besteht nach eingehenden Untersuchungen zahlreicher
Autoren (HormerEN und Wiraxper 1937, JorpEs, HorMeREN und WILANDER
1937, OLiveR u. Mitarb. 1947, ErricH 1949) kein Zweifel mehr. BexDITT (1958)
errechnete die Heparinmenge der Ratten-MZ mit 2,7—4,6 % des MZ-Volumens.
Andererseits tauchen in der Literatur nur kurze Angaben iiber den Nachweis
neutraler MPS in den MZ auf. Nach Jorpes, WErNER und ABERG (1948) ist
das PAS-positive Material in den Granula lokalisiert. Ohne daraus Folgerungen
zu ziehen, sind sich die Autoren (PEARSE 1953, RiLEY und WEsT 1953, GLEGG,
CrLErMONT und LEBLOND 1952, BRAUN-FaLco 1955, NIEBAUER und WIEDMANN
1958) dariiber einig, daB nicht alle MZ mit der PAS-Reaktion anfirbbar sind.
Riwey (1953) glaubt, daB besonders die gefilinahen MZ stérker PAS-positiv sind.
Aus diesen Befunden lassen sich hinsichtlich des MPS-Stoffwechsels und der
MPS-Reifung nur wenig Aussagen machen, um so mehr als die Mdglichkeit
besteht, daB die positive PAS-Farbung durch andere Substanzen als MPS, etwa
Phospholipide bedingt ist. So glaubten wir durch systematische MPS-Farbungen
wahrend der Entwicklung der MZ an Rattenfeten und neugeborenen Ratten
iiber die Orte und Vorgidnge der MPS-Entwicklung Aufschlufl zu bekommen.
Unsere zur Klirung dieser Fragen angestellten Untersuchungen haben gezeigt,
daB bei der Entwicklung der MZ noch bevor in nachweisbarer Menge meta-
chromatische Substanzen auftreten, diese zunichst eine positive PAS-Farbung
ergeben, die nach unserer Meinung wahrscheinlich auf neutrale MPS zurtick-
zufithren ist. Die in Entwicklung begriffenen Zellen unterscheiden sich in Grofe,
Form und Intensitit der PAS-Farbung anfangs nur wenig, spiter jedoch deutlich
von den Reticulumzelen. In bei wenige Tage alten und erwachsenen Tieren an-
gestellten PAS-Farbungen waren neben dem PAS-positiven Cytoplasma auch PAS-
positive Granula zu erkennen. Es tritt also in den spéteren Stadien keine grund-
sitzliche Anderung mehr ein.

Verglichen mit den Toluidinblaufirbungen ist die Zahl der erkennbaren MZ
in der PAS-Farbung in den ganz friithen Entwicklungsstadien deutlich niedriger.
Dies liegt zum Teil daran, daf sich in vielen Zellen hauptséchlich das Cyto-
plasma firbt, wiahrend die granulire Struktur dadurch weitgehend tiberdeckt
wird. Die Zellen sind in der PAS-Firbung dann oft nicht als MZ erkennbar.

Nach den Ergebnissen der PAS-Reaktion war die Entwicklung der sauren MPS
von besonderem Interesse. Hierbei schien sowohl die Frage nach dem Zeitpunkt
des Auftretens der sauren MPS wichtig, als auch die Frage, ob diese von Anfang
an an die Granula lokalisiert sind. Die in den ersten Entwicklungsphasen an-
gestellten Astrablau- und Toluidinblaufdrbungen ergaben, dall die Astrablau-
farbung zu dem gleichen Zeitpunkt positiv wird wie die Toluidinblaufarbung.
Dabei setzt die Farbung mit Astrablau keine geordnete Anordnung der SO,H-
Gruppen voraus, wihrend die Metachromasie nur eintritt, wenn die SO,H-
Gruppen zumindest in Teilen des Heparinmolekiiles dicht angeordnet sind. Die
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Beobachtung, dall die Astrablaufirbung zum gleichen Zeitpunkt positiv wird
wie die Toluidinblaufdrbung, obwohl verschiedene Mechanismen der Farbstofi-
bindung vorliegen, 148t sich nur so erklaren, daBl anscheinend von Anfang an
eine geordnete Sulfurierung erfolgt. Sowohl in der Astrablaufirbung als auch
in der Toluidinblaufidrbung liegt in den ersten Entwicklungsstadien das saure
Gruppen tragende metachromasiegebende Material auch auBlerhalb der Granula.
Es ist bis jetzt nicht zu entscheiden, ob in diesen ersten Stadien die Granula
so verletzlich sind, dall sie bei der Fixierung bereits zerstort werden, oder ob
diese sauren MPS anfangs ebenfalls intergranulir lokalisiert sind. In diesem
Zusammenhang schien uns von besonderem Interesse die bei der MPS-Entwick-
lung an den MZ erhaltenen Befunde mit dem Verhalten des Histamin- und
5.Hydroxytryptamingehaltes MZ-reicher Gewebe wihrend der MZ-Entwicklung
zu vergleichen.

Untersuchungen, durch die das Verhiltnis des aus MZ-reichen Geweben extra-
hierbaren Heparins und Histamins festgestellt wurde, haben gezeigt, dafl dieses
mit dem Bindungsverhiltnis der in vitro-Versuche ibereinstimmt (WERLE und
Amaxny 1956). PARrRAT und WEST haben festgestellt, daB bei Rattenfeten bereits
mehrere Tage vor der Geburt in der Haut von Ohren, Bauch und Pfoten Histamin
(10—25 y/g Gewebe) und 5-Hydroxytryptamin (0—35 y/g Gewebe) vorhanden ist.
Kurz vor und nach der Geburt steigt der Histaminspiegel bis zu knapp 60 y/g
Gewebe und der 5-Hydroxytryptaminspiegel auf bis zu rund 30 y/g Gewebe an.
Bereits wenige Tage nach der Geburt nimmt der Gehalt der Gewebe an beiden
Aminen aber wieder auf etwa die Hilfte der Hochstwerte (60 bzw. 30y) ab
und stellt sich in der Folgezeit konstant auf dieses Niveau ein. Vergleicht man
mit diesen Angaben die vorstehenden Befunde tiber die MPS-Entwicklung in
den MZ, so zeigt sich, dall abgesehen von sehr geringen Aminmengen, die vor der
MPS-Entwicklung schon vorhanden sind, mit dem von uns festgestellten Zeit-
punkt der MZ-Entwicklung die Zunahme der Aminmengen gut mit der Reifung
der sauren MPS iibereinstimmt. '

Dies gilt auch noch fir das Verhalten innerhalb der ersten Lebenstage der
Ratten. Wihrend dagegen nach ParrAT und WeST innerhalb 15 Tagen nach der
Geburt der Histaminspiegel wieder auf die Héalite des htchsten Wertes abfillt,
nimmt die Zahl der MZ gering zu oder bleibt zumindest konstant, wobei nach
unseren Beobachtungen das Verhiltnis der MZ-Zahl zur Umgebung des wach-
senden Bindegewebes erst im spéteren Verlauf im Sinne einer relativen Abnahme
sich verschiebt. Auch die Ergebnisse der Toluidinblaureihenuntersuchungen stim-
men hiermit iiberein. Moglicherweise deutet das unterschiedliche Verhalten zwi-
schen Histamingehalt und MZ-Zahl bzw. Gehalt an sauren MPS in den spéiteren
Entwicklungsphasen darauf hin, dafl bei der entwickelten MZ nicht alle sauren
Gruppen des Heparins mit Histamin besetzt sind.

In unseren fritheren Untersuchungen konnten wir zeigen, dafi die MZ ver-
schiedener Tierspecies gewisse Unterschiede in der Ausstattung der histochemisch
nachweisbaren Enzyme zeigen. Obwohl sich auch hierbei gewisse Anhaltspunkte
iiber die Bedeutung der histochemisch nachweisbaren Fermente und ihre genaunere
Lokalisation fanden, ergab sich bei der Untersuchung der Enzyme bei der MZ-
Entwicklung die Moglichkeit, hierfiir weitere Befunde zu gewinnen. Als wesent-
liches Ergebnis mochten wir die Tatsache in den Vordergrund stellen, daf die
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bei der ausgereiften MZ der Ratte nachweisbaren Enzyme schon in den frithen
Entwicklungsstadien der MZ feststellbar sind. Im Vergleich zur Entwicklung
der Granula zeigt sich, dal diese Fermente etwa zu dem Zeitpunkt positiv werden,
wo in der MZ die Granula entwickelt werden. Das bedeutet, dall zwischen
beiden Vorgingen ein enger Zusammenhang bestehen muf. Da diese Granula-
entwicklung nicht gleichméfig im gesamten Cytoplasma stattfindet, sondern
zuerst nur einzelne Granula an der Zellperipherie auftreten, konnte untersucht
werden, in welchem topographischen Zusammenhang Enzymlokalisation und
Granula stehen. Es ergab sich, daB die Enzyme genau der Menge und Lokali-
sation der Granula entsprechen. Damit bestdtigt sich unsere frithere bei der
Granulaausschiittung gemachte Feststellung, daBl die Fermente direkt an den
Granula lokalisiert sind. Diese bestehen somit nicht nur aus sauren MPS und
den biogenen Aminen, sondern auch aus enzymatisch wirksamen Proteinen.
Dieser Befund ist im Hinblick auf die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
von GUSEK tiiber die Entwicklung der MZ-Granula von besonderem Interesse.

Unsere Untersuchungen iiber die Entwicklung der MZ bestétigen damit unsere
frithere Auffassung, daf diese Fermente neben den sauren MPS und dem Histamin
zu den speziellen Leistungen der MZ gehoren.

Bei der Bedeutung, die den MZ bei der akuten und chronischen Entziindung
zukommt, liegt nahe, zwischen den unterschiedlichen Entziindungsabldufen wih-
rend der Fetalzeit und nach der Geburt Zusammenhinge zu sehen.

Zusammenfassung

Am 16.—17. Schwangerschaftstag werden bei Ratten in den Mastzellen (MZ)
erstmals saure Mucopolysaccharide (MPS) nachweisbar. 1—2 Tage vorher zeigen
die MZ bereits eine diffuse positive PAS-Reaktion. Die sauren MPS sind in
den ersten Entwicklungsstadien diffus im Cytoplasma lokalisiert, spater findet
sich zunehmend eine Bindung an die Granula.

Parallel hierzu zeigt die Auszéhlung der mit Toluidinblau in abgestuften
pra-Losungen gefirbten MZ, dafl im Frithstadium der Entwicklung nur wenige
MZ stark saure MPS aufweisen. Die Zahl der bei hoherem pgy firbbaren MZ
nimmt vor der Geburt rasch zu. Kurz nach der Geburt ist die Zunahme nur
mehr gering. Die MZ zeigen also bereits einen hohen Gehalt an sauren MPS.

Die Bildung und Reifung der sauren MPS geht der von ParraT und WEest
gefundenen Histamineinlagerung in MZ-reichen Geweben parallel. Dieser Befund
stellt die Voraussetzung fiir eine intracelluldre salzartige Heparin-Histamin-
bindung dar.

Alle bei erwachsenen Tieren in den MZ histochemisch nachweisbaren Fermente
treten bei der MZ-Entwicklung bereits mit der Bildung der Granula in Erscheinung.

Summary
Acid mucopolysaccharides (MPS) are first demonstrable in the mast cells (MZ)
in rats on the 16th—17th day of pregnancy. One to two days before this, the
mast cells give a diffuse, positive PAS reaction. In the first stages of develop-
ment the acid MPS are diffusely distributed in the cytoplasm; later they localize
in increasing amounts at the granules. Parallel to this, in studies in which the

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 6



82 A. ScEAUER und M. EDER:

number of mast cells staining with toluidine blue in solutions of graduated pm
are counted, in the early stage of development only few mast cells show a strong
acid MPS reaction. The number of mast cells staining at higher py rapidly
increases before birth. Shortly after birth the increase is only slight. The mast
cells show an increased content of acid MPS. The formation and maturation
of the acid MPS parallels the deposition of histamine, as found by ParraT and

WesT in mast-cell-rich tissues. These results represent the conditions for an

intracellular salt-like heparin-histamine union. In adult animals all of the histo-

chemically demonstrable enzymes in the mast cells appear with the formation
of granules.
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